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RESUMO

Pereskia aculeata Miller, da familia botanica Cactaceae, ¢ uma planta cultivada em regides
tropicais, reconhecida por seu valor medicinal e nutricional devido a sua riqueza em nutrientes
e fitoquimicos bioativos com diversas aplicagdes biomédicas e tecnologicas. Este trabalho ¢
composto por dois estudos: O primeiro estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo
de bactérias promotoras de crescimento (Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Rhizobium
tropici) na concentragdo de compostos fenolicos totais, composicdo mineral, atividade
antioxidante e perfil quimico em folhas de P. aculeata. O experimento foi realizado em casa de
vegetacao em delineamento inteiramente casualizado com 04 tratamentos e 06 repeticdoes. O
teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, a atividade
antioxidante foi avaliada pelo método de eliminagdo de radicais livres DPPH, a composigao
mineral foi determinada por espectrometria de emissdo Optica de plasma indutivamente
acoplado e o perfil quimico por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados
indicaram que a inoculagdo com rizobactérias promoveu um aumento significativo na
concentracdo de compostos fendlicos totais, com R. tropici e A. brasilense apresentando os
maiores valores, a inoculagdo com A. brasilense e B. subtilis aumentou os teores Nitrogénio e
Ferro. O percentual de atividade antioxidante foi significativamente maior nas plantas
inoculadas com 4. brasilense, R. tropici e B. subtilis, e os cromatogramas apresentaram maior
densidade de bandas nas plantas biotizadas. Dentre os tratamentos, R. tropici € A. brasiliense
foram elicitores mais promissores de fitoquimicos em P. aculeata. O segundo estudo teve como
objetivo identificar a presenga de betalainas em folhas apicais de P. aculeata, otimizar as
condicdes de extragdo, avaliar a estabilidade da cor e as caracteristicas espectrais em diferentes
condi¢des de pH, e determinar o potencial antioxidante do extrato. A extragdo foi otimizada
utilizando o design Box-Behnken, sendo os fatores: a razdo massa/solvente, temperatura do
solvente e tempo de extra¢do. A comparagdo do extrato otimizado com o padrao para betalainas
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectroscopia de absorbancia Uv-
vis, e a atividade antioxidante avaliada pelo método de eliminac¢ao do radical DPPH. As andlises
de cromatografia e espectrofotometria mostraram equivaléncia entre o extrato otimizado e o
padrao de referéncia. O extrato otimizado apresentou potencial antioxidante e mudanga de
coloragdo em condic¢des alcalinas. Os resultados dos estudos reforgam o valor desta espécie
como planta medicinal, devido a sua composicao rica em bioativos, minerais e alta capacidade
antioxidante, com potencial para aplicacdes tecnologicas e medicinais, com énfase em técnicas
sustentaveis de produgdo e maior aproveitamento desta espécie.

Palavras-chave: Ora-pro-nobis; betacianinas; bactérias promotoras de crescimento vegetal.



ABSTRACT

Pereskia aculeata Miller, from the botanical family Cactaceae, is a plant cultivated in tropical
regions, recognized for its medicinal and nutritional value due to its richness in nutrients and
bioactive phytochemicals, with various biomedical and technological applications.. This study
comprises two investigations: The first study aimed to evaluate the effect of plant growth-
promoting bacteria inoculation (Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Rhizobium tropici)
on the concentration of total phenolic compounds, mineral composition, antioxidant activity,
and chemical profile in P. aculeata leaves. The experiment was conducted in a greenhouse
using a completely randomized design with four treatments and six replicates. The total
phenolic compound content was determined using the Folin-Ciocalteu method, antioxidant
activity was assessed through the DPPH radical scavenging method, mineral composition was
analyzed by inductively coupled plasma optical emission spectrometry, and the chemical
profile was determined by high-performance liquid chromatography. The results indicated that
rhizobacteria inoculation significantly increased the total phenolic compound concentration,
with R. tropici and A. brasilense showing the highest values. Inoculation with A. brasilense and
B. subtilis increased nitrogen and iron levels. Antioxidant activity was significantly higher in
plants inoculated with A. brasilense, R. tropici, and B. subtilis, and the chromatograms showed
greater band density in inoculated plants. Among the treatments, R. tropici and A. brasilense
were the most promising elicitors of phytochemicals in P. aculeata. The second study aimed to
identify the presence of betalains in apical leaves of P. aculeata, optimize the extraction
conditions, evaluate color stability and spectral characteristics under different pH conditions,
and determine the antioxidant potential of the extract. The extraction was optimized using the
Box-Behnken design, considering the following factors: mass/solvent ratio, solvent
temperature, and extraction time. The optimized extract was compared with a betalain standard
using high-performance liquid chromatography and UV-Vis absorbance spectroscopy, while
antioxidant activity was assessed using the DPPH radical scavenging method. Chromatographic
and spectrophotometric analyses demonstrated equivalence between the optimized extract and
the reference standard. The optimized extract exhibited antioxidant potential and color change
under alkaline conditions. The findings reinforce the medicinal value of this species due to its
rich composition of bioactive compounds, minerals, and high antioxidant capacity, highlighting
its potential for technological and medicinal applications, With emphasis on sustainable
production techniques that enhance the utilization of this species.

Keywords: Ora-pro-nobis; betacyanins; plant growth-promoting bacteria.



INDICADORES DE IMPACTO

O estudo sobre betalainas e 0 uso de bactérias promotoras de crescimento em Pereskia aculeata
Miller amplia suas aplicagdes farmacéuticas e nutricionais € consequentemente seu potencial
de mercado. A aplicagdo de biofertilizantes para aumentar a concentracao de bioativos aumenta
a produtividade da planta beneficiando pequenos produtores regionais e agricultores familiares,
alinhando-se ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel da Organiza¢do das Nacdes Unidas
(ODS) 2-Fome Zero e Agricultura Sustentavel. A investigacao das betalainas, por sua vez, abre
novas perspectivas de uso da espécie, e contribui para elucidar os mecanismos de ac¢do de seus
efeitos terapéuticos, estando de acordo com o ODS 3-Saude e Bem-Estar, além de ser uma fonte
de insumos para setores industriais, como o de corantes naturais e indicadores de Ph como
alternativa a produtos sintéticos, alinhando-se ao ODS 9-Industria, Inovacao e Infraestrutura.
Por fim, a determinagdo da metodologia otimizada de extracdo deste composto contribui para
o melhor aproveitamento do recurso vegetal, reduz o uso de solventes e energia minimizando
impactos ambientais, alinhado ao ODS 12-Consumo e Produ¢@o Sustentaveis.

IMPACT INDICATOR

The study on betalains and the use of plant growth-promoting bacteria in *Pereskia aculeata*
Miller expands its pharmaceutical and nutritional applications, consequently enhancing its
market potential. The application of biofertilizers to increase the concentration of bioactive
compounds boosts plant productivity, benefiting small regional producers and family farmers,
aligning with the United Nations Sustainable Development Goal (SDG) 2—Zero Hunger and
Sustainable Agriculture. The investigation of betalains, in turn, opens new perspectives for the
species' use and contributes to elucidating the mechanisms underlying its therapeutic effects, in
accordance with SDG 3—Good Health and Well-Being. Additionally, it serves as a source of
raw materials for industrial sectors, such as natural dyes and pH indicators, offering an
alternative to synthetic products, in line with SDG 9—Industry, Innovation, and Infrastructure.
Finally, the determination of an optimized extraction methodology for this compound
contributes to the better utilization of plant resources, reduces solvent and energy consumption,
and minimizes environmental impacts, aligning with SDG 12—Responsible Consumption and
Production.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente como ora-pro-nobis, pertence ao
género Pereskia e a familia botanica Cactaceae. E uma planta de facil propagacio, resistente a
pragas e¢ doengas e adaptada a climas quentes e aridos e as atuais condigdes de mudancas
climaticas (CENCIARELI et al., 2025). E uma importante fonte de bioativos e nutrientes pois
suas folhas sdo ricas em fitoquimicos bioativos como compostos fenolicos, carotenoides,
terpenoides e nutrientes minerais, vitaminas, proteinas de alto valor biologico e mucilagem,
sendo utilizadas na medicina tradicional e na culinéria (SILVA et al., 2023).

Devido a isto, Pereskia aculeata emerge como um recurso vegetal promissor com
potencial e versatilidade para diversas aplica¢des industriais, biomédicas e desenvolvimento de
novas tecnologias, como desenvolvimento de produtos farmacéuticos com propriedades
cicatrizantes (MENDES et al., 2024), creme dermatoldgico anti-inflamatorio (PINTO et al.,
2020), biofilmes com potencial para embalagens biodegradaveis (OLIVEIRA et al., 2022),
material para impressao 3D (SVIECH et al., 2024), dentre outras.

Contudo, apesar desta composi¢do privilegiada, esta planta ainda ¢ pouco cultivada e
comercializada, sendo necessarios novos estudos sobre suas técnicas de cultivo, neste contexto,
bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo uma estratégia sustentavel para o
melhoramento de plantas medicinais através da elicitagdo da biossintese de compostos de
interesse (THAKUR et al., 2019). Além disso, estudos sobre a composi¢ao bioquimica das
folhas desta espécie sao importantes para elucidar os efeitos terapéuticos ja conhecidos e criar
perspectivas para novas aplicacdes.

Neste sentido, esta pesquisa ¢ composta por dois artigos:

O primeiro estudo teve como objetivo investigar os efeitos da inoculagdo de bactérias
promotoras de crescimento na concentragdo de compostos fendlicos totais, na composi¢ao
mineral, atividade antioxidante e perfil quimico por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em folhas adultas de P. aculeata.

O segundo estudo, por sua vez, explorou a pigmentagado presente nas folhas apicais desta
espécie, tendo como objetivo identificar a presenca de betalainas nas folhas jovens de Pereskia
aculeata, otimizar as condigdes de extra¢do deste pigmento, apresentar sua estabilidade de cor

e caracteristicas espectrais em diferentes condi¢des de pH além de seu potencial antioxidante.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pereskia aculeata MILLER

2.1.1 Aspectos Agronomicos e Etnobotéanicos

Pereskia aculeata Miller pertence ao género Pereskia (familia Cactaceae, ordem
Caryophyllales) ¢ conhecida popularmente como ora-pro-ndbis em portugués e barbados
gooseberry em inglés. E uma espécie de carater perene, com habito arbustivo-trepador,
apresenta floragdo nos meses de novembro a janeiro e suas flores apresentam coloragdo
branco/amarelada (WORLD FLORA ONLINE, 2025).

Sobre suas caracteristicas morfoldgicas, a planta apresenta espinhos nos ramos mais
velhos e actileos nos ramos mais novos, suas folhas sdo verdes e alongadas e os frutos sdo
ovalados e de cor alaranjada com sabor citrico-adocicado, contendo de 04 a 06 sementes
achatadas de coloracao preta (WORLD FLORA ONLINE, 2025).

O método de propagagdo mais utilizado € por estaquia, as estacas podem ser lenhosas
ou semilenhosas e possuem capacidade de enraizamento durante todo o ano, com uma alta taxa
de enraizamento (SANTOS et al., 2023). Esta planta também se propaga bem por meio de
sementes, sendo a temperatura ideal para a germinagao das sementes de 30°C (SOUZA et al.,
2016a).

Além de ser de facil propagacado, sdo resistentes a pragas e doencas e com capacidade
de adaptacdo a climas quentes e arido (CENCIARELI et al., 2025). Sobre as demandas
nutricionais desta planta, sdo utilizadas as recomendagdes para roseiras; para aumentar a
produtividade por area, pode-se realizar o plantio superadensado com colheita sucessiva das
folhas (SOUZA et al., 2020).

A parte mais comercializada da Pereskia aculeata sao suas folhas, enquanto seus frutos
sao menos conhecidos e explorados. No Brasil, as espécies do género Pereskia tém uma
importancia cultural significativa, sendo utilizadas na culinéria, na medicina tradicional e em
praticas etnobotanicas. Além de suas propriedades medicinais, as plantas do género Pereskia
também desempenham um papel importante na agricultura sustentavel sendo utilizada como
cerca viva, e na seguranca alimentar sendo uma fonte potencial de proteinas e minerais nas

regides onde sdo cultivadas (CUNHA et al., 2021).
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2.1.2 Propriedades Medicinais e Aplicacoes Farmacologicas

Pereskia aculeata Miller ¢ uma planta medicinal que apresenta diversas propriedades
biologicas de interesse farmacoldgico, as principais relatadas até o momento sdo: anti-
inflamatoéria, antioxidante, anticancerigena, antimicrobiana, antihemolitica e neuroprotetora
(CRUZ et al., 2021; TORRES et al., 2022b ;TEIXEIRA et al., 2023). Isto se deve a uma ampla
gama de fitoquimicos bioativos presentes principalmente em suas folhas (Tabela 1).

A atividade anti-inflamatoéria desta espécie € a mais estudada até o momento. /n vitro, a
atividade anti-inflamatoria foi demonstrada com extratos etandlico e hexanico, os quais
inibiram fatores inflamatorios em macrofagos e reduziram niveis de hemdcitos em larvas de
Zophobas morio, respectivamente (FEI XU et al., 2023; SILVA et al., 2024).

