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RESUMO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma planta nativa da regido dos Andes,
introduzida no Brasil na década de 1980. As suas raizes sao atribuidas algumas
propriedades funcionais, conferida pelas fibras solUveis e insolluveis presentes
nestas estruturas. Suas folhas sao utilizadas no preparo de cha terapéutico, ao qual
sdo atribuidas propriedades antidiabéticas. Estudos sugerem que 0s compostos
fendlicos, presentes nestas folhas, sdo responsaveis pelo carater antioxidante de
seus extratos. Com relacdo as flores do yacon, até o momento inexistem estudos a
respeito de sua composi¢cdo quimica, assim como, das propriedades dos extratos
obtidos a partir desta matriz. O objetivo deste estudo foi avaliar a composicédo de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante de extratos das folhas e flores do
yacon obtidos por infusdo, decoccgao e extragcdo com metanol, assim como, avaliar a
atividade antimicrobiana de lactonas sesquiterpénicas isoladas das folhas desidratas
de yacon. Apds o processo de secagem as folhas e flores foram trituradas e os
extratos foram quantificados a concentracdo de compostos fendlicos totais por Folin-
Ciocalteu, flavonoides totais pelo método espectrofotométrico e da atividade
antioxidante dos extratos pelos métodos DPPH e ABTS. Os compostos fendlicos
foram identificados por meio da HPLC-DAD. Também foi avaliada a atividade
antimicrobiana de lactonas sesquiterpénicas, obtidas a partir das folhas de yacon. A
identificacdo destes compostos foi realizada por meio da CG/MS e RMN. A avaliacao
da atividade antimicrobiana foi realizada pela metodologia de Kirby-Bauer e a
concentracgédo inibitéria minima por micro diluicdo em placas. O extrato das folhas de
yacon obtidos por decoccdo apresentou a maior concentracdo de compostos
fendlicos totais e flavonoides totais (42,20 mgEAG/g e 39,71 mgER/g,
respectivamente). O acido galico e a rutina foram os compostos fendlicos mais
abundantes nos extratos das folhas de yacon (1,97 e 2,81 mg/g, respectivamente). A
miricetina e o acido galico foram os fendlicos em maior concentracdo nos extratos
provenientes das flores de yacon (16,09 e 1,36 mg/g, respectivamente). A decoccao
das folhas obteve os resultados mais expressivos, para atividade antioxidante por
DPPH (ECso= 220,50 g/g DPPH) e a infusao por ABTS (422,13 pM Trolox/g). Foi
observada uma correlacdo positiva entre os resultados dos ensaios de compostos
fendlicos e flavonoides totais e a atividade antioxidante dos extratos de folhas e
flores de yacon. Nas folhas de yacon foi constatada a presenca das lactonas
enidrina e uvedalina em uma propor¢gédo de 3:1. Estas lactonas, apresentaram o
potencial de inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus, com uma
concentragdo minima de 0,75 mg/mL. Desta maneira, os resultados obtidos neste
estudo demonstram que, tanto os extratos das folhas quanto das flores de yacon séo
promissoras fontes de compostos fendlicos com elevado potencial antioxidante e
que as lactonas sesquiterpénicas, isoladas das folhas de yacon, podem a vir se
tornar alternativas no desenvolvimento de produtos com capacidade antimicrobiana,
de interesse a industria de alimentos.

Palavras chave: yacon; compostos fendlicos; atividade antioxidante; atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

