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RESUMO 

 

A Pereskia aculeata Miller, conhecida como ora-pro-nobis (OPN) é uma planta 

perene, pertencente à família Cactaceae e tem o cultivo amplamente distribuído no 

território brasileiro, podendo ser encontrada desde a Bahia até o Rio Grande do Sul. Esta 

é um exemplo de planta alimentícia não convencional (PANC) que apresenta 

simplicidade de cultivo, alta produtividade e fácil propagação. A folha de ora-pro-nobis 

se destaca pelo seu alto conteúdo proteico, com proteínas de alta digestibilidade e pela 

presença de mucilagem e nutrientes. Diante disto, a obtenção das proteínas de OPN 

purificadas torna-se de grande importância. Uma técnica de purificação frequentemente 

utilizada é a precipitação alcoólica. Essa técnica tem potencial industrial, devido à sua 

eficiência, baixa toxicidade, possibilidade de recuperação do solvente e custo. Neste 

trabalho, estudou-se a precipitação das proteínas do ora-pro-nobis com o uso de álcool 

isopropílico. Para tanto, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado em esquema 

fatorial completo, no qual avaliou-se o efeito do pH (2; 3,5 e 5) do extrato de ora-pro-nobis 

e proporção de álcool isopropílico: extrato de ora-pro-nobis (1:1; 2:1 e 3:1 v/v) na 

precipitação dessas proteínas. Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) ao nível de significância de 5%. O ensaio que apresentou maior porcentagem de 

precipitação (99,22 ± 0,36 %) foi obtido utilizando concentração intermediária de solvente 

(2:1) e pH 3,5. Os resultados indicam que o álcool isopropílico é um solvente orgânico 

eficiente na precipitação das proteínas do OPN.  

Palavras-chave: Ora-pro-nobis. Proteína. Precipitação com solvente orgânico. Álcool 

isopropílico.    
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1 INTRODUÇÃO 

As proteínas estão presentes nos mais diversos alimentos em diferentes 

proporções. Os alimentos de origem animal como carnes, ovos, leite e derivados, são os 

que contém maior quantidade deste macronutriente, também encontrado em menor 

proporção em cereais integrais, feijões, legumes e vegetais folhosos. Segundo a RDC n º 

269, de 22 de dezembro de 2005, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, o índice 

de proteína ideal recomendado para adultos é de 50 g por dia. Análises estatísticas 

indicam que as necessidades anuais de proteína requerida pelos 7,3 bilhões de pessoas no 

mundo somam cerca de 202 milhões de toneladas (GEA, 2018). 

Tradicionalmente, as proteínas de origem animal são as mais exploradas, contudo, 

visando atender às necessidades nutricionais da população e a demanda por 

macromoléculas alimentícias técnico-funcionais, a indústria de alimentos vem buscando 

otimizar e flexibilizar a extração de proteínas em diferentes fontes. Dessa forma, 

observamos a crescente preocupação da indústria em desenvolver e melhorar processos 

de fabricação industrial sustentáveis e um aumento no uso de proteínas de origem vegetal 

(GEA, 2018). 

A pecuária representa uma fonte de proteína alimentar bastante explorada, porém 

demanda grande uso de recursos hídricos e de extensão de terra, o que não acontece com 

a proteína proveniente de plantas. Nesse contexto, o cultivo de plantas de baixo custo e 

fácil cultivo é uma atividade que vem crescendo cada dia mais. O uso de hortaliças não 

convencionais é uma forma interessante de oferecer alimentação de qualidade e em 

quantidade para a população (FAO, 2014). 

As plantas alimentícias não convencionais (PANCs) se enquadram perfeitamente 

nesse contexto e são parte importante de nossa biodiversidade. As PANCs são 

caracterizadas por espécies que possuem uma ou mais partes comestíveis, sendo elas 

espontâneas ou cultivadas, nativas ou exóticas. Podem também ser entendidas como 

aquelas que não estão no cardápio cotidiano brasileiro ou não são produzidas em sistemas 

convencionais (KINUPP; BARROS, 2007). Grande parte se desenvolve 

espontaneamente em diferentes ambientes e climas, enquanto outros tipos necessitam de 

cultivo simples e de poucas exigências, com excelente adaptação ao meio sem a 

necessidade de fertilizantes ou agrotóxicos (FUHR, 2016; SOUZA et al., 2009). 

A flora brasileira possui uma extensa biodiversidade de plantas com propriedades 

nutricionais significativas. Como exemplo, têm-se a Pereskia aculeata Miller ou 
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comumente conhecida como ora-pro-nobis. Esta planta alimentícia é encontrada em 

grande extensão do território nacional e é popularmente conhecida como “carne de 

pobre”, devido sua alta concentração proteica, além de conter fibras, vitaminas e minerais 

(MARTIN et al., 2017). Uma das técnicas bastante utilizada para purificação de proteínas 

é a precipitação.  

A técnica de precipitação das proteínas é utilizada como uma etapa preliminar na 

purificação das proteínas e pode ser realizada pela via física, química e físico-química 

(WATANABE, 2007). É uma técnica simples e rápida para a concentração de proteínas 

e apresenta vantagens como a redução do volume do meio reacional para estágios 

posteriores (ZUÑIGA et al., 2003). 

A precipitação de proteínas pode ser realizada empregando solventes orgânicos, 

entre eles etanol e álcool isopropílico. Estes promovem a desidratação molecular e 

redução da constante dielétrica do meio, de forma que facilitam a agregação molecular e 

consequentemente a precipitação (CAVALCANTI; SANTANA, 2019). 

