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RESUMO

Ravenala madagascariensis, mais conhecida como arvore dos viajantes, € uma
arvore da familia Strelitziaceae nativa da ilha de Madagascar no continente africano,
porém muito bem adaptada nos tropicos, crescendo bem na América, Asia e Austrélia.
Esta espécie apresenta importantes aplicagcbes nos tratamentos para doencas
cronicas, como diabetes, pedras nos rins, hipertensdo e aplicacdes estéticas, com
patentes mundiais descrevendo sua aplicacdo em cosmeéticos. Os dados sobre a
utilizacdo desta espécie, entretanto, ainda sdo escassos e centrados nas partes
aéreas da planta. O objetivo desta dissertacdo se concentra na elucidacao danatureza
quimica dos pigmentos dos arilos de R. madagascariensis e das suas propriedades
biologicas, padronizando sua obtencéo para aplicacdo em produtos deuso humano,
como 0s cosméticos. As amostras utilizadas foram coletadas de espécimes de R.
madagascariensis da cidade de Juiz de Fora — MG. Os arilos foramremovidos
manualmente e armazenados em temperatura ambiente. A analise por microscopia
de campo claro dos arilos, apresentou estruturas ricas em célulasparenquiméaticas
isodiamétricas com espessamento em seus angulos opostos aos espacos
intercelulares e a avaliacdo desta estrutura por microscopia eletrénica de varredura
indicou uma composicédo de carbono, oxigénio, sodio, aluminio, enxofre e nitrogénio
na amostra. A fim de caracterizar a presenca de metabdlitos secundarios foram
realizados ensaios fitoquimicos com extratos dos arilos obtidos em Hexano, Etanol e
SDS 10%. Os dados obtidos revelaram a auséncia de metabolitos secundarios que
estivessem relacionados com a cor azul nos extratos. Os resultadosdas analises
centesimais detectaram uma composicado rica em lipidios (81,45%), carboidratos
(7,03%), umidade (3,71%), cinzas (0,78%) e proteinas e peptideos (7,1%). A
cromatografia de camada delgada confirmou a presenca de peptideos/proteinas e de
metabdlitos com capacidade antioxidante nos extratos, uma atividade biolégica
importante. Com a separacdo dos componentes através de eletroforese em SDS-
PAGE foi possivel observar um perfil proteico com bandas de aproximadamente
14kDa que foram avaliadas por espectrometria de massas. As varreduras em
espectrofotometro do extrato padronizado durante o planejamento fatorial
desenvolvido neste trabalho, indicaram picos de absorc¢éo significantes em 400nm e
620nm, que podem estar relacionados com a presenca de grupos croméforos nos
extratos. Os resultados obtidos indicaram que a substancia que confere cor aos arilos
de R. madagascariensis ndo é um metabdlito secundario. Fato que quando
relacionado aos demais resultados sugere que um grupo cromoforo associado a uma
proteina €& responsavel pelas caracteristicas Unicas do extrato, incluindo cor e
estabilidade.

Palavras-chave: Ravenala madagascariensis; arilo; pigmento; caracterizacao
proteica; cosméticos.



ABSTRACT

Ravenala madagascariensis, known as the travelers' tree, is a tree from the
Strelitziaceae family native to the island of Madagascar on the African continent, but
very well adapted to the tropics, growing well in America, Asia and Australia. This
species has important applications in the treatment of chronic diseases, such as
diabetes, kidney stones, hypertension and aesthetic applications, with worldwide
patents describing its application in cosmetics. Data on the use of this species,
however, is still scarce and focused on the aerial parts of the plant. The objective of
this study focuses on elucidating the chemical nature of the aril pigments of R.
madagascariensis and their biological properties, standardizing their extraction for
application in products for human use. The samples used were collected from
specimens of R. madagascariensis from the city of Juiz de Fora — MG. The arils were
manually removed from the seeds and stored at room temperature. The analysis by
bright-field microscopy of the arils showed structures rich in isodiametric
parenchymatic cells with thickening at their angles opposite to the intercellular spaces
and the evaluation of this structure by scanning electron microscopy indicated a
composition of carbon, oxygen, sodium, aluminum, sulfur and nitrogen in the sample.
In order to characterize the presence of secondary metabolites, phytochemical tests
were carried out with aril extracts obtained in Hexane, Ethanol and 10% SDS. The
data obtained revealed the absence of secondary metabolites in the extracts. The
result of the composition analysis detected a composition rich in lipids (81.45%),
carbohydrates (7.03%), humidity (3.71%), ash (0.78%) and proteins and peptides
(7.1% ). Thin layer chromatography of the extracts confirmed the presence of
peptides/proteins and metabolites with antioxidant capacity, an important biological
activity, in the extracts. With the separation of the components through electrophoresis
in SDS-PAGE, it was possible to observe a protein profile with bands of approximately
14kDa that were evaluated by mass spectrometry. Spectrophotometer scans of the
standardized extract during the factorial design developed in this work indicated
significant absorption peaks at 400nm and 620nm, which may be related to the
presence of chromophore groups in the extracts. The results obtained indicated that
the substance that gives color to the arils of R. madagascariensis is not a secondary
metabolite. The results suggest that a chromophore group associated with a protein is
responsible for the unique characteristics of the extract, including its color and stability.

Keywords: Ravenala madagascariensis; aryl; pigment; protein characterization;
cosmetics.
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1. INTRODUCAO

Corantes sintéticos e naturais tém sido usados ha muito tempo pelos seres humanos
em diversas areas, desde o campo alimenticio e farmacéutico até areas téxtil e
artistica. Eles sdo atualmente mais utilizados quando em comparacao com corantes
naturais, por serem menos dispendiosos e mais estaveis, contudo, ndo sao capazes
de conferir outras caracteristicas aos alimentos além da cor, ou seja, sdo substancias
gue ndo apresentam nenhum valor nutritivo extra e sdo mais passiveis de trazer
prejuizos a saude e também ao meio ambiente enquanto os naturais apresentam
valores nutritivos significantes como a atividade antioxidante, por exemplo (Santos et
al, 2016; Santos et al, 2021).

Com os objetivos principais de restaurar a aparéncia original ou se aproximar o
maximo possivel, ja que estas caracteristicas podem ser afetadas durantes processos
de producéao, e para atrair mais os compradores fazendo com que a cor sejaassociada
ao sabor, os corantes sdo adicionados aos alimentos. A cor de um alimento é
fortemente associada a sua qualidade, sabor e seguranca. Quando a cor ndo é
satisfatéria o consumidor ndo se sentira atraido pelo produto, dificilmente ira adquiri-
lo e podera ainda o definir visualmente como impréprio para consumo (Delgado-
vargas et al, 2000; Constant et al, 2002).

De acordo com a Resolucédo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) n°
44CNNPA, de 1977, corantes sdo uma “substancia ou a mistura de substancias que
possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloragdo de um alimento (e
bebida)”, e sdo classificados como: Organico natural, aquele obtido a partir de vegetal,
ou de animal, cujo principio corante tenha sido isolado com o0 emprego de processo
tecnologico adequado; Organico sintético, aquele obtido por sintese orgéanica
mediante o emprego de processo tecnoldgico adequado; Artificial, corante organico
sintético ndo encontrado em produtos naturais; Organico sintético idéntico ao natural,
corante organico sintético cuja estrutura quimica € semelhante a do principio ativo
isolado de corante organico natural; Inorganico, aquele obtido a partir de substancias
minerais e submetido a processos de elaboracdo e purificagdo adequados a seu
emprego em alimento; Caramelo, corante natural obtido pelo aquecimento de
acucares a temperatura superior ao ponto de fusdo; Caramelo (processo amdnia),

corante organico sintético idéntico ao natural obtido pelo processo amoénia, desde que
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o teor de 4-metil, imidazol ndo exceda no mesmo a 200mg/kg (duzentos miligramas
por quilo).Sendo assim, 0s corantes naturais sdo 0S pigmentos responsaveis pela
origem das cores e podem ser extraidos de diversos organismos, dentre eles frutos,
folhas, flores, bactérias, fungos e insetos. As cores que predominam em vegetais, por
exemplo, derivam das classes de pigmentos dos tipos clorofila, carotendide e

flavondide em sua maioria (Schiozer et al, 2013).

No Brasil é a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) o 6rgéo responsavel
pela regulagdo do uso dos corantes alimenticios naturais e sintéticos, entdo sua
legislacdo determina quais corantes e concentracdes podem ser usados sem afetar
a saude dos individuos. Entretanto, contestacdes a respeito dos maleficios dos
corantes sintéticos perduram. Diversas pesquisas acerca da toxicidade,
mutagenicidade e potencial alergénico demonstram que corantes sintéticos como
amaranto, eritrosina B e tartrazina, por exemplo, sdo nocivos e téxicos quando

ingeridos frequentemente (Barros et al, 2016; Hamerski et al, 2013)

Em contrapartida, corantes de fontes naturais apresentam maior seguranca no seu
uso e podem possuir propriedades bioativas de efeito benéfico a saide humana como
a atividade antioxidante, antimicrobiana e prevencdo de algumas doengas cronicas.
Para mais, estes corantes ndo geram riscos para 0 meio ambiente, com minimo
impacto ambiental e ndo séo poluentes (Mattioli et al, 2020; Rowles llI; Erdman, 2020;
Marques, 2022). Com a associacdo entre a capacidade de conferir cor a alimentos e
as vantagens bioldgicas a relevancia da utilizacdo de pigmentos naturais se torna
notavel, tanto para o consumidor final de determinado produto, que adquirira
melhorias em suas funcdes biologicas, quanto para a inddstria, que por sua vez
podera vincular sua marca a produtos vantajosos, naturais e saudaveis (Volp et al,
2009).

S&o trés as principais subdivisdes de corantes naturais, tendo em vista sua estrutura
guimica. Séo eles os heterociclicos com estrutura tetrapirrélica, compostos pelas
clorofilas presentes em vegetais, o grupo heme e as bilinas encontradas em animais,
compostos heterociclicos contendo oxigénio encontrados exclusivamente em
vegetais como os flavonoides e os compostos de estrutura isoprenoide, 0s
carotenodides, encontrados em animais, vegetais, etc., mas principalmente nos

vegetais. Por fim h&4 mais dois grupos de corantes exclusivos de vegetais, 0s taninos
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e as betalainas (Bobbio, 1992). As cinco classes principais de corantes extraidos de
animais e vegetais mais encontrados na natureza sao: classe dos tetrapirrois, classe
dos tetraterpenos ou carotenos, classe dos flavonéides, classe das antraquinonas e
classe das betalainas (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1: Classes quimicas dos principais corantes encontrados na natureza

Classe quimica | Corante/Espécie Cor
guimica
responsavel pela
cor

Tetrapirrol Clorofila Verde
Tetraterpeno B-caroteno Amarelo
Astaxantina Vermelho
Bixina Vermelho
Flavondide Luteonina Amarelo
Cianidina Vermelho
Antraguinona Acido carminico Vermelho
Betalaina Betanina Vermelho

Fonte: Mendonca, 2011. Adaptado.

Figura 1: Estruturas quimicas dos principais corantes na natureza

o O HOOC H COOH

Clorofila (verde) Betanina (vermelho) Cianidina (vermeho)

Vermelho de
cochonilha
(vermeiho)
Bixina (vermeho)

Fonte: Mendonca, 2011.
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As maiores fontes de corantes naturais sao os vegetais. Produzindo corantes através
de todas as suas partes, raiz, caule, folhas, frutas e flores, de diversas cores como
vermelho, preto, marrom, amarelo, verde e azul (Marques, 2022). Extratos de urucum,
carmim de cochonilha, curcumina, antocianinas, betalainas e caroteno natural séo os
corantes mais utilizados pelas industrias alimenticias. Os pigmentos derivados do
urucum sado principalmente cis-bixina e possuem um cromoforo com sistema de
duplas ligacbes conjugadas, ligacbes estas que conferem a cor. O carmim é
considerado excelente corante por ser estavel e se encontra na classe das
antraquinonas conferindo tons avermelhados em salsichas por exemplo. A curcumina
apresenta coloracdo entre o amarelo e o laranja e pode ser associada a outros
corantes, ela também possui caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas
(Constant et al, 2002; Marques, 2022).