Yacon (Smallanthus sonchifolius) is a plant that is native to the Andes region, which
was introduced into Brazil in the 1980s. Some functional properties have been
attributed to its roots, which are conferred by soluble and insoluble fibers present in
their structure. Its leaves are used in the preparation of therapeutic tea, to which anti-
diabetic properties are attributed. Studies suggest that the phenolic compounds
present in these leaves are responsible for the antioxidant character of its extracts.
There are no studies regarding the chemical composition of yacon flowers or the
properties of extracts obtained from this matrix. Thus, the aim of this study was to
evaluate the composition of phenolic compounds and the antioxidant activity of
extracts of yacon leaves and flowers obtained by infusion, decoction and methanol
extraction, as well as to assess the antimicrobial activity of sesquiterpene lactones
isolated from dehydrated yacon leaves. The yacon leaves and flowers used in this
study were collected in April 2011, in the city of S&8o José dos Pinhais, Parana,
Brazil. After drying, the samples were crushed and the extracts were obtained.
Experiments were conducted using the extracts to evaluate the concentration of total
phenolics by the Folin-Ciocalteu method, total flavonoids by the spectrophotometric
method and antioxidant activity by the DPPH and ABTS methods. The individual
phenolic compounds were identified by HPLC-DAD. This study also evaluated the
antimicrobial activity of the sesquiterpene lactones obtained from the dried yacon
leaves. The identification of these compounds was performed by GC/MS and NMR.
The evaluation of antimicrobial activity was performed by the Kirby-Bauer method,
and the evaluation of the minimal inhibitory concentration was performed by the
methodology of micro-dilution in plates. The extract of yacon leaves obtained by
decoction had the highest amount of total phenolic compounds and total flavonoids
(42.20 mgGAE/g and 39.71 mgRE/g, respectively). Gallic acid, and the flavonoid
rutin were the most abundant phenolic compounds in the extracts of the yacon
leaves (1.97 and 2.81 mg/g, respectively). The flavonoid myricetin, and gallic acid,
were the phenolic compounds found in the highest concentration in the extracts from
the yacon flowers (16.09 and 1.36 mg/g, respectively). The decoction of the yacon
leaves showed the most significant results with respect to antioxidant activity using
the DPPH method (ECsp= 220.50 g/g DPPH) and infusion by the ABTS method
(422.13 uM Trolox/g). A positive correlation was observed between the results of the
tests of phenolic compounds, total flavonoids and antioxidant activity of the extracts
from the yacon leaves and flowers. The NMR tests helped to elucidate the chemical
structures of the sesquiterpene lactones extracted from the yacon leaves, revealing
the presence of the lactones enhydrin and uvedalin in a ratio of 3:1. The experiments
conducted to evaluate the antimicrobial activity of these lactones revealed the
potential of these compounds to inhibit the growth of the Staphylococcus aureus
microorganism, with a minimal inhibitory concentration of 0.75 mg/mL. Thus, the
results of this study demonstrate that both the extracts from yacon leaves and
flowers are promising sources of phenolic compounds with a high antioxidant
potential, and that the sesquiterpene lactones isolated from yacon leaves could
become alternatives in the development of products with antimicrobial properties of
interest to the food industry.

Key words: yacon; phenolic compounds; antioxidant activity; antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

O yacon, é uma espécie nativa da regido andina, que originalmente foi
classificado como Polymnia sonchifofolia por [Poepp&Endl] H. Robinson.
Atualmente, é classificada como Smallanthus sonchifolius, espécie representante da
familia Asteraceae (OLIVEIRA; NISHIMOTO, 2004).

O cultivo do yacon foi introduzido no Brasil por imigrantes japoneses no final
da década de 1980, para a producdo de cha, por acreditarem nas propriedades
antidiabética das folhas. O estado de S&o Paulo foi o pioneiro no cultivo comercial
do yacon na década de 1990, no municipio de Capao Bonito (OLIVEIRA et al.,
2004).

Nos ultimos anos, diversos estudos sugerem que O yacon apresenta
importante valor funcional, devido as propriedades fitoquimicas dos compostos:
frutooligosacarideos, acidos clorogénicos, L-Triptofano, ésteres do acido cafeico,
acido ferralico e 6leos essenciais, como 0 6leo B-pineno, cariofileno e jcardineno,
presentes em suas folhas e raizes (OJANSIVUA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2004;
SIMONOVSKA et al., 2003).

A principal forma de consumo do yacon € a in natura, sendo a raiz tuberosa,
de gosto doce, a parte mais consumida. Outra forma de utilizacéo da raiz do yacon é
para a producdo de xaropes destinados a individuos com problemas digestivos
(SIMONOVSKA et al.,, 2003). Recentes estudos demonstraram os beneficios da
ingestao de extrato das raizes do yacon no tratamento da infertilidade de individuos
com hipogonadismo colaborando para a manutencdo dos niveis de testosteronas
destes individuos (PARK e HAN, 2013).

Diversas propriedades benéficas séo atribuidas as folhas do yacon quando
estas sdo utilizadas no preparo de chi na medicina popular (AYBAR et al., 2001). O
extrato preparado a partir das folhas possuem varias propriedades fitoquimicas
como atividade antimicrobiana (LIN et al., 2003), anti-inflamatéria (OLIVEIRA et al.,
2013) e antioxidante (VALENTOVA et al., 2003).