Nas últimas duas décadas, o interesse pela extração de proteínas vegetais 

apresentou um crescente aumento devido à demanda e necessidade de fontes alternativas 

de proteína com aplicações em alimentos e rações, além do desenvolvimento tecnológico 

e avanços biotecnológicos que podem facilitar a implementação industrial de processos 

de extração de proteína (SANTAMARÍA-FERNÁNDEZ; LUBECK, 2020). As 

propriedades funcionais das proteínas vegetais nos alimentos, podem ser usadas com a 

finalidade de melhorar a textura e estabilidade dos produtos, bem como sua a capacidade 

de absorção de água e óleo auxilia na emulsificação, capacidade de formação de espuma 

e geleificação (RODRIGUES; COELHO; CARVALHO, 2012). 

Neste contexto, concentrados proteicos foram obtidos por diferentes fontes 

vegetais, como folhas de Ficus deltoidea (ABDULLAH; CHUA; RAHMAT, 2017),  de 

folhas de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam) (CALDERON-CHIU et. al, 2021), 

leguminosas (FONSECA, 2019), farelo de oleoginosas (GRANDE, 2016), alfafa 

(Medicago sativa) (KOSHCHUH et al., 2004), fruto e folha do morangueiro (Fragaria 

ananassa) (MELLINGER, 2012),  folhas de beterraba (Beta vulgaris L.) (TENORIO et. 

al, 2016),  nervura central da folha de milho (Zea mays L.) (WANG et. al, 2016). 

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a precipitação da proteína de ora-pro-

nobis (Pereskia aculeata Miller) em função do pH e concentração de álcool isopropílico.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) 

A espécie vegetal Pereskia aculeata Miller, mais conhecida como ora-pro-nobis 

(OPN), é pertencente à família Cactaceae, originária da América tropical e encontrada 

em grande extensão do território brasileiro, desde a Bahia até o Rio Grande do Sul. Apesar 

de estar presente em toda esta extensão, tem destaque como importância cultural nos 

estados de Minas Gerais e Goiás. O ora-pro-nobis também pode ser encontrada pelos 

nomes groselheira-das-antilhas, lobrobó, groselha-da-américa e groselheira-de-barbados 

(BRASIL, 2010; TOFANELLI; RESENDE, 2011). 

Este vegetal é uma trepadeira arbustiva nativa da flora brasileira e tem como 

característica ser uma planta perene, semiereta e com folhas suculentas, como mostra a 

Figura 1. Suas flores, em cachos, são brancas ou podem conter listras róseas, sendo muitas 

vezes cultivadas por apicultores devido seu néctar e pólen. Os frutos são pequenas bagas 

amareladas e com espinhos (BRASIL, 2010). Sob o aspecto de cultivo o OPN se destaca, 

devido à sua alta resistência às restrições hídricas do solo e sua facilidade em adaptação 

ao clima quente, sendo, portanto, uma planta de fácil cultivo e propagação (TOFANELLI; 

RESENDE, 2011).  

 

Figura 1 - Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller). 

 

Fonte: BOTREL et. al (2018). 

 

Esta espécie tem sido cultivada em pequena escala, utilizada como hortaliça, 

cultivada como cerca viva pela presença de espinhos e folhagem robusta e também para 

fins ornamentais (BOTREL et al., 2018). Contudo, vem sendo alvo de interesse da 
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indústria alimentícia, na forma desidratada para agregar valor nutricional em pães, massas 

e biscoitos ou até mesmo farmacêutica, quando aplicada para correção de sabor de 

fármacos ou para formulação de cremes e pomadas (ROCHA et al., 2008; SILVA; 

AZEVEDO; AZEVEDO, 2015). 

Na culinária, devido à sua característica mucilaginosa, é aproveitada em sopas, 

refogados, mexidos e omeletes. No estado de Minas Gerais, as folhas são utilizadas em 

refogados ou em pratos principais com aves, que traz referência ao tradicional prato 

“frango com ora-pro-nóbis”, muito consumido em cidades históricas como Tiradentes e 

Sabará (BRASIL, 2010). 

As folhas de Pereskia aculeata Miller possuem importantes qualidades nutritivas, 

como alto teor de carboidrato, lisina, cálcio, fósforo, magnésio, ferro, cobre e, 

principalmente, alto teor de proteínas (GARCIA, et al. 2019; TOFANELLI; RESENDE, 

2011). Devido aos elevados teores de proteínas apresentados pelas cactáceas do gênero 

Pereskia, essa planta é denominada “carne de pobre” (ROCHA et al., 2008). Algumas 

pesquisas relatam que seu teor de proteína bruta varia de 17,4% a 25,4% em relação à 

matéria seca (ALMEIDA FILHO; CAMBRAIA, 1974; ROCHA et al., 2008). 

Suas proteínas apresentam ainda alta digestibilidade (85%) e são constituídas de 

alto teor de aminoácidos essenciais, especialmente a lisina, cujo o conteúdo é maior 

quando comparado a alimentos semelhantes. Os níveis de proteína e aminoácidos 

encontrados são substancialmente mais altos do que a quantidade mínima recomendada 

pela Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO) 

(CONCEIÇÃO, et al., 2014; TAKEITI et al., 2009).  

