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RESUMO

RIBEIRO, M. de F. Determinacéo simultanea de fitoesterdis e compostos fendlicos em
folhas de Ipomoea batatas (I.) Lam. cultivadas para producéo industrial de etanol 2016.
P. 59. Dissertagdo (Mestrado) Agroenergia, Universidade Federal do Tocantins — UFT.
Pesquisas apontam a batata-doce, como matéria-prima adequada a producao industrial de
etanol, com capacidade de incluir pequenos produtores ao setor agroenergético. Ao mesmo
tempo, alguns trabalhos demonstram a importancia desta producéo se estabelecer sobre os
principios de biorrefinaria com aproveitamento dos metabolitos secundarios desta planta para
fins farmacologicos. O presente trabalho foi desenvolvido partindo do pressuposto de que 0s
fitoesterois, metabolitos secundarios de grande importancia fitoterapica, complementam os
compostos fenolicos, nas folhas desta planta. Assim, este trabalho teve como objetivo
determinar fitoesterois, compostos fenolicos e avaliar a atividade antioxidante nas folhas de
quatro cultivares de Ipomoea batatas (L.) Lam. utilizadas na producéo industrial de etanol.
Coletaram-se folhas adultas de quatro cultivares de batata-doce, as quais foram secas,
reduzidas a po e submetidas a extracdo ultrassénica em solucdo de metanol/acetonitrila.
Durante a concentragdo dos extratos houve a formacdo de duas fases, que mediante a
prospecc¢do preliminar constatou-se que uma era rica fitoesterdis (FRF) e a outra em
compostos fenolicos (FRCF). Na FRF, foi determinado o teor de fitoesterdis totais pelo
método clorogénico SPF, que variou entre 132.35 + 3.61 mg EStg/g para cultivar Duda a
195.21 = 3.97 mg EStg/g para a cultivar Amanda. Na FRCF, foram determinados o0s
conteddos de fendis totais pelo método Folin—Ciocalteu, flavonoides e flavondis totais pelo
método da complexacdo com cloreto de aluminio e a atividade antioxidante pelo método
DPPH. O conteudo de fendis totais variou entre 140.84 + 1.07 mg EAG/g para a cultivar
Duda e 151.20 + 1.24 mg EAG/g para Marcela, flavonoides entre 70.98 + 0.61 mg ER/g para
a cultivar Amanda e 121.58 + 1.22 mg ER/g para Marcela, Flavonois entre 29.58 + 0.65 mg
ER/g para a cultivar Duda e 57.46 £ 0.87 para a cultivar Marcela. A atividade antioxidante foi
boa na maioria das cultivares e apresentou forte correlacdo com o conteudo fendlico, mais
acentuado com os flavondis. O melhor valor da DPPH-CEsp foi observado para Marcela (CEso
= 43.69 £ 0.22), a qual teve atividade antioxidante igual ao padréo rutina nas concentracdes
de 30, 60 e 120 pg. As duas fracBes obtidas foram também submetidas a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que permitiu a identificacdo do estigmasterol
e B-sitosterol na FRF e galocatequina, catequina, rutina, acido eldgico, naringina, miricetina,
morina e quercetina na FRCF, os compostos identificados sdo relatados na literatura como
benéficos a salde humana . Os dados obtidos no presente trabalho sugerem o
desenvolvimento de pesquisas que avaliem a logistica de implementacdo de biorrefinarias na
producdo de etanol a partir de I. batatas.

Palavras-chave: Fitoesterdis, Compostos fendlicos, flavonoides, flavonois, Ipomoea batatas.
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ABSTRACT

RIBEIRO, M. de F. Simultaneous determination of phytosterols and phenolic
compounds in the leaf residue of cultivars Ipomoea batatas (L.) Lam. utilized in
industrial ethanol production 2016. P. 59. Dissertacdo (Mestrado) Agroenergia,
Universidade Federal do Tocantins — UFT.

Research indicates the sweet potato as suitable raw materials to industrial production of
ethanol, with the ability to include small producers to agro-energy sector. At the same time,
some studies have shown the importance of this production is established on the principles of
biorefinery with use of secondary metabolites of this plant for pharmacological purposes. This
work was developed on the assumption that the phytosterols, secondary metabolites of great
importance herbal complement the phenolic compounds in the leaves of this plant. This work
aimed to determine phytosterols, phenolic compounds and evaluate the antioxidant activity in
the the leaves of four cultivars of Ipomoea batatas (L.) Lam. utilized in industrial ethanol
production. Adult leaves were collected four sweet potato cultivars, which were dried,
reduced to powder and subjected to ultrasonic extraction in of methanol / acetonitrile solution.
During concentration of the extract was the formation of two phases, which, by preliminary
prospecting was found that a was rich phytosterols (FRP) and the other in phenolic
compounds (FRPC). The FRP, it was determined the content of total phytosterols by
chlorogenic SPF method, which ranged from 132.35 = 3.61 mg StgE / g to grow Duda to
195.21 £ 3.97 mg StgE / g to cultivate Amanda. In FRPC they were determined the contents
of total phenols by Folin-Ciocalteu method, flavonoid and total flavonols by the method of
complexation with aluminum chloride and the antioxidant activity by DPPH method. The
content of total phenols ranged from 140.84 +01.07 mg GAE / gto cultivate Duda and
151.20 + 1.24 mg GAE / g to Marcela, flavonoid between 70.98 + 0.61 mg ER / g to cultivate
Amanda and 121.58 + 22.01 mg ER / g Marcela, Flavonols between 29.58 + 0.65 mg ER / g
to cultivate Duda and 57.46 + 0.87 to cultivate Marcela. The antioxidant activity was good in
most cultivars and showed a strong correlation with the phenolic content, more pronounced
with the flavonols. The best value of DPPH-ECso was observed for Marcela (ECso = 43.69 +
0:22), which has antioxidant activity equal to the standard rutin in concentrations of 30, 60
and 120 pg / mL1. The two fractions obtained were also subjected to analysis by high-
performance liquid chromatography (HPLC), which allowed the identification of stigmasterol
and B-sitosterol in the FRP and gallocatechin, catechin, rutin, ellagic acid, naringin, myricetin,
morin and quercetin in FRPC, the identified compounds are reported in the literature as
beneficial to human health. The data obtained in this study suggest the development of
research to assess the logistics of implementation of biorefinery in the production of ethanol
from 1. batatas.

Keywords: phytosterols, phenolic compounds, flavonoids, flavonols, Ipomoea batatas.
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1. INTRODUCAO

A energia é base fundamental para os atuais modelos de desenvolvimento
socioeconémico (LAVADO, 2009). Porém, seus padrdes de producdo e de consumo sdo
baseados principalmente em fontes fdsseis, as quais sdo encontradas na natureza de forma
limitada e ndo renovavel com efeitos negativos diretos sobre 0 meio ambiente, devido as
emissdes de poluentes, como os gases de efeito estufa (GOLDEMBERG e LUCON, 2007;
ROCHA, 2012). Isto conduz a uma crescente busca por eficiéncia energética e por
combustiveis menos nocivos (LAVIOLA; ALVES, 2011), sendo, a obtencdo de energia de
forma sustentdvel, um dos principais desafios da atualidade (LAVADO, 2009).

Dispor de fontes priméarias de energias renovaveis suficientes e diversificadas, se
configura como o fator condicionante dos possiveis modelos sustentaveis de desenvolvimento
futuro, tanto em escala local e regional, como nacional e global (LAVADO, 2009). Neste
contexto, a utilizacdo da biomassa € considerada uma das principais alternativas para a
diversificacdo da matriz energética, sendo a Unica fonte de energia renovavel que pode
substituir recursos fosseis na producdo de produtos quimicos e combustiveis liquidos (TRAN,
2016; DALE et al., 2016).

Entre os combustiveis liquidos oriundos da biomassa, o bioetanol e o biodiesel, séo,
atualmente, os significativos na producdo em escala industrial (HALLENBECK et al., 2016).
Em particular o etanol se apresenta como o combustivel com maior capacidade de atender a
crescente demanda mundial por energia renovavel com baixo custo e de baixo poder poluente
(SANTOS et al., 2012).

Convencionalmente, o bioetanol é produzido a partir de culturas agricolas que contém
elevado teor de carboidratos como a cana-de-agucar, milho, batata-doce, trigo, mandioca entre
outros (KANG et al., 2014; KLEIN et al., 2016). Dentre os quais, a cana-de-acucar é a
matéria prima preponderante na producdo de etanol do Brasil. Porém, o atendimento das
demandas de biocombustiveis aponta na direcdo do avango de sua monocultura e seus
respectivos impactos sociais e ambientais no territorio nacional, surgindo discussdo sobre a
cadeia produtiva do etanol no pais (RODRIGUES FILHO e JULIANI, 2013). Neste ambito,
algumas pesquisas demonstram que o cultivo de batata-doce poderd ser uma solugédo
alternativa, devido se constituir uma fonte rica e acessivel de carboidratos (SILVEIRA et al.,
2008, SOARES et al., 2014; SANTOS, 2015), além de se configurar como uma cultura
inclusiva para pequenos produtores (SOARES et al., 2014).
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No entanto, algumas barreiras precisam ser superadas na producao de etanol a partir da
batata-doce em escala comercial, especialmente, no que diz respeito ao custo de producéo.
Visando isto, a equipe de pesquisadores do Laboratorio de Sistemas de Producdo de Energia a
Partir de Fontes Renovaveis da Universidade Federal do Tocantins (LASPER/UFT), tem
selecionado por melhoramento genético convencional, cultivares de batata-doce com
caracteristicas adequadas a producéo de etanol (SILVEIRA et al., 2008). Trabalhos realizados
por nossa equipe de pesquisa com estas cultivares tém demonstrado que, além da selecéo de
boas cultivares, o custo de producéo pode ser compensado também a medida que a producéo
de etanol a partir de batata-doce se estabelecer sobre os principios de biorrefinaria, mediante o
incremento de tecnologias para a geracdo de outros produtos a partir das partes aéreas e dos
residuos gerados dentro da cadeia produtiva. Alvim, (2014) evidenciou no residuo sacaridico
proveniente da biofermentacdo etandlica, a presenca de arabinogalactana, polimeros de
grande interesse farmacologico. Soares et al. (2014), constatou elevados niveis de compostos
fendlicos com capacidade antioxidante e anti-inflamatéria em residuos foliares, fato que
demonstra grande potencial de aplicacdo do residuo agroenergético proveniente desta cultura
no desenvolvimento de produtos de interesse humano de grande valor agregado.