O isolamento de substancias do exudado de tricomas glandulares das folhas
de Smallanthus sonchifolius, como diterpendides do tipo ent-kaurene e compostos

como as lactonas sesquiterpénicas sonchifolina, polimatina, uvedalina e enidrina,
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demonstraram atividade antifUngica para Perycularia oryzae, fungo causador de
doencas no arroz (INOUE et al., 1995).

Estudos realizados por Joung et al. (2010), demonstraram que extratos
obtidos pela extracao das folhas de yacon com n-hexano apresentam uma excelente
atividade antimicrobiana frente ao Staphylococcus aureus, resistente ao antibiético
meticilina. Este micro-organismo é tido como um problema de saude publica por ser
associado a eventos de infeccdo hospitalar. Ainda neste estudo foi observada uma
potencializacdo no efeito antimicrobiano destes extratos, quando os experimentos
foram realizados na presenca de luz a uma intensidade de 4000 lux.

OLIVEIRA et al. (2013) observaram o efeito antiedematoso in vivo de
extratos de folhas de yacon, sugerindo que este efeito se da pela presenca da
lactona sesquiterpénica enidrina presentes em concentracdes apreciaveis nestes
extratos.

Estudos sobre as propriedades fitoquimicas das flores de yacon e de
extratos obtidos a partir destas estruturas sdo escassos na literatura, no entanto,
algumas caracteristicas comuns a familia Asteraceae podem ser atribuidas, como a
presenca de flavonoides e acidos fenolicos, tornando-as desta maneira, promissoras
fontes destes compostos.

Desta forma, o estudo de extratos e compostos provenientes das folhas e
flores de yacon (Smallanthus sonchifolius) é de grande importancia, uma vez que
estes extratos constituem-se como potenciais fontes de substancias bioativas de
valor bioldgico que futuramente podem vir a ser utilizadas pela industria de alimentos

€ outras.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo avaliar a composi¢cdo quimica e a
atividade biologica dos extratos de folhas e flores de yacon (Smallanthus
sonchifolius) e a atividade antimicrobiana de lactonas sesquiterpénicas isoladas das

folhas desidratas de yacon.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para que os objetivos deste trabalho pudessem ser alcancados, foram

realizadas as seguintes etapas:

» Caracterizacéo fisico-quimica da matéria-prima (folhas e flores de yacon);

» Determinacéo da concentracdo de compostos fendlicos totais dos extratos de
folhas e flores de yacon;

» Determinacdo da concentragéo de flavonoides totais dos extratos de folhas e
flores de yacon;

» Extracdo, identificacdo e quantificacdo de acidos fendlicos e flavonoides
individuais, dos extratos de folhas e flores de yacon;

» Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de folhas e flores de yacon;

» Extracdo, isolamento e identificacdo de lactonas sesquiterpénicas de folhas
desidratadas de yacon;

» Avaliacédo da atividade antimicrobiana de lactonas sesquiterpénicas extraidas

de folhas de yacon.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 YACON

O yacon (Smallanthus sonchifolius), espécie originaria da regido andina,
recebe diferentes denomina¢des nas linguas dominantes dessa regido (Aymara e
Quéchua). No dialeto Aymara os termos aricoma e aricuma sao 0s mais utilizados.
No dialeto Quéchua os termos empregados sédo llagon, llacum, llacuma e yacumpi.
Ja na regido do Equador a espécie é conhecida pelo nome de jicama, chicama,
shicama, jiquima e jiquimilla, e na Colémbia o termo arboloco € o mais utilizado. Nas
demais regides do mundo, o yacon recebe denominacdes diferentes daquelas
utilizadas na regido de origem, como por exemplo, Poire de terre na Franca e Yacon
strawberry na Inglaterra (GRAU e REA, 1997).

3.2 HISTORICO

O cultivo e consumo do yacon datam dos tempos pré-incas, nas regides de
clima temperado entre a Colémbia e Venezuela até o nordeste da Argentina, em
altitudes que podem variar de 2000 a 3400 metros (SANTANA; CARDOSO, 2008).