Nos estudos in vivo, as propriedades anti-inflamatérias desta espécie conferiram
melhoras nas condigdes de dermatite aguda e cronica e artrite reumatoide em modelos animais.
A atividade anti-inflamatoria foi demonstrada na reducdo da inflamacdo em modelos de
dermatite aguda e cronica em orelhas e na cicatrizagdo de feridas excisionais na pele de
camundongos (PINTO et al., 2015a; PINTO et al., 2016). A acdo antinociceptiva também foi
demonstrada em ratos, sendo associada a presenga de alcaloides em sua composi¢ao (PINTO
et al., 2015b)

O extrato etanolico foi testado em modelos de artrite reumatoide induzida por adjuvante
em ratos e exsudacdo peritoneal em camundongos, demonstrando redugdo significativa no
inchago das articulagdes, indice esplénico e concentragdes de TNF-a e IL-6 (CHEN et al.,
2022). E o extrato de éter de petroleo reduziu o inchago das patas, o indice esplénico e a
expressdo de citocinas inflamatorias (XUAN et al., 2020).

Quanto a atividade antioxidante, in vifro, os extratos aquosos, glicolicos e
hidroetanélicos inibiram a acao dos radicais livres pelo método de redugdo do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e outros métodos (MORAES et al., 2020; CRUZ et al., 2021;
FREITAS et al., 2021; CIRIACO; MENDES; CARVALHO, 2023). In vivo, o potencial
antioxidante desta espécie foi associado ao aumento da longevidade de moscas (Drosophila
melanogaster) que receberam dieta suplementada com farinha de folhas de P. aculeata.
(SANTOS et al., 2024)

Pereskia aculeata também apresentou atividade anticancerigena. Seus extratos
hidroalcodlicos e metanolicos e suas fragdes, demonstraram toxicidade significativa contra
células cancerigenas como A549, HepG2, Caco-2, MCF-7, HL60 e K562 (CRUZ et al., 2021b)
(PINTO et al., 2013; MASSOCATTO et al., 2021).
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No que tange a atividade antimicrobiana, os extratos metandlico, de cloroformio e de
éter de petréleo exibiram eficicia contra varias bactérias, incluindo Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (SOUZA et al., 2016b; COLACITE et al., 2022).

Além disso, os extratos obtidos por fluido supercritico mostraram efeito neuroprotetor,
com atividade anti-inflamatoria e anti-colinérgica (TORRES et al., 2022b). O extrato
hidroalcoolico mostrou-se eficaz na prote¢ao das hemadcias contra hemolise (CRUZ et al., 2021)

Esses achados indicam o potencial terapéutico de Pereskia aculeata em diversas
aplicagcdes biomédicas, sendo promissora para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Nesse sentido, Pinto et al. (2020) desenvolveram um creme fitoterapico topico anti-inflamatorio
com principio ativo obtido a partir do extrato metanélico bruto das folhas de P. aculeata, que
apresentou potencial anti-inflamatério e antipsoriatico.

Ainda sobre o desenvolvimento de fitoterapicos a base de Pereskia aculeata, Mendes et
al. (2024) apresentaram membranas para curativos compostas por nanofibras de poli acido
lactico e poli etilenoglicol incorporadas com mucilagem obtida a partir das folhas de P. aculeata
(12,5%, 25% e 50% m/m), a mucilagem de P. aculeata conferiu as membranas melhores
propriedades mecanicas, aumentando sua resisténcia a tracdo de 3,4 MPa para 5,3 MPa ¢
aumentou suas propriedades antioxidantes.

As Tabelas 2 e 3 apresentam um resumo das atividades bioldgicas atribuidas a Pereskia
aculeata em testes in vitro e in vivo respectivamente, refor¢ando seu potencial como planta

medicinal.



Tabela 1: Fitoquimicos presentes em Pereskia aculeata Miller por categoria, local e técnica de analise
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Categoria Metabdlito Local Técnica de analise Referéncia
Carotenoides B-caroteno, a-caroteno, luteina Frutos UV-Vis e HPLC (AGOSTINI-COSTA et al.,
2023)
Carotenoides B-caroteno, a-caroteno, luteina, zeaxantina Folhas UV-Vis e HPLC (AGOSTINI-COSTA et al.,
2023)
Compostos fendlicos Acido caféico, rutina, hesperidina Frutos UHPLC-ESI- (HOFF et al., 2022)
MS/MS
Compostos fendlicos Acido cafeico, dcido cumarico, acido vanilico, Folhas HPLC-DAD (JACOBSEN et al., 2024)
acido fertlico, quercetina, kaempferol, trealose, UPLC-ESI-QTOF-
feruloiltiramina, 4cido malingico, 4cido pinélico MS/MS
Compostos fenolicos Acido caftarico, quercetina-3-O-rutinosideo, Folhas LC-DAD-ESI/MSn (GARCIA et al., 2019)
isorramnetina-O-pentosideo-O-rutinosideo
Compostos fenolicos Quercetina, acido caféico, kaempferol, 3-O- Folhas UPLC-QTOF-MS (TORRES et al., 2022b)
rutinosideo, e derivados de isorhamnetina
Compostos fendlicos  Acido caféico, acido quinico, quercetina, acido Folhas Paper Spray mass (MACEDO et al., 2023;
clorogénico, acido galico, acido eldgico, Spectrometry SOUZA et al., 2022)
catequina, rutina, Kaempferol-3-O-rutinoside
Compostos fendlicos Galangina, acido ferulico Sementes UHPLC-ESI- (HOFF et al., 2022)
MS/MS
Acido graxo e Acido linoleico, fitol Oleo GC-MS (MORAES; FERREIRA;
terpeno Essencial MOREIRA, 2020)
Terpeno e acidos Fitol, acido hexadecanoico, acido linoleico Oleo GC-MS/FID (SOUZA etal., 2014)
graxos Essencial
Acido graxo, Acido oleico, fitol Vitamina E Folhas LC MS MS (CARNEVALLI et al., 2023)
terpeno, vitamina
Compostos volateis Acidos malico, ferulico, palmitico, linoléico e Folhas CG-MS (CARNEVALLI et al., 2023)
e acidos graxos gluconico
Compostos volateis  Isocamfano, fitol, vitamina E, esqualeno, lupeol, Folhas GC-QTOF-MS) (TORRES et al., 2022b)

e ndo volateis

campesterol, fucosterol




Tabela 2: Atividade biologica in vitro de diferentes extratos de Pereskia aculeata Miller

15

Atividade bioldgica Extrato Resultado Referéncia
Anti-inflamatéria Extrato etanolico Inibiu a secrecdo de fatores inflamatorios 1L-6 e PGE2 em (FEI XU et al.,
macréfagos RAW264.7 estimulados por lipopolissacarideo 2023)
Anti-inflamatodria Particdo hexanica Reduziu significativamente os niveis de hemocitos em larvas ( SILVA et al.,
de Zophobas morio 2024)
Antioxidante Chas (extratos aquosos) da farinha Apresentaram atividade antioxidante pelo método DPPH (MORAES et al.,
do caule 2020)
Antioxidante Farinha do caule e da folha e Apresentou atividade antioxidante pelo método DPPH (CIRIACO;
extrato hidroetanolico da polpa dos MENDES;
frutos CARVALHO, 2023)
Antioxidante Extratos glicolicos das folhas Apresentaram atividade antioxidante pelo método DPPH (FREITAS et al.,
2021)
Antioxidante Extrato hidroalcoolico Apresentou atividade antioxidante pelo método DPPH (CRUZ et al., 2021)
Anticancerigena Extrato hidroalcoolico Toxicidade em células A549, hepg2, Caco-2 (CRUZ et al., 2021)
Anticancerigena Extrato metandlico: fragdes de Atividade citotoxica das diferentes fracdes e do extrato (PINTO et al., 2013)
hexano(HEF), diclorometano (DCF),  metandlico bruto (ME) contra as células MCF-7 e HL60, as
acetato de etila (EAF), butanol (BUF),  frages HEF, DCF, EAF, HMF e PPT apresentaram atividade
fragdo hidrometanolica (HMF) e citotoxica significativa contra as células MCF-7 ¢ HL60
precipitado (PPT)
Anticancerigena Extrato hidroalcoodlico de folhas Apresentou citotoxidade sobre linhagens celulares de (MASSOCATTO et
leucemia mieloide cronica humana (K562) al., 2021)
Antimicrobiana Extrato metandlico Atividade antimicrobiana contra as bactérias Klebsiella (COLACITE et al.,
pneumoniae € Staphylococcus aureus 2022)
Antimicrobiano Extrato de cloroférmio e extrato de Atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus e (SOUZA et al.,
éter de petroleo Staphylococcus aureus e Escherichia coli 2016b)

Anti-hemolitica

Neuroprotetora

Extrato hidroalcodlico

Extratos das folhas obtidos por
fluido supercritico

Apresentou prote¢do ‘das hemadcias da hemolise em condi¢des
hipotonicas
Apresentaram atividade anti-inflamatdria e anticolinérgica

(CRUZ et al., 2021)

(TORRES et al.,
2022b)




Tabela 3 Atividade bioldogica em modelos in vivo de diferentes extratos de Pereskia aculeata Miller
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Atividade Extrato Resultado Referéncia
biologica
Anti- Extrato Em modelo de artrite induzida por adjuvante em ratos, reduziu o inchago dos pése (XU et al., 2023)
inflamatoria etanolico articulagdes, o indice esplénico e as concentragdes séricas de TNF-a e IL-6. Em
modelo de exsudacao peritoneal em camundongos, inibiu a exsudagao de acido
acético do corante azul de Evans e prolongou o tempo de resposta a dor induzida
por calor.
Anti- Fragao hexanica Os testes incluiram a aplicagdo topica de diferentes agentes indutores de (PINTO et al.,
inflamatorio (HF) obtida a inflamacdo na orelha em camundongos e ratos, seguida do tratamento tépico com 2015a)
partir do extrato ~ HF, dexametasona (farmaco de referéncia) ou veiculo. Apos a coleta das bidpsias
metanodlico das  auriculares, foram realizadas andlises para medir os niveis de citocinas IL-1f, IL-6
folhas e TNF-a. a fracdo hexanica das folhas apresentou atividade anti-inflamatéria
topica em modelos de dermatite aguda e cronica.
Cicatrizacao Extrato Camundongos foram anestesiados e feridas na pele foram criadas usando um (PINTO et al.,
metanolico bruto  perfurador metélico circular de 5 mm de didmetro. Os animais foram tratados com 2016)
(ME) e da fragdo formulacdes de gel contendo a base de gel (veiculo), HF (fragdao hexano das folhas
de hexano (HF)  de p. aculeata)a 5% ou ME a 5%. Os tratamentos foram aplicados imediatamente
de folhas apos a lesdo e a cada 48 horas durante 14 dias. a fragdo de hexano (HF) quanto o
extrato metandlico (ME) aceleraram significativamente o fechamento das feridas
na pele dos camundongos.
Antinoceptiva Fracao Em teste de contor¢des induzidas por 4cido acético a dose de 100 mg/kg foi a mais (PINTO et al.,
hidrometandlica eficaz, reduzindo em 78% o niimero de contor¢des, enquanto as doses de 200 e 2015b)
obtida a partir 300 mg/kg reduziram em 64% e 41%, respectivamente. No teste de formalina, a
do extrato dose de 300 mg/kg foi a mais ativa, inibindo em 50% e 86% o tempo de lambedura
metanolico das da pata nas duas fases, respectivamente.
folhas
Efeito no Extrato de éter O extrato de éter de petroleo demonstrou efeitos terapéuticos na artrite reumatoide, (CHEN et al.,
tratamento de de petroleo reduzindo o inchago das patas, o indice esplénico e a expressao de citocinas 2022)
artrite inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e
reumatoide prostaglandina E2 (PGE2) em ratos com artrite induzida por CFA.
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2.1.3 Valor Nutricional e Utilizacdo na Formulacido de Novos Produtos Alimenticios

As folhas de Pereskia aculeata Miller destacam-se por sua riqueza em diversos
nutrientes: vitamina B9 (acido folico) (TAKEITT et al., 2009), ferro, taninos (MACIEL et al.,
2021); vitamina B6 (Piridoxina) (SILVA et al., 2020) ; vitamina C (acido ascérbico) (SILVA
et al., 2020); célcio, vitamina A; magnésio, cobre, potassio, manganés, selénio (BARREIRA
et al., 2020), e proteinas (TORRES et al., 2022c).

Entre esses nutrientes, a presenga de um alto percentual de proteinas nas folhas de
Pereskia aculeata merece destaque, pois sdo ricas em aminoacidos essenciais. As proteinas
de origem vegetal contém peptideos bioativos e outras moléculas benéficas a saude,
apresentando potencial anti-inflamatorio e imunomodulador (MEDEIROS et al., 2022;
SINGH et al., 2022). Além disso, a crescente preocupagao ambiental com a produgdo de carne
bovina, o aumento do niimero de pessoas que adotam o veganismo ou o vegetarianismo € o
elevado preco das proteinas de origem animal estdo gerando uma demanda crescente por
proteinas a base de plantas e seus produtos derivados.