O trabalho de Soares et al. (2014) com as folhas das cultivares de batata-doce
desenvolvidas para producdo industrial de etanol por Silveira et al. (2008), partiu do
pressuposto, de que, a boa adaptacdo destas cultivares as condi¢des edafoclimaticas do estado
do Tocantins, poderiam estar relacionados a producao elevada de metabolitos secundarios por
estas plantas, fato que foi constatado pela determinacdo do alto teor de compostos fendlicos.
O presente trabalho foi desenvolvido partindo do fato de que os fitoesterdis também
contribuem de forma significativa no processo de adaptacdo das plantas ao ambiente, pois
tornam as plantas capazes de adaptar-se a diferentes condic6es de temperatura (DUFOURC,
2008; CHRISTIE, 2012). Como se trata de compostos de grande importancia fitoterapica,
evidenciado por diversos estudos, que tém demonstrado sua influéncia sobre prevencdo de
doencas cardiovasculares (GYLLING et al., 2014), neuroldgicas (BURG et al., 2013),
cancerigenas entre outras (GRATTAN Jr., 2013, McDANIEL et al., 2013), sua constatagdo
nestas cultivares fortalece o conhecimento sobre o potencial de aproveitamento do
componente foliar da batata-doce em um sistema de biorrefinaria.

Visando ampliar o conhecimento sobre o potencial desta cultura para o

aproveitamento total da biomassa durante a producéo de etanol, este trabalho apresenta
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estudos que ampliam o conhecimento sobre a constituicdo fendlica de sua estrutura foliar,

obtido de forma simultanea com fitoesterais.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Determinar fitoesterdis, compostos fendlicos e avaliar a atividade antioxidante nas
folhas de quatro cultivares de Ipomoea batatas (L.) Lam. utilizadas na producdo industrial de
etanol.

1.2.2 Objetivos especificos

v Determinar o perfil fitoquimico de duas fracdes extrativas obtidas a
partir das folhas de I. batatas.

v Determinar o teor de fitoesterois nas folhas de I. batatas;

v Determinar compostos fendlicos, flavonoides e flavonois nas folhas de
I. batatas;

v Avaliar o potencial antioxidante de duas fragdes extrativas obtidas a
partir das folhas de I. batatas.

v Identificar os principais fitoesterois e compostos fendlicos das folhas de

|. batatas.

18



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Batata-doce

A batata-doce (Ipomoea batatas) é uma planta originaria dos Andes estendendo-se da
Peninsula de Yucatan, no México, até a Coldmbia (ROESLER et al., 2008; CASTRO et al.,
2009; NELSON e ELEVITCH, 2011). Atualmente é cultivada em todas as zonas tropicais,
subtropicais e temperadas do mundo (CARMONA, et al., 2015), é a sexta cultura alimenticia
mais importante, com producdo global anual de mais de 105 milhdes de toneladas, 95% das
quais cultivadas em paises em desenvolvimento (PAVLAK et al., 2011; SOARES et al.,
2014).

A Dbatata-doce teve sua primeira descricdo em 1753 por Lineu, sob o nome de
Conculvulus batatas. Todavia, em 1791, Lamarck, baseado na estrutura do estigma e dos
grdos de polen, a classificou no género Ipomoea, mudando seu nome para Ipomoea batatas
(L.) Lam., que ainda permanece (HAND e COCKERHAM, 1921; HUAMAM, 1992). A
Ipomoea batatas € uma angiosperma dicotiledénea (WOOLFE, 1992; HUAMAM, 1992),
pertencente a familia Convolvulaceae (WOOLFE, 1992; CARMONA, et al., 2015).

E uma espécie hexaploide com 90 cromossomos (2n= 6x= 90), (ROESLER et al.,
2008; CASTRO et al., 2009; CARMONA, et al., 2015). Devido ao seu elevado nivel de
ploidia, a batata-doce apresenta grande diversidade fenotipica e genotipica (BORGES et al.,
2009; CARMONA, et al., 2015). A espécie |. batatas € composta por vegetais perenes com
morfologias diversificadas. Mas em geral, sua parte aérea é formada por um caule herbaceo
rastejante prostrado do tipo estolho, com nds e entrends bem definidos, podendo se dispor na
horizontal rente ao solo, ou na vertical com crescimento ereto e semiereto, apresentando
hastes longas em algumas variedades, ou ramos pouco desenvolvidos em outras. Das regides
nodais do caule partem ramos foliares, sustentadas por um peciolo pubescente variando de 5 a
30 centimetros de comprimento (NELSON e ELEVITCH, 1992 SOARES et al., 2014).

Os ramos foliares de I. batatas podem apresentar coloragdo que varia de verde ao roxo
e formato que pode variar do arredondado, reniforme, cordado, triangular, hastada, lobado a
secto. Na planta adulta, alguns ramos podem ainda conter flores de coloragdes lilds ou
arroxeadas presas por meio de um longo pedunculo. Tais flores sdo hermafroditas, mas de

fecundacdo cruzada devido a sua autoincompatibilidade, que por meio de polinizadores
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produz pequenos frutos secos descentes, com poucas sementes, mesmo em boas condi¢oes
ambientais (NELSON e ELEVITCH, 1992).

Nas regides dos ramos de |. batatas que entram em contato com o solo, desenvolvem-
se subterraneamente estruturas radiculares com diferentes formato e cor, que podem variar de
acordo com a cultivar ou em decorréncia das condigdes de solo. Com base no papel que
desenvolvem na planta, as raizes de |. batatas podem ser classificadas em dois tipos
fundamentais: raizes de absorcéo e raizes de reserva (HUAMAM, 1992).

As raizes de absorgdo sdo as responsaveis pela nutricdo e suporte da planta, enquanto
as raizes de reserva representam a parte de maior interesse na agricultura, por apresentar
grande capacidade no armazenamento de substancias nutritivas, principalmente carboidratos,
destacando-se mais 0 amido (HUAMAM, 1992).

As raizes de reserva de |. batatas podem adquirir diversas variacbes morfoldgicas,
desde o formato até a coloracdo da pelicula externa e da polpa. Seu formato pode ser redondo,
oblongo, fusiforme ou alongado e ainda apresentar veias, dobras e possuir pele lisa ou rugosa.
Estas se dispdem na planta de forma dispersa ou formando agrupamentos abertos
(HUAMAM, 1992). A pelicula externa pode ser branca rosada ou avermelhada e a polpa
geralmente é de cor branca, amarela ou creme (SILVEIRA et. al., 2008), dotada de um latex
proveniente da medula central do parénquima, que pode variar em concentracdo dependendo

do desenvolvimento da planta e das condi¢fes ambientais (HUAMAM, 1992).

2.1.1 Cultivo de I. batatas

O cultivo da batata-doce é uma préatica que ocorre ha mais de dez mil anos (NELSON
e ELEVITCH, 2011) e, tradicionalmente, o cultivo é realizado em conjunto com diversas
outras culturas, exercido de forma empirica por familias rurais, visando a alimentacdo humana
e de animais domeésticos (SILVA et al., 2006; LAURIE et al., 2015).

O Brasil € um dos maiores produtores mundial de I. batatas, com produgdo anual em
2012 de 479.425 toneladas, obtida em area plantada de 40.120 hectares (FAO, 2012; IBGE,
2012) e com rendimento médio de 11,8 t/ha (SILVA et al., 2015). Embora o Nordeste
apresente a maior area plantada (16.717 ha), seu rendimento médio de 8,78 t/ha é baixo
quando comparado ao da regido Sul, com produtividade média de 13,86 t/ha, o0 que representa
47,85% da producdo nacional, obtida em area plantada de 16.560 ha. Ja as regiGes Sudeste e
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Centro-Oeste apresentam os maiores rendimentos médios por area do pais, com 15,84 t/ha e
27,99 t/ha, respectivamente, de acordo com dados do IBGE (2012).

I. batatas é uma planta perene, no entanto é muito cultivada como cultura anual, por
meio de propagacdo vegetativa com raizes ou estacas (HUAMAM, 1992; COSTA, 2015).
Outro fator a ser considerado na cultura da |. batatas é a questdo do fotoperiodismo, pois
segundo Nelson e Elevitch (2011), o comprimento de dia curto estimula o desenvolvimento
de raizes, enquanto que o comprimento de dia longo estimula o de brotos. Consequentemente,
durante o periodo de cultivo em que a temperatura do ar € mais alta e 0 comprimento de dias
mais longos, a colheita pode ser realizada 4 a 5 meses apés o plantio.

No Estado do Tocantins, foram iniciados trabalhos com o objetivo de produzir
variedades de batata-doce para a producdo de etanol por meio de técnicas de melhoramento
genético com cultivares ocorrentes no Estado do Tocantins, 0s quais conseguiram obter
variedades de batata-doce com excelente producdo de amido e adaptacdo a regido, mas que
apresentaram diferentes tempos de maturidades entre as mesmas (SILVEIRA et al., 2008),

como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - quatro cultivares de batata-doce, selecionada pelas suas caracteristicas para a producédo de
etanol nas condicOes do Estado do Tocantins - Universidade Federal do Tocantins — UFT (1997 a
2007)

Cultivares Produtividade Amido Etanoll/t  Etanol Ciclo/ Casca Polpa
t/héa % I/ha més

Amanda 46,70 21,4 141,24 6.595,00 4~5 Branca Creme

C. Vitoria 32,17 30,2 199,32 6.412,12 6~7 Roxa Branca

Duda 65,50 24,4 161,04 10.467,00 6~7 Roxa Branca

Marcela 36,80 22,2 146,52 5.391,93 6 Rosada Creme

(Fonte: Silveira et al., 2008)

Portanto, selecionar cultivares de | batatas bem adaptadas a regido e o adequado
sistema de producéo sdo de grande importancia, para a obtencdo de uma boa produtividade.
Contudo, isso por si s6 ndo é suficiente para o sucesso da produgdo do etanol em escala
industrial. E necesséario, também, que a cultivar tenha alta produtividade de amido,

possibilitando que a producéo do etanol tenha menor custo.