Kinupp e Barros (2007) comparou o teor de ferro em alimentos não convencionais 

e observou como resultado um teor de 14 mg/100 g, em ora-pro-nóbis, valores 

expressivos quando comparada as espécies reconhecidas como fontes de ferro, como o 

espinafre (4,48 mg/100 g); a beterraba cozida (2,13 mg/100 g) e a couve-manteiga 

refogada (2,70 mg/100 g). Além disso, possuem alto teor de carboidratos, cálcio, fósforo, 

magnésio e cobre.  

 

2.1.1 Aplicação de ora-pro-nobis em novos produtos 

Na indústria de alimentos uma das áreas de grande destaque é o setor de 

desenvolvimento de novos produtos. Através de pesquisa de tendências de mercado, 



 

14 

 

 

verifica-se a necessidade de utilização de aditivos de fontes naturais. A utilização das 

folhas da OPN se torna interessante devido ao seu conteúdo de hidrocoloides.    

As folhas desta planta contêm polissacarídeos complexos altamente ramificados. 

Encontra-se arabinofuranose, arabinopiranose, galactopiranose, galactopiranosil, ácido 

urônico e unidades de ramnopiranose. Os mesmos são altamente aplicados como aditivos 

na tecnologia de alimentos. Em produtos de panificação os hidrocoloides auxiliam na 

melhora de textura, retardamento da retrogradação do amido e aumento da retenção de 

umidade (AMARAL et al., 2018; MARTIN et al., 2017). 

Amaral e colaboradores (2018) desenvolveram um produto lácteo fermentado 

através de um blend de mucilagem de OPN, goma guar e goma Arábica. O experimento 

objetivou determinar uma mistura adequada dos hidrocoloides e avaliar, a partir das 

propriedades físico-químicas, reológicas e microestrutura da bebida, se a mistura poderia 

ser aplicada à bebidas lácteas fermentadas. Foi determinado que a mucilagem de OPN 

pode ser considerada um aditivo utilizado com a função gelificante e emulsificante, e 

assim viável para substituição de gordura e manutenção da qualidade durante o prazo de 

validade de bebidas lácteas fermentadas. 

A mucilagem da OPN também foi estudada por Oliveira et al. (2019), para o 

desenvolvimento de um filme biodegradável para possível substituição de plástico. O 

experimento observou que a mucilagem da OPN tem capacidade de formar filmes 

podendo ser potenciais substitutos as embalagens provenientes do petróleo. 

Contudo, as folhas de OPN podem ser de grande valor também no seu aspecto 

proteico. Além da mucilagem, a folha integral pode ser processada através de operações 

unitárias. A obtenção de um pó proteico viabiliza seu uso para suplementação nutricional, 

preocupação recorrente atualmente. Santana et al. (2018) desenvolveram um suplemento 

alimentar utilizando as folhas de OPN que após ser analisado, verificou-se um alto teor 

de proteínas e fibras, valores que ultrapassaram 25% do total nas folhas.    

Rocha e colaboradores (2008), introduziram a OPN na massa de macarrão para 

enriquecimento nutricional da mesma. De acordo com Abimapi (2020), o Brasil é o 

terceiro produtor mundial e o quarto mercado consumidor de macarrão, assim, a adição 

de OPN possibilitaria a melhora nutricional de um produto altamente consumido e 

essencialmente composto por carboidrato. No trabalho adicionou-se apenas 2% de OPN 

desidratada para que a massa obtivesse aspecto firme e consistente e principalmente, 

elevando os teores de proteínas e fibras sem que prejudicasse aspectos sensoriais. 
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 Além de sua utilização como alimento, na medicina, as folhas de OPN são 

empregadas na indústria farmacêutica compondo cremes, pomadas e também na correção 

do sabor de fármacos, além de efeitos anti-inflamatórios (SILVA; AZEVEDO; 

AZEVEDO, 2015) ou também podem ser empregadas para tratamentos de distúrbios 

renais, processos anti-inflamatórios e cura de feridas na pele (GARCIA, et al. 2019; 

TOFANELLI; RESENDE, 2011). 

 

2.2 Proteínas 

2.2.1 Proteínas foliares 

É de conhecimento geral que as proteínas são macromoléculas de extrema 

importância nos mais diversos processos biológicos, atuando como enzimas, hormônios, 

neurotransmissores, transportadores através de membranas celulares e outros. Porém, 

para que possam ser utilizadas desenvolvendo funções tecnológicas é necessário a 

extração e purificação das mesmas (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998). 

Quando se trata de proteína e seu valor biológico, a comunidade científica relata 

que as de origem animal são melhores do que as de origem vegetal. Contudo, pensando 

em poder aquisitivo, parte da população tem acesso limitado às proteínas animais. A 

busca por espécies vegetais com alto valor nutritivo, ricas em proteína, pode auxiliar no 

combate as deficiências nutricionais alimentares enfrentadas (KINUPP; BARROS, 

2008). Segundo Fasuyi e Aletor (2005) as folhas representam uma importante fonte de 

proteínas.  

 O interesse por proteínas foliares também é justificado por sua abundância 

natural. Em termos agronômicos, uma produção baseada em kg por ano, a cada hectare 

plantado de proteína foliar, produz-se vinte vezes mais do que proteína láctea e até cem 

vezes mais do que a proteína bovina (GUERROUÉ et al., 1996). Outros fatores a serem 

considerados são disponibilidade de matéria prima, baixo custo e por não ser fonte de 

doenças transmitidas por alimentos (SILVA; AZEVEDO; AZEVEDO, 2015). 

