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RESUMO

Este trabalho objetivou determinar os principais constituintes fendlicos e avaliar o
potencial antioxidante das folhas de dez cultivares de Ipomoea batatas, todas
provenientes de melhoramento genético direcionado para a producao industrial de
etanol. Para tanto, coletaram-se folhas de plantas adultas, as quais foram secas,
reduzidas a p6é e submetidas a extragdes por refluxo em aparelho de Soxhlet com
etanol 70 %, seguido de liofilizacdo. Realizaram-se prospeccdes fitoquimicas do
extrato por diferentes reacfdes quimicas e CCD, as quais revelaram a presenca de
compostos fendlicos gerais, antraquinonas, alcaloides, saponinas, flavonas,
flavonol, xantonas, catequinas, taninos gerais, taninos galicos, e flavonoides. Os
teores de fendis totais determinado pelo método Folin-ciocalteu e de flavonoides
totais pela reacdo com cloreto de aluminio correlacionaram-se entre si e variaram
entre as cultivares, sendo menor na cultivar Duda e maior na cultivar Livia com
teores de fendis entre 54,7170 + 4,354 e 112,288 + 3,653 mg EAT/qg, teores de
flavonoides variando de 29,155 + 3,725 a 97,358 £+ 2,128 mg ER/g. Os teores
destes compostos correlacionaram-se com as atividades antioxidantes
determinadas pelos métodos DPPH e FRAP que também variaram entre as
cultivares e apresentaram-se boa em todas, exceto na cultivar Duda que tal
atividade mostrou-se moderada. Por outro lado, houve baixa correlacdo entre os
teores de fendis e flavonoides totais com a atividade quelante determinada pela
reacdo com ferrozina e sulfato ferroso. Esta variou entre as cultivares e foi mais
eficiente na cultivar Duda. A andlise por CLAE UV-VIS a 280 nm revelou uma
matriz complexa de compostos fendlicos no extrato das cultivares estudadas e
possibilitou identificar 10 substancias, acido elagico, acido gélico, (-)-
galocatequina, (+)-catequina, rutina, quercetina, naringina, (+/-)-naringenina,
miricetina, morina e luteolina. Os resultados revelaram grande potencial de
utilizacdo dos compostos fendlicos das folhas de I. batatas, como opcéo de
diversificacdo de produtos derivados da cultura de batata-doce, fato que torna
estas partes da planta atraente para continuas pesquisas e talvez futura aplicacao
na medicina.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, flavonoides, antioxidante, Ipomoea batatas,
CLAE.



ABSTRACT

This study aimed to determine the main phenolic constituents and evaluate the
antioxidant potential of the leaves of ten cultivars of Ipomoea batatas, all directed
from improvement genétic for the industrial production of ethanol. To that end,
leaves were collected from mature plants, which were dried, reduced to powder
and subjected to extraction by refluxing in Soxhlet with ethanol 70 %, followed by
lyophilization. There were prospects of phytochemical extracts by different
chemical reactions and CCD, which revealed the presence of phenolic general,
anthraquinones, alkaloids, saponins, flavones, flavanols, xanthones, catechins,
general tannins, gallic tannins and flavonoids. The total phenolic content
determined by the Folin-Ciocalteu and total flavonoids by reaction with aluminum
chloride correlated with each other and varied among cultivars, being lower in
Duda and cultivate greater in cultivar Livia with phenols between 54.7170 + 4.354
and 112.288 + 3.653 mg ATE/q, flavonoids ranging from 29.155 + 3.725 to 97.358
+ 2.128 mg RE/g. The levels of these compounds correlated with the antioxidant
activities determined by DPPH and FRAP methods also varied among cultivars
and showed up in all good except the cultivar Duda that such activity was
moderate. Moreover, there was a low correlation between phenol content and total
flavonoids with activity determined by reaction with chelating ferrozina and ferrous
sulfate. This varied among cultivars and cultivar was more efficient in Duda.
Analysis by HPLC-UV VIS at 280 nm revealed a complex array of phenolic
compounds in the extract of the cultivars under study and identify possible 10
substances, ellagic acid, gallic acid, (-)-gallocatechin, (+)-catechin, rutin, quercetin,
naringin, (+ / -)-naringenin, myricetin, luteolin and morin. Results showed great
potential use of phenolic compounds from the leaves of I. batatas as an option for
diversification of products derived from the culture of sweet potato, a fact that
makes these parts of the plant attractive to continuous research and perhaps
future application in medicine.

Key words: phenolic compounds, flavonoids, antioxidant, Ipomoea batatas, HPLC.
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1. INTRODUCAO

Na exploracédo eficiente dos recursos naturais pode ser encontrado um
imenso potencial para o desenvolvimento sustentavel. As plantas por
representarem uma fonte excepcional de produtos biologicamente ativos acabam
ganhando maior destaque, pois seus diversos processos vitais de biossintese sao
responsaveis pelo acimulo de inUmeras substancias que encontram emprego
utilitdrio em diversas areas aplicadas, como a producdo de produtos energéticos,
nutracéuticos, farmacéuticos e outros produtos da quimica (ABAD; BERMEJO,
2001; BROWN, 2003; MATOS, 2009).

Nos dultimos anos, tem-se verificado um grande avanco cientifico e
tecnologico envolvendo a exploracdo dos recursos vegetais, para fins
agroenergéticos, principalmente por ser esta uma alternativa a dependéncia de
combustiveis fésseis e que copera diretamente com a mitigacdo dos gases de
efeito estufa (GEE) (JOHANSSON et al, 1993; POPP ET AL, 2010), uma questao
cada vez mais fortalecida a medida que se aumentam a conscientizardo do uso
da bioenergia, biocombustiveis e produtos de base biolégica como pré-requisitos
da sustentabilidade ambiental (KAMM et al., 2006).

Entre as diversas formas de se obter energia renovavel, a exploracdo da
biomassa, denominada agroenergia (CHING; RODRIGUES, 2007), tém se
mostrado como a alternativa mais promissora da atualidade. No entanto, a
utilizacdo da matéria-prima vegetal pelas técnicas agroenergéticas ndo ocorre de
forma integral. Grande parte dos processos de conversdo de vegetais em
biocombustiveis produz residuos ou coprodutos, que podem potencialmente,
serem usados ou convertidos em outros produtos de interesse humano. As
potencialidades desses coprodutos fornece uma perspectiva para inumeras
aplicacoes que incluem desde a fabricacdo de plasticos biodegradaveis ao uso
cosmético e medicinal (CANGEMI, et al., 2010;).

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.), uma planta amplamente
utilizada na alimentacdo humana e de animais domésticos tém proporcionado
grandes espectativas para area agroenergética, principalmente por que algumas
pesquisas demonstram que suas raizes se constituem uma fonte alternativa de

matéria prima para producao de etanol, e seu facil cultivo configura-se como



possibilidade de inclusdo social do agricultor familiar (SILVEIRA et al., 2008;
PAVLAK et al., 2011).

Por outro lado, distintos trabalhos como o de Ishida et al. (1999), Miyazaki
et al. (2005), Royhan et al. (2009), Islam (2009) tém demonstrado que por meio
do metabolismo secundario, esta espécie sintetisa uma variedade de compostos
com diferentes propriedades medicinais. O fato de as folhas de I. batatas serem
consumidas em algumas partes do mundo, motivou estudos que culminaram com
a deteccdo de substancias capazes de prevenir varias doencas, principalmente as
decorrente da oxidacdo de moléculas biologicas, o cancer, o envelhecimento
precoce e as doencas cardiovasculares (ISLAM, 2009).

Entretanto, variedades de batata-doce produzidas para fins
agroenergéticos tém suas folhas descartadas no ambiente agricola ou servida
como racgdo para animais, podendo isto ser decorrente da escassez de pesquisas
fitoquimicas com variedades cultivadas para este fim.

Sabe-se que, 0s metabdlitos secundarios sdo compostos importantes no
equilibrio da planta com o ambiente adjacente (HARBORNE, 1988; CROTEAU et
al., 2000; SANDES; DI-BLASI, 2000; SANTOS, 2003). Na estacédo experimental
da Universidade Federal do Tocantins, a equipe do Laborat6rio de Sistemas de
Producdo de Energia a Partir de Fontes Renovaveis (LASPER/UFT) tém
desenvolvido por melhoramento genético convencional, variedades de batata-
doce bem adaptadas a esta regido, com alto teor de amido e excelentes
resultados na producédo de etanol em escala industrial. Assim este trabalho se
estabeleceu mediante a possibilidade de haver alguma relacdo das caracteristicas
agrondmicas alcancadas com a producdo de metabdlitos secundarios de
interesse farmacoldgico produzido por estas linhagens.

Por ser uma alternativa capaz de agregar valor ao cultivo da batata-doce
em decorréncia de possiveis aplicacées na medicina, o presente trabalho centrou-
se na analise fitoquimica das folhas das espécies de |. batatas melhoradas
geneticamente pela equipe do LASPER/UFT, com énfase nos constituintes
fendlicos, compostos ja encontrados em quantidades consideraveis em estudos

realizados com outras variedades desta espécie em varias partes do mundo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Determinar os principais constituintes fenodlicos e avaliar o potencial
antioxidante em folhas de dez cultivares |I. batatas provenientes de melhoramento

genético convencional direcionado para a producéo industrial de etanol.

2.2. Objetivos especificos

» Determinar o perfil fitoquimico das folhas de |. batatas;
» Qualificar e quantificar o teor de fendis totais e flavonoides totais nos
extratos das folhas de l.batatas;

» Avaliar o potencial antioxidante das folhas de I. batatas;

» ldentificar os principais compostos fendlicos das folhas de |. batatas.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Transformacédo sustentavel da biomassa

Os combustiveis provenientes da biomassa como o biodiesel e o alcool, se
constituem o foco das alternativas energéticas sustentaveis da atualidade
(TAVORA, 2010). A grande vantagem na utilizacio de produtos derivados da
biomassa para fins energéticos decorre do fato dessa matéria prima apresentar
baixo valor agregado e ser abundante na natureza (BEVILAQUA, 2010), questao
que podera ser fortalecida cada vez mais com o desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico na investigacao e aplicacdo dos seus diversos produtos agregados
(KAMM et al., 2006).

Os recursos biomassicos séo constituidos por grandes grupos de
substancias passiveis de serem transformados a uma gama de produtos de
interesse humano. Como citado por Kamm; Kamm (2004), assim como na
petroquimica, onde produtos quimicos basicos, produtos intermediarios e
produtos sofisticados séo produzidos, a transformacdo da biomassa pode adotar
0 mesmo principio, uma vez que o desempenho da sintese natural, na qual a
biomassa esta envolvida produz compostos quimicos em proporcdes semelhantes
ao petroleo, podendo se dizer que a eficiéncia de sua exploracdo depende da

associacao de novas cadeias de valores.

3.2. A batata-doce

A batata-doce (Ilpomoea batatas (L.) Lam.) € uma hortalica tuberosa,
adaptada a diversas condi¢cfes edafoclimaticas, cultivada tanto nos tropicos como
nas regides temperadas do planeta. Seu principal diferencial esta na capacidade
de suportar adversos estresses abidticos, ndo necessitando de cuidados
intensivos, se constituindo como cultura de baixo custo de producdo com
destaque no cenario da agricultura mundial (WOLFE, 1992; LUO et al., 2006;
LOEBENSTEIN; THOTTAPPILLY, 2009; EDSON et al., 2009).



3.2.1. Classificacdo taxonémica

A batata-doce € uma angiosperma dicotileddénea, pertencente a familia
Convolvulaceae (HAND; COCKERHAM, 1921; WOOLFE, 1992; HUAMAM, 1992),
tribo Ipomoeae, género Ipomoea, sub-género Quamoclit e secdo batatas. Esta
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 gréaos
de pdlem, a classificou dentro do género Ipomoea, mudando seu nome para
Ipomoea batatas (L.) Lam. o qual ainda permanece (HAND; COCKERHAM, 1921,
HUAMAM, 1992).

3.2.2. Morfologia da planta

A espécie |. batatas € composta por vegetais perenes com morfologias
diversificadas. Como ilustrado na Figura 1, a parte aérea da planta é formada por
um caule herbaceo do tipo estolho, com nds e entrenés bem definidos, disposto
na horizontal rente ao solo, ou na vertical com crescimento ereto e semi-ereto,
apresentando hastes longas em algumas variedades, ou ramos pouco
desenvolvidos em outras. Das regi6es nodais do caule partem ramos foliares,
sustentadas por um peciolo pubescente com cinco a trinta centimetros de
comprimento. Estes, podem apresentar coloracdo que varia de verde a roxo e
formato que pode variar de arredondado, reniforme, cordado, triangular, hastado,
lobado a secto. Na planta adulta, alguns ramos podem ainda conter flores de
coloracdo lilas ou arroxeadas presas através de um peddnculo. Tais flores séo
hermafroditas, mas de fecundacao cruzada, devido a sua auto-incompatibilidade,
que por meio de polinizadores produz pequenos frutos secos descentes, com
poucas sementes, mesmo em boas condi¢cdes ambientais (NELSON; ELEVITCH,
2011).

Nas regibes dos ramos de |. batatas que entram em contato com o solo,
desenvolvem-se subterraneamente estruturas radiculares com diferentes formatos
e cor, que pode variar de acordo com a cultivar, ou em decorréncia das condi¢des
de solo. Com base no papel que desenvolvem as raizes de |. batatas podem ser

classificadas em dois tipos fundamentais, raizes de absorcéo e raizes de reserva.



As de absorcéo sédo as responsaveis pela nutricdo e suporte da planta, enquanto
que as de reserva apresentam grande capacidade no armazenamento de
substancias nutritivas, principalmente carboidratos, destacando-se mais o amido,

gue representa a parte de maior interesse na agricultura (HUAMAM, 1992).

Caule ereto Caule espalhado

P
ey

e
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Figura 1 — Caracteristicas do desenvolvimento e morfologia geral da planta de |. batatas
(HUAMAN, 1992).

As raizes de reserva de |. batatas podem adquirir diversas variacdes
morfologicas, desde o formato até a coloracédo da pelicula externa e polpa. Seu
formato pode ser redondo, oblongo, fusiforme ou alongado e ainda podem
apresentar veias, dobras, podendo a pele ser lisa ou rugosa. Sua disposi¢cao na
planta pode ocorrer na forma dispersa ou agrupada (HUAMAM, 1992). A pelicula
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¢cdes ambientais (HUAMAM, 1992).

3.2.3. Cultivo de |. batatas

7

Apesar de ser uma planta perene a |. batatas € muito cultivada como
cultura anual, por meio de propagacdo vegetativa com raizes ou estacas

(HUAMAM, 1992).



Entre os fatores que influenciam no desenvolvimento das plantas de I.
batatas estdo as condi¢cdes de solo. Em trabalhos publicados no comeco do
seculo XX, Price (1903) relata que variedades de batatas cultivadas em solo
pobre, quando comparada com exemplares da mesma cultivados em solo fértil,
apresentam diferencas em sua morfologia que levam a confundi-las com
variedades diferentes e acrescenta que em solos recém desmatados crescem
batatas de boa qualidade.

Atualmente sabe-se que além da fertilidade, a textura do solo também tem
grande influencia sobre o desenvolvimento de |. batatas. Lerner (2001) coloca que
o melhor solo para o plantio desta cultura é o de terras soltas, baixo contetudo de
barro, bem escoadas, e relativamente livre de pedras. Este autor afirma que terras
ligeiramente acidas com pH de 5,0 — 6,0 apresentam resultados satisfatérios no
cultivo de batata-doce.

Outro fator a ser considerado na cultura da |. batatas é o fotoperiodo, pois
segundo Nelson; Elevitch (2011), o comprimento de dia curto estimula
desenvolvimento de raiz, enquanto que comprimento de dia longo estimula
desenvolvimento de broto. Consequentemente, durante o periodo de cultivo em
que a temperatura do ar € mais alta e o comprimento de dias mais longos, a
colheita pode pode ser realizada com 4 a 5 meses apés o plantio. Em locais mais
frescos ou em estacBes de comprimento de dia mais curto, as plantas de I.
batatas s6 estdo prontas a partir de 5 a 6 meses de plantio. No entanto, o
trabalho realizado por Silveira et al. (2008) demonstra que a resposta as
condicBes de solo e clima por |. batatas pode também variar de uma cultivar para
outra. Como mostrado na Tabela 1, estes pesquisadores, ao desenvolverem por
melhoramento genético convencional, cultivares de |. batatas para producéo
industrial de etnol obteram cultivares, que nas mesmas condicfes climaticas
variam tanto em produtividade, teor de amido e etanol, quanto no tempo de

maturacao.



Tabela 1 — Cultivares de . batatas desenvolvidas para producdo de etanol nas condi¢des do
Estado do Tocantins - Universidade Federal do Tocantins - UFT (1997 — 2007).

Cutivares  Prodyfiidade ATRC SR Livesha  (megy  Cclo
Duda 65,5 24,4 161,04 10467,00 6-7 Tardia
Amanda 46,70 21,4 141,24  6595,00 4-5 Precoce
Ana Clara 45,70 23,4 154,44 7057,90 6 Médio
Beatriz 43,00 26,2 172,92 7435,56 6 Médio
Julia 40,56 24,6 162,36  6585,32 4-5 Precoce
Béarbara 37,70 23,2 153,12 5772,62 6-7 Tardia
Izabela 37,20 18,8 124,08  4615,77 4-5 Precoce
Marcela 36,80 22,2 146,52  5391,93 6 Médio
Livia 36,40 251 165,66  6030,02 6 Médio
Carolina 32,17 30,2 199,32 6412,12 6-7 Tardia

Vitoria

Fonte: Silveira et al., 2008.