2.2 Etanol

21



A versatilidade e a elevada variabilidade genética também podem ser fatores que
possam contribuir para aumentar o potencial do uso de | batatas para producdo de etanol
(COSTA, 2015). O etanol é um excelente combustivel utilizado diretamente como carburante
no transporte (95% de etanol e 5% de agua), podendo ainda ser adicionado a gasolina. O
etanol também é empregado na industria quimica e na fabricacdo de bebidas, sendo
atualmente ao principal bicombustivel utilizado no mundo (PRASAD et al., 2007; SANCHEZ
e CARDONA, 2008; SILVA, 2013).

Este bicombustivel fornece uma série de beneficios para o ambiente, devido a sua
baixa pressao e reduzida emissdo, em face de suas caracteristicas de combustdo limpa, pois se
trata de combustivel oxigenado, contendo 35% de oxigénio. Por possuir elevada octanagem,
apresenta vantagens quando é utilizado como aditivo, pois reduz a quantidade de
hidrocarbonetos nao queimados e de monoxido de carbono no sistema de exaustdo de motores
térmicos, o que implica na reducdo dos compostos aromaticos, substancias com elevado teor
toxicolégico, no ar atmosférico (PRASAD et al., 2007; SANCHEZ e CARDONA, 2008).

Em funcdo de suas caracteristicas, ha 16 anos, a producdo mundial de etanol cresceu
317%, atingindo em dez anos 92 bilhdes de litros, dos quais quase 73% foram utilizados
como combustivel (SILVA, 2013). No cenédrio mundial, os maiores produtores e
consumidores de etanol sdo o Brasil e os Estados Unidos da América, que juntos produziram
mais de 80% da producéo e do consumo mundial, que utilizam o biocombustivel adicionado a
gasolina (CARVALHO et al., 2013; SCHUTZ et al., 2013). Atualmente de acordo com Brasil
(2015), a produgdo de etanol anidro no Brasil foi de 971,2 milhdes de litros. Ja a produgdo de
etanol hidratado ficou em 1,9 bilhdes de litros.

Visando contribuir para a producdo etanol, a Universidade Federal do Tocantins
(UFT) em seu programa de melhoramento genético convencional para producdo industrial de
etanol (SILVEIRA et al.,, 2008; MARTINS et al., 2012), produz nas condigdes
edafoclimaticas do Estado do Tocantins, cultivares de I. batatas, que podem chegar a 10.467
litros por hectare (SILVEIRA et al., 2008). Esses resultados podem ser considerados
excelentes se comparados com os estudos realizados por Taborda et al. (2015), onde
demonstrou a producdo de etanol, considerando os dados da produtividade media nacional de
12 toneladas por hectare de I. batatas e volume médio de etanol 2.186 litros por hectare.

Todavia, além de melhorar a tecnologia para producdo do produto principal, o etanol,
também € necessario agregar valor a cadeia produtiva da batata-doce, para isso € essencial

incorporar conhecimentos, mais informagdes e tecnologias para orientar o desenvolvimento e
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superar as barreiras dos custos de producdo, sua entrada e manutencdo no mercado. Neste
sentido uma alternativa viavel para ser considerada é encontrar formas de agregar valor a sua

cadeia produtiva, com a utilizagdo total de matéria prima, sem a geracao de residuos.

2.3 Residuos da agroenergia

A produgdo agricola e o seu beneficiamento geram restos de colheitas e residuos, e
quase sempre sdo devolvidos ao meio ambiente de forma inadequada, podendo originar
contaminantes do solo e das aguas, provocando prejuizos ambientais e ainda sociais e
econémicos (MAZZER e CAVALCANT, 2004; MORALES, 2011 ROSA et al., 2011;
SARKAR et al., 2012). Os efeitos da degradacdo ambiental em consequéncia das atividades
industriais atingem niveis cada vez mais alarmantes (SARKAR et al., 2012). Segundo Rosa et
al. (2011) a geracdo de residuos esta associada ao desperdicio no uso de insumos, a perdas
resultantes da producdo, consumo e principalmente a materiais que, gerados ao longo da
cadeia produtiva, ndo possuem valor econdmico evidente (ROSA et al., 2011). A producéo de
materiais alternativos a partir de residuos agroindustriais se apresenta como alternativa viavel,
pois podem reduzir custos na disposi¢cdo final dos rejeitos e ainda fornecer produtos com
maior valor agregado, além de proporcionar o adensamento da cadeia produtiva (SILVA et
al., 2015).

Recentemente, especial atencdo tem sido despendida ao emprego dos residuos na
producdo de novos produtos, em substituicdo aos recursos ndo renovaveis (PANDEY et al.,
2000; ROSA et al., 2011). Um bom exemplo do emprego dos residuos € a adocdo crescente
das biorrefinarias, cujo processo industrial € equivalente ao das refinarias de petréleo, que

integram processos visando a valorizacgdo total da matéria-prima (ROSA et al., 2011).

2.4 Biorrefinaria

Biorefinaria é caracterizado pelo processamento sustentavel da biomassa em produtos
comercializaveis e energia. Uma biorrefinaria pode ser uma instalagéo (unidade produtiva), ou
mesmo um conjunto de instalagdes interligadas (JONG e JUNGMEIER, 2015). O conceito de
biorrefinaria enfoca o aproveitamento da matéria-prima, a biomassa, de modo que se
obtenham cadeias de valores similares aquelas dos derivados do petréleo, porém com menor
impacto ao meio ambiente (DEMIRBAS, 2009; GHATAK, 2011).
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Uma biorrefinaria pode integrar, em um mesmo espaco fisico, processos de obtengdo
de biocombustiveis, multiplos produtos quimicos, energia elétrica e calor, além de derivados
refinados, levando-se em consideracdo, entre outros aspectos, os balancos de energia e de
massa, o ciclo de vida e a reducdo de gases do efeito estufa (DEMIRBAS, 2009; GHATAK,
2011; ROSA et al., 2011; ALVIM et al., 2014;SILVA et al., 2015). Muito esforgo é destinado
a criacao de novas rotas de utilizacdo da biomassa na producao de compostos com maior valor
agregado. Os compostos quimicos de origem vegetal ganham consideravel espaco no mercado
gracas a esses esforcos e ao idealismo de criacdo de uma induUstria quimica baseada em
bioderivados e também devido a presséo politica (SILVA et al., 2015).

No contexto das biorrefinarias |. batatas, que se caracteriza como uma importante
fonte para a producdo de bioetanol, também é relatada como potencial para metabdlitos
secundarios na parte foliar. Os metabolitos secundéarios sdo compostos que podem ser
extraidos de derivados da biomassa dos vegetais e possuem potencial para agregar valor a
cadeia produtiva dessa espécie. Esses metabolitos tém funcéo estratégica na industria quimica,
pois é fonte para fornecimento de insumos e produtos finais para farmacologia (ROSA et al.,
2011; ALVIM et al., 2014).

2.5 Metabolitos secundarios

Os metabolitos secundarios se constituem como fonte produtos em biorrefinarias,
gracas as suas propriedades quimicas que aumentam a aptiddo do vegetal sobreviver e
permitir-lhe interagir com o seu ambiente. Tais compostos contribuem para aumentar a
probabilidade de sobrevivéncia da espécie, por serem responsaveis por diversas atividades
bioldgicas, atuando como antibi6ticos, antifingicos e antivirais para proteger as plantas dos
patdgenos. Alguns destes metabolitos atuam absorvendo luz ultravioleta para evitar que as
folhas sejam danificadas (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; FUMAGALLI, 2008; PEREIRA e
CARDOSO, 2012; GRANATO et al., 2013).

O metabolismo é definido como o conjunto total das transformacdes das moléculas
organicas catalisadas por enzimas, visando ao aproveitamento de nutrientes para satisfazer as
exigéncias fundamentais da célula. Além do metabolismo primario, responsavel pela sintese
da celulose, da lignina, das proteinas, dos lipideos, dos acUcares e de outras substancias
importantes para a realizacdo das funcdes vitais, as plantas também apresentam o chamado
metabolismo secundario (PEREIRA e CARDOSO, 2012). Diferente dos metabolitos
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primarios, os metabolitos secundarios apresentam-se em baixas concentracfes e somente em
determinados grupos de plantas (PEREIRA e CARDOSO, 2012). Devido as amplas
atividades bioldgicas, os metabdlitos secundarios sdo utilizados como matéria-prima para
medicina, cosmetologia, quimica fina ou mais recentemente, como nutracéuticos
(FUMAGALLI, 2008; SYTAR et al., 2016).

2.6 Metabolitos secundarios utilizados na medicina, cosmetologia, quimica finae

como nutracéuticos

Os medicamentos a base de plantas tém sido usados desde os tempos antigos como
remédio para o tratamento de doengas, pois contém ingredientes farmacoldgicos e bioldgicos
ativos (HAJIMEHDIPOOR et al., 2014 e SYTAR et al., 2016). Muitos trabalhos tém sido
realizados comprovando a eficacia dos metabolitos secundarios das plantas na cura ou na
prevencdo de doencas humanas, exercendo efeito contra células cancerigenas (GABAY et al.,
2010; DUARTE, 2011;LEONG et al., 2011), doencas neurodegenerativas (LOPEZ et al.,
2014), acdo hipocolesterolémica (HERCHI et al., 2009; GABAY et al., 2010) e acdo
antioxidante (DOM et al. 2011; GHASEMZADEH et al. 2012; SYTAR et al., 2016).

Além de poder ser utilizados pela medicina Os metabdlitos secundarios também
podem ser usados na cosmetologia. De acordo com Sarafet al. (2014), ciéncia destinada a
pesquisa, desenvolvimento, elaboracdo e producdo de produtos que tratam e embelezam as
partes externas do corpo humano, os bioativos podem estimular a autoprotecdo dos tecidos,
proporcionando a formacéo de filmes protetores, o sequestro de radicais livres, a restauracao
de estrutura danificada e a lubrificacdo adequada dos tecidos capilares e pele.

