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RESUMO

Strelitzia reginae € uma espécie ornamental conhecida como ave-do-paraiso, cujas
sementes apresentam arilos alaranjados compostos por flamentos longos e densos.
Essas estruturas chamam atencao pela coloracéo vibrante, associada a presenca de
bilirrubina, e por seu potencial como fonte de compostos bioativos. A analise
morfoanatdmica mostrou sementes ovais e pretas, com arilos organizados
radialmente a partir de um ponto de insercéo. Histologicamente, as células exibiram
paredes bem definidas e intensa marcacao pelo corante Sudan lll, confirmando alto
teor lipidico no tecido. A microscopia eletrobnica de varredura revelou fibras
achatadas, lisas e entrelagadas, com base espessa e compacta. A analise elementar
por EDS indicou predominancia de carbono (69,23% em peso) e oxigénio (30,77%),
compativel com estruturas celulésicas/lipidicas, sem deteccdo de nitrogénio. O
extrato obtido com SDS apresentou coloragdo laranja intensa e picos de
absorbancia em 300 nm e entre 400-500 nm, sugerindo a presenga de proteinas e
pigmentos. A quantificagao proteica revelou 2322,12 ug/mL no extrato bruto e 839
Mg/mL no precipitado, correspondendo a 36,1% de recuperagdo. Na SDS-PAGE,
todas as amostras exibiram uma unica banda proteica (~11,74 kDa), sugerindo alto
grau de pureza. A analise para bilirrubina mostrou picos em ~270 e ~450 nm,
confirmados por cromatografia em camada delgada (Rf = 0,7333). Conclui-se que os
arilos de S. reginae combinam pigmentos (bilirrubina) e proteinas de baixo peso
molecular associados a alta concentracéo lipidica, caracteristicas que sustentam seu

potencial para aplicagdées nas industrias cosmética, alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: Strelitzia reginae, arilo, bilirrubina, perfil proteico.



ABSTRACT

Strelitzia reginae is an ornamental species known as the bird-of-paradise, whose
seeds bear orange arils composed of long and dense filaments. These structures are
notable for their vibrant coloration, associated with the presence of bilirubin, and for
their potential as a source of bioactive compounds. Morpho-anatomical analysis
showed oval black seeds with arils arranged radially from a point of insertion.
Histologically, the cells exhibited well-defined walls and intense staining with Sudan
[ll, confirming a high lipid content in the tissue. Scanning electron microscopy
revealed flat, smooth, and intertwined fibers with a thicker and more compact base.
Elemental analysis by EDS indicated a predominance of carbon (69.23% by weight)
and oxygen (30.77%), consistent with cellulosic/lipidic structures, with no nitrogen
detected. The extract obtained with SDS displayed an intense orange coloration and
absorbance peaks at 300 nm and between 400-500 nm, suggesting the presence of
proteins and pigments. Protein quantification revealed 2322.12 ug/mL in the crude
extract and 839 ug/mL in the precipitate, corresponding to 36.1% recovery. In
SDS-PAGE, all samples exhibited a single protein band (~11.74 kDa), suggesting
high purity. Bilirubin analysis showed peaks at ~270 and ~450 nm, confirmed by
thin-layer chromatography (Rf = 0.7333). It is concluded that the arils of S. reginae
combine pigments (bilirubin) and low molecular weight proteins associated with high
lipid concentration, features that support their potential for applications in the

cosmetic, food, and pharmaceutical industries.

Keywords: Strelitzia reginae, aril, bilirubin, protein profile.
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Analise protedmica de extratos de arilos de Strelitzia reginae.

1. INTRODUGAO

Strelitziaceae € um grupro taxondémico tradicionalmente tratado dentro de
Musaceae, mas a partir de estudos filogenéticos baseados em caracteres
moleculares foi reconhecida como uma familia a parte, permanecendo na ordem
Zingiberales (Andersson, 1998). Possui distribuicdo separada entre Africa e América
do Sul, ndo sendo endémica do Brasil, e é constituida por 3 géneros e 7 espécies
(Kress, 1990; Kress et al., 1993). A familia compreende monocotiledéneas tropicais
amplamente reconhecidas por suas inflorescéncias vistosas com bracteas coloridas
e frutos capsulares lenhosos que abrigam sementes envoltas por arilos de coloragao
vibrante (Dwarka, 2017). Devido ao potencial ornamental da familia, representantes
dos géneros Ravenala e Strelitzia sdo amplamente cultivados no Brasil, conhecidos
como Arvore-do-Viajante e Ave-do-Paraiso, respectivamente (Jardim Botanico Do
Rio De Janeiro, 2020; Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2025). Dentro do género
Strelitzia destacam-se Strelitzia nicolai (ave-do-paraiso branca) e Strelitzia reginae
(ave-do-paraiso), cujas sementes apresentam arilos intensamente alaranjados,
pigmentacao que tem sido associada a presenga de bilirrubina (Pirone, 2010).