3.2.4. Formas de utilizacédo da batata-doce

O crescente interesse por alimentos organicos tém promovido um aumento
no consumo de batata-doce pelas mais diversas populagcdes do mundo em
decorréncia da versatilidade de uso que esta apresenta. As raizes de |. batatas
podem ser consumidas diretamente cozidas, assadas ou fritas, ou na forma de
doces, paes, bolos e farinha (SILVA et al. 2006; Lana et al., 2011), além de sua
utilizacdo na producao de etanol (SILVEIRA et al., 2008; PAVLAK et al., 2011).

Em geral a preferéncia de consumo de |. batatas se restringe apenas a
suas raizes, sendo a parte aérea descartada ou fornecida a animais domésticos.
No entanto, em algumas partes do mundo ha popula¢des que utilizam as folhas
de I. batatas da mesma forma que se consome outras hortalicas (WOOLFE, 1992,
SONG, et al., 2011). Estudos fitoquimicos das folhas de batata-doce realizadas
por diversos autores, como Ishida et al. (1999), Islam (2006), Xu et al. (2010),
Song etal. (2011), Udem; Asogwa (2010) demonstram que a parte aérea de

I. batatas possue uma variedade de combina¢des quimicas capazes de conferir



um bom funcionamento do organismo, principalmente o sistema imunoldgico
(MIYAZAKI et al., 2005), além de reduzir processos de oxidacdo que causam
envelhecimento precoce, cancer e doencas cardiovasculares (ISLAM, 2009).
Entre os componentes quimicos presentes nas folhas de I. batatas os mais
comuns sao as vitaminas, sais minerais e compostos fenolicos (ISLAM, 2009).
Tais componentes apresentam percentuais variaveis que mudam de uma cultivar
para outra e sofrem alteracdes significativas decorrentes de alguns fatores
determinantes, tais como a idade da planta e folhas, periodo de colheita, sistema
de cultivo, regido e condi¢cbes do solo (ISLAM, 2006). Entretanto as folhas de |I.
batatas tém como principais componentes as vitaminas E, B, C e K; os sais de
ferro, calcio e zinco; compostos fendlicos como antocianinas, acidos caféicos,
monocafeoilquinicos (ISHIDA et al., 1999) &cidos quinicos (clorogénicos),
dicafeoilquinicos e tricaffeoilquinicos (ISLAM, 2006) |. batatas apresenta varios
outros componentes muito frequentes em vegetais da terapeutica medicinal.
Segundo Simdes (2003), as plantas medicinais podem ser ricas em alcaloides,
flavonoides, glicosideos, saponinas. Um exemplo desta possibilidade é trabalho
preliminar realizado por Silva et al. (2007), em que foram identificados flavonas,

flavonoides, esteroides, triterpeno e lupeol em folhas desta planta.

3.3. Metabdlitos secundarios de plantas

Um aspecto caracteristico dos vegetais é a capacidade de sintetizar e
armazenar uma grande variedade de substancias quimicas, algumas diretamente
relacionadas as funcdes vitais do organismo produtor, outras se caracterizando
apenas como elementos de diferenciacdo e especializacdo, que, embora néo
necessariamente essenciais a vida, garantem vantagens a sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie no ecossistema (VERPOORTE; ALFERMANN, 2000;
DIXON, 2001; SANTOS, 2003; FERRO, 2006; CHEMLER; KOFFAS, 2008; WU,;
CHAPPELL, 2008,). Diferente da maioria dos organismos vivos, as plantas
dispdem de uma natureza autotrofica e capacidade fotossintética, que torna as
transformacdes quimicas responséaveis pelo seu metabolismo dotadas de arranjos
bioquimicos complexos. Assim, muitas sequéncias de reagfes quimicas

reguladas por enzimas especificas estabelecem rotas metabdlicas determinantes



de produtos peculiares, que garantem nao s6 a nutricdo, mas também a interacao
da planta com o ambiente (SANTOS, 2003; LEITE, 2009).

Utilizando energia solar pelo processo de fotossintese, as plantas sao
capazes de sintetizar uma matriz de compostos orgéanicos a partir de precursores
inorganicos, que servem de base para os diferentes processos de biossintese
responsaveis pela formacédo, acimulo e degradacdo de inUmeras substancias
organicas indispensaveis as funcbes vitais dos organismos (SCHWACHTJE;
BALDWIN, 2008; THOMPSON, 2010). E como a diversidade quimica dos
produtos formados, degradados ou simplesmente transformados nas diversas
rotas metabdlicas do reino vegetal tem origem em um numero limitado de
precursores bioquimicos (DIXON, 2005), os compostos sintetizados pelas plantas
podem ser classificados em dois grupos principais, metabdlitos primérios e
metabdlitos secundarios (WU; CHAPPELL, 2008), onde cada um apresenta
estrutura e funcéo quimica diferente.

Os metabdlitos primarios sdo entendidos como um grupo de compostos
com distribuicdo universal no reino vegetal, capazes de desempenhar fungbes
essenciais na planta, tais como fotossintese, respiracdo e transporte de solutos.
Desta forma, sdo compostos indispensaveis a sobrevivéncia do organismo
produtor e servem para a nutricdo e crescimento ou para a sintese de metabdlitos
secundarios (SANTOS, 2003; WU; CHAPPELL, 2008).

JA os metabdlitos secundarios caracterizam-se como expressdo da
individualidade das espécies vegetais, constituindo um grupo de substancias com
distribuicdo restrita na natureza, sendo encontrados apenas em alguns
organismos ou grupos de organismos especificos (LEITE, 2009). Sua biossintese,
qgue ocorre partir dos metabdlitos primarios, tendo como principais matérias-
primas bioquimicas os lipidios, os carboidratos e os aminoacidos, em reacfes
mediadas por enzimas denominadas rotas metabdlicas (DIXON, 2001; HANSON,
2003; WU; CHAPPELL, 2008).

Durante muito tempo acreditou-se que os metabdlitos secundarios fossem
produzidos sem uma funcao especifica, simplesmente como produtos finais das
reacoes, chegando a ser considerado até como anomalias ou apenas produtos de
excrecdo sem vantagem aparente para a planta. Essa visdao foi mudada

radicalmente a medida que as fun¢fes dessas substancias foram sendo
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constatadas nos processos fisiolégicos (VERPOORTE; ALFERMANN, 2000;
SANTOS, 2003; ROCHA et al., 2006), abrindo uma nova area de investigacao
cientifica, muitas vezes chamada de bioquimica ecoldgica (HARBORNE, 1988),
devido ao fato de muitos destes compostos terem importante significado
adaptativo, com grande influéncia nas interacbes ecoldgicas que afetam a
sobrevivéncia dos vegetais (CROTEAU et al., 2000).

O papel dos metabdlitos secundérios como mediadores das interacdes das
plantas com os outros organismos e o ambiente tem levado a inferéncias de que a
grande diversidade dessas substancias é uma consequéncia das forcas
ecologicas sofridas ao longo da evolucdo, pois as diferentes classes desses
compostos sintetizados nos vegetais Ihes conferem vantagens na sobrevivéncia e
reproducao, principalmente os defendendo de predadores, atraindo organismos
favoraveis e ajustando-os as condicdes de estresse (HARBORNE, 1997, 1988;
MELLO; SILVA-FILHO, 2002; SANTOS, 2003; ROCHA et al., 2006; WU;
CHAPPELL, 2008). Portanto, constituem-se uma forma de resposta das plantas
ao meio ambiente, jA que sdo incapazes de se deslocarem e nao poderem
responder pelas vias possiveis aos animais, tendo de lancar méo de artificios
moleculares para garantir sua sobrevivéncia (HARBORNE, 1988; SANDES; DI-
BLASI, 2000, SANTOS, 2003).

Como se trata de uma grande diversidade molecular com propriedades
quimicas, bioquimicas ou organolépticas de producéo restrita aos seres vivos, 0S
metabdlitos secundarios sdo também chamados de produtos naturais. Estes sédo
estudados no ambito da quimica de produtos naturais. Embora compreenda,
assim, o estudo da composicdo quimica de animais e vegetais, € no campo da
fitoquimica que a exploracdo destes compostos tem maior destaque (MATOS,
2009). Por possuirem varios principios biologicamente ativos que se relacionam
muito com a prevencao e cura de varias patologias, muitas substancias vegetais
encontram emprego em diversas areas aplicadas a alimentacdo e a saude. Suas
atividades bioldgicas tém motivado ha séculos o desenvolvimento de pesquisas
em varios campos da ciéncia, partindo de indicios do uso de plantas pela
sabedoria popular (SANDES; DI-BLASI, 2000; MATOS, 2009).

A utilizacdo de plantas para curar os mais diversos males é

tradicionalmente conhecida e utilizada ha centenas de anos pela humanidade.
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Comecando com o homem primitivo, que ao procurar plantas para o seu sustento
foi descobrindo algumas com acdo toxica ou medicinal, formando assim, um
conhecimento empirico das ag6es benéficas e maléficas dos vegetais. Contudo, a
medicina popular ndo tinha em seu uso qualquer comprovacgdo cientifica. Foi
somente a partir do século XIX que alguns cientistas caracterizaram sua atividade
sobre o metabolismo de organismos diferentes daqueles no qual é produzido
(SANDES; DI-BLASI, 2000; GARCIA; CARRIL, 2009; LEITE, 2009).

A diversidade em termos de estrutura e de propriedades quimicas na qual
essas substancias ocorrem na natureza € impressionante, no entanto, deve-se
ressaltar que a fotossintese € o processo sintético priméario, por meio do qual as
plantas verdes utilizam a energia solar para a producao de compostos organicos.
Assim, embora se faca a divisdo em metabdlitos primarios e secundarios, a linha
diviséria entre 0 metabolismo deles em parte ndo é nitida. Devendo assim, 0
metabolismo ser considerado como um todo, com a producdo de metabdlitos
primarios e secundarios, devido a ocorréncia de um inter- relacionamento entre as
diferentes rotas metabdlicas responsaveis pela producado de ambos (CROTEAU et
al. 2000; SANTOS, 2003; CASTRO et al., 2004).

Geralmente a classificacdo dos compostos secundarios tem como base as
suas caracteristicas estruturais resultantes da  biossintese, sendo
convencionalmente divididos em trés grupos principais, isoprenoides, alcaloides e
os fenilpropanoides e compostos fendlicos afins (CROTEAU et al. 2000; MAZID et
al., 2011). Como ilustrado na Figura 2 sua sintese ocorre a partir de um numero
reduzido de precursores bioquimicos, sendo os principais o Acido chiquimico e o
Acetato. O acido chiquimico é tido como o mais importante, por originar 0s
aminoacidos aromaticos, precussores da maioria dos metabdlitos secundarios
aromaticos (SANTOS 2003, CASTRO et al., 2004).

Vale ressaltar que as rotas biossintéticas dos metabdlitos secundarios nao
sdo tao gerais e talvez s6 sejam ativadas durante alguns estagios particulares de
crescimento e desenvolvimento ou em periodos de estresse causadas por

limitagcdes nutricionais ou ataque microbiologico (SANTOS, 2003).
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Figura 2 — Esquema simplificado do ciclo biossintético dos metabdlitos secundérios (SANTOS
2003).

Uma vez que as enzimas catalisadoras das vias biossintéticas séo

expressas de acordo com as informacfBes genéticas de uma espécie e as

respostas génicas podem ser induzidas ou inibidas de acordo com a necessidade

de adaptacdo, a interacdo do ambiente com os mecanismos fisiologicos das

plantas pode influenciar no metabolismo secundéario. O que implica uma grande

variacdo na producdo destes compostos intra e interespécies, razdo que o0s torna

como substancias estruturalmente e quimicamente complexas e diversificadas,

superando os metabdlitos primarios por ordens de magnitude (HARBORNE, 1998;

MARASCHIN; VERPORTE, 1999; MELLO; SILVA-FILHO, 2002; HALL, 2006;
SCHWACHTJE; BALDWIN, 2008; LEITE, 2009, WU; CHAPPELL, 2008).
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Tal diversidade gquimica imperante nos compostos secundarios é também
relacionada ao fato de serem substancias muito instaveis sujeitos a diversas
modificacdes quimicas como metila¢des, hidroxilacbes, glicosilacdes, acilacdes,
intercalagbes com ions metalicos, entre outras reacdes, que levam a um espectro

largo de substéancias funcionalmente diferentes (DIXON, 2005).

3.3.1. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo um grupo de substancias com distribuicdo
universal no reino vegetal. Estes compostos sdo comumente caracterizados com
base na constituicdo quimica, sendo assim, definidos como substancias
estruturalmente diversas que possuem pelo menos um anel aromético no qual, ao
menos um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (Figura 3)
(WATERMAN; MOLE, 1994; ROBARDS et al., 1999, CARVALHO et al., 2003;
CARTEA et al., 2011;). Como esta definicdo ndo é inteiramente satisfatéria para
tais compostos, uma vez que, inevitavelmente, inclui outras substancias, tais
como o horménio sexual feminino estrona, que é principalmente de origem
terpenoide, os fendis de plantas sdo mais adequadamente caracterizados com
base na origem metabdlica, considerando-os como aquelas substancias
derivadas a partir da rota metabdlica do chiguimato e fenilpropanoide (ROBARDS
et al.,1999; BENNET; WALLSGROVE, 1994).

Alguns compostos fendlicos sdo também caracterizados como polifendis,
um termo ndo muito esclarecido, pelo fato de muitas substancias assim
classificadas ndo serem derivadas ou constituidas de polidis (ROBARDS et
al.,1999). Assim, as substancias fendlicas de plantas consideradas como
verdadeiros polifendis sao os taninos, devido ao seu alto nivel de polimerizacéo e,
os flavonoides seus constituintes monomeéricos (BRAVO, 1998, QUIDEAU et al.,
2011).

Os compostos fendlicos apresentam grande diversidade estrutural, que
varia desde moléculas simples, tais como os acidos fendlicos a compostos
altamente polimerizados, como os taninos (Figura 3). Podem estar presentes nos
vegetais na forma livre (agliconas) ou ligados a agucares (glicosidios) e proteinas
(BRAVO, 1998; ANGELO; JORGE, 2007;).
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Figura 3 — Representacdo de uma estrutura basica simples e outra polimerizada de compostos
fendlicos (adaptado de Bravo (1998)).

O

Como representado na Tabela 2, a diversidade quimica dos compostos
fendlicos segue padrbes estruturais, que possibilita sua classificagdo de acordo
com o esqueleto basico de carbono (CARVALHO et al., 2003).

Os derivados fendlicos simples e os flavonoides sado os mais difundidos
entre as diferentes espécies de plantas, seguido pelos acidos fendlicos que sdo
compostos de estrutura C¢C1 muito difundidos nas plantas superiores. Por outro,
lado as acetofenonas e os acidos fenilacéticos (CsC,) sdo os de distribuicdo

menos frequente segundo a literatura (BRAVO, 1998).

Tabela 2 — Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com o esqueleto basico (CARVALHO
et al., 2003).

Esqueleto basico Classe de compostos fendlicos

Ce Co— fendis simples, benzoquinonas

C,Ce acidos fendlicos

C, Ce— acetofenonas e acidos fenilacéticos

Cs fenilpropanoides: acidos cinamicos e compostos analogos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas

Ce—C, Ce-Ci— nafitoquinonas

Cs Cs—Co—Cs xantonas

Ce—C3—Cq (Co— estilbenos, antoquinonas

Cs)2 flavonoides, isoflavonoides

(C6—C3—Ce)2 lignanas

(Ce—Ca)n diflavonoides

(Ce—Cn ligninas

(Ce—C3—Co)n taninos hidrolisaveis
taninos condensados

C¢ = anel benzénico
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Os compostos fendlicos se configuram como mecanismos indispensaveis
as interacdes ecoldgicas entre plantas, animais e o ambiente. (STRUBE et
al.,1993; BRAVO, 1998; SIMOES, 2003; HUBER et al., 2008;), a medida que
influenciam tanto a fisiologia, quanto a morfologia da planta, estando envolvidos
no crescimento, reproducdo, protecdo a radiacdo ultravioleta, resisténcia a
predadores e patégenos (BRAVO, 1998, SANTOS, 2003; HURBER et al., 2008).

Esses compostos apresntam varias atividades biolégicas potencialmente
significativas para saude humana. Devido a sua capacidade de agir contra danos
normais causados pelos efeitos do processo fisiolégico de oxidacdo no tecido
animal, acredita-se que sua presenca nos alimentos tém ajudado na prevencéao
do desenvolvimento de doencas cronicas como o cancer, doencas cardiacas,
derrame, Mal de Alzheimer, artrite reumatoide, catarata, entre outros (ATOUI et
al., 2005; SOUSA et al., 2007; CARTEA et al., 2011). Como se trata de um grupo
de compostos com estrutura quimica muito varidvel, as atividades biolGgicas
variam dentro e entre as diferentes classes de substancias fendlicas. Dentre as
diversas classes, os flavonoides e os taninos tém recebido muita atencao,
sobretudo, por desempenharem papel importante na saide humana (HASLAN,
1996).