As antocianinas sdo encontradas naturalmente nos vegetais, sdo encarregadas de
atribuir cores como vermelho, azul, roxo e laranja e compdem o maior grupo de
pigmentos sollveis em agua do reino vegetal, o que permite que sejam inseridas em
matrizes alimenticias de base aquosa. Representam um importante subgrupo da
classe dos flavonoides e do ponto de vista quimico sao classificadas como compostos
fendlicos. A unidade estrutural basica das antocianinas é o 2-fenil cromenilio que
ainda pode ser classificado em outros compostos principais como: cianidina,
delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina e petunidina. Além disso, os acUcares
podem se ligar a sua estrutura principal (Lopes et al, 2007; Wang et al, 2017; Lee et
al, 2017; Marques, 2022).

A estabilidade das antocianinas recebe interferéncia da sua prépria estrutura quimica,
consequentemente sua acdo e cor também podem sofrer alteracdes. Isso devido a
presenca dos agucares acilados, metoxil e grupos hidroxila, entdo quando a
hidroxilacdo aumenta tons de azul sdo produzidos e a estabilidade € reduzida, e
guando a metoxilacdo aumenta produz-se mais tons avermelhados e a estabilidade
também aumenta. Além da estrutura, a estabilidade da cor das antocianinas também
depende de fatores como a presenca de oxigénio, variacdes de pH, temperatura e
luz. Devido a propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, entre outras, as
antocianinas possuem significativos beneficios para a saude humana, atuando como
reguladores da inflamacdo derivada da obesidade e suas doencas crbnicas

associadas, assim como protecao contra desordens neurodegenerativas e
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cardiovasculares (Delgado-vargas et al, 2000; Mattioli et al, 2020; Lee et al, 2017,

Rodriguez-amaya, 2019).

Betalainas se assemelham as antocianinas e sdo encontradas exclusivamente em
vegetais, sua estrutura fundamental € 1,7 diazoheptamelina. Dentre todas as
Betalainas conhecidas encontramos aquelas que sao pigmentos vermelhos,
conhecidas como betacianinas e aquelas que sao pigmentos amarelos, as
betaxantinas (Martins et al, 2022; Constant et al, 2002). As betalainas também podem
apresentar funcdes biolégicas importantes, atuando como agentes antioxidantes e
anti-inflamatérios. Sao encontradas principalmente na ordem dos vegetais
Centrospermae, nesta ordem temos a beterraba como excelente exemplo de fonte de
pigmentos. Da mesma forma que as antocianinas, a estabilidade das betalainas
depende do pH, com boa estabilidade entre os pHs 4 e 5. Além disso, a presenca de
luz e oxigénio também torna o pigmento instavel. (Martins et al, 2022; Constant et al,

2002; Gandia-Herrero et al, 2016; Hadipour et al, 2020).

Diferente das antocianinas e da betalainas os carotenoides (Figura 2) ndo séo
pigmentos exclusivos dos vegetais, além de responsaveis pelas cores laranja,
vermelha e amarela de alimentos vegetais, como cenoura e tomate, também séo
encarregados da cor vermelha de crustaceos, como a lagosta, e peixes, como o
salméo. Estéo presentes no grupo dos tetraterpenos e sua estrutura geral € composta
por uma cadeia de polieno com 9 duplas ligagdes conjugadas (localizadas no centro
da molécula servem como cromoforos e sdo importantes para diversas funcdes,
entretanto acabam tornando os carotendides propensos a isomerizacao e oxidagao)
e um grupo final em ambas as extremidades da cadeia (Rodriguez-amaya et al, 2019;
Maoka et al, 2020).

Figura 2: Estrutura basica dos carotendides e os grupos finais das extremidades da

cadeia de polieno. Pode ficar em inglés?
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Fonte: Maoka, 2020. Adaptado.

Dentre outras funcdes na natureza as propriedades antioxidantes dos carotendides
se destacam. Ligadas aos grupos cromoéforos conjugados de sua molécula
desempenham papel crucial no combate aos radicais livres, sendo considerados
benéficos para a saude humana e consequentemente importantes comercialmente
em industrias nutracéuticas e em produtos alimenticios e cosméticos (Alvarez et al,
2014).

Apesar de os corantes naturais se mostrarem melhores para o consumo, nem todas
as cores estao facilmente disponiveis na natureza, fontes naturais do corante azul sao
exemplos. As antocianinas, responsaveis pelas cores azuis e roxas de frutas e
vegetais, sdo as Unicas que apresentam in natura a tonalidade azul, mas possuem
problemas de estabilidade. Sendo assim, para alcancar a cor e outras cores derivadas

dela se torna necessario o uso de corantes azuis sintéticos (Renhe et al, 2008).

Ravenala madagascariensis (Figura 3), mais conhecida como arvore dos viajantes,
€ uma arvore da familia Strelitziaceae nativa da ilha de Madagascar no continente

africano, porém muito bem adaptada nos tropicos, crescendo bem na América, Asia
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e Australia. Ela possui diversas utilidades, como em construcbes de casas,
alimentacdo, ornamentacdo, fins medicinais no tratamento de doencas como
diabetes, céaries dentarias, dores de estdbmago, hipertensao, diarreia, pedras renais,
retencdo de urina, e também fins estéticos, através de propriedades antioxidantes e
inibitéria de hialuronidase, enzima chave na saude da pele, por exemplo
(Rakotoarivelo et al, 2015; Duvale et al, 2020; Suroowan et al, 2023; Mohamed et al,
2020).

A familia na qual a R. madagascariensis esté incluida possui mais dois géneros que
ocorrem em regifes tropicais: Strelitzia e Phenakospermum. As caracteristicas
morfolégicas dessa familia abrangem caule lenhoso; bracteas; coriaceas; e uma
estrutura envolvendo as sementes chamada de arilo. A Ravenala por sua vez possui
caracteristicas marcantes que a diferem dos outros géneros de sua familia, como o
tronco semelhante ao de uma palmeira, folhas semelhantes aquelas das bananeiras,
entretanto com uma disposicao vertical, e suas sementes sédo envoltas por um arilo
de cor azul (Cron et al, 2012).

Figura 3: Fotografias da arvore, baga e sementes de Ravenala madagascariensis
envoltas por arilos azuis.

=

Legenda: A imagem ilustra a arvore (A), as bagas onde as sementes estdo alojadas (B) e as sementes
envoltas por arilos azuis (C) de Ravenala madagascariensis. Fonte: do autor, 2023.

Os arilos sdo estruturas que revestem a semente e sao frequentemente coloridos.
Sua funcéo esté relacionada com a polinizacdo, através da atragdo de animais que
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vao comer os arilos e dispersar as sementes. Na ilha de Madagascar, por exemplo,
os |lémures desempenham o papel de polinizadores, eles sdo capazes de enxergar a

cor azul dos arilos e séo atraidos por ela (Melin et al, 2012).

Nosso interesse pelos arilos esta voltado para o seu uso como fonte de pigmento,
principalmente para aplicagdo em produtos de consumo humano, como formulagdes
cosmeéticas por exemplo. A literatura relata seu uso como substituto de pigmentos
sintéticos e o justifica através de sua origem natural e por exibir uma caracteristica
guimica que ndo € normalmente vista, a manutencao da coloracdo azul por muito
tempo mesmo depois da morte celular, apresentando uma estabilidade notavel (André
& Garcia, 2017; Pirone, 2010).

O uso dos integrantes da familia Strelitziaceae em produtos cosmeéticos ja foi
abordado em diversas patentes no mercado mundial. O extrato de partes da arvore
R. madagascariensis ricas em seiva, particularmente folhas jovens, foi utilizado na
invencao de Renimel & André em 2014. Foi produzido pelos inventores um cosmético
de skincare com o extrato das folhas jovens de R. madagascariensis como agente
ativo capaz de restaurar, manter e reforcar o estado de hidratacdo da pele, e também

capaz de atuar como produto anti-ageing.

Os arilos da familia Strelitziaceae também ja tiveram seu uso relatado em patentes,
como o extrato dos arilos da espécie Strelitzia nicolai, utilizado como agente ativo em
formulacdes cosméticas para reduzir a pigmentacdo de olheiras (Gruber & Ludwig,
2013). Assim como, o extrato de arilos de R. madagascariensis, aplicado como
corante de origem natural em composi¢des cerosas, sélidas ou pastosas relacionadas
a maquiagem da pele (Andre & Garcia, 2017). Entretanto, ainda ndo é totalmente

elucidada a origem quimica da pigmentacao destas estruturas.

Em seu trabalho, Pirone associa a coloragéo laranja presente nos arilos de Strelitzia
nicolai com a presenca de bilirrubina, um tetrapirrol ciclico onipresente em animais,
mas nao identificado em plantas anteriormente. ApGs identificar este tetrapirrol na
espécie, Pirone ampliou sua investigagcdo e também evidenciou a presenca de
bilirrubinas nos arilos azuis de Ravenala madagascariensis, ndo associando,

entretanto, a coloragéo dos arilos a sua presencga (Pirone, 2010).
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Devido a auséncia de dados na literatura que definem a origem da coloracdo dos
arilos, sua aplicacao efetiva em cosméticos e os seus efeitos, o objetivo deste trabalho
se concentra na investigacdo da composicdo quimica do componente presente nos

arilos que confere a coloracdo azul caracteristica dessa estrutura.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral:

Analisar a natureza quimica dos pigmentos dos arilos de R. madagascariensis,

padronizando sua obtencédo para aplicacao para produtos de uso humano.
2.2. Especificos
1) Caracterizar morfologicamente as sementes e o0s arilos da espécie R.

madagascariensis;

2) Padronizar os extratos vegetais a serem empregados nos ensaios e avaliar a

natureza quimica dos pigmentos azuis;

3) Avaliar a natureza quimica dos metabdlitos secundarios dos extratos

4) Analisar quali e quantitativamente a presenc¢a de metabdlitos primarios nos extratos
5) Avaliar a composicdo centesimal dos arilos de R. madagascariensis

6) Analisar a toxicidade dos extratos padronizados dos Arilos.

3. DESENHO EXPERIMENTAL

3.1. Material Vegetal
As amostras dos arilos azuis utilizados foram coletadas do vegetal Ravenala
madagascariensis situadas na cidade de Juiz de Fora — MG. Os arilos foram
processados manualmente, separados das sementes e armazenados em
temperatura ambiente.Uma exsicata da planta ja havia sido enviada para o Herbario
Leopoldo Krieger da Universidade Federal de Juiz de Fora. A amostra com nimero
de depdsito CESJ 63816, foi identificada pela Prof2. Dr2. Fatima Regina Goncgalves

Salimena.

3.2. Andlise por microscopia 6ptica de campo claro e de

fluorescéncia
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Para a avaliacdo por microscopia 6ptica os arilos secos foram reidratados em solucéo
de hidratacdo em concentracdo 5:4:1 de agua destilada, alcool etilico 96% e glicerina
respectivamente e 5 gotas de detergente, em temperatura ambiente por 3 dias. Apos
o periodo de incubacdo na solucdo, os arilos foram cortados transversalmente em
microtomo de Ranvier, colocados em lamina com agua e cobertos com laminula. As
laminas foram observadas em microscopio optico Olympus BX 41 com camera
fotografica Power Shot A640 Cannon® acoplada. As analises foram conduzidas no
Laboratorio de Anatomia Vegetal no Departamento de Botanica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) sob a supervisdo da Dr2 Nadia Silvia Somauvilla.

O preparo das amostras para a analise por microscopia de fluorescéncia consistiu no
corte de fibras dos arilos frescos com estilete. As fibras cortadas foram colocadas em
laminas e cobertas com laminulas. As laminas foram observadas em microscépio BX
51 com camera fotogréfica Power Shot A640 Cannon® acoplada, com a utilizacao de
filtro DAPI. As analises foram conduzidas no Departamento de Biologia do Instituto de

Ciéncias Biologicas (ICB).
3.3. Analise por microscopia eletrénica de varredura

Microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar os aspectos
morfolégicos e composi¢ao quimica dos arilos. Foram analisadas fibras de arilos azuis
ainda presas as sementes, para avaliar a morfologia destas, e também o extrato dos
arilos azuis em SDS 10% (0,1g de arilos em 5ml de solucdo de SDS 10%) liofilizado.
As sementes foram levadas sem nenhum preparo prévio ao microscopio. As analises
foram conduzidas em Microscopio Eletrénico de Varredura de bancada TM3030
Hitachi® com médulo EDS SwiftED3000 no Laboratério Multiusuéario de Bioprodutos
e Bioprocessos (CentralBio) da Faculdade de Farmécia na Universidade Federal de

Juiz de Fora.