Outro emprego que pode ser dado aos metabolitos secundarios em funcdo de suas
propriedades, é na geracdo de compostos quimicos que se caracterizam como produtos de
altissimo valor agregado e pouca quantidade, gerados pela quimica fina, atividade que
utilizam variados e complexos processos biotecnoldgicos podendo gerar produtos farmacos,
fragrancias e corantes (OLIVEIRA, 2015).

Os muitos metabolitos secundarios também podem ser utilizados na quimica fina para
producdo de alimentos, na inddstria de cosmeticos ou como corantes naturais, agentes
conservadores, antioxidantes naturais e aditivos nutricionais (SOTO et al., 2015). Dessa

forma, a utilizagdo dos metabolitos secundarios derivados de plantas vem aumentando nos
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ultimos anos, estudos de plantas medicinais passam a ser essencial, tornando-se uma area
extremamente intensa para a pesquisa (JOAO et al., 2015; SYTAR, et al., 2016).

Os metabdlitos secundarios sdo fontes também para o0s nutracéuticos, nutrientes
especificos que ndo sdo alimentos, mas também nédo sdo remédios, sdo agentes terapéuticos
com capacidade de diminuir o risco de doencas, que tém impulsionado a investigacdo
cientifica para a identificacdo e caracterizacdo de compostos moleculares, bem como o
desenvolvimento de alimentos funcionais com propriedades benéficas a saide humana, dos
quais se destacam aqueles com propriedades antioxidantes (FRANCINI e SEBASTIANI,
2013). Muitos metabolitos secundarios, apresentam propriedades antioxidantes comprovadas
(PROCHAZKOVA et al., 2011; VEBER et al., 2015; GANESHPURKAR e SALUJA, 2016),
Servindo como base para producao dos nutracéuticos e demonstrando potencial no controle e
tratamento de varias doencas cronicas, como o cancer do colon, diabetes e 0o mal de
Alzheimer (KUPPUSAMY et al., 2014).

Assim como 0s compostos com potencial para atividade antioxidante, uma grande
variedade de outros compostos integra a constituicdo dos vegetais que podem exercer as mais
variadas fungdes bioldgicas. A batata-doce, planta que apresenta grande potencialidade
energética em funcdo de seu metabolito primario, o amido (SILVEIRA et al., 2008;
SANTOS, 2015), possui também elevado potencial para ser fonte de metabolitos
secundarios, com possivel funcdo fitoterapéutica, em sua estrutura foliar (XU et al., 2010;
GHASEMZADEH et al.,, 2012; SONG et al.,, 2011; SOARES et al., 2014). Os grupos
representantes dos metabdlitos secundarios sdo o0s compostos fenolicos, terpénicos,
fitoesterodis e os alcaloides (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; FUMAGALI, 2008; PEREIRA
e CARDOSO, 2012).

2.7 Os fitoesterois

Os esterois vegetais ou fitoesterois pertencente ao grupo dos metabdlitos secundarios
sdo compostos bioativos naturalmente presentes nos vegetais, podendo estar presentes em
qualquer parte das plantas. S&o componentes estruturais da membrana celular que regulam a
sua fluidez e permeabilidade, possuindo a mesma estrutura do anel
ciclopentanoperidrofenantreno (LAGARDA et al., 2006; HERCHI et al., 2009). Os
fitoesterois possuem sua estrutura similar a do colesterol, porém incluem um grupo de metilo

ou etilo no carbono 24 de sua molécula (FERNANDES, 2015). Ha dois grupos de esterois
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vegetais: os fitoesterdis com uma ligacdo dupla na posicdo 5 e os estendis, que ndo incluem a
ligacdo dupla (FERNANDES, 2015). A maioria dos fitoesterdis contém 28 ou 29 atomos de
carbono e uma ou duas ligacGes duplas carbono-carbono (LAGARDA et al., 2006). S&o
compostos tetraciclicos e apesar de ndo serem realmente lipidios, partilham com esses
algumas propriedades fisicas, encontrando-se, sobretudo em 6leos e gorduras, constituindo a
fracdo insaponificavel (DUARTE, 2011).

Relatos na literatura indicam que ja foram identificados mais de 200 diferentes tipos
de fitoesterdis (RUGGIERO et al., 2013; FERNANDES, 2015), no entanto [-sitosterol,
estigmasterol e campesterol s&o os mais representativos. (RUGGIERO et al., 2013; BOMBO,
2014).

2.7.1 Papel biologico dos fitoesterdis

Assim como o importante papel na manutencdo e fungdo das membranas das células
vegetais, os fitoesterdis sdo também precursores de um grupo de fatores de crescimento das
plantas (PIIRONEN et al., 2000). Para os seres humanos, os fitoesterois sdo de grande
importancia em termos nutricionais e também do ponto de vista fisiolégico (SALGADO et
al., 2008). Séo ingredientes funcionais ndo sintetizados pelo organismo humano, sendo
fracamente absorvidos e excretados rapidamente pelo figado (DUARTE, 2011). Alguns
estudos demonstram que os fitoesterdis possuem propriedades anti-inflamatérias (GABAY et
al., 2010), antibacteriana e anti-ulcerativa (HERCHI et al., 2009; GABAY et al., 2010).

Os fitoesterdis ainda sdo conhecidos por terem propriedades hipocolesterolémicos.
Isso devido a sua estrutura quimica ser semelhante ao do colesterol. O composto age
competindo pela absor¢do no limen do intestino, acarretando na menor absor¢do do
colesterol, dessa forma promove beneficios para a satde dos individuos cardiacos. A ingestao
diaria de 160 mg a 400 mg de fitoesterois dependendo das caracteristicas do individuo, é
fundamental para diminuir o colesterol sanguineo (CHEN et al., 2015).

Segundo Gabayet al. (2010) e Duarte (2011) os fitoesterdis também podem ter efeitos
benéficos contra o cancer do colon e da mama. Duarte (2011) e Leonget al. (2011) relatam
que o p-sitosterol, é um fitoesterol, que pode exercer efeito deletério sobre células
cancerigenas provenientes do cancer da prostata, diminuindo o crescimento e induzindo a
apoptose dessas células, Segundo Lopez et al. (2014), o B-sitosterol no cérebro pode modular

a expressao de genes envolvidos na absor¢do e o metabolismo lipidico, inibindo as plaquetas
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B-amildides. Cerqueira (2009) relata que a beta-amildide desempenha papel precoce e central
na patogenia da doenca neurodegenerativa progressiva, responsavel pela grande maioria das
deméncias relacionadas com a idade.

O B-sitosterol também tem acdo sobre a fungdo mitocondrial, promovendo a fluidez da
membrana interna em células de hipocampo. Esses efeitos sugerem seu potencial para uso na
prevencdo e tratamento de doencas neurodegenerativas, como 0 mal de Alzheimer (LOPEZ et
al., 2014).

Estudos indicam que o fitoesterol, estigmasterol possui propriedades anticancerigenas
de multiplas vias, entre elas a de transducéo de sinal e aptose, podendo induzir aumentos de 4
a 6 vezes de morte apoptética de células MDA-MB-231(linhagem de célula de mama
cancerigena). Este fitoesterdl pode inibir o crescimento do tumor de células ndo-hormonais e
do céancer da mama (NACHIMUTHU e PALANISWAMY, 2013)

2.8 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo também metabolitos secundarios que exercem variadas
atividades fitoterapicas (AMARETTI et al., 2015). E um grupo heterogéneo de compostos
derivados do metabolismo secundario de plantas. Estruturalmente, os compostos fendlicos
tém, pelo menos, um anel aromatico em que um ou mais grupos hidroxilo estdo ligados a
estruturas aromaticas ou alifaticas (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Estes compostos possuem
uma ampla diversidade estrutural devido a variedade de combinagdes que acontece na
natureza e 0s compostos resultantes sdo chamados de polifenois. Estas combinagdes fendlicas
podem ser categorizadas em varias classes, sendo 0s principais, acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos, linhanos, taninos hidrolizaveis, e taninos condensados, com base do nimero de
anéis fenolicos e nos elementos da estrutura que os ligam (AMARETTI et al., 2015).

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais abundantes (SOTO et al., 2015), sdo
compostos de baixo peso molecular, consistindo em 15 atomos de carbono, organizados na
configuragdo C6 — C3 — C6. A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis
aromaticos, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico. As variacdes anel
central, resultam em importantes classes de flavonoides (TARAHOVSKY et al., 2014). As
principais classes pertencentes aos flavonoides sdo as flavonas, as flavanonas, os flavonois, as
antocianidinas e as isoflavonas (JESUS e CUNHA, 2012; AMARETTI et al., 2015 ). De
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acordo com Jesus e Cunha (2012), ha também as auronas (anel heterociclico de seis membros

substituido por um anel de cinco membros) e as chalconas (forma isomérica de cadeia aberta).

2.8.1 Papel bioldgico dos compostos fendlicos

As caracteristicas estruturais dos compostos fendlicos sdo provavelmente responsaveis
pelas atividades biologicas das plantas, em resposta a diferentes tensdes ambientais, tais
como: infeccdes, ferimentos, radiacdo ultravioleta (UV) e poluente. Os flavonoides,
considerado os compostos fendlicos mais abundantes, sdo também os biologicamente ativos
(SOTO et al., 2015). Atuam nas plantas atraindo polinizadores e disseminando de sementes.
Além da pigmentacdo em frutas, flores, sementes e folhas, os flavonoides também possuem
importantes funcdes na sinalizacdo entre plantas e microbios, na fertilidade de algumas
espécies, na defesa como agentes antimicrobianos e na protecdo a radiacdo ultravioleta
(HUBER e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Estas caracteristicas bioldgicas dos compostos fenolicos tém atraido um crescente
interesse da ciéncia para os seus efeitos benéficos a salde. Os dados epidemioldgicos tém
relacionado o consumo elevado de alimentos ricos em compostos fendlicos a uma diminuicéo
da taxa de doencas cronicas (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Os flavonoides podem atuar
positivamente em doencas humanas, reduzir a inflamacdo e inibir o crescimento tumoral,
possuem propriedade antienvelhecimento, aumentam a resisténcia capilar e promovem a cura
de feridas (SOTO et al., 2015). Segundo Tarahovsky et al. (2014), o potencial terapéutico dos
flavonoides pode revelar eficiéncia mais elevada do que os medicamentos convencionais.
Além disso, os flavonoides e seus derivados podem potencializar a acdo de outras drogas e
muitas vezes, ser menos toxicos.