3.3.1.2. Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os metabdlitos secundarios de plantas, principalmente dentre
as angiospermas, onde apresenta enorme diversidade estrutural e desempenham
diferentes papéis em sua ecologia (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003; DORNAS,
2007; HUBER et al., 2008).

Estes compostos exibem diversas formas estruturais. Entretanto, a maioria
dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental (o nucleo flavan Cg -C3 -Cg), constituido de duas fenilas ligadas por
uma cadeia de 3 carbonos entre elas (PIETTA, 2000; ZUANAZZI; MONTANHA,
2003). A Figura 4 mostra a sua estrutura genérica e o sistema de numeracdo

utilizada para distinguir as posi¢des de carbono em toda a molécula. Suas
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atividades bioquimicas dependem da estrutura quimica e a orientacao relativa das
varias por¢cdes da molécula (COOK; SAMMAN, 1996).

As vérias classes de flavonoides diferem no grau de oxidacéo e padrao de
substituicdo do anel de C, enquanto que os compostos individuais dentro de uma

classe diferem no padréo de substituicdo dos anéis A e B (PIETTA, 2000).

Figura 4 — Estrutura genérica dos flavonoides. Os trés anéis fendlicos sdo referidos como A, B e
C. Os atomos de carbono recebem ndmeros ordinarios nos ndcleos A e C e 0s mesmos nameros
seguidos de linha (') para o nucleo B (COOK et al, 1996; PIETTA, 2000; ZUANAZZI,
MONTANHA, 2003).

Segundo Hodek et al. (2002), os flavonoides podem ser classificado em 8
grupos, tendo como base o0 esqueleto de carbono: flavanas, flavanonas,
isoflavanonas, flavonas, isoflavonas, antocianidinas, chalconas e flavonolignanas.
A estrutura destes compostos é derivado de um hidrocarboneto heterociclico,
cromano, por substituicdo do seu anel C nas posi¢cées 2 ou 3 com um grupo fenil
(anel B) que formam as flavans, e um grupo oxo na posicédo 4 resultando em
flavanonas e isoflavanonas (Figura 5).

Frequentemente, uma ligacado dupla (entre Carbono 2 e o Carbono 3 no
anel C) esta presente, proporcionando compostos com propriedades semelhantes
a quinona. Dependendo da substituicdo no anel C, estes flavonoides sao
atribuidos como flavonas (grupo 2-fenil) ou de isoflavonas (grupo 3-fenil). A
presenca de uma ligagéo dupla adicional no anel C, em vez de um grupo oxo, faz
destes compostos substancias coloridas bem conhecidas como antocianidinas.
Além disso, chalconas, compostos biciclicos que possuem um anel C aberto sao

também classificados como flavonoides.
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Figura 5 — Estrutura do esqueleto basico dos flavonoides (adaptado de Hodek et al. (2002) ).

Atualmente mais de 8000 estruturas de flavonoides ja foram identificados.
Este grande numero resulta de vérias combinagfes entre varios grupos hidroxila e
metoxila substituidos no esqueleto béasico. Nas plantas estes compostos
geralmente ocorrem como glicosideos, mas as suas estruturas podem ser mais
complexas, como ésteres catequinas ou chalconas prenilados (HODEK et al.,
2002).

Diversas funcdes séo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Dentre elas
pode se citar a protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel;
protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; atragcdo de animais com
finalidade de polinizacdo; antioxidantes; controle da acdo de horménios vegetais;
agentes alelopaticos e; inibidores de enzimas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

Além de seus papéis fisiolégicos desempenhados nas plantas, o0s
flavonoides, sdo também componentes importantes na dieta humana. Varios
estudos epidemiolégicos fornecem suporte para um efeito protetor de algumas
classes de flavonoides contra varias patologias podendo apresentar acdo
antitumoral, antinflamatoria, antioxidante, antiviral, entre outras (LI et al., 2009).
Esta possibilidade tem sido evidenciada por varios estudos in vitro, ex vivo e com
animais. Por possuir propriedades redutoras a maioria dos estudos com estes
compostos investigam a sua atividade antioxidante. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizagcdo ou sequestro de radicais
livres e quelacdo de metais de transi¢géo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como
na propagacéao do processo oxidativo (PIETTA, 2000; SOUZA et al., 2007).
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3.3.1.3. Taninos

Os taninos constituem uma classe complexa de compostos fendlicos
polihidroxilados, de alto peso molecular, amplamente difundido no reino vegetal.
Distinguem-se da maioria dos outros compostos fendlicos, por serem substancias
soluveis em solvente polar e pela capacidade de precipitar proteinas, pectinas,
alcaloides, gelatina e metais pesados em solucdo aquosa. O termo tanino deriva
das propriedades tanantes destes compostos, descobertos em varios extratos
vegetais historicamente utilizados na obtencdo de couros maleaveis e de grande
durabilidade (SCALBER, 1991; SILANIKOVE et al., 2001; QUEIROZ et al., 2002;
SANTOS; MELLO, 2003; MOUCO et al., 2003; QUIDEAU et al., 2011).

Por serem encontrados na natureza geralmente sob a forma de ésteres ou
de heterosideos, os taninos sdo muito reativos quimicamente, capazes de formar
pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares. Um mol de taninos pode ligar-se a
doze moles de proteinas; fundamentando-se nessa propriedade, pode-se
identificar taninos por teste de precipitacdo de protideos. Estes compostos sao
facilmente oxidaveis, tanto através de enzimas vegetais especificas quanto por
influéncia de metais, como cloreto férrico, 0 que ocasiona 0 escurecimento de
suas solu¢des (MONTEIRO et al., 2005).

Nas plantas terrestres, os taninos constituem um importante componente
gustativo conferindo sabor adstringente, protegendo contra herbivoros e doencas
patogénicas. Podem ser encontrados em raizes, flores, frutos, folhas, cascas e
madeira (QUEIROZ et al., 2002) e sdo quimicamente divididos em dois grupos
basicos, os derivados de flavonoides denominados proatocianidinas, comumente
chamados de taninos condensados e os derivados do acido galico denominados
taninos hidrolisaveis (HAGERMAN et al., 1998, RANGARI, 2007).

Taninos condensados sdo oligbmeros e polimeros constituidos de uma
mistura de flavonoides polimerizados, de pesos moleculares variados (Figura 6),
sua denominacdo como proantocianidina se da devido ao fato de os taninos
condensados produzirem pigmentos da classe antocianidinas, tais como cianidina
e definidina, apds a degradacdo com acido mineral diluido a quente (SANTOS;
MELLO,2003; CARNEIRO et al., 2009).
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Figura 6 — Modelo da estrutura basica de taninos condensados, onde R = H ou OH, assim, cada
estrutura representa uma procianidina ou prodelfinidina. A ligagao 4 — 6 (linha pontilhada) é uma
ligacéo interflavan alternativa. A unidade da parte inferior representa a unidade terminal de uma
determinada estrutura de varias unidades (SCHOFIELD et al., 2001).

Taninos hidrolisaveis sao caracterizados por um poliol central, geralmente
B-D-glucose, cujas fungdes hidroxilas sé@o esterificadas com o acido galico. Estes
podem ser divididos em galotaninos e elagitaninos, tendo o composto B-1,2,3,4,6-
pentagaloil-D-glucose (Figura 7) como o padrdo méximo de substituicdo
alcancado e o precursor imediato de ambos (SANTOS; MELLO, 2003).

Figura 7 — Exemplo de estrutura quimica de um tanino hidrolizavel (B-1,2,3,4,6-pentagaloil-
Dglicose). Fonte: Mello; Santos (2007).

Ambos os tipos de taninos, condensados e hidrolisaveis, sdo amplamente
distribuidos no reino vegetal e, em algumas espécies, os dois tipos estdo
presentes, embora um deles deva ser predominante. Sua principal funcéo é a de
inibir herbivoros, pois em altas concentragdes, frutos, folhas, sementes ou demais

tecidos jovens tornam-se impalataveis aos fitéfagos e, ainda, combinado a
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algumas proteinas, estes tecidos resistem fortemente a putrefacdo (MONTEIRO
et al., 2005).

Além dos seus efeitos adstringentes, os taninos podem influenciar também
no metabolismo dos animais de varias maneiras, sendo capazes de interferir na
absorcdo de minerais e no crescimento. Consequentemente tem sido
extensivamente estudado seu efeito na alimentacéo animal (BENNICK, 2002).

As multiplas propriedades biologicas dos taninos os caracterizam tanto
como substancias téxicas como medicinal. Por esta razdo, plantas ricas em
taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de diversas
moléstias, tais como diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias
feridas, queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e do sistema
urinério e processos inflamatoério em geral (SANTOS; MELLO, 2003; MONTEIRO
et al., 2005). Testes in vintro realizados com extratos ricos em taninos tém
demonstrado acdo bactericida e fungicida, antiviral, moluscicida, inibicdo de
enzimas como glicosiltransferases de streptococcus, inibicdo da peroxidacao de
lipideos, sequestrador de radicais livres e acdo antitumoral (SANTOS; MELLO,
2003). Além disso, os taninos sdo hemostéticos e, como precipitam alcaloides,
pode servir de antidotos em casos de intoxicacdes (MONTEIRO et al., 2005).

Acredita-se que as propriedades biol6gicas dos taninos sdo devidas a sua
capacidade complexante que os torna ativos com a parede celular de bactérias e
com enzimas extracelulares secretadas, o que inibi o transporte de nutrientes
para dentro da célula e retarda o crescimento do organismo (MCSWEENEY et al.,
2001).

A decomposicao de materiais vegetais ricos em taninos podem também ter
um efeito ecoldgico sobre taxas de controle na liberagcdo de nitrogénio e do
acumulo de matéria organica no solo. Que por sua vez, afetam o crescimento das

plantas e, indiretamente, animais e populacao microbiana (BENNICK, 2002).

3.3.1.4. Compostos fendlicos como antioxidantes

Os organismos vivos sdo permanentemente sujeitos a acdo de moléculas
altamente reativas, como os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio

(EROs), compostos instaveis de oxigénio com um elétron ndo emparelhado em
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um de seus orbitais atdmicos, principalmente os radicais livres superéxidos (0,*),
oxigénio singlete (*0,*), radicais hidroxila ("HO) e peréxido de hidrogénio (H»0,),
que se formam normalmente durante o metabolismo aerébico (MITTLER, 2002;
SHARMA et al., 2012).

Em quantidades moderadas os EROs sao necessarios para algumas
funcbes celulares, tais como inducdo de mediadores reguladoras no
processamento de sinalizacdo e na defesa contra virus e a bactérias. No entanto,
0 seu excesso pode provocar danos irreparaveis as células (YEUM et al., 2009).

Nos animais e nas plantas a homeostase celular redox é mantida por um
sistema de defesa constituido de reguladores enzimaticos e ndo enzimaticos,
inibidores de enzimas, cofactores de enzimas e quelantes de metais de transicao.
Quando o nivel de EROs excede os mecanismos de defesa, diz-se que a célula
esta em estado de "estresse oxidativo", uma situacdo que pode ser induzido por
diferentes fatores, principalmente tensfes ambientais como salinidade, seca,
refrigeracdo, toxicidade, radiacdo ultra violeta, bem como agentes patogénicos.
Uma grande producdo de EROs durante estresses ambientais podem representar
uma ameaca para as células por causar peroxidacdo de lipidos, oxidacdo de
proteinas, danos aos acidos nucléicos, a inibicdo de enzimas e ativacao da morte
celular programada (SHARMA et al., 2012).

As moléculas biologicas capazes de prevenir a formacéo descontrolada de
EROs, ou inibirem as suas reacdes com as estruturas biolégicas sao
denominadas antioxidantes (CHAUDIEARE; FERRARI-ILIOU, 1999). Os vegetais
possuem sistemas especificos de producdo de uma grande variedade dessas
substancias em diferentes compartimentos, as quais atuam de forma coordenada
para mitigar o dano celular em condi¢des oxidativas (GRACE, 2000; SHARMA et
al., 2012),).

Um crescente numero de evidéncias permite inferir que as plantas
respondem a fatores de estresse bidtico e abiotico, aumentando a sua capacidade
antioxidante, principalmente por meio de seu arsenal molecular proveniente do
metabolismo secundério, encontrado em abundancia em suas diferentes
estruturas (GRACE, 2000). E dentre as diversas classes de substancias

antioxidantes de plantas, os compostos fendlicos constituem a classe mais
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abundante, com atividade reconhecida na peroxidacéo lipidica e lipooxigenase in
vitro (HASLAN, 1996; NDHLALA et al., 2010).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos decorre principalmente
de sua capacidade de atuar como agentes redutores, doadores de hidrogénio e
supressores de oxigénio singlete (ATOUI, 2005; HASLAN, 1996). Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro
de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na propagacado do processo oxidativo, tendo como vantagem o
fato de seus intermediarios serem relativamente estaveis, devido a ressonancia
do anel aroméatico que os constitui (SOUSA et al., 2007).

Recentemente, um conjunto de evidéncias tem demonstrado que os
radicais livres sdo 0s principais responsaveis pelo envelhecimento precoce e as
doencas degenerativas, como o cancer, doencas cardiovasculares, catarata,
declinio do sistema imunoldgico, e disfuncdo cerebral (ATOUI, 2005). Com isso,
muitas pesquisas sé&o desenvolvidas, na tentativa de aproveitar a capacidade
antioxidante de fontes naturais, como os compostos fendlicos de plantas. Isto tem
estimulado o desenvolvimento de grande nimero de métodos para determinar a
tal papel biolégico in vitro. Devido a complexidade da composicao dos compostos
vegetais, recomenda-se, que a mensuracdo da capacidade antioxidante de
extratos de plantas seja realizada por diferentes métodos (MELLADO et al.,
2012), entre os quais, 0 método de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) e método de reducdo do ferro FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) sdo os mais utilizados. Principalmente por se constituirem métodos
simples, rapidos, precisos, reprodutiveis e aplicaveis a maioria dos estudos com
extratos e substancias isoladas (BENZIE; STRAIN, 1996; RUFINO et al., 2006 e
2007).

Em estudo in vitro realizado por Sun et al. (2011) com folhas de caqui foi
demonstrado que o0s compostos fenodlicos sdo capazes de limpar anions
superoxido, radicais hidroxila e estabilizacdo de metais de transicao.

|. batatas se mostra como uma fonte potencial de antioxidantes naturais,
apresentando substancias fenolicas das mais diversas naturezas, principalmente

flavonoides e taninos. Em trabalho realizado com folhas desta espécie,
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Ghasemzadeh et al. (2012) constatou que nesta planta a atividade antioxidante

correlaciona-se com seu contetdo fendlico.

3.4. Estudos quimicos de plantas

O grande incremento do uso de plantas para fins medicinais nos altimos
anos tém provocado um renovado interesse pelo conhecimento da composicéo
guimica dos vegetais. Os avancos nesta area se deve a exploracdo bem sucedida
de técnicas conhecidas, e o continuo desenvolvimento de outras para resolver
problemas a medida que surgem (HARBORNE, 1988; MATOS, 2009). Tais
técnicas constituem o estudo quimico de plantas (ou estudo fitoquimico), ou seja,
atividades desenvolvidas visando o conhecimento dos constituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliacdo de sua presenca (FALKENBERG et al., 2003).

O principal diferencial do estudo fitoquimico, concentra-se nha
fundamentacéo cientifica que permite aos pesquisadores lancarem mao de varias
técnicas (MATOS, 2009) e produzem informagBes que cobrem aspectos
importantes no desenvolvimento tecnoldgico, como a estrutura dos constituintes
quimicos, atividade biolégica, extracdo e purificacdo, dados espectroscépicos e o
entendimento dos processos de sinteses e biossinteses de compostos vegetais
(MARCANO; HASEGAWA, 2002).

Em geral o estudo quimico de plantas segue etapas que exigem a
aplicacdo de técnicas envolvidas em um conhecimento multidisciplinar,
principalmente de biologia, quimica e bioquimica. As principais etapas sdo: a
coleta, a preparacdo do material vegetal, a extracdo, a prospeccéao fitoquimica

preliminar e a caracterizacdo dos extratos.

3.4.1. Acoleta

Esta € a etapa em que é feito uma cuidadosa selecdo do material vegetal.
Nesta sele¢do, se escolhe ndo apenas a planta alvo, mas também partes
especificas, evitando incluir aquelas afetadas por doencas, parasitas e também
materiais estranhos. Registra-se o local, a hora e a data da coleta, ja que o0 meio

ambiente, a hora do dia e a época do ano exercem grande influéncia sobre a

24



producdo e o acumulo dos metabolitos vegetais (FALKENBERG et al., 2003).
Segundo Gobbo-Neto; Lopes (2007) a composi¢cdo de metabdlitos secundarios de
uma planta pode também variar apreciavelmente em decorréncia de outros
fatores como idade da planta, sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura,

altitude, entre outros.

3.4.2. A preparagao do material vegetal

A preparagdo do material pode ocorrer de diferentes formas, que
dependem dos objetivos de estudo e quantidade de matéria prima disponivel, pois
muitas vezes, para a deteccdo de alguns componentes especificos, o material
vegetal deve ser fresco. Seu emprego traz a vantagem de evitar a presenca de
substancias oriundas do metabolismo de fenecimento vegetal. Por outro lado, o
material deve ser processado imediatamente ou conservado, até a analise, a
baixas temperaturas (FALKENBERG et al., 2003).