Além da melhora na qualidade nutricional, as proteínas vegetais contribuem para 

a estabilidade e textura dos produtos. Elas influenciam na emulsificação, na capacidade 

de formação de espumas e na gelificação. Contudo, essas propriedades vão depender das 

características físico-químicas das proteínas, como sua massa molecular, composição dos 

aminoácidos, carga líquida e hidrofobicidade (SILVA; AZEVEDO; AZEVEDO, 2015). 
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Algumas pesquisas reportam a obtenção de proteínas das folhas de mandioca 

(MODESTI et al., 2007; TEO et al., 2010), da folha do capim elefante (Pennisetum 

purpureum schum) (DERENZO; ALDEIA, 2003), da folha de ora-pro-nobis (MORAIS; 

NEVES; BATISTA, 2019), folhas de uva de urso (Arctostaphylos uva-ursi sprengel) 

(NACZK; PEGG; AMAROWICZ, 2011), empregando métodos de extração que visem 

alta eficiência do processo.  

 

2.3 Processo de extração de proteínas  

O processo de extração pode ser descrito como uma operação físico-química de 

transferência de massa, onde os sólidos solúveis e voláteis podem ser removidos de sua 

matriz devido ao contato com algum tipo de solvente (VEGGI, 2009). A transferência de 

sólidos biológicos para um solvente é uma operação tradicional na agroindústria e 

farmacêutica (POIROT et al., 2007). Contudo, o controle das condições do processo é 

fundamental para reprodutibilidade dos produtos finais e preservação de sua bioatividade.  

Ao se utilizar plantas como matéria prima, o rendimento dos compostos presentes 

na planta é altamente influenciado pelas condições de processamento empregados. 

Fatores como solvente, temperatura de extração e ação mecânica devem ser 

cuidadosamente avaliados. Além disso, a matriz vegetal é vista como não homogênea e 

apresenta uma microestrutura complexa formada por células, espaços intracelulares, 

capilares e poros. A extração é influenciada pela estrutura molecular do soluto, o 

tamanho, localização e a ligação com outros componentes. As características químicas do 

solvente e a estrutura e composição diversas do produto natural asseguram que cada 

sistema material-solvente mostra comportamento peculiar, o qual não pode ser previsto 

facilmente (PINELO et al., 2004). 

A extração de proteínas na indústria, quando se objetiva extrair ou separar 

diferentes componentes de sua matriz, é realizada comumente com uso de solventes, 

podendo ser orgânicos ou aquosos. No caso de proteínas, o princípio ao qual se baseiam 

é a solubilidade destas moléculas. Deste modo, é importante levar-se em consideração 

que proteínas vegetais são em sua maioria ácidas e assim vão ser solubilizadas em meios 

alcalinos.  Portanto, a precipitação química é uma técnica bastante explorada para 

extração de proteínas e obtenção de extratos proteicos (GRANDE, 2016).  
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2.4 Precipitação de proteínas 

O processo de precipitação e posterior recuperação de proteínas através de adição 

de reagentes ou de soluções é uma boa maneira de concentrar proteínas. É uma técnica 

relativamente simples e rápida, bastante empregada pelas indústrias como operação 

inicial em um processo de purificação (ZUÑIGA et al., 2003). 

As propriedades funcionais das proteínas são facilmente afetadas por sua 

solubilidade. A solubilidade de uma proteína é o fenômeno termodinâmico do equilíbrio 

entre interações proteína-proteína e proteína-solvente (DAMODARAN; PARKIN; 

FENNEMA, 2010). 

Dentro das características de solubilidade, as principais são de natureza 

hidrofóbica e eletrostática. As interações hidrofóbicas são as que promovem interações 

do tipo proteína- proteína e resultam na diminuição da solubilidade. Em contra partida, 

as interações eletrostáticas promovem interações proteína-solvente, o que aumenta a 

solubilidade. A presença de cargas elétricas introduz dois tipos de forças repulsivas entre 

as moléculas da proteína em solução, favorecendo a solubilização das mesmas. A 

primeira envolve repulsão eletrostática entre as moléculas de proteína pela presença de 

cargas elétricas similares (positivas ou negativas), em qualquer pH diferente do ponto 

isoelétrico. A segunda envolve a repulsão entre as camadas de hidratação ao redor dos 

grupos iônicos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).  

Ainda segundo Damodaran, Parkin e Fennema (2010), a agregação das proteínas 

na água, que pode ocasionar insolubilidade, envolve equilíbrio entre interação 

eletrostática repulsiva, favorecendo a solubilidade e a interação das forças de atração de 

Van der Waals e hidrofóbicas, que favorecem a precipitação, entre as moléculas de 

proteína. Contudo, a solubilidade das proteínas não sofre influência somente de 

propriedades físico-químicas intrínsecas, mas também de condições presentes no meio 

como pH e solventes orgânicos. 

 

2.4.1  Fatores que influenciam na precipitação das proteínas 

A solubilidade de uma proteína é uma característica inerente às propriedades 

físico-químicas iniciais da macromolécula. Esta pode ser influenciada pelas condições 

presentes no meio, tais como pH, força iônica, temperatura e solventes orgânicos. Para o 

melhor entendimento do trabalho, destaca-se os fatores pH e solvente orgânico. 
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2.4.1.1 pH 

A precipitação de proteínas conduzida por meio do ajuste de pH é chamada de 

precipitação isoelétrica. Ao se tratar de pH, seu efeito na dissociação dos grupos 

funcionais da proteína está ligado a presença de cargas elétricas e, portanto, a magnitude 

das forças atrativas e repulsivas. Assim, é no ponto isoelétrico, pH no qual um íon dipolar 

se torna eletricamente neutro e com predominância de forças de atração, que a 

solubilidade será mínima (ARAÚJO, 2004; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 

2010). 

