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RESUMO 

 

O ora-pro-nóbis (OPN) (Pereskia aculeata Miller) é uma trepadeira arbustiva, pertencente à 

família Cactaceae. Suas folhas são muito utilizadas na culinária mineira, mas pouco usada e 

quase desconhecida pela população no resto do país. Dados referentes à composição de 

compostos fenólicos presentes em suas folhas inexistem na literatura, até onde se sabe. As 

informações sobre os fenólicos dessa planta podem auxiliando no resgate do OPN, 

estimulando e ampliando seu consumo, evitando assim, que a mesma sofra um processo de 

extinção, como tem ocorrido com outras espécies no Brasil. Por esse motivo, o presente 

trabalho teve como objetivo otimizar um método de extração e hidrólise para os compostos 

fenólicos presentes nas folhas de OPN, bem como desenvolver e validar um método de 

cromatografia de ultra eficiência (UPLC), para separação e quantificação do perfil desses 

compostos. As variáveis estudadas para a otimização multivariada foram a concentração de 

metanol (%), concentração de ácido clorídrico (HCL) (mol.L-1), tempo (min.) e temperatura 

(ºC) de extração. A partir dos resultados obtidos para o planejamento empregado, a melhor 

condição escolhida para a realização da extração consistia em: água como solução 

extratora, com 1 mol.L-1 de HCl, temperatura igual a 80 ºC e tempo de 90 minutos. O 

método cromatográfico desenvolvido apresentou resultados satisfatórios em relação aos 

critérios de validação, mostrando-se adequado para a separação e quantificação dos 

compostos fenólicos estudados. As amostra de OPN apresentaram teores de compostos 

fenólicos variando entre 58,37 e 81,29 mg.100g -1 para o ácido clorogênico, 3,72 e 15,64 

mg.100g -1  para o ácido caféico, 4,68 e 5,39 mg.100g -1 para o ácido p-coumárico e 3,72 e 

5,15 mg.100g -1 para o ácido ferúlico. A presença desses ácidos hidroxicinâmicos e seus 

derivados nas amostras indica que as mesmas podem possuem uma alta atividade 

antioxidante, embora seja necessária a realização de análises adequadas para tal afirmação. 

Além disso, as concentrações encontradas para desses ácidos nas folhas foram superiores 

ao relatados para alguns vegetais amplamente consumidos no Brasil, caracterizando o OPN 

como uma importante fonte alternativa de fenólicos, podendo contribuir para uma dieta 

mais saudável.  

Palavras-chave: Pereskia Aculeata Miller, compostos fenólicos, otimização multivariada, 

desenvolvimentos de método; UPLC. 
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ABSTRACT 
 
Ora-pro-nobis (OPN) (Pereskia aculeata Miller) is a climbing shrub belonging to the 

Cactaceae family, its leaves are widely used in traditional cooking of Minas Gerais, Brasil, 

however is less widely used and almost unknown by the population in the rest of the 

country. From what we know, data relating to the composition of phenolic compounds 

present in their leaves is unavailable in the literature. The information of this plant 

phenolics composition may help in the rescue of the OPN, since can stimulate and expand 

its consumption, avoiding its extinction process, as has happened with other species in 

Brazil. Therefore, the aim of this study was to optimize a method of extraction and 

hydrolysis to the phenolic compounds of leaves of OPN, as well as develop and validate a 

method of ultra performance liquid chromatography (UPLC) for separation and 

quantification of these phenolics. The variables studied for the multivariate optimization 

were the methanol concentration (%), the hydrochloric acid (HCL) concentration (mol L-1), 

time (min.) and temperature (°C). The results obtained for the optimization showed that the 

best condition to carry out the extraction were: water as extraction solution with 1 mol L-1 

HCl, temperature of 80 º C and 90 minutes. The chromatographic method developed 

showed satisfactory results regarding the validation criteria, revealed itself suitable for the 

separation and quantification of the phenolic compounds in OPN leaves. The samples of the 

OPN demonstrated levels of phenolic compounds ranging between 58.37 and 81.29 

mg.100g-1 for chlorogenic acid, 3.72 and 15.64 mg.100g-1 for caffeic acid, 4.68 and 5,39 

mg.100g-1 for p-coumaric acid and 3.72 and 5.15 mg.100g-1 for ferulic acid. The presence 

of these hydroxycinnamic acids and their derivatives indicates that the samples may have a 

high antioxidant activity, nevertheless, appropriate analysis should be run to justify this 

position. Furthermore, the concentrations obtained for the hydroxycinnamic acids and their 

derivatives in leaves were higher than those reported for some vegetables widely consumed 

in Brazil, featuring OPN as an important alternative source of phenolics compounds that 

can contribute to a healthier diet. 

Keyword: Pereskia Aculeata Miller, phenolic compounds, multivariate optimization, 

method development; UPLC. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os compostos fenólicos são um grupo de componentes orgânicos que apresentam em sua 

estrutura um anel aromático, tendo um ou mais grupos hidroxila, estão amplamente distribuídos 

no reino vegetal e constituem parte essencial da dieta humana. (DAI; MUMPER, 2010; 

BALASUNDRAM et al., 2006; SHAHIDI; NACZK, 2005). Esses compostos têm recebido 

atenção considerável, devido, principalmente, suas funções biológicas, incluindo atividade 

antioxidante, antimutagênica e antitumoral (HAM et al., 2009; PARVATHY et al, 2009; 

WILDAMAN; KELLY, 2007; HERCBERG et al., 1998). Estudos comprovam seu potencial no 

combate aos radicais livres, que causam estresse oxidativo e, consequentemente, danos a tecidos 

e biomoléculas do organismo humano. Dessa forma, os compostos fenólicos apresentam 

importante papel na prevenção de distúrbios patológicos, tais como a aterosclerose, disfunção 

cerebral e câncer. Além disso, esses compostos possuem grande aplicação industrial, sendo 

utilizados como corantes naturais e conservantes de alimentos, ou na produção de tintas, papel e 

cosméticos (IGNAT et al., 2011; WILDMAN; KELLEY, 2007; SHAHIDI; NACZK, 2005; 

NAGAI et al., 2003). 

Pesquisas demonstram que vegetais de folhas verdes contêm importantes componentes 

bioativos tais como, β-caroteno, ácido ascórbico, riboflavina, ácido fólico e sais minerais, além 

de apresentarem grande quantidade de polifenóis como, ácidos fenólicos, flavonoides, e 

compostos aromáticos (KOBORI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; KIM, 2013). Entretanto, 

alguns desses vegetais são pouco explorados no Brasil, sendo classificadas como hortaliças não-

convencionais, culturas que não estão organizadas enquanto cadeia produtiva propriamente dita, 

mas que possuem importante papel na complementação da alimentação e economia familiar de 

populações de baixa renda, além de serem importantes para a expressão cultural de determinados 

locais, estando presentes na culinária típica dos mesmos (SOUZA, 2009; BRASIL, 2010; 

SANTOS et al., 2012). 

Dentre essas hortaliças não convencionais, encontra-se a ora-pro-nóbis (Pereskia aculeata 

Miller), uma trepadeira arbustiva que tem suas folhas e frutos utilizados na culinária brasileira. 

Embora esteja amplamente distribuída no Brasil, entre os estados da Bahia ao Rio Grande do Sul, 

não foram encontrados, até onde se sabe, trabalhos referentes o perfil de compostos fenólicos 
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exibido por essa planta (TAKEITI et al., 2009; VIEIRA et al., 2010; AGOSTINI-COSTA et al., 

2012). 

A extração de compostos fenólicos de matrizes vegetais, ou alimentícias é, geralmente, um 

pré-requisito para qualquer análise química, no que se refere ao estudo da concentração e 

composição dos mesmos (TURA; ROBARDS, 2002). Técnicas de extração convencionais 

sólido-líquido ou líquido-líquido, que utilizam como solução extratora solventes orgânicos e/ou 

ácidos, são comumente empregadas para isolar compostos fenólicos (ZHANG et al. 2007). No 

entanto, a obtenção de um extrato que seja representativo da amostra, isto é, que contenha todos 

os componentes fenólicos de interesse e livre de substâncias interferentes, é influenciada, 

grandemente, pelas condições aplicadas durante o processo de extração, tais como a concentração 

do solvente, o tempo de extração, a temperatura, o pH, a relação sólido/líquido e o tamanho de 

partícula (RADOJKOVIĆ et al., 2012; SPIGNO et al., 2007, STALIKAS, 2007).  

Por essas razões e pela diversidade de compostos fenólicos presentes nas diferentes fontes 

naturais, bem como suas diferentes estruturas e propriedades físico-químicas, não existe um 

protocolo universal adequado ou completamente satisfatório para a extração de todos os fenólicos 

ou uma classe específica desses compostos para as diferentes matrizes alimentícias. Como 

consequência, processos de extração específicos devem ser idealizados e otimizados para cada 

fonte de fenólicos estudada (SILVA et al., 2007; NACZK; SHAHIDI, 2004).  

Nesse contexto, a otimização multivariada tem sido amplamente empregada para 

potencializar a extração de compostos fenólicos em folhas (AYBASTIER et al., 2013; PEREIRA 

et al., 2013; ŞAHIN; ŞAMLI, 2013; ZHOU et al., 2013; WANG et al., 2013; RADOJKOVIĆ et 

al., 2012; SILVA et al., 2007), uma vez que permite avaliar vários parâmetros e as interações 

entre estes com reduzido número de ensaios experimentais, consistindo em uma metodologia 

menos trabalhosa e onerosa do que as abordagens univariadas utilizadas para otimização de 

processos de extração (FERREIRA et al, 2007; LEE et al., 2000).  

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês high performance liquid 

chromatography) é uma das técnicas mais utilizadas para separação, identificação e quantificação 

dos compostos fenólicos (NACZK; SHAHIDI, 2004). Contudo, o tempo de análise e a resolução 

obtidos a partir de métodos que empregam a HPLC são limitados pelo tamanho de partícula das 

colunas e pela instrumentação dessa técnica cromatográfica (CHEN; KORD, 2009). O 
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desenvolvimento da técnica de cromatografia de ultra eficiência (UPLC, do inglês ultra 

performance liquid chromatography) possibilitou um melhoramento nos métodos analíticos para 

matrizes de amostras complexas, tais como matrizes alimentícias e biológicas, a qual emprega 

colunas com diâmetro interno menor, fases estacionárias com tamanho de partícula abaixo de 2,0 

µm, e sistemas operando em altas pressões (até 1300 bar ou 15.000 psi) (RIVERA; CANELA-

GARAYOA, 2012; EPRILIATI, et al., 2010; WELCH et al., 2010; CHEN; KORD, 2009), 

resultando em análises com melhor resolução, separações mais rápidas, menor consumo de fase 

móvel, menor quantidade de resíduos gerados e menor custo com solventes (MOLTIVA et al., 

2013; CHEN; KORD, 2009).   

Com base nos princípios expostos acima, o presente trabalho teve como objetivo 

otimizar um método de extração para os compostos fenólicos presentes em folhas de OPN, 

empregando, para isso, metodologia de superfície de resposta, bem como, desenvolver e validar 

um método cromatográfico, por UPLC, para separação e identificação do perfil de fenólicos 

presentes em extratos obtidos a partir de folhas de OPN, visando gerar mais informações sobre 

essa planta, e assim, estimular o seu consumo e emprego em diversos setores industriais. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

1.1 ORA-PRO-NÓBIS 
 

1.1.1 Aspectos gerais 
 

O ora-pro-nóbis (OPN) (Pereskia aculeata Miller) é uma trepadeira arbustiva, 

pertencente à família Cactaceae, originária das Américas, onde se relata sua presença desde a 

Califórnia, nos Estados Unidos, até o Rio Grande do Sul, no Brasil. Caracteriza-se como uma 

planta perene, rústica, resistente à seca, que suporta chuvas contínuas e geadas brandas. Possui 

folhas verdadeiras (Fig. 1.1A), falsos espinhos no caule (Fig. 1.1B), flores pequenas e brancas 

(Fig. 1.1C), e frutos amarelados (Fig. 1.1D) (SANTOS et al., 2012; BRASIL, 2010; PEREIRA et 

al., 2007). 

 

Figura 1.1 Ora-pro-nóbis (Pereskia aculeata Miller): A – Folhas; B – Caule lignificado com 

espinhos em forma de agulha; C – Flores e D – Frutos imaturos. 