Nesse contexto, novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas para otimizar a extragao
da proteina de Pereskia aculeata, como a biorrefinagdo de alta pressao (TORRES et al.,
2022a), a biorrefinacdo de fluidos comprimidos (TORRES et al., 2022c¢) e adsor¢ao por troca
ionica (MENDES et al., 2025). Essas técnicas permitem extrair as proteinas com mais
eficiéncia para serem utilizadas formulacao de novos produtos alimenticios proteicos veganos

Além dos compostos bioativos e das proteinas, outro componente das folhas ¢ a
mucilagem, composta por polissacarideos e arabinogalactan que pode ser usada em nano
emulsdes (LAGO et al., 2019) e para desenvolver filmes biodegradaveis, oferecendo uma
alternativa sustentavel para embalagens (OLIVEIRA et al., 2022) e para microencapsulagcdo
(MASUGOSSA et al., 2024), dentre outras aplicagdes tecnologicas.

Devido a estas caracteristicas, Pereskia aculeata tem se destacado nos ultimos anos
como um insumo promissor para a industria alimenticia, tanto na formulacao de novos produtos

quanto na fortificacao de produtos ja existentes, (Tabela 4).
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Tabela 4: Utilizacido de Pereskia aculeata Miller em novas formula¢des/enriquecimento de produtos alimenticios

Produto

Parte da planta

Referéncia

Barra de cereal

Farinha

Pao de forma
Bebidas mistas nio fermentadas de frutas

Mix de farinha sem gluten
Sorvete com alto teor de proteinas
Nuggets vegano
Pao de cebola
Pao convencional

Queijos Petit Suisse
Hamburger vegano
Mix de farinha

Suco
Bebidas lacteas fermentadas

Farinha obtida pela desidratagdo e trituragdo de folhas

Produto obtido a partir da secagem das folhas

Farinha elaborada a partir das folhas

Folhas in natura

Folhas
Folhas desidratadas e trituradas
Folhas desidratadas e moidas
Farinha de folhas desidratadas
Folhas cruas

Mucilagem extraida das folhas
Folhas
Folhas desidratadas

Folhas e caule
Mucilagem obtida das folhas

(CRUZ et al., 2024) (SILVA
FILHO et al., 2022)
(SOMMER; ARAUJO RIBEIRO;
KAMINSKI, 2022; CIRIACO;
MENDES; CARVALHO, 2023)
(SIMAO; RIBEIRO; KAMINSKI,
2023)

(RAMOS; SILVA; QUEIROZ,
2023)

(CANDIDO et al., 2022)
(SANTOS et al., 2022)
(SILVA et al., 2022)
(RAMOS; LUZ; QUEIROZ, 2021)
(ALVES; NASCIMENTO;
MARTINS, 2021)
(SILVA et al., 2021)
(MORO et al., 2021)
(TRENTIN; BAMPI; DINON,
2020)

(ZEM et al., 2018)
(AMARAL, T. N. et al., 2018)
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2.2 BETALAINAS

As betalainas s3o uma classe de pigmentos naturais nitrogenados, hidrofilicos,
armazenados nos vacuolos das células. Elas possuem cores vibrantes e sdo subdivididas em
duas categorias: betacianinas (tons de violeta) e betaxantinas (tons de amarelo), derivam do
acido betalamico, que atua como croméforo central (CARREON-HIDALGO et al., 2022)
(Figura 1).

As betalainas sdo produzidas por plantas da ordem Caryophyllales, sua biossintese
depende de enzimas derivadas de duplicagdes génicas que ocorreram na evolucao desta ordem.
principalmente da familia CYP76AD (subfamilia do citocromo P450) responsavel por
converter tirosina em L-DOPA, um precursor das betalainas e da DODA (L-DOPA
dioxigenase) que catalisa a conversdo de L-DOPA em acido betaldmico, que ¢ o cromdforo

central das betalainas (TIMONEDA et al., 2019).
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Figura 1: Estruturas quimicas esquematicas do acido betalamico, betacianinas e betaxantinas Fonte:
(EYSHI et al., 2024)

Dentro desta ordem destacam as familias Cactaceas e a Amaranthaceae. Na familia
Cactaceae, dentre as espécies produtoras destaca-se a Opuntia ficus-indica (L.) Mill (conhecida
como palma forrageira ou figueira-da-india em portugués, prickly pear em inglés)
(SMERIGLIO et al., 2019), a Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose (pitaya ou fruta do
dragdo em portugués, dragon fruit em inglés), Hylocereus costaricensis (F.A.C.Weber) Britton
& Rose (pitaya vermelha em portugués, red-fleshed pitahaya em inglés) (CHEN; SABIR; QIN,
2023). Na familia Amaranthaceae as principais plantas produtoras de betalainas sdo a

Amaranthus tricolor L. (bertalha ou caruru-roxo em portugués, chinese spinach em inglés)
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(CHANG et al., 2021) e Beta vulgaris L. (beterraba em portugués, beetroot em inglés)
(SUTOR-SWIEZY et al., 2022).

Nestas plantas as betalainas auxiliam na protegdo contra a radiagao UV, estresse salino
e danos oxidativos, além de desempenharem um papel nos mecanismos de defesa contra
patdgenos. Sua coloragdo vibrante também contribui para a atragdo de polinizadores e
dispersores de sementes, promovendo a reproducdo e dispersdo das espécies. Assim, esses
pigmentos exercem funcdes essenciais na adaptacao, defesa e tolerancia a estresses ambientais
e bidticos (CAUSIN et al., 2025; SABIR et al., 2025).

A via biossintética das betalainas tem origem na via do chiquimato e inicia-se com a
hidroxilagdo da tirosina, formando L-DOPA, que pode seguir duas rotas principais. Na primeira
a L-DOPA ¢ convertida em &cido betalamico pela agdo da enzima DOPA-4,5-dioxigenase,
formando a estrutura central das betalainas. Esse acido pode se condensar espontaneamente
com aminodcidos para originar as betaxantinas, pigmentos amarelos. Na segunda via, a L-
DOPA ¢ oxidada e ciclizada para formar ciclo-DOPA, que, ao se combinar com dacido
betalamico, gera betacianinas, responsaveis pelas colora¢des vermelho-violetas. (POLTURAK;
AHARONI, 2018)

E importante destacar que betalainas e antocianinas sdo pigmentos mutuamente
excludentes em plantas, ou seja, espécies que sintetizam betalainas ndo produzem antocianinas,
e vice-versa. As betalainas derivam da tirosina e sdo compostos nitrogenados, enquanto
antocianinas sao sintetizadas a partir da fenilalanina e pertence ao grupo dos flavonoides. A
exclusividade entre esses pigmentos esta associada a mecanismos genéticos e evolutivos (JAIN;
GOULD, 2015).

Com relacdo as suas principais caracteristicas fisico-quimicas, as betalainas emitem
fluorescéncia, devido a sua estrutura quimica conjugada e a presenca de grupos cromoéforos
eletronicamente ativos, sendo que as betaxantinas sao mais fluorescentes do que as betacianinas
(GUERRERO-RUBIO et al., 2020). Além disso, apresentam sensibilidade a varia¢do de pH,
sendo mais estaveis em condi¢des neutras ou levemente acidas e sofrendo mudancas de
coloragdo em meio alcalino (LUKITASARI et al., 2024). Quanto a sua estabilidade, sdo
pigmentos fotossensiveis e termoldbeis, a exposi¢cdo a luz e a temperaturas elevadas causam a
degradacdo de sua molécula (SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2021).

Devido a estas propriedades as betalainas estdo servindo de insumo para diversas
aplicagdes industriais € novas tecnologias como aplicacao em células solares sensibilizadas por
corantes (RAJKUMAR et al., 2025), embalagens inteligentes sensiveis ao pH do meio
(TSHAMISANE; ADEYEMI; FAWOLE, 2025), reporter fluorescente (DENG et al., 2022) e
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corante (OKTARI; SYAFRULLAH; KHAIRUMI, 2023).

Com relacdo as suas propriedades bioldgicas e aplicacdes farmacoldgicas, as betalainas
apresentam efeito antioxidante, anti-inflamatorio, antitumorais, hepatoprotetor, cardioprotetor,
neuroprotetor dentre outros. Por isso, se constitui como um importante bioativo em plantas
medicinais e alimentos funcionais (MARTINEZ et al., 2024).

Diante disto, a crescente demanda por betalainas tem impulsionado avangos técnicos
em métodos de extracdo, métodos convencionais de extragao utilizam solventes polares como
agua e etanol, recentemente novas tecnologias, como extragdo por campo elétrico pulsado e
solventes eutéticos profundos tem apresentado bons resultados na extragdo deste pigmento. A
otimizacdo de condi¢des como tempo e temperatura de extragao, além da escolha de solventes

apropriados, sdo cruciais para maximizar a obtencao das betalainas (EYSHI et al., 2024).
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2.3 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL
2.3.1 Importancia e Mecanismos de Acio

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) siao um grupo de
microrganismos benéficos que vivem na rizosfera, a regido ao redor das raizes das plantas, e
desempenham papéis fundamentais na promog¢ao do crescimento vegetal e na biossintese de
metabolitos secundarios (HASAN et al., 2024).

Atualmente estdo sendo realizados muitos estudos sobre o efeito da inoculagao destas
espécies em plantas, em condigdes controladas in vitro, em condi¢des de casas de vegetaciao ou
em condi¢des de campo. Os principais métodos de aplicacdo consistem na imersao de sementes,
aplicagdo em sulcos proximos a raiz das plantas e spray foliar (DIAZ-RODRIGUEZ et al.,
2025).

As BPCV influenciam o desenvolvimento das plantas por meio de interagdes complexas
com o ambiente radicular, utilizando como mecanismos de agdo: secrecao de fitohormonios e
modulacado de vias metabdlicas, aumento da absorc¢ao de nutrientes, solubiliza¢ao de fosfatos,
e aumento da resisténcia sistémica (SUN; SHAHRAJABIAN; SOLEYMANI, 2024).

Como resultado destes mecanismos, os principais beneficios para a planta hospedeira
sdo: aumento da taxa de germinagdo de sementes, maior crescimento, biofortificacao/elicitagdo
de fitoquimicos, resisténcia a fitopatdogenos, maior resisténcia a estresse hidrico, térmico e
salino (HASAN et al., 2024). Além disso, BPCV contribuem para o aumento da absorcao de
nutrientes do solo por meio de diversos processos. Elas solubilizam minerais presentes no solo,
tornando-os mais acessiveis as plantas, promovem o desenvolvimento radicular, ampliando a
capacidade de absorcdo de dgua e nutrientes, e induzem a formagdo de nddulos nas raizes de
leguminosas, o que facilita a fixacao biologica de nitrogénio (SARMA; DEKA, 2024).

Dessa forma, as BPCV representam um caminho vidvel para promover a
sustentabilidade na agricultura, melhorando o crescimento das plantas, combatendo patogenos
e reduzindo a dependéncia de insumos quimicos. Ademais, no contexto atual a combinacao
com biotecnologia e nanotecnologia podem potencializar ainda mais esse processo de elicitacdao

microbiana (ELNAHAL et al., 2022).
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2.3.2 Principais Espécies Utilizadas Como Inoculantes e Mecanismos de A¢io e

Interacdo com Plantas Medicinais

Dentre as espécies de inoculantes mais estudadas estdo Azospirillum brasilense, Bacillus
subtilis e Rhizobium tropici como importantes bactérias promotoras de crescimento vegetal.
Muitos estudos tém investigado como essas interagcdes podem ser exploradas para otimizar a
agricultura moderna com vistas a sustentabilidade e otimizacdo de recursos (FERREIRA,
2023).

Azospirillum brasilense ¢ uma bactéria gram-negativa pertencente a classe
Alphaproteobacteria, com formato de bastonete e flagelos polares que facilitam sua mobilidade
no solo (CASSAN et al., 2020). Cresce em ambientes com pouco oxigénio e solos ricos em
matéria organica, adaptando-se a diferentes condi¢cdes. E amplamente utilizada como
biofertilizante por promover o crescimento vegetal e fixar nitrogénio. Apresenta capacidade de
colonizar raizes e interagir com a rizosfera.

Os principais mecanismos de acdo de Azospirillum brasilense até o momento
conhecidos sao: Fixacao de nitrogénio atmosférico, 4. brasilense ¢ capaz de fixar nitrogénio
atmosférico, contribuindo com uma fonte direta de nitrogénio para as plantas; Producgao de fito-
hormdnios, essa bactéria produz acido indol-3-acético, além de citocininas e giberelinas, que
sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal; Aumento da tolerdncia ao
estresse; A. brasilense pode aumentar a resisténcia das plantas a estresses abioticos, como seca
e salinidade, por meio da modulagao hormonal, incluindo o acido abscisico, e pela promogao
do crescimento radicular (SUN; SHAHRAJABIAN; WANG, 2025).

Bacillus subtilis, por sua vez, ¢ uma bactéria gram-positiva em forma de bastonete,
capaz de formar esporos, apresenta mobilidade por meio de flagelos e pode formar biofilmes.
O género Bacillus inclui espécies conhecidas por suas diversas aplicacdes em biotecnologia,
agricultura e saide (SINGH; SHUKLA; SINGH, 2024).

Bacillus subtilis, forma uma associagdo nao simbidtica com as plantas, coloniza
eficientemente a rizosfera, onde interage com exsudatos radiculares e outras bactérias. Essa
interacdo contribui para melhorar a eficiéncia nutricional das plantas, ativar seus mecanismos
de defesa, dentre outros beneficios. Sendo altamente adaptadvel ao ambiente da rizosfera devido
a sua capacidade de navegar por espagos confinados no solo, impulsionada por sua mobilidade
ativa e quimiotaxia, que facilitam a aproximagao as raizes e aos exsudatos ricos em nutrientes.