No ponto isoelétrico, a molécula de proteína apresenta carga líquida igual a zero, 

o que significa que apresenta máxima interação eletrostática entre grupos carregados e 

interação mínima com a água, provocando agregação e precipitação. É também no pI que 

os grupos carregados não estão disponíveis para interagir com as moléculas de água, ou 

seja, as proteínas são menos hidratadas e assim ocorre aumento das interações proteína-

proteína (ARAÚJO, 2004; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). 

 Já, para um pH fora do pI, em virtude da presença de cargas elétricas e de forças 

repulsivas, a molécula de proteína se expande e interage mais com a água, contribuindo 

para aumento da solubilidade (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). 

 A forma geral de um gráfico plotado (pH x solubilidade), Figura 2, se dá em 

forma de U, onde o ponto mínimo da curva representa o pH do ponto isoelétrico 

(ARAÚJO, 2004). 

Figura 2 - Solubilidade da proteína em função do pH. 

 

 

Fonte: (Adaptado de ARAÚJO, 2004). 
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A ocorrência de agregação das proteínas tem como consequência a precipitação 

das mesmas. Isso se deve ao fato de que próximo ao ponto isoelétrico, as proteínas 

apresentam uma redução da sua carga elétrica superficial, assim há menor repulsão 

eletrostática entre essas moléculas e consequentemente haverá uma aproximação entre 

elas. Todavia, é possível que as proteínas ainda sejam solúveis no pH do ponto isoelétrico, 

quando as cargas elétricas naturalmente presentes nas proteínas forem eletricamente mais 

carregadas que as interações hidrofóbicas proteína-proteína (DAMODARAN; PARKIN; 

FENNEMA, 2010).  

Como as proteínas encontradas nos alimentos são de suma maioria ácidas, elas 

exibem solubilidade mínima em pH 4 a 5 e solubilidade máximas em pH alcalino 

(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). 

 

2.4.1.2 Solventes orgânicos  

Uma das técnicas mais elucidadas de precipitação de proteínas é através da 

diminuição da solubilidade, por meio de modificações físico-químicas preconizadas por 

adição de solventes (AVELINO, 1997). Os solventes orgânicos são substâncias capazes 

de dissolver outras substâncias e formar uma solução conhecida como diluentes, 

dispersantes ou agentes de solubilização. Em sua maioria os solventes utilizados tem 

origem orgânica e como exemplo encontra-se benzeno, clorofórmio, metanol, etanol, 

acetona e álcool isopropílico (MAIA; LIMA; SOBRAL, 2009). 

Os solventes alcoólicos tal como o álcool isopropílico, se apresentam como 

alternativa sustentável em comparação à solventes destilados de petróleo, como a hexana, 

por não gerarem resíduos tóxicos, por serem produzidos de forma biotecnológica, 

possuírem menor grau de inflamabilidade e por serem considerados menos prejudiciais à 

saúde humana (RODRIGUES, 2011; SAWADA, 2012).   

Os solventes orgânicos, particularmente os álcoois, são miscíveis em água e 

promovem a precipitação das proteínas. Isso decorre principalmente pela redução da 

atividade de água pela diminuição da constante dielétrica do meio (AVELINO, 1997; 

PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2001). Esse efeito pode ser descrito pela imobilização 

parcial das moléculas de água através da hidratação do grupo polar do solvente orgânico, 

com simultâneo deslocamento das moléculas de água das zonas hidrofílicas e, então 

redução da camada de hidratação ao redor da proteína e da solubilidade conferida por 

estas zonas. O mecanismo de precipitação está demonstrado na Figura 3. 
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Figura 3 - Esquema do mecanismo de agregação de proteínas por interações 

eletrostáticas entre superfícies com cargas de sinais opostos em meio aquoso contendo 

solvente orgânico. 

 

 

Fonte: (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2001). 

 

É devido também a redução da constante dielétrica do meio, que ocorre uma maior 

disponibilidade de cargas superficiais da proteína para que ocorra interação eletrostática 

com outras moléculas de proteínas. Essa interação proteína-proteína através de cargas 

elétricas de sinais opostos, propicia a agregação das mesmas e então, precipitação 

(PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2001; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). 

Levando-se em conta a possibilidade de reciclar o solvente por meio de destilação 

simples, a precipitação com adição de solvente orgânico apresenta como vantagem a 

minimização dos impactos ambientais com a redução de efluentes (WATANABE et al., 

2006).   Outras vantagens que podem ser citadas são: ausência de resíduos indesejáveis 

no extrato contendo proteína após a precipitação, manutenção de cor e possibilidade de 

retirada de impurezas (PINHEIRO, 2016).  

A desvantagem do uso deste método é a possível desnaturação das proteínas. 