3.4. Selecao de faixa de pH e comprimento de onda de maxima
absorcao da luz UV-VIS do extrato dos arilos em SDS.

Para a selecao da melhor extracdo foram definidas faixas de pH e comprimento de
onda especificas durante o planejamento fatorial. A densidade 6ptica (DO), que se
tornou a métrica para o padrao de resposta no planejamento fatorial, foi escolhida a

partir da varredura das amostras em espectrofotdmetro e identificacdo da DO de
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maxima absorcéo do extrato, encontrada por volta de 620nm. Enquanto a faixa de pH
foi avaliada através de testes com variacdo de pH entre o acido e o basico. O extrato
basico foi regulado utilizando-se o sal TRIS e o extrato acido foi regulado com HCI
0,5M (Figura 8). Analisando a densidades 6pticas destas amostras obteve-se a faixa
de pH mais indicada para o planejamento fatorial. O extrator dodecil sulfato de sodio
(SDS) foi escolhido devido a hipotese de que a coloragcéao observada nos arilos pode
estar relacionada a presenca de cromoproteinas, ja que é um detergente ibnico capaz

de extrair proteinas em amostras bioldgicas.

3.5. Planejamento fatorial da extracdo do pigmento azul

Para identificar a via de extragcdo mais apropriada para as amostras foi feito um
planejamento fatorial dos experimentos. Este planejamento envolveu a organizacéo
do desenho experimental, a compilacdo de dados e a otimizagcdo do experimento.
Inicialmente, ja que a resposta das amostras as variaveis era desconhecida, foi
realizado um ensaio exploratério no modelo 23 (Tabela 2) com a andlise de trés
fatores, tempo; pH e concentracdo de SDS e dois niveis, superior (+) e inferior (-).
Neste primeiro ensaio foram avaliadas variacdes de tempo em 24h e 48h, de pH em
valores entre 5 e 6 e entre 8 e 9 e da concentracdo do extrator SDS em 2% e 10%.
Foram pesados 0,1g de arilos in natura previamente tratados com hexano em tubos
falcon e adicionados 5ml de solucédo extratora (SDS 2% ou 10% solubilizado em agua
deionizada). As amostras foram maceradas com o auxilio da ferramenta Potter. O pH
foi verificado utilizando-se potencibmetro de bancada, os valores de pH foram
ajustados utilizando-se sal TRIS para regulacdo basica ou Acido cloridrico 0,5M para
ajuste acido. Apos os ajustes de pH as amostras foram levadas ao banho ultrassom
por 15 minutos e armazenadas em temperatura ambiente por 24h ou 48h. O
tratamento com hexano foi feito como tentativa de retirar o componente ceroso dos
arilos e assim melhorar a extracdo do pigmento. Foi pesado 1g de arilos em um
béquer e adicionados 15ml de hexano P.A. A solucdo foi mantida em temperatura
ambiente até a secagem da amostra e o processo foi repetido mais duas vezes. As
amostras foram preparadas de forma randomizada, seguindo ordem de sorteio

segundo a tabela abaixo.

Tabela 2: Planejamento fatorial exploratério 23 para otimizacdo das condi¢des de
extracao do pigmento azul dos Arilos de R. madagascariensis
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AMOSTRA | TEMPO SDS pH
5 24h 2% 5-6
6 48h 2% 5-6
3 24h 10% 5-6
2 48h 10% 5-6
8 24h 2% 8-9
1 48h 2% 8-9
7 24h 10% 8-9
4 48h 10% 8-9

A partir dos resultados do ensaio exploratério foi desenvolvido um segundo ensaio,
uma modelagem de planejamento 32 (Tabela 3), com a avaliacdo de dois fatores,
variacdo de pH e variacdo de concentracdo de SDS, em trés niveis, inferior (-),
intermediéario (0) e superior (+). O tempo foi entdo fixado em 24h por ndo apresentar
significancia estatistica em suas variacdes. A densidade Optica foi entdo avaliada em
solucdes de pH 8; 8,5 e 9 e com concentracao de extrator variando entre 9%, 10% e
11%. O preparo das amostras foi feito seguindo o padrao do ensaio exploratorio. No
plano fatorial as repeticbes dos pontos centrais sdo as replicatas do modelo, a partir
destes foram feitos os calculos estatisticos de média, variancia e erro padrédo. As
amostras do segundo ensaio também foram preparadas de forma randomizada,
seguindo ordem de sorteio. A avaliagdo em ambos os ensaios foi realizada por
medigcdo do espectro de emissdo da cor azul com varredura em espectrofotdmetro

(Spectramax 190, Molecular Device) entre 400nm e 750nm.

Tabela 3: Planejamento fatorial de modelagem 32 para otimizagc&o das condicdes de

extracao do pigmento azul dos Arilos de R. madagascariensis
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AMOSTRA TEMPO SDS pH
(fixo)
3 24h 9% 6
6 24h 10% 6
9 24h 11% 6
8 24h 11% 55
4 24h 10% 5
11 24h 10% 55
10 24h 10% 5,5
1 24h 9% 5
7 24h 11% 5
2 24h 9% 55
5 24h 10% 55
3.6. Preparo das amostras para andlise fitoquimica

Foram preparados extratos dos arilos de R. madagascariensis com diferentes
polaridades nos seguintes solventes: hexano (apolar), etanol (polaridade
intermediaria) e em SDS 10% (polar), adicionando-se 1g de arilos frescos em 3 tubos
falcon, aos quais acrescentou-se separadamente 10mL dos diferentes tipos de
solvente (Hexano, Etanol e SDS 10%). A producdo dos extratos foi realizada por
maceracao estatica. Os arilos foram deixados 24 horas no solvente, sendo em
seguida, centrifugados a 2.000 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foi retirado e
armazenado em um béquer tarado identificado. Este processo foi repetido 3 vezes

para os extratos hexanico e etandlico. Apds o processo, 0s extratos foram secos para
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a obtencéo do rendimento e armazenados com protecado contra luz e em refrigeracao.
Os extratos em SDS 10% passaram pelo mesmo processo dos extratos organicos,
entretanto ndo houve repeticdo. A maceracao estatica foi realizada com 10ml de
solvente durante 24 horas, em seguida, o material foi centrifugado a 2.000rpm durante
5 minutos. O sobrenadante foi coletado para um béquer tarado identificado e a

secagem ocorreu em capela e em temperatura ambiente.

3.7. Andlise fitoguimica

A analise fitoquimica preliminar, para determinacdo das principais classes quimicas
de metabolitos secundarios, foi feita seguindo protocolo descrito por Matos (1997),
com modificacdes. As solucdes foram preparadas na concentracdo de 10mg/mL (40
mg de cada amostra em 4ml de MeOH) para a identificacéo de alcalbides pelo método
de precipitacdo com os reagentes Dragendorff, Hager e Mayer; triterpenos e
esteroides através do método de Liebermann-Burchard; cumarinas utilizando solucéo
de KOH 10%; compostos fendlicos com solucdo de FeClI3 3%; flavonoides com
solucéo de AICI3 5%; antraquinonas através de solu¢cdo de NaOH 0,5M; saponinas
através do indice de espuma e taninos utilizando solucdo de gelatina. Os ensaios

foram realizados em duplicatas.
3.7.1. Alcaldides

Em uma microplaca foram utilizados 3 pocos, com 150ul de amostra e 50ul dos
diferentes reagentes utilizados para identificacdo de alcaléides em cada poco,
reativos de Hager, Mayer e Dragendorff. O resultado foi marcado pelo aparecimento
(positivo) ou nao (negativo) de precipitado ou turvagao branca com os reativos de

Hager e Mayer e de cor alaranjada com o reativo de Dragendorff.
3.7.2. Triterpenos e Esteroides

150ul de amostra foram adicionados em uma microplaca. Em seguida,
acrescentamos 1 gota de anidrido acético e 1 a 2 gotas de acido sulftrico
concentrado. O indicativo para o resultado positivo para a presenca de esteroides foi
0 aparecimento de cor azul-esverdeada e para a presenca de triterpendides a cor

vermelha.

3.7.3. Cumarinas
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A amostra foi gotejada em uma tira de papel de filtro. Em seguida, foi adicionada 1
gota da solucdo de KOH a 10% na tira. Apds secagem em temperatura ambiente a
tira de papel de filtro foi observada em luz UV 365nm. O aparecimento de

fluorescéncia de cor azulada foi indicativo da presenca de cumarinas.
3.7.4. Compostos fendlicos

A amostra foi gotejada em uma tira de papel de filtro, seguida de uma solugéo de
FeClI3 a 2%. A presenca de compostos fendlicos é indicada pelo aparecimento de

uma mancha azul escura.
3.7.5. Flavonodides

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada e em seguida adicionada uma
solugéo de AICI3 5%. O papel foi observado sob luz UV 365nm. A presenca de

flavondides foi indicada pelo aparecimento de fluorescéncia de cor amarela.
3.7.6. Antraguinonas

Em uma microplaca foram adicionados 150ul da amostra e 50ul de NaOH 0,5M. O
resultado positivo para a presenca de antraquinonas foi marcado pelo aparecimento

de coloragéo vermelha na solugéo.

3.8. Determinacao do conteudo de flavonadides

O conteudo de flavondides foi determinado pelo método descrito por Miliauskas e
colaboradores (2004), com algumas modifica¢des. A rutina foi utilizada como padrao.
A curva de calibracdo foi preparada, utilizando-se aliquotas de 0,02; 0,05; 0,1; 0,2;
0,4; 0,8 e 1,2mL de uma solucdo etandlica de rutina (0,5mg/mL). Adicionou-se a
guantidade de etanol necesséria para obter 4,8mL em cada tubo, e uma gota de acido
acético glacial. Posteriormente, adicionou-se 0,2mL de uma solucédo etandlica de
cloreto de aluminio 2%, totalizando 5mL em cada tubo. O branco foi preparado da
mesma forma que a amostra, porém substituindo a solucdo etandlica de cloreto de
aluminio a 2% por etanol. Apds 40min de incubacao, a 20°C e ao abrigo da luz, as

absorbancias foram medidas a 415nm no espectrofotometro.

Para o doseamento dos extratos foi preparada uma solucéo estoque a 500ug/mL em
etanol para os extratos organicos e foi feita uma diluicdo de 1:10 em etanol para os

extratos em SDS 10%. Dessas solugdes pipetou-se 0,2mL para uma série de tubos
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de ensaio devidamente identificados e foram adicionados 4,6mL de etanol, 1 gota de
acido acético glacial e 0,2mL da solucdo etandlica de cloreto de aluminio a 2%,
obtendo-se uma solucéo de 5mL em cada tubo. O branco foi preparado com 0,2mL
da amostra, 1 gota de acido acético e diluido para 5mL com etanol. Ap6s 40 min de
incubacéo, a 20°C e ao abrigo da luz, as absorbancias das solu¢des foram registradas

em espectrofotbmetro a 415nm.

Os ensaios foram realizados em triplicata e a média + desvio padréo foi utilizada
para o célculo do teor de flavonoides. O contetdo total de flavonoides foi expresso

em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de rutina (ER).
3.9. Determinacao do contetdo de compostos fendlicos

A determinacdo do teor de fendis foi feita por meio de espectroscopia na regido do
visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu com modificagbes (Dowd,1959; Folin &
Ciocalteu,1927). O acido tanico foi utilizado como padréo. A curva de calibracao foi
preparada, com concentracdes variando de 7,5 a 350ug/mL de uma solucéo
metandlica de &cido tanico (500upg/mL). Em microplacas de 96 pocos foram
adicionados 120pL do reagente Folin Ciocalteau 20%, 30uL da amostra e 100uL de
carbonato de sodio 4%. Decorridos 30min de incubacdo ao abrigo da luz, a

absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 770nm.

Para o doseamento dos extratos foi preparada uma solucéo estoque a 500ug/mL dos
extratos organicos em metanol e foi feita uma diluicdo de 1:10 em metanol para os
extratos em SDS 10%. Pogcos somente com amostra e metanol foram utilizados como
branco do teste. Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 120uL do reagente
Folin Ciocalteau 20%, 30uL da amostra e 100uL de carbonato de sodio 4%.
Decorridos 30min de incubacéo ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em
espectrofotobmetro a 770nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e a média *
desvio padréo foi utilizada para o calculo do teor de fendis. O conteldo total de fendis

foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de acido tanico (EAT).