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

(2012). 
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No Brasil, essa planta encontra-se amplamente distribuída entre os estados da Bahia ao 

Rio Grande do Sul, mas seu uso é mais difundindo no estado de Minas Gerais, onde ocorre 

anualmente o “Festival do Ora-pro-nóbis”, no município de Sabará (ALMEIDA; CORRÊA, 

2012; SANTOS et al., 2012; BRASIL, 2010). Além de ser denominada ora-pro-nóbis, essa planta 

também é popularmente conhecida como lobrobrô, groselha das Américas, rosa-madeira, 

jumbeba, guaiapá (nome indígena que significa fruta que tem espinhos) e trepadeira limão. Em 

outros países recebe os nomes de: barbados gooseberry (Estados Unidos), ramo de novia (Cuba), 

guamacho (Venezuela), buganvilla blanca (Chiapas, México) e bladappel (República do 

Suriname) (SANTOS et al., 2012; MORTON, 1987). 

As folhas de OPN são macias, de cor verde-escura, carnosas e suculentas, e constituem a 

parte da planta mais utilizada para consumo humano, podendo ser consumidas cruas ou cozidas. 

Suas folhas fazem parte da classificação de hortaliças não-convencionais, isto é, espécies que não 

recebem devida atenção por parte da comunidade técnico-científica e da sociedade como um 

todo, o que reflete no seu consumo por apenas parte da população de certas localidades ou 

regiões do país. As hortaliças não convencionais são culturas que não estão organizadas enquanto 

cadeia produtiva propriamente dita, mas que possuem importante papel na complementação da 

alimentação e economia familiar de populações de baixa renda, além de serem importantes para a 

expressão cultural de determinados locais, estando presentes na culinária típica dos mesmos. 

Como é o caso do OPN, que compõe pratos típicos da culinária mineira, como o frango caipira 

com OPN, item obrigatório nos cardápios dos restaurantes de Diamantina, Tiradentes, São João 

del-Rei e Sabará, cidades históricas do interior do Estado de Minas Gerais (SANTOS et al., 2012; 

BRASIL, 2010; SOUZA et al., 2009). 

Além da alimentação, o OPN também é utilizado como planta ornamental, devido sua 

bela floração, que ocorre nos meses de janeiro a abril, ou de dezembro a maio, em regiões mais 

quentes e úmidas, resultando em pequenas flores brancas com o miolo laranja (Fig. 1.1C), 

perfumadas, ricas em pólen e néctar. Sendo também cultivadas para fins de produção de mel, 

devido à atração que exercem sobre muitos insetos, entre eles, as abelhas. Somando à rusticidade, 

a presença de grande número de espinhos no caule (Fig. 1.1B) e a beleza da floração, o OPN 

constitui-se também, como uma excelente alternativa para formação de cercas vivas (SANTOS et 

al., 2012; BRASIL, 2010). 
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Na medicina popular, as folhas do OPN são ainda, utilizadas como emoliente no 

tratamento de tumores, no abrandamento de processos inflamatórios e na recuperação da pele em 

casos de queimadura. Seus frutos são empregados como agentes expectorantes e antissifilíticos 

(SANTOS et al., 2012). 

 

1.1.2 Composição nutricional 
 

Uma importante característica nutricional das folhas de OPN refere-se ao seu conteúdo 

proteico, com cerca de 15 a 28 %, que pode ser considerado elevado quando comparado com 

outros vegetais usualmente consumidos no Brasil, como a couve (1,6%), o alface (1,3%) e o 

milho (10,0 %) (MERCÊ et al., 2001). Essa composição rica em proteína lhe rendeu a 

denominação de "carne dos pobres" em muitas comunidades pobres brasileiras, visto que o 

consumo de suas folhas constitui uma importante fonte de proteínas para essas populações 

(KINUPP, 2006).   

Suas proteínas apresentam ainda, alta digestibilidade (75,9%) e excelente perfil de 

aminoácidos, dentre eles, aminoácidos essenciais como lisina, metionina, fenilalanina, isoleucina, 

leucina, valina e treonina, em níveis, com exceção da metionina e lisina, superiores a quantidade 

mínima diária recomendada pela FAO (2002), para um indivíduo adulto (TAKEITI et al., 2009; 

ALBUQUERQUE, 1991; DAYRELL; VIEIRA, 1977; ALMEIDA FILHO; CAMBRAIA, 1974).   

De acordo com Takeiti et al. (2009) as folhas de OPN contêm valores de fibras totais 

igual a 3,8 g/100g e um alto teor de fibra dietética solúvel (5,2 g/100 g). Sua concentração de 

lipídeos encontra-se em torno de 6.3 – 6.8% (m/m). Suas folhas frescas possuem β-caroteno, 

vitamina C e ácido fólico em concentrações de 4,2 mg/100, 185.8 mg/100g e 19,3 mg/g, 

respectivamente. Possuem ainda, elevados níveis de minerais como, manganês (46,4 mg /100 g), 

zinco (26,71 mg/100 g), ferro (14,18 mg/100 g) e cálcio (3,420 mg/100 g).  

Segundo Santos et al. (2012), a concentração de ferro presente nas folhas de OPN 

contribui de forma significativa para o suprimento das necessidades diárias deste mineral. Por 

esse motivo, somado ao alto conteúdo de proteínas, as folhas de OPN são utilizadas no preparo 

de farinhas múltiplas para o combate à fome e à anemia, podendo ainda, sofrer processo de 

desidratação para preparo de flocos (como de orégano), empregados para elevar o valor 
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nutricional de pães, bolos, omeletes, bolinho de vegetais, tortas salgadas, sopas e outros 

alimentos.  

Suas folhas destacam-se ainda por possuírem um conteúdo mucilaginoso, devido à 

presença de arabinogalactana, um polissacarídeo que confere propriedades físicas úteis, como 

formação de géis e mudanças na viscosidade, destacando assim, uma possível utilização dessa 

planta em processos industriais, tais como fabricação de papel, tinta, fármacos e produtos 

alimentícios (BEMILLER; HUBER, 2010; MERCÊ et al., 2001; SIERAKOWSKI et al., 1987). 

 

1.2. COMPOSTOS FENÓLICOS 
 

Os compostos fenólicos são comumente definidos como metabólitos secundários que 

apresentam em sua estrutura um anel aromático, possuindo um ou mais grupos hidroxila. 

Entretanto, essa definição não é totalmente satisfatória, uma vez que, inclui compostos não 

fenólicos, de variadas origens biossintéticas, tais como a estrona, um hormônio sexual feminino e 

o gossipol, um terpenóide derivado do algodão (QUINDEAU et al, 2001; RYAN et al., 1999). 

Por este motivo, Quideau et al. (2001) propôs uma definição mais abrangente para os compostos 

fenólicos, como sendo metabólitos secundários derivados exclusivamente dos fenilpropanóides e 

policetídeos originados a partir da via do ácido chiquímico.   

Os fenólicos constituem um grupo com estruturas amplamente diversificadas, com mais 

de 8000 moléculas correntemente conhecidas, que podem variar desde moléculas fenólicas 

simples, como ácido gálico (Fig. 1.2A) e ácido caféico (Fig. 1.2B), até compostos altamente 

polimerizados, como as procianidinas (Fig. 1.2C) (CHEYNIER, 2012; ANDERSEN; 

MARKHAM, 2006).  

Os compostos fenólicos são ubíquos em todos os órgãos vegetais, podendo ser 

classificados como simples fenóis, ácidos fenólicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos 

hidrolisáveis e condensados, ligninas e lignanas (NACZK; SHAHIDI, 2004). Esses compostos 

são sintetizados durante o desenvolvimento e reprodução das plantas, e desempenham 

importantes funções para as mesmas, tais como: defesa contra patógenos, parasitas e predadores; 

proteção contra radiação ultravioleta (UV); atração de polinizadores; ação antioxidante, além de 

contribuir para características sensoriais das frutas e vegetais, como adstringência, amargura, 
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sabor, cor, aroma e estabilidade contra oxidação (CHEYNIER, 2012; IGNAT et al., 2011; 

WILDMAN; KELLEY, 2007; SHAHIDI; NACZK, 2004). Sua ocorrência em tecidos animais, 

geralmente, é devido à ingestão de alimentos de origem vegetal ou devido o consumo de 

alimentos, aos quais fenólicos sintéticos foram incorporados à formulação (SHAHIDI; NACZK, 

2004). 

 

 

Figura 1.2. Fórmulas estruturais dos compostos fenólicos: A – Ácido gálico; B – Ácido caféico; 

e C – Procianidinas. Fonte: Adaptado de OLIVEIRA; BASTOS, 2011; BATTESTIN et al., 2004; 

QUEIROZ et al., 2002. 

 

Os fenólicos têm recebido atenção considerável, devido, principalmente, suas funções 

biológicas, incluindo atividade antioxidante, antimutagênica e antitumoral. Estudos comprovam 

seu potencial no combate aos radicais livres, que causam estresse oxidativo e, consequentemente, 

danos a tecidos e biomoléculas do organismo humano. Os fenólicos desempenham um 
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importante papel na prevenção de distúrbios patológicos, tais como a aterosclerose, disfunção 

cerebral e câncer. Além disso, os compostos fenólicos possuem grande aplicação industrial, 

sendo utilizados como corantes naturais e conservantes de alimentos, ou na produção de tintas, 

papel e cosméticos (IGNAT et al., 2011; WILDMAN; KELLEY, 2007; SHAHIDI; NACZK, 

2005; NAGAI et al., 2003). 

Devido aos efeitos benéficos atribuídos ao consumo dos compostos fenólicos, grande 

esforço tem sido realizado para caracterizar suas estruturas presentes nos tecidos de diferentes 

plantas (MAKRIS; ROSSITER, 2001). Dessa forma, a caracterização e quantificação dos 

compostos fenólicos de vegetais subutilizados, tais como o OPN, sobre o qual não foram 

encontrados dados na literatura referentes à composição fenólica, podem gerar importantes 

informações para ampliação da ingestão dessa planta, como fonte alternativa desses compostos 

potencialmente benéficos, especialmente, pela população de baixa renda, bem como, para a 

aplicação desses compostos extraídos da mesma em diversos setores industriais. 

A extração de compostos fenólicos de matrizes vegetais ou alimentícias é, geralmente, um 

pré-requisito para qualquer análise química, no que se refere ao estudo da concentração e 

composição dos mesmos (TURA; ROBARDS, 2002). A obtenção de um extrato que seja 

representativo da amostra, isto é, que contenha todos os componentes fenólicos de interesse e 

livre de substâncias interferentes é influenciada, grandemente, pelas condições aplicadas durante 

o processo de extração (STALIKAS, 2007). Portanto, a extração representa uma importante etapa 

de manipulação da amostra, na qual o método e os parâmetros para a realização da mesma devem 

ser escolhidos de forma adequada, tendo em vista as diferenças químicas e a distribuição irregular 

dos fenólicos nas matrizes vegetais.   

 

1.2.1 Extração dos compostos fenólicos 
 

A extração de compostos fenólicos desempenha um papel importante para a 

quantificação e caracterização destes a partir de uma matriz vegetal, constituindo, geralmente, o 

primeiro e o mais importante processo, podendo interferir na exatidão e precisão das análises 

posteriores. A extração é influenciada por vários parâmetros, como a natureza química dos 

fenólicos, o método de extração utilizado, o tamanho de partícula da amostra, bem como, pela 
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presença de substâncias interferentes (HAMINIUK et al., 2012; ZHAO et al., 2011; STALIKAS, 

2007).  

Diversos solventes são utilizados para alcançar uma extração adequada, a escolha do 

solvente mais apropriado depende da sua seletividade, miscibilidade, densidade, recuperação, 

pressão de vapor, viscosidade, preço e estabilidades química e térmica (HAMINIUK et al., 2012). 

Os solventes mais comumente empregados nos processos de extração são: metanol, etanol, 

acetona, éter etílico, acetato de etila, propanol, dimetil formaldeído e combinações entre eles 

(HAMINIUK et al., 2012; NACZK; SHAHIDI, 2006). Alguns compostos fenólicos com alta 

polaridade, como alguns ácidos fenólicos (ácido cinâmico, benzoico e clorogênico), podem não 

ser adequadamente extraídos com solventes orgânicos puros, sendo assim, as soluções extratoras 

consistem, normalmente, nos solventes citados acima contendo diferentes frações aquosas 

(SULTANA et al., 2009; STALIKAS, 2007; NACZK; SHAHIDI, 2006). 