Entretanto, ao se reduzir a temperatura na precipitação para valores próximos a 0 °C pode-

se minimizar a desnaturação. À baixas temperaturas, a flexibilidade das biomoléculas é 

menor, diminuindo assim a capacidade de penetração do solvente e de qualquer 

desnaturação irreversível de enzimas (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2001). 
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2.5 Precipitação de proteínas a partir de álcool isopropílico 

Num processo de extração de compostos por uso de solventes, um fator 

determinante na escolha são as características do produto (RODRIGUES; OLIVEIRA, 

2010). Diante disto, diversas áreas de pesquisa têm se preocupado em utilizar solventes 

mais seguros do ponto de segurança alimentar (sem resíduos tóxicos) e que causem menos 

danos ao meio ambiente, buscando a substituição de solventes derivados de petróleo pelos 

provenientes de fontes renováveis, como etanol, água, isopropanol (CHEMAT; VIAN; 

CRAVOTTO, 2012; MENEZES, 2016). 

O álcool isopropílico, ou isopropanol, é constituído por uma cadeia de três 

carbonos e uma hidroxila ligada no carbono secundário (C3H7OH), como representado na 

Figura 4. Apesar de ser miscível em água, o álcool isopropílico tem uma estrutura que 

permite que ele tenha menor afinidade com a água, o que significa uma maior facilidade 

na sua separação (CAS et. al, 2016).   

 

Figura 4 - Estrutura química do álcool isopropílico. 

 

  

Fonte: (McMURRY, 2016). 

 

Muitos solventes orgânicos miscíveis em água são capazes de precipitar proteínas, 

devido à sua constante dielétrica inferior à da água. Segundo Carey (2011), constante 

dielétrica é uma medida da capacidade do solvente de moderar a força de atração entre 

partículas com cargas opostas em relação a um padrão. A água possui uma constante 

dielétrica alta (80,3 a 20 °C), enquanto que a do isopropanol é de 18,30. Cavalcanti e 

Santana (2019), estudaram a precipitação alcoólica de ácido hialurônico com uso de 

álcool isopropílico, explorando sua menor constante dielétrica quando comparado ao 

etanol. 
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O que ocorre é o aumento da atração entre as moléculas de proteína e os agregados 

são formados até que as partículas atinjam proporções macroscópicas e precipitem 

(CORTEZ, 1999).  

Cortez (1999) descreve o fenômeno como a remoção de água das esferas de 

hidratação das proteínas permitindo que as forças eletrostáticas forneçam regiões de 

cargas opostas na proteína. Com isso, a água é removida tanto por substituição em massa 

pelo solvente orgânico como por estruturação de toda a molécula orgânica. Por fim, a 

constante dielétrica é reduzida e isto leva a uma redução na solubilidade da proteína. 

Um estudo sobre a precipitação utilizando álcool isopropílico foi realizado por 

Silva e Gonçalves (1990) analisando uma amostra de goma de alfarroba comercial. No 

trabalho foi avaliado e comparado as características macromoleculares e comportamento 

reológico das amostras purificadas e das amostras brutas. De acordo com a pesquisa, os 

resultados foram satisfatórios visto que foi feita uma purificação simples. 

 Chang (2019) ao estudar a redução de sabores indesejáveis em proteína isolada 

de lentilha relata que o uso de solventes orgânicos como acetona, etanol, álcool 

isopropílico têm sido amplamente utilizados para remover sabores desagradáveis de 

vegetais devido às suas propriedades anfifílicas e fácil transformação em plantas-piloto 

industriais. 

Jian et. al (2014) avaliaram a caracterização do comportamento da precipitação de 

diferentes gomas através da adição de solventes orgânicos.  A precipitação foi realizada 

em goma guar, goma de alfarroba e goma de feno-grego a partir de soluções puras de 

etanol e álcool isopropílico. Observou-se uma maior precipitação quando foi utilizado a 

concentração de 18,6% (v/v) de etanol ou 13,5% (v/v) de álcool isopropílico. O estudo 

relata que para atingir a mesma eficiência de precipitação, a quantidade de uso de 

isopropanol foi muito menor do que a de etanol, devido à baixa constante dielétrica do 

álcool isopropílico. 

Outro estudo envolvendo precipitação com uso de solventes orgânicos foi 

desenvolvido para precipitação durante purificação de DNA plasmidial. Foi avaliado o 

uso de álcool isopropílico, etanol e acetona. Como resultados finais, observou-se que com 

o aumento da proporção de álcool isopropílico, houve maior precipitação de material 

genético. Contudo, analisando o precipitado por eletroforese, não foi verificado 

seletividade no método (PALMA; TURA, 2014). 
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A utilização de processos de purificação se faz muito presente na biotecnologia. 

A purificação de pectinametilesterase foi estudada aplicando o método de precipitação 

com álcool isopropílico. Na pesquisa foram obtidos fatores de purificação e recuperação 

da fase precipitada a partir de diferentes concentrações de álcool isopropílico. Como 

conclusão, verificou-se que a adição de concentrações de álcool isopropílico acima de 

78% mostrou ser a condição experimental de melhor purificação e recuperação, 

mostrando ser um método eficiente para a enzima em questão (BUSTAMANTE et al., 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

24 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Instalações 

O trabalho foi executado no Laboratório de Separação e Purificação de moléculas 

(DCA 17) e no Laboratório de Refrigeração de Alimentos do Departamento de Ciências 

dos Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras. 

 

3.2 Materiais 

Para a execução do experimento foi utilizado folhas de ora-pro-nobis recém 

colhidas na cidade de Lavras - Minas Gerais. Os reagentes álcool isopropílico (99%), 

hidróxido de sódio (99%) e ácido fosfórico (99%) foram adquiridos da empresa Vetec 

(São Paulo, Brasil). 