Segundo Kim; Verpoorte (2010), a maneira mais adequada de manter a
estabilidade quimica dos compostos é secando o material vegetal, principalmente
porque a agua fornece o meio para reacdes mediadas por enzimas que podem
ocorrer durante a preparacdo da amostra, o que resulta na decomposicdo dos
metabdlitos. Além disso, a agua na amostra afeta a quantificacdo de compostos
de interesse.

Tanto no material vegetal fresco quanto no seco o estudo fitoquimico segue
mediante a reducdo mecanica da amostra a fragmentos de pequenas dimensoes,
0 que permite um aumento de sua superficie de contato melhorando o processo
extrativo (FALKENBERG et al., 2003).

3.4.3. A extragéo
Existem varias metodologias descritas para a preparacdo de extratos
vegetais, visando o isolamento de seus constituintes quimicos. De um modo

geral, os principais aspectos considerados em tais metodologias s&o as

caracteristicas do solvente, proporcao de solvente e de amostra, a duracdo da
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extracdo, a temperatura e aparelhagem utilizada (MARCANO; HASEGAWA,
2002; KIM; VERPOORTE, 2010,).

Como a composi¢do quimica das plantas é extremamente complexa, muito
frequentemente, ocorre a extragdo concomitante de varios tipos de substancias,
desejadas ou ndo. Por isso, deve-se primeiramente definir, com maior precisdo
possivel, 0 que se deseja obter antes de definir o método e o solvente que serao
empregados (FALKENBERG et al., 2003).

A escolha do solvente deve ser feita baseado nas caracteristicas quimicas
do composto alvo, levando-se em conta que solventes pouco polares, extraem da
planta, mais facilmente, misturas de compostos de baixa polaridade e compostos
polares, porem pouco hidrofilicos. Compostos mais polares e hidrofilicos séo
também com mais facilidade extraidos com etanol ou metanol. Compostos que se
comportam como acidos ou bases lipossoluveis sdo extraidas, de preferéncia,
utilizando-se suas propriedades de formarem sais hidrossollveis, com bases
inorganicas no caso dos &cidos e com acidos inorganicos no caso das bases
inorganicas (MATOS, 2009).

Os métodos de extracdo mais empregados sdo a maceracgao, percolacao,
extracdo em Soxhlet, destilacdo por arraste de vapor, extracdo com fluidos
supercriticos e extracdo em fase sélida (MARCANO; HASEGAWA, 2002). A
extracdo com Soxhlet se destaca ante as demais por apresentar altos
rendimentos, permitir a utilizacdo sequencial de diferentes solventes no processo
e a possibilidade de recuperacao do solvente apés o processo (Matos, 2009), que
é realizado em varios ciclos de operacdo, sendo que em cada ciclo, o material
vegetal entra em contato com o solvente renovado; assim o0 processamento
possibilita uma extracdo altamente eficiente, empregando uma quantidade
reduzida de solvente, em comparacdo com as quantidades usadas em outros
processos extrativos (FALKENBERG et al., 2003).

3.4.4. A prospeccéao fitoquimica preliminar

A prospeccdo é a etapa que permiti ao pesquisador o conhecimento
preliminar do comportamento quimico dos extratos com o qual se devera

trabalhar. Alem de facilitar a escolha do material a ser estudado, permite ao
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pesquisador a possibilidade de adaptar as técnicas de fracionamento de extratos
e isolamento e caracterizacdo de substancias puras, de acordo com a natureza
dos constituintes previamente detectados, facilitando assim o subsequente
trabalho de isolamento e purificagdo dos constituintes mais interessantes
(MATQOS, 2009).

Classicamente, a caracterizagdo dos principais grupos de substancias
vegetais de interesse tem sido conseguida pela realizacdo de reacdes quimicas
que resultem no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado caracteristico.
Para algumas reacoes, o extrato pode ser empregado diretamente, enquanto que
em outras, o solvente deve ser previamente eliminado. Usualmente estas reagdes
sdo realizadas em tubos de ensaio ou placa de toque, podendo também ser

utilizada a cromatografia com reagentes especificos (FALKENBERG et al., 2003).

3.4.5. Caracterizacdo de extratos vegetais

Na obtecdo de compostos ativos isolados, diversos processos de
separacdo e purificacdo podem ser empregados aos extratos de plantas.
Atualmente as técnicas mais utilizadas sdo as cromatogréficas,
espectrofotométricas e as espectrométricas (MARCANO; HASEGAWA, 2002;
FALKENBERG et al., 2003; BARBOSA, 2004; MATOS, 2009). O emprego destas
técnicas permite que o0s extratos vegetais sejam tanto qualificados quanto
quantificados de forma eficiente.

Ensaios espectrofotométricos realizados para quantificacdo de fendis e
flavonoides totais em extratos vegetais tém sido descrito classicamente na
literatura. Porém, varios trabalhos tém demonstrado a aplicabilidade da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no doseamento de compostos
fendlicos, inclusive flavonoides, em extratos vegetais (RODRIGUES et al., 2004,
CHEW et al., 2009). Por esta técnica, os compostos sdo detectados de forma
individualizada, o que facilita sua identificacdo e quantificacdo (CHEW et al.,
2009). A resolucdo, exatiddao e precisdo, bem como boa sensibilidade e
reprodutibilidade, tém tornado a técnica CLAE a maneira mais adequada para a
analise de matrizes complexas como as formas extrativas vegetais (RODRIGUES
et al., 2004).

27



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias da Universidade
Federal do Tocantins, campus de Palmas (UFT/Palmas), com execucdo de
experimentos e aquisicdo de material nos laboratérios de cultura de células,
Farmacologia e de Bioquimica do departamento de Medicina; laboratério de
Instrumentacdo Cientifica do departamento de Engenharia de Alimentos e€;
laboratorio de Sistemas de Producdo de Energia a Partir de Fontes Renovaveis
(LASPER/UFT) do departamento de Engenharia Ambiental.

4.3. Origem do material vegetal

O material vegetal em estudo foi cultivares de batata-doce |. batatas
adaptadas as condic¢des climéticas do Estado do Tocantins, com caracteristicas
especificas para producao industrial de etanol, desenvolvidas por melhoramento
genético convencional. Constituem o produto de pesquisas realizadas pela equipe
de pesquisadores do LASPER/UFT, que as mantém em um banco de
germoplasma na UFT/Palmas (SILVEIRA et al., 2008).

Visando uma amostragem satisfatoria, estudaram-se todas as variedades
de batata-doce disponiveis no LASPER/UFT até a data do experimento, um total
de dez cultivares, todas registradas desde 15 de abril de 2008 no Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA). Seus respectivos nomes e
nameros de registros sdo: Marcela, 22592; Béarbara, 22595; Duda, 22598;
Amanda, 22593; Carolina Vitoria, 22597; Ana Clara, 22594; Beatriz, 22596; Julia,
22599; Livia, 22591; Izabela, 22600.

4.4. Coletas e Tratamentos iniciais do material vegetal

As coletas foram realizadas entre os meses de Junho a outubro de 2011.

Tiveram-se como partes vegetais estudadas as folhas de I. batatas, que apdés
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serem coletadas de plantas adultas, foram conduzidas ao laboratorio e
submetidas a triagem e limpeza macroscopica. O limbo foi separado do peciolo,
ambos submetidos & secagem em estufa com circulacdo de ar a 50° C (Figura 8).
Realizaram-se pesagens periddicas em balanga semianalitica até estabilizagédo do
peso, que caracterizou a secagem completa. Apos a estabilizacdo, as folhas
foram colocadas inteiras em frascos plasticos e armazenadas a temperatura
ambiente e protegidas da luz, conforme recomendacfes de cuidados praticos do
manuseio de plantas medicinais (SIMOES, 2003). Momento antes das anélises, o

material vegetal seco foi reduzido a pé em liquidificador doméstico.

Figura 8 — Secagem das folhas de I. batatas em estufa dotada de circulacdo de ar. Na parte
indicada pela seta encontram-se as folhas e os peciolos sendo secos (fonte: arquivo pessoal).

4.5. Prospeccéo fitoquimica preliminar

Para determinacdo do perfil fitoquimico, escolheu-se aleatoriamente trés
variedades (Amanda, Beatriz e Marcela), as quais foram submetidas a métodos
classicos de triagem fitoquimica para deteccdo das principais classes de
metabdlitos secundarios. Para isto foram realizados testes fitoquimicos com o po
da droga, extratos aquosos, etandlicos e cloroférmicos.

Para a deteccao de antraquinonas seguiu-se o método descrito por Mouco
et al. (2003). Para isto, pesaram-se 0,5 g da droga que foi colocada em um vidro
de relogio e adicionaram-se algumas gotas de hidroxido de sodio 0,5 % (p/v).

Esperou-se para observar o desenvolvimento de coloracdo amarela que indicasse
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a presenca de antraguinona na forma reduzida ou de uma coloracédo avermelhada
gue indicasse a presenca de antraquinona na forma oxidada.

A deteccdo de alcaloides foi realizada de acordo com Matos (2009).
Primeiramente juntou-se 10,0 gramas da droga a 100,0 mL de uma solucdo de
acido acético 5 % (v/v), esta mistura foi fervida por 10,0 minutos e filtrada em
papel de filtro (poro de 14 um) sob vacuo; o filtrado foi alcalinizado com hidroxido
de amébnio 10 % (p/v) e adicionado a 50,0 mL de cloroféormio em um funil de
separacdo, o qual foi agitado energicamente e deixado em repouso até a
formacgéo de duas fases. Coletou-se a fase cloroférmica em recipientes de vidro,
os quais foram colocados em banho-maria para evaporacdo até que ficasse
apenas o residuo. Este foi dissolvido em acido cloridrico 1 % (v/v) e colocado
sobre laminas histoldgicas, onde foram adicionadas algumas gotas de reagente
Mayer (obtido pela mistura de 1,35g de cloreto de mercdrio com 5 g iodeto de
potassio em 100 mL e agua) observando a formacéo de precipitado.

A qualificacdo de fendis e taninos e flavonoides foi realizada de cordo com
as descri¢cdes de Mouco et al. (2003). Para tanto, realizou-se um decécto de 2,0
gramas da droga pulverizada com 40,0 mL de agua deionizada e filtrada (dgua
Milli-Q, obitida em filtro deonizador da marca Millipore, modelo Milli-Q®). Apés 2.0
minutos de fervura a mistura foi filtrada em papel filtro (poro de 14 um) sob vacuo.
O filtrado foi diluido em agua Milli-Q na propor¢cdo de 1:5. Esta solucédo foi
transferida para tubos de ensaio de 5 mL, colocando um volume de 3,0 mL em
cada. Em um tubo adicionaram-se algumas gotas de cloreto férrico 2 % (p/v).
Observou-se a formacdo de precipitado ou desenvolvimento de coloragdes, que
indicassem a presenca de compostos fendlicos, que foi comparado com um
branco constituido apenas da solugdo extrativa. Em outro tubo adicionaram-se
algumas gotas de acetato de neutro chumbo a 10 % (p/v). Observou-se a
formacao de precipitado castanho avermelhado volumoso denso que indicasse a
presenca de taninos. Num terceiro tubo a solugéo extrativa foi misturada com
acido acético (2,0 mL a 10 %, v/v), solucéo de acetato de chumbo (3,0 mL a 10,
p/v), observando a formacao de precipitado castanho que indicasse a presenca
de taninos gélios. Para a detec¢do de flavonoides, 2,0 g da droga pulverizada foi
fervida com 20 mL de etanol 75 % (v/v) por 5,0 minutos, e filtrada em papel filtro

sob vacuo. O filtrado for gotejado em um papel de filtro de modo a formar duas
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manchas. Em uma delas colocou-se algumas gotas de cloreto de aluminio 5 %
(p/v). A pbs a secagem, verificou-se 0 comportamento das duas areas frente a luz
ultravioleta, sendo que o aparecimento de fluorescéncia na area contendo o
reagente pode ser considerado um indicio de flavonoides.

A deteccdo da presenca de compostos pertencentes a diferentes classes
de flavonoides foi realizada segundo a metodologia descrita por Barbosa (2001) e
Matos (2009). Inicialmente dissolveram-se alguns miligramas do extrato seco em
20 mL de agua milli-Q e transferiram-se para trés tubos de ensaio de 5 mL,
ficando 3 mL da solucdo para cada. Acidulou-se um dos tubos com acido
cloridrico 1 % (v/v) a pH 1-3 e alcalinizou-se os dois restantes hidréxido de
amoénio 5 % (p/v) a pH 8,5 e 11 e verificou-se a mudanca de coloracdo das
solucdes frente a mudanca de pH e temperatura (antocianinas e antocianidinas:
vermelho em pH 3, lilds em pH 8,5 e azul purpura em pH 11; Flavononas,
flavonois e exantonas: amarela em pH 11; Chalconas e auronas: vermelho em pH
3 e vermelho purpura em pH 11; Flavonois: vermelho laranja em pH 11,
leucoantocianidinas: vermelho em pH 1 aquecido; catequinas: pardo amarelado
em pH 1 aquecido; flavanonas: vermelho laranja em pH 11 aquecido).

4.6. Obtencao dos extratos

Para obtencdo dos extratos, as folhas secas e estabilizadas das dez
cultivares estudadas foram trituradas a seco em liquidificador domeéstico. O
material triturado foi submetido a refluxo em aparelho de Soxhlet utilizando uma
solucdo de etanol/agua (70:30, v/v) como solvente. Por esta técnica, o solvente
permeia a amostra mediante um sistema de vaporizacdo e condensagcdo em
varios ciclos, que o renovam na extracdo e o separam dos compostos sollveis ja
extraidos, evitando a saturacdo do mesmo em relagcdo a amostra (JENSEN,
2007).

A aparelhagem Soxhlet utilizado neste experimento foi montada como
mostrado na Figura 9. Cerca de 20 g de amostra foram pesadas em balanca
semi-analitica e acondicionadas em um cartucho de papel-filtro, o qual foi inserido
num extrator com capacidade de 250 mL acoplado na extremidade inferior a um

baldo de fundo chato sobre uma chapa de aquecimento e na extremidade
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superior a um condensador, arrefecido por agua proveniente de um banho-maria
termoestatizado. Ao baldo foram adicionados 150 mL do solvente, o qual foi
aquecido a sua temperatura de ebulicdo por periodo continuo de 12 h (MATOS,
20009).

Figura 9 — Sistema Soxhlet utilizado no experimento. A) condensador; B) a amostra no interior do
extrator; C) baldo de fundo chato; D) chapa de aquecimento (fonte: arquivo pessoal).

A solucédo de compostos obtida pelo processo de refluxo em aparelho de
Soxhlet foi concentrado sob vacuo em evaporador rotativo, conforme mostrado na
Figura 10. O equipamento teve a temperatura do banho-maria ajustada para

50°C, rotacdo a 70 RPM e pressdao variavel.

Figura 10 — Concentracao do extrato em rotaevaporador. O recipiente indicado pela seta contém a
solucéo hidroalcoolica do extrato (fonte: arquivo pessoal).

32



O extrato concentrado foi colocado em recipientes de plastico e congelado
a -70° C, para depois serem secos por sublimacdo em liofilizador (Figura 11).
Apos a liofilizagéo, o extrato foi acondicionado em dessecador de vidro sob vacuo
e protegido da luz até o momento das analises.

Figura 11 - Liofilizador utilizado na secagem do extrato. Na parte indicada pela seta esta a
amostra de extrato a ser liofilizada (fonte: arquivo pessoal).

4.7. Quantificacdo de compostos fendlicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pelo método Folin—
Ciocalteu como descrito por Amorim et al. (2008), empregando acido tanico como
padrdo. Este método baseia-se no principio de que os compostos fendlicos sao
oxidados pelo reagente de Folin-Ciocalteu. Este reagente é constituido por uma
mistura de &cido fosfotangstico e de acido fosfomolibdico, que é reduzido quando
da oxidagdo dos fendis, numa mistura de Oxidos azuis de tungsténio e de
molibdénio. A cor azul produzida possui uma absor¢do maxima na proximidade
dos 760 nm, que é proporcional a taxa de compostos fendélicos no meio reacional.

Para esta andlise preparou-se uma solugdo metanolica dos extratos secos
na concentracdo de 1 mg/mL e do padrédo &cido tanico na concentracdo de 0,1
mg/mL (solucBes estoques). Tréplicas de 0,2 mL da solucdo do extrato foram
transferidas para tubos de ensaio. Posteriormente, adicionou-se 0,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteu diluido em agua milli-Q (10:90, v/v), 1 mL de carbonato
de sédio 7,5 % (p/v) e 8,3 mL de agua milli-Q. Esta mistura permaneceu por 30

minutos numa camara escura, a temperatura ambiente, para depois ter a sua

33



absorbancia medida a 760 nm em espectrofotbmetro da Marca Biochrom, modelo
Biowave II*, utilizando cubetas de quartizo, contra um branco constituido apenas
de &4gua milli-Q. Preparou-se também uma curva de calibracdo do acido tanico
transferindo-se em triplicata aliquotas de 0,01 a 0,2 mL da solu¢éo estoque e 0s
demais reagentes citados anteriormente para tubos de ensaio, aferindo-se o
volume final para 10 mL com agua milli-Q, tornando as concentra¢cdes finais de
acido tanico numa variagéo de 0,1 a 2,0 pg/mL.