Além da solubilidade, outro parâmetro de grande relevância para obtenção dos extratos 

fenólicos consiste no tempo de extração, podendo variar de 1minuto até 72 horas (PALACIOS et 

al., 2011; NACZK et al., 1992; PRICE; BUTLER, 1977). Contudo, de acordo com Naczk e 

Shahidi (2006), tempos de extração superiores à 24h aumentam as chances de ocorrer oxidação 

dos fenólicos, e por esse motivo, devem ser evitados. Além disso, segundo Silva et al. (2007), um 

excessivo tempo de extração não aumenta a quantidade de fenólicos extraídos, visto que, com um 

certo tempo, alcança-se um equilíbrio entre a concentração de solutos presente na matriz sólida e 

na solução extratora, promovendo reduzido aumento no rendimento de fenólicos totais. 

A extração dos compostos fenólicos também pode ser influenciada pela razão 

solvente:amostra empregado no sistema (NACZK; SHAHIDI, 2006). De acordo com alguns 

autores, Wong et al. (2013), Zhang et al. (2007) e Pinelo et al. (2005), quanto maior a proporção 

solvente:amostra utilizada, maior a quantidade de fenólicos totais obtida. Isso porque, quando a 

quantidade de solvente aumenta, aumenta-se a chance de componentes bioativos entrarem em 

contato com o solvente de extração, resultando em maiores rendimentos de fenólicos, até que se 

alcance um equilíbrio no gradiente de concentração entre o sólido (amostra) e o solvente extrator.  

O tamanho de partícula do material vegetal também é um parâmetro que exerce grande 

influência sobre a extração. Com menores tamanhos de partícula, aumenta-se a extração de 

compostos fenólicos, haja visto que ocorre um aumentando na área da superfície da amostra bem 
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como um processo de ruptura da parede da celular da planta (KIM; LEE, 2001). A temperatura é 

outra variável que deve ser controlada durante os processos de extração, uma vez que o aumento 

desta promove um acréscimo na taxa de extração, em decorrência do aumento da solubilidade do 

analito e maior taxa de transferência de massa, bem como, da diminuição da viscosidade e da 

tensão superficial do solvente extrator, facilitando sua penetração na matriz em análise. No 

entanto, deve-se ter em mente que muitos dos compostos fenólicos são facilmente oxidados, 

dessa forma, tempos longo de extração sob alta temperatura podem levar a degradação dos 

mesmos (DAI; MUMPER, 2010; SILVA et al., 2007).  

As matrizes alimentícias são sistemas muito complexos, possuindo variada concentração 

e perfil de fenólicos. Esses compostos fenólicos por sua vez, encontram-se, muitas vezes, na 

forma de complexos ligados por meio de ligações éster e ligações glicosídicas, a polímeros da 

parede celular (carboidratos e proteínas) dos vegetais, originando estruturas que podem ser 

bastante insolúveis, e que dessa forma, necessitam de uma etapa complementar de extração, isto 

é, um processo de hidrólise (ácido, básico ou enzimático) visando à liberação desses fenólicos 

complexados (IGNAT et al., 2011; NACZK; SHAHIDI, 2006; MATTILA; KUMPULAINEN, 

2002).  

 

1.2.2 Hidrólise  
 

Os compostos fenólicos raramente estão presentes nos vegetais em sua forma livre, mas 

comumente, apresentam-se em sua forma glicosilada (ANNEGOWDA et al., 2010). Dessa forma, 

devido à inexistência de padrões comerciais apropriados, e um vasto número de fenólicos 

glicosilados, o emprego de processos hidrolíticos permite a liberação dos glicosídeos em suas 

respectivas agliconas, permitindo assim, sua identificação e quantificação, bem como, auxiliam 

na elucidação estrutural e caracterização de suas correspondentes formas glicosiladas. O processo 

de hidrólise também auxilia posteriores análises cromatográficas, visto que, minimiza a 

quantidade de compostos interferentes extraídos (NUUTILA et al., 2002; TURA; ROBARDS, 

2002). Numerosos processos hidrolíticos são descritos na literatura, empregando a utilização de 

ácidos, como ácido clorídrico (HCL), bases, como hidróxido de sódio (NaOH) e enzimas, como 

β-glucuronidase e β-glucosidase (SAMANIDOU et al., 2012).  
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O processo de hidrólise ácida envolve o tratamento do extrato ou da matriz vegetal com 

soluções aquosas ou alcoólicas (nas quais o metanol é comumente empregado) contendo ácido 

orgânico, como o ácido clorídrico (HCL), submetidas à temperatura de refluxo, ou superior a 

esta. A faixa de concentração da solução ácida empregada descrita na literatura é muito vasta, 

variando de 1 a 2 M, na maioria dos processos (KOMES et al., 2011; STALIKAS, 2007; RUSAK 

et al., 2008; NUUTILA et al., 2002) ou de 1 a 6 M em outros estudos (SAMANIDOU et al., 

2012; MATTILA; KUMPULAINEN, 2002). O tempo de reação também varia grandemente, no 

entanto a faixa mais utilizada vai de 30 minutos à 2 horas (STALIKAS, 2007; NUUTILA et al., 

2002).  

A hidrólise básica consiste no tratamento da amostra com solução contendo um álcali, 

normalmente hidróxido de sódio (NaOH), com concentração de 1 a 4 M, em geral, mas podendo 

alcançar concentrações até 10 M, como aplicado por Mattila e Kumpulainen (2002). Segundo 

Stalikas (2007), a maioria das reações é realizada a temperatura ambiente, durante 15 minutos até 

12 horas (overnight). 

A hidrólise enzimática é uma técnica alternativa utilizada para a quebra das ligações 

glicosídicas, no entanto, não muito empregada devido seu custo elevado. As enzimas comumente 

aplicadas nesse processo de hidrólise são as pectinases, celulases e amilases (STALIKAS, 2007; 

ROBBINS, 2003). 

Não existe um único método de hidrólise que seja adequado para todos os grupos de 

fenólicos contidos em diversas matrizes, devido à diferença existente entre suas estruturas 

químicas e sensibilidade em relação às condições de hidrólise utilizadas. Os parâmetros 

(composição do solvente, concentração do ácido empregado, tempo e temperatura de extração, 

entre outros) empregados no processo de hidrólise podem promover degradação parcial de alguns 

fenólicos ou/e hidrólise incompleta de alguns glicosídios. Dessa forma, a otimização de um 

método de extração e de hidrólise é de suma importância para análise das diferentes classes de 

fenólicos. Essa otimização pode ser obtida a partir do emprego de técnicas multivariadas, que 

permitem o estudo de diferentes fatores sobre a resposta para o processo, bem como as interações 

entre eles, empregando o mínimo de experimentos possíveis (MICHIELS et al., 2012; 

HOFFMANN-RIBANI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; BARROS NETO et al., 2007; 

NUUTILA et al., 2002; TURA; ROBARDS, 2002).   
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1.2.3 Separação e quantificação dos compostos fenólicos 
 

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é uma das técnicas mais utilizadas 

para separação, identificação e quantificação dos compostos fenólicos (NACZK; SHAHIDI, 

2004). Contudo, o tempo de análise e a resolução obtidos a partir de métodos que empregam a 

HPLC são limitados pelo tamanho de partícula das colunas e pela instrumentação dessa técnica 

cromatográfica (CHEN; KORD, 2009). Por esse motivo, nos últimos anos, progressos referentes 

ao desenvolvimento de novas fases estacionárias com tamanho de partícula menores têm sido 

realizados, com o objetivo de desenvolver colunas mais eficientes. Nesse contexto, se encontra 

inserida a técnica de cromatografia líquida de ultra eficiência (UPLC), a qual emprega colunas 

com diâmetro interno menor, fases estacionárias com tamanho de partícula abaixo de 2,0 µm, e 

sistemas que operam a altas pressões (até 1300 bar ou 15.000 psi) (RIVERA; CANELA-

GARAYOA, 2012; EPRILIATI, et al., 2010; WELCH et al., 2010; CHEN; KORD, 2009). 

As principais vantagens da UPLC sobre as técnicas de HPLC são melhor resolução, 

maior eficiência na separação, menor tempo de análise e menor consumo de solvente, o que 

resulta em menor custo com a aquisição de solventes e tratamento dos resíduos. Além disso, 

como consequência da maior eficiência de separação, os picos obtidos são mais estreitos e 

simétricos, levando a limites de detecção mais baixos, demonstrando uma maior sensibilidade por 

parte da técnica de UPLC em comparação com a técnica de HPLC (MOLTIVA et al., 2013; 

CHEN; KORD, 2009). 

A maioria dos métodos descritos na literatura para análise de fenólicos por UPLC 

emprega, quase que exclusivamente, colunas de fase reversa, na qual a fase estacionária é menos 

polar que a fase móvel. Para essas colunas analíticas, a eluição dos compostos fenólicos baseia-se 

na polaridade dos mesmos, sendo assim, compostos de menor polaridade, como miricertina, 

quercetina e kaempferol, possuem tempo de retenção maior que os compostos de maior 

polaridade, como o ácido gálico, ácido protocatecuico e epigalocatequina (HAMINIUK et al., 

2012; CHEN; KORD, 2009). A C18 é a coluna de fase reversa mais comumente empregada para 

análise de fenólicos (MOLTIVA et al., 2013; HAMINIUK et al., 2012; CHEN; KORD, 2009). 

Para a separação de compostos fenólicos por UPLC, sistemas de eluição por gradiente 

são mais frequentemente empregados do que os sistemas isocráticos. Dentre esses sistemas por 
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gradiente, a eluição por gradiente linear é majoritariamente utilizada, envolvendo, normalmente, 

como fase móvel um sistema binário, constituído por uma solução aquosa acidificada, com ácido 

fórmico, fosfórico ou acético; juntamente com acetonitrila ou metanol, como o solvente orgânico 

(HAMINIUK et al., 2012; DAI; MUMPER, 2010; ROBBINS, 2003). A adição de pequena 

quantidade de ácido se faz necessário para suprimir a ionização dos grupos fenólicos e 

carboxílicos melhorando assim, certos parâmetros analíticos, tais como o tempo de retenção e a 

resolução (HÄKKINEN, 2000). De acordo com Roggero et al. (1990), a manutenção da 

temperatura constante durante a análise é um importante fator para a reprodutibilidade do 

método. As temperaturas empregadas nos métodos descritos na literatura variam entre 20 a 45 ºC 

(HAMINIUK et al., 2012). 

Dada à existência de ligações duplas conjugadas e anéis aromáticos nas estruturas 

moleculares dos compostos fenólicos, estes possuem capacidade de absorver na região do 

ultravioleta (UV), podendo chegar à região do visível (VIS) e alguns poucos, possuem até 

fluorescência. Deste modo, os detectores mais utilizados para a análise de fenólicos são: UV/VIS, 

arranjo de diodos (DAD), fluorescência e espectrômetro de massas. Embora os detectores 

eletroquímicos, por índice de refração, e por espalhamento de luz também sejam utilizados para 

detecção de fenólicos que possuam ou não grupo cromóforo (HAMINIUK et al., 2012; DAI; 

MUMPER, 2010).  

Os detectores de massas (MS) têm sido largamente utilizados para a identificação de 

compostos fenólicos provenientes de matrizes alimentícias, uma vez que esses detectores 

fornecem abundantes informações para a elucidação estrutural desses compostos químicos e a 

identificação precisa dos mesmos, especialmente quando um padrão puro não se encontra 

disponível comercialmente (MOLTIVA; MACIÀ, 2013; GUILLARME et al., 2010; YE et al., 

2007). No entanto, os detectores de MS apresentam um elevado valor de mercado, o que 

geralmente limita o acesso a esse tipo de equipamento pela maioria dos pesquisadores. Neste 

contexto, os detectores por arranjo de diodos (DAD) são mais amplamente empregados para a 

identificação de compostos fenólicos, devido seu baixo custo e boa sensibilidade, além de 

permitir a varredura da faixa do UV/VIS de todos os solutos que passam pelo detector, gerando 

mais informações para misturas complexas, como extratos vegetais brutos, possibilitando a 
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determinação do comprimento de onda máximo dos fenólicos em apenas uma única corrida 

(HAMINIUK et al., 2012; DAI; MUMPER, 2010).  