 

3.3 Obtenção do extrato de ora-pro-nobis 

As folhas de ora-pro-nobis foram colhidas na Universidade Federal de Lavras 

(UFLA), em Minas Gerais, transportadas em isopor com gelo visando reduzir a atividade 

metabólica e enzimática da folha e então, processadas no Laboratório de Refrigeração de 

alimentos. 

Para obtenção do extrato, utilizou-se a proporção de 1 kg de folha para 5 L de 

água, à temperatura de 10 °C e triturou-se por 10 min, utilizando-se um liquidificador 

industrial (Metvisa LG10, Brasil). Em seguida, a mistura obtida foi manualmente filtrada 

com tecido organza, para retirada das fibras e assim o líquido obtido foi submetido a uma 

filtração à vácuo por meio de um funil de Buchner acoplado a uma bomba de vácuo 

(Primar MC 1284, Brasil), utilizou-se como meio filtrante três camadas de organza 

(LIMA JUNIOR et al., 2013; CONCEIÇÃO et al., 2014). Por fim, o resíduo retido na 

filtração foi descartado e o extrato (líquido filtrado) foi armazenado em ultrafreezer até o 

momento das análises de precipitação. Um fluxograma do processo de preparo do extrato 

da OPN pode ser visualizado na Figura 5. 

 

 

 

 

 



 

25 

 

 

Figura 5 - Fluxograma do processo de preparo do extrato de ora-pro-nobis. 

 

Fonte: Do Autor (2021). 

 

3.4 Delineamento experimental  

O processo de precipitação foi realizado seguindo um delineamento inteiramente 

casualizado em esquema fatorial completo (Tabela 1) com três repetições. Foi avaliado o 

efeito da concentração de álcool isopropílico: extrato de OPN (1:1; 1:2 e 1:3) e do pH do 

extrato de OPN (2,0; 3,5 e 5,0) na precipitação das proteínas de OPN.  

 

Tabela 1 – Delineamento experimental aplicado para a avaliação da precipitação das proteínas 

da ora-pro-nobis. 

Tratamentos 

Concentração de álcool 

isopropílico: extrato de 

OPN 

pH 

1 1:1 2 

2 2:1 2 

3 3:1 2 

4 1:1 3,5 

5 2:1 3,5 

6 3:1 3,5 

7 1:1 5 

8 2:1 5 

9 3:1 5 
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3.5 Precipitação das proteínas de OPN 

Para realização dos ensaios de precipitação, inicialmente 10 mL de extrato de 

OPN foram adicionados a tubos de centrífuga de 15 mL e foi feita a regulação do pH de 

acordo com o delineamento (Tabela 1). Foi usado ácido fosfórico e hidróxido de sódio 

para ajuste do pH. Em seguida para cada tratamento foi adicionado a respectiva 

quantidade de álcool isopropílico e o pH foi aferido novamente e quando necessário 

ajustado. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata. Os tubos foram mantidos 

em banho termostático a 4 °C por 1 hora (CAVALCANTI; SANTANA, 2019). Por fim, 

as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm (4677×g) por 20 min e alíquotas do 

sobrenadante foram coletadas para quantificação das proteínas.  

 

3.6 Quantificação das proteínas da OPN 

O conteúdo de proteínas antes e após o processo de precipitação foi determinado 

segundo o método de Bradford (1976), a 595 nm, por meio da leitura da absorbância em 

espectrofotômetro (Nova 200 UV, Brasil). Uma curva analítica foi construída usando 

solução de albumina de soro bovino (BSA) padrão com concentrações variando de 0,10 

mg mL-1 a 1,0 mg mL-1 (APÊNDICE A).  

A porcentagem (%) de proteína precipitada foi calculada a partir da equação 1: 

 

%PP =
PI − PS

PI
∗  100 (1) 

 

Onde %PP é a porcentagem de proteína precipitada; PI é a concentração de 

proteína inicial (g/L); e PS é a concentração de proteína do sobrenadante (g/L).  

 

3.7 Análise estatística 

Os resultados experimentais obtidos a partir do fatorial completo foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e teste de média Tukey a 95% de 

significância usando SAS University Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 Precipitação de proteínas 

Os resultados das leituras de absorbância do sobrenadante de cada tratamento, 

realizados em triplicata, estão dispostos na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Resultados obtidos da leitura de absorbância do extrato proteico. 

Tratamento 
Concentração 

de solvente 
pH 

Absorbância 

Repetição Repetição 

2 

Repetição 

3 1 

1 1:1 2 0,07 0,078 0,088 

2 2:1 2 0,024 0,024 0,021 

3 3:1 2 0,03 0,007 0,03 

4 1:1 3,5 0,062 0,07 0,149 

5 2:1 3,5 0,003 0,001 0,003 

6 3:1 3,5 0,054 0,053 0,049 

7 1:1 5 0,025 0,021 0,127 

8 2:1 5 0,056 0,055 0,067 

9 3:1 5 0,049 0,052 0,043 

 

Os resultados experimentais do percentual de proteínas precipitadas em cada 

tratamento são apresentados na Tabela 3. Nota-se que houve diferença significativa 

(p<0,05) entre os tratamentos estudados. 

 

Tabela 3 – Resultados médios da porcentagem de proteínas precipitadas em função dos 

tratamentos avaliados. 