Nas ultimas trés décadas, seu cultivo foi expandido para outros paises como
Estados Unidos, Nova Zelandia e Japéo, onde estdo ampliando as areas destinadas
a producédo do yacon, mas ainda sem grande representatividade comercial. A partir,
da introducdo do cultivo do Yacon no Japao observou-se o surgimento de novas
regides produtoras como Coréia e Brasil (GRAU; REA, 1997). No Brasil, o yacon foi
introduzido como cultivo comercial no ano de 1991, na cidade de Cap&o Bonito (SP)
(OLIVEIRA; NISHIMOTO, 2004).

Atualmente, a regido de maior destaque na producdo do yacon é a andina,
caracterizada pela agricultura familiar destinada ao consumo proprio. As parcelas
destinadas a comercializacdo nao ultrapassam um hectare, o que representa uma

importante alternativa para a agricultura de subsisténcia. O yacon ndo é muito
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cultivado nos paises sul-americanos, por se tratar de um alimento de baixo valor
calorico, onde o cultivo de batata e milho é priorizado para a alimentacdo da
populacdo (GRAU; REA, 1997).

Devido as propriedades medicinais atribuidas ao yacon, o interesse
comercial por esta espécie teve um aumento significativo nos mercados das
cidades, levando ao desenvolvimento das atividades comerciais em torno de seu
cultivo (SANTANA; CARDOSO, 2008). Na regido dos Andes, as raizes do yacon séo
consideras frutas e consumidas descascadas como ingredientes de saladas de
frutas. Uma pratica convencional da regido € expor os tubérculos ao sol durante
alguns dias para acentuar as caracteristicas sensoriais para o consumo (OJANSIVU
et al.,, 2011). Uma grande variedade de produtos derivados do yacon pode ser
encontrada nos supermercados dos paises de toda a América Latina, como Peru,
onde, comumente séo disponibilizados produtos como xaropes, sucos, marmeladas
e chas das folhas (FIGURA 1) (OJANSIVU et al., 2011).
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FIGURA 1 — CULTIVO DE YACON EM DIVERSAS REGIOES DO MUNDO

FONTE: OJANSIVU et al., (2011)
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3.3 TAXONOMIA DA ESPECIE Smallanthus sonchifolius

O yacon € um representante da familia Asteraceae (Compositae), cujo nome
cientifico € denominado Smallanthus sonchifolius [(Poepp. & Endl.) H. Robinson]. Na
literatura cientifica também pode ser chamado de Polymnia sonchifolia, (Poepp. &
Endl.) ou Polymnia edulis (Wedd) (FIGURA 2).

Segundo Ojansivu et al. (2011) e Santana; Cardoso (2008), a sua
classificacéo taxonémica é:

- Super-reino: Eucarionte;

- Reino: Plantae;

- Sub-reino: Embridfita;

- Filo: Tracofita;

- Superclasse: Angiosperma,

- Classe: Dicotiled6nea,;

- Ordem: Asterales;

- Familia: Asteraceae (Compositae);
- Género: Smallanthus;

- Espécie: sonchifolius.

3.4 CARACTERISTICAS E MORFOLOGIA BOTANICA

O yacon é uma planta perene herbacea que pode medir de 1,5 a 3 m de
altura. O desenvolvimento desta espécie é extremamente adaptavel ao clima, a
altitude e aos tipos de solo, sendo caracterizado como uma planta rastica e
resistente a periodos de seca (FIGURA 2) (SANTANA; CARDOSO, 2008).

O sistema radicular € composto por trés partes: rizoma, raizes fibrosas e
raizes de reserva ou tuberosas. Os rizomas sado ricos em fibras nao digestiveis e
neles sdo encontradas gemas que dao origem a novas plantas. As raizes fibrosas
tém funcao de fixacdo da planta no solo e absorcdo de agua e nutrientes. As raizes
tuberosas, parte comestivel da planta, variam de 4 a 20 cm, e podem pesar até 1000
g (GRAU e REA, 1997).
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O sistema aéreo da planta é constituido de caule cilindrico ou sub-angular
com a presenca de gemas vegetativas e florais. As folhas inferiores apresentam
forma ovalada com hastes ou sub-hastes, conectadas e articuladas com a base
(FIGURA 2). As folhas superiores apresentam forma oval-lancetada sem haste;
tanto a epiderme superior quanto a inferior sdo recobertas por tricomas (0,8 a 1,5
mm de comprimento por 0,05 mm de diametro); e suas glandulas contém compostos
terpénicos (AYBAR et al., 2001; GRAU e REA , 1997).