3.10. Cromatografia em camada delgada para analise de

fitoconstituintes, peptideos e de capacidade antioxidante

Para a realizagcdo da cromatografia de camada delgada foram preparados extratos

organicos (hexanico e etandlico) e em SDS 10% atraves de maceracgao estatica.
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Cerca de 100 mg dos extratos organicos foram diluidos em 1000uL de metanol P.A.
(Concentracao final= 100mg/mL). Para os extratos em SDS 10%, 100uL dos extratos
brutos foram diluidos em 1000uL de metanol P.A. Foram feitas andlises para a
presenca de Cumarinas e peptideos e para a atividade antioxidante das amostras.
Foram aplicados cerca de 10uL de cada amostra em cromatoplaca de silica gel (F254) por
meio de capilar de vidro. As cromatoplacas foram eluidas em cuba cromatografica
saturada, utilizando-se fases moveis e reagentes reveladores para cada componente

investigado.

As Cumarinas foram investigadas com o uso de uma solucao de éter e tolueno 50:50
(VIV) como fase mével, a cumarina preparada em metanol P.A. como padrdo e o
hidroxido de potassio a 10% como revelador. O resultado foi observado através da
visualizagdo da placa em luz UV 365nm, com fluorescéncia esverdeada como
indicativo de resultado positivo. A andlise de peptideos e atividade antioxidante foi
realizada com fase movel composta por uma mistura de hexano, acetato de etila e
solucdo de NaOH a 0,5M 50:50:01 (V/V/V). Como reagente revelador para a presenca
de peptideos foi utilizada a Ninidrina 0,5% e para a atividade antioxidante o revelador
foi o DPPH a 0,01%.

3.11. Andélises centesimais

Todas as andlises foram desenvolvidas no Laboratério de Composicdo e Valor
Nutricional dos Alimentos no Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Juiz de Fora.

3.11.1. Umidade

A determinacdo da umidade foi feita por secagem a pressao atmosférica, método
baseado na determinacdo de perda de massa por secagem em condicdes
especificadas de temperatura e tempo. A metodologia segue o protocolo descrito no
manual de Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos, Instituto Adolfo Lutz,
2008, com adaptacdes. Foram pesados aproximadamente 0,59 dos arilos em placa
de petri previamente tarada. O material foi seco em estufa a 105°C aproximadamente
junto com areia purificada por 2 horas, em seguida, foi retirado da estufa, resfriado
em dessecador e pesado. As operacdes de secagem foram repetidas durante 30
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minutos e as de resfriamento até que o peso entre duas secagens tivesse uma

diferenca menor ou igual a 2mg. A umidade %m/m foi calculada por meio da formula:

(N x 100) +~ P = umidade % m/m

Sendo: N: a perda de massa em g
P: massa da amostra em g
3.11.2. Lipidios

A determinacao de lipidios nos arilos foi feita através da digestao direta em Soxhlet
(Instituto Adolfo Lutz, 2008). Foram pesados aproximadamente 2g de arilos em um
cartucho de Soxhlet, que foi transferido para o aparelho extrator tipo Soxhlet. Este
extrator foi acoplado a um baldo de fundo chato previamente tarado a 105°C e
adicionado de éter o suficiente para um Soxhlet e meio. O material foi entdo mantido
sob aquecimento em chapa elétrica a extracdo continua por 8 horas (com 4 a 5 gotas
por segundo). Em seguida, o cartucho foi retirado, o éter destilado e o baldo com o
residuo extraido foi levado para uma estufa a 105°C por cerca de 1 hora. Por fim, o
material foi novamente pesado e as operacdes de aquecimento foram repetidas por
30 minutos na estufa e as de resfriamento até o peso constante por 2 horas. O teor

de lipidios em % m/m foi calculado por meio da férmula:

(100 X N) = P = lipidios % m/m

Onde: N= numero de gramas de lipidios
P= numero de gramas da amostra
3.11.3. Proteinas

Para determinar a matéria nitrogenada total dos arilos foi aplicado o método de
Kjeldahl (Costa et al, 2019) em 3 etapas: digestéo, destilacédo e titulacdo. Os arilos
foram digeridos em acido sulfurico, na presenca dos catalisadores sulfato de potassio
P.A. e sulfato de cobre P.A., a quente no digestor em capela de exaustéo. A digestao
ocorreu em temperatura moderada (50°C) inicialmente, com seu aumento até 380°C
apo0s o escurecimento do material. Ap0s o material adquirir cor esverdeada o
aguecimento foi mantido por mais 30 minutos. A amostra foi entdo retirada do digestor

e resfriada em temperatura ambiente e acrescida de 30ml de agua destilada para a
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dissolucdo do digerido. Em seguida o digerido dissolvido foi transferido para o
destilador, onde foi feita uma destilacdo por arraste de vapor, até o recolhimento de
aproximadamente 100ml do destilado. Nesta etapa na saida do condensador foi
encaixado um Erlenmeyer de 250ml contendo 10ml de solug¢édo de acido ortobdrico
4% (m/v) com indicador misto para Kjeldahl. O destilado por sua vez foi titulado
através de solucéo de acido cloridrico 0,05mol/L com o ponto de parada indicado pela
mudanca da cor verde para a roxa. Agua destilada foi utilizada durante o processo
como prova em branco. O teor percentual de nitrogénio total foi calculado por meio

da formula:

{[(A—B)xCi] X fc} x14+g= %NT

Sendo: % NT: teor percentual (m/m) de nitrogénio total;
A: volume gasto na titulacdo da amostra;
B: volume gasto na titulagdo da prova em branco;
Ci: concentracao (mol/L) da solucéo de acido cloridrico;
fc: fator de correcdo para a solucao de acido cloridrico;

g: porcdo da aliquota da amostra.

3.11.4. Teor de cinzas

O teor de cinzas foi obtido através de incineracdo (Costa et al, 2019) 5g de arilos
foram pesados em uma cépsula previamente aguecida em mufla a 550°C, resfriada
em dessecador até a temperatura ambiente e pesada. Em seguida, a capsula foi
levada para uma chapa elétrica para secagem. A amostra foi carbonizada em
temperatura baixa, incinerada em mufla a 550°C até a eliminacdo completa do carvao
e resfriada em dessecador até a temperatura ambiente. Apds o resfriamento a
amostra foi pesada. As operacgdes de aquecimento e resfriamento foram repetidas até

0 peso constante. O teor de cinzas %m/m foi calculado segundo a férmula:

(100 X N) ~ P = cinzas Yo m/m

Onde: N = nimero de g de cinzas

33



P= numero de g da amostra

3.115. Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido através de diferenca matematica entre os teores de

umidade, cinzas, lipidios e proteinas segundo a formula:
100 — umidade — lipidios — proteinas — cinzas = teor de carboidratos
3.12. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi desenvolvida para calcular com seguranca o contetudo
proteico que seria posteriormente aplicado nos testes de citotoxicidade in vitro. Assim,
a dosagem foi feita através de um ensaio de deteccao colorimétrica em microplaca do
kit comercial Pierce® BCA Protein Assay Kit, ja que devido a incompatibilidades com
0 SDS presente no extrato 0os outros métodos para dosagem, como o método de
bradford por exemplo, ndo foram efetivamente aplicaveis (Zaia, 1998). O ensaio foi
desenvolvido seguindo as orientagdes do fabricante. Inicialmente foram preparados
os padrdes de albumina, diluidos em agua deionizada, para compor a curva de
concentracdo proteica. A amostra utilizada foi o extrato padronizado dos arilos em

SDS 10% (0,1g em 5ml de solug&o). O ensaio foi realizado em triplicatas.
3.13. Caracterizacao proteica do pigmento azul por Eletroforese

O conteldo proteico dos extratos de R. madagascariensis foi avaliado através de
eletroforese em gel desnaturante. O extrato padronizado dos arilos em SDS 10% foi
primeiramente precipitado utilizando-se o acido tricloroacético (TCA). Em microtubos
foram adicionados 900ul da amostra acrescidos de 100yl de TCA. As amostras foram
centrifugadas a 8000rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi removido e descartado.
Em seguida, foram adicionados ao microtubo mais 900ul de 4gua destilada e 100ulde
TCA e a amostra foi novamente centrifugada. Apdés a remoc¢ado do sobrenadante foi
realizada a lavagem do pellet com adicdo de 1ml de 4gua destilada, homogeneizacdo
e centrifugacdo a 8000rpm por 15 minutos, o processo de lavagemfoi repetido 3
vezes. ApOs a precipitacdo o pellet resultante foi ressuspendido em tampédo de
amostra para eletroforese, composto por Tris-HCI (0,2M pH 6,8), glicerol 15% (v/v),
SDS 3% (w/v) e azul de bromofenol 0,01% (w/v).
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A eletroforese foi conduzida utilizando-se o sistema do tipo horizontal em suporte
Amersham ECL Box GE Healthcare com gel pronto de mesma marca com
concentracdo de SDS de 8-16%. O gel passou por uma pré-corrida de 12 minutos a
160V antes da aplicacdo das amostras imerso em tampao de corrida Amersham ECL
Gel 10X 1:10 em agua destilada, seguindo orientacdo do fabricante. Em seguida,
foram aplicadas no gel as amostras e o padrao de peso molecular Novex® Sharp Pre-
stained Protein Standard com intervalo entre 3,5 - 260kDa.

A corrida eletroforética foi realizada em uma voltagem de 140 por 60 minutos. Apds
este tempo o gel foi submerso em 1L de solucao fixadora, composta por etanol, acido
acético e agua destilada 40:10:50 (v/v) durante 30 minutos. Na sequéncia, o gel foi
corado com coloracdo Comassie Brilliant Blue R-250 0,01% com etanol 25% (v/v) e
acido acético 5% (v/v) submerso em solugdo por 10 minutos. O gel foi entdo lavado
com &gua destilada a fim de remover o corante em excesso, e aplicado em solucéo
descorante, composta por acido acético 8% (v/v), etanol absoluto 25% (v/v) e agua
destilada 67% (v/v) até a visualizacdo das bandas, sob agitacdo de 60rpm em bandeja
agitadora. Por fim, o gel foi levado a uma solugcédo de conservacdo, composta por
glicerol e agua destilada 87:13 (v/v), durante mais 30 minutos.

3.14. Caracterizacao proteica por Espectrometria de Massas

A analise preliminar para identificacao de proteinas presentes em extrato de arilos de
Ravenala madagascariensis foi feita através da digestdo in gel e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. Os peptideos encontrados tiveram suas
sequéncias estipuladas por sequenciamento de novo pelo software PEAKs v8.5. Apds
identificacéo, os peptideos passaram por uma analise BLAST e um alinhamento com
a sequéncia THU71878.1 de Musa balbisiana.

As bandas do gel identificadas na Eletroforese com aproximadamente 14kDa foram
excisadas e submetidas a analise por espectrometria de massas. Inicialmente as
amostras passaram por tratamento prévio e por uma digestdo em gel pela enzima
tripsina. Os peptideos tripticos resultantes foram ressuspensos em 20uL de solucéo
de acido trifluoroacético 0,1% Fluka®. Em seguida, 5uL foram injetados utilizando o
sistema nano UHPLC UltiMate® 3000 (Dionex®) equipado com coluna Nano-Trap
Acclaim PepMap100 C18 (100um i.d. x 2cm, 5um, 100 A; Thermo Scientific®) e
coluna capilar Acclaim PepMap100 C18 RSLC (75um i.d. x 15cm, 2um, 100A; Thermo
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Scientific®). Os peptideos foram, inicialmente, retidos no trap utilizando fase movel
composta de ACN 2% com TFA 0,05% e, depois de passados 3 minutos, foram
eluidos a uma vazéo de 3pL. min-1. Estes peptideos eluidos foram submetidos a
separacao cromatografica em coluna C18 utilizando-se fase moével, composta por
acido férmico 0,1%, ACN 80% e acido férmico 0,1%, com vazao de 0,300uL. min-1
sob modo gradiente de 4 a 90% de ACN em 61min, a 40°C.