Tratamentos  Porcentagem de Precipitação (%PP) 

1  73,33 ± 2,19bc 

2  92,13 ± 1,28ab 

3  92,60 ± 4,22ab 

4  69,03 ± 12,79c 

5  99,22 ± 0,36a 

6  82,23 ± 2,44abc 

7  81,58 ± 17,67abc 

8  79,92 ± 0,51abc 

9  83,55 ± 3,05abc 
*Os valores médios seguidos de mesma letra para cada tratamento indicam que não há diferença estatística entre si pelo 

teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. 
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Verifica-se na Tabela 3 que o melhor tratamento de precipitação foi obtido na 

condição de pH 3,5 e concentração de álcool isopropílico 2:1 já que neste resultado 

verificou-se 99,22% de precipitação de proteína. Valores expressivos de %PP também 

foram encontrados nos tratamentos com pH 2 e concentração 2:1 e 3:1, respectivamente. 

Já os menores valores de precipitação foram observados no tratamento com concentração 

1:1 e pH 3,5. 

A maior precipitação da proteína foi obtida em pH 3,5, um pH superior a 1,7, que 

foi o ponto isoelétrico (pI) encontrado por Morais et al. (2019) para as proteínas do extrato 

das folhas da OPN. Percebe-se que com a ação do solvente prevalece em relação a ação 

do pH (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).    

 A precipitação por solvente orgânico em soluções aquosas se baseia no fato de 

que o solvente propicia a redução da atividade de água da solução, ou seja, diminui a 

capacidade de solvatação da água na proteína. O solvente faz com que as moléculas de 

água sejam deslocadas para fora das partes hidrofóbicas da proteína, propiciando um 

aumento das interações hidrofóbicas. Como resultado, as proteínas se agregam e 

precipitam (ARAÚJO, 2004; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; PESSOA 

JUNIOR; KILIKIAN, 2001). 

Outra possível explicação da agregação destas macromoléculas é pela constante 

dielétrica. O solvente orgânico tem a constante dielétrica menor do que a da água, isso 

significa que em uma solução aquosa, o uso do solvente reduz a constante dielétrica do 

meio e aumenta as forças eletrostáticas tanto repulsivas quanto atrativas. As forças 

repulsivas propiciam um desdobramento da molécula da proteína que estando em um 

meio de baixa constante dielétrica, ocorre ligação intermolecular das proteínas, dos seus 

grupos pépticos e a ligação de hidrogênio (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007; 

DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).  

O estudo realizado por Jian et al. (2014), onde foi caracterizado as frações do 

precipitado de goma galactomanona, demonstra que a precipitação ocorreu ao se utilizar 

13,5% de álcool isopropílico. Foi demonstrado que na presença do solvente, as ligações 

de hidrogênio intramoleculares do polímero podem enfraquecer e assim sofrerem 

mudança conformacional, o que ocasiona precipitação. 

Já Cavalcanti e Santana (2019) estudaram o processo de purificação de ácido 

hialurônico utilizando álcool isopropílico como agente precipitante. Os autores 

observaram que os melhores resultados de recuperação dos precipitados de ácido 
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hialurônico foram de 76,0 ± 6,6% e 72,0 ± 7,5%, sendo obtidos nas condições 

experimentais de concentração de álcool isopropílico: caldo fermentado de ácido 

hialurônico 2:1 e em pH 3 e pH 7, respectivamente.  

Os tratamentos que utilizaram maiores concentrações de solvente obtiveram 

resultados com valores de %PP acima de 79%. Com exceção do tratamento que foi 

conduzido em pH 3,5, utilizando uma razão de isopropanol:OPN 2:1, dentro de um valor 

fixo de pH nota-se que não houve diferença sinficativa entre os tratamentos. 

Nota-se que alguns tratamentos com pH 2 apresentaram alta porcentagem de 

precipitação de proteínas da OPN, visto que é o pH mais próximo ao ponto isoelétrico 

delas. Neste pH as proteínas apresentam menor solubilidade e carga líquida nula, o que 

resultará em menor repulsão eletrostática e consequentemente precipitação dessas 

moléculas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).  

Ainda sobre o estudo de Morais et al. (2019), que explorou a técnica de 

precipitação por salting out, verificou-se que o melhor resultado obtido foi de 69% de PP, 

utilizando-se sulfato de amônio na concentração de 1.0 mol/L. Ao comparar com os 

resultados obtidos neste trabalho utilizando a precipitação por solvente, pode-se concluir 

que os resultados apresentados aqui foram superiores aos obtidos por Morais e 

colaboradores (2019).  
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5 CONCLUSÃO 

Através do presente estudo foi possível determinar as condições ótimas de pH e 

concentração de solvente orgânico álcool isopropílico, para obtenção de um concentrado 

proteico proveniente da precipitação alcoólica de extrato de ora-pro-nóbis. 

O aumento na concentração de solvente orgânico propiciou aumento no teor de 

proteína precipitada, sendo que resultados expressivos foram encontrados nas 

concentrações de 2:1 e 3:1. O pH 2, mais próximo ao ponto isoelétrico da proteína de ora-

pro-nóbis também favoreceu aumento na porcentagem de proteína precipitada.   

Por fim, foi possível avaliar o uso de álcool isopropílico como agente de 

precipitação de proteínas das folhas de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller), e 

verificar que o mesmo se mostrou um solvente adequado para a operação de precipitação. 
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APÊNDICE A – Curva padrão de albumina do soro bovino (BSA). 

 

Concentração BSA (mg/mL)            Absorbância 

1  0,663 

0,9  0,619 

0,8  0,516 

0,7  0,463 

0,6  0,461 

0,5  0,375 

0,4  0,343 

0,3  0,236 

0,2  0,161 

0,1  0,071 

0  0 
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