A bilirrubina € um pigmento tetrapirrolico resultante da degradacgéao do grupo
heme em animais (Pirone, 2009), tradicionalmente considerada exclusiva do reino
animal. No entanto, estudos recentes confirmam sua ocorréncia em estruturas
vegetais, como nos arilos das espécies de Strelitzia (Dwarka, 2017). A sua
descoberta representou um marco, revelando que esse composto também pode ser
biossintetizado também por vegetais. Foi confirmado que esse pigmento alaranjado
corresponde a bilirrubina-1Xa, a qual € quimicamente idéntica a encontrada em
mamiferos. Ao contrario de outros pigmentos vegetais que se degradam com a
morte celular, a bilirrubina nos arilos de Strelitzia permanece estavel por décadas,
funcionando como pigmento funcional para atragao de animais, por exemplo. Isso
levanta a hipdtese sobre o papel funcional da bilirrubina nos vegetais inclusive
quanto a possiveis aplicacbes terapéuticas, propriedades antioxidantes e
citoprotetoras (Dwarka, 2017).

As proteinas sado fundamentais nas vias de sinalizagdo e processos
bioquimicos das plantas, por isso os estudos em nivel proteico sdo essenciais para

entender seu desenvolvimento e interagdes com o ambiente. Apesar da
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complexidade do proteoma vegetal, as tecnologias atuais ja permitem analises
avancadas e em grande escala, indo além da simples identificagdo das proteinas
para explorar suas fungdes (Chen Dr; Harmon, 2006). Além de seu papel nutricional,
as proteinas vegetais apresentam propriedades funcionais importantes, como
solubilidade, emulsificagéo, gelificagdo e formagao de espumas, que sdo exploradas
em diversas aplicagdes alimentares. Sdo também fontes de peptideos bioativos com
potenciais efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios, antimicrobianos e antidiabéticos,
conforme evidenciado por estudos in vitro e in vivo (Tan et al., 2021).

A cor é um dos principais fatores que atrai os consumidores, especialmente
no contexto de cosméticos (particularmente em cosméticos coloridos), alimentos e
téxteis. O desenvolvimento de produtos coloridos usando agentes de coloragao
botanicos no mundo de hoje pode aumentar o interesse do consumidor em uma
extensdo ainda maior. Corantes derivados de plantas sdo considerados mais
benéficos para a saude humana e o meio ambiente e sdo percebidos como nao
apresentando efeitos colaterais quando comparados aos artificiais (Brudzynska,
2021).

Compostos bioativos de origem vegetal tém despertado grande interesse nas
industrias farmacéutica, cosmética e agroalimentar, em raz&o de suas propriedades
funcionais e aplicagbes potenciais (Chopra, 2021; Katz, 2016). Pesquisas
pré-clinicas e clinicas mostram que compostos naturais, especialmente os vindos de
plantas, tém diversos efeitos benéficos a saude. Muitos desses compostos ja eram
usados na medicina tradicional (ethomedicina). Por isso, empresas farmacéuticas
estdo retomando o interesse em estudar produtos naturais, buscando novas
moléculas para criar medicamentos (Suntar, 2020). Entre esses compostos,
destacam-se as proteinas, que desempenham papeis fundamentais na fisiologia
vegetal e apresentam elevado potencial para aplicagdes biotecnolégicas (Liu, 2019).

As patentes sdo um instrumento chave de transferéncia de conhecimento da
universidade para a sociedade. Ao proteger resultados de pesquisa, criam
seguranga juridica para licenciamento, parcerias e startups, viabilizando que o
conhecimento se converta em produtos, processos e servigcos com utilidade publica.
Essa protegao incentiva investimentos em desenvolvimento e escala, e os royalties
retornam a instituicdo e aos inventores, retroalimentando a pesquisa e ampliando o
impacto social. Apesar das limitagbes da legislagcédo brasileira, é possivel patentear

processos de extracdo, formulagbes e usos terapéuticos de derivados vegetais.
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Contudo, a maioria das patentes sobre plantas brasileiras é detida por estrangeiros,
revelando a necessidade de fortalecer a cultura de propriedade intelectual no pais.
Para isso, recomenda-se a criacdo de nucleos especializados, o0 incentivo a
cooperagao universidade-empresa e a valorizacdo das patentes como indicador de
produtividade cientifica (Moreira et al., 2006).

Neste contexto, o presente estudo tem a fungdo de investigar a composigao
proteica dos extratos de arilos de Strelitzia reginae com foco na identificacdo de
proteinas e suas fungdes bioldgicas. Particular atengcao sera dada ao papel dessas
proteinas na contribuigdo para a coloragcao do extrato, visando o desenvolvimento de

novos produtos de interesse biotecnoldgico.