As inflorescéncias se apresentam na posi¢do terminal, composta por trés a
cinco flores, cada uma com trés capitulos e cinco bracteas. A flor apresenta cor
amarelo brilhante a alaranjado, com 12 mm de comprimento e 7 mm de largura, e as
cispselas (pseudo frutos de Asteraceae) sao de coloracéo roxo, tendendo a marrom
na maturidade (FIGURA 2).

FIGURA 2 — DETALHE DE EXEMPLAR DE Smallanthus sonchifolius (FOLHA E FLOR)

FONTE: O autor (2014)
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3.5 COMPOSICAO QUIMICA DAS ESTRUTURAS DA PLANTA

3.5.1 RAIZES

As raizes tuberosas do yacon possuem caracteristicas sensoriais
agradaveis, com sabor semelhante aqueles encontrados em frutas como o melao,
gue possui polpa amarelada e crocante com alto teor de agua, variando entre 85 a
90% (VALENTOVA et al., 2008).

Diferentemente da maioria das raizes de reserva, 0 yacon ndo armazena
carboidratos na forma de amido e sim como oligossacarideos (frutooligossacarideos
(FOS) e sacarose) e monossacarideos (frutose e glicose) (GRAEFE et al., 2004). As
concentracfes de acglcares, presentes na matéria seca do yacon, variam entre 40 a
70% de FOS, 5 a 15% de frutose e sacarose, e inferiores a 5% de glicose
(MARIQUE; PARRAGA; HERMANN, 2003).

Os carboidratos de reserva mais abundantes nos 6rgaos subterraneos do
yacon sdo os frutanos do tipo inulina com grau de polimerizacdo (GP) > 10
(OLIVEIRA, 2004). Esse tipo de aclcar € naturalmente encontrado em diversos tipos
de plantas, no entanto, raramente em concentragfes elevadas. Os FOS sé&o
quimicamente formados por uma molécula de glicose ligada em duas a dez
moléculas de frutose. As ligacdes entre as moléculas séo resistentes a hidrolise
enzimatica do sistema digestivo humano, reduzindo drasticamente o valor calérico
deste carboidrato, como mostra a tabela 1 (MARIQUE; PARRAGA; HERMANN,
2005). Os FOS séao reconhecidos como fibras sollveis e o seu consumo auxilia a
reposicdo da flora intestinal e aumento da absorcdo de calcio (ZULETA,;
SAMBUCETTI, 2001).

As proteinas e lipideos séo responsaveis por aproximadamente 2,4 a 4,3% e
0,14 a 0,43% de matéria seca, respectivamente. Os principais nutrientes sao:
potassio, calcio, fosforo, magnésio, sodio e ferro, destacando-se o potassio, que é
encontrado em quantidades significativas de aproximadamente 230 mg de matéria
fresca comestivel (MARIQUE; PARRAGA; HERMANN, 2003).
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Segundo Simonovska et al. (2003), os compostos fendlicos (acido
clorogénico e cafeico e o aminoacido triptofano), presentes nos tubérculo de yacon,
conferem propriedades antioxidativas a raiz. Takenaka (2003) constatou nos
tubérculos de yacon a presenca de trés isbmeros do acido cafeoil: o 6,8 —
dioxabicyclo [3,2,1]), (ocatano, o 2 — o — caffeoyl) e o ( 3 — o — caffeyol).

Recentes estudos demonstraram os beneficios da ingestdo de extrato das
raizes do yacon no tratamento da infertilidade de individuos com hipogonadismo
colaborando para a manutencdo dos niveis de testosteronas destes individuos
(PARK e HAN, 2013).