O nanoUHPLC é um sistema acoplado ao instrumento Q-Exactive Thermo Scientific®
através de uma fonte Nanospray Flex lon Thermo Scientific®, realizando a analise por
espectrometria de massas dos peptideos eluidos. A fonte Nanospray Flex lon é
equipada com emitter de aco-inoxidavel nano-bore (150um o.d. x 30um i.d., Proxeon,
Thermo Scientific®) e operou sob voltagem de 1,9kV, no modo positivo com
temperatura de 250°C. Foi realizada uma varredura no modo scan a uma resolucao

de 70.000 com tempo maximo de injecdo de 100ms e acumulo de ions no valor de

3 x 106. Neste equipamento o processo de fragmentacdo de ions ocorre na cela de
higher-energy collisional dissociation (HCD) e, neste método foram selecionados os
12 ions mais intensos monitorados na faixa de 300-2.000m/z, com carga =2 e < 5,
gue foram isolados em uma faixa de 2m/z antes de serem fragmentados, com energia
de colisdo normalizada em 30V. Os espectros MS/MS gerados foram adquiridos com

resolucao de 17.500, com tempo maximo de injecdo de 150ms e acumulo de ions no

valor de 5 x 10° ions. O tempo de exclusdo utilizado foi de 40 segundos. Em seguida,
0 espectro de massas obtido foi submetido a busca em banco de dados através do
software PEAKs v8.5. Apds a identificacdo dos peptideos foi realizada uma analise

BLAST e um alinhamento com a sequéncia THU71878.1 de Musa balbisiana.

3.15. Espectroscopia Raman dos arilos azuis de Ravenala

madagascariensis

A técnica de Raman possui fundamento no processo de interacao entre a matéria e a
radiacéo. Esta € realizada por processos de espalhamento de luz através da matéria.
Dessa forma, quando a luz monocromaética incide na matéria ela pode ser absorvida,
espalhada ou transmitida. A intensidade da luz que é espalhada é proporcional ao
guadrado da polarizacéo. A técnica € entdo dependente da simetria das oscilacdes
atbmicas que acabam modificando a polarizacdo do meio. Os espectros Raman

foram obtidos diretamente dos arilos da planta, e podem ser
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observados um com 256 varreduras, e outro com 512 varreduras. Foi utilizado
equipamento Bruker modelo RFS100, com transformada de Fourier, excitado com
laser em 1064nm (NeYAG), poténcia nominal do laser na amostra de 175mW, detetor
de germanio resfriado com nitrogénio liquido, e com resolugéo espectral de 4cm. Os
ensaios foram conduzidos no Nucleo de Espectroscopia e Estrutura Molecular (Neem)
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a

supervisao do Dr. Luiz Fernando Cappa de Oliveira.
3.16. Atividade biol6gicain vitro (Citotoxicidade in vitro)

No presente estudo foi utilizada a seguinte linhagem: linha de fibroblasto L929
(derivado de tecido conjuntivo de camundongo) (CCL-1™)

3.16.1. Cultura de Células

As células estavam criopreservadas em meio de congelamento composto por 90%
de SFB e 10% de DMSO. O descongelamento aconteceu a 37°C e as células foram
transferidas para tubo falcon de 50mL contendo meio de cultura Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) e foram centrifugadas (1400rpm, por 10min a 4°C). ApGsa
centrifugacéo, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1mL de
meio de cultura suplementado (10% de SFB + 1% de antibiético + 0,1% 2-
mercaptoetanol). Em seguida, as células foram transferidas para garrafas de cultura
de 25cm? e incubadas a temperatura de 37°C com atmosfera de 5% de CO». A cada
dois ou trés dias, realizou-se a troca do meio de cultura, monitorando as células até
alcancarem confluéncia de aproximadamente 80%, quando entdo foram transferidas
para garrafas maiores (75cm?). Para a retirada das células foi utilizado o tratamento
com solucéo de tripsina-EDTA (0,25%) por 3 a 5 minutos em 37 °C.

Ap6s um periodo de incubagcdo de aproximadamente 3 dias, as células foram
ressuspendidas em meio RPMI suplementado e foram contadas em cémara de
Neubauer, utilizando-se o corante Azul de Tripan, e transferidas para placas de 96
pocos de fundo chato, na concentracdo de 104 células por poco, em um volume final
de 100pL. As células foram entdo incubadas por 24 horas em estufa a 37°C com

atmosfera de 5% de COa.

A segunda etapa do ensaio consistiu na remo¢ao do meio de cultura presente, com

consequente retirada de células mortas, e adicdo de 200uL de meio de cultura
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suplementado (5% de SFB + 1% de antibidtico + 0,1% 2-mercaptoetanol) contendo o
tratamento em seis diferentes concentragdes (800; 400; 200; 100; 50; 25ug/mL) em
guadruplicata. Todas as placas continham controles néo tratados (apenas meio de
cultura) e controle do solvente utilizado no preparo das substancias (SDS 10%).
Seguiu-se uma nova incubacéo por 24 horas, quando entao foi realizado o ensaio de
MTT (Teste de Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio). Os ensaios
foram conduzidos no Departamento de Parasitologia Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de Juiz de Fora sob a
supervisao do Dr. Gilson Costa Macedo.

3.16.2. Avaliacéo da Viabilidade Celular pelo Teste de Brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT)

Apos o periodo de incubacao, o sobrenadante foi removido e adicionou-se 100uL de
uma solucdo contendo meio de cultura (RPMI) e 10% (v/v) do reagente MTT
(5mg/mL). A placa foi incubada por um periodo de 2 horas e 30 minutos em estufa
incubadora a 37°C com atmosfera de 5% de CO:2 (RISS et al, 2016). Ao final deste
intervalo, o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan foram solubilizados
em DMSO, sendo realizada a leitura em espectrofotdmetro a 595nm. Para calcular a

viabilidade foi utilizada a equacdo mostrada abaixo:
Viabilidade (%) = 100 x DOsgsa <+ DOsgscre
Onde:
DOsesq: valor médio da densidade Optica das amostras testadas

DOsoscre: valor médio da densidade 6ptica do controle estimulado e ndo
tratado (CTe).

Fonte: ISO 10993-5:2009
4. RESULTADOS

4.1. Microscopia Optica de campo claro e de fluorescéncia

Os cortes transversais mostraram uma epiderme de células alongadas com paredes

espessadas e coloragdo amarelada. O parénquima apresenta células isodiamétricas
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com espessamentos nos angulos das células, opostos aos espacos intercelulares
(Figura 4).

Figura 4 - Avaliacao histolégica de cortes transversais dos arilos de Ravenala
madagascariensis.

Legenda - Cortes transversais de arilo de Ravenala madagascariensis. sem uso de corantes. A.
Células sem conteudo. B. Células com contetdo (*). EP: Epiderme. Setas: Espessamento das paredes
das células parenquimaticas. Cabeca de seta: Paredes celulares finas nas células do parénquima.

A analise por microscopia 6ptica com emisséo de fluorescéncia (Figura 5) de uma
fibra de arilo, por sua vez, levou a identificacdo da caracteristica fluorescente das
amostras por toda a extenséo da fibra.

Figura 5 - Fibra de arilo em campo claro e avaliacdo da emissao de fluorescéncia
dos arilos de R. madagascariensis observados por microscopia optica.
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Legenda: Em (A) Microscopia 6ptica de campo claro da fibra de Arilo azul de R.
madagascariensis. Em (B) Analise de fluorescéncia da fibra de Arilo azul por microscopia
Optica, com utilizagdo de filtro DAPI.

4.2. Microscopia eletrénica de varredura

A partir da visualizacdo das amostras de arilo azul, sem nenhum tratamento prévio,
foi possivel determinar a composicao de 86% de carbono, 11% de oxigénio e 3% de
silicio na amostra. Enquanto o extrato liofilizado apresentou composicédo de 52% de
carbono, 18% de oxigénio, 3% de sbdio, 11% de aluminio, 7% de enxofre e 6% de
nitrogénio (Figuras 6 e 7).

Figura 6 — Aspectos gerais do extrato das fibras de arilo azul de Ravenala
madagascariensis e sua insercdo na semente

2022/04/12 1434 H D56 x50 iy | 2022004112 1441 H D57 x300 300pm

Legenda: Aspectos morfologicos das estruturas dos arilos de R. madagascariensis
observados por MEV. (A) Destaque para a parte central da semente de onde as estruturas
celulares que compdem os arilos estdo surgindo (seta branca). Em (B),aumento e foco na
insercao dos arilos na semente. Em (C) aspectos das células que compdem os arilos em
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Densidade éptica (D.O)

maior aumento, os compartimentos sdo homogeneamente distribuidos ao longo da extenséo
dos arilos.

Figura 7- Microscopia eletronica do extrato liofilizado de arilos de R.
madagascariensis e grafico com composicdo da amostra em %

Composigao quimica %

10+ _ |:|
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[l
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1529 H D8O x40 > mm Elementos detectados

TM3030_1394 2023/08/25

Legenda: Em (A) extrato dos arilos de R. madagascariensis em SDS 10% liofilizado. Ao lado
gréafico com a composic¢ao quimica em % da amostra. Elementos: C - carbono; O - oxigénio;
Si - silicio; Na - sddio; Al - Aluminio; S - enxofre e N - nitrogénio.

4.3. Selecédo da faixa de pH e comprimento de onda de maxima
absorcao da luz UV-VIS do extrato dos arilos em SDS

Com a andlise das densidades Opticas destas amostras obteve-se a faixa de pH mais
indicada para o planejamento fatorial entre pH 5 e pH 6 e 0 comprimento de onda de
D.O. de maxima absor¢cdo em 620nm (Figura 8).

Figura 8 - Selecéo de pH e selecdo do comprimento de onda de maxima absorcao
de luz para extragao mais eficiente do pigmento das amostras.
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Legenda - Em (A) o gréfico representa a varredura do espectro de luz visivel de um extrato
de R. madagascariensis para identificagdo da D.O. de méxima absor¢do. Com destaque em
laranja para o pico em 400nm e destague em azul para o pico em 620nm. Em (B), a avaliacdo
do pH de dois extratos de R. madagascariensis para evidenciar em qual ambiente, &cido ou
basico, ocorre a melhor extracao do pigmento. Com destaque em azul para o0s extratos com
pH entre 5 e 6.

4.4, Planejamento fatorial da extracado do pigmento azul

No ensaio exploratorio foram avaliados trés fatores, com duas varia¢cdes cada, para
a extracdo: o tempo (24h e 48h), concentracdo do extrator SDS (2% e 10%) e o pH
(5/6 e 8/9). Aléem de uma repeticdo com tratamento prévio com hexano a fim de
identificar se a retirada do componente ceroso da amostra tornaria melhor a extracéo
(Tabela 4). Os resultados foram arranjados em valores de densidade Gptica obtidos

por espectrofotometria.

Tabela 4 - Resultados do planejamento fatorial exploratério 22 para otimizacao das
condi¢cBes de extracao do pigmento azul dos Arilos de R. madagascariensis.

AMOSTRAS TEMPO SDS pH R1_HEX R2_SHEX
(D.O. (D.O.
620nm) 620nm)
1 24h 2% 5-6 0,53895 1,50615
2 48h 2% 5-6 1,0154 1,2565
3 24h 10% 5-6 0,483 1,5546
4 48h 10% 5-6 1,20945 0,86175
5 24h 2% 8-9 1,06075 1,11195
6 48h 2% 8-9 0,9095 0,7387
7 24h 10% 8-9 0,8291 1,0981
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8 48h 10% 8-9 0,80905 1,03895

Legenda - R1_HEX: Respostas do ensaio com tratamento prévio com hexano; R2_SHEX:
Respostas do ensaio sem tratamento prévio sem hexano. O destaque amarelo indica o
melhor tratamento. As amostras estdo organizadas em ordem numérica crescente para
facilitar a interpretacéo da tabela, mas a ordem de preparo segue a representacao
demonstrada na Tabela 1.

Com os resultados obtidos foi possivel evidenciar que o tratamento com hexano néo
apresenta melhora na extragdo e que as melhores variagdes dos fatores avaliados
sdo aquelas da amostra 3 com extracdo em 24h, concentracédo de SDS a 10% e valor
de pH entre 5 e 6. No planejamento fatorial exploratério ndo foi observada uma
influéncia significativa da variavel tempo. J& que a variagdo dos niveis baixo e alto do
tempo mantendo as outras variaveis fixas ndo resultaram em mudancas impactantes
nas respostas observadas. Sendo assim, a fim de otimizar a extracdo o tempo foi
fixado no nivel baixo (24h), e um novo ensaio explorando o melhor resultado obtido

no planejamento exploratorio foi desenvolvido.