2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar morfologicamente os arilos de Strelitzia reginae investigar seu
perfil proteico por meio de eletroforese, com o intuito de explorar potenciais
aplicagdes biotecnoldgicas associadas a pigmentacdo e a presencga de proteinas

bioativas.
2.1. Objetivos Especificos

2.1.1. Descrever as caracteristicas morfolégicas dos arilos de Strelitzia
reginae, com énfase na coloragdo e estrutura externa associadas a presenca de

pigmentos;

2.1.2. Realizar a separagao das proteinas presentes nos extratos de arilos por
meio de eletroforese, visando identificar padrbes de expressido relacionados a

possiveis propriedades pigmentantes;

2.1.3. Identificar a presenga de bilirrubina nos arilos por meio de

cromatografia, relacionando-a a coloracao alaranjada do tecido.
3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta do Material Vegetal

Todo o material vegetal utilizado neste estudo foi coletado no campus da
Universidade Federal de Juiz de Fora, localizado em Minas Gerais, Brasil. A planta

foi devidamente identificada como Strelitzia reginae e encontra-se tombada no
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Herbario Leopoldo Krieger da UFJF, localizado no Departamento de Botéanica, sob o
numero de tombo CESJ 83877.

3.2. Analise do Material Vegetal por Microscopia de Luz

O material vegetal analisado foi processado em parceria com o Laboratério de
Anatomia Vegetal, vinculado ao Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora (ICB/UFJF) e sob a supervisao
da professora Nadia Silvia Somavilla. Inicialmente, as estruturas macroscépicas dos
arilos e das sementes de Strelitzia reginae foram examinadas por meio de uma lupa
estereoscopica, o que permitiu a descricdo detalhada de suas caracteristicas
externas, como forma, coloragcdo e insercédo do arilo na semente. Em seguida,
realizaram-se cortes sagitais nas sementes, com o intuito de possibilitar a
visualizagdo das estruturas internas. Toda a superficie externa das sementes
também foi documentada por meio de fotografias em diferentes angulos, auxiliando
na caracterizagdo morfolégica. Para as anadlises histologicas, empregou-se um
microscopio de luz 6ptica, utilizando aumentos de 20x e 40x, visando a observagao
do tecido presente nos arilos. A fim de identificar a presenga de substancias
lipidicas, foi realizada a coloragdo com o corante Sudan lll, que marca seletivamente

regides ricas em lipidios, permitindo a confirmag¢ao da natureza quimica do tecido.
3.3. Analise do Material Vegetal por Microscopia Eletréonica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) analisou a morfologia e a
composi¢cdo quimica dos arilos laranjas. Fibras dos arilos aderidas as sementes
foram examinadas. As sementes foram observadas diretamente, sem preparacéao.
As analises foram realizadas utilizando um MEV de bancada Hitachi TM3030 com o
modulo SwiftED3000 para Espectroscopia por Dispersdo de Energia (do inglés,
EDS), operando a 15 e 5 kV no CentralBio - Laboratorio Multiusuario de Bioprodutos

e Bioprocessos da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora.
3.4. Obtencao do Extrato Vegetal dos Arilos

Um total de 0,3 grama do tecido dos arilos foi submetido a maceragao
manual, utilizando gral e pistilo, em temperatura ambiente, na presenca de uma

solugdo contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) a 2% . Apds a obtengdo de um
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material mais homogéneo, a mistura contendo o material vegetal foi colocada em um
agitador magnético por 24 horas, visando maior eficiéncia no processo de extragao.
Em seguida, esse conteudo foi centrifugado a 4500 rotagbes por minuto (RPM)
durante 15 minutos. O sobrenadante foi separado do material vegetal precipitado e,
nele, verificou-se a possivel presenga de compostos organicos com o auxilio de um
espectrofotbmetro na funcdo de varredura, utilizando espectros de 250 a 650

nanémetros.
3.5. Obtencao do Extrato Proteico dos Arilos

Para a obtencdo do precipitado de proteinas, utilizou-se 100 uL de acido
tricloroacético (TCA) em 900 uL do extrato previamente obtido com SDS a 2%,
totalizando 1 mL por amostra. A solugao foi entdo centrifugada a 8000 rpm durante
10 minutos e, apds isso, o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram
adicionados mais 100 yL de TCA e 900 uyL de agua destilada; a solugdo foi
novamente centrifugada a 8000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante removido.
Esse processo foi repetido mais duas vezes. Para a lavagem, realizaram-se dois
ciclos com 1000 yL de agua destilada, centrifugando-se a 8000 rpm por 15 minutos
em cada ciclo. Com o intuito de armazenar o conteudo proteico, os sobrenadantes
finais foram descartados, e o precipitado foi ressuspenso em 200 pL de tampéo
Tris-Sacarose contendo inibidor de protease. A amostra foi armazenada em freezer
a -20 °C.

3.6. Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada conforme o protocolo descrito no Kit
Pierce MICRO BCA da Thermo Scientific. As amostras analisadas foram derivadas
do extrato vegetal e do material precipitado obtido pelo ensaio de precipitacéo
proteica (grupo com SDS a 2%). Todo o ensaio foi conduzido em triplicata, tanto
para a curva padrao do kit quanto para as amostras utilizadas. Apds os resultados
obtidos no espectrofotdmetro, os dados foram plotados em uma planilha do Excel
para a realizagcao dos calculos referentes a quantidade de proteinas presentes nas

amostras.