O teor de fendis totais das amostras foi determinado por interpolacédo das
absorbancias das amostras contra a curva de calibracdo construida com o padrao
de &cido tanico, expresso como miligramas equivalentes de &cido tanico por

grama de extrato (mg EAT/Q).

4.8. Quantificacao de flavonoides totais

A guantificacdo de flavonoides totais foi realizada pelo método colorimétrico
descrito por Peixoto Sobrinho et al. (2008) com algumas modificacoes.
Primeiramente, preparou-se solucdes metandlicas dos extratos secos na
concentracdo de 1 mg/mL e do padréo rutina na concentragcdo de 0,1 mg/mL
(solucdes estoques). Tréplicas de 0,5 mL das solucbes dos extratos foram
transferidas para tubos de ensaio. Posteriormente, adicionou-se 0,5 mL de acido
acético diluido em &gua milli-Q (60:40, v/v), 2 mL de piridina diluida em metanol
(20:80, v/v), 1 mL de cloreto de aluminio 5 % (p/v) e 6,0 mL de agua milli-Q. Um
branco foi construido pela juncdo de todos os componentes da reacdo e o
extrato, substituindo-se cloreto de aluminio por agua milli-Q. Estas misturas
permaneceram por 30 minutos numa camara escura a temperatura ambiente,
para depois terem a suas absorbancias medidas a 420 nm, em espectrofotdmetro
como na andlise anterior, o qual foi zerado com agua milli-Q. Preparou-se
também uma curva de calibra¢do da rutina transferindo-se em triplicata aliquotas
de 0,1 a 1 mL da solucdo estoque e 0os demais reagentes citados anteriormente,
para tubos de ensaio, aferindo-se o volume final para 10 mL com agua milli-Q,
tornando as concentracgoes finais de rutina numa variagcéo de 1 a 10 pug/mL.

A concentragdo de flavonoides totais das amostras foi determinada por
interpolacdo das absorbancias das amostras (descontando a absorbancia do

34



branco) contra a curva de calibracdo construida com o padrdo de rutina e
expresso como miligramas equivalentes de rutina por grama de extrato (mg
ER/g).

4.9. Avaliacao da atividade antioxidante

4.9.1. Avaliacdo da Atividade Antioxidante pela Reducédo do Radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A capacidade antioxidante medida pelo método DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picryl-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995), consiste em avaliar a atividade
sequestradora do radical livre DPPHe, de coloracdo purpura. Por agdo de um
antioxidante ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPH- é reduzido formando difenil-
picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente desaparecimento da
absorcédo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia em
espectrofotometro. Conforme Sousa et al. (2007), a partir dos resultados obtidos
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de
radicais livres e/ou a porcentagem de DPPHe« remanescente no meio reacional.

A avaliacdo da atividade antioxidante das folhas de I. batatas estudadas foi
realizada seguindo a metodologia descrita por Peixoto Sobrinho et al. (2011) com
modificacdes. Nesta, avaliou-se o consumo do radical livre DPPH pelas amostras,
através da medida do decréscimo da absorbéncia de solucdes de diferentes
concentracbes. Estas medidas foram feitas em espectrofotometro UV-VIS no
comprimento de onda 517 nm, tendo como controle positivo rutina e o acido
ascorbico.

Para execucdo desta andlise o extrato seco ou controle positivo foram
dissolvidos em metanol (1 mg/mL), obtendo-se solu¢des estoques. Em Triplicatas
transferiram-se aliquotas de 0,1 a 0,9 mL da solugéo do extrato ou padréo para
tubos de ensaio, aferindo-se o volume final para 5 mL, com metanol, obtendo-se
concentragcbes finais no ensaio de 20-180 pg/mL. De cada uma destas
concentracgOes transferiu-se 1 mL para novos tubos de ensaio e acresecentou-se
3 mL da solucdo de DPPH a 40 pg/mL (p/v). Num quarto tubo, o DPPH foi

substituido por 3 mL de metanol e usado como branco. Estas solu¢des foram
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agitadas cuidadosamente e deixadas em repouso por 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente. Apds este periodo mediu-se suas absorbancias a 517 nm,
zerando-se o espectrofotdmetro com metanol. A absorbéncia da solugdo de
DPPH a 40 pg/mL também foi medida e utilizada como controle negativo. A
atividade de remocao de radicais livres, ou ativiadade antioxidante (AA %) foi

expressa como a porcentagem de inibicao utilizando a seguinte equacéao:

% AA = ABS¢n — (ABSamostra — ABSpranco)/ ABScn X 100

onde % AA é a atividade antioxidante total; ABS., a absorbancia do controle
negativo; ABSamostra € @ absorbancia da amostra; ABSyranco € @ absorbancia das

concentracfes das amostra em que o DPPH foi substituido pelo metanol.

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

em 50 % a concentracéo inicial do DPPH (Esp), que foi expressa em pg/mL.

4.9.2. Avaliacdo da Atividade Antioxidante total pelo de reducédo do ferro —
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A determinacdo da atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro
(FRAP) foi realizada baseada na metodologia descrita por Benzie e Strain (1996)
e Rufino et al. (2006) com algumas modificagcdes. Este método fundamenta-se na
capacidade dos antioxidantes da amostra em reduzirem, em meio acido o
complexo Fe*'/tripiriditriazina (TPTZ), para formar Fe?* de intensa cor azul e
absorgcdo maxima em torno de 593 nm (Kukic et al., 2008).

Para esta reacdo, inicialmente preparou-se uma solucédo de 2,4,6-Tris(2-

pyridyl)-s-triazine (TPTZ) 10 mM em HCI 40 mM; uma solucdo de tampéao acetato
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0,3 M (pH 3,6), pela mistura de 3,1 g de acetato de soddio com 16 mL de acido
acético glacial, aferindo-se o volume para 1 L com agua milli-Q; uma solucéo
aquosa de cloreto férrico 20 mM. O reagente FRAP foi obtido momentos antes
das andlises pela combinacédo de 25 mL de tampéao acetato 0,3 M com 2,5 mL da
solucéo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL da solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM.

Para determinacdo da atividade antioxidante total (AAT) prepararam-se em
triplicata, trés diluicbes do extrato em metanol (0,5, 0,25 e 0,125 mg/mL) e sete
diluicdes do padrao de sulfato ferroso em agua milli-Q, variando a concentracéo
de 500 puM a 2000 pM. A reacao foi desenvolvida pela transferéncia de uma
aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato ou padrdo para tubos de ensaio,
acrescido de 2,9 mL do reagente FRAP. Estes foram mantidos em banho-maria a
37° C e protegidos da luz. Apos 30 minutos este com plexo reacional teve a sua
absorbéancia lida a 593 nm, utilizando-se o reagente FRAP como branco, na
calibragcéo do espectrofotdmetro.

A partir da leitura das absorbancias obtidas nas reacdes com diferentes
diluicbes dos extratos ou padrdo sulfato ferroso, construiram-se curvas de
calibracdo. Isto permitiu a determinacdo da equacao da reta. Por regressao linear
calculou-se a absorbancia referente a 1000 mM de sulfato ferroso. O valor
encontrado foi substituido na equacao da reta determinada em cada extrato pelo
termo referente a absorbéancia. A partir do resultado encontrado, determinou-se a
AAT FRAP, expressa em uM de sulfato ferroso por grama de extrato seco (mM
Fe*?/g).

4. 9.3. Atividade quelante do ion ferroso (FIC)

A atividade quelante (FIC — ferrous ion chelating) foi determinada medindo
a capacidade da amostra em quelar os ions ferrosos do complexo
Ferrozina/sulfato ferroso. Nesta reacdo, a ferrozina, um reagente cromogénico,
torna a solugcéo rosea, cuja intensidade da cor € proporcional a quantidade de
ferro disponivel em solugdo. Assim, quanto maior a quelacdo de ions pela
amostra, menor o numero de ions disponiveis, provocando um decaimento da cor
rosea no complexo reacional, que pode ser monitorado pela analise da

absorbancia a 562 nm em espectrofotdmetro (Lima, et al., 2010).
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A atividade quelante foi determinada conforme descrito por Chew et al.
(2009), com modificacdes, utilizando acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
como controle positivo. Para esta reacao, inicialmente preparou-se uma solugéo
de Ferrozina (0,25 mM, p/v) e outra de FeSO, (0,1 mM, p/v) em metanol 75 %
(v/v). Prepararam-se também, em triplicata, sete diluicbes do extrato em metanol
75 % (v/v), com concentracdes variando de 50 a 500 pug/mL, e sete diluicbes do
padrdo de EDTA em agua milli-Q, variando a concentragdo de 0,2 a 2 pg/mL.

A reacdo foi desenvolvida pela adicdo de 1 mL de cada diluicdo do extrato
ou do padrao a 1 mL da solugcéo de FeSO,4 e 1 ml da solucéo de Ferrozina, com
intervalo de 10 minutos entre os reagentes. Preparou-se também um branco e um
controle negativo. O primeiro foi constituido de todos os componetes da reacao,
substituido a ferrozina por metanol, enquanto que no controle negativo, 0 metanol
substituiu os extratos ou padrdo. Estas solu¢cdes foram agitadas cuidadosamente
e deixadas em repouso por 10 minutos no escuro a temperatura ambiente, para
depois ter a absorbancia mensura a 562 nm, calibrando o espectrofotbmetro com
metanol. Calculou-se a porcentagem de atividade quelante de metais ferrosos

(FIC) utilizando a seguinte equacao:

% FIC = ABSCn - (ABSamostra - ABSbranco)/ ABSCn X 100

onde % FIC é a atividade quelante; ABSamostra € @ absorbéncia da amostra;
ABSypranco € @ absorbancia das concentracbes da amostra diluida em metanol,

ABS., € a absorbancia do controle negativo.

Calculou-se também a concentracdo eficiente, quantidade de extrato ou
controle positivo necessaria para decrescer a absorbancia da ferrozina em 50 %
(CEsp). Esta foi determinada a partir de uma curva de calibragéo, obtida com as %
FIC das diferentes concentracdes, plotando-se na abscissa as concentragcdes da
amostra (ug/mL), ou do controle positivo e na ordenada as % FIC. Por meio deste
obteve-se a equacédo da reta (y= ax+b). Substituindo-se o y por 50, encontrou-se
0 resultado correspondente a concentracdo da amostra necessaria para reduzir

em 50 % a absorbancia da ferrozina (Esp), que foi expresso em pg/mL.
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4.10. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A avaliacdo qualitativa de flavonoides foi realizada em duas cultivares
(Marcela e Beatriz) e empregando-se cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando placas cromatograficas de silica gel 60 (ALUGRAM®) com dimensées
de 10 x 10 centimetros, tendo como padréo de referéncia o flavonoide rutina.
Momentos antes das analises as placas foram ativadas em estufa a 110°C por 30
minutos.

Os extratos previamente dissolvidos em metanol, na concentracdo de
5 mg/imL e o padrdo de referéncia na concentracdo de 1mg/mL, foram
introduzidos nas placas com auxilio de capilares de vidro seguido de secagem por
secador de cabelo como mostrado na Figura 12.

Figura 12 — Introducg&o dos extratos de |. batatas e o padréo de referéncia em cromatoplacas de
aluminio (fonte: arquivo pessoal).

A corrida cromatogréfica foi desenvolvida em cuba de vidro (Figura 13)
saturada por 1 hora com a solucdo eluente constituida de acetato de etila/acido
férmico/acido acético glacial/agua (100:11:11:27, v/v). Apos a eluicdo, as placas
foram recolhidas e tiveram o excesso de solvente movido com auxilio de secador
de cabelo. A secagem completa das placas ocorreu em estufa a 40°C. Esta etapa
foi precedida da exposicdo a um Spray do revelador citrobdrico (acido
citrico/acido borico/metanol (12:12:76 p/V)), visualizacdo em camara ultravioleta a
255 nm e calculo do fator de retencao (Rr) baseado nas fluorescéncias
observadas (RODRIGUES et al 2004). O calculo do R¢ foi definido como a razéo
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entre a distancia percorrida pelo composto e a distancia percorrida pelo eluente
(MATOS, 2009), calculado pela férmula: R= dmn/ds, onde d, €& a distancia
percorrida pela mancha de extrato e ds a distancia percorrida pelo solvente que

compde a fase movel.

Figura 13 — Desenvolvimento da cromatografia em camada delgada com os extratos de |. batatas
e o padrédo de referencia rutina (fonte: arquivo pessoal).

4.11. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi desenvolvida em
cromatografo Shimadzo modelo LC-10 Series Avp equipado com uma bomba LC-
10AD, desgaseificador DGU-14A, detector UV-VIS (SPD - 10A), forno de coluna
(CTO-10A), equipado com a injec¢cdo manual Rheodyne (loop de 20 pL) e
integrador CLASS LC-10A, conectado a um computador dotado de software
Shimadzo Class-VP. As amostras foram separadas utilizando-se uma coluna de
fase reversa Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm) e pré-coluna
Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm) preenchida com material semelhante a coluna
principal.

A separacdo cromatografica dos compostos foi desenvolvida por dois
métodos de eluicdo isocraticos. No primeiro, a fase mével consistiu de 0,1 % de

acido formico em agua Milli-Q/metanol (45:55) com taxa de fluxo do eluente de
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0,8 mL / min e temperatura a 40 ° C, deteccdo UV 28 0 nm e tempo maxido de 30
minutos. Neste método utilizou-se como compostos de referencia a rutina (Sigma®
78095), quercetina (Sigma® Q0125), naringina (Sigma® 71162), (+/-)-naringenina
(Sigma® N5893); miricetina (Sigma® M6760), morina (Sigma® M4008), luteolina
(Sigma® L9283), e o &cido elagico (Sigma® E2250). No segundo método a fase
movel foi constituida de metanol/agua Milli-Q/acido acético (1:18:1), a taxa de
fluxo do eluente foi mantida a 1 mL / min e temperatura a 40 ° C, deteccdo UV
280 nm e tempo méaxido de 35 minutos. Os padrdes utilizados foram o acido
galico (vetec® 444), (-)-galocatequina (Sigma® G6657) e (+)-catequina (Sigma®
C1251). Os compostos foram analisados de forma qualitativa e quando possivel,
realizou-se quantificagdo, a qual foi expressa em microgramas por miligrama de
extrato seco (ng/mg), correlacionando a area do analito com a curva de calibragéo
dos padrbes construidos em concentracdes de 125, 250 e 500 pug / mL. As
solucdes dos extratos foram preparadas com o solvente de eluicdo. Os diferentes
padrées de flavonoides foram dissolvidos em metanol. Todos foram filtrados em
membrana Millipore® (0,45 um de diametro de poro).

4.12. Andlises estatisticas

Para analise estatistica dos resultados obtidos, na comparacédo das médias
obtidas nas diversas analises, foi utilizado o teste “t” de Student e a analise de
variancia (ANOVA), através do software ASSISTAT 7,6 Beta® seguido do teste
Tukey, com niveis de significancia p < 0.05 (VIEIRA, 1999). Foi ainda empregado
andlise de correlacdo de Pearson através do software BioEstat 5.3® vom
elaboracdo de graficos no programa OrigimPro® 8.6. Para esta Ultima anélise
seguiu-se a proposta de Campbell (1997), estabelecendo correlacdo ausente ou
muito fraca para o coeficiente de Pearson (r) variando de 0,00 a 0,19; correlacao
fraca para r= 0,20 a 0,39; correlacdo moderada para r= 0,40 a 0,59; correlagéo

forte para r= 0,60 a 0,79,; e correlagdo muito forte para r= 0,80 a 1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospeccéo fitoquimica

A triagem fitoquimica classica, realizada para a deteccdo dos constituintes
quimicos dos extratos brutos hidroalcoolicos das folhas de |. batatas (EBI) revelou
positividade para a presenca de compostos fendlicos gerais, antraquinonas,
alcaloides, saponinas, flavonas, flavonol, xantonas, catequinas, taninos geais,
taninos galicos, e flavonoides. Estes resultados corroboram dados gerados por
estudos anteriores com folhas desta espécie. Pochapski et al. (2011) relataram a
deteccdo destes metabolitos em diferentes meios extrativos com concentragdes
variadas. Outros trabalhos relatam também que tais compostos se constituem os
principais componentes biologicamente ativos da planta (Li et al., 2009).

A Figura 14 mostra os resultados da prospeccdo com cloreto férrico, que
revelou a presenca de compostos fenodlicos. Segundo Islam (2009) estes
compostos sdo metabdlitos secundarios com representacdo diversificada e

universalmente presente em plantas superiores.

Figura 14 — Teste fitoquimico para deteccao de compostos fendlicos no extrato bruto de I. batatas.
Tubos escuros, reagao com cloreto férrico; tubos claros, controle. (A e B) cultivar Beatriz; (C e D)
cultivar Marcela; (E e F) cultivar Amanda.