Nesse sentido muitos outros efeitos bioldgicos positivos a saude humana, tém sido
relatados em fungdo de varios compostos pertencentes ao grupo dos fendlicos. A morina
possui eficaz efeito antidiabético e propriedades antioxidantes (KAPOOR E KAKKAR,
2012), pode ter a capacidade de suprimir a proliferacdo de uma grande variedade de células de
tumor (NASO et al. (2013), tém ainda, mostrado efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios
(KAPOOR e KAKKAR, 2012). A naringina apresenta efeito antioxidante, antimicrobiana e
anti-inflamatoria (RUBIO et al., 2015), pode atuar também como agente antimutagénico,
antibacteriano e antifangico (ITURRIAGA et al., 2014).
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A miricetina pode exercer fungdes bioldgicas como antialérgica, antimicrobiana,
antitrombdtica, antioxidante, cardioprotetora e vasodilatadora (SULTANA e ANWAR, 2008).
Alem disso, pode atuar como inibidor da absorcdo de glicose, reduzindo a hiperglicemia.
Pode executar fungdes, anti-inflatdria, estresse oxidativa e a prevencao do diabetes melito (LI
e DING, 2012).

As catequinas, Catequina e galocatequina sdo amplamente utilizadas como
nutracéutico para melhorar a saide humana, em formulagbes farmacéuticas, pomadas ou
cosméticos (GADKARI e BALARAMAN, 2015) tém atraido a atencdo nos ultimos anos para
0s seus varios efeitos fisiologicos, com acgdo antibacteriana, anticancerigena e anti-
inflamatdria. Sdo compostos eficazes contra bactérias gram-positivas, sendo a galocatequina
um dos mais eficientes antibacterianos. (MIYAMOTO et al., 2013).

O é&cido elagico tém demonstrado diversas funces fitoterapicas, como a capacidade de
prevenir estresses oxidativos, a supressao da leucemia, a inibicdo do crescimento de bactérias
patogénicas humanas, a atividade antiulcera (MEYER et al., 2008; SILVA-JUNIOR et al.,
2010; ABE et al., 2010; TAMASHIRO-FILHO et al., 2012; ISMAIL et al., 2012). Possui
importantes efeitos benéficos a salde contra muitas doencas crénicas ligadas a oxidacéo,
dentre os quais, 0 cancer, as doencgas cardiovasculares e as doengas neurodegenerativas (LI et
al., 2013)

A rutina e a quercetina sdo excelentes fontes de produtos farmacéuticos para a
fitoterapia. A rutina demonstra uma série de atividades farmacoldgicas, incluindo
antioxidantes, citoprotetora, vasoprotetora, anticancerigena, neuroprotetora e atividades
cardioprotetoras. (GANESHPURKAR e SALUJA, 2016). De acordo com Prochazkova et al.
(2011) a quercetina possui capacidade de prevenir contra as lesdes oxidativas. Estudo indican
a possivel eficacia de rutina na formulacdo de protetor solar (OLIVEIRA et al., 2016).
Segundo Wau et al. (2016), a administracdo correta de rutina na dieta alimentar pode ajudar na

recuperacdo de doencas neuroldgicas e efeito anti-inflamatorio.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

O trabalho foi realizado nas dependéncias da Universidade Federal do Tocantins,

campus de Palmas (UFT/Palmas), mediante a execucao de experimentos e aquisi¢ao de
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materiais do Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais — LPPN; Laboratério de
Instrumentacdo Cientifica — LABIC e; Laboratorio de Sistemas de Producdo de Energia a
Partir de Fontes Renovaveis — LASPER/UFT.

3.2 Material vegetal

O material vegetal foi cedido gentilmente pela equipe do LASPER/UFT e se constituiu
de folhas adultas de quatro cultivares de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.),
desenvolvidas por melhoramento genético convencional direcionado para producao industrial
de etanol, registradas no Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) desde
15 de abril de 2008 sob os nomes e numeros de Marcela, 22592; Duda, 22598; Amanda,
22593 e Carolina Vitoria, 22597. As coletas foram realizadas em outubro de 2014,

3.3 Preparacéo dos extratos

O material coletado foi submetido a estabilizacdo em estufa de ar circulante a
temperatura de 50° C e posteriormente pulverizado em moinho de facas tipo Willy
(Fortinox®, STAR FT 50).

O processo de extracdo foi desenvolvido segundo o método descrito por Lin et al.
(2009) com algumas modificacBes. Para tanto, utilizou-se uma solu¢do de metanol/acetonitrila
(80:20, v/:v), por se constituir um solvente extrator tanto de compostos fendlicos, quanto de
fitoesterdis (FENG et al., 2015). O pé das folhas (2 g) foi colocado em frascos de vidro
juntamente com 25 mL da solucédo de extracdo. Os frascos foram imersos num banho de ultra-
sons (mod. USC 1600 — UNIQUE), com transdutores de 40 kHz e transmisséo de ondas ultra-
som a 135 W de baixo para cima. O tempo de extracdo foi fixado em 15 minutos a
temperatura ambiente (aproximadamente 30° C), o qual se repetiu 4 vezes recolhendo-se o
sobrenadante e adicionando nova solugdo de extracdo ao residuo. Os sobrenadantes foram
combinados e filtrados sob vacuo em funil de buchner, utilizando papel filtro com poro de 14
um, posteriormente concentrado em rotaevaporador a 40° C, rotagdo de 70 RPM e pressao -
600 Hg por 30 min. No final deste ultimo processo, observou-se no baldo de vidro que
continha a amostra, a formagdo de um residuo verde aderido ao baldo e um liquido marrom

que ndo evaporou nas condigdes acima. Estas duas partes (residuo e liquido marrom) foram
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coletadas separadamente e submetidas a secagem em capela de exaustdo, congelamento a

- 40° C e liofilizacéo.

3.4 Prospeccdes fitoquimica

As duas fracBes extrativas liofilizadas foram submetidas a triagem fitoquimica
conforme descrito por Matos (2009). A presenca de compostos fenolicos foi determinada pela
adicdo de 0,01 mL de cloreto férrico a 2 % (p/v) sobre a solucdo metandlica do extrato a 1
mg/mL e observacdo da formacdo de precipitado ou desenvolvimento de coloracfes
contrastantes com um branco constituido apenas da solugdo extrativa.

A presenca de fitoesterois foi avaliada por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando placas cromatograficas de silica gel 60 (ALUGRAM®) com dimensbes de
10 x 10 cm, tendo como padrio de referéncia estigmasterol e [-sitosterol. A corrida
cromatografica foi desenvolvida em cuba de vidro saturada por 1 hora com a solu¢édo eluente
diclometano/éter de petroleo/acetato de etila/ (6:3:1: v/v/v). Apds a eluicdo, as placas foram
recolhidas e tiveram o excesso de solvente movido com auxilio de secador de cabelo. Esta
etapa foi precedida da exposicdo a um Spray do revelador SPF 15% (reagente constituido da
solucéo de 2,5 gramas de FeClz-6H>O com 25 mL de acido fosférico, da qual, se retirou 10
mL e misturou com 100 mL &cido sulfarico (LIN et al., 2009).

O potencial antioxidante foi avaliado qualitativamente mediante a adi¢cdo de 0,5 mL de
solugdes metanolicas dos extratos (1 mg/mL) a 5 mL de DPPH (40 pg/mL), ap6s 30 minutos,
observou-se o desenvolvimento de coloragdo amarela, indicativo de possivel atividade
antioxidante.

Ao final da prospeccédo fitoquimica, as duas fracdes tiveram a seguinte classificacéo:
fracdo rica em fitoesterdis (FRF), construida pela porcdo que estava aderida ao baldo do
rotaevaporador e; fracdo rica em compostos fendlicos (FRCF) construida pela parte liquida

marrom que nao evaporou nas condi¢cdes aplicadas no rotaevaporador.

3.5 Determinacao de fitoesterois totais

A quantificacdo dos fitoesterdis seguiu 0 meétodo descrito por Lin et al. (2009) com
algumas modificagdes. Misturou-se 1 mL do reagente SPF com 1 mL de solugdes metanolicas

das FRFs (1 mg/mL) das diferentes cultivares ou soluc¢des do padréo estigmasterol (5 a 100
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pug/mL). A solucdo foi levemente agitada e mantida ao abrigo da luz por 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, mensurou-se a absorbancia a 550 nm, em espectrofotémetro UV-
VIS Biochrom® Biowave Il+ equipado com cubetas de quartzo de um centimetro em
percurso Optico, calibrado com metanol. O teor de fitoesterdis foi determinado por
interpolagfes das absorbancias das amostras contra a curva de calibragdo construida com
diferentes concentragdes do padrdo estigmasterol, expressos como miligramas equivalentes de
estigmasterol por gramas dos extratos (mg Eest/g). Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

3.6 Contetidos fenolicos totais

3.6.1 Determinacdo de fendis totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pelo método Folin—Ciocalteu,
de acordo com a descricdo de Amorim et al. (2008), empregando acido galico como padréo,
em trés repeticoes.

Para esta andlise, 0,2 mL de solucGes das FRCFs (1 mg/mL) das diferentes cultivares
ou solugdes do padrdo acido galico (0,1 a 2,0 pg/ml) foram misturadas 0,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteu (10%, v/v), 1 mL de carbonato de sodio (7,5%, v/v) e 8,3 mL de agua milli-Q
(Agua ultrapura obtida em filtro deionizador da marca Millipore, modelo Milli-Q®). A
mistura permaneceu por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente, antecedendo a
mensuracao da absorbancia a 760 nm em espectrofotdmetro calibrado com agua milli-Q.