 

1.3 EMPREGO DE TÉCNICAS MULTIVARIADAS PARA OTIMIZAÇÃO DA SEPARAÇÃO 
DE COMPOSTOS FENÓLICOS 
 

Considerando a diversidade de compostos fenólicos presentes nas diferentes fontes 

naturais, bem como suas estruturas e propriedades físico-químicas, não existe um protocolo 

universal adequado ou completamente satisfatório para a extração de todos os fenólicos ou uma 

classe específica desses compostos presentes em diferentes matrizes. Como consequência, 

processos de extração específicos devem ser idealizados e otimizados para cada fonte de 

fenólicos estudada (SILVA et al., 2007; NACZK; SHAHIDI, 2004) 

Para qualquer estudo de otimização, um projeto experimental apropriado é necessário, e 

os dois modelos mais comumente utilizados para tal são, experimentos univariados e 

metodologia de superfície de resposta (MSR) (ZHOU et al., 2013). Nos experimentos 

univariados, cada parâmetro em estudo (temperatura, tempo, solvente, etc) é modificado 

individualmente, enquanto as demais variáveis são mantidas fixas (BEZERRA et al., 2008). De 

acordo com Şahin e Şamli (2013) e Leardi (2009), estudos univariados somente são válidos se as 

variáveis a serem otimizadas forem totalmente independentes uma das outras, caso contrário, um 

ponto ótimo pode não ser atingido, levando a conclusões enganosas sobre os parâmetros de 

otimização. Além disso, metodologias que empregam otimização univariada são demoradas e 

caras, devido ao maior número de experimentos e consumo de reagentes e materiais (BEZERRA 

et al., 2008).  

A metodologia de superfície de resposta (MSR) consiste em um conjunto de técnicas 

matemáticas e estatísticas que são baseadas no ajuste de modelos empíricos para os dados 

experimentais obtidos a partir do planejamento fatorial desenhado. Funções matemáticas lineares, 

quadráticas ou cúbicas são empregadas para descrever o sistema estudado e, consequentemente, 

para explorar (modelagem e deslocamento) as condições experimentais até sua otimização 

(BEZERRA et al., 2008; BARROS NETO et al, 2007). A MSR tem sido amplamente utilizada 

para analisar ou otimizar os fatores que influenciam o rendimento de extração ou os perfis de 
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extratos de compostos fenólicos de diferentes matrizes vegetais (WANG et al., 2013). Isso 

porque, permite avaliar vários parâmetros e suas interações, com reduzidos números de ensaios 

experimentais, sendo assim, uma metodologia menos trabalhosa e onerosa do que a abordagem 

univariada (FERREIRA et al, 2007; LEE et al., 2000).   
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RESUMO 

 

Nos últimos anos, ampla atenção tem sido dada aos compostos fenólicos, em consequência da sua 

capacidade de promover benefícios à saúde humana. Por essa razão, existe um grande interesse 

na busca por fontes naturais ricas nesses compostos. Nesse contexto, se insere o ora-pro-nóbis 

(OPN), uma planta sobre a qual a composição de fenólicos não se encontra descrita na literatura. 

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um método de cromatografia 

líquida de ultra eficiência e otimizar um processo de extração e hidrólise simultâneo para a 

análise de compostos fenólicos presentes nas folhas de OPN. Para a otimização da extração e 

hidrólise, um planejamento multivariado foi empregado, variando as concentrações de metanol e 

ácido clorídrico, bem como o tempo e temperatura da extração. Os modelos ajustados aos 

resultados obtidos gerados pelo planejamento apresentaram falta de ajuste significativa, para um 

intervalo de confiança de 95%. Por esse motivo, as respostas experimentais obtidas foram 

analisadas uma a uma, e as condições de extração escolhida foram: água como solução extratora, 

com 1 mol.L-1 de HCl, temperatura igual a 80 ºC e tempo de 90 minutos. O método 

cromatográfico desenvolvido possibilitou a separação de 18 compostos fenólicos, e apresentou 

valores de repetibilidade e precisão intermediária satisfatórios, além de baixo limite de detecção 

de quantificação, indicando sua adequação para a separação e quantificação dos fenólicos 

extraídos das folhas de OPN. 

 

Palavras-chave: Pereskia aculeata Miller; otimização multivariada; desenvolvimento de 

método; UPLC  
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ABSTRACT 

 

In last decades large attention has been given to the phenolic compounds, duo their ability to 

promote human health benefits. For this reason, there is great interest in the search field for 

natural sources which are rich in these compounds. In this context, the plant of ora-pro-nóbis 

(OPN) has vast potential, since its composition of phenolic compounds has not been described in 

the literature yet. Therefore, the aim of this study was to develop a method of ultra performance 

liquid chromatography for the separation and quantification of phenolic compounds from leaves 

of OPN and optimize a process for the extraction and hydrolysis simultaneous of these phenolics. 

A multivariate experimental design was employed, in which the parameters referring of the 

concentrations of methanol and hydrochloric acid, as well as the time and temperature of 

extraction were studied. The models fitted to the results provided significant lack of fit, in a 95% 

confidence interval. For this reason, the experimental responses were analyzed one by one and 

the extraction conditions were chosen as: water as the extraction solution with 1 mol.L- 1 of HCl, 

temperature of 80 ºC and time equal to 90 minutes. The chromatographic method developed 

enabled the separation of 18 phenolic compounds , and values presented satisfactory repeatability 

and intermediate precision, and also low detection limit of quantification, indicating its suitability 

for the separation and quantification of phenolics extracted from the leaves of OPN. 

Keywords: Pereskia aculeata Miller, multivariate optimization, method development; UPLC. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os compostos fenólicos são um grupo de componentes orgânicos que apresentam em sua 

estrutura um anel aromático, tendo um ou mais grupos hidroxila. Encontram-se amplamente 

distribuídos no reino vegetal e constituem uma parte essencial da dieta humana. Os fenólicos são 

os metabolitos secundários mais abundantes das plantas, com mais de 8000 estruturas 

correntemente conhecidas, que podem variar desde moléculas fenólicas simples, até compostos 

altamente polimerizados (DAI; MUMPER, 2010; BALASUNDRAM et al., 2006; SHAHIDI; 

NACZK, 2005).  

Os compostos fenólicos têm recebido uma atenção considerável nas últimas décadas, 

devido aos seus efeitos benéficos a saúde humana, atribuídos ao seu consumo, e que estão 

relacionados, principalmente, com suas atividades biológicas, tais como capacidade antioxidante, 

antimutagênica e antitumoral (HAM et al., 2009; PARVATHY et al, 2009; WILDAMAN; 

KELLY, 2007; HERCBERG et al., 1998). Por essa razão, grande esforço tem sido realizado para 

isolar, identificar, caracterizar e purificar os fenólicos presentes nos tecidos de diferentes plantas, 

especialmente daquelas que ainda não foram adequadamente estudadas (KHANAM et al., 2012; 

ROBBINS, 2003; MAKRIS; ROSSITER, 2001), como é caso do ora-pro-nóbis (OPN) (Pereskia 

aculeata Miller), muito utilizada na culinária mineira, mas que tem perdido espaço no consumo e 

no mercado para as hortaliças convencionais. Não foram encontrados, até onde se sabe, dados 

referentes à composição dos compostos fenólicos presentes nas folhas dessa planta. O 

conhecimento referente a esses compostos podem gerar importantes informações para ampliar a 

ingestão e utilização dessa planta em diversos setores industriais. 

Considerando a diversidade na composição das fontes de fenólicos, bem como em suas 

estruturas e propriedades físico-químicas, um protocolo universal de extração não é concebível, e 

processos de extração específicos devem ser idealizados para cada matriz em estudo (SILVA et 

al., 2007; NACZK; SHAHIDI, 2004). Técnicas de extração convencionais sólido-líquido ou 

líquido-líquido, que utilizam como solução extratora solventes orgânicos e/ou ácidos, são 

comumente empregadas para isolar compostos fenólicos (ZHANG et al. 2007). No entanto, 

muitos fatores, tais como a concentração do solvente, o tempo de extração, a temperatura, o pH, a 
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relação sólido/líquido e o tamanho de partícula, podem influenciar de forma significativa nos 

resultados dessas extrações (RADOJKOVIĆ et al., 2012; SPIGNO et al., 2007).  

Diante do exposto, a metodologia de superfície de resposta (MSR) tem sido amplamente 

empregada para otimização da extração de compostos fenólicos em folhas (AYBASTIER et al., 

2013; PEREIRA et al., 2013; ŞAHIN; ŞAMLI, 2013; ZHOU et al., 2013; WANG et al., 2013; 

RADOJKOVIĆ et al., 2012; SILVA et al., 2007), uma vez que permite avaliar vários parâmetros 

e as interações entre estes com reduzido número de ensaios experimentais, consistindo em uma 

metodologia menos trabalhosa e onerosa quando comparado com abordagens univariadas 

(FERREIRA et al, 2007; LEE et al., 2000).  

Os extratos fenólicos obtidos de diversas matrizes alimentícias são, em sua maioria, 

analisados qualitativamente e quantitativamente por HPLC (cromatografia de alta eficiência). 

Entretanto, análises de amostras complexas, tais como extratos vegetais, exigem longo tempo de 

análise, o que pode ser um fator limitante para a utilização dessa técnica quando se tem um 

grande número de amostras (MOLTIVA et al., 2013). O desenvolvimento da técnica de 

cromatografia de ultra eficiência (UPLC) possibilitou um melhoramento nos métodos analíticos 

para matrizes de amostras complexas, tais como matrizes alimentícias e biológicas, a qual 

emprega colunas com diâmetro interno menor, fases estacionárias com tamanho de partícula 

abaixo de 2,0 µm, e sistemas operando em altas pressões (até 1300 bar ou 15.000 psi) (RIVERA; 

CANELA-GARAYOA, 2012; EPRILIATI, et al., 2010; WELCH et al., 2010; CHEN; KORD, 

2009). Resultando em análises com melhor resolução, separações mais rápidas, menor consumo 

de fase móvel, menor quantidade de resíduos gerados e menor custo com solventes (MOLTIVA 

et al., 2013; CHEN; KORD, 2009).   

Diversos métodos para separação de fenólicos por UPLC são descritos na literatura 

(KOOLEN et al., 2013; ORHAN et al., 2013; CHANDEL et al., 2012; FARAG et al., 2012; 

CHUA, et al., 2011; DARTORA et al., 2011; LOU et al., 2010), os quais empregam, 

basicamente, coluna reversa C18 e fase móvel com um sistema binário, constituído por uma 

solução aquosa (solvente A) e um solvente orgânico (solvente B), normalmente acetonitrila ou 

metanol. Alguns métodos utilizam ainda, fase móvel acidificada, fazendo uso de ácido fórmico, 

fosfórico ou acético.  
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Com base nos princípios expostos acima, o presente trabalho teve como objetivo 

otimizar um método de extração para os compostos fenólicos presentes em folhas de OPN, 

empregando, para isso, um planejamento multivariado. Bem como, desenvolver e validar um 

método cromatográfico, por cromatografia de ultra eficiência (UPLC), para a separação e 

quantificação de quatro compostos fenólicos presentes nos extratos obtidos das folhas de OPN. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 AMOSTRAS  
 

As folhas de OPN utilizadas para otimização da extração e hidrólise dos fenólicos foram 

adquiridas nas Campinas – SP (colhidas em outubro/2012), Mairiporã – SP (colhidas em 

março/2013), Ubá – MG (colhidas em abril/2013) e Guiricema – MG (abril/2013). As folhas 

foram, inicialmente, lavadas em água corrente, em seguidas foram congeladas (-18 ºC) e 

liofilizadas. Posteriormente ao processo de liofilização, as folhas foram moídas, em moinho 

analítico (IKA®, modelo A-11), embaladas a vácuo e congeladas (-18 ºC). Para a realização dos 

ensaios do planejamento experimental, as amostras provenientes das diferentes localidades foram 

misturas, em igual parte (1:1:1:1, m/m). 