O teste reacional com hidroxido de sédio para deteccao da presenca de
antraquinonas € apresentado na Figura 15. Varios trabalhos evidenciam a
presenca deste metabdlito em |. batatas, porém, dados capazes de atribuir o

papel deste composto nas folhas desta planta sdo escassos. Atualmente, aceita-
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se a teoria de que tais compostos tenham a funcdo de defender a planta contra
insetos e outros patdégenos. Sabe-se também que compostos antracénicos sao
importantes farmacologicamente, sendo encontrados tanto em drogas vegetais,
como em preparacg0Oes fitoterapicas (LI et al., 2000; FALKENBERG et al., 2003;
AYOOLA et al. 2008).

Figura 15 — Reacdo com hidréxido de sédio no pé das folhas da cultivar Beatriz. (a) inicio da
reacao; (b) aparecimento de coloragdo amarelada, indicando a presenca de antraquinonas.

Entre os testes para alcaloides utilizados no experimento, o que apresentou
reacao positiva foi o teste com o reagente de Dragendorff, que apresentou uma
ligeira formacdo de precipitado branco no extrato diluido sobre uma lamina de
vidro (Figura 16). Alcaloides tém se mostrado especialmente efetivos em seus
efeitos medicinais e se encontram amplamente distribuidos em muitas espécies
de plantas, exercendo papel importante como substéncias de defesa contra
insetos e herbivoros (SIMOES, 2003).

Figura 16 — Teste para deteccdo de alcaloides com o reagente Dragendorff sobre o extrato
cloroférmico a partir do pé das folhas da cultivar Beatriz. Em destaque, a formacdo de um
precipitado branco, indicativo da presenca de alcaloides.

As classes de flavonoides detectadas nos extratos secos de folhas das trés
cultivares de |. batatas escolhidas para a triagem fitoquimica sdo mostrados na
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Tabela 3. Como é possivel observar, foram detectadas quatro classes de

flavonoides: Catequinas, Flavonois, Flavonas e Xantonas.

Tabela 3 — Resultados da Caracterizacao fitoquimica preliminar de classes de flavonoides nos
extratos das folhas de |. batatas.

Teste Amanda Beatriz Marcela
Antocianinas e antocianidinas - - -
Chauconas e Auronas

Catequinas + + +
Flavonois + + +
Flavonas + + +
Flavononas - — —
Leucoantocianinas - - _
Xantonas + + +

(+) presenca; () auséncia.

5.1.1. Andlise de flavonoides por cromatografia em camada delgada (CCD).

Os resultados obtidos na andlise por CCD (Figura 17) revelaram a
presenca do flavonoide rutina (Rf = 0,45) nos extratos analisados. A utilizacao de
um revelador especifico para este grupo de compostos permitiu observar que
existem outros flavonoides além deste nas folhas das plantas estudadas. Isto foi
evidenciado pelo aparecimento de duas manchas, uma de Rf = 0,38 e outra de Rf
0,64 na placa cromatografica.

Percebe-se que entre as variedades escolhidas aleatoriamente para a
corrida cromatografica, ha diferenca em sua constituicdo flavonoidica. Isto é
explicado pelo fato de os compostos fendélicos poderem variar até mesmo dentro
de espécies (LEITE, 2009) e as duas variedades utilizadas na corrida
cromatografica apresentarem algumas peculiaridades fisiologicas.

Trabalhos realizados por Silveira et al. (2008) com as variedades
estudadas neste trabalho, demonstram que a variedade Marcela, que apresentou
um flavonoide a mais (Figura 17), foi superada pela variedade Beatriz no teor de
amido e no rendimento de etanol. Ou seja, nestas duas cultivares, a produgéo do
metabolito secundario flavonoide, pode apresentar influéncia sobre producéo de
metabalitos primarios como o amido, ja que para a producdo de ambos ha uma
demanda de energia e nutrientes (GRACE; LOGAN, 2000).
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Figura 17 — Cromatograma (CCD) das solu¢bes extrativas de |. batatas (1 — Beatriz, 2 — Marcela,
3 — padréo rutina). A figura da estrutura molecular da rutina foi extraida de Wikipédia (2012).

5.2. Quantificacdo de compostos fendlicos totais

A quantificacdo de fendis totais revelou que os compostos fendlicos
encontra-se em quantidades significativas na estrutura foliar das cultivares de |I.
batatas estudadas, confirmando dados da literatura para esta espécie vegetal
(ISLAM, 2009; GHASEMZADEH et al., 2012). Os dados referentes a curva de
calibracdo obtida por diferentes diluicdes do padrao acido tanico encontram-se a

Figura 18.

0,160 -
0,140 -
0,120 -
0,100 -
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020 -
0,000

y = 0,0689x + 0,0143
R2=0,9732

Absorbancia a 760 nm

0 0,5 1 15 2 2,5

Acido tanico em pug/mL

Figura 18 — Curva de calibracéo do padréo acido tanico.
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Na Tabela 4 encontram-se os dados da andlise de variancia referente a
quantificacdo de compostos fendlicos totais, nas dez variedades de |. batatas
melhoradas geneticamente pela equipe do LASPER/UFT. Foi observado, que
houve diferenca estatistica entre os teores de fendis totais nas diferentes
cultivares. Estes resultados coincidem com fato de estas plantas serem
provenientes de um programa de melhoramento genético, pois como pode ser
observado nos dados disponibilizados por Silveira, et al., (2008) (Tabela 1), estas
cultivares apresentam diferentes caracteristicas referentes a precocidade e
producdo de carboidratos de interesse agroenergético. A discrepancia no
conteudo fendlico pode esta relacionada as caracteristicas adquiridas por cada
variedade durante o processo de melhoramento, pois segundo Leite (2009), a
variacdo destes compostos ocorre mediante as peculiaridades genéticas de cada

vegetal.

Tabela 4 — Resumo das analises de variancia do teor de compostos fendlicos totais encontrados
nas folhas de dez variedades de |. batatas.

FVv GL QM
Cultivares 9 1209,95096 **
Residuo 20 12,63855
Total 29
CV % 3,87

** significativo ao nivel de 1 % de probabilidade (p < 0.01).

Os teores médios de fendis totais expressos como miligramas equivalentes
de &cido tanico, por grama de extrato seco (mg EAT/g), nas dez variedades, sao
apresentados na Tabela 5. Os valores variaram de 54,7170 + 4,354 a 112,288 +
3,653 mg EAT/g. Constatou-se que 40 % das cultivares estudadas apresentaram
valores estatisticamente iguais, como as variedades Livia (112,288 + 3,653 mg
EAT/Q), lzabela (110,837 + 3,653 mg EAT/g), Julia (109,869 + 1,451 mg EAT/Q)
e Carolina Vitéria (109,386 + 4,434 mg EAT/g), que apresentaram maior
conteudo fendlico. Isto corrobora outros estudos destes compostos nesta espécie,
como os de Islam et al. (2006), Xu et al. (2010), Liao et al. (2011) e
Ghasemzadeh et al. (2012), que observaram teores semelhantes destes

compostos em |. batatas testando variedades de diferentes regidées do mundo.
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Tabela 5 — valores médios e desvio padrdo do teor de compostos fendlicos totais encontrados nas
dez cultivares de batata doce expresso como miligramas equivalentes de acido tanico por grama
de extrato (mg EAT/Q).

Cultivares Teores médios de compostos fendlicos totais (mg EAT/Q)
Julia 109,869 + 1,451 ab
Livia 112,288 + 3,653 a

Izabela 110,837 + 3,653 a
Amanda 74,552 + 4,434 d

Carolina Vitéria 109,386 + 4,434 ab
Duda 54,717 + 4,354 e
Marcela 74,069 +1,676d
Beatriz 79,390 £ 2,903d
Ana Clara 92,453 £ 5,233 ¢

Barbara 100,194 + 0,838 hc

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

Moore (1998) coloca que a sintese de metabdlitos secundarios, muitas
vezes, desvia energia da producdo de metabdlitos primarios, o que até certo
ponto, vem ao encontro dos resultados deste trabalho. Ao compararmos os teores
de fendis totais obtidos neste trabalho com os dados de produtividade destas
cultivares, disponibilizados por SILVEIRA et al. (2008), observa-se uma
correlagdo negativa de sua produtividade por hectare com a producdo de
compostos fendlicos (Figura 21). A cultivar Duda, a maior produtora em toneladas
por hectare, apresentou o0 menor teor de compostos fendlicos neste trabalho
(54,717 + 4,354 mg EAT/g), ao passo que a variedade Carolina Vitéria, uma
cultivar de produtividade inferior as demais, enquadra-se neste trabalho entre as
maiores produtoras de compostos fenodlicos (109,386 + 4,434 mg EAT/g). No
entanto, algum equilibrio entre a produtividade e o conteudo fendlico mantém o
desenvolvimento destas cultivares, pois como observado nas Figuras 19 e 20, a
maior correlacdo negativa (r= -0,7389) ocorreu entre as variedades com menor
EAT (Amanda, Duda, Marcela, Beatriz Ana Clara e Barbara) e correlagdo quase
ausente (r= 0,1727 ), porém, positiva, entre as de maiores EAT (Julia, Livia,

Izabela e Carolina vitéria).

47



70
2
__ 60
©
<
3
g 50
= ' 5
5 4
©
S 40 - 07389 .
o P=0,0933 3
n==6
30
50 60 70 80 90 100 110
Fenodis totais (mg EAT/Q)

Figura 19 — Correlagdo entre fendis totais expressos em miligramas equivalentes de 4cido tanico
por grama de extrato seco (mg EAT/g) e a produtividade expressa em tonelada/hectare (t/ha), das
seis cultivares de menor conteudo fendlico (1 — Amanda, 2 — Duda, 3 — Marcela, 4 — Beatriz, 5 —
Ana Clara, 6 — Barbara).
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Figura 20 — Correlagdo entre fendis totais expressos em miligramas equivalentes de acido tanico
por grama de extrato seco (mg EAT/g) e a produtividade expressa em tonelada/hectare (t/ha) das
cultivares de maior conteudo fendlico (1 — Julia, 2 — Livia, 3 — Izabela, 4 — Carolina Vitéria).
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Figura 21 — Correlagdo entre fendis totais expressos em miligramas equivalentes de 4cido tanico
por grama de extrato seco (mg EAT/g) e a produtividade expressa em tonelada/hectare (t/ha) nas
dez cultivares de I. batatas (1 — Julia; 2 — Livia; 3 — Izabela; 4 — Amanda; 5 — Carolina Vitéria; 6 —
Duda; 7 — Marcela; 8 — Beatriz; 9 — Ana Clara; 10 — Béarbara).

5.3. Quantificagao de flavonoides totais

Os resultados obtidos na quantificacdo espectrofotométrica dos flavonoides
totais indicaram que estes compostos estdo em quantidades variaveis nas
cultivares de I. batatas estudadas. Os dados referentes a curva de calibracdo
obtida por diferentes diluicbes do padrao Rutina sdo demonstrados graficamente
na Figura 22. A forte relacdo entre as concentracbes e as absorbancias é

verificada pelo coeficiente de linearidade, R? = 0,9928.
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Figura 22 — Curva de calibracéo do padréo rutina.
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A andlise de variancia dos dados obtidos pela interpolacdo das
absorbancias das amostras com a curva padréo construida com a rutina revelou
que ha diferenca significativa no teor destes compostos entre as cultivares de I.

batatas estudadas (Tabela 6).

Tabela 6 — Resumo das andlises de variancia do teor de flavonoides totais encontrados nas folhas
de dez cultivares de |. batatas.

FV GL o]/
Cultivares 9 1019,21705 **
Residuo 20 10,19394
Total 29
CV% 4,70

** significativo ao nivel de 1 % de probabilidade (p < 0.01)

Como mostrado na Tabela 7, a cultivar Livia destaca-se entre as demais
com a maior concentragcdo de flavonoides totais (97,358 + 2,128 mg ER/g). Ao
mesmo tempo em que a variedade Duda destacou-se com a menor concentracao
(29,155 + 3,725 mg ER/g). Estes dados reforcam a ideia de que um equilibrio
entre a sintese de metabdlitos primarios e secundarios pode ocorrer com esta
espécie de planta, pois a variedade Livia apresenta uma porcentagem de amido
ligeiramente acima da variedade Duda, e um teor de flavonoides mais de trés
vezes maior. Esta mesma observacdo pode ser feita com as cultivares que
apresentaram concentracdes de flavonoides totais intermediarias, como as
variedades Barbara, Carolina Vitéria e Julia, que apresentaram teores bem
proximos, tanto de amido como de flavonoides totais.

Tabela 7 — Valores médios e desvio padrdo do teor de flavonoides totais encontrados nas dez
cultivares de I. batatas estudadas. Os valores sdo expressos como miligramas equivalente de
rutina por grama de extrato seco (mg ER/g).

Cultivares Teores médios de flavonoides totais (mg ER/g)
Julia 71,244 + 1,596 cde
Livia 97,358 + 2,128 a

Izabela 66,329 * 2,963 def
Amanda 59,263 + 4,224 fg
Carolina Vitéria 74,624 + 3,237 cd
Duda 29,155+ 3,725h
Marcela 54,654 + 3,323 ¢
Beatriz 64,485 + 0,922 ef
Ana Clara 85,069 +5,241b
Barbara 76,467 + 2,128 bc

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (P > 0,05).
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Os resultados obtidos nesta quantificacdo demonstraram uma forte
contribuicdo dos flavonoides no conteudo fendlico das dez cultivares de |. batatas
estudadas. Como mostrado nas Figuras 23 e 24, o coeficiente linear de Pearson
(r= 0,8100), indica que ha forte correlagdo entre as concentracdes EAT e ERT.
Observou-se também que teor de flavonoides totais variou de 53 a 92 % do
conteudo fendlico destas plantas. Percentuais semelhantes aos apresentados
neste trabalho foram observados também por Ghasemzadeh (2012) com outras

variedades desta mesma espécie, na Malasia.
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Figura 23 — Correlagdo entre fendis totais expressos em miligramas equivalentes de acido tanico
por grama de extrato seco (mg EAT/g) e flavonoides totais expressos em miligramas equivalentes
de rutina por grama de extrato seco (mg ER/g) nas cultivares de |. batatas (1 - Livia, 2 — Duda, 3

— Marcela, 4 — Beatriz e 5 — Barbara).
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Figura 24 — Correlagdo entre fendis totais expressos em miligramas equivalentes de acido tanico
por grama de extrato seco (mg EAT/g) e flavonoides totais expressos em miligramas equivalentes
de rutina por grama de extrato seco (mg ER/g) nas cultivares |. batatas (1 — Julia, 2 — Livia, 3 —
Izabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitoria, 6 — Duda, 7 — Marcela, 8 — Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 —
Barbara).
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Os flavonoides tém importante contribuicdo na adaptacdo das plantas ao
ambiente, protegendo-as de patdgenos e da acdo dos raios ultravioleta. Segundo
Haborne; Williams (2000), este ultimo aspecto, em alguns momentos, pode
interferir na eficiéncia do fotossistema da planta, sendo assim capaz de reduzir a
producdo de biomassa pela mesma. Esta situacado parece ser muito bem atribuida
as cultivares de |. batatas estudadas. Neste trabalho, observou-se alta correlagédo
linear negativa entre o teor de ER e a produtividades das cultivares estudadas
(Figuras 25 e 26).
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Figura 25 — Correlacdo entre flavonoides totais expressos em miligramas equivalentes de rutina
por grama de extrato seco (mg ER/g) e a produtividades das cultivares expressa em t/ha. Andlise
realizada com as cultivaves Julia (1), Amanda (2), Duda (3), Beatriz (4) e Béarbara (5).
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Figura 26 — Correlacdo entre flavonoides totais expressos em miligramas equivalentes de rutina
por grama de extrato seco (mg ER/g) e a produtividades das cultivares expressa em t/ha. Analise
realizada com as dez cultivares (1 — Julia, 2 — Livia, 3 — Izabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitéria,
6 — Duda, 7 — Marcela, 8 — Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 — Barbara).
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5.4. Avaliacao da atividade antioxidante

Uma grande variedade de compostos antioxidantes compde a constituicao
dos vegetais. Na batata-doce, varios estudos tém reportado atividade antioxidante
em sua estrutura foliar (SLAM, 2002; XU et al.,, 2010; | SONG et al., 2011,
GHASEMZADEH et al., 2012).

5.4.1. Avaliacao da Atividade Antioxidante total pelo de reducé&o do ferro —
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Pelo método FRAP, as propriedades antioxidantes dos extratos de |I.
batatas do estudo foram avaliadas quanto a capacidade de eliminacao de radicais
livres. Os dados de linearidade da curva de calibracdo obtida por diferentes
diluicdes do padrao sulfato ferroso sdo demonstrados graficamente na Figura 27.
A forte relacdo entre as concentracdes e as absorbancias obtida é verificada pelo

coeficiente de linearidade, R? =0,9952.
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Figura 27 — Curva de calibracédo do padréo sulfato ferroso

Todas as amostras mostraram-se dependentes da concentracdo. O teste
com diferentes diluicdes revelou coeficientes de linearidades (R?) que variaram
de 0,9329 a 0,9996. Ao mesmo tempo constataram-se diferentes capacidades de
reducdo do ferro entre as cultivares de |. batatas. Na Tabela 8 encontram-se os

dados da analise de variancia referente ao ensaio FRAP.
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Tabela 8 — Resumo das andlises de variancia da atividade antioxidante total pelo método FRAP
nas dez variedades de |. batatas.