O teor de fendis totais foi determinado por interpolagdes das absorbancias das
amostras contra a curva de calibracdo construida com o padrdo acido galico, expressos como

miligramas equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/qg).

3.6.2 Determinacéo de flavonoides totais

A quantificagéo de flavonoides totais foi realizada pelo método colorimétrico descrito
por Soares et al. (2014). Para tanto, treplicas de 0,5 mL de solu¢des metandlicas das FRCFs (1
mg/mL) das diferentes cultivares ou solugdes do padrdo rutina (1 a 10 pg/mL) foram
misturadas com 0,5 mL de &cido acético 60%, 2 mL de uma solucdo de piridina/metanol

(20:80, v/v), 1 mL de cloreto de aluminio a 5% e 6 ml de agua milli-Q. Um branco foi
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construido mediante a juncdo de todos os componentes da reagdo e o0 extrato, substituindo o
cloreto de aluminio por agua milli-Q. A mistura permaneceu por 30 minutos ao abrigo da luz
a temperatura ambiente, antecedendo a mensuracdo da absorbancia, a 420 nm em
espectrofotémetro calibrado com &gua milli-Q.

O teor de flavonoides totais foi determinado por interpolacfes das absorbancias das
amostras contra a curva de calibragdo construida com o padrdo rutina, expressos como

miligramas equivalentes de rutina por grama de extrato (mg ER/g).

3.6.3 Determinacao de flavonais totais

O teor de flavondis foi determinado pelo método descrito por Samarth e Samarth
(2009) com algumas modificaces. Em triplicata, 1 mL de solu¢Bes metanodlicas das FRCFs
(1 mg/mL) das diferentes cultivares ou solu¢des do padrao rutina (5 a 200 pg/mL) foram
misturadas com 1 mL de uma solucédo etandlica de cloreto de aluminio (20 mg/mL) e 3 mL
de acetato de sdédio (50 mg/mL). A mistura permaneceu por 2,5 h ao abrigo da luz a
temperatura ambiente, antecedendo a mensuragdo da absorbéncia, a 440 nm em
espectrofotdmetro calibrado com metanol. O teor de flavondis foi calculado pela seguinte
formula:

X=CeV/m

Onde, X é teor de flavondis em miligramas equivalentes de rutina por grama de

extrato (mg ER/g); C é a concentracdo de rutina, estabelecida a partir da curva de calibragdo

em mg/mL; V € o volume (mL) de extrato na reacdo e; m € a massa do extrato em mg.

3.7AvaliacOes da Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante foi mensurada pelo método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila), seguindo a descricdo de Peixoto Sobrinho et al. (2011) com algumas
modificagcdes, tendo como controles positivos os padrdes rutina e acido ascorbico. Em
triplicatas, 0,5 mL de diferentes concentragdes das solu¢bes metanolicas de FRCFs das
diferentes cultivares ou padrdes (20 — 200 pg/mL) foram adicionados a uma solugéo
metanolica de DPPH (3 mL a 40 ug/mL). Um branco foi construido pela substitui¢do do
DPPH por metanol no meio reacional. O complexo reacional e o branco foram agitados e

mantidos por 30 minutos ao abrigo da luz, e as absorbancias medidas a 517 nm em
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espectrofotometro calibrado com metanol. A absorbancia da solugdo de DPPH a 40 pg/mL
também foi medida e utilizada como controle negativo. A atividade de remocédo de radicais
livres ou atividade antioxidante foi expressa como a porcentagem de inibicdo determinada

pela equacdo:

AA% = ABScn — (ABSamostra — ABSbranco)/ABScn % 100

Onde: AA é a atividade antioxidante total; ABSamostra € @ absorbancia da amostra;
ABShbranco € @ absorbancia das concentragdes das amostra em que o DPPH foi substituido pelo
metanol e ABScn é a absorbancia do controle negativo.

Calculou-se também a concentracdo eficiente (CEsp), quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50%. Esta foi determinada a
partir da curva de calibracdo obtida com AA% de diferentes concentracdes, plotando-se na
abscissa as concentragdes da amostra (ng/mL) ou do controle positivo e, na ordenada, a AA%.
Por meio deste calculo foi obtida a equacdo da reta (y= ax+b), substituindo-se y por 50 e
encontrou-se o resultado correspondente a concentracdo da amostra necessaria para reduzir

em 50% a concentracdo inicial do DPPH, expresso em pg/mL.

3.8 ldentificacdo dos compostos

A identificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), desenvolvido em cromatégrafo Shimadzu® (LC-10 Avp  series,
Shimadzu, Kyoto, Japan) equipado com bonba (LC-10 AD), desgaseificador (DGU-14A),
detector UV-vis (SPD-0A), forno de coluna (CTO-10A), injector manual Rheodyne (circular
20 pL) e integrador CLASSE (LC-10A).

Visando identificar os fitoesterdis, seguiu-se um metodo isocratico descrito por Feng
et al. (2015) com algumas modificacdes. Realizou-se a separacdo das FRFs em coluna C18
Shim-pack CLC-ODS (M) (4,6 X 150 mm), particulas de 5 um (Shimadzu, Kyoto, Japdo), e
pré-coluna do mesmo material - Shim-pack G-ODS (Shimadzu, Kyoto, Japdo). A fase movel
constituiu-se de uma solucdo de metanol/acetonitrila (80:20, v/v), com fluxo de 0,8 mL/min.,
a temperatura de 30° C, detecgdo UV a 205 nm e tempo maximo de 60 minutos. Os extratos
foram injetadas na concentracdo de 5 mg/mL, os compostos foram identificados pela

comparacdo do tempo retencdo das amostras com dos padrbes auténticos Stigmasterol e f3-
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Sitosterol (Sigma®). As amostras e padrdes foram dissolvidas em metanol e filtradas em
membrana Millipore® (0,45 um de diametro de poro). As concentracdes dos compostos
foram expressos em microgramas por miligrama de extrato seco (pug/mg), correlacionando a
area do analito com uma curva de calibracdo construida com diferentes concentracGes dos
padrdes (125 — 500 pg/ml).

Para determinacdo dos compostos fendlicos, as FRCFs foram submetidas a separacao
em uma coluna Phenomenex Luna de Spu C18 (2) (4,6 x 250 mm) e pré coluna Phenomenex
C18 (4 x 3,0 mm) preenchida com material semelhante a coluna principal. A eluicdo ocorreu
em um sistema de gradiente com duas fases maveis (A e B). A: acido fosforico 0,1% em agua
Milli-Q; B: acido fosforico 0,1% em agua Milli-Q/acetonitrila/metanol (54:35:11 v/v/v). O
Programa gradiente foi: 0 a 0,01 min, 0% de B; 0,01 a 5 min, 0% de B; 5 a 10 min, 30% de B;
10 a 20 min 40% de B; 20 a 29 min, 40% de B; 29 a 30 min 50% de B; 30 a 50 min 100% de
B; 50 a 80 min 100% de B. O fluxo foi de 1 mL/min, temperatura: 22° C, detec¢do UV a 280
nm. As amostras foram injetadas na concentracdo de 1 mg/mL, os compostos foram
identificados pela comparacdo do tempo retencdo das amostras com o dos padrdes auténticos
galocatequina, catequina, rutina, acido elagico, naringina, miricetina, morina e quercetina
(Sigma®). As amostras e padrdes foram dissolvidas em metanol e filtradas em membrana
Millipore® (0,45 um de didmetro de poro). As concentragdes dos compostos foram expressos
em microgramas por miligrama de extrato seco (ug/mg), correlacionando a area do analito

com uma curva de calibracdo construida com diferentes concentraces dos padrbes (4,5 — 18

pg/ml).

3.9 Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analises estatisticas, com analise de variancia
(ANOVA) utilizando o teste -tl de Student-Newman-Keuls e Tukey (VIEIRA, 1999)
utilizando o software ASSISTAT 7,6 Beta®. Também foi executada a analise de correlagéo de
Pearson utilizando o software BioEstat 5.3%. Para esta Ultima anélise seguiu-se a proposta de
Swiscow (1997), que estabelece critérios de classificacdo para o coeficiente de Peason (r):
Ausente ou muito fraca para -rl variando de 0,00 a 0,19; correlacéo fraca para r= 0,20 a 0,39;
correlagdo moderada para r= 0,40 a 0,59; correlacdo forte para r= 0,60 a 0,79 e correlagédo

muito forte para r= 0,80 a 1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencdes dos extratos e prospecc¢des fotoquimicas

O método aplicado & obtencdo dos extratos mostrou-se adequado para extrair
fitoesterdis e compostos fendlicos simultaneamente. A técnica se mostra mais simples a
maioria apresentada na literatura, especialmente para obtencdo de fitoesterdis, pois dispensa a
saponificacdo alcalina do material vegetal, que segundo Abidi (2001) e Feng et al. (2015) é o
processo mais utilizado na extracéo desta classe de compostos.

Semelhante ao trabalho realizado por Soares et al. (2014) com estas cultivares, a
triagem fitoquimica realizada pela analise com cloreto férrico nas FRCFs, revelou a presenca
de compostos fenolicos no extrato foliar das quatro cultivares de I. batatas estudadas.

A Figura 1 apresenta o perfil dos extratos obtidos na CCD. Como pode ser observado,
detectou-se fitoesterdis apenas na parte do extrato que ficou aderido ao baldo de vidro do
rotaevaporador (FRF). A especificidade do revelador permitiu evidenciar manchas no extrato
com mesmo Rf correspondente aos dos padrdes estigmasterol e B-sitosterol (Rf = 0,56), além
de outros compostos desta mesma classe que ndo foram identificados (Rf = 0,94; Rf = 0,87 e
Rf=0,75).

Figura 1 - Cromatograma (CCD) das soluc@es extrativas de |. batatas, A, antes de usar o revelador e
B, depois. (1 — Amanda FRF, 2 — Amanda FRCF, 3— Carolina Vitoria FRF, 4 — Carolina Vitoria
FRCF, 5 — Duda FRF, 6 — Duda FRCF, 7 — Marcela FRF, 8 — Marcela FRCF, 9 — padrdo Stigmasterol
e 10 — Beta Sitosterol).