 

2.2 REAGENTES 
 

Os padrões de ácido caféico, p-coumárico, ferúlico e kaempferol foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich (EUA). O padrão do ácido clorogênico foi adquirido da Biopurify phytochemicals 

Ltd. (Chengdu, China). Os reagentes empregados no trabalho foram metanol PA (Synth, Brasil), 

ácido clorídrico PA (Chemco, Brasil), ácido fórmico PA (Ecibra, Brasil), metanol grau 

cromatográfico (Merck, Alemanha) e acetonitrila grau cromatográfico (J. T. Baker, USA). A 

água utilizada nos experimentos foi purificada pelo sistema Direct Q3 UV® (Millipore 

Corporation, France). Para a análise cromatográfica, todas as soluções foram filtradas em 
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membrana de 0,22 μm (Millipore) e degaseificadas em ultrassom (Microsonic SX-20, Arruda 

Ultra-sons LTDA, Brasil) previamente à injeção.  

As soluções estoque dos padrões foram preparadas em metanol, na concentração de 

1000 mg.L-1. Já as soluções de trabalho foram preparadas em metanol:água (30:70 v/v), em 

concentrações que variavam de 0,05-20 mg.L-1, dependendo do padrão em questão. Ambas as 

soluções, tanto de estoque quanto de trabalho, foram armazenadas em freezer (-18 ºC) protegidas 

da luz e previamente filtradas (0,22 μm) e degaseificadas antes da injeção. 

 

2.3 OTIMIZAÇÃO DA EXTRAÇÃO 
 

Para a otimização da extração e hidrólise dos compostos fenólicos presentes nas folhas de 

OPN, foi aplicada uma otimização multivariada, visando como resposta o maior número de 

compostos fenólicos, isto é, a obtenção de um ponto que descrevesse qualitativamente o perfil de 

fenólicos das folhas, mesmo que este não apresentasse maior concentração de fenólicos. Para 

isso, um planejamento fatorial 24 com composto central rotacional (CCR), com 25 níveis foi 

empregado, no qual foram realizados ensaios em duplicatas em todas as combinações de níveis, 

com exceção do ponto central, que foi obtido em triplicata, totalizando assim, 51 experimentos, 

conduzidos em ordem aleatória.  

As variáveis estudadas foram concentração de metanol (%), concentração de ácido 

clorídrico (mol.L-1), tempo de extração (minutos), e temperatura (ºC). Os níveis estudados estão 

apresentados na Tabela 2.1. 

 

Tabela 2.1 Variáveis e níveis experimentais para o planejamento composto central rotacional 24. 

Variáveis 
Níveis 

-2 -1 0 1 +2 

Metanol (%) 0 25 50 75 100 

HCL (mol.L-1) 0 0,5 1,0 1,5 2,0 

Tempo (m.) 30 60 90 120 150 

Temperatura (ºC) 70 75 80 85 90 

m. = minutos. 
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Para a realização dos experimentos de extração, um sistema de refluxo, composto de um 

banho de aquecimento com condensadores de bolas, foi utilizado. Em um balão de fundo 

redondo, foram pesados 0,250 g de amostra e posteriormente, 5 mL da solução extratora foi 

adicionada, mantendo uma proporção sólido:líquido de 1:20 (m/v) de acordo com o recomendado 

por Silva et al. (2007). A solução extratora continha concentrações de metanol e ácido clorídrico 

referente ao ensaio do planejamento em questão. Os balões, contendo a amostra e o solvente 

extrator, foram então acoplados ao sistema de refluxo e mantidos sob temperatura e tempo 

conforme as condições do ensaio. 

Após o processo de extração, os extratos foram filtrados e o volume final ajustado para 

25 mL, com metanol e água ultra pura, resultando em um extrato com concentração final de 

metanol:água igual a 30:70 (v/v). Os extratos obtidos foram, posteriormente, filtrados com Milex 

(Millipore) 0,22 μm e armazenados sob congelamento (-18 ºC), até o momento da análise 

cromatográfica. 

 

2.3.1 Análise estatística 

 
O tratamento estatístico dos dados foi realizado com o auxílio do software Design 

Expert 6.0.10 (Minneapolis, EUA). Os modelos matemáticos gerados foram avaliados através de 

análise de variância (ANOVA) para a falta de ajuste e significância da regressão, ao nível de 95% 

de confiança.  

 

2.4 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA POR UPLC 
 

Um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiência (UPLC) foi utilizado para análise 

dos compostos fenólicos. O equipamento utilizado refere-se ao Acquity Waters, modelo UPA, 

série J08UPA 905M, equipado com um sistema quaternário de bombas, injetor automático e 

detector de arranjo de diodos.  

Para o desenvolvimento de um método de cromatografia líquida de ultra eficiência, foram 

realizados testes univariados, visando a obtenção de uma corrida que possibilitasse a melhor 
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separação do pool de padrões utilizado, o qual continha dezoito fenólicos, sendo eles os ácidos: 

gálico, protocatecuico, p-hidroxibenzóico, clorogênico, vanílico, caféico, siríngico, sinápico, 

ferúlico, 3,5 e 4,5-dicafeolquínico, o e p-coumárico, , cinâmico; os flavonoides: epicatequina, 

quercetina, e kaempferol; e a flavona apigenina. Os fenólicos selecionados para constituição do 

pool, foram àqueles mais comumente encontrados para folhas (FRANCESCATO et al., 2013; 

KOOLEN et al., 2013; KUKULA-KOCH et al., 2013; LUO et al, 2013; SALDANHA et al., 

2013; WONG et al., 2013; XIONG et al., 2013; ZHOU et al., 2013 (b); MEDA et al., 2011). Os 

parâmetros testados para o desenvolvimento do método cromatográfico foram fluxo da fase 

móvel e gradiente de eluição. Os valores assumidos para os parâmetros iniciais basearam-se em 

metodologias descritas na literatura (FARAG et al., 2013; KOOLEN et al., 2013; ORHAN, et al., 

2013; CHANDEL et al., 2012; CHUA et al., 2011; DARTORA et al., 2011; LOU et al., 2010).  

Para o desenvolvimento do método todas as análises foram realizadas por fase reversa, 

utilizando-se uma coluna Hypersil Gold C18, com 10 cm de comprimento, 2,1 mm de diâmetro 

interno e 1,9 μm de tamanho de partícula. Com temperatura da coluna mantida a 35 ºC. A fase 

móvel empregada consistia em água (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B), ambos acidificados 

com 0,1% (v/v) de ácido fórmico, cada um. O volume de injeção foi igual a 10 μL. A detecção 

foi realizada a 280 nm e 325 nm, de acordo com o comprimento de onda de absorção máxima de 

cada composto.  

 

2.4.1 Validação do método cromatográfico 
 

O método cromatográfico desenvolvido para análise de fenólicos dos extratos de folhas de 

OPN por UPLC foi validado de acordo com as recomendações da Agência Brasileira de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2003), em relação aos parâmetros de linearidade, 

limites de detecção e quantificação, repetibilidade e precisão intermediária. Os parâmetros de 

validação foram aplicados aos cinco compostos fenólicos encontrados em amostras testes de 

folhas de OPN, sendo eles: ácido clorogênico, ácido caféico, p-coumárico, ferúlico e kaempferol. 
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2.4.1.1 Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ)  

 
Para os ensaios dos limites de detecção e quantificação foram preparadas 10 soluções 

padrões, replicatas verdadeiras, contendo os cinco fenólicos estudados, as quais foram diluídas 

sucessivamente até a obtenção de uma concentração cujo sinal analítico fosse de 3 vezes a 

relação sinal/ruído, estimado como o limite de detecção; e uma concentração com sinal 5 vezes a 

relação sinal/ruído, foi estimada como o limite de quantificação.  

 

2.4.1.2 Linearidade do sistema 
 

A linearidade do sistema foi verificada para cada um dos compostos através de uma 

curva de trabalho, construída com soluções padrões, em 7 diferentes pontos, igualmente 

espaçados entre si, preparados em triplicatas verdadeiras, e injetados em ordem aleatória. Os 

pontos inferiores das curvas consistiam nos valores referentes aos limites de quantificação 

relativos a cada um dos fenólicos; os pontos intermediários foram definidos de forma a abranger 

a maior parte das concentrações esperadas para as amostras, baseadas em amostras teste; e os 

pontos superiores foram determinados de acordo com as faixas lineares, cujo modelo 

apresentasse ajuste adequado. Os modelos matemáticos gerados a partir das curvas analíticas 

foram avaliados quanto à falta de ajuste e significância da regressão por meio da análise de 

variância (ANOVA), realizada com auxílio do software Statistica 7.0 (Statsoft, USA).  

 

2.4.3 Repetibilidade e precisão intermediária 
 

Para a avaliação da repetibilidade do método cromatográfico, foram realizadas 10 

injeções consecutivas, isto é, em um mesmo dia, as quais incluíam as concentrações referentes ao 

limite de quantificação, de um ponto intermediário da curva de trabalho e da extremidade 

superior da curva. A precisão intermediária foi avaliada realizando-se 5 injeções, nos mesmos 

níveis de concentração utilizados para a repetibilidade, determinadas em 3 dias diferentes, com 

intervalo de dois dias entre eles. A repetibilidade e precisão intermediária foram avaliadas tanto 
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para o método cromatográfico (pela utilização de soluções padrões), quanto para o método de 

extração dos compostos fenólicos, escolhido com base no planejamento experimental. 

A repetibilidade e precisão intermediária foram avaliadas pelos coeficientes de variação 

(CV). Foram considerados aceitáveis coeficientes de variação menores ou iguais a 15%, com 

exceção dos pontos analisados nos limites de quantificação, considerados como aceitáveis valores 

inferiores ou iguais a 20%, segundo o estabelecido pela ANVISA (BRASIL, 2003). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.1 OTIMIZAÇÃO MULTIVARIADA 
 

Os resultados obtidos a partir do planejamento experimental demonstraram a presença 

de quatro fenólicos, dentre os dezoito estudados, nas folhas de OPN, sendo esses os ácidos 

clorogênico, caféico, p-coumárico, ferúlico e o kaempferol. A Tabela 2.2 apresenta a 

concentração desses fenólicos para cada nível do planejamento aplicado, os valores representam a 

média de uma duplicata verdadeira realizada para cada nível, com exceção do ponto central, o 

qual foi realizado em triplicata.  

A aplicação do planejamento experimental teve como objetivo maximizar, 

simultaneamente, as concentrações dos fenólicos encontrados nas folhas de OPN, isto é, ácido 

clorogênico, ácido caféico, ácido p-coumárico, ácido ferúlico e kaempferol, entretanto, os 

modelos linear e quadrático ajustados aos resultados obtidos apresentaram falta de ajuste 

significativa, para um intervalo de confiança de 95%, uma vez que os valores de F obtidos para as 

respostas foram superiores ao valor de Fcrítico (2,22), como pode ser observado na Tabela 2.3, que 

demonstra os resultados da ANOVA para os modelos ajustados às concentrações dos cinco 

fenólicos estudados. Desse modo, apesar de todos os modelos apresentarem regressão 

significativa (com valores de MQR / MQr superiores ao valor de Fcrítico = 1,978), os modelos não 

podem ser utilizados, de forma confiável, para predição das condições ótimas de extração. 

Bizzotto e colaborados (2012) também relataram problemas referentes à falta de ajuste 
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significativa para modelos de regressão ajustados a dados experimentais de hidrólise, para 

fenólicos extraídos de erva mate. 

Com base nisso, as respostas experimentais obtidas foram analisadas uma a uma, 

objetivando escolher uma condição de extração que resultasse em um extrato com um perfil 

qualitativo de fenólicos mais rico, isto é, que contemplasse o maior número de compostos 

fenólicos possível. Analisando a Tabela 2.2, pode-se observar que os ensaios 3, 6, 8, 11, 14, 16, 

19 e 21 apresentaram o maior número de fenólicos, tendo como resposta quatro dos cinco 

fenólicos estudados. Dentro desse critério, as condições do ensaio 19 foram escolhidas para a 

performance da extração, visto que este ensaio apresentou um conteúdo de fenólicos superior aos 

outros 7 ensaios referidos acima. Desse modo, a condição de extração escolhida empregou 

solução aquosa, com 1 mol.L-1 de HCl, com temperatura igual a 80 ºC e tempo de 90 minutos.  
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Tabela 2.2. Variáveis, níveis codificados e respostas obtidas para a otimização multivariada da extração e hidrólise dos 

compostos fenólicos presentes em folhas de OPN. 