FVv GL QM
Cultivares 9 1287425,82035 **
Residuo 20 8546,68620
Total 29
CV % 3,160

** significativo ao nivel de 1 % de probabilidade (p < 0.01)

Os extratos que reduziram a maior quantidade de Fe** em Fe?* foram os
das cultivares Livia (3818,325 + 115,792 pM de Fe?'/mg) e Barbara (3603,146 +
114,411 uM de Fe*/mg). Os menores resultados foram verificados nos extratos
da cultivar Duda (1841,833 + 45,457 uM de Fe?*/mg) e os valores intermediarios
variaram de 2321,090 + 88,522 a 3514,971 + 104,573 pM de Fe?*/g.

Tabela 9 — Valores médios e desvio padrdo das atividades antioxidantes totais testadas pelo
método FRAP (AAT FRAP) encontrado nas dez variedades |. batatas estudadas. Valores
expressos em micromoles de sulfato ferroso por miligrama de extrato (UM de Fe?*/g).

Cultivares AAT FRAP (UM de Fe*/g.)
Julia 2937,1130 + 105,404 d
Livia 3818,325 £ 115,792 a

Izabela 3132,793 + 121,010 cd
Amanda 2243,288 + 52,200 f
Carolina Vitoria 3514,971 + 104,573 b
Duda 1841,833 + 45,457 g
Marcela 2321,090 * 88,522 ef
Beatriz 2577,331 £ 52,030 e
Ana Clara 3224,236 + 83,342 c

Barbara 3603,146 + 114,411 ab

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

Resultados semelhantes foram obtidos por Xu et al. (2010) e
Ghasemzadeh et al. (2012), que também observaram capacidade antioxidante
dependente da concentracdo em extratos das folhas de outras variedades desta

espécie em outros regides do mundo.
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5.4.2. Avaliacao da Atividade Antioxidante pela Reducéo do Radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Pelo ensaio DPPH, as propriedades antioxidantes dos extratos de |I.
batatas do estudo foram avaliadas quanto a sua capacidade de agir como
doadores de elétrons ou &tomos de hidrogénio, para reduzir substancias
oxidantes.

Os resultados da avaliagao quantitativa da atividade antioxidante (AA %) do
extrato etanodlico das dez cultivares de I. batatas estudadas e do controle positivo,
nas concentracées de 20, 60 e 100 pg/mL, determinada pelo ensaio do DPPH,
estdo apresentados a Figura 28. Todas as cultivares apresentaram atividade
sequestradora do radical DPPH, contudo o extrato da cultivar Duda foi 0 menos
ativo nas trés concentracdes. As demais amostras de extratos, na concentracao
de 100 pg/mL, apresentaram atividade antioxidante superior a 65 %, atingindo um
maximo de 91,993 + 0,45 % para o extrato da cultivar Barbara e 88,514 + 1,48 %

para o extrato da cultivar Livia, contra 94,350 + 0,15 % do padrao rutina.
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Figura 28 — Porcentagem de atividade antioxidante mensurada pelo ensaio DPPH no extrato
etandlico das folhas de |. batatas e do controle positivo em trés concentracdes (20, 60 e 100
pg/mL). 1 — Julia, 2 — Livia, 3 — Izabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitéria, 6 — Duda, 7 — Marcela, 8
— Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 — Barbara, 11 controle positovo rutina. As barras finas (I) indicam
erro padrao.

A analise de diferentes diluicbes dos extratos das cultivares de I. batatas

estudadas permitiu verificar que estes apresentaram uma capacidade de
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sequestro do radical DPPH dependente da sua concentracdo, pois a absorbancia
do DPPH decresceu linearmente a medida que se aumentou a quantidade de
extrato, com R? variando de 0,8883 a 9997. Esta é uma caracteristica comum em
extratos de |. batatas. outros autores como Huang et al. (2013), Xu et al. (2010) e
HUE et al. (2012) também observaram este comportamento em estudos com
folhas desta espécie.

A andlise concernente a quantidade de extrato necesséria para decrescer a
concentracéo inicial de DPPH em 50 %, concentracao eficiente (CEsp) expressa
em pg/mL, demonstrou que as cultivares de |. batatas estudadas apresentaram
diferencas significativas no potencial como fontes de substancias sequestradoras
de radicais livres. Na Tabela 10 encontram-se os dados da analise de variancia

referente a esta analise, nas dez cultivares.

Tabela 10 — Resumo das analises de variancia da concentragdo eficiente necessaria para reduzir
a absorbancia do DPPH em 50 % nas dez variedades de |. batatas.

FVv GL QM
Cultivares 9 724,27732 **
Residuo 20
Total 29 2,45167
CV % 3,34

** significativo ao nivel de 1 % de probabilidade (p < .01)

A Tabela 11 apresenta os valoes de CEsy dos controles positivos &cido
ascorbico e rutina e dos extratos. A melhor CEsg foi detectada na cultivar Livia
(CEsp= 28,990 + 1,660 pg/mL), e a mesma foi estatisticamente igual a cultivar
Béarbara (30,060 + 1,93 pg/mL). A menor CEs foi observada na cultivar Duda
(CEsp= 74,380 + 1,35 pg/mL), os CEsp das demais cultivares variaram entre
35,670 £ 1,89 e 60,550 + 1,68 pg/mL.

Por meio de estudos com plantas do semiarido nordestino brasileiro, Melo
et al. (2010) estabeleceram uma forma de classificagcdo para a atividade
antioxidante. Baseado no desempenho do extrato bruto, esses autores
determinaram trés classes para este papel biolégico in vitro: | - boa atividade
(ECso < 69 pg/mL, ou valores com até trés vezes a concentracdo eficiente do
controle positivo), Il —atividade moderada (ECsp > 65 pg/mL e < 152 pg / mL,
variando entre trés e sete vezes a concentragdo inibitéria do controle positivo), I -

baixa atividade (ECsp > 161 ug / mL e sete vezes superior a concentragao

56



inibitéria do controle positivo). Baseado na classificacdo mencionada, verificou-se
que 70% das cultivares de |. batatas estudadas apresentaram atividade
antioxidante boa, as excec¢des ocorreram com as cultivares Amanda (62,63 = 0,18
pg/mL), Duda (74,380 + 1,350 pg/mL) e Marcela (60,550 £ 1,68 pug/mL) que se

mostraram na classificagéo |l.

Tabela 11 — Valores médios e desvio padrédo da concentragéo eficiente necessaria para reduzir a
absorbancia do DPPH em 50 % encontrado nas dez cultivares de |. batatas estudadas. Resultados
explressos em pg/mL.

Cultivares DPPH CEs, (ug/mL)
Acido ascorbico 14,228 + 0,430
Rutina 18,488 + 0,100
Julia 40,460 + 2,210d
Livia 28,990 * 1,660f
Izabela 41,170 + 0,960d
Amanda 62,627 + 0,180b
Carolina Vitéria 37,993 + 1,450 de
Duda 74,380 £ 1,350a
Marcela 60,550 + 1,68bc
Beatriz 35,670 + 1,89 ¢
Ana Clara 35,670+ 1,37e
Béarbara 30,060 + 1,93f

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

5.4.3. Correlacéo do ensaio FRAP, DPPH com os teores de fendis e

flavonoides totais.

Comparando os dois métodos de mensuracdo de atividade antioxidante
utilizados no estudo, verificou-se que ambos mostraram boa capacidade de
determinar a atividade antioxidante das folhas de batata-doce. Conforme
observado na Figura 29, houve forte correlacédo (r = -0,9015) entre os valores
médios de FRAP expresso em pPM Fe*’/g e o DPPH expresso em CEsg
(inversamente proporcional). Esta correlacdo demonstra um bom grau de
equivaléncia entre os métodos. Xu et al. (2010) também relataram uma forte
correlacdo entre estes dois métodos em estudos realizados com outras

variedades desta espécie de planta.
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Figura 29 — Correlagdo entre as atividades antioxidantes realizadas pelos os métodos DPPH e
FRAP, expressas como concentracdo eficiente (CEsy) em equivalentes de acido tanico, EAT e
atividade antioxidante total (AAT) em micromolis de ferro por grama de peso seco (UM Fe2+/g)
respectivamente (1 — Julia, 2 — Livia, 3 — Izabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitéria, 6 — Duda, 7 —
Marcela, 8 — Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 — Barbara).

Pela andlise de correlacdo entre os resultados obtidos no estudo da
atividade antioxidante e o teor de fendis e flavonoides totais, constatou-se forte
influéncia dos fendis totais, sobre as atividades antioxidantes DPPH (CEso) e
FRAP (Figura 30 e 31). Alguns autores tém relatado resultados semelhantes para
tais correlacdes entre compostos fendlicos e atividades antioxidantes em extratos
de I. batatas (ISLAM et al., 2002; XU et al., 2010; GHASEMZADEH, 2012).
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Figura 30 — Correlacdo entre fenois totais expressos em equivalentes de &cido tanico, EAT e
atividade antioxidante expressa como concentracéo eficiente, CEs, dos extratos das cultivares de

I. batatas estudadas (1 — Julia, 2 — Livia, 3 — Izabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitéria, 6 — Duda, 7
— Marcela, 8 — Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 — Barbara).
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Figura 31 — Correlagdo entre fendis totais expressos em equivalentes de &cido tanico, EAT e
atividade antioxidante total (AAT FRAP) dos extratos das cultivares de |. batatas estudadas
(1 - Julia, 2 — Livia, 3 —lzabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitéria, 6 — Duda, 7 — Marcela,
8 - Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 — Barbara).

Como mostrado na Figura 32 e 33, os teores de flavonoides totais também
se correlacionaram fortimente com a atividade antioxidante realizada pelos dois
meétodos (FRAP e DPPH), demonstrando grande contribuicdo no potencial como

fontes de substancias sequestradoras de radicais livres em folhas de |. batatas.

DPPH (CE,, ug/mL)
5
|

10 +——1——"F—TF—T—T—1"——
20 30 40 50 60 70 80 90 100

Flavonoides totais (mg ER/Q)

Figura 32 — Correlagdo entre flavonoides totais expressos em equivalentes de rutina, ER e
atividade antioxidante expressa como concentracéo eficiente, CEs, dos extratos das cultivares de

|. batatas estudadas (1 — Julia, 2 — Livia, 3 — Izabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitéria, 6 — Duda, 7
— Marcela, 8 — Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 — Barbara).
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Figura 33 — Correlagdo entre flavonoides totais expressos em equivalentes de rutina, ER e
atividade antioxidante total, AAT FRAP dos extratos das cultivares de |. batatas estudadas
(1 - Julia, 2 — Livia, 3 — lzabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitéria, 6 — Duda, 7 — Marcela, 8 —
Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 — Barbara).

5.4.4. Atividade quelante do ion ferroso (FIC)

A presenca de metais de transicdo em sistemas bioldgicos pode catalisar
reacdes que resultam na geracao de radicais hidroxilas. No entanto, estes metais
de transicdo podem ser quelados por antioxidantes, o que resulta na supressao
da producdo de OH™ e uma inibicdo da peroxidacdo de moléculas biolégicas
(CHEW et al., 2009). Varios relatos tém atribuido parte desta atividade aos
compostos fendlicos de plantas. Nos extratos das cultivares de |. batatas
estudadas neste trabalho, este aspecto foi observado pelo teste in vitro da
capacidade de competicdo com a ferrozina, o que, segundo Khokhar; Apenten
(2003) se constitui um indicio de eficiéncia na prevencao da geracdo de radicais
hidroxilas.

Na Figura 35 é apresentada a capacidade de quelacao do ferro em funcéo
da concentracao de extrato, nas dez cultivares de |. batatas estudadas. Verificou-
se que, em todas as cultivares a capacidade de quelagdo ascendeu
proporcionalmente com 0 aumento da concentracdo dos extratos. Por esta
analise, percebeu-se que a cultivar Beatriz e Duda tiveram maior atividade
quelante (90,058 + 0,390 % e 77,778 £ 0,390 % respectivamente).
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E interessante notar que, embora as cultivares Livia e Barbara estivessem
entre as cultivares que apresentaram os maiores valores de fendis e flavonoides
totais, 0s mesmos exibiram as mais baixas atividades quelantes (38,545 + 1,196
% e 41,455 = 0,113 % respectivamente). Este fato ja foi observado em estudos
desenvolvidos com outras espécies botanicas realizado por Chew et al. (2009).
Esta atividade estd extremamente relacionada a estrutura dos compostos, pois a
eficiéncia de ligacdo do composto com os ions metalicos depende da posicdo em
que o grupo doador de elétrons se encontra na molécula do composto fendlico
(KHOKHAR; APENTEN, 2003).

Ainda relacionado a atividade quelante destas cultivares, observou-se que
a maior eficiéncia foi exibida no extrato das cultivares mais produtoras de raizes
por area plantada, ao mesmo tempo em que estas demonstraram menor atividade
antioxidante pelo método DPPH e FRAP. Isto permite inferir que estas cultivares
utilizam varios mecanismos de defesa aos danos oxidativos, ja que a presenca de
metais de transicdo pode promover a oxidacdo, atuando como catalisadores de
reacdes para formacao de radicais livres (KONCIC et al., 2011).
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Figura 34 — Diferetnes concentragées dos extratos das folhas de |. batatas testados quanto a
capacidade em quelar ions metélicos.
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Pela determinacéo do Eso, observou-se que a quantidade necessaria para
reduzir a absorbancia do complexo ferrozina/sulfato ferroso foi diferente entre
estas cultivares. Na Tabela 12 é apresentada a andlise de variancia referente aos

calculos estatisticos com estas cultivares para esta variavel.

Tabela 12 — Resumo das analises de variancia da atividade quelante nas dez variedades de |I.
batatas.

FV GL oM
Cultivares 9 83095,63350 **
Residuo 20 124,18648
Total 29
CV % 2,91

** significativo ao nivel de 1 % de probabilidade (p < 0.01)

O melhor resultado foi encontrado para o extrato da cultivar Beatriz
(170,149 * 1,606 pg/mL) seguida pela cultivar Duda (228,770 + 7,252 pg/mL) e
Izabela (249,828 *+ 4,802 ug/mL). A menor atividade quelante foi observada nos
extratos das cultivares Barbara (599,375 + 7,530 pg/mL), Carolina vitéria (401,907
+ 10,198 pg/mL) e Livia (609,174 £+ 26,580 pg/mL). JA o controle positivo EDTA
teve Esp= 9,094 £ 0,057 pug/mL.

Tabela 13 - Valores médios e desvio padrdo da concentracao eficiente necessaria para reduzir a
absorbancia da ferrozina em 50 %, encontrado nas dez cultivares de |. batatas estudadas.
Resultados explressos em pg/mL.

Cultivares FIC ECso (Mg/mL)
EDTA 9,094 £ 0,057 g
Julia 377,012 + 4,657 b
Livia 609,174 + 26,580 a

Izabela 249,828 + 4,802 de
Amanda 603,525 + 16,282 a
Carolina Vitéria 401,907 £ 10,198 b
Duda 228,770+ 7,252 e
Marcela 279,944 + 2,279d
Beatriz 170,149 £ 1,606 f
Ana Clara 313,408 + 2,105 ¢
Barbara 599,375+ 7,530 a

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

Pela analise de correlacdo de Pearson, observou-se correlagdo positiva
entre os flavonoides totais, fendis totais e a FIC CEs dos extratos das cultivares
Julia, Carolina Vitéria, Duda, Marcela, e Ana Clara, conforme mostrado na Figura

35. No entanto, os extratos das demais cultivares ndo seguem este
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comportamento. Esta andlise sugere que algum constituinte contribui
particularmente, e mais efetivamente, para a acdo quelante nos extratos destas
cinco variedades. Observou-se também, que, entre estas cultivares, a correlacédo
entre FIC CEsy e o teor de flavonoides foi 22% menor (r = 0,7625) quando
comparado com o conteudo fenélico (r = 0,9786), indicando que outros compostos
fendlicos, além dos flavonoides, podem estar contribuido com a atividade

guelante destes extratos.
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Figura 35 — Correlagdo entre atividade quelante expressos como concentracao eficiente (CEs
pug/mL) e compostos fendlicos totais expressos em equivalentes de &cido tanico, EAT e
flavonoides totais expressos em equivalentes de rutina, ER dos extratos das cultivares de |I.
batatas estudadas (1 — Julia, 2 — Livia, 3 — Izabela, 4 — Amanda, 5 — Carolina Vitéria, 6 — Duda, 7 —
Marcela, 8 — Beatriz, 9 — Ana Clara, 10 — Barbara).

5.5. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os fingerprints obtidos neste trabalho demonstraram que o0s extratos
etandlicos das dez cultivares de I. batatas possuem uma matriz de compostos
fendlicos bastante complexa pois apresentaram variados picos huma ampla faixa
de tempo de retencdo. Pela comparagéao entre os fingerprints, desenvolvidos em

sistema isocratico com fase movel 0,1 % de acido férmico em metanol/agua
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(55:45 vivlv), observou-se boa reprodutibilidade dos tempos de retencdo das
substancias em analise (Figuras 36 a 45). Entre todas, as cultivares Amanda e
Beatriz foram as que apresentaram maior diversidade de compostos, um total de
21 picos foram obtidos num intervalo de 25 minutos. Por outro lado, a cultivar Ana
Clara apresentou a menor diversidade de compostos, um total de 16 picos, num
intervalo de 12 minutos. O tempo total da eluicdo de cada amostra foi de 30
minutos, o que permitiu identificar, qualitativamente, o é&cido elagico e sete
flavonoides, todos por comparagédo do tempo de retencdo da amostra com os de
padrdes auténticos.