Essa espécie € capaz de formar biofilmes estaveis em superficies de particulas do solo e na raiz,
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o que oferece protecdo contra condigdes adversas e contribui para sua colonizagdo eficiente
(ENGELHARDT et al., 2024).

Os principais mecanismos de acao de B. subtilis como BPCV sdo: producao de fito-
hormonios; solubilizagao de fosfato e inducgdo de resisténcia sistémica adquirida (ORTIZ et al.,
2024) Esta espécie também ¢ conhecida por sua capacidade de produzir metabolitos
importantes, como surfactinas e fengicinas, estes lipopeptideos sdo potentes indutores de
respostas sistémicas estimulando as defesas das plantas, atuando contra patogenos (KASPAR
etal., 2019).

Sobre a bactéria Rhizobium tropici, esta possui forma de bastonete, ¢ gram-negativa, e
possui flagelos que permitem sua motilidade no solo, facilitando a colonizagdo da rizosfera das
plantas (TULLIO et al., 2019). Os principais mecanismos de agado de R. tropici sdo: fixagdo de
nitrogénio atmosférico produc¢ao de fito-hormonios, solubilizagdo de fosforo, aumento da
tolerancia ao estresse, dentre outros (MA et al., 2024)

Rhizobium tropici ¢ amplamente estudada por sua capacidade de colonizar a rizosfera e
estabelecer uma relagao simbidtica com leguminosas. Durante essa simbiose, a bactéria € capaz
de formar nodulos radiculares onde ocorre a fixagao bioldgica de nitrogénio, convertendo o
nitrogénio atmosférico em amdnia, um composto essencial para o crescimento vegetal (CERRO
et al., 2016). Essa caracteristica o torna um dos rizobios mais utilizados comercialmente em
inoculantes para feijado-comum (Phaseolus vulgaris) .

As bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo potencias elicitores para a
biossintese de fitoquimicos em plantas medicinais. Elas influenciam tanto o metabolismo
primario quanto o secundério, promovendo a produ¢do de compostos bioativos com
propriedades terapéuticas (JABBOROVA et al.,, 2024). A exploracdo dessas interagdes
simbioticas pode otimizar o cultivo de plantas medicinais € o desenvolvimento de fitoterapicos
(CHAMKHI et al., 2021).

Esses organismos podem aumentar a produ¢do de compostos, como saponinas,
flavonoides e alcaloides porque possuem a capacidade de modular vias metabdlicas especificas
por meio da secre¢ao de fitormdnios, como auxinas e citocininas, que regulam a expressao de
genes envolvidos em processos biossintéticos, influenciando diretamente vias como o caminho
do 4cido mevaldnico e o caminho do metileritritol fosfato, promovendo o aumento da producao
de compostos de interesse para a planta (STEFEN et al., 2022).

Os metabolitos produzidos pelas plantas devido a presengca de micro-organismos
benéficos nao apenas ajudam as plantas, mas também possuem propriedades terapéuticas que

podem beneficiar a saude humana, muitos desses fitoquimicos possuem agao antimicrobiana,
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anti-inflamatoria, antioxidante ¢ anticancer (HILAL; KHAN; FARIDUDDIN, 2024). Isto ¢
importante porque a producdo de fitoquimicos bioativos em larga escala ¢ um desafio, visto que
as plantas medicinais muitas vezes produzem esses compostos em baixas quantidades, além dos
desafios de extragdo e purificacdo (SILVA R. F. et al., 2022). Sendo assim, o uso de elicitores
como uma estratégia para o aumento da producdo desses compostos nas plantas em condi¢des
de campo, de casa de vegetacdo ou in vitro ¢ uma alternativa muito promissora (SANGWAN;

JHA; MITRA, 2024).
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2.3.3 Interacio entre Micro-organismos Benéficos para Plantas e Cactaceas

A interagdo entre Pereskia aculeata e a microbiota do solo foi analisada por Vega et al.
(2020), que investigaram a relagdo entre os atributos fisico-quimicos do solo, a presenca de
micro-organismos promotores de crescimento vegetal e os teores de proteinas € minerais nas
folhas de P. aculeata. Esses autores observaram uma interagdo estreita entre a planta e as
bactérias da rizosfera, constatando uma abundéncia significativa de bactérias fixadoras de
nitrogénio, predominantemente do género Azospirillum spp., € de fungos micorrizicos
arbusculares da familia Glomeraceae.

Em outro estudo sobre a relagdo entre P. aculeata e microrganismos, Galindo et al.
(2022) observaram que a inoculagdo com A. brasilense promoveu aumento significativo na
produtividade e nos teores de minerais nas folhas dessa espécie.

Em Opuntia ficus-indica (L.), também da familia Cactaceae, Platamone et al. (2023)
avaliaram os efeitos de uma cepa de Arthrobacter sp. na fenologia e na composicao qualitativa
de O. ficus-indica. Os resultados demonstraram que o tratamento com essa bactéria estimulou
a brotacao e a frutificagdo precoces, além de melhorar a qualidade dos frutos, incluindo aumento
no peso fresco e seco, maior contetido de solidos totais e maior concentragao de polifendis.

As Cactaceas abrigam uma rica diversidade de microrganismos associados a sua
rizosfera, diversos estudos t€ém destacado o papel essencial desta microbiota para a adaptacao
dessas plantas a ambientes aridos e semiaridos, contribuindo para sua resisténcia a diferentes
estresses abioticos, como seca e salinidade (BEN ZINEB et al., 2024). Neste contexto, estudos
recentes tém isolado bactérias desta familia e avaliado seu potencial como novas espécies

promotoras de crescimento vegetal (GOVINDASAMY et al., 2022).
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ELICITACAO MICROBIANA EM Pereskia aculeata MILLER PARA INCREMENTO
DOS FITOQUIMICOS BIOATIVOS E NUTRIENTES MINERAIS

RESUMO

Pereskia aculeata Miller pertence a familia botanica Cactaceae, ¢ uma planta cultivada em
regides tropicais, reconhecida por seu valor medicinal e nutricional devido a sua riqueza em
nutrientes e fitoquimicos bioativos. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento (4zospirillum brasilense, Bacillus subtilis,
Rhizobium tropici) na concentracdo de compostos fenolicos totais, composi¢do mineral,
atividade antioxidante e perfil quimico em folhas de P. aculeata. O experimento foi realizado
em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente casualizado com 04 tratamentos ¢ 06
repeti¢gdes. O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu, a atividade antioxidante foi avaliada pelo método de eliminagdo do radical livre
DPPH, a composi¢ao mineral foi determinada por espectrometria de emissdo optica de plasma
indutivamente acoplado e o perfil quimico por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Os resultados indicaram que a inoculacdo com rizobactérias promoveu um aumento
significativo na concentracdo de compostos fenolicos totais, com Rhizobium tropici (2.96 mg
GAE/g DW) e A. brasilense (2.93 mg GAE/g DW) apresentando os maiores valores. A
inoculagdo com A. brasilense e B. subtilis aumentou os teores nitrogénio e ferro. O percentual
de atividade antioxidante foi significativamente maior nas plantas inoculadas com A. brasilense
(81.02%), R. tropici (79.13%) e B. subtilis (76.91%), e os cromatogramas apresentaram maior
densidade de bandas entre os tempos de reteng¢do 5-15 minutos nas plantas biotizadas. Conclui-
se que, dentre os tratamentos, Rhizobium tropici e Azospirillum brasiliense foram elicitores
mais promissores de fitoquimicos em P. aculeata. Os resultados também refor¢am o valor desta
espécie como planta medicinal, devido a sua composigdo rica em bioativos e alta capacidade
antioxidante.

Palavras-chave: Ora-pro-ndbis, bactérias promotoras de crescimento vegetal, planta
medicinal.

ABSTRACT

Pereskia aculeata Miller of the botanical family Cactaceae, is a plant cultivated in tropical
regions, recognized for its medicinal and nutritional value due to its richness in nutrients and
bioactive phytochemicals. This study aimed to evaluate the effect of growth-promoting bacteria
inoculation (4zospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Rhizobium tropici) on the concentration
of total phenolic compounds, mineral composition, antioxidant activity, and chemical profile in
the leaves of P. aculeata. The experiment was conducted in a greenhouse in a completely
randomized design with 04 treatments and 06 repetitions. The total phenolic content was
determined by the Folin-Ciocalteu method, antioxidant activity was evaluated by the DPPH
free radical scavenging method, mineral composition was determined by inductively coupled
plasma optical emission spectrometry, and the chemical profile by high-performance liquid
chromatography. The results indicated that inoculation with rhizobacteria significantly
increased the concentration of total phenolic compounds, with Rhizobium tropici (2.96 mg
GAE/g DW) and A4. brasilense (2.93 mg GAE/g DW) showing the highest values, and
inoculation with A. brasiliense and B. subtilis increased nitrogen and iron content. The
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percentage of antioxidant activity was significantly higher in plants inoculated with A.
brasilense (81.02%), R. tropici (79.13%), and B. subtilis (76.91%), and the chromatograms
showed greater band density between retention times of 5-15 minutes in biotized plants. It is
concluded that, among the treatments, Rhizobium tropici and Azospirillum brasiliense were the
most promising elicitors of phytochemicals in P. aculeata. The results also reinforce the value
of this species as a medicinal plant due to its rich bioactive composition and high antioxidant
capacity.

Keywords: Ora-pr-nobis, plant growth-promoting bacteria, medicinal plant.

1. INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo fontes de fitoquimicos bioativos utilizados na medicina
tradicional e como insumos para a indistria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos. Além
disso, estas substancias sdo promissoras para o desenvolvimento de novos medicamentos e
novas tecnologias (Liu & Chen, 2024).

Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente como ora-pro-nobis, ¢ uma planta
medicinal e alimenticia da familia botanica Cactaceae. Trata-se de uma espécie bem adaptada
ao clima quente das regides tropicais e rica em fitoquimicos bioativos, como compostos
fenolicos, terpenoides e carotenoides (Macedo et al., 2023). Tais fitoquimicos sao biomoléculas
que devido as suas propriedades fisico-quimicas conferem as plantas efeitos farmacoldgicos
reconhecidos.

Os principais efeitos farmacologicos relatados para a P. aculeata em estudos in vivo sao
atividade anti-inflamatoria (Xu et al., 2023; Pinto et al., 2015a), cicatrizante (Pinto et al., 2016)
e antinociceptiva (Pinto et al., 2015b). As folhas de P. aculeata também sdo reconhecidas como
um alimento nutritivo, muito utilizadas na medicina tradicional e na culindria. Esta planta
representa uma fonte alternativa de proteinas vegetais, vitaminas € minerais, apresentando-se
como importante fonte de bioativos e nutrientes (Cunha et al., 2021).

Praticas de fertilizagdo organica tém sido utilizadas como forma de maximizar a
biossintese de fitoquimicos bioativos de interesse e aumentar a biomassa de plantas medicinais
(Rostaei et al., 2024). Neste contexto, bactérias promotoras de crescimento vém ganhando
espaco como biofertilizantes ecologicamente sustentaveis, as quais estabelecem relagdo
simbiotica e podem contribuir para o desenvolvimento da planta (Hasan et al., 2024). Contudo,
o efeito da inoculacdo dessas bactérias na composi¢ao bioquimica das plantas ainda ¢ pouco

explorado (Fahde et al., 2023).
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Dessa forma, este estudo destaca o potencial da inoculagdo de microrganismos na
elicitacdo de compostos bioativos como uma ferramenta biotecnoldgica para a biofortificagao
de plantas medicinais. Com isso, o aumento de compostos de interesse em P. aculeata pode
aumentar seu poder fitoterapico e o valor de mercado dessa planta.

Isto ¢ importante porque P. aculeata vem demonstrando grande versatilidade para uso
em novos produtos e tecnologias industriais: desenvolvimento de produtos farmacéuticos
curativos com propriedades cicatrizantes (Mendes et al., 2024), creme dermatologico anti-
inflamatéria (Pinto et al., 2020), biofilmes com potencial para embalagens biodegradaveis
(Oliveira et al., 2022), material para impressao 3D (Sviech et al., 2024), dentre outras.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento na concentragdo de compostos fendlicos totais, na composi¢ao
mineral, atividade antioxidante e perfil quimico por meio de cromatografia liquida de alta

eficiéncia em folhas de P. aculeata.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area experimental e material vegetal
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Laboratorio de Cultura de

Tecidos Vegetais/Laboratorio de Bioinsumos e Interagdo Microrganismos-Planta do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de
Lavras, Minas Gerais (coordenadas 44°58'18"0O e 21°13'30"S, a 919m de altitude), coberta com
filme de polietileno transparente (150 microns), 70% de sombreamento. As condi¢des internas
da casa de vegetacdo foram mantidas com umidade relativa do ar de 80%, temperatura de 27 +
3°C.

Sementes de P. aculeata foram obtidas de frutos maduros de planta matriz localizada
nas coordenadas geograficas 22°17'16.3"S, 46°22'44.1"0, e altitude de 997m. A planta matriz
foi identificada pela exsicata ESAL 33.319 e depositada no Herbario ESAL, DBI/ICN/UFLA.
As sementes foram plantadas em vasos de plastico pretos contendo substrato Tropstrato®
(composto por casca de pinus, turfa, vermiculita, superfosfato, nitrato de potassio, com umidade
de 60% p/p, CRA de 130% p/p, densidade de base seca de 200 kg/cm? e pH de 5.8).