 Variáveis Concentração (mg.g-¹) 

Ensaio 
HCl 

(Mol/L) 

Metanol 

(%) 

Tempo 

(min.) 

Temperatura 

(ºC) 
Ácido 

Clorogênico 
Ácido 

Caféico 
Ácido p-

coumárico 
Ácido 

Ferúlico 
Kaempferol 

1 -1 -1 -1 -1 4,72139 0,18958 0,00002 0,31435 0,00002 

2 1 -1 -1 -1 4,47646 0,79453 0,00002 0,57752 0,00002 

3 -1 1 -1 -1 2,85780 0,13042 0,00002 0,32572 0,15495 

4 1 1 -1 -1 2,51130 0,54805 0,00002 0,38568 0,00002 

5 -1 -1 1 -1 2,30226 0,23435 0,00002 0,36126 0,00002 

6 1 -1 1 -1 3,12247 1,05212 0,47353 0,64356 0,00002 

7 -1 1 1 -1 4,68652 0,36579 0,00002 0,35138 0,00002 

8 1 1 1 -1 0,39897 0,00002 0,42804 0,43581 0,00002 

9 -1 -1 -1 1 4,88876 0,29755 0,00002 0,29908 0,00002 

10 1 -1 -1 1 2,41932 0,00002 0,00002 0,74900 0,00002 

11 -1 1 -1 1 2,14303 0,23444 1,86779 0,00002 0,25830 

12 1 1 -1 1 0,79496 0,00002 0,00002 0,35210 0,00002 

13 -1 -1 1 1 4,03481 0,52552 0,00002 0,34610 0,00002 

14 1 -1 1 1 2,90803 1,63876 0,62858 0,73310 0,00002 

15 -1 1 1 1 1,46647 0,31105 0,00002 0,31599 0,00002 
Os valores de concentração expressam a média de duplicatas verdadeiras, com exceção do ponto referente ao ponto central (ensaio 25), que representa a 
média de uma triplicata.  
Valores iguais a 0,0002 representam o limite de quantificação para os cincos compostos fenólicos estudados. 
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Tabela 2.2. Variáveis, níveis codificados e respostas obtidas para a otimização multivariada da extração e hidrólise dos 

compostos fenólicos presentes em folhas de OPN. 

 Variáveis Concentração (mg.g-¹) 

Ensaio 
HCl 

(Mol/L) 

Metanol 

(%) 

Tempo 

(min.) 

Temperatura 

(ºC) 
Ácido 

Clorogênico 
Ácido 

Caféico 
Ácido p-

coumárico 
Ácido 

Ferúlico 
Kaempferol 

16 1 1 1 1 0,68005 0,10296 0,50396 0,44182 0,00002 

17 -2 0 0 0 2,41539 0,00002 0,00002 0,00002 0,00002 

18 2 0 0 0 2,08037 1,39046 0,00002 0,66357 0,00002 

19 0 -2 0 0 6,16512 0,92060 0,39825 0,57243 0,00002 

20 0 2 0 0 0,96125 0,39526 0,00002 0,28524 0,00002 

21 0 0 -2 0 3,94971 0,44883 0,00002 0,43052 0,07087 

22 0 0 2 0 2,46351 0,71363 1,93243 0,00002 0,00002 

23 0 0 0 -2 0,00002 0,00002 1,54818 1,30274 0,00002 

24 0 0 0 2 2,15883 0,81635 0,00002 0,42645 0,00002 

25 0 0 0 0 1,73779 0,62723 0,00002 0,43009 0,00002 
Os valores de concentração expressam a média de duplicatas verdadeiras, com exceção do ponto referente ao ponto central (ensaio 25), que representa a 
média de uma triplicata.  
Valores iguais a 0,0002 representam o limite de quantificação para os cincos compostos fenólicos estudados. 
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Tabela 2.3. Resumo dos resultados obtidos para ANOVA: significância estatística da regressão e 

ajuste dos modelos quadráticos, tendo as concentrações dos ácidos fenólicos (clorogênico, 

caféico, p-coumárico, ferúlico) e kaempferol como respostas. 

Resposta 
Regressão Falta de ajuste 

MQR/MQr Fcrítico14, 36 (95%) MQfaj/MQep FCrítico10, 26 (95%) 

Ácido clorogênico 6.59 
1,978 

32,9150 
2,22 

Ácido caféico 5.65 114.18 

Ácido p-coumárico 2.48  277.14  

Ácido ferúlico 8.62  63.78  

Kaempferol 6.26  15.75  

MQR = Média quadrática da regressão; MQr = Média quadrática do resíduo; MQfaj = Média quadrática da falta 
de ajuste e MQep = Média quadrática do erro puro. 

 

A partir da análise dos resultados obtidos no planejamento (Tabela 2.2), pôde-se 

verificar que, ao diminuir a concentração de metanol para seu nível mais baixo (-2), isto é, 

utilizando apenas água como solvente extrator, um aumento na concentração de ácido 

clorogênico foi observado. Esse fato está de acordo com o descrito na literatura que aponta a alta 

solubilidade desse ácido fenólico em água quente (UPADHYAY et al., 2012; BUDRYN et al., 

2009; ZHANG et al., 2008). Em relação ao ácido clorogênico também foi possível obervar que o 

aumento da concentração de ácido (HCl) na reação afetou negativamente seu rendimento, talvez 

por condições mais extremas dessa variável proporcionar maior hidrólise do ácido clorogênico, 

resultando em maior concentração de ácido caféico, fenólico o qual, juntamente com o ácido 

quínico, dá origem ao ácido clorogênico (GARAMBONE; ROSA, 2007). Os resultados 

apresentados pelo ensaio 17 reforçam essa ideia, uma vez que nesse nível não foi empregado 

ácido (nível correspondente a 0 mol.L-1), e observa-se que não foi possível quantificar ácido 

caféico sob essas condições. Além disso, os resultados contidos na Tabela 2.3 mostram que, para 

a obtenção de maiores concentrações de ácido caféico, são necessários maiores tempo de 

extração, temperatura e concentração de ácido.  

Notou-se também que a concentração de kaempferol foi afetada positivamente pelo 

aumento de MeOH na solução extratora, isso pode ser explicado pelo fato do kaempferol 

apresentar baixa solubilidade em água (HUMAM METABOLOME DATABASE, 2014). Além 
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disso, os resultados mostraram que o aumento da concentração de ácido e do tempo de hidrólise 

diminuiu o rendimento de kaempferol, evidenciado pela análise dos ensaios 3, 11 e 21. 

 

3.2 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO CROMATOGRÁFICO 
 

O primeiro teste (T1) realizado para a obtenção de um método por cromatografia líquida de 

ultra eficiência para a separação dos dezoito fenólicos, empregava fase móvel consistindo de 

água (H2O) (Solvente A) e acetonitrila (ACN) (Solvente B), ambos acidificados com 0,1% (v/v) 

de ácido fórmico, com um gradiente linear que consistia em: início com 100 – 0% de A em 30 

minutos.  

Partindo do cromatograma obtido para MT1, algumas modificações foram aplicadas, 

visando melhorar a separação dos picos dos compostos fenólicos. Nesse contexto, testes que 

consistiam no aumento do fluxo da fase móvel e na mudança do gradiente foram aplicados, até a 

obtenção de um método que possibilitou a separação de todos os compostos fenólicos, sem a 

ocorrência de co-eluição. Esse método empregou como fase móvel água (Solvente A) e 

acetonitrila (Solvente B), ambos acidificados com 0,1% (v/v) de ácido fórmico, cada um. Um 

gradiente linear, com fluxo de 0,220 mL.min-1, iniciando com 100 – 64,5% de A em 22 minutos; 

em seguida, retorno para condição inicial (100% de A), que foi mantida por 5 minutos para 

recondicionar a coluna para as corridas posteriores. O volume de injeção foi igual a 10 μL. A 

detecção foi realizada a 280 nm e 325 nm, de acordo com o comprimento de onda de absorção 

máxima de cada composto.  
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3.3 VALIDAÇÃO DO MÉTODO CROMATOGRÁFICO 
 

Os resultados de linearidade, limite de detecção e limite de quantificação para a 

validação do método cromatográfico desenvolvido encontram-se na Tabela 2.4. A análise 

de variância (ANOVA) aplicada aos resultados das concentrações das curvas de trabalho 

obtidas para cada composto fenólico estudado, demonstrou que a regressão linear foi 

significativa (p<0,05), e os modelos matemáticos não apresentaram falta de ajuste (p>0,05), 

estando, dessa forma, hábeis para serem utilizadas na quantificação dos fenólicos.  

 

Tabela 2.4. Faixa de linearidade das curvas de trabalho desenvolvidas para 5 compostos 

fenólicos, bem como seus respectivos limites de detecção e quantificação. 

Composto fenólico 

Faixa de 

linearidade  

(mg.g-1) 

R2 
LD 

(mg.g-1) 
LQ (mg.g-1) 

Ácido clorogênico 0,00002 – 0,0150 0,9969 0,000004 0,00002 

Ácido caféico 0,00002 – 0,0125 0,9985 0,000004 0,00002 

Ácido p-coumárico 0,00002 – 0,00625 0,9981 0,000004 0,00002 

Ácido Ferúlico 0,00002 – 0,00625 0,9977 0,000002 0,00001 

Kaempferol 0,00002 – 0,00125 0,9940 0,000004 0,00002 

R2= coeficiente de determinação; LD = limite de detecção; LQ = limite de quantificação. 
 

Os valores dos coeficientes de variação (CV) para os limites de quantificação dos 

cinco fenólicos apresentaram valores inferiores a 14%; já para os limites de detecção, esse 

valores encontraram-se abaixo de 20%.  

A Tabela 2.5 apresenta os valores dos coeficientes de variação (CV) para 

repetibilidade e precisão intermediária obtidos para 3 diferentes níveis das curvas de 

trabalho correspondentes a cada fenólico. O método cromatográfico apresentou coeficiente 

de variação, para repetibilidade e precisão intermediária, com valores inferiores a 10% para 

todos os pontos, exceto no nível 1 (LQ) para o ácido clorogênico, podendo assim, ser 

utilizado para a determinação dos fenólicos estudados, uma vez que se encontra em 

conformidade com as recomendações da ANVISA (BRASIL, 2003).  
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Tabela 2.5. Valores dos coeficientes de variação para repetibilidade e precisão 

intermediária, para três diferentes níveis das curvas dos fenólicos estudados. 

Composto 
Nível da* 

curva 

Concentração 

(mg.g-1) 

Coeficiente de variação (%) 

Repetibilidade  

n = 10 

Precisão 

intermediária  

n = 3 

Ácido 

clorogênico 

1 0.00002 13,59 4,07 

2 0.00750 3,97 1,12 

3 0.01500 3,40 1,01 

Ácido caféico 

1 0.00002 4,22 9,62 

2 0.00750 2,12 1,64 

3 0.01250 2,28 2,55 

Ácido p-

coumárico 

1 0.00002 7,83 9,92 

2 0.00317 2,54 4,07 

3 0.00625 2,70 4,45 

Ácido Ferúlico 

1 0.00002 3,33 9,16 

2 0.00317 2,51 3,60 

3 0.00625 2,84 2,61 

* Nível: 1 = ponto referente a concentração do limite de quantificação dos compostos; 2 = ponto referente a 
concentração central da curva de trabalho linear; 3 = ponto referente a concentração na extremidade superior 
da curva de trabalho linear. 
n = número de ensaios realizados, para o caso da precisão intermediária, n = 3, significando 5 injeções 
realizadas em 3 diferentes dias.  

 

A repetibilidade e precisão intermediária não foram realizadas para o kaempferol, 

visto que o método de extração escolhido não permitia a quantificação desse composto. 

A condição de hidrólise escolhida com base no planejamento experimental, 

também foi submetida à análise de repetibilidade e precisão intermediária. Os dados 

obtidos para esses parâmetros de validação encontram-se descritos na Tabela 2.6. Com base 

nos resultados observados, pode-se afirmar que o método de extração escolhido possui boa 

repetibilidade, uma vez que seus coeficientes de variação apresentaram-se todos abaixo de 

5%, em conformidade com as exigências da legislação (BRASIL, 2003). 
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Tabela 2.6. Valores dos coeficientes de variação para repetibilidade e precisão 

intermediária avaliados para o método de extração de fenólicos definido. 