Varios trabalhos realizados com folhas de |. batatas tém evidenciado a
presenca de acidos fendlicos (ISLAM, 2002; XU et al., 2010; GHASEMZADEH et
al., 2012), no entanto, nenhum trabalho foi encontrado destacando a presenca do
acido elagico para esta espécie. Em algumas cultivares estudadas neste trabalho
este composto se encontrou entre 0s picos majoritarios (tempo igual a 7,0
minutos). Como mostrado na Tabela 14 sua concentracao variou de 1,205 mg/g
de extrato na cultivar Carolina vitoria a 29,821 mg/g de extrato na cultivar Livia.
Esta constatacao torna as folhas das cultivares de |. batatas desenvolvidas para
producao industrial de etanol como uma fonte potencial deste composto. Estudos
in vitro desenvolvidos com o acido elagico obtido de outras espécies botanicas
tém demonstrado diversas funcdes biolégicas para este composto, como a
capacidade de prevenir estresses oxidativos, supresséo da leucemia, inibicdo do
crescimento de bactérias patogénicas humanas, atividade antitlcera, potencial
antiaterogénico entre outras (ANDERSON et al.,, 2001, MEYER et al.,, 1998;
SILVA-JR et al., 2010; ABE et al., 2010; TAMASHIRO-FILHO et al., 2012; ISMAIL
et al., 2012)

Os flavonoides identificados cromatograficamente nas folhas das dez
cultivares estudadas foram naringina (tempo: 5,2), rutina (tempo: 5,5), miricetina
(tempo: 7,2), morina (tempo: 8,9), quercetina (tempo: 11,2), (+/-)-naringenina
(tempo: 12,1) e luteolina (tempo: 13,4). Em todos os extratos, exceto o da cultivar
Amanda, a rutina apresentou-se como O pico majoritario, e variou de
40,841 pg/mg na cultivar Beatriz a 86,250 ug/mg cultivar Izabela. O flavonoide
luteolina foi detectado somente nas cultivares Livia, Julia, Izabela, Carolina

Vitéria, Beatriz e Amanda.
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A deteccao de todos estes flavonoides nas cultivares de Ipomoea batatas
reforcam a idéia de outros autores, que tém investigado a utilizacdo das folhas
destas plantas como uma 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, estes dados também reforcam a idéia de uma possivel utilizacdo
farmacoldgica dos extratos dessas folhas, pois varias pesquisas reportam o efeito
dos flavonoides para cura de doencas como pneumonia, cancer, disenteria
amebiana, infestacbes por vermes entre outras (SHOHAIB et al., 2011). E
provavel que pesquisas futuras possam viabilizar a incorporacdo de compostos
isolados ou até mesmo o extrato das folhas de I. batatas em produtos alimenticios
ou racdes visando evitar a oxidacao e conferir propriedades nutracéuticas, o que
poderd se constituir uma excelente alternativa em relacdo a antioxidantes
sintéticos, além de poder agregar valor ao cultivo da batata-doce.

A deteccgdo dessa diversidade de flavonoides nas cultivares de |. batatas
reforcam a idéia de outros autores, que tém investigado a utilizacdo das folhas
destas plantas como uma 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). Varias pesquisas
reportam também o efeito dos flavonoides para cura de doencas como
pneumonia, cancer, disenteria amebiana, infestacfes por vermes entre outras
(SHOHAIB et al., 2011; ISLAM, 2006). E provavel que pesquisas futuras possam
viabilizar a incorporacdo de compostos isolados ou até mesmo o extrato das
folhas de I. batatas em produtos alimenticios ou ra¢des visando evitar a oxidagao
e conferir propriedades nutracéuticas, o que poderd se constituir uma excelente
alternativa em relacao a antioxidantes sintéticos, além de poder agregar valor ao

cultivo da batata-doce.
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Tabela 14 — Principais compostos fendlicos identificados por CLAE nos extratos das cultivares de |. batatas estudadas, utilizando um método isocratico
com fase mével constituida de 0,1 % de acido férmico em metanol/agua (55:45 v/v), fluxo 0,8 mL/min., temperatura 40° C, deteccao a 280 nm. Tempo de
deteccdo em minutos e quantificacdo em micrograma de composto por miligrama de extrato seco (ug/mg).

Compostos Tempo de detecc¢éo Cultivares
Julia Livia Izabela ~Amanda  C.Vitéria Duda Marcela Beatriz Ana Clara Barbara
Naringina 52 + + + + + + + + + +
Rutina 54 78,069 77.577 86.250 46.205 55.245 44946  80.362 40.841 71.199 56.723
Acid. elagico 7,0 18.011 29.821 13.890 13.981 1.205 10.727  21.759 9.697 6.822 4.010
Miricetina 7,2 + + + + + + + + + +
Morina 8,9 + + + + + + + + + +
Quercetina 11,3 + + + + + + + + + +
nariﬁ'g/é)ﬁina 121 + + + + + + + + + +
Luteolina 13,4 + + + + + - - + - -

(+) presente, mas nao quantificado; (-): ndo detectado.
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Figura 36 — Cromatograma do extrato hidroetandélico das folhas da cultivar Julia, obtido na separagdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico utilizando
coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de 0,1 % de acido formico em metanol/agua (55:45, v/v), fluxo 0,8 mL/min.,

temperatura 40° C, detec¢éo a 280 nm. Pico 10: nari ngina; 11: rutina; 12: &cido elagico; 13: miricetina; 14: morina; 17: quercetina; 18: (+/-)-naringenina;
19: luteolina.
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Figura 37 — Cromatograma do extrato hidroetanoélico das folhas da cultivar Livia, obtido na separacéo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico utilizando
coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de 0,1 % de acido formico em metanol/agua (55:45, v/v), fluxo 0,8 mL/min.,

temperatura 40° C, deteccéo a 280 nm. Pico 8: narin gina; 9: rutina; 10: Acido elagico; 11: miricetina; 12: morina; 15: quercetina; 16: (+/-)-naringenina; 17:
luteolina.
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Figura 38 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar 1zabela, obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase movel constituida de 0,1 % de &cido férmico em metanol/agua 55:45, v/v), fluxo 0,8
mL/min., temperatura 40° C, deteccdo a 280 nm. Pico 11: naringina; 12: rutina; 13: 4cido elagico; 14: miricetina; 15: morina; 18: quercetina; 19: (+/-)-
naringenina; 20: luteolina.
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Figura 39 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Amanda, obtido na separagdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico

utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de 0,1 % de &cido formico em metanol/dgua (55:45, v/v), fluxo

0,8 mL/min., temperatura 40°C, deteccdo a 280 nm. Pico 10: naringina; 11: rutina; 12: acido elagico; 13: miricetina; 14: morina; 17: quercetina; 18: (+/-)-
naringenina; 19: luteolina.
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Figura 40 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Carolina Vitdria, obtido na separacéo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de 0,1 % de acido férmico em metanol/agua (55:45, v/v), fluxo
0,8 mL/min., temperatura 40° C, deteccao a 280 nm. Pico 8: naringina; 9: rutina; 10: acido elagico; 11: miricetina; 12: morina; 15: quercetina; 16: (+/-)-
naringenina; 17: luteolina.
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Figura 41 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Duda, obtido na separa¢éo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico utilizando
coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de 0,1 % de acido formico em metanol/agua (55:45, v/v), fluxo 0,8 mL/min.,
temperatura 40°C, deteccdo a 280 nm. Pico 9: narin gina; 10: rutina; 11: &cido elagico; 12: miricetina; 13: morina; 16: quercetina; 17: (+/-)-naringenina.
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Figura 42 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Marcela, obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de 0,1 % de acido férmico em metanol/agua (55:45, v/v), fluxo
0,8 mL/min., temperatura 40° C, detecgdo a 280 nm. Pico 10: naringina; 11: rutina; 12: &cido elagico; 13: miricetina; 14: morina; 17: quercetina; 18: (+/-)-
naringenina.
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Figura 43 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Beatriz, obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de 0,1 % de acido férmico em metanol/agua (55:45, v/v), fluxo
0,8 mL/min., temperatura 40°C, detecgdo a 280 nm. Pico 10: naringina; 11: rutina; 12: &cido elagico; 13: miricetina; 14: morina; 17: quercetina; 18: (+/-)-
naringenina; 19: luteolina.
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Figura 44 — Cromatograma do extrato hidroetanélico das folhas da cultivar Ana Clara, obtido na separagcdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mdvel constituida de 0,1 % de acido férmico em metanol/agua (55:45, v/v), fluxo
0,8 mL/min., temperatura 40° C, deteccdo a 280 nm. Pico 8: naringina; 9: rutina; 10: acido elagico; 11: miricetina; 12: morina; 15: quercetina; 16: (+/-)-
naringenina.
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Figura 45 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Barbara, obtido na separacao por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase movel constituid]

a de 0,1 % de acido formico em metanol/agua (55:45, v/v), fluxo 0,8 mL/min., temperatura 40° C, detec ¢ao a 280 nm. Pico 8: naringina; 9: rutina; 10:
acido elagico; 11: miricetina; 12: morina; 15: quercetina; 16: (+/-)-naringenina.
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A exploracdo de matérias primas de baixo custo € um fator determinante
para 0 sucesso de qualquer sistema industrial. Atualmente a estratégia mais
promissora neste sentido € o aproveitamento de residuos. A utilizacao das folhas
de I. batatas como fonte de antioxidantes naturais ou outros produtos bioativos se
encaixa perfeitamente nestes principios, pois pode agregar valores a producéo de
bicombustiveis e tornar a producédo de etanol amilaceo competitivo e sustentavel
em relacdo as outras fontes atualmente mais viaveis economicamente. A
observacdo da matriz de compostos presentes nas folhas das cultivares de |I.
batatas desenvolvidas pelo LASPER/UFT para a industria de etanol, corrobora
com a idéia de aproveitamento integral e sustentavel deste recurso vegetal.

Pelas andlises dos fingerprints, obtidos no sistema isocratico constituido da
fase movel metanol/agua/acido acético glacial (1:10:1 v/v/v) foi possivel detectar a
presenca de constituintes fendlicos bem relatados pela literatura (BOUDET,
2007). A comparagéo entre os tempos de retengdo dos picos das amostras com
0s picos dos padrdes auténticos permitiu identificar o acido galico (tempo 5,0), a (-
)-galocatequina (tempo 6,0) e a (+)-catequina (tempo 13,9) (Figura 42 a 51). Pela
determinacdo de concentracdo da catequina, foi possivel verificar que estes
compostos apresentam-se em concentracdes variaveis nas cultivares de |.
batatas estudadas, variando de 0,58 pg/mg na cultivar Izabela a 11,66 na cultivar
Julia (Tabela 15). As atividades biologicas destes compostos tém sido
intensamente investigadas e significativos resultados positivos obtidos em
diversos trabalhos demonstram seu potencial para ser utilizado na inddstria
alimentar e na agricultura (SUGITA-KONISHI et al., 1999; BOUDET, 2007; LEWIS
et al., 2008; PRASADA et al., 2009).

Tabela 15 - Principais compostos fenélicos identificados por CLAE nos extratos das cultivares de
|. batatas estudadas, utilizando um método isocratico constituido da fase movel
metanol/dgua/acido acético glacial (1:18:1 v/v). Tempo de detecgcdo em minutos e quantificagdo
em micrograma de composto por miligrama de extrato seco (Lg/mg).

Compostos Tempo Cultivares
Jul. Liv.  lzab.  Am. \;t Dud. Mar. Beat. A.Cl. Barb.
Acido galico + + + + + + + + + +
(-)-galocatequina + + + + + + + + + +
(+)-catequina 11,661 4,909 0,582 1,209 1,561 + 4,779 + 5,111 5,589

(+) presente, mas ndo quantificado.
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Figura 46 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Jdlia, obtido na separac¢é@o por CLAE/ UV-VIS em método isocratico utilizando
coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1 mL/min.,
temperatura 40°C, deteccao a 280 nm. Pico 7: &cido galico; 9: (-)-galocatequina; 16: (+)-catequina.
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Figura 47 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Livia, obtido na separacao por CLAE/ UV-VIS em método isocratico utilizando
coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase movel constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1 mL/min.,
temperatura 40°C, deteccao a 280 nm. Pico 6: &cido galico; 8: (-)-galocatequina; 15: (+)-catequina.
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Figura 48 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Izabela, obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico

utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase movel constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1
mL/min., temperatura 40°C, deteccdo a 280 nm. Pico 7: acido galico; 9: (-)-galocatequina; 14: (+)-catequina.
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Figura 49 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Amanda, obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1

mL/min., temperatura 40°C, deteccéo a 280 nm. Pico 8: acido galico; 10: (-)-galocatequina; 18: (+)-catequina.
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Figura 50 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Carolina Vitdria, obtido na separacgdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5pu (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1
mL/min., temperatura 40°C, deteccdo a 280 nm. Pico 7: acido galico; 8: (-)-galocatequina; 14: (+)-catequina.
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Figura 51 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Duda, obtido na separag¢éo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico utilizando
coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1 mL/min.,
temperatura 40°C, detec¢éo a 280 nm. Pico 7: acido gélico; 9: (-)-galocatequina; 14: (+)-catequina.
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Figura 52 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Marcela, obtido na separagcdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase movel constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1
mL/min., temperatura 40°C, deteccdo a 280 nm. Pico 6: acido galico; 8: (-)-galocatequina; 12: (+)-catequina.
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Figura 53 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Beatriz, obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1
mL/min., temperatura 40°C, deteccdo a 280 nm. Pico 7: acido galico; 9: (-)-galocatequina; 13: (+)-catequina.
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Figura 54 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Ana Clara, obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5pu (2) (250 x 4,6 mm), fase movel constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1
mL/min., temperatura 40°C, deteccdo a 280 nm. Pico 8: acido galico; 9: (-)-galocatequina; 14: (+)-catequina.
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Figura 55 — Cromatograma do extrato hidroetandlico das folhas da cultivar Barbara, obtido na separacdo por CLAE/ UV-VIS em método isocratico
utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm), fase mével constituida de metanol/agua/acido acético glacial (1:18:1, v/v), fluxo 1
mL/min., temperatura 40°C, deteccdo a 280 nm. Pico 8: acido galico; 10: (-)-galocatequina; 17: (+)-catequina.
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6. CONCLUSOES

» Os resultados obtidos pela quantificagdo de compostos fendlicos totais
determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, flavonoides totais pela
reacdo com cloreto de aluminio e atividade antioxidante pelos métodos
FRAP e DPPH demonstram que as folhas da maioria das cultivares de I.
batatas desenvolvidas pelo LASPER/UFT para producdo industrial de
etanol apresentam boa atividade antioxidante, e que as principais
substancias bioativas para tal papel biolégico nos extratos s&o o0s
compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, fato que demonstra o
grande potencial destas partes da planta como fonte de antioxidantes

naturais.

» A avaliacdo das correlacdes existentes entre a presenca de compostos
fendlicos, flavonoides, ativiade antioxidante, atividade quelante e
produtividade poderé subsidiar maiores estudos visando melhoramento da
cultura da batata-doce, pois tais aspectos encontram-se fortimente

correlacionados nas cultivares estudadas.

» A alta atividade quelante apresentada pelas cultivares mais produtoras de
raizes por area plantada em relacdo as demais plantas estudadas sugere
gue as cultivares de |. batatas desenvolvidas pelo LASPER/UFT para
producdo industrial de etanol utiliza diferentes mecanismos de defesa aos

danos oxidativos.

» Considerando que as folhas das cultivares de |. batatas desenvolvidas para
producao industrial de etanol pela equipe do LASPER/UFT se constituem
um residuo agroenergético abundante, pode se concluir pelos estudos
fitoquimicos realizados, que existe potencial de utilizacdo dos compostos
fendlicos destas partes da planta, como opcdo de diversificacdo de
produtos derivados desta cultura, o que contribuirA para 0 seu
fortalecimento na competitividade em relagdo a cultura de outras plantas

mais comuns na producédo de etanol.
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» A constatacdo do &acido elagico nas folhas das cultivares estudadas
contribui significativamente com a ideia de aproveiamento das partes

aéreas desta planta para fins farmacologicos.

» A caracterizagao e quantificagcdo individual realizada por CLAE permitiu a
identificacdo do acido galico, acido elagico, (-)-galocatequina, (+)-
catequina, rutina, quercetina, naringina, (+/-)-naringenina, miricetina,
morina e luteolina, e revelou que os constituintes fendlicos nos extratos das
folhas das variedades de |. batatas desenvolvidas pelo LASPER/UFT para
producdo industrial de etanol constituem uma matriz complexa de
compostos. Desta forma, estas partes da planta se tornam atraente para

continuas pesquisas e talvez futura aplicacdo na medicina.

» O aproveitamento integral da batata-doce, por concilacdo da producéo de
bioetanol com a futura obtencdo de antioxidantes naturais e produtos
faramacoldgicos, poderda ndo s6 aumentar sua competitividade em relacao
a outras culturas, mas também, fortalecer a producdo de biocombustiveis a
medida que promoverd uma transformacdo cada vez mais eficiente da
biomassa pela obtencdo de compostos quimicos em propor¢cdes

semelhantes ao petroleo.
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