Christie (2012) enfatiza que os fitoesterdis auxiliam no processo de adaptacdo das
plantas ao ambiente. Para |. batatas, esta ideia é corroborada ndo apenas com os dados deste
trabalho, mas também com fato de se tratar de um vegetal adaptado a diferentes regides do
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planeta (Milind e Monika, 2015), além de trabalhos realizados com esta planta em outras
partes do mundo terem evidenciado esta classe de fitoquimicos nesta espécie (POCHAPSKI
etal., 2011; CORDEIRO et al., 2013).

4.2 Quantificacdo dos fitoesterdis totais

Como mostrado na tabela 2, o teor de fitoesterdis totais variou entre as cultivares de I.
batatas estudadas. A maior concentracdo foi obtida na FRF da cultivar Amanda (195.21 +

3,97 mg Eest/g), seguida pela cultivar Carolina Vitoria.

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrdo do teor de fitoesterdis totais encontrados no residuo foliar
das quatro variedades de | batatas (L.) Lam. utilizadas na producdo industrial de etanol.

Variedades Fitoesterdis totais mg
EStg/g
Amanda 195.21 +3.97 a
Carolina Vitéria 159.49+3.06 b
Duda 159.49+3.06 b
Marcela 138.70+3.10 ¢

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(P >0,05).

Alguns trabalhos, a exemplo dos realizados por Pochapski et al., (2011); Rengarajan et
al. (2012) e Cordeiro et al. (2013) tem evidenciado fitoesterdis em |. batatas, porem, nenhum
trabalho foi encontrado determinado a quantidade destes compostos nas folhas desta espécie.
As quantidades encontradas no presente trabalho se mostram significativas, quando se
considera a importancia destes compostos para a salde humana (GABAY et al., 2010;
DUARTE, 2011) e o fato de serem obtidos a partir de um residuo.

4.3 Determinacdes do conteudo fendlico total

4.3.1 Quantificacao de fenais totais

Os resultados obtidos na determinacdo dos fenois totais, expressos como miligramas
equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/g), sdo apresentados na Tabela 3.
Todos os extratos avaliados apresentaram altos teores de compostos fendlicos, quando

comparados com a literatura, com maior concentracdo na cultivares Marcela e Carolina
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Vitoria. Observa-se, que valores obtidos para esta analise foram ligeiramente superiores aos
obtidos por Soares et al. (2014) com estas cultivares e metodologia diferente. Isto reforca a
ideia de que, 0 método aplicado para extracdo, é adequado para fitoesterdis e aperfei¢coado
para compostos fendlicos, aléem de permitir um pré-isolamento entre estas duas classes de

metabolitos secundarios.

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdo do teor de fendis totais, do extrato rico em compostos
fendlicos de quatro cultivares de I. batatas.

Cultivares Fenois totais (mg EAG/Q)

Amanda 14262 +1.64a
C Vitoria 147.63+1.64 b

Duda 140.84 £+ 1.07 a
Marcela 151.20+1.24b

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p > 0,05).

Estudos atuais ttm demonstrado que os extratos foliares de I. batatas sdo considerados
boa fonte de compostos fenolicos, a maioria deles com importante papel no metabolismo
humano (SOARES et al., 2014; FU et al., 2016; ZHANG et al., 2016), fato que torna

importante o aproveitamento do residuo foliar desta espécie para fins farmacoldgicos.

4.3.2 Quantificagéo de flavonoides totais

Como mostrado na Tabela 4 o teor de flavonoides variou significativamente entre as
cultivares, com maior destaque para a cultivar Marcela (121.58 + 1.22 mg ER/g) e menor na
cultivar Amanda (70.98 + 0.61). A cultivar Amanda esta também entre as que apresentaram
0s menores valores de fenois totais, mas se destacou com o maior teor de fitoesterois totais. A
presenca de metabdlitos tornam estas plantas apropriadas para um sistema de biorefinaria, a

medida que diversifica os produtos obtidos a partir das folhas.

Tabela 4 - Contetdo de flavonoides totais do extrato rico em compostos fenélicos de quatro cultivares
de I. batatas.

Cultivares Flavonoides totais (mg ER/q)
Amanda 7098 +0.61a
C Vitoria 87.24+£0.93 b
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Duda 78.29+0.64 c
Marcela 12158 +1.22d

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p > 0,05).

4.3.3 Quantificacdo de flavonois totais

Os resultados obtidos na quantificacdo dos flavondis totais indicam que estes
compostos sdo encontrados em quantidades varidveis nas cultivares de batata-doce em estudo
(Tabela 5). O maior teor foi encontrado na cultivar Marcela (57.463 + 0.867 mg ER/g) e o
menor na cultivar Duda (29.58 + 0.65).

Tabela 5 - Conteldo de flavonois totais do extrato rico em compostos fendlicos de quatro cultivares
de I. batatas.

Cultivares  Flavonais totais (mg ER/Q)

Amanda 37.95+0.40a
C Vitoria 38.80 +0.63 a

Duda 29.58 £ 0.65 b
Marcela 57.46+£0.87c

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

4.4 Determinacao da atividade antioxidante

A anélise qualitativa da atividade antioxidante apresentou positividade apenas para as
FRCFs. A FRF ndo apresentou potencial para este papel biologico. No melhor dos esforc¢os,
também ndo foram encontrados trabalhos relatando atividade antioxidante para esta classe de
compostos na forma isolada. Porém, estudos realizados por Liu et al. (2016), demonstraram
que, em decorréncia de sua natureza anfifilica, os fitoesterdis se ligam as membranas celulares
e a compostos fendlicos permitindo a ancoragem destes antioxidantes para garantir protecdo
contra danos oxidativos.

Na avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante, os valores AA% foram

dependentes da concentracdo das FRCRs. Porém, o padréo &cido ascorbico nas concentragdes
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acima de 60 pug/mL, o padréo rutina e a cultivar Marcela nas concentracGes acima de 120

ng/mL, apresentaram atividade antioxidante sem variacao (Figura 2).
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Figura 2 - Variagdo da atividade antioxidante do extrato das folhas de I. batatas e dos controles
positivos, rutina e &cido ascérbico em diferentes concentrages.

A melhor AA% foi observada para cultivar Marcela com valores estatisticamente
iguais (p > 0,05) ao do padrdo rutina nas concentracdes de 30, 60 e 120 pg/mL (Figura 3). As
demais amostras de extratos, na concentracdo de 120 pg/mL, apresentaram atividade
antioxidante superior a 60%. Estes dados sdo confirmados pela literatura, muitos autores
reportam acao antioxidante em vegetais ricos em compostos fenolicos e flavonoides (DOM et
al. 2011; GHASEMZADEH et al. 2012; SOARES et al., 2014; SYTAR et al., 2016).
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Figura 3 - Porcentagem de atividade antioxidante do extrato rico em compostos fendlicos de quatro
cultivares de |. batatas e controles dos positivos rutina e acido ascorbico em trés diferentes
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concentracdes (30, 60 e 120 pg/mL). 1 Amanda, 2 — Carolina Vitéria, 3 — Duda, 4 — Marcela, 5 —
acido ascorbico, 6 — rutina. As barras (I) indicam os erros padres.

A Tabela 6 apresenta valores das concentrages eficientes (CEsp). Constatou-se
melhor CEsp para a cultivar Marcela (43.69 £ 0.22 ug/mL) e 0 menos eficiente para a cultivar
Duda.

Seguindo a classificacdo de Melo et al. (2006), para atividade antioxidante: Boa
atividade (CE50 < 73,86 pg/mL, ou valores com até trés vezes a concentracao eficiente do
controle positivo); atividade moderada (73,86 ng/mL < CE50 < 172,34 pg/mL, variando entre
trés e sete vezes a concentracdo inibitoria do controle positivo) e baixa atividade (CE50 >
172,34 ng/mL, sete vezes superior a concentragdo inibitéria do controle positivo), constatou-
se que a maioria das cultivares, apresentaram boa atividade antioxidante. A excecdo ocorreu
com a cultivar Duda. Dados de estudos com estas cultivares realizados por Soares et al.
(2014), contrastam em parte, com o0s obtidos no presente trabalho. Estes autores encontraram
atividade antioxidante moderada para a cultivar Marcela e Amanda, avaliando este papel
biolégico no extrato bruto. Como no presente trabalho o extrato foi fracionado, alguns

interferentes podem ter sido eliminados.

Tabela 6 - Atividade antioxidante (DPPH CEso em pg/mL) do extrato rico em compostos fendlicos de
quatro cultivares de |. batatas e padrdes rutina e acido ascorbico.

Cultivares DPPH (CEso)
Amanda 68.64 £ 1.77a
C Vitoria 67.22+1.22 a
Duda 76.30+0.93b
Marcela 43.69+0.22¢c
Rutina 38,75+ 0.22d

A. ascorbico 24,62 +0.23¢

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p > 0,05).

4.5 ldentificagdes dos compostos

As analises por CLAE no residuo foliar das quatro cultivares de 1. batatas
confirmaram a presenca de fitoesterois e compostos fenolicos, detectados na prospeccao

fitoquimica preliminar, quantificados em espectrofotdometro.
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Na anélise pelo método isocratico foi detectada uma matriz complexa de fitoesterois
em intervalos de 2 a 44 minutos nas FRFs. Para esta classe de compostos, a cultivar Amanda
foi a que apresentou maior diversidade de compostos, total de 23 picos, enquanto a cultivar
Marcela apresentou a menor diversidade: total de 15 picos. Observou-se um padréo de picos
semelhantes entre as cultivares estudadas (Figuras 4, 5, 6 e 7). A comparacao entre o tempo
de retencdo dos picos de padrdes auténticos com o das amostras permitiu a identificacdo dos
compostos estigmasterol (tR 16,9 minutos) e B-sitosterol (tR 19,2 minutos). Cordeiro et al.
(2013) também identificou fitoesterdis em 1. batatas, porém, no tubérculo. Em prospeccao
preliminar das folhas, Carvalho et al., (2013) detectou a presenca da classe. No melhor dos
esforcos, ndo foi encontrado trabalho identificando por métodos analiticos tais compostos na
estrutura foliar da espécie como aqui apresentado.