Composto 

Coeficiente de variação (%) 

Repetibilidade  

n = 10 

Precisão intermediária  

n = 3 

Ácido clorogênico 4,69 4,81 

Ácido caféico 3,44 3,92 

Ácido p-coumárico 2,55 4,83 

Ácido Ferúlico 3,68 4,20 

n = número de ensaios realizados, para o caso da precisão intermediária, n = 3, significando 
5 injeções realizadas em 3 diferentes dias.  

 

4. CONCLUSÃO 
 

A otimização multivariada foi fundamental para a determinação das condições 

experimentais referentes à extração de fenólicos de OPN, visto que, com apenas 25 

combinações entre as variáveis, foi possível avaliar certos efeitos nas respostas 

experimentais, causados por quatro diferentes parâmetros (concentração de metanol, 

concentração de ácido clorídrico, tempo de extração e temperatura) e assim, obter uma 

condição adequada para a extração e hidrólise das folhas estudadas.  

O método de cromatografia de ultra eficiência desenvolvido para a análise de 

compostos fenólicos apresentou resultados satisfatórios, em relação aos critérios de 

validação, mostrando-se adequado para a separação e quantificação dos ácidos clorogênico, 

caféico, p-coumárico e ferúlico, possuindo a vantagem de ser um método cromatográfico 

com menor tempo de corrida, quando comparado a métodos que empregam HPLC.  
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RESUMO 

 

A investigação de compostos com funções biológicas, tais como os compostos fenólicos, 

apresenta extrema relevância na atualidade, devido estes possuir atividades antioxidante, 

anticarcinogênica, antiantitumoral e antimicrobiana. Por essa razão, existe um grande 

interesse na busca por fontes naturais ricas em compostos fenólicos. Nesse contexto, não 

foram encontrados trabalhos na literatura, até onde se sabe, referentes ao perfil de 

compostos fenólicos apresentado pelas folhas de ora-pro-nóbis (OPN). Por essa razão, o 

objetivo do presente trabalho consistiu em promover a identificação e quantificação dos 

fenólicos presentes em extratos aquosos obtidos de folhas de OPN, a partir do emprego de 

hidrólise ácida. Para tal, amostras de folhas de OPN foram adquiridas nas cidades de 

Campinas, Mairiporã, Ubá e Guiricema. Os extratos obtidos foram analisados por 

cromatografia de ultra eficiência. A análise dos extratos demonstrou a presença dos ácidos 

fenólicos: clorogênico, caféico, p-coumárico e ferúlico. Os teores de desses fenólicos nas 

amostras variaram entre 58,37 e 81,29 mg.100g -1 para o ácido clorogênico, 3,72 e 15,64 

mg.100g -1  para o ácido caféico, 4,68 e 5,39 mg.100g -1 para o ácido p-coumárico e 3,72 e 

5,15 mg.100g -1 para o ácido ferúlico. A presença desses ácidos hidroxicinâmicos e seus 

derivados nas amostras indica que as mesmas podem possuem uma alta atividade 

antioxidante, embora seja necessária a realização de análises adequadas para tal afirmação. 

 

Palavras chave: Pereskia aculeata Miller; compostos fenólicos; hidrólise ácida; UPLC 
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ABSTRACT 

 

The study of compounds with biological functions, such as phenolic compounds, has great 

relevance nowadays, since they possess antioxidant, anticarcinogenic, antitumour and 

antimicrobial activities. For this reason, there is great interest in the search field for natural 

sources that are rich in phenolic compounds. In this context, no studies were found in the 

literature, from what we know, regarding the composition of phenolic compounds of ora-

pro-nóbis (OPN) leaves. For this reason, the aim of this study was to promote the 

identification and quantification of phenolics in aqueous extracts of OPN leaves, employing 

acid hydrolysis. To this aim, samples of OPN leaves were collected in the cities of 

Campinas, Mairipora, Ubá and Guiricema. The extracts were analyzed by ultra 

performance liquid chromatography. The extracts analysis showed the presence of 

chlorogenic, caffeic, p-coumaric and ferulic phenolic acids. The levels of these phenolics in 

the samples ranged between 58.37 and 81.29 mg.100g -1 for chlorogenic acid, 3.72 and 

15.64 mg.100g-1 for caffeic acid, 4.68 and 5.39 mg.100g-1 for p-coumaric acid and 3.72 and 

5.15 mg.100g-1 for ferulic acid. The presence of these hydroxycinnamic acids and their 

derivatives indicates that the samples may have a high antioxidant activity; nevertheless 

appropriate analysis should be run to justify this position. 

Keywords: Pereskia aculeata Miller; phenolic compounds, acid hydrolysis; UPLC. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O ora-pro-nóbis (OPN) (Pereskia aculeata Miller) é uma trepadeira arbustiva, 

pertencente à família Cactaceae, originária das Américas, onde se relata sua presença desde 

a Califórnia, nos Estados Unidos, até o Rio Grande do Sul, no Brasil, onde se encontra 

amplamente distribuída entre os estados da Bahia ao Rio Grande do Sul, mas seu uso é 

mais difundindo no estado de Minas Gerais, onde ocorre anualmente o “Festival do Ora-

pro-nóbis”, no município de Sabará (ALMEIDA; CORRÊA, 2012; SANTOS et al., 2012; 

BRASIL, 2010; PEREIRA et al., 2007). 

As folhas de OPN são macias, de cor verde-escura, carnosas e suculentas. 

Constituem a parte da planta mais utilizada para consumo humano, sendo consumidas 

como hortaliças não convencionais, fazendo parte da dieta de populações rurais e urbanas, 

em especial, de baixa renda (ROCHA et al., 2008). As hortaliças não convencionais são 

culturas que não estão organizadas enquanto cadeia produtiva propriamente dita, resultado 

da globalização e do crescente uso de alimentos industrializados, o que provocou mudanças 

no comportamento alimentar dos brasileiros, levando a perda de espaço e mercado destas 

plantas, para as hortaliças convencionais. No entanto, possuem importante papel na 

complementação da alimentação e economia familiar de populações de baixa renda, além 

de serem importantes para a expressão cultural de determinados locais. Como é o caso do 

OPN, que compõe pratos típicos da culinária mineira (SANTOS et al., 2012; BRASIL, 

2010; SOUZA et al., 2009). 

Uma importante característica nutricional das folhas de OPN refere-se ao seu 

conteúdo proteico, com cerca de 15 a 28 %, que pode ser considerado elevado quando 

comparado com outros vegetais usualmente consumidos no Brasil (MERCÊ et al., 2001). 

Além disso, suas proteínas apresentam alta digestibilidade (75,9%) e excelente perfil de 

aminoácidos, dentre eles, aminoácidos essenciais como lisina, metionina, fenilalanina, 

isoleucina, leucina, valina e treonina. Contém ainda notável teor de fibras dietética solúvel 

(5,2 g/100 g) e elevados níveis de minerais como, manganês (46,4 mg /100 g), zinco (26,71 

mg/100 g), ferro (14,18 mg/100 g) e cálcio (3,420 mg/100 g) (TAKEITI et al., 2009; 

ALBUQUERQUE, 1991; DAYRELL; VIEIRA, 1977; ALMEIDA FILHO; CAMBRAIA, 

1974). 
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A investigação de compostos com atividades biológicas, especialmente, atividade 

antioxidante, apresenta extrema relevância na atualidade, uma vez que em sistemas 

biológicos, antioxidantes de origem externa são necessários devido o estresse oxidativo, 

isto é, quando a quantidade de radicais livres formados, em consequência da respiração 

aeróbica celular, está acima da capacidade que o sistema de defesa humano possui em 

combatê-los. O estresse oxidativo por sua vez, está relacionado com o desenvolvimento de 

inúmeras doenças, como câncer, diabetes, doenças cardiovasculares, doenças autoimunes, 

doenças neurodegenerativas, envelhecimento celular, etc (FINKEL; HOLBROOK, 2000; 

SUBHASREE et al., 2009).  

A atividade antioxidante dos compostos fenólicos deve-se, principalmente, às suas 

propriedades redutoras caracterizadas pela presença de anel(is) aromático(s) em suas 

estruturas químicas que, devido à ressonância do anel aromático, originam intermediários 

das reações de oxidação relativamente estáveis, desempenhando assim, importante papel na 

neutralização ou sequestro de radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciação como na 

propagação do processo oxidativo. Por essa razão, existe um grande interesse na busca por 

fontes naturais ricas em compostos fenólicos que possuam a capacidade de eliminar os 

radicais livres e prevenir o estresse oxidativo (HASLAM, 1996; MADSEN; BERTEISEN, 

1995; GRAF, 1992). 

No que se refere aos compostos bioativos, não foram encontrados trabalhos na 

literatura, até onde se sabe, sobre o perfil de compostos fenólicos apresentado pelas folhas 

de OPN. Por essas razões, o objetivo do presente trabalho foi promover a identificação e 

quantificação dos fenólicos presentes em extratos aquosos, obtidos a partir de folhas de 

OPN, visando gerar mais informações sobre essa planta, e assim, estimular a ampliação do 

consumo e utilização da mesma em diversos setores industriais. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 AMOSTRAS  
 

As folhas de OPN foram adquiridas nas cidades de Campinas – SP (colhidas em 

outubro/2012), Mairiporã – SP (colhidas em março/2013), Ubá – MG (colhidas em 

abril/2013) e Guiricema – MG (abril/2013). As folhas foram, inicialmente, lavadas em água 

corrente, em seguidas foram congeladas (-18 ºC) e liofilizadas. Posteriormente ao processo 

de liofilização, as folhas foram moídas, em moinho analítico (IKA®, modelo A-11), 

embaladas a vácuo e congeladas (-18 ºC) até o início das análises. 

 

2.2 REAGENTES 
 

Os padrões de ácido caféico, p-coumárico e ferúlico foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (EUA). O padrão do ácido clorogênico foi adquirido da Biopurify phytochemicals 

Ltd. (Chengdu, China). Os reagentes empregados no trabalho foram metanol PA (Synth, 

Brasil), ácido clorídrico PA (Chemco, Brasil), ácido fórmico PA (Ecibra, Brasil), metanol 

grau cromatográfico (Merck, Alemanha) e acetonitrila grau cromatográfico (J. T. Baker, 

USA). A água utilizada nos experimentos foi purificada pelo sistema Direct Q3 UV 

(Millipore Corporation, France). Para a análise cromatográfica, todas as soluções foram 

filtradas em membrana de 0,22 μm (Millipore) e degaseificadas em ultrassom (Microsonic 

SX-20, Arruda Ultra-sons LTDA, Brasil) previamente à injeção.  

As soluções estoque dos padrões foram preparadas em metanol, na concentração 

de 1000 mg.L-1. Já as soluções de trabalho foram preparadas em metanol:água (30:70 v/v), 

em concentrações que variavam de 0,05-20 mg.L-1, dependendo do padrão em questão. 

Ambas as soluções, tanto de estoque quanto de trabalho, foram armazenadas em freezer (-

18 ºC) protegidas da luz e previamente filtradas (0,22 μm) e degaseificadas antes da 

injeção. 
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2.3 INSTRUMENTAÇÃO 
 

Para a análise dos extratos fenólicos obtidos a partir das folhas de OPN, foi utilizado 

um sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência (UPLC) Acquity Waters, modelo 

UPA, série J08UPA 905M, equipado com um sistema quaternário de bombas, injetor 

automático e detector de arranjo de diodos (DAD). Foi empregada uma coluna de fase 

reversa, Hypersil Gold C18, com 10 cm de comprimento, 2,1 mm de diâmetro interno e 1,9 

μm de tamanho de partícula. A coluna foi mantida a temperatura constante e igual a 35 ºC. 

A fase móvel empregada consistia em água (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B), ambos 

os solventes foram acidificados com 0,1% (v/v) de ácido fórmico cada um. Um gradiente 

linear, com fluxo de 0,220 mL.min-1., foi empregado, nas seguintes condições: início com 

100 – 64,5% de A em 22 minutos; em seguida, retorno para condição inicial (100% de A), 

que foi mantida por 5 minutos para recondicionar a coluna para as corridas posteriores.  O 

volume de injeção foi de 10 μL. A detecção foi realizada a 280 nm e 325 nm, de acordo 

com o comprimento de onda de absorção máxima de cada composto. 