Na segunda avaliagdo, uma modelagem de planejamento 32 (3 niveis e 2 variaveis),
o fator tempo foi fixado em 24h e as variacdes da concentracdo do extrator (SDS) e
do pH passaram de duas para trés, com um valor menor, um intermediario e um maior,
sendo a variacdo da concentracao do extrator em 9%, 10% e 11% e a variacdo de pH
em 5, 5,5 e 6 (Tabela 5). Os resultados foram avaliados e concluiu-se que a melhor
forma de extracao foi aquela testada no extrato nimero 4, com pH em 5 e o extrator
sds a 10%.

Tabela 5 — Resultados do planejamento fatorial de modelagem 32 para otimizacao
das condic¢des de extracdo do pigmento azul dos Arilos de R. madagascariensis.

AMOSTRAS pH SDS (D.Roe.sgzoc? ;am)
. 5 9% 2,0089
5 5.5 9% 2,0350
. 6 9% 1,9564
4 5 10% 2,3850
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5 55 10% 1,9711
6 6 10% 2,1004
7 5 11% 1,6976
8 55 11% 1,5223
9 6 11% 1,8587
10 55 10% 1,9422
11 55 10% 1,8519

Legenda - O destaque em amarelo identifica a amostra com melhores condigdes de extragao.
As amostras estdo organizadas em ordem numérica crescente para facilitar a interpretacao
da tabela, mas a ordem de preparo segue a representacdo demonstrada na Tabela 2.

De acordo com os resultados obtidos e as analises estatisticas realizadas a partir das
triplicatas do ponto central do ensaio, com variancia igual a 0,003 e desvio padréo
relativo em termos de porcentagem igual a 0,2%, foi possivel concluir que asvariacoes
de pH néo séo significativamente impactantes para a melhor resposta em densidade
Optica quanto a concentracao do extrator SDS. Essa conclusdo pode ser observada
na figura 9, onde estdo representados os eixos com os valores de pH, SDSe as

respectivas respostas em densidade Optica.

Figura 9- Superficie de resposta obtida através do planejamento fatorial.
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Legenda: As cores indicam os niveis de resposta em D.O. na superficie do ensaio. As
andlises estatisticas indicaram que néo ha falta de ajuste no experimento. Os valores no eixos

das representacfes de concentracdo de SDS e de escala de pH séo valores codificados que
vao de-1al.

O extrato padronizado ap6s o planejamento fatorial apresentou uma oOtima

estabilidade de coloragéo (Figura 10), permanecendo azul por tempo consideravel
de 52 dias de armazenamento em temperatura ambiente.

Figura 10: Avaliagdo da estabilidade de coloragdo do extrato dos arilos de R.
madagascariensis em solucdo de SDS 10% mantido a temperatura ambiente
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Legenda: Em (A) o extrato dos arilos em SDS 10% ap0ds 24h de extragdo. Em (B) 0 mesmo
extrato apos 52 dias sendo mantido em temperatura ambiente.

4.5, Andlise fitoquimica dos extratos dos arilos

ApOGs a secagem o0s extratos hexanicos e etandlicos de Ravenala tiveram 0s seus
pesos quantificados (Tabela 6). O extrato em SDS teve o maior rendimento e todos
0s extratos apresentaram um aspecto ceroso.

Tabela 6- Peso e aspecto dos extratos hexanico, etandlico e em SDS de R.
madagascariensis.

Amostra Peso(mg) Aspecto
RH 486 Azul claro e ceroso
RE 204 Amarelo esverdeado e
ceroso
RSDS 845 Verde escuro e ceroso

Legenda - RH: Extrato hexanico de R. madagascariensis; RE: Extrato etandlico de R.
madagascariensis; RSDS: Extrato em SDS de R. madagascariensis.

A marcha fitoquimica revelou a presenca de Alcaldéides em todas as amostras
avaliadas. Entretanto, ndo foi observada a presenca de outros metabdlitos.
Inicialmente a avaliagdo da presenca de cumarinas havia positivado nos extratos em
SDS e em etanol. Entretanto devido a caracteristica fluorescente da amostra o

resultado foi considerado indeterminado para a presenca de cumarinas (Tabela 7).

Tabela 7- Resultados da triagem fitoquimica dos diferentes extratos de R.
madagascariensis.

Metabodlitos RH RE RSDS

Alcalodides + + +

Triterpenos e - - -
Esterdides

Cumarinas ID ID ID

Compostos - - -
Fendlicos

Flavonoides - - -
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Antraguinonas - - -

Saponinas - - -

Taninos - - -

Legenda — (+) positivo; (-) negativo; (ID) indeterminado; RH: Extrato hexanico de R.
madagascariensis; RE: Extrato etandlico de R. madagascariensis; RSDS: Extrato em SDS
10% de R. madagascariensis.

4.6. Teores de flavonoides e fendis

A analise do teor de flavonoides e fendis (Tabela 8) revelou que o0s extratos nao
possuiam essas substdncias em sua composicdo, jA que todas as amostras
apresentaram resultados negativos com teores nao detectaveis pelo método utilizado.

Tabela 8- Teores de flavonoides e substancias fenélicas em extratos de R.
madagascariensis.

Constituinte RH RE RSDS
Flavonoides ND ND ND
Fenois ND ND ND

Legenda - ND: Nao detectado. RH: Extrato hexanico de R. madagascariensis; RE: Extrato
etandlico de R. madagascariensis; RSDS: Extrato em SDS 10% de R. madagascariensis.

4.7. Cromatografia em camada delgada para analise de
fitoconstituintes, peptideos e de capacidade antioxidante

Com o intuito de identificar as classes de constituintes quimicos presentes nas
amostras e a capacidade antioxidante dos extratos de R. madagascariensis, foi
realizada a técnica de cromatografia por camada delgada (CCD). Foi avaliada a
presenca de Cumarinas, peptideos e a atividade antioxidante da amostra, utilizando-
se reveladores e fases moveis especificas para cada um. Os resultados nao
indicaram a presenca de cumarinas em nenhum dos trés extratos avaliados
(etandlico, hexanico e em SDS 10%) (Figura 11). Por sua vez, a revelacdo com
Ninidrina apresentou resultados positivos nos extratos etandlico e hexanico com o
aparecimento de uma banda résea com Rf=0,6, e resultado negativo no extrato em
SDS 10% (Figura 12). A andlise da atividade antioxidante através do agente

revelador DPPH 0,01% apresentou resultados positivos no extrato etanélico e em
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SDS 10% com o aparecimento de uma banda clara com Rf préximo de 0,0 indicando
atividade antioxidante, e resultado negativo para o extrato em hexano, ja que nao

foram observadas bandas claras apos a revelacao (Figura 13).

Figura 11- Cromatoplaca dos extratos etandlico, hexanico e em SDS 10% para

analise da presenca de Cumarinas

Legenda: Cromatoplaca para revelacdo de cumarinas com (1) padrdo de cumarina utilizado;
(2) extrato etandlico; (3) extrato hexanico; (4) extrato em SDS 10%. Fluorescéncia
esverdeada como marcador de resultado positivo.

Figura 12 - Cromatoplacas dos extratos etandlico, hexanico e em SDS 10%
reveladas com DPPH para identificacdo de atividade antioxidante
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Legenda: Cromatoplaca dos extratos etanélico (1); Hexanico(2) e extrato em SDS 10% (3)
revelados com o reagente DPPH para investigacdo de atividade antioxidante dos extratos.

Figura 13 - Cromatoplaca dos extratos etanolico, hexanico e em SDS 10%

reveladas com Ninidrina para identificacdo da presenca de peptideos
1,0
0,8
0,6
04
0,2

0,0

Legenda: Cromatoplaca dos extratos etandlico (1); Hexanico(2) e extrato em SDS 10% (3)
revelados com o reagente Ninidrina para investigacdo da presenca de peptideos. Banda de
résea como marcador de positividade.
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4.8.

Andélises centesimais

As andlises centesimais de umidade, lipidios, proteinas, teor de cinzas e carboidratos

feitas em triplicatas apresentaram os resultados descritos na tabela 9.

Tabela 9 - Resultados das analises centesimais.

Componentes Umidade Lipidios Proteinas RMF Carboidratos
analisados (%) (%) (%) (%) (%)
Amostra 1 3,71 81,44 7,48 0,78 6,59
Amostra 2 3,81 81,45 7,03 0,75 6,96
Amostra 3 3,60 81,46 6,79 0,80 7,35

Média 3,71 81,45 7,1 0,78 6,96

Legenda: RMF- Residuos minerais fixos (teor de cinzas)

4.9.

Dosagem de proteinas dos extratos padronizados

A dosagem do conteudo proteico no extrato dos arilos de R. madagascariens avaliado
através de kit comercial de detec¢do colorimétrica em microplaca resultou em uma
concentracdo de proteinas igual a aproximadamente 2033,2ug/ml. Resultado obtido
através da equacdo de regresséo linear demonstrada a baixo e resultando em uma
curva de concentracdo proteica ilustrada na figura 14.
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Legenda: Os pontos em verde representam os padrdes de albumina utilizados para formacéo
da curva de dosagem e o quadrado azul representa a amostra.

4.10. Caracterizacao proteica do pigmento azul por eletroforese

O peso molecular da proteina investigada foi obtido através do célculo de massa feito
a partir da eletroforese dos extratos em SDS 10% de R. madagascariensis
padronizados no planejamento fatorial. Com a comparacgao das bandas no gel com o
padréo utilizado e o célculo de massa foi possivel definir o tamanho da proteina em
14,03KDa (Figura 15).

Figura 15 - Gel de eletroforese dos extratos de R. madagascariensis e curva de
peso molecular da proteina alvo em kDa
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Legenda: A imagem mostra um gel de eletroforese com extratos de R. madagascariensis. A
esquerda é possivel visualizar as bandas proteicas indicadas com a seta e a direita o padrao
de peso molecular utilizado em kDa. O grafico ao lado representa a curva de peso molecular
da proteina alvo com 0s pontos pretos representando as proteinas do padrdo molecular e o
guadrado azul representando a posi¢do da proteina alvo.

4.11. Caracterizacao proteica por espectrometria de massa

Através da digestdo em gel e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas foi possivel detectar 3 peptideos, Pepl (PDFTLDPAYGVDLR); Pep2

(LAGGPYWDVPLGR) e Pep3 (SGGDQNLFPLEFVSPTK), nos extratos de R.
madagascariensis, com suas sequéncias estipuladas por sequenciamento de novo
pelo software PEAKs v8.5. Todos os 3 peptideos ostentam uma qualidade espectral
boa, indicando que as sequéncias peptidicas puderam ser determinadas de forma
correta pelo software utilizado. Na figura 16, figura 17 e figura 18 estdo os dados
espectrais dos 3 peptideos identificados, ilustrando a identificacdo da série y em sua

guase totalidade para as 3 sequéncias.
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Figura 16 - Dados espectrais Pep 1 (PDFTLDPAYGVDLR).

[ PEARS 6 [2020-12-11 12:07] X [ 3 DENOO 5 [2020-12-11 12:07) X

F3:8011
-7

Sequence =L GPOFTLOPAYGYDLR, Tag Length=16, ALC=87%, ppm=—4,1 o ot
sy 16 [0 PIF[L[L D[ [A[¥[C[v[D[E[R
V8
890.469
=,
Yo
i1
i yn 1219627
118579 viz
Yana - Y13
873.446 b 1481716
00 %00 1000 1100 1200 1200 1400 1500 1600 1700
[7.3387
b9 o
o) . |
86.057 . |
0.1
F a0 400 & 800 1000 1200 1400 1600 iz
T bltax
~yRax
0
3
A :
v L £
(3 200 400 600 00 1200 1400 1600
v
E)
L
"

Figura 17- Dados espectrais Pep 2 (LAGGPYWDVPLGR)

Figura 18 - Dados espectrais Pep 3 (SGGDQNLFPLEFVSPTK).
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Por meio da analise BLAST foi evidenciada uma homologia significativa com a
sequéncia THU71878.1 (hypothetical protein C4D60_Mb04t06150 [Musa balbisiana]),
gue apesar de ser identificada como proteina hipotética, possui dominiosconservados
de “secretory-peroxidase”, como as regides conservadas de ligagdo aogrupo heme,
sitio ativo, sitio de ligacdo e substrato de ligacdo ions célcio. Por fim o alinhamento
das sequéncias dos 3 peptideos com a sequéncia THU71878.1 de M. balbisiana,
exp0s sequéncias fortemente conservadas, com destaque para Pep2 sendo 100%
idéntico e Pep3 apresentando somente uma diferenca conservativa, E/D(Figuras 19 e
20). Os resultados obtidos com a Espectrometria de massas sugeremqgue a proteina

em questao € uma peroxidase.