As plantas foram irrigadas por microaspersao, conforme as condigdes de temperatura e
umidade internas da casa de vegetacao, e receberam fertilizagdo mineral mista do produto
comercial Vitaplan® (composicao: Nitrogénio total 8%, Fosforo (P2Os) sol. em C.N.A + dgua

9%, Oxido de Potassio (K20) sol. em agua 9%, Calcio (Ca) 1,1%, Magnésio (Mg) 1%, Enxofre
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(S) 3,2% (SO4 0,08%), Cobre (Cu) 0,08%, Boro (B) 0,08%, Manganés (Mn) 0,04% e Zinco
(Zn) 0,6%) a cada 30 dias, conforme as recomendagdes do fabricante.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com seis repeti¢des €
quatro tratamentos, onde cada parcela corresponde a uma planta, totalizando 24 plantas. Os
vasos foram dispostos de forma aleatdria na casa de vegetagao.

Os tratamentos aplicados foram:

Tratamento 1: plantas biotizadas com Azospirillum brasilense

Tratamento 2: plantas biotizadas com Bacillus subtilis

Tratamento 3: plantas biotizadas com Rhizobium tropici

Tratamento 4: controle: plantas sem aplicagdo de indculos.

2.2 Preparo dos inoculantes e procedimento de inoculagao
As bactérias inoculadas foram A. brasilense Avb-5, B. subtilis e R. tropici CIAT 899,

obtidas da Colecao de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA-UFLA) do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

As bactérias foram preservadas em meio caldo nutriente, 40% de glicerol e refrigeracao
a 4°C. As cepas de bactérias foram reativadas em placas de Petri contendo 20 mL de meio agar
nutriente ¢ mantidas em incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 30°C.

Para a preparacdo do indculo, as bactérias foram cultivadas em meio Nutrient Broth (5
g L' de peptona, 3 g L' de extrato de levedura, e 1 g L' de extrato de carne, pH 5,0) sob
agitacdo rotativa a 110 rpm, durante 48 h a 28 + 2°C em mesa agitadora. A densidade celular
foi padronizada por meio do ajuste da turbidez utilizando a escala de McFarland com o tubo
0,5 e que corresponde a concentragdo de 108 UFC/mL. O inoculante foi aplicado mensalmente

em sulcos no substrato proximo a raiz da planta.

2.3 Procedimento de coleta e secagem das folhas
Folhas adultas da por¢do intermedidria do ramo de P. aculeata foram coletadas de

plantas com 14 meses de idade no periodo da manha foram secas em estufa com circulacdo e
renovacdo de ar (TE 394/1 Tecnal ®) a 35°C até peso constante, moidas e peneiradas em

moinho tipo Willey com rotagao fixa de 1730 rpm (TE-650 Tecnal ®).

2.4 Procedimento de extrac¢ao
Os extratos hidroetanolicos foram obtidos por maceragdao dindmica em mesa agitadora

por 01 hora utilizando a relagdo massa/solvente de 30 mg de massa vegetal seca por mL de
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solvente. O solvente utilizado foi uma solucao de dgua deionizada 60% e etanol absoluto 40%.
As amostras foram pesadas em balanca analitica e o solvente adicionado em microtubos, apos

a adicao do solvente, os microtubos foram centrifugados e os sobrenadantes coletados.

2.5 Analise de compostos fenoélicos totais
Para a andlise, 25 pL dos extratos foram misturados com 25 puL de reagente Folin-

Ciocalteu a 50% e com 200 pL de agua deionizada. Apds 5 minutos, uma aliquota de 25 pL de
solugdo saturada de carbonato de sodio a 5% foi adicionada a mistura. A placa foi entdo agitada
por 20 segundos e incubada protegida da luz, por 60 minutos.

A concentragdo de compostos fenolicos totais (TPC) foi determinada por
espectrofotometria utilizando microplacas de 96 pogos. O TPC foi quantificado pelo método de
Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Margraf et al. (2015). A absorbancia foi medida a 725
nm utilizando espectrofotometro UV/VIS Thermo Scientific Multiskan GO® e o software
Skanlt 5.0.

Como branco, foi utilizada uma mistura contendo os mesmos volumes de reagentes,
substituindo o extrato por etanol 40%. Foi construida uma curva de calibragdo utilizando acido
galico em concentragdes variando de 20 a 200 mg L', resultando em um coeficiente de
determinagdo (R?) de 0.995. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido

galico por grama de folhas secas (mg GAE g™!).

2.6 Analise da atividade antioxidante do extrato de folhas de Pereskia aculeata in vitro
A atividade antioxidante foi determinada pelo método de atividade eliminadora do

radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). A anélise foi feita em microplacas de 96 pogos.
Em cada pogo foram adicionados 20 pL. da amostra e 280 pL de solugdo metandlica de DPPH
0.1 mM agitada e incubada em local escuro a temperatura ambiente por 50 min. Como controle
negativo foram utilizados 20 pL de etanol 40% e 260 pL da solugdo de DPPH A absorbancia
foi medida no comprimento de onda 517 nm utilizando espectrofotometro UV/VIS Thermo
Scientific Multiskan GO® e o software Skanlt 5.0.

A porcentagem de atividade de eliminacdo dos radicais DPPH foi calculada usando a
formula: % efeito de eliminacdo =[(Ac—As)/Ac] x100. Em que: Ac ¢ a absorbancia do controle

negativo e As ¢ a absorbancia da amostra testada.
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2.7 Analise da composi¢io mineral
As andlises de minerais (Ca, Fe, K, Mg, Mn, N, P e Zn) foram realizadas pelo método

de analise de elementos em material vegetal descrito por Malavolta et al. (1997).

As amostras de folhas secas foram submetidas a digestdo via solu¢ao nitro-percldrica
HNO3 e HCIO4 (2:1). O teor de nitrogénio foi determinado por digestdo com enxofre seguida
de destilacdo de Kjeldahl, os demais foram determinados usando espectrometro de emissao
optica de plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (Spectro Cirus; Alemanha).

O potencial de P. aculeata como fonte de nutrientes foi avaliado com base no percentual
de atendimento as Ingestoes Dietéticas de Referéncia (RDA, do inglés Recommended Dietary
Allowance) para homens e mulheres adultos entre 19 e 30 anos, conforme as diretrizes do
Instituto de Medicina dos Estados Unidos (Institute of Medicine, 1997, 2001, 2005a, 2005b,
2011). O acamulo de nutrientes foi calculado multiplicando-se o teor de nutrientes pela massa

seca amostra e depois convertido para mg/100 gramas de folhas frescas.

2.8 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia -HPLC
Os extratos foram obtidos por maceracdo dindmica em mesa agitadora por uma hora

utilizando a relagdo massa/solvente de 30 mg de massa vegetal seca por mL de solvente. O
solvente utilizado foi uma solucdo hidrometanoélica a 40%, preparada com metanol grau HPLC.
O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, composto
por um degasseificador, auto-injetor, bomba bindria e detector DAD.

As analises foram realizadas no modo reverso e gradiente de elui¢do utilizando H,O
(sistema A) (acidificada com 1% de acido acético) e metanol (sistema B) como fase organica.
As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: 0,01min-0%B, 5min-20%B; 25min-40%B;
43min-45%B; 50min-80%B; 55min-0%B. A temperatura do forno foi mantida em 35°C. O
detector utilizado foi UV de comprimento de onda variavel, sendo as corridas monitoradas em
280 nm. A quantidade da amostra injetada foi de 15 pl e a vazio foi de 1 mL min™'. A coluna
utilizada para todas as separagdes cromatograficas foi C18 (250 mm x 4.6 mm, com particulas
de 5 um), antecedida por uma coluna de seguranca C-18 (4 x 3).

Também foi realizada uma corrida contendo 12 padrdes fendlicos, utilizando a mesma

metodologia acima descrita (Material complementar, Tabela 1).

2.9 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo as médias

comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) para os teores de compostos fendlicos e a atividade
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antioxidante, e agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) para a composi¢do mineral. As
analises estatisticas foram realizadas no software R Studio (v. 4.3.1) e os graficos foram

plotados no software OriginPro 2024.

3. RESULTADOS

3.1 Efeito da inoculac¢io de rizobactérias na concentracio de compostos fenolicos totais
Entre as bactérias inoculadas, R. tropici (2.96 mg GAE/g DW) e A. brasilense (2.93 mg

GAE/g DW) aumentaram significativamente o teor de compostos fenolicos totais nas folhas de
P. aculeata comparado ao controle. J& B. subtilis (2.44 mg GAE/g DW) ndo apresentou
diferenga significativa em relacdo ao controle (1.98 mg GAE/g DW) (Figura 1).
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Figura 1: Efeito na inoculagdo das bactérias promotoras de crescimento Azospirillum brasilense,
Bacillus subtilis e Rhizobium tropici na concentragdo de compostos fendlicos totais em Pereskia
aculeata. As barras representam a média das repeti¢des, as barras de erro indicam o erro padrdo da
média. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ¢ médias seguidas por letras diferentes
diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0.05). GAE: equivalentes de acido galico.

3.2 Efeito da inoculac¢ao de rizobactérias na atividade antioxidante in vitro
A 1inoculagdo das bactérias aumentou significativamente o potencial antioxidante do

extrato de P. aculeata, observado através do método de reducao do radical DPPH. Dentre as

bactérias testadas, 4. brasilense (81.02%;1.21 mg/mL) e R. tropici (79.13%; 1.22 mg/mL)
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apresentaram os maiores percentuais de inibi¢ao e menores IC50%. Os resultados do percentual
de atividade antioxidante e concentracao inibitoria de 50% (IC 50%) sdo apresentados na Figura

2 e Tabela 1 respectivamente.
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Figura 2: Efeito da inoculacdo das bactérias promotoras de crescimento Azospirillum brasilense,
Bacillus subtilis ¢ Rhizobium tropici no percentual de inibicdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH). As barras representam a média das repeti¢Ges, as barras de erro indicam o erro padrao da média.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si e médias seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 1: Concentracao inibitéria de 50% do radical DPPH

Tratamento Equacio R? IC 50%
A. brasilense y = 14.866x +31.968 0.9552 1.21 mg/mL
B. subtilis y=15.193x +30.09 0.9982 1.31 mg/mL
R. tropici y =24.407x +20.1 0.9999 1.22 mg/mL
controle y =28.964x + 11.033 0.9974 1.34 mg/mL

3.3 Efeito na composicao mineral de folhas de Pereskia aculeata
Os valores médios encontrados no presente estudo foram Ca (25.2 gkg!), Fe (141.8 mg

kg!), K (76.3 g kg''), Mg (10.4 g kg'), N (33.2 gkg!), P (3.8 gkg!) e Zn (128.6 mg kg™).
Estes resultados mostram que P. aculeata ¢ uma planta alimenticia ndo convencional rica em

minerais, (Tabela 2).
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Tabela 2: Composicdo mineral das folhas Pereskia aculeata sob o efeito da inoculacdo de
bactérias promotoras de crescimento

Minerais/RDA T1 T2 T3 T4

Calcio 470.51 + 98.19 a 511.01 =+ 98.79 a 468.19 + 7328 a 513.56 =+ 96.68
% rda mulher/homem  47.05 / 47.05 51.10 / S5I1.10 46.82 / 46.82 5136/ 51.36
Ferro 335 £ 057 b 306 <+ 077 b 259 <+ 030 a 244 <+ 020
% rda mulher/homem  18.63 / 41.91 17.01 / 38.28 1438 / 32.36 13.54 / 30.46
1591.2 101.6 1487.7 134.7 1476.3 1535.3 154.6

Potassio 6 + 8 a 5 + 3 a 0 + 91.65 a 0 + 4
% rda mulher/homem  33.86 / 33.86 31.65 / 31.65 3141 / 3141 32.67 /| 32.67
Magnésio 171.30 + 1997 a 186.82 + 1600 a 16930 =+ 1535 a 183.34 + 10.99
% rda mulher/homem  40.79 / 55.26 4448 | 60.27 4031 / 54.61 43.65 / 59.14

112.4

Nitrogénio 73696 + 6 b 71770 £+ 79.74 b 61451 =+ 7434 a 62421 =+ 79.71

% rda mulher/homem - / - - / - - / - - -
4606.0 702.9 4485.6 498.3 3840.6 464.6 3901.3 498.1

Proteinas * 0 + 1 b 0 + 9 b 7 + 4 a 3 + 8
% rda mulher/homem  4.08 / 4.08 399 / 3.99 341 / 341 3.46 3.46
Fosforo 7739 + 3785 a 68.78 + 2040 a 67.01 =+ 1636 a 80.68 =+ 41.36
% rda mulher/homem  11.06  / 11.06 983 / 9.83 9.57 / 957 11.53  / 11.53
Zinco 194 + 056 a 229 <+ 088 a 333 + 113 a 284 <+ 1.08
% rda mulher/homem  24.19 17.60 28.59 20.79 41.66 30.29 3550 / 25.82

Valores em mg/100 gramas de folhas frescas. T1 - plantas inoculadas com A4. brasilense, T2 - plantas
inoculadas com B. subtilis, T3 - plantas inoculadas com R. tropici, T4 - controle. Letras diferentes
apresentam diferenga significativa pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). * Calculado com base em uma
dieta de 2000Kcal.