3.7. Eletroforese do Conteudo Proteico
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Para a corrida de eletroforese, foram utilizadas as amostras derivadas da
precipitacdo de proteinas mencionadas anteriormente. Essas amostras foram
preparadas juntamente com tampao de amostra 2X, o qual foi preparado para
SDS-PAGE, contendo 15% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 3% SDS, 0,01% azul de
bromofenol em Tris-HCI 0,2 M (pH 6,8), na propor¢ao 1:1 com volume final de 30 pL
e levadas ao banho seco por 5 minutos a 100°C. Foi preparado um tampao de
corrida contendo 7,5 g de Tris base, 36 g de glicina e 2,5 g de dodecil sulfato de
sédio (SDS), dissolvidos em 500 mL de agua destilada. O pH foi ajustado para 8,3
com HCI ou NaOH. A separagao proteica foi realizada em sistema vertical de
eletroforese Mini-PROTEAN® Tetra (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis
Cell for Mini Precast Gels, 2-gel, #1658005), acoplado a uma fonte de alimentagao
(Bio-Rad, PowerPac High-Voltage Power Supply, #164-5056). A corrida foi iniciada
com 60 volts durante os primeiros 30 minutos e, para garantir a migragao completa
das proteinas, a voltagem foi aumentada para 100 volts até o final da separacéo.
Foram utilizados géis de poliacrilamida pré-moldados (precast) com gradiente de
8-16%, dimensdes de 8,6 x 6,7 cm (L x A), espessura de 1,0 mm e 12 pocos,
compativeis com o sistema Mini-PROTEAN® (Bio-Rad). Com o intuito de visualizar
as bandas proteicas, os géis foram corados utilizando o método de coloragao por

prata.
3.8. Identificagao de Bilirrubina Presente nos Arilos

Para a obteng¢do do extrato contendo bilirrubina, 0,3 g de arilo foi submetido a
maceragdo manual em gral com pistilo, visando facilitar a extragdo dos compostos. A
amostra triturada foi transferida para um tubo contendo 20 mL de cloroférmio e
mantida sob agitacdo por 10 minutos. Em seguida, observando-se a formacao de
coloragcdao amarelada/esverdeada, o sobrenadante foi filtrado em papel filtro, e o
filtrado foi deixado em repouso, protegido da luz, até a completa evaporagédo do
solvente. O residuo seco obtido foi ressuspendido em dimetilsulfoxido (DMSO)
concentrado. Antes da cromatografia, a amostra ressuspendida foi submetida a
analise espectrofotométrica em modo varredura, no intervalo de 250 a 650 nm, com
o objetivo de verificar a presenga de absorbéancia caracteristica da bilirrubina. O
espectro obtido foi comparado com o perfil de absorbancia conhecido para esse
pigmento. A analise cromatografica foi realizada por cromatografia em camada

delgada (CCD), utilizando como fase mével a mistura cloroformio/metanol (98:2, v/v).
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O padréao de bilirrubina pura foi obtido por meio de kit comercial (Labtest) e
ressuspenso conforme instru¢cdes do fabricante. Tanto a amostra quanto o padrao
foram diluidos em cloroférmio na proporgcao 3:12 (v/v), em microtubos de 1,5 mL. A
aplicacdo na placa cromatografica foi realizada com capilares de vidro, e o0s
resultados foram avaliados sob luz ultravioleta (UV) e o fator de retengao (do inglés,

Retention factor - Rf) foi calculado.
3.9 Tratamento Dos Dados

Todas as analises graficas e estatisticas foram realizadas utilizando os
softwares GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e Microsoft
Excel 2019. Os dados foram organizados em planilhas e representados

graficamente de acordo com a natureza dos experimentos.
4. RESULTADOS

4.1.Caracterizagdao Morfoanatomica e Histolégica dos Arilos e Sementes de

Strelitzia reginae

Inicialmente, observou-se a semente com o arilo aderido a uma de suas
extremidades (Figura 1A). A semente apresenta forma oval e coloragao preta,
enquanto o arilo exibe coloracdo laranja intensa e € composto por numerosos
filamentos finos e longos, organizados ao redor do ponto de insergdo. Em seguida, a
Figura 1B mostra a semente com o arilo removido, permitindo observar de forma
isolada a estrutura do arilo e a insergao central evidente. A secc¢ao longitudinal das
sementes revelou um tegumento externo espesso e escuro, seguido por tecido
branco, o endosperma, €& uma regido central compacta e esbranquigada
correspondente ao embrido (Figura 1C). Na andlise histolégica, realizada por
microscopia de luz sem coloragao especifica, observaram-se células organizadas
em fileiras, com paredes celulares bem definidas e conteudo pouco corado (Figura
2A). Em maior aumento, identificaram-se estruturas compostas por células
relativamente uniformes (Figura 2B). A aplicagao do corante Sudan Ill permitiu a
detecgdo de substancias lipidicas nos tecidos do arilo, revelando areas
intensamente coradas em tons alaranjados, especialmente em regides mais
espessas do tecido, o que confirma a natureza lipidica dessas estruturas (Figura
20C).
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Figura 1 — Aspectos morfolégicos das sementes de Strelitzia reginae.