TABELA 1 — COMPOSICAO QUIMICA DE TRES VARIEDADES DE RAIZES DE
YACON E DADOS DE PRODUTIVIDADE

Variedade SAL136 AKW5075 ARB5073
Matéria Seca (g/Kg) 136 98 115
Carboidratos Totais (g/Kg) 127 89 105
FOS (g/Kg) 89 31 61
Frutose (g/KQ) 2,8 2,3 4,4
Glicose (g/KQ) 4,6 21,1 7,5
Sacarose (g/Kg) 12 19 14
Proteina (g/KQg) 3,3 3,5 0,49
Lipideo (g/Kg) 0,19 0,29 0,31
Fibra (g/KQ) 3,6 3,5 3,7
Potassio (mg) 2859 1969 1999
Rendimento t/ha? 23 84 10

FONTE: MARIQUE; PARRAGA; HERMANN (2003)

3.5.2 FOLHAS

A composicdo quimica das partes aéreas do yacon pode variar de acordo
com o tipo do manejo, solo, clima e regido do cultivo. Valentova e Ulrichova (2003)

apresentaram a composi¢cdo média dos nutrientes presentes na folha seca de yacon,
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conforme mostram as tabelas abaixo (TABELA 2). As folhas frescas do yacon

apresentam aproximadamente 80% de agua.

TABELA 2 — COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS FOLHAS DESIDRATADAS DE
YACON

FOLHAS DESIDRATADAS DE YACON

PARAMETROS 9/100g
Umidade 10,47
Proteina 21,48
Lipideo 4,20
Cinza 12,52
Fibra 11,63
PARAMETROS mg/100g
Calcio 1805
Fosforo 543
Ferro 7,29
Cobre <0,5
Manganés <0,5
Zinco 2,93

FONTE: VALENTOVA e ULRICHOVA, (2003)

Estudos realizados por Simonovska et al. (2003), demonstraram a presenca
dos compostos fendlicos: éacido clorogénico (FIGURA 3 (1a)), éacido ferrdlico
(FIGURA 3 (1b)) e acido cafeico (FIGURA 3 (1c)), como constituintes das folhas de
yacon, que conferem importante poder antioxidante ao extrato obtido desta matéria
prima.

Os oleos essenciais também estdo presentes nas folhas de yacon, tendo

destaque o: B-pineno, cariofileno e y-cardineno (ADAM et al., 2005).
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FIGURA 3 — COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES EM FOLHAS DE YACON

FONTE: SIMANOVSKA et al., (2003)

Estudos fitoquimicos realizados com os tricomas (estruturas de defesa),
presentes nas folhas do yacon, demonstraram a presenca de lactonas
sesquiterpénicas (STL) pertencentes a classe dos melampolideos, que apresentam
importante capacidade antifungica. No extrato alcodlico das folhas foram
identificadas as lactonas sesquiterpénicas: enidrina, uvedalina, sonchifolina, acido
ent-kaurénico (FIGURA 4) e da lactona fluctuanina; além de dois novos tipos de
melampolideos: os ésteres metilico do acido 8f — tigloyloxymelampolid — 14 - oic e o
8B - methacryloyloxymelampolideo (CHROO et al., 2003; OJANSIVU et al., 2011).

Oliveira et al. (2013) observou o efeito antiedematoso in vivo de extratos de
folnas de yacon, sugerindo que este efeito se da pela presenca de lactona

sesquiterpénica como a enidrina.
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FIGURA 4 — PRINCIPAIS TERPENOS PRESENTES NAS FOLHAS DE YACON

FONTE: VALENTOVA e ULRICKOVA, (2003); SCHORR e DA COSTA, (2003)

Em paises como Japao e Brasil as folhas do yacon vém sendo utilizadas
como matéria prima para a producdo de infusdo (chd), a qual é conhecida e
consumida na medicina popular para o tratamento da diabetes melito. As demais
partes da planta como flores e caules, podem ser utilizadas como forragem para
rebanhos devido a importante carga proteica presentes nestas estruturas (OLIVEIRA
et al., 2010).

Aybar et al. (2001), demonstraram que as cobaias (camundongos)
portadoras de diabetes melito, tratadas durante um periodo de 30 dias com extrato
aguoso de folhas de yacon numa concentracdo de 2%, apresentaram um aumento
significativo dos niveis de insulina circulantes no plasma sanguineo, por estimular a
secrecdo deste hormoénio e inibir a sua degradacdo por substancias presentes na
planta.

Estudos realizados em camundongos demonstraram que o uso prolongado
do extrato liofilizado das folhas de yacon em concentracbes elevadas, cerca de 100
mg/Kg, pode ocasionar danos renais sérios quando utilizado desta maneira
(OLIVEIRA et al., 2011).

Barcellona et