3.4 Efeito no perfil quimico obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia
A comparagdo, feita através da sobreposi¢ao das bandas cromatograficas e dos tempos

de retencgdo, entre os cromatogramas dos extratos das plantas biotizadas e o cromatograma das
plantas controle revelou que as amostras provenientes das plantas inoculadas com A. brasilense
e R. tropici, apresentaram um perfil cromatografico com maior densidade e area das bandas, no
intervalo entre 5 e 15 minutos esses tratamentos exibiram bandas que estao ausentes nos demais
tratamentos, indicadas pelas letras a, b, ¢, d, e, f e g na Figura 3A. Esta diferenca foi mais
acentuada na regido de maior polaridade (Figura 3C)

Por sua vez, a comparagdo entre os cromatogramas dos extratos e o cromatograma do
padrao de compostos fendlicos permite identificar 02 compostos que estdo presentes em todos
os tratamentos: catequina (tempo de retencao 10.80 min) e o &cido fertlico (tempo de retengao

24.70 min), (Figura 3B).
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Figura 3: HPLC Chromatogram at 280 nm A- Sobreposi¢do dos cromatogramas dos diferentes
tratamentos com zoom entre tempos de retengdo 5-15, B- Identificagdo de bandas por comparagdo do
tempo de retengdo dos tratamentos com padrdes externos catequina (tempo de retengdo 10.80 min) e o
acido fertlico (tempo de retengdo 24.70 min) C- Cromatograma completo.

4. DISCUSSAO

A elicitagao microbiana em plantas medicinais € o processo de aplicacdo de bactérias
benéficas que por meio de diferentes mecanismos estimulam a biossintese de fitoquimicos de
interesse, sendo uma estratégia promissora e sustentdvel para aumento da concentragdo de
metabolitos secundarios bioativos (Thakur et al., 2019).

Neste experimento, a inoculagdo das bactérias R. tropici e A. brasilense aumentou a
concentragcdo de compostos fendlicos em folhas de Pereskia aculeata. Isso pode ser explicado
pois bactérias promotoras de crescimento podem modular vias metabolicas especificas,
modificando o perfil de seus metabodlitos secundarios e, por exemplo, induzir modificagdes
metabolicas que aumentam a defesa das plantas elevando os niveis de compostos defensivos

(Pereira et al., 2021).
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De forma semelhante, a inoculac¢ao de bactérias promotoras de crescimento apresentou
efeitos positivos na composicao fitoquimica em outras espécies da familia Cactaceae. A partir
da aplicagdo de Arthrobacter sp. em Acanthocalycium sp., foi observado aumento da
concentracdo de fendis, flavonoides e antioxidantes dos frutos, maior nimero e longevidade
das flores, além de maior resisténcia a fitopatdégenos (Prisa, 2024). Em Opuntia ficus-indica, a
inoculagdo com Arthrobacter sp. promoveu melhorias na qualidade nutracéutica, os frutos
apresentaram maior teor de polifendis, atividade antioxidante, e s6lidos soluveis e os cladodios
apresentaram aumento nos niveis de actcares essenciais (Platamone et al., 2023).

Neste trabalho, a inoculacao das bactérias também promoveu um aumento significativo
no potencial antioxidante do extrato de P. aculeata. O aumento do potencial antioxidante pode
estar relacionado a maior concentracdo de compostos fenolicos nas plantas inoculadas, isto
porque os fendlicos sdo substincias que possuem propriedades antioxidantes. Resultado
semelhante foi encontrado para Pereskia bleo, Dullah et al. (2019) demonstraram que a
aplicacdo de biofertilizantes, em conjunto com condi¢des de estresse abidtico provocadas pela
salinidade resultou em um aumento significativo na atividade antioxidante desta espécie. Isto
sugere que a inoculagdo bacteriana pode ser uma ferramenta eficaz para elicitar a sintese de
fitoquimicos com potencial antioxidante em plantas. Contudo, ndo foram encontrados na
literatura outros estudos sobre o efeito da inoculag@o de bactérias na composi¢do de fendlicos
e atividade antioxidante de P. aculeata.

O potencial antioxidante do extrato hidroalcoolico de folhas de P. aculeata de 39 mg de
equivalentes de acido ascorbico AAE/g, foi relatado anteriormente por Cruz et al. (2021) e os
dados obtidos neste estudo indicam que esse potencial ¢ ainda mais aprimorado pela inocula¢ao
com A. brasilense Avb-5, B. subtilis e R. tropici CIAT 899. Além dos estudos in vitro, a
atividade antioxidante de P. aculeata também foi comprovada in vivo, Santos et al. (2024)
observaram que a suplementacdo da dieta de moscas (Drosophila melanogaster) com farinha
de P. aculeata aumentou a longevidade dos individuos, refor¢ando seu potencial bioldgico.

A atividade antioxidante estd diretamente relacionada a prote¢do contra espécies
reativas de oxigénio, desempenhando um papel crucial na prevencdo de diversas doencas
(Halliwell, 2024). Esse efeito pode explicar o crescente interesse no consumo de P. aculeata
no mercado global de produtos naturais. Além disso, esta propriedade tem potencial para
aplicacdo desses extratos em novos produtos, Oliveira et al. (2022) demonstraram que a
incorporagao de extrato de P. aculeata em biofilmes de amido aumentou sua atividade

antioxidante, sugerindo seu uso em embalagens biodegradaveis ativas para alimentos.
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Tanto para extra¢do de compostos fendlicos como para obtencdo de um extrato com alto
poder antioxidante é importante ressaltar a questdo da escolha do solvente adequado. Neste
estudo, o solvente utilizado foi uma solucao hidroetandlica a 40%, Cruz et al. (2021) em um
estudo de otimizacao das condigdes de extracao de bioativos em P. aculeata verificaram que o
sistema solvente, mistura de 60% agua e 40% etanol apresentou a melhor condi¢do de extragao
de compostos fenolicos totais nesta espécie. Uma mistura de agua-etanol também ¢ muito
eficiente na extragdo de substancias antioxidantes em folhas secas de P. aculeata, Jacobsen et
al. (2024) observaram maior atividade antioxidante (239 umol de equivalente a Trolox
TEAC/g) para o extrato hidroalcodlico quando comparados aos extratos obtidos com outros
solventes como hexano e acetona nesta espécie.

Com relagdo a composi¢ao mineral, a concentracao de ferro respondeu de forma positiva
a inoculacdo de rizobactérias. Diferenca significativa foi observada no teor de ferro nas plantas
inoculadas com 4. brasilense e B. subtilis. O teor de ferro em folhas desta espécie foi destacado
anteriormente na literatura, sendo esta planta uma potencial fonte de suplementacdo deste
nutriente (Maciel et al., 2021), e neste trabalho demonstramos que o teor de ferro nesta espécie
pode ser potencializado pela inoculagdo bacteriana com 4. brasilense e B. subtilis.

A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento também incrementou a
concentragdo de Nitrogénio nas folhas, sendo os maiores valores encontrados para os
tratamentos A. brasilense (36.85 gkg™) e B. subtilis (35.88 g kg™!). Este resultado ¢ corroborado
por Galindo et al. (2022) que também observaram o aumento da concentragdo de nitrogénio nas
folhas de P. aculeata inoculadas com A. brasilense.

Souza et al. (2016) em um estudo sobre o efeito da fertilizacdo nitrogenada na
composicao mineral das folhas de P. aculeata, concluiram que a composicao mineral das folhas
desta espécie permanece estdvel mesmo quando exposta a diferentes doses de adubagdo
nitrogenada em solos ricos em matéria organica. Complementando estes resultados, Vega et al.
(2020) conduziram um estudo que avaliou a relagdo entre os atributos fisico-quimicos do solo,
a presenca de microrganismos promotores do crescimento vegetal e os teores de proteinas e
minerais das folhas de P. aculeata e também nao identificaram relagao entre o teor de nitrogénio
do solo e a quantidade de proteinas e minerais nas folhas da planta, contudo, relataram a
presenga abundante de bactérias fixadoras de nitrogénio, principalmente Azospirillum spp. e
fungos micorrizicos arbusculares associadas a raiz da planta.

Dessa forma, € possivel afirmar que a associagdo entre P. aculeata com microrganismos
promotores de crescimento pode ser um fator chave na sua eficiéncia em obter nutrientes do

solo, contribuindo para sua alta concentrac¢ao de proteinas foliares.



49

Com relagdo ao atendimento a RDA observa-se que as folhas de P. aculeata apresentam
um percentual importante de célcio, magnésio e zinco, e proteinas. Sobre as proteinas ¢
importante destacar que estas sao ricas em aminodcidos essenciais (Cruz et al., 2024). Além
disso, existe uma crescente demanda por proteinas de origem vegetal por causarem menor
impacto ambiental.

Contudo, poucos estudos trataram sobre a biodisponibilidade dos compostos de valor
nutricional nesta espécie, Cruz et al. (2024) investigaram a bioacessibilidade dos compostos
bioativos das folhas e frutos de P. aculeata apds a digestao in vitro, e demonstraram que o
percentual de bioacessibilidade dos compostos fendlicos foi de 73% nas folhas e 71% nos
frutos, em relagdo aos aminoacidos, a bioacessibilidade foi significativamente maior nos frutos
(72,6%) do que nas folhas (31%). Essa redug¢do pode estar relacionada a degradacdo ou
modificagao estrutural dos compostos bioativos durante o processo digestivo, sendo necessarios
estudos futuros sobre este tema.

A andlise dos cromatogramas das plantas inoculadas com A. brasilense e R. tropici
demonstrou maior densidade de bandas quando comparadas as plantas controle. De fato,
diversos estudos mostram que bactérias promotoras de crescimento influenciam
significativamente a biossintese de metabolitos especializados em plantas medicinais,
aumentando sua produc¢ado e qualidade (Wu et al., 2023).

Um outro ponto relevante na comparagao dos cromatogramas ¢ que a diferenga entre os
tratamentos foi mais acentuada entre os tempos de retengdao 5 e 15 minutos, onde as plantas
inoculadas com 4. brasilense e R. tropici exibiram bandas que estdo ausentes nos demais
tratamentos, no entanto, essa diferenca mais acentuada ndo foi observada em tempos de
retencao maiores, regido correspondente a moléculas de menor polaridade. Maior quantidade
de bandas em tempos de retencdo menores como entre 5 €15 minutos sugere a presenga de
maior quantidade de moléculas de alta polaridade, sugerindo que estas bactérias tiveram maior
efeito nesse grupo de moléculas.

A analise dos cromatogramas também revelou a presenca de dois compostos fenolicos:
catequina e acido ferulico, ambos relatados anteriormente para esta espécie. Especialmente, o
acido fertlico foi relatado como um dos principais fenolicos presentes em P. aculeata por
Jacobsen et al. (2024) e também por Cruz et al. (2024), esse composto também foi relatado

anteriormente para Pereskia grandifolia (Torres et al., 2022).
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5. CONCLUSOES

A inoculagdo com as bactérias promotoras de crescimento Rhizobium tropici e
Azospirillum brasilense demonstrou um aumento significativo na concentragdo de compostos
fenolicos totais nas folhas de Pereskia aculeata Miller. O potencial antioxidante do extrato
etanolico da planta aumentou ap6s a inoculagdo com 4. brasilense, R. tropici e Bacillus subtilis.
A inoculagdo com A. brasilense e B. subtilis incrementou os teores de Nitrogénio e Ferro. As
analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia também revelaram perfis cromatograficos
mais ricos em metabolitos secundarios nas plantas biotizadas com A. brasilense e R. tropici.
Esses resultados indicam que estas bactérias sdo promissoras como elicitores de compostos
bioativos em P. aculeata sob condigdes de casa de vegetacdo. Entre as bactérias testadas, R.
tropici apresentou o maior incremento destes compostos, seguido por A. brasiliense. Além
disso, os resultados obtidos refor¢am o valor medicinal da P. aculeata, devido a sua composi¢ao

rica em bioativos e alta capacidade antioxidante.
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Material suplementar

Tabela 1: Padrdes fendlicos e seus respectivos tempos de retencao

Composto TR (min)
Acido gélico 6.82
Catequina 10.80
Acido Clorogénico 12.56
Acido Cafeico 15.05
Vanilina 17.65
Acido p-cumarico 21.81
Acido fertlico 24.79
Acido m-cumarico 27.62
Acido o-cumarico 34.62
Quercetina 37.59
Acido Trans-cinimico 51.66

Rutina 53.49
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Pereskia aculeata Miller Como Fonte de Betalainas: Otimizaciao das Condicoes de
Extracao, Estabilidade da Cor e Potencial Antioxidante

RESUMO

Betalainas sdo pigmentos nitrogenados hidrofilicos com propriedades tecnologicas e
medicinais. Pereskia aculeata Miller ¢ uma planta perene que pertence a familia Cactaceae.
Calos e suspensdes celulares desta espécie produziram betalainas in vitro, contudo a presenca
destas moléculas em folhas apicais de P. aculeata ainda ndo havia sido relatada. Este estudo
teve como objetivo identificar a presenca de betalainas em folhas apicais de P. aculeata,
otimizar as condi¢des de extracdo, avaliar a estabilidade da cor e as caracteristicas espectrais
em diferentes condi¢des de pH, além de determinar o potencial antioxidante do extrato. A
extracdo foi otimizada utilizando o design Box-Behnken, sendo os fatores: a razdo
massa/solvente, temperatura do solvente e tempo de extragdo. A comparagdo do extrato
otimizado com o padrdo para betalainas foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e espectroscopia de absorbancia UV-vis, e a atividade antioxidante avaliada pelo
método de elimina¢do do radical DPPH. As condigdes otimas de extracdo foram: razao
massa/solvente de 0.01 g/mL, temperatura do solvente de 45 °C e tempo de extracdo de 3.42
minutos. As andlises de cromatografia e espectrofotometria mostraram equivaléncia entre o
extrato otimizado e o padrdo de referéncia, com tempos de retencao de 7.4 minutos ¢ banda em
536nm. O extrato otimizado apresentou potencial antioxidante e mudanca de coloragdo em
condigdes alcalinas. Estes resultados apresentam as folhas apicais de P. aculeata como uma
nova fonte de betalainas.