Fonte: Material vegetal processado em parceria com o Laboratério de Anatomia Vegetal,
Departamento de Botanica, Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Juiz
de Fora (ICB/UFJF).

Legenda: (A) Semente integra com arilo aderido, evidenciando coloracao, forma e insergao.
(B) Semente com arilo destacado, permitindo a visualizagéo isolada da estrutura e do ponto
de insergao. (C) Semente seccionada longitudinalmente, mostrando o tegumento externo

escuro, o endosperma branco e o embrido central esbranquicado.

Figura 2 — Analise histolégica do arilo de Strelitzia reginae.

2A)
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Fonte: Material vegetal processado em parceria com o Laboratério de Anatomia Vegetal,
Departamento de Botanica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz
de Fora (ICB/UFJF).

Legenda: (A) Corte transversal sem coloragdo, em aumento de 40x com auxilio de zoom
digital, evidenciando células organizadas em fileiras concéntricas com paredes bem
definidas. (B) Detalhe ampliado do tecido, mostrando arranjo celular lobulado e padrao
radial. (C) Corte corado com Sudan Il (20x), revelando areas intensamente coradas em tons

alaranjados, indicativas da presenca de substancias lipidicas.

No exame por microscopia eletrénica de varredura, foi possivel observar que
os filamentos que formam o arilo se distribuem de maneira bastante densa e
entrelagcada sobre a semente (Figura 3A). Esses filamentos tém formato alongado e
achatado, partindo de um ponto central de insergéo e se espalhando ao redor, que
se parecem com fios finos dispostos em varias diregdes (Figura 3B). Quando vistos
em maior aumento, cada filamento isolado apresenta superficie relativamente lisa e
pequenas linhas que acompanham seu comprimento, aspectos que conferem
aparéncia de fibra (Figura 3C). Ainda, observa-se a visdo geral da superficie
externa, em que os filamentos do arilo se originam de uma area central bem
definida, formando um feixe denso que se espalha ao redor da semente (Figura 3D).
A Figura 3E apresenta uma perspectiva lateral, evidenciando com clareza o ponto de
insercao, onde essas fibras se prendem firmemente ao tecido da semente. A regiao
de contato € visualizada em corte longitudinal, revelando que a base do arilo tem
aspecto mais espesso € compacto em comparacao as extremidades filamentosas
(Figura 3F).

Figura 3 — Estruturas filamentosas do arilo de Strelitzia reginae observadas por

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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Fonte: imagem obtida pelo autor.

Legenda: Diferentes aspectos morfoldégicos dos filamentos que compdem o arilo.
Observa-se, inicialmente, a organizagao entrelagcada e densa dessas estruturas sobre a
superficie da semente (a), com disposi¢ao radial a partir da regido de insercdo, morfologia
achatada e presencga de dobras longitudinais (b). Um filamento isolado (c) exibe superficie
lisa e alongada, marcada por estrias longitudinais. Adicionalmente, visualiza-se o
agrupamento compacto e entrelagado das fibras com superficie relativamente uniforme (d),
enquanto uma vista geral da semente parcialmente seccionada mostra os filamentos
aderidos a regido basal e projetando-se livremente para o exterior, com continuidade entre o
tecido da semente e o ponto de origem das fibras (e). Por fim, observa-se a base de
insercao das fibras, evidenciando sua fixagdo em uma regido rebaixada e rugosa da
semente, com orientacdo radial bem definida (f). As amplia¢cdes variam entre 20x e 300x,

com barras de escala de 2 mm a 4 mm conforme indicado nas imagens.

A analise espectrométrica por EDS revelou que os principais elementos
presentes nas fibras do arilo de Strelitzia reginae sdo o carbono (C) e o oxigénio (O).
Em termos de proporcdo em peso, o carbono correspondeu a aproximadamente
69,23%, enquanto o oxigénio representou cerca de 30,77%. Quando considerada a
proporcao atbmica, o carbono foi ainda mais predominante, totalizando 74,98% dos
atomos detectados, frente a 25,02% de oxigénio. Esses resultados indicam uma
composi¢cao altamente carbonacea das estruturas analisadas, compativel com
materiais de origem lipidica ou celuldsica, frequentemente encontrados em tecidos

vegetais com funcao de reserva ou protecao (Figura 4).

Figura 4 — Composicao elementar de fibras do arilo de Strelitzia reginae analisadas
por espectroscopia de dispersao de energia (EDS), acoplada a microscopia eletrénica
de varredura (MEV).
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Legenda: Os elementos identificados foram carbono (C) e oxigénio (O), com suas
respectivas propor¢cdes em peso (%) e atdbmica (%), evidenciando a predominancia de

carbono na estrutura analisada.
4.2. Avaliagao dos Extratos Vegetais

Durante o processo de obtencdo do extrato derivado dos arilos de Strelitzia
reginae, foi observada uma coloragao alaranjada intensa (Figura 5). A analise por
espectrofotometria do extrato vegetal revelou picos de absorbancia em 300 nm,
além de uma faixa significativa entre 400 e 500 nm (Figura 6A). Adicionalmente, o
conteudo proteico do extrato vegetal e do precipitado de proteinas foi quantificado,
resultando em uma concentragao de 2322,12 ug/mL e 839 ug/mL, respectivamente
(Figura 6B).