Assim, deteccdo destes compostos nas folhas de I. batatas reforca a ideia de outros
autores que tém investigado a utilizacdo das folhas dessas plantas como fonte potencial para
utilizacdo farmacoldgica (SHOHAIB et al., 2011; SOARES et al., 2014).
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Figura 4 - Cromatograma do extrato das folhas da cultivar Amanda, obtido na separacdo por CLAE/
UV-VIS, conforme descrito em material e métodos, pico 14: estigmasterol; 15: beta sitosterol, ver
padrdo acima pico 1: estigmasterol e pico 2 : beta sitosterol.
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Figura 5 - Cromatograma do extrato das folhas da cultivar Carolina Vitoria, obtido na separagéo por
CLAE/ UV-VIS, conforme descrito em material e métodos, pico 12: estigmasterol; 14: beta sitosterol.
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Figura 6 - Cromatograma do extrato das folhas da cultivar Duda, obtido na separagdo por CLAE/ UV-
VIS, conforme descrito em material e métodos, pico 10: estigmasterol; 12: beta sitosterol
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Figura 7 - Cromatograma do extrato das folhas da cultivar Marcela, obtido na separagdo por CLAE/
UV-VIS, conforme descrito em material e métodos, pico 11: estigmasterol; 13: Beta sitosterol.

As analises realizadas pelo método de gradiente nas FRCFs revelaram matrizes
complexas de substancias fendlicas, nas quais um total de oito compostos foram identificados
entre os tempos 19 e 53 minutos (Figuras 8, 9, 10, 11 e 12). A cultivar Marcela foi a que
apresentou maior diversidade na matriz identificada, tendo exclusividade para o composto
catequina e compartilhando apenas com Duda, a presenca de galocatequina (Tabela 7).

Em trabalho anterior realizado com estas cultivares, Soares et al. (2014) evidenciou
matrizes similares de compostos fendlicos. A combinacdo desses compostos encontrada
nestas cultivares de I. batatas se assemelham as encontradas em plantas medicinais
amplamente utilizada na medicina popular para a cura de varios tipos de doencas (ZHAO et
al., 2014).
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Tabela 7 - Compostos fenolicos identificados por CLAE nos extratos ricos em compostos fendlicos
das cultivares de |. batatas em estudo. Tempo de detec¢do em minutos e quantificacdo em micrograma
de composto por miligrama de extrato liofilizado (png/mg).

Composto  Tempo em min. Cultivares

Amanda C. Vitoria Duda Marcela

Galocatequina 19,117 - - + +
Catequina 24,337 - - - +
Rutina 41,306 + + + +
Acido elagico 41,835 + + + +
Naringina 43,881 + + + +
Miricetina 46,910 + + + +
Morina 49,524 + + + +
Quercetina 52,258 + + + +
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Figura 8 - Cromatograma da mistura de padrées fendlicos, obtido na separagcdo por CLAE/ UV-VIS a
280 nm, conforme descrito em material e métodos. Pico 1: galocatequina; 2: catequina; 3: rutina; 4:
acido elagico; 5: naringina; 6: miricetina; 7: morina; 8: quercetina
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Figura 9 - Cromatograma do extrato rico em compostos fenolicos das folhas da cultivar Amanda,
obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS a 280 nm, conforme descrito em material e métodos. Pico 8:
rutina; 9: acido elagico; 10: naringina; 12: miricetina; 14: morina; 15: quercetina.
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Figura 10 - Cromatograma do extrato rico em compostos fendlicos das folhas da cultivar Carolina
Vitoria, obtido na separagdo por CLAE/ UV-VIS a 280 nm, conforme descrito em material e métodos.
Pico 6: rutina; 7: acido elagico; 8: naringina; 10: miricetina; 12: morina; 13: quercetina.
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Figura 11 - Cromatograma do extrato rico em compostos fendlicos das folhas da cultivar Duda, obtido
na separagao por CLAE/ UV-VIS a 280 nm, conforme descrito em material e métodos. Pico 1:
galocatequina; 9: rutina; 10: acido elagico;11: naringina; 13: miricetina; 15: morina; 16: quercetina.
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Figura 12 - Cromatograma do extrato rico em compostos fendlicos das folhas da cultivar Marcela,
obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS a 280 nm, conforme descrito em material e métodos. Pico 1:
galocatequina; 4: catequina; 9: rutina; 10: acido elagico; 11: naringina; 13: miricetina; 15: morina; 16:
quercetina.
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4.6 Anédlises de Correlacéo

Observa-se correspondéncia fortemente positiva nos resultados das analises de
correlacdo de Pearson entre DPPH CEso e os fotoquimicos fendis, flavondides e flavonois
totais dos extratos ricos em fendis de I. batatas, cujos resultados podem ser observados na
Tabela 8, sendo que a correlagdo mais alta ocorre com flavonois totais (r = -0,9970), seguida
de flavonoides totais. As anélises de correlagdo também evidenciaram que os flavondis, classe
avaliada pela primeira vez nas cultivares em estudo, se constituem os principais flavonoides
das folhas de I. batatas, os quais demonstraram influéncia direta sobre o contetido fendlico.

Muitos autores tém investigado a utilizacdo das folhas de batata-doce como fonte
potencial de atividade antioxidante natural (ISHIDA et al., 1999; ISLAM, 2006; XU et al.,
2010; AGATI et al., 2012; HUE et al., 2012; SOARES et al.,, 2013). A deteccdo de
flavondides nas cultivares de I. batatas e a correlagdo com DPPH reforcam a ideia de outros
autores, que investigam a utilizacdo das folhas destas plantas como fonte potencial de
antioxidantes naturais (ISHIDA et al., 1999; ISLAM, 2006; XU et al., 2010; HUE et al.,

2012), ja que estes compostos demonstram forte atividade antioxidante (AGATI et al., 2012).

Tabela 8 - Correlacdo entre os teores de fendis, flavonoides, flavondis totais e atividade antioxidante
(DPPH — CEsp) das folhas de quatro cultivares de I. batatas utilizadas na producao industrial de etanol.
Valores em coeficiente r (Pearson) e p-valor.

Métodos Fendis totais Flavonoides Flavonois

Fendis totais —
Flavonoides r=0,8936; p=0,1064 —
Flavondis r=0,9061; p=0,0939 r=0,9080; p=0,0919 —

DPPH (CE50)  r=-0,8989; p= 0,1010 r=-0,9328; p=0,0672 r=-0,9970; p< 0,0001

Observa-se correspondéncia fortemente positiva nos resultados das anlises de
correlacdo de Pearson entre DPPH CEso e os fotoquimicos fenois, flavonoides e flavondis
totais dos extratos ricos em fendis de I. batatas, cujos resultados podem ser observados na
Tabela 8, sendo que a correlacdo mais alta ocorre com flavonois totais (r = -0,9970), seguida
de flavonoides totais.
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Muitos autores tém investigado a utilizacdo das folhas de batata-doce como fonte
potencial de atividade antioxidante natural (ISHIDA et al., 1999; ISLAM, 2006; XU et al.,
2010; AGATI et al., 2012; HUE et al., 2012; SOARES et al., 2013). Soares et al., (2013)
detectou nestas folhas compostos flavondides que demonstraram forte atividade antioxidante.

A deteccdo de flavonodides nas cultivares de I. batatas e a correlagio com DPPH
reforcam a ideia de outros autores, que investigam a utilizacdo das folhas destas plantas como
fonte potencial de antioxidantes naturais (ISHIDA et al., 1999; ISLAM, 2006; XU et al.,
2010; HUE et al., 2012), ja que estes compostos demonstram forte atividade antioxidante
(AGATI et al., 2012). Além dessas propriedades, esses dados reforcam a idéia de uma
possivel utilizacdo farmacoldgica dos extratos dessas folhas, pois varias pesquisas reportam o
efeito dos flavondides para a cura de doengas como pneumonia, cancer, disenteria amebiana,

infestacOes por vermes entre outras (SHOHAIB et al., 2011).

5. CONCLUSAO

v O método de extracdo aplicado ao residuo foliar de I. batatas permitiu a
extracdo simultanea de fitoesterdis e compostos fenolicos e a separacdo entre estas
duas classes de forma simples.

v A quantificacdo de fitoesterois totais evidenciou valores significativos
desta importante classe de compostos, dados incipientes na literatura para folha de I.

batatas.

v A quantificacdo do conteddo fendlico confirmou dados anteriores para
compostos fendlicos e flavonoides totais, permitindo a constatacdo de que os flavonois
estdo entre os principais constituintes fendlicos nas folhas das cultivares estudada. Isto
contribui significativamente com a ideia de aproveitamento das partes aéreas desta
planta para fins farmacoldgicos, tendo em vista que se trata de compostos com

atividades bioldgicas importantes para organismo humano.

v A maioria das cultivares de 1. batatas estudas apresentaram alta
atividade antioxidante, tal atividade foi fortemente correlacionada com o conteudo
fendlico, principalmente flavondis, demonstrando grande potencial de aproveitamento

do residuo foliar desta planta como fonte de antioxidantes naturais.
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v As andlises por CLAE confirmaram a presenga dos compostos
detectadas na prospeccdo fitoquimica preliminar e quantificados em
espectrofotometro, permitindo a identificagdo do estigamasterol ¢ [-sitosterol,
fitoesterois de grande importancia fitoterdpica, inéditos para folhas de I. batatas.
Identificaram-se também oito compostos fendlicos muito bem relatados como

importantes para a prevencao e cura de diversas patologias humanas.

v O resultado deste trabalho sugere o aproveitamento das folhas de I.
batatas em um sistema de biorrefinaria para tornar o cultivo da espécie competitivo
em relacdo a culturas com maiores impactos sociais e ambientais, além contribuir com

inclusdo de pequenos produtores na producédo de biocombustiveis.

v Os dados obtidos no presente trabalho sugerem o desenvolvimento de
pesquisas que avaliem a logistica de implementacéo de biorrefinarias na producéo de
etanol a partir de I. batatas.
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