Palavras-chave: Betacianinas; ora-pro-nobis, planta medicinal.

ABSTRACT

Betalains are hydrophilic nitrogenous pigments with technological and medicinal properties.
Pereskia aculeata Miller is a perennial plant belonging to the Cactaceae family. Callus and cell
suspensions of this species have produced betalains in vitro; however, the presence of these
molecules in the apical leaves of P. aculeata had not yet been reported. This study aimed to
identify the presence of betalains in the apical leaves of P. aculeata, optimize the extraction
conditions, evaluate color stability and spectral characteristics under different pH conditions,
and determine the antioxidant potential of the extract. Extraction was optimized using the Box-
Behnken design, considering mass/solvent ratio, solvent temperature, and extraction time as
factors. The optimized extract was compared with a betalain standard using high-performance
liquid chromatography and UV-Vis absorbance spectroscopy, while antioxidant activity was
assessed by the DPPH radical scavenging method. The optimal extraction conditions were:
mass/solvent ratio of 0.01 g/mL, solvent temperature of 45 °C, and extraction time of 3.42
minutes. Chromatographic and spectrophotometric analyses indicated equivalence between the
optimized extract and the reference standard, with retention times of 7.4 minutes and an
absorption band at 536 nm. The optimized extract exhibited antioxidant potential and color
change under alkaline conditions. These results present the apical leaves of P. aculeata as a new
source of betalains.

Keywords: Betacyanins, ora-pro-nobis, medicinal plant.
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1. INTRODUCAO

As betalainas s3o uma classe de pigmentos naturais nitrogenados, hidrofilicos,
armazenados nos vacuolos das células. Elas possuem cores vibrantes e sdo subdivididas em
duas categorias: betacianinas (tons de violeta) e betaxantinas (tons de amarelo) (Silva et al.,
2023).

Estas substancias possuem diversas propriedades bioldgicas de interesse farmacologico:
efeito antioxidante, anti-inflamatério, antitumorais, hepatoprotetor, cardioprotetor,
neuroprotetor, dentre outros, além de diversas aplicagdes na industria, como corantes naturais,
na inddstria de cosméticos € como pigmentos sensibilizadores em células solares (Carreon-
Hidalgo et al., 2022).

Apesar da sua relevancia atual, as betalainas apresentam distribui¢ao limitada na
natureza, produzidas apenas por plantas da ordem Caryophyllales, principalmente Cactaceae e
Amaranthaceae (Timoneda et al., 2019), onde servem como marcadores quimiossistematicos.

Dentro da familia Cactaceae, Pereskia aculeata Miller vem se destacando como uma
planta medicinal e alimenticia ndo convencional devido a sua riqueza de fitoquimicos bioativos
e nutrientes (Teixeira et al., 2023). Anteriormente, (Lage et al., 2015) estabeleceram um
protocolo para a producdo in vitro de betalainas a partir de culturas de calos de P. aculeata.
Contudo, ndo existem relatos na literatura da presenga desta classe de pigmentos nas folhas
apicais desta espécie, bem como suas caracteristicas ¢ metodologia de extragao.

A pesquisa de novas fontes vegetais de betalainas € importante devido a sua presenca
em um numero restrito de familias botanicas para atender sua crescente demanda comercial
para aplicacdes tecnoldgicas e medicinais (Khan & Giridhar, 2015). Além disso, o estudo da
estrutura e das propriedades quimicas das betalainas pode ajudar a entender suas vias
biossintéticas, melhorar as técnicas de separagdo e isolamento, viabilizando sua extragdo e
produgdo em escala comercial.

Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi identificar a presenca de betalainas em folhas
apicais de P. aculeata, otimizar as condi¢des de extracdo utilizando metodologia de superficie
de resposta, apresentar sua estabilidade de cor e caracteristicas espectrais em diferentes

condi¢des de pH e seu potencial antioxidante.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Quimicos e material vegetal
O padrao Betanin (red beet extract diluted with dextrin) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil e

acetonitrila foram obtidos da empresa Sigma Aldrich; solu¢ao tampao buffer pH 4 e pH 7 foram
adquiridas da Biotec; agua ultrapura foi purificada utilizando o equipamento Arium® Sartorius;
cloreto de potassio e fosfato potassio monobasico foram adquiridos da Synth; acetato de sodio
da Dinamica.

Folhas apicais de P. aculeata foram obtidas de plantas cultivadas em casa de vegetagao
do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais/Laboratério de Bioinsumos e Interagdo
Microrganismos-Planta do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras-
UFLA, no municipio de Lavras, Minas Gerais (44°058'18"Oeste ¢ 21°013'30"Sul, 919 metros
de altitude). coberta com filme de polietileno transparente (150 microns), 70% de
sombreamento. As condigdes internas da casa de vegetacdo foram mantidas com umidade
relativa do ar de 80%, temperatura de 27 + 3°C. A espécie foi identificada por meio de uma
exsicata depositada no herbario ESAL/UFLA sob n° ESAL 33.319.

As folhas foram secas em estufa com circulacao e renovagao de ar (TE 394/1 Tecnal ®)
a 35°C até peso constante, e depois moidas e peneiradas em moinho tipo willey com rotacao

fixa de 1730 rpm (TE-650 Tecnal ®).

2.2 Otimizacao da extracao de betalainas em Pereskia aculeata utilizando o design Box-
Behnken
O modelo estatistico utilizado foi a metodologia de superficie de resposta (RSM),

empregando um delineamento Box-Behnken com trés pontos centrais e varidveis
experimentais. Foram testados trés parametros (fatores) independentes, com trés niveis cada:
razao massa/solvente (0.01g/ml, 0.025g/ml e 0.04g/ml); temperatura do solvente (25°C, 35°C e
45°C), o solvente utilizado foi 01 mL de agua deionizada; e tempo de extra¢do no vortex (1
minuto, 3 minutos ¢ 5 minutos), conforme Tabela 1.

A analise de variancia (ANOVA) foi empregada para avaliar a significancia dos
coeficientes de regressao. Os termos do modelo polinomial foram considerados estatisticamente
significativos quando o valor de p foi inferior a 0.05 (p<0.05). Foi utilizado o modelo de
regressao quadratico completo e a adequagdo dos modelos foi avaliada com base no coeficiente
de determinac¢do multiplo (R?) e no coeficiente de determinagdo ajustado (R? ajustado).

A concentragdo de betacianinas foi utilizada como indicador da concentracdo de

betalainas, conforme metodologia proposta por Permana et al. (2024) Sua concentragao foi
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obtida por espectrofotometria, utilizando um espectrofotdmetro UV/VIS Thermo Scientific GO
® e software o Skanlt 5.0, e o resultado obtido utilizando a féormula:
Contetudo em mg/100g de peso seco = (AS535 x MW x DF xV x 100)/ (¢ x m XL)
Onde, A535 = absorbancia a 535 nm, MW = peso molecular 550g/mol DF = fator de
diluicao, V = volume de extragao (ml), € = coeficiente molar 60000 L-mol'-cm™, M = massa
(g) do material sendo extraido e L = comprimento do caminho (cm) (Howard et al., 2022).
As andlises e a plotagem dos graficos foram feitas utilizando os softwares Minitab

®versao 21 e R Studio (v. 4.3.1).

Tabela 1: Niveis dos fatores decodificados e resposta de concentragdo de betacianinas em
extrato de folhas apicais de Pereskia aculeata.

. Razao Temperatura Tempo Betacianinas
Corridas massa/solvente (°C) (min) mg/100g DW
1 0.01 25 3 40.49
2 0.04 25 3 9.87
3 0.01 45 3 126.59
4 0.04 45 3 29.47
5 0.01 35 1 74.26
6 0.04 35 1 21.35
7 0.01 35 5 71.59
8 0.04 35 5 18.06
9 0.025 25 1 15.95
10 0.025 45 1 43.67
11 0.025 25 5 13.35
12 0.025 45 5 48.95
13 0.025 35 3 34.07
14 0.025 35 3 32.45
15 0.025 35 3 34.43

2.3 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia-HPLC
A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada utilizando um

equipamento Shimadzu LC-20, equipado com injetor automatico e forno de coluna, acoplado a
um detector de arranjos de diodo- DAD.

O padrao comercial de betalainas, Betanin (Sigma-Aldrich), foi utilizado como padrao
de referéncia. Para isso, foi preparada uma solucdo de Betanin a 5000 ppm.

As fases moveis utilizadas foram: Fase A- agua ultrapura acidificada a 0.1% de acido
formico e fase B-acetonitrila acidificada a 0.1% de &cido formico. As corridas foram realizadas
em uma coluna Supelco Ascentis Express C18 (15cm x 2.1mm, 2.7um) C-18, sendo o gradiente
de concentragdo: 0-2min 5% de B, 2-5min 15% de B, 5% de B, 2-5min, 5-20min 70% de B,
20-23min 100% de B, 23-24min 5% de B.
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2.4 Analise por Espectroscopia UV-Vis
A comparagdo entre o espectro de absorbancia do extrato otimizado com o padrao de

referéncia foi realizada utilizando um espectrofotdmetro UV/Vis Thermo Scientific Multiskan
GO® e o software Skanlt 5.0. Para a analise, 250 puL de extrato otimizado de P. aculeata e 250
uL do padrao comercial Betanin com concentragdo de 5mg/MIl foram adicionados em
microplacas de 96 pogos, a medicao foi feita na faixa de comprimento de onda entre 300 nm e

800 nm. As andlises foram feitas em triplicata.

2.5 Analise da resposta de cor do extrato otimizado de folhas apicais de P. aculeata em
diferentes valores de pH
Extratos de folhas apicais de P. aculeata obtidos sob condi¢des otimizadas (se¢do 3.1),

foram misturados a solu¢des tampdo aquosas de diferentes pH na propor¢ao de 0.5 mL para
cada 1 mL de solugdo tampao. Apos isso, foram realizadas as medidas dos espectros de
absorbancia conforme secao 2.4. Como branco foram utilizadas as solugdes tampao sem o
extrato. As andlises foram feitas em triplicata.

As seguintes solucdes tampao foram utilizadas: pH 1 (cloreto de potassio 0.025 M), pH
4.5 (acetato de sodio 0.4 M), pH 6 (fosfato monobasico de potassio), pH 7 (solu¢do tampao
buffer) e pH 12 (hidroxido de sédio 0.001 M), o ajuste do pH das solugdes foi realizado com
acido cloridrico (HCI) ou hidréxido de s6dio (NaOH) a 0.5M.

2.6 Analise in vitro do potencial antioxidante do extrato otimizado de folhas apicais de P.
aculeata
A atividade antioxidante foi determinada pelo método de eliminagdo do radical livre

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), conforme metodologia proposta por Baliyan et al., (2022).
A andlise foi feita em microplacas de 96 pocos, onde foram adicionados 40 uL. da amostra em
diferentes concentragdes e 260 uL de solucao metandlica DPPH 0.1mM agitada e incubada em
local escuro a temperatura ambiente por 50 min. A absorbancia foi medida no comprimento de
onda 517 nm utilizando um espectrofotometro UV/VIS Thermo Scientific Multiskan GO® e o
software Skanlt 5.0. Como controle negativo foram utilizados 40 puL. de dgua ultrapura e 260
uL da solugao de DPPH.

A porcentagem de atividade de eliminagdo do radical DPPH foi calculada usando a
seguinte formula:

% efeito de eliminag¢ao = [(Ac-As)/Ac]*100
Onde, Ac ¢ a absorbancia do controle negativo, As ¢ a absorbancia da amostra testada.

A concentracao inibitoria IC50 dos extratos foi calculada plotando a concentragdo do



60

extrato vegetal versus a porcentagem de atividade eliminadora de radicais (%), ajustando-se
uma curva de regressdo linear. O valor de IC50% corresponde a concentracdo na qual a
atividade antioxidante atinge 50% da sua capacidade maxima de eliminag¢do do radical livre

DPPH.

3. RESULTADOS

3.1 Otimizacao da extracao de betalainas de folhas de P. aculeata utilizando o design
Box-Behnken

As condigdes Otimas para extragdo de betalainas de folhas apicais de P. aculeata
determinadas por meio da utilizacdo da metodologia de superficie de resposta Box Behnken
foram: razao massa/solvente de 0.01 g/mL, temperatura do solvente de extragdo 45 °C e tempo
de extragdo (agitagdao no vortex) de 3.42 minutos, (Material suplementar, Figura 2).

A analise de variancia (ANOVA) demonstrou que o modelo ¢ estatisticamente
significativo, F =24.23 e valor de p = 0.001 com um coeficiente de determinacio R? de 97.76%,
indicando que o modelo explica 97.76% da variabilidade dos dados e R? ajustado (93.72%).