Figura 5 — Etapas do preparo das amostras derivadas dos arilos de Strelitzia reginae.

Fonte: imagem obtida pelo autor.

Legenda: Em (A), esta evidenciado o extrato vegetal obtido ap6s maceragao e posterior
agitacédo do material em solugdo com SDS a 2%, com coloragao alaranjada intensa, e, em
(B), o precipitado proteico obtido do mesmo extrato vegetal apds o processo de precipitagéo
com TCA e centrifugagéo.

Figura 6A — Espectro de varredura do extrato obtido com SDS a 2%.
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Legenda: O grafico mostra os valores de absorbancia (O.D.) do extrato obtido com SDS a

2% em funcdo do comprimento de onda (250 a 650 nm).

Figura 6B — Concentragao de proteinas (ug/mL) determinada nas amostras do extrato

bruto e do material precipitado com TCA.
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Legenda: A dosagem de proteinas, realizada por meio do kit Pierce MICRO BCA,

demonstrou uma concentragdo de aproximadamente 2280 pg/mL no extrato bruto obtido
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com SDS a 2%. Apds o processo de precipitagdo com TCA e lavagem, o conteudo proteico

final do precipitado foi de 839 ug/mL.
4.3. Perfil de migracao eletroforética das proteinas extraidas

Todas as trés amostras analisadas (A1, A2 e A3), triplicatas, apresentaram
um perfil proteico idéntico, evidenciado por uma uUnica banda de coloragao intensa.
Essa banda foi comparada com os marcadores de peso molecular, e sua mobilidade
relativa (Rf = 0,88) foi utilizada para o calculo do peso molecular com base na
equacgao da reta obtida pela curva padrdao dos marcadores log(Mr) x mobilidade
relativa (Rm). A equagao gerada permitiu estimar o peso molecular da banda
principal em aproximadamente 11,74 kDa, sugerindo um alto grau de pureza da

proteina presente nas amostras analisadas (Figura 7).

Figura 7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) corada por prata.
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Fonte: imagem obtida pelo autor.

Legenda: A esquerda, marcador de peso molecular (P), com faixas de referéncia variando

de 10 a 260 kDa. As demais faixas correspondem as amostras analisadas (A1, A2 e A3),

23



que apresentaram uma unica banda proteica com mobilidade idéntica, sugerindo alto grau

de pureza e mesma identidade molecular entre as amostras.R? = 0,9521.
4.4 Andlise da presencga de bilirrubina nos arilos de Strelitzia reginae

Apos as leituras espectrofotométricas dos residuos ressupendidos em DMSO
concentrado, foi observado a presenca de compostos com perfil de absorbancia
compativel com a bilirrubina. O espectro gerado revelou dois picos de absorgéo
distintos, um na regido do utlravioleta, com maximo em aproximadamente 270 nm, e

o outro na regiao do visivel, com pico acentuado em torno de 450 nm (Figura 8).

Figura 8 — Espectro de varredura do extrato obtido com DMSO.
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Legenda: O grafico mostra os valores de absorbancia (O.D.) do extrato obtido com

cloroférmio em DMSO em fungao do comprimento de onda (250 a 650 nm).

Além disso, o resultado obtido por cromatografia em camada delgada revelou que as
amostras analisadas apresentaram o mesmo fator de retencéo (Rf = 0,7333) que o padrao
de bilirrubina pura, indicando a possivel presenga desse composto nas amostras de

interesse (Figura 9).
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Figura 9 — Cromatografia em camada delgada (CCD) sob luz UV.

Fonte: imagem obtida pelo autor.

Legenda: Observa-se a separagao dos compostos nos trés canais: padrao (P), mistura da
amostra com o padrao (A+P) e amostra (A). As manchas fluorescentes, alinhadas na
mesma altura nos trés canais, indicam a presenga de um mesmo composto nas amostras e

no padréo.
5. DISCUSSAO

Como retratado na Figura 1 e Figura 2, os arilos de Strelitzia reginae, e suas
células, apresentam uma intensa coloragao laranja. Essa estrutura colorida fixada a
semente frequentemente esta associada a sinalizagdo das plantas, como, por