Figura 19 - Sequéncia THU71878.1
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>tr|AOA4S8KA43|A0A4S8KA43 _MUSBA Peroxidase OS=Musa

balbisiana OX=52838 GN=C4D60_Mb04t06150 PE=3 SV=1
MALSISSFLMVLAALALSPLCFAFPFGGPFLYPQFYDHSCPKAQEIVKFIVAKAVAKEA
RMAASLLRLHFHDCFVKGCDASILLDSSGTIVSEKGSIPNRNSVRGFEVIDEIKSALEK
ACPHTVSCADILALAARDSTVLAGGPYWDVPLGRRDSLGASIQGSNNNIPAPNNTFQ
TILTKFKLKGLDLVDFVALSGSHTIGLSRCTSFRQRLYNQTGKGFPDFTLDPAYAAHLR
TRCPRSGGDONLFPLDFVSPTKFDNSYFRNLMAKKGLLSSDEILFTNNPATMHLVEL
YAAHNELFFQHFARSMVKMGNITPLTGNKGEIRMNCRKLNHQ

DFTLDPAYGVDLR — peptideo 1
LAGGPYWDVPLGR - peptideo 2
SGGDQNLFPLEFVSPTK — peptideo 3

Legenda: Sequéncia THU71878.1 com destague de sequéncias conservadas para Pepl
(azul), Pep2 (laranja) e Pep3 (verde). O destaque em preto nos peptideos identificados séo
diferencas de aminoécidos.

Figura 20 - Alinhamento das sequéncias de peptideos identificados com

Pep2
THU71878.1

Pepl
Pep3
Pep2
THU71878.1

Pepl
Pep3
Pep2
THU71878.1

Pepl
Pep3
Pep2
THU71878.1

Pepl
Pep3
Pep2
THU71878.1

Pepl
Pep3
Pep2
THU71878.1

Legenda: Caixas roxas indicam as sequéncias conservadas para os peptideos.

THU71878.1.

MAASLLRLHFHDCFYKGCDASILLDSSATIVSEKGSIPNRNSYRGFEVIDEIKSALEKAC

L AGGPYWDVPLGR

PHTYSCADILALAARDSTYL AGGPYWDYPLGRRDSLGASIQGSNNNIPAPNNTFQTILTH

POFTLOPAYGVYDLR

FELKGLDLYDFYALSGSHTIGLSRCTSFRQRLYNQTGXGFPDFTLDPAYAAHL RI'RCF'

QHF SRSMYKMGNITPL

TGNKGEIRMNCREL NHQ

54



4.12. Espectroscopia Raman dos arilos azuis de Ravenala
madagascariensis

A analise aponta que a qualidade dos espectros piora com o acumulo dos mesmos,
isto é, a qualidade espectral € melhor no espectro obtido com 256 varreduras (Figura
21), quando comparado com o de 512 (Figura 22). Entretanto, as principais bandas
vibracionais estado presentes em ambos, e sdo facilmente atribuidas a presenca de
vibracdes referentes aos grupos CH2 e CHs, na regiéo entre 2880 e 2940cm-*. Outras
bandas podem ser observadas, na regido entre 1300 e 1650cm?, e sdo
caracteristicas de vibracdo de grupos CH2z e CHs, tipicos da presencga de lignina na
estrutura do material (bandas em 1440 e 1300cm™), enquanto a banda observada em
1615 (que aparece desdobrada no espectro com 512 varreduras, em 1630 e 1605)
pode ser atribuida a presenca de grupos C=C e C=0, vibracdes tipicas da estrutura

da hemicelulose.

O espectro Raman obtido da amostra extraida com hexano pode ser observado na
Figura 23. O arilo, depois da extracdo do corante, apresenta espectro Raman idéntico
ao do material antes da extracao, indicando entdo que as bandas observadas ndo sao
devidas ao corante, e sim a matriz. Observando os espectros, e o desdobramentodas
bandas em 1600cm™, podemos sugerir a mesma atribuicdo vibracional para os
componentes principais contidos no material: lignina e celulose (Alves et al, 2016).

Figura 21 - Espectro Raman obtido com 256 varreduras
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Figura 22 - Espectro Raman obtido com 512 varreduras
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Figura 23 - Espectro Raman obtido da amostra extraida com hexano
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4.13. Atividade bioldgicain vitro (Citotoxicidade in vitro)

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados para a avaliagdo de quais

concentracOes dos extratos dos arilos em SDS 10%, padronizados no planejamento
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fatorial, levariam a morte celular. Dessa forma, células da linhagem de fibroblasto
L929 (derivado do tecido conjuntivo de camundongo) foram tratadas com diferentes

concentracOes da amostra por 24 horas (Figura 24).

Os resultados demonstraram que as concentragdes entre 800 e 100ug/mL causaram
mais morte celular. Enquanto para as concentragbes de 50ug/mL e 25ug/mL a
porcentagem de viabilidade celular observada foi acima de 70% conforme medido
pelo método MTT.

Figura 24 - Avaliacéo da citotoxicidade do extrato em SDS 10% de arilos de
Ravenala madagascariensis em cultura de células L929.

L929 24 Horas - 31 08 23

- -
N [3)]
() o
] ]

100 A

L I DL DN R I O N L D B R D D B ] L B N

15
o
1

N
(%)
]

B2 B [T 74

800 400 200 100 S0 25 NT SDS
Concentracao do tratamento (ng/mL)

o
I

Percentual de Viabilidade (%)
'Nl
(3]

Legenda: NT: controle ndo tratado (apenas meio de cultura); SDS: controle do
solvente utilizado (SDS 10%).

5. DISCUSSAO

As estruturas que recobrem as sementes de algumas espécies da familia
Sterilitziacea, conhecidas como arilos, sao de fato muito interessantes. Sua coloragao
frequentemente vibrante chama atencédo e possui grande potencial para utilizacao

como corante natural, principalmente os arilos azuis da espécie Ravenala
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madagascariensis, por possuirem uma cor de dificil acesso na natureza. Patentes de

alcance mundial ja abordam o uso dos arilos em formulacdes cosméticas.

Renimel e Andre em 2011, trazem o uso de extratos de R. madagascariensis como
ativos hidratantes em uma formulacdo cosmética de skincare a fim de restaurar,
manter ou reforcar o estado de hidratacéo da pele e agir como um antiaging. Em 2017
Andre e Garcia desenvolveram uma patente acerca do uso dos arilos de R.
madagascariensis como corantes naturais em compostos COSMEéticos cerosos,
sélidos e pastosos, principalmente maquiagens, mas também para uso em outros
produtos corporais e alimenticios. O grupo de pesquisa do Laboratoério de Estrutura e
funcdo de Proteinas da Universidade Federal de Juiz de Fora também ja aplicou o
extrato de arilos de R. madagascariensis como corante em formula¢cées cosméticas
estaveis, concluindo que o extrato se trata de um agente promissor para incorporacao

em férmulas farmacéuticas e cosmeéticas (Manoel et al, 2019).

Apesar destas patentes ndo serem tdo recentes, a origem quimica dos principios
ativos utilizados por elas, os arilos, ndo € conhecida. Conhecer essa origem, 0
procedimento mais adequado para a extracdo, as propriedades bioldgicas e fisico-
guimicas e as incompatibilidades sdo fundamentais para a produ¢do de um produto

seguro e que atenda as expectativas visadas com o seu desenvolvimento.

A literatura ainda € muito escassa em descri¢cdes sobre a analise histoldgica dos arilos
de R. madagascariensis. As informacdes existentes na literatura descrevem os arilos
como estruturas fibrosas frequentemente coloridas que revestem as sementes e
estdo normalmente associadas a polinizacdo por animais que sao atraidos pelas
cores dos arilos (Melin et al, 2012). Para a espécie S. nicolai que guarda algumas
similaridades, o trabalho de Dwarka e colaboradores em 2020 traz detalhadamente
as descri¢cdes das estruturas por diversos métodos, além da descricdo da formacéo

e da deteccédo da presenca da bilirrubina nestes arilos (Dwarka et al, 2020).

Em nosso trabalho foram utilizadas técnicas de microscopia na tentativa de elucidar
0 arcabougo dos arilos, sua morfologia, histologia e composi¢do quimica. Com 0s
resultados obtidos através da analise por microscopia optica, foi possivel observar
células alongadas, com a parede celular espessa na epiderme e coloragédo
amarelada. Com o aprofundamento dos cortes foi possivel visualizar também a

disposicao da coloragdo azul no arilo. A cor se encontra dispersa e no interior de

58



guase todas as células, se tornando mais presente com a aproximacao do interior das

fibras dos arilos.

Durante a investigagdo também foi utilizada a microscopia de fluorescéncia, atraves
da qual foi observada uma carateristica muito curiosa dessas estruturas: a
capacidade fluorescente. Ao levar um corte de algumas fibras de arilo fresco para o
microscoépio foi observada fluorescéncia em toda a fibra, levando a concluséo de que
todo aquele pigmento azul internalizado nas células dos arilos é fluorescente. Esta
caracteristica gera interesse como potencial agregador de valor na utilizacdo de
extratos de arilos como pigmentos que além da sua cor natural também seriam

capazes de trazer fluorescéncia ao produto pigmentado.

Com a microscopia eletrbnica de varredura foi possivel visualizar como sdo as
insercdes das fibras dos arilos na sua semente, insercdes de aparéncia firme e com
camadas, estas também presentes por todo o comprimento das fibras. Para mais,
através desta técnica ainda foi descrita a composicao quimica dos arilos, que in natura
sdo compostos principalmente por uma alta porcentagem de carbono e pequenas
porcentagens de oxigénio e silicio. Porém, era possivel que os resultados da
composicao estivessem sendo mascarados pela grande quantidade de cera presente

nos arilos.

Sendo assim, partindo da ideia de que ndo estava sendo possivel acessar o interior
da amostra foi preparado um extrato dos arilos e este foi liofilizado e levado ao
microscoépio. Os resultados obtidos indicaram uma composi¢cdo menor de carbono,
fato justificado pela diminuicdo da cera presente na amostra, uma composi¢cdo maior
de oxigénio, sédio, aluminio, enxofre e nitrogénio. Alguns elementos quimicos como
enxofre e sodio podem estar presentes devido ao extrator utilizado no preparo do
extrato, o Dodecil sulfato de sédio (SDS). Entretanto, a presenca de nitrogénio na

amostra serviu como indicador da presenca de compostos nitrogenados.

As maiores fontes de corantes naturais sao os vegetais. Produzindo corantes através
de todas as suas partes, raiz, caule, folhas, frutas e flores, de diversas cores como
vermelho, preto, marrom, amarelo, verde e azul (Marques, 2022). Normalmente,
substancias do metabolismo secundario de vegetais estdo relacionados com a
variedade de pigmentos em suas espécies (Bobbio, 1992). A cor apresentada pelos

arilos de Sterilitziaceae (laranja e azul) pode estar associada a presenca de
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antocianinas (polifendlicos glicosilados), metabdlitos distribuidos em todos os
vegetais classificados quimicamente como compostos fendlicos, capazes de atribuir
cores como azul e roxo, entre outras, aos vegetais e representantes de um importante

subgrupo da classe dos flavonoides (Tanaka & Ohmiya, 2008; Liu et al, 2018).

Diante dos dados previamente relatados na literatura, foi de nosso interesse avaliar a
presenca de quais metabdlitos secundarios estariam presentes nesta amostra. Para
isso, foram escolhidos solventes de polaridades distintas, sendo obtidos extratos
hexanicos (apolares), etandlicos (polaridade intermediaria) e em solucdo aquosa de
SDS (polar). Apds a execucdo dos ensaios classicos para as principais classes de
metabdlitos secundarios, como alcalbides, triterpenos, esterdides, cumarinas,
compostos fendlicos, flavondides, antraquinonas, saponinas e taninos, além da
analise de teores de flavonoides e fendis, ndo foram observados resultados positivos
gue nos levassem a um grupo quimico para dar seguimento as analises. A
positividade encontrada para os alcaldides pode na verdade ser uma reacao cruzada
a presenca de proteinas na amostra, ja que uma das limitaces das técnicas utilizadas

para identificacdo destes metabdlitos é o resultado falso-positivo com proteinas,
purinas, alfa-pironas, algumas cumarinas, hidroxifendis e lignanas (Mascato, 2013).