A relacao massa/solvente apresentou significancia na relacao linear (p <0,001) e na nao
linear-quadratica (p = 0,008), a temperatura do solvente (°C) também apresentou relacao linear
significativa (p = 0.001) enquanto a relagdo ndo linear quadratica nao foi significativa. O tempo
de extracdo ndo apresentou efeitos significativos seja na relagdo linear ou quadratica. O
aumento da temperatura € uma menor razao massa/solvente resultaram em maior concentragao
de betacianinas, (Figura 2). A razdo massa/ solvente foi o fator de maior influéncia no
rendimento de extragdo de betalainas, seguido da temperatura do solvente, (Figura 1).

Sobre a interagdo entre os fatores, a interacdo entre a relacdo massa/solvente e a
temperatura do solvente foi significativa (p = 0.007), evidenciando que o efeito de uma variavel
depende da outra. No entanto, as interagdes entre a relagdo massa/solvente e o tempo de
extracdo (p = 0.969), e entre a temperatura do solvente e o tempo de extracdo (p = 0.628) nao
foram significativas, indicando que essas combinagdes ndo influenciam substancialmente o
rendimento. A relacdo linear, quadratica e de interagdo entre os fatores também pode ser
observada na Figura 2.

Obtendo-se a seguinte equagao de regressao reduzida, termos significativos (p<0.05):

Resposta = —11.5 — 118.7 x x1 + 2.29 xx2+416.9 xx!2 —5.76 x x1 X x2
Onde, x; representa a razao massa/solvente, x2 a temperatura do solvente e x3 o tempo

de extracao.
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As condig¢des otimizadas resultaram em um extrato de colorag¢do vibrante roxo/violeta,
(Figura 3C) obtido a partir de folhas apicais de P. aculeata (Figuras 3A, 3B), que na analise por

espectrofotometria apresentou banda na regido de 536 nm, (Figura 4).

x1
x2

x1"2

Efeitos do Modelo

x1:x2
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Figura 1: Grafico de Pareto dos efeitos, onde x; razdo massa/solvente, X, temperatura do
solvente e x3 tempo de extragdo.

Figura 2: Grafico de superficie de resposta 3D mostrando os efeitos lineares, quadraticos e de interagdo
entre as variaveis Temperatura do solvente °C (eixo z) e Razdo massa/solvente (eixo x) sobre a
concentragdo de Betacianinas mg/100g DW (eixo y) no extrato de folhas apicais de Pereskia aculeata.

/1 'r e _ »‘._;:

trato das folhas aicis de P. aculeata obtido

, “\
Figura 3: A-B- Folhas apicais de Pereskia aculeata, C- ex
com condigdes otimizadas.
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3.2 Identificacao por HPLC e por espectrofotometria de absorbancia
As andlises por HPLC-DAD feitas através da sobreposicdo das bandas cromatograficas

demonstraram que os compostos presentes no extrato otimizado e no padrao de referéncia para

betalainas-Betanin (Sigma Alderic) co-eluiram no tempo de retencao de 7.4 minutos, conforme

apresentado na Figura 4.
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Figura 4: HPLC Chromatogram at 536 nm. Linha rosa-cromatograma do padrdo betanin. linha verde-
cromatograma do extrato de folhas apicais de Pereskia aculeata Miller.

Com isso, ¢ possivel dizer que a substancia majoritaria presente no extrato otimizado de
folhas apicais de P. aculeata apresenta grande similaridade com o padrao Betanin, apresentando
mesmas caracteristicas de polaridade e interagdo com a fase estaciondria.

Além disso, o perfil espectrofotométrico por UV-Vis também revelou sobreposi¢ao
espectral entre o extrato e o padrdo, apresentando banda de maior intensidade na regido de

536nm, comprimento de onda caracteristico das betalainas (Xie & Chen, 2021) (Figura 5).
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Figura S: Espectro de absorbancia do extrato otimizado das folhas apicais de Pereskia aculeata e
espectro de absorbancia do padrio comercial para Betanin.
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3.3 Resposta de cor em diferentes valores de pH
O extrato de P. aculeata apresentou alteragdes de cor quando submetido a solu¢des com

diferentes valores de pH. Para valores de pH entre 1-7, o extrato apresentou variagdes na
tonalidade de rosa. Em solu¢des com pH 12, houve uma mudanga de cor mais acentuada,
passando para cor amarelo (Figura 6A).

A banda caracteristica de betalainas ocorre na regido de 536 nm (Silva et al., 2023)
regido onde a cor absorvida ¢ amarelo/verde e a cor visivelmente observada ¢ violeta, porém,
em condig¢des alcalinas- pH12, esta banda sofre um deslocamento para a regido de 400nm, onde
a cor absorvida ¢ violeta/azul e a cor visivelmente observada ¢ amarelo. (Figura 6B), portanto,

a mudanca de cor observada visualmente foi confirmada por espectroscopia UV-Visivel.

T T T T T
300 400 500 600 700
Wavelength

Figura 6: A: Resposta de cor do extrato otimizado de folhas apicais de Pereskia aculeata em diferentes
valores de pH, B:Espectro de absorbancia dos extratos de folhas apicais de P. aculeata em diferentes
valores de pH.

3.4 Potencial antioxidante do extrato otimizado
O extrato de folhas apicais de P. aculeata obtido pelas condi¢des otimizadas de extragao
apresentou IC50% de 0.89 +0.1 mg/mL, concentracdo na qual a atividade antioxidante atingiu

50% da sua capacidade de elimina¢@o do radical livie DPPH.

4. DISCUSSAO

As betalainas possuem diversas aplicagdes tecnologicas/medicinais e a determinagdo
das condigdes Otimas para sua extracdo ¢ um fator critico para a recuperacao destas substancias
da complexa matriz vegetal, onde estdo associadas a uma gama de fitoquimicos (Carreon-
Hidalgo et al., 2022).

Neste experimento, o aumento da temperatura e uma menor razao massa/solvente foram



64

fatores significativos que resultaram em maior concentracdo de betacianinas em extrato obtido
de folhas apicais de P. aculeata. A interagdo entre a relagdo massa/solvente e a temperatura do
solvente também foi significativa, refor¢ando a necessidade de considerar suas combinagdes
em processos de extracdo em maior escala deste composto nesta espécie.

O aumento da temperatura também favoreceu a concentragdo de betalainas em outros
estudos de otimizagdo da extracdo desta classe de compostos (Eyshi et al., 2024), isso ocorre
devido ao aumento da energia cinética entre as moléculas. No entanto, ¢ importante observar
que temperaturas superiores a 70 °C provocam uma degradacao significativa dessas subtancias
(Carredn-Hidalgo et al., 2022). No que se refere a razdo massa/solvente, os resultados obtidos
neste estudo sdo similares aqueles observados para Hylocereus undatus, onde uma menor razao
solido-liquido também resultou em maior rendimento de extragdo de betacianinas no extrato da
fruta (Permana et al., 2024).

O design de metodologia de superficie de resposta Box-Behnken mostrou-se eficaz para
otimizar as condi¢des de extracdo de betacianinas em P. aculeata. Essa abordagem combina
principios estatisticos € matematicos para determinar a combinagdo ideal de varidveis,
maximizando a eficiéncia do processo e permitindo a obtencdo de maiores rendimentos do
pigmento. Dessa forma, no contexto das plantas medicinais, metodologias de superficie de
resposta podem ser utilizadas como estratégia para o uso sustentavel e eficiente de recursos
vegetais com vistas a aproveitar o maximo potencial da droga vegetal (Weremfo et al., 2023).

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstrou que o extrato
otimizado de folhas apicais de P. aculeata e o padrao comercial de referéncia Betanin coeluiram
no tempo de retencdo de 7.4 min, a comparacdo entre o espectro de absorbancia do extrato
otimizado e do padrio comercial também apresentou sobreposicdo, o que significa que
apresentam similaridade espectral, mesmas caracteristicas de polaridade e interagao com a fase
estacionaria. Portanto, estes resultados indicam que a substancia majoritaria presente no extrato
de P. aculeata pertence ao grupo das betalainas. As bandas cromatograficas e espectral na
regido tipica das betalainas também servem para demonstrar a integridade destas substancias
no extrato apos o procedimento de extracgao.

Além disso, outros elementos contribuem para a identificacdo deste pigmento, a saber:
a questdo quimiossistematica, visto que outras plantas da familia Cactaceae dentro da ordem
Caryophyllales sdao produtoras de betalainas. Outrossim, culturas de calos e suspensdo de
células de P. aculeata produziram betalainas em condicdes in vitro, sendo que a maior biomassa
de calos pigmentados foi obtida utilizando explantes de hipocotilo (Lage et al., 2015).

Com relagdo as caracteristicas espectrais do extrato otimizado, quando submetido a
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diferentes valores de pH, houve alteragdo da cor rosa pH neutro e levemente acido para cor
amarelo pH alcalino, isto ocorre porque em condicdes alcalinas as betalainas mudam sua
coloragdo de rosa para amarelo devido a mudangas estruturais em sua molécula (Belhadj Slimen
et al., 2017). Estes resultados sdo condizentes com a literatura, outros autores encontraram
resultado semelhante de resposta de cor e espectrofotometria para extratos ricos em betacianinas
obtidos de beterraba (Beta vulgaris) (Chaari et al., 2024; Lukitasari et al., 2024), pitaia
(Hylocereus undatus) (Permana et al., 2024) e primavera (Bougainvillea) (Wu et al., 2022).

A capacidade de mudanga de cor em diferentes valores de pH pode ser explorada na
formulagdo de embalagens inteligentes sensiveis ao pH do meio (Abedi-Firoozjah et al., 2023).
Extrato rico em betalainas obtidos de B. vulgaris tem sido utilizado como indicador de pH em
embalagens (Akter et al., 2024). Especialmente em P. aculeata esta propriedade/funcionalidade
¢ bastante promissora, visto que a mucilagem presente em suas folhas apresenta caracteristicas
adequadas para a formulagdo de filmes biodegradaveis (Oliveira et al., 2022), material para
microencapsulacido (Masugossa et al., 2024) e biopolimeros (Silva et al. 2021).

O extrato otimizado apresentou atividade antioxidante, com o IC 50% de 0.89 mg/mL.
Esta atividade antioxidante pode ser atribuida a presenca majoritaria de betalainas em sua
composicdo. As betalainas possuem propriedades antioxidantes principalmente devido a sua
estrutura eletronica que facilita a doacao de elétrons, reduzindo a formagao de espécies reativas
de oxigénio (Ramirez-Velasquez et al., 2022). Atividade antioxidante ¢ importante para
combater o estresse oxidativo nos 6rgaos do corpo humano (Nirmal et al., 2024), agregando um
valor farmacoldgico as folhas jovens de P. aculeata.

Quando comparados esses resultados com os do estudo realizado por Torres et al. (2022)
com folhas de P. aculeata, observamos que o IC50% obtido neste estudo ¢ maior do que o
alcancado pela extragao pressurizada com agua (0.30 mg/mL), porém menor do que o obtido
pela extragdo pressurizada com etanol (1.64 mg/mL). Por outro lado, o extrato metanolico de
P. aculeata apresentou IC 50% de 7.09 mg/mL (Souza et al., 2016).

Neste estudo, o extrato rico em betalainas foi obtido de folhas jovens de P. aculeata,
diferente de outras Cactaceas onde este pigmento ¢ predominantemente encontrado nos frutos
(Barkociova et al., 2021), ¢ importante notar que P. aculeata se diferencia da maioria das outras
Cactaceas por apresentar folhas desenvolvidas (Mauseth, 2007).

E importante destacar que a identidade do pigmento de cor violeta presente em folhas
apicais de P. aculeata era até entao desconhecida. Este ¢ o primeiro estudo que relata a presenca
de betalainas em folhas apicais de plantas cultivadas em casa de vegetacao desta espécie.

Desta forma, este estudo traz um avango cientifico importante ao relatar a presenca de
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betalainas em folhas apicais de P. aculeata o que abre novas perspectivas para aplicagdes
tecnoldgicas e terapéuticas, amplia o potencial econdomico e contribui para elucidar os efeitos
ja conhecidos desta espécie. Além disso, a exploracao da biodiversidade para identificar novas
fontes deste pigmento ¢ relevante devido a suas muitas suas propriedades tecnoldgicas e

medicinais.

5. CONCLUSOES

A otimizacdo das condigdes de extracdo demonstrou valores otimos da razio
massa/solvente de 0.01g/mL, temperatura do solvente 45 °C, e tempo de extracdo de 3.42
minutos, sendo a razdo massa/solvente e a temperatura do solvente os fatores mais influentes.
O extrato otimizado apresentou mesmo tempo de retencdo e banda de maior intensidade a 536
nm equivalente ao padrdao comercial Betanin. O extrato aquoso das folhas apicais de Pereskia
aculeata Miller apresentou maior estabilidade de cor em pH neutro e levemente acido e
alteracao para cor amarelo em pH alcalino, resultado semelhante a extratos ricos em betalainas
obtido de outras espécies vegetais. O potencial antioxidante do extrato otimizado foi de IC 50%
0.89mg/mL. Estes resultados demonstram que folhas apicais de P. aculeata sao uma fonte

promissora de betalainas.
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Figura 2: Otimizagdo das condi¢des de extracdo de betacianinas de Pereskia aculeata

Figura 1: Extrato de folhas apicais de Pereskia aculeata apds otimizagao das condigdes de