exemplo, para atrair agentes dispersores (Ramirez et al., 2021). Ja se sabe que a
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pigmentacdo desse 6rgao vegetal € devida a presenga de bilirrubina (Pirone, 2010),
entretanto muitas proteinas também estdo envolvidas em diversos aspectos da
pigmentacao vegetal. Elas podem atuar como enzimas nas vias biossintéticas de
pigmentos como clorofilas, carotenoides e flavonoides, além de participar do
transporte, estabilizagdo e armazenamento desses compostos (Mtodzihska, 2009).
Algumas proteinas formam complexos com pigmentos, intensificando suas cores,
enquanto outras podem regular a expressdo génica em resposta a estimulos
ambientais (Mtodzinska, 2009). Adicionalmente, a aplicagdo do corante Sudan Il
permitiu a deteccdo de substancias lipidicas nos tecidos do arilo, revelando areas
intensamente coradas em tons alaranjados, especialmente em regides mais
espessas do tecido, o que confirma a natureza lipidica dessas estruturas. Esse
padrao esta em concordancia com estudos que demonstram a elevada composigao
lipidica em arilos de diferentes espécies, como Taxus baccata, ricos em acidos
graxos poli-insaturados (Tabaszewska et al., 2021), Euonymus spp., cujos arilos
concentram quase todo o 6leo de reserva do fruto na forma de triacilglicerdis
(Sidorov et al., 2014), e Copaifera langsdorffii, cujos 6leos essenciais do arilo contém
altos teores de sesquiterpenos ndo oxigenados com possivel fungéo protetora sobre
lipidios (Portella et al., 2015). Dessa forma, a coloragdo intensa dos arilos néo é
apenas resultado dos pigmentos, mas também possivelmente influenciada pela
presenga e atividade das proteinas, bem como pela elevada concentragédo de
lipidios presentes em sua matriz, o que reforga a importancia de investigar de forma
integrada o conteudo proteico e lipidico dessa estrutura.

A analise da composi¢cao elementar, realizada com o objetivo de detectar a
presenca de nitrogénio, constituinte das proteinas, nas fibras dos arilos, nao
conseguiu evidenciar esse elemento. A maior parte do conteudo encontrado foi de
carbono e oxigénio, os quais podem ser relacionados com o componente mais
abundante das paredes celulares, a celulose. Esse polissacarideo consiste em
cadeias lineares de ((1,4) - glucano, as quais, basicamente, sdo formadas por
atomos de carbono e oxigénio. Além disso, ha também a presenga de uma matriz de
polimeros de glicose bastante extensa contendo hemicelulose e pectinas. Essas
moléculas sao formadas principalmente por xiloglucanas, xilanas e mananas,
carboidratos, que, assim como a celulose, possuem majoritariamente em sua
constituigdo os elementos encontrados pela técnica de EDS (Verbandic et al., 2018).

Como resultado, considerando que a analise elementar indicou maior presenca de
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carbono e oxigénio, e a amostra nado foi lisada, torna-se necessario ecorrer a
técnicas complementares, como a maceragao ou até mesmo a liofilizagdo, para
detectar proteinas e confirmar a sua presencga nos arilos.

ApOs a obtengao do extrato vegetal em SDS, um dos reagentes de laboratério
mais populares usados para extracdo de amostras biolégicas (Zhou, 2012), as
leituras espectrofotométricas mostraram picos de absorbancia no espectro de luz
UV, 300 nm, e também no visivel, entre 400 e 500 nm. As proteinas possuem forte
absor¢cdo em comprimentos de onda mais altos da regido UV-B. Essa caracteristica
€ devida a presenca de aminoacidos aromaticos fenilalanina, triptofano e tirosina,
assim como histidina, cisteina e cistina (Hollésy, 2002). Essas moléculas séo
essenciais para a sintese de proteinas nas plantas (Tzin, 2010), o que pode
destacar presencga do conteudo proteico nos arilos. Quanto a absorcao de luz visivel,
existem proteinas que atuam nesse comprimento de onda, mas estao associadas ao
aparato fotorreceptor (Battle et al., 2020), e ndo ha registros na literatura de que
arilos realizem fotossintese. Além disso, outros pigmentos caracteristicos dessa
faixa espectral, como flavonoides e carotenoides, apresentam forte absorgdo na
regido azul do espectro (400-500 nm) (Wessler et al., 2025). Assim, a combinagao
dos picos de absorg¢ao observados no UV e na regido visivel sugere a presencga de
proteinas e pigmentos que justificam a coloracdo dos arilos, apontando para a
relevancia de analises eletroforéticas para identificar essas biomoléculas.

Com o intuito de descobrir o perfil das possiveis proteinas presentes nos
arilos de Strelitzia reginae, o precipitado foi utilizado para analise do perfil proteico,
mas, apos a verificacdo do conteudo total de peptideos tanto no extrato quanto no
precipitado, foi analisado que o quantitativo encontrado no segundo (839 pg/mL)
representou aproximadamente 36,1% do conteudo proteico presente no extrato
inicial (2322,12 pg/mL). Esse valor, calculado segundo a féormula de recuperacdo
proposta por Reichelt et al. (2016), demonstra que, o resultado obtido poderia ter
sido melhor aproveitado (Reichelt et al., 2016). Para isso, ap6s a corrida do gel
SDS-PAGE, a coloragédo de prata foi empregada no gel, visto que € um meétodo
muito sensivel para detectar pequenas quantidades de proteinas em géis de
poliacrilamida (Farrell, 2010). Portanto, apesar da recuperagéo parcial do conteudo
proteico durante a precipitacdo, a utilizacdo da coloragao de prata no SDS-PAGE
possibilitou a deteccdo sensivel das proteinas presentes, contribuindo para a

caracterizagao do perfil proteico dos arilos de Strelitzia reginae.
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Conforme evidenciado pelo resultado obtido apds a revelagao do gel (Figura
6), os arilos apresentaram um perfil proteico restrito, exibindo apenas uma unica
banda correspondente a um peptideo com massa molecular aproximada de 12 kDa,
caracterizando-se como uma proteina de baixo peso molecular. Proteinas vegetais
nessa faixa de massa s&o raramente descritas na literatura, sendo citadas em
alguns casos especificos, como as proteinas do complexo P dos ribossomos
eucarioticos (Szick, 1998). Outras proteinas conhecidas com massas préximas
incluem a ubiquitina (~8,5 kDa) e a SUMO (~11 kDa), ambas associadas a fungdes
regulatdrias especificas e pouco universais nas plantas (Ruszczynska; Sytykiewicz,
2024). Além disso, pequenas proteinas de choque térmico (sHSPs), com massa
variando entre 12 e 40 kDa, também podem ocorrer em tecidos vegetais e atuam
como chaperonas moleculares, prevenindo agregacédo e estabilizando proteinas
desnaturadas sob condigdes de estresse (Sadura; Janeczko, 2024). Certos
membros da familia LEA (Late Embryogenesis Abundant), como as proteinas
dehydrins, também podem apresentar massas nessa faixa e estao relacionados a
tolerancia a seca, frio e salinidade (Shao et al., 2005). Até onde foi possivel verificar,
nao existem relatos prévios sobre proteinas com massa molecular similar isoladas
de Strelitzia reginae. Esse resultado aponta para a possibilidade de que o presente
achado represente uma caracteristica inédita dessa espécie. Assim, sdo necessarios
outros ensaios visando a purificacdo e identificacdo dessa proteina, de modo a
elucidar sua natureza e possivel funcdo bioldgica.

A presencga de bilirrubina nas amostras derivadas dos arilos foi verificada pela
detecgdo de um pico de absor¢cdo acentuado em torno de 450 nm, observado
quando os residuos ressuspendidos em DMSO concentrado foram submetidos a
analises espectrofotométricas. Esses resultados sdo consistentes com os descritos
por Pirone et al. (2010), que também observaram um pico intenso no espectro visivel
da bilirrubina-IXa, localizado em 458 nm quando dissolvida em dimetilsulféxido. Por
fim, a cromatografia em camada delgada (CCD) confirmou os resultados da amostra,
uma vez que o fator de retencdo do padrdo apresentou valor semelhante ao da
prépria amostra. A analise foi realizada sob iluminagao ultravioleta, evidenciando, na
regido correspondente ao padrao, uma fluorescéncia caracteristica compativel com
a bilirrubina, a qual também foi observada na mancha proveniente da amostra dos
arilos. Essa coincidéncia tanto na mobilidade cromatografica quanto no

comportamento de fluorescéncia sob UV reforca a identificagdo da bilirrubina no
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material analisado (Kearse, 2022). Dessa forma, os dados obtidos sustentam de

maneira consistente a presencga de bilirrubina nos arilos de Strelitzia reginae.

6. CONCLUSAO

Nossos achados evidenciam que os arilos de Strelitzia reginae apresentam
coloracédo alaranjada intensa associada a presenga de bilirrubina, confirmada por
espectrofotometria e cromatografia em camada delgada. A analise proteica revelou
um perfil simples, composto por uma unica proteina de aproximadamente 12 kDa,
sem registros prévios para a espécie, o que sugere um potencial inédito para futuras
investigacdes sobre sua natureza e fungao biolégica. A ocorréncia simultdnea de
pigmentos e proteinas aponta para possiveis aplicagcbes biotecnologicas,
especialmente nas industrias cosmética, alimenticia e farmacéutica. Apesar de ser
uma planta amplamente utilizada como ornamental, ha poucos estudos sobre seu
potencial bioquimico, o que abre espago para a prospecg¢ao tecnolégica e o
desenvolvimento de patentes relacionadas a extragdo, formulagdo e uso de seus
compostos bioativos e pigmentos naturais. Novos ensaios s&o necessarios para uma
segunda validagado dos resultados aqui obtidos, incluindo espectrometria de massas
e cromatografia liquida de alta afinidade (do inglés, HPLC) para identificagdo precisa
das biomoléculas, ensaios citotoxicos visando a aplicagdo segura de compostos em
produtos relacionados a pigmentagao laranja, e testes antimicrobianos para avaliar
potenciais atividades contra microrganismos. Essas analises adicionais poderao
elucidar ndo apenas a identidade e funcdo da proteina detectada, mas também o
espectro de aplicagdes funcionais e tecnoldgicas da Strelitzia reginae. Assim, este
trabalho contribui significativamente para o conhecimento sobre a composi¢cao
bioquimica dos arilos dessa espécie, reforcando seu valor cientifico e seu potencial

como fonte de compostos inovadores para o desenvolvimento de produtos.
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