A presenca indeterminada de cumarinas p6de ser elucidada através dos resultados
obtidos com as analises das cromatoplacas. Nao foi possivel observar nenhum indicio
de presenca deste metabdlito utilizando fase movel e padrao especificos. Entretanto,
foram obtidos resultados positivos para a possivel presenca de peptideos, ja que em
dois extratos observou-se bandas na revelacdo com ninidrina, revelador que reage
com aminoacidos (Medina & Lozano, 2016). Também se constatou, através da
revelacdo da cromatoplaca com DPPH, a capacidade antioxidante das amostras.
Outra caracteristica importante para a implementacdo dos arilos em cosméticos, por

exemplo.

Desta forma, neste trabalho, a analise fitoquimica n&o evidenciou correlacdo entre o
pigmento azul dos arilos de R. madagascariensis e 0os metabdlitos secundarios. As
antocianinas gue sdo normalmente associadas a cor azul dos vegetais, possuem sua
estabilidade sob influéncia da sua estrutura quimica, da presenca de oxigénio, da
variacao de pH, temperatura e luz, o que as torna instaveis. Portanto, a auséncia de

fendis nas amostras, e a estabilidade do pigmento testada por aproximadamente 2
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meses sao fatores que descartam a influéncia de antocianinas na cor azul observada

nos arilos de R. madagascariensis.

Com a auséncia de metabdlitos secundarios relacionados a pigmentacdo dos arilos e
resultados sugerindo fortemente a presenca de proteinas nos mesmos, foram
desenvolvidas analises centesimais a fim de identificar teores de carboidratos,
gordura, umidade e proteinas. As analises centesimais, que seguiram as
metodologias descritas do documento de Métodos fisico-quimicos para analise de
alimentos do Instituto Adolfo Lutz, apresentaram resultados que reforcaram a
presenca consideravel de proteinas na amostra. Os resultados demonstraram
guantidade de carboidratos e proteinas préximos a 7% da amostra, enquanto os
Lipidios detém uma grande porcentagem de aproximadamente 81%. A alta
concentracdo de lipidios reitera a barreira que a composicao cerosa oferece para o
acesso ao interior dos arilos e também para a extragdo do pigmento. No planejamento
fatorial desenvolvido foi utilizado o tratamento com hexano na tentativa de romper
esta barreira de lipidios, entretanto ndo foi possivel observar melhora na extracéo do

pigmento.

O planejamento citado a cima se trata de um sistema multivariado de otimizacéo
experimental, ou seja, ele permite a avaliacdo do efeito de um nimero maior de
variaveis simultaneamente, partindo de um numero reduzido de ensaios
experimentais (Cunico et al, 2008). Neste trabalho o planejamento foi desenvolvido
com a finalidade de identificar a via de extracdo mais apropriada para os pigmentos
azuis dos arilos e resultou em uma padronizagédo de condi¢bes que tornaram a
extracdo do pigmento melhor. Através desse sistema chegamos a conclusédo de que
a variavel que mais interfere na extracdo do pigmento € a concentracdo do extrator e
gue o comprimento de onda com o0 maior pico de absor¢ao se encontra na regiao de
620nm. Esta faixa de absor¢cdo se encontra na mesma faixa da ficobiliproteinas,
proteinas pigmentadas encontradas em cianobactérias e algas vermelhas. Estas
proteinas sdo compostas por uma proteina e um pigmento chamado de ficobilina, que
por sua vez € formada por grupos prostéticos tetrapirrélicos com um sistema
conjugado capaz de deslocar elétrons como consequéncia da excitacao luminosa em

determinados comprimentos de onda (Portillo, 2021).
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A natureza quimica dos pigmentos azuis dos arilos ainda nédo foi descrita na literatura.
No desenvolvimento de sua patente em 2017, Andre e Garcia ligam a formacao da
cor dos arilos de R. madagascariensis a um fenémeno O6ptico conhecido como
iridescéncia. Este fendbmeno de ocorréncia fisica, seria causado por uma regido das
células superficiais da epiderme da planta, presentes em forma de estrutura de
multicamadas responsavel pelo mecanismo de interferéncia da luz. Entretanto, as
caracteristicas demonstradas em nossos estudos levam a hipétese de que a
coloracdo observada pode estar relacionada a presenca de cromoproteinas.
Proteinas cromoforas apresentam ligagdo com croméforos, grupos funcionais
organicos que absorvem na regido ultravioleta ou de luz visivel, de natureza néo
proteica, responsaveis pelo desenvolvimento da cor (Solomons, 2001). Os grupos
cromoforos possuem muitos elétrons, que sdo capazes de absorver energia e luz
visivel. Ao fazer isso os elétrons se excitam e quando voltam ao seu estado
fundamental apresentam uma coloracao especifica. Quando as cores sdo formadas
através desse processo quimico, a absorcao da luz dependera do cromaéforo presente
na molécula. A cor observada sera a complementar ao comprimento de onda

absorvido pelo grupo croméforo (Skoog, 2006).

Como mencionado anteriormente, em nosso experimento o espectro de visivel do
extrato em SDS apresenta o comprimento de onda com o maior pico de absorcéo de
620nm, valor que se encontra na faixa de absor¢éo onde a cor absorvida é amarela
e a cor complementar € azul-esverdeada (595nm - 650nm) indicando que nos arilos
a cor se da pelo processo quimico descrito. Também foi observado em nossas
analises um pico de absor¢cdo em 400nm que pode estar associado a deterioracéo
parcial das proteinas extraidas. Pirone e colaboradores em 2009 e 2010 identificaram
a presenca de bilirrubina, um tetrapirrol de cor amarela-alaranjada produzido a partir
da degradacédo do grupo heme por mamiferos e alguns outros vertebrados, em oito
espécies de ordens de angiospermas. Os autores acreditam que 0S Qrupos
cromoforos possuem papel importante para a composicéo da cor dos arilos da familia

Strelitziaceae.

Em mamiferos, a conexdo entre bilirrubina e proteinas, por exemplo, cria novos
padrbes de absorcao de luz e de emissao de fluorescéncia desse tetrapirrol (Croce et
al, 2014), semelhantes aos observados nos extratos de arilos padronizados em nosso

estudo. Pigmentos azuis brilhantes sollveis em agua ja foram descritos na literatura
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(ficocianina e aloficocianina) e sdo produtos valiosos, com diversas aplicacdes
comerciais e usados como corantes cosméticos naturais ou como sondas

fluorescentes em citometria de fluxo e imunoensaios (Lauceri et al, 2019).

Os indicativos da presenca de proteinas e a necessidade de calcular com seguranca
0 conteudo proteico que seria posteriormente aplicado nos testes de citotoxicidade
levaram a realizacdo da dosagem de proteinas que resultou em uma concentracao
de proteinas igual a aproximadamente 2033,2g/ml. A caracterizacdo proteica do
pigmento azul por eletroforese indicou o peso molecular da proteina investigada em
14,03kDa. Resultado reprodutivel em diversos ensaios desenvolvidos. Os fragmentos
do gel analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
resultaram na identificacdo de peptideos com sequéncias conservadas com
homologia significativa com uma proteina hipotética da Musa balbisiana com
dominios de uma secretory-peroxidase sugerindo que a proteina investigada em
nosso trabalho se trata de uma peroxidase, enzima antioxidante com bom potencial

de aplicacdo em cosméticos (Scaotti, et al, 2007).

Os resultados obtidos com os espectros Raman indicaram que as principais bandas
vibracionais observadas se apresentam em ambas as varreduras diretas dos arilos
da planta e também na varredura da amostra tratada com hexano. Desta forma,
constatou-se que estas bandas estédo relacionadas com a composi¢cédo da matriz dos
arilos e ndo com o pigmento presente nas amostras. Os espectros encontrados
podem ser atribuidos a presenca de lignina e celulose, polimeros importantes para a
estrutura das plantas (Alves, 2016). Polimeros como a lignina tem grande potencial
para atuar como agente antioxidante para biocombustiveis sujeitos a oxidacao
(Matos, 2019). Entretanto, as analises Raman néo foram capazes de complementar
os dados, apontando a presenca de bandas vibracionais relacionadas aos grupos
funcionais caracteristicos de proteinas. E possivel que o acesso ao interior dos arilos
onde o pigmento esta presente em abundancia tenha sido dificultado pelas estruturas

externas da amostra de arilo in natura.

Os ensaios de atividade biologica de citotoxicidade dos extratos dos arilos in vitro
indicaram viabilidade celular acima de 70% nas duas menores concentracdes do
tratamento e abaixo de 25% nas outras concentracbes. Estes resultados

demonstraram que a toxicidade resultante esta associada a presenca de teores
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maiores de SDS e ndo ao pigmento em si presente nos extratos. Neste cenario de
baixa toxicidade do pigmento, presenca de proteinas e a atividade antioxidante das
mesmas, sao evidentes a presenca de peptideos no pigmento e os beneficios da
aplicacao dos extratos dos arilos de Ravenala madagascariensis como agentes ativos
e pigmentos em cosméticos e outros produtos para consumo humano. Entretanto, a
avaliacdo dos teores mais baixos de SDS para a extracao do pigmento deve ser mais
extensivamente estudada, a fim de diminuir problemas associados a toxicidade deste

composto e possibilitar uma aplicacao segura e efetiva.

Os cosmecéuticos sdo produtos funcionais com principios ativos munidos de
atividades biologicas capazes de causar modificacfes positivas e duraveis na pele,
podendo mudar a fisiologia da mesma. Dentre os principais principios ativos estédo os
peptideos e proteinas (Zhang & Falla, 2009). As proteinas sdo essenciais para a
salde da pele e dos cabelos, por sua capacidade de ligar a &gua a camada cérnea
da pele e seus anexos (Secchi, 2008). Dessa forma, cosméticos com a adicédo de
proteinas podem ser aplicados para melhorar a hidratacéo e a pigmentacéo da pele,
reduzindo também linhas de expressdo combatendo o envelhecimento precoce
(Bonilha et al, 2020). Produtos antiaging adicionados de antioxidantes vem sendo
cada vez mais procurados para fins estéticos e 0 uso de extratos dos arilos de
Ravenala madagascariensis se encaixa relevantemente nessa funcédo, sua definicao
proteica e caracteristica antioxidante sdo fatores cruciais para aplicacdo nesse tipo
de produto. Além disso, sua atividade como pigmento pode ser empregada na
coloracéo de diversos produtos cosméticos, como batons, sombras e maquiagens em

geral.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi proposta uma caracterizacdo e anélise do pigmento azul presente
nos arilos de Ravenala madagascariensis. As analises morfologicas/histologicas
empregando varias técnicas de microscopia evidenciaram a presenca do pigmento
azul disperso nas células das fibras dos arilos com uma maior concentracdo da
coloragdo na parte interior. As diversas analises empregadas encontram obstaculos
para detectar a presenca do nitrogénio ou a presenca das ligagdes peptidicas em

funcdo do elevado teor de polissacarideos e ceras presentes nestas estruturas. A
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avaliacdo fitoquimica nédo identificou nenhum metabdlito secundario presente que
pudesse ser responsavel pela cor azul observada nos arilos, excluindo, juntamente
com os resultados negativos nas analises dos teores de flavonoides e fendis, a
possibilidade da cor ser formada por antocianinas. De forma curiosa, foi possivel
identificar atividade antioxidante dos extratos e a presenca de peptideos. O
planejamento fatorial da extracdo do pigmento azul conseguiu apontar para as
condi¢Bes ideais de extracdo, a qual se mantém estavel por um periodo proximo a 2
meses, a temperatura ambiente. A caracterizagdo proteica do pigmento azul por
eletroforese associada a espectrometria de massas sugeriu que a molécula em
guestdo seria uma peroxidase, que nao foi possivel ter sua atividade confirmada por
ensaios laboratoriais. A identidade e a potencial aplicacdo da proteina alvo desta
dissertacao ainda permanece em duvida e necessitara de ensaios complementares

para sua completa elucidagéao.
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