A identificação de cada composto foi realizada por co-cromatografia, comparação 

entre o tempo de retenção dos compostos presentes na amostra e dos padrões puros, 

analisados sob as mesmas condições, bem como da comparação entre seus espectros de 

absorção. A quantificação foi realizada através de padronização externa, utilizando-se a 

faixa linear de curvas de trabalho construídas a partir de padrões puros.  

 

2.4 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS FENÓLICOS 
 

Para a obtenção dos extratos fenólicos das folhas de OPN foi empregado um 

sistema de refluxo, composto de um banho de aquecimento com condensadores de bolas. 

Em um balão de fundo redondo, foram pesados 0,250 g de amostra e, posteriormente, 5 mL 

de solução aquosa, contendo 1 mol.L-1 de HCl, foi adicionada, mantendo uma proporção 

sólido:líquido de 1:20 (m/v). Os balões, contendo a amostra e o solvente extrator, foram 

então acoplados ao sistema de refluxo e mantidos sob temperatura igual a 80 ºC por 90 

minutos. A obtenção dos extratos foi realizada em triplicata para todas as mostras 

estudadas. 
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Após o processo de extração, os extratos foram filtrados e o volume final ajustado 

para 25 mL, com metanol e água ultra pura, resultando em um extrato com concentração 

final de metanol:água igual a 30:70 (v/v). Os extratos obtidos foram, posteriormente, 

filtrados com Milex (Millipore) 0,22 μm e armazenados sob congelamento (-18 ºC), até o 

momento da análise cromatográfica. 

 

2.5 TRATAMENTO ESTATÍSTICO 
 

Os resultados obtidos para as concentrações dos compostos fenólicos das amostras 

foram avaliados através da análise variância (ANOVA), e as médias comparadas 

estatisticamente pelo teste de Tukey (p <0,05), usando o programa Statistica 7.0 (Statsoft, 

USA). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.1 IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DOS FENÓLICOS DAS FOLHAS DE 
ORA-PRO-NÓBIS 

 

Os extratos fenólicos obtidos para as folhas de OPN estudas apresentaram em sua 

composição a presença dos ácidos hidroxicinâmicos caféico, ferúlico e p-coumárico, bem 

como, o seu derivado conjugado, o ácido clorogênico, como pode ser observado na Figura 

3.1, que apresenta os cromatogramas obtidos para as amostras de folhas de OPN e na 

Tabela 3.1, que exibe as concentrações encontradas para dos fenólicos encontrados. 

O ácido sinapínico foi o único ácido hidroxicinâmico não detectado para as folhas 

de OPN. No entanto, isso pode ser justificado pelo fato deste ácido ser mais 

abundantemente encontrado em cereais do que em vegetais, segundo El-Seedi et al., 2012.  
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Figura 3.1. Cromatogramas obtidos para a amostra de folhas de OPN provenientes de: A –

Ubá (MG); B – Campinas (SP); C – Mairiporã (SP) e D –Guiricema (MG).  

Onde: 1 – Ácido clorogênico, 2 – Ácido caféico, 3 – Ácido p-coumárico e 4 – Ácido 

ferúlico.  

 

As amostras de folhas provenientes de Ubá e Campinas apresentaram os quatro 

compostos em sua composição (ácidos clorogênico, caféico, ferúlico e p-coumárico). Já 

para as amostras adquiridas em Mairiporã e Guiricema não foram detectadas a presença de 

ácido clorogênico. De acordo com os resultados, verificou-se uma grande variação do teor 

dos compostos fenólicos entre as diferentes amostras. O teste de Tukey aplicado para as 

amostras mostrou que, as folhas provenientes das diferentes localidades apresentam 
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diferença significativa, a nível de 95% de confiança, para as concentrações dos compostos 

fenólicos encontrados.  

O teor de fenólicos encontrado variou entre 58,37 e 81,29 mg.100g -1 para o ácido 

clorogênico, 3,72 e 15,64 mg.100g -1  para o ácido caféico, 4,68 e 5,39 mg.100g -1 para o 

ácido p-coumárico e 3,72 e 5,15 mg.100g -1 para o ácido ferúlico. No que se refere à 

somatória dos fenólicos encontrados (coluna Σ, Tabela 3.1), a amostra proveniente de 

campinas apresentou mais concentração, igual a 78,94 mg.100g -1, enquanto que a amostra 

de Mairiporã, exibiu menor concentração, igual a 13,59 mg.100g -1. De acordo com a 

literatura, os níveis de fenólicos e as variações nos perfis destes para uma mesma planta, 

podem variar grandemente, devido às técnicas de cultivo, condições de desenvolvimento do 

vegetal, época de colheita e formas de armazenamento (NACZK; SHAHIDI, 2006). 

 

Tabela 3.1 Concentração dos compostos fenólicos presentes nos extratos de folhas de 
OPN.  

Amostra 

Compostos fenólicos (mg.100g -1 de folha fresca) 

Ácido 

clorogênico 
Ácido caféico 

Ácido p-

coumárico 

Ácido 

ferúlico 
Σ 

Ubá 58,37 ± 4,18a 10,85 ± 0,60a 4,68 ± 0,26a 5,05 ± 0,19a 78,94a 

Campinas 81,29 ± 4,37b 15,64 ± 0,39b 5,39 ± 0,13b 3,72 ± 0,14b 106,04b 

Mairiporã n.d. 3,72 ± 0,17c 5,03 ± 0,38c 4,84 ± 0,31c 13,59c 

Guiricema n.d. 12,57 ± 0,36d 4,96 ± 0,10d 5,15 ± 0,13d 22,68d 

Resultados expressos como média (n = 3) ± desvio padrão. 
Os valores das médias na mesma coluna seguidos por letras subscritas diferentes, diferem entre si a nível de 
95% de significância, de acordo com o teste t de Student. 
 n.d. = não detectado. 
Σ = somatório das concentrações dos fenólicos encontrados. 

 
O teor dos fenólicos encontrados nas folhas de OPN provenientes de Ubá e 

Campinas apresentaram-se muito superiores ao descrito na literatura, para vegetais 

comumente consumidos no Brasil, tais como espinafre (2,9 mg.100g -1 de vegetal fresco), 

alface (18,2 mg.100g -1 de vegetal fresco), brócolis (12 mg.100g -1 de vegetal fresco), 

couve-flor (1,9 mg.100g -1 de vegetal fresco), cenoura (39 mg.100g -1 de vegetal fresco) e 

tomate (2,6 mg.100g -1 de vegetal fresco); e apesar das amostras de Mairiporã e Guiricema 
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exibirem níveis de concentração de fenólicos mais baixos que as amostras provenientes de 

Ubá e Campinas, os extratos obtidos das mesmas também exibiram níveis de concentração 

superiores àquelas relatadas para os vegetais comumente consumidos no Brasil descritos 

acima, com exceção do alface e da cenoura (LLRORACH et al., 2008; MATTILA; 

HELLSTRÖM, 2007), demonstrando o potencial do OPN como uma fonte alternativa de 

fenólicos, especialmente para populações mais carentes, uma vez que essa planta, por ser 

rústica, resistente a seca e geadas, adaptável a diversos tipos de solo e não exigente quanto 

a fertilidade, pode ser facilmente cultivada em diversas localidades dos país (BRASIL, 

2010).  

Para as amostras provenientes de Ubá e Campinas, o ácido clorogênico foi o 

fenólico encontrado em maior concentração. A literatura não relata, até onde se sabe, 

trabalhos referentes à identificação de fenólicos em folhas de OPN, no entanto, Vagiri et al. 

(2012) descrevem um perfil de ácidos fenólicos similar ao obtidos nesse trabalho para 

folhas de groselha-preta, denotando os ácidos hidroxicinâmicos constituem o principal 

grupo de ácidos fenólicos para essas folhas, dos quais o ácido neo-clorogênico (5-Ο-

cafeoilquínico) e o ácido clorogênico (3-Ο-cafeoilquínico) se apresentam como os ácidos 

fenólicos majoritários. Clifford (1999) e Herrmann (1989) afirmam que os ácidos 

clorogênicos representam a maior porção, dentre os ácidos hidroxicinâmicos, encontrada 

em vegetais e frutas.  

O perfil de fenólicos encontrado para as folhas de OPN também foi similar ao 

descrito por Bravo e Lecumberri (2007) para erva mate. Segundo esses autores, a alta 

atividade antioxidante da erva mate pode ser atribuída aos principais constituintes fenólicos 

presentes nessa planta, que são derivados de ácidos hidroxicinâmicos: p-coumárico, 

caféico, ferúlico e ácido sinapínico. Esses ácidos, com exceção do ácido sinapínico, foram 

encontrados no presente trabalho para as folhas de OPN, o que pode indicar que as mesmas 

devem possuir uma alta atividade antioxidante, embora seja necessária a realização de 

análises adequadas para tal afirmação. Além disso, relatos indicam que o ácido caféico e o 

ácido clorogênico, ambos encontrados em concentrações significativas nas folhas de OPN, 

inibem a geração de espécies reativas de oxigênio (PEREZ-GARCIA et al., 2000), bem 

como, estão relacionados com a proteção ao estresse oxidativo induzido in vitro, dos 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157506001050
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hepatócitos de ratos (GEBHARDT, 1997), aumentando as indicações da importância 

bioativa de extratos obtidos de folhas de OPN.  

Alguns outros estudos indicam ainda, que o consumo de ácidos hidroxicinâmicos 

inibe significativamente a absorção intestinal de glicose e aumenta a produção do hormônio 

GLP-1 (do inglês, glucagon-like peptide-1), sugerindo um papel potencial desses ácidos 

fenólicos na prevenção contra a diabetes do tipo 2 (BASSOLI et al. 2008; JOHNSTON et 

al. 2005, 2003; 2002; MCCARTY 2005). 

 

4. CONCLUSÃO 
 

As amostras provenientes das diferentes localidades apresentaram diferença 

significativa, a nível de 95% de confiança, para as concentrações dos compostos fenólicos 

estudados. O perfil de fenólicos encontrado para as folhas de OPN apresentou similaridade 

a outros estudos relatados para folhas. As concentrações de fenólicos encontradas nas 

folhas de OPN foram expressivas e superiores ao descrito para diversos vegetais 

comumente consumidos no Brasil.  

Os resultados obtidos apontam o OPN como uma fonte alternativa de compostos 

fenólicos, podendo ser incluído de forma mais eficiente na alimentação dos brasileiros, 

contribuindo para uma dieta mais saudável, especialmente para populações de baixa renda, 

além de fornecer importantes informações para auxiliar no resgate dessa hortaliça não-

convencional, evitando o seu processo de extinção, como ocorrido com outra espécies no 

Brasil. 

A presença de ácidos hidroxicinâmicos e seus derivados nas amostras indica que 

as mesmas podem possuir uma alta atividade antioxidante, embora seja necessária a 

realização de análises adequadas para tal afirmação, podendo ser aplicadas, não somente na 

indústria alimentícia, mas também nos setores farmacêuticos e de cosméticos. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

Os resultados obtidos apontam o OPN como uma fonte alternativa ria em 

compostos fenólicos, podendo ser incluído de forma mais eficiente na alimentação dos 

brasileiros, contribuindo para uma dieta mais saudável, especialmente para populações de 

baixa renda, devido sua rusticidade de plantio. Além disso, os resultados gerados a partir 

desse trabalho fornecem importantes informações para auxiliar no resgate e valorização 

dessa hortaliça não-convencional, representam ganhos importantes do ponto de vista 

cultural, econômico, social e nutricional considerando a tradição do seu emprego em pratos 

típicos regionais, seu cultivo por várias comunidades, e sua contribuição em termos 

nutricional.  

A presença de ácidos hidroxicinâmicos e seus derivados nas amostras indica que 

as mesmas podem ainda, possuir uma alta atividade antioxidante, embora seja necessária a 

realização de análises adequadas para tal afirmação, podendo ser aplicadas, não somente na 

indústria alimentícia, mas também nos setores farmacêuticos e de cosméticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

69 

 

TRABALHOS FUTUROS 

 

● Avaliação do efeito do cozimento (no preparo doméstico e industrial) sobre os 

compostos fenólicos presentes nas folhas de OPN. 

 

● Avaliação da estabilidade de extratos obtidos a partir de folhas de OPN. 

 

● Aplicação de métodos de avaliação do potencial antioxidante que empregam 

radicais livres gerados nos organismos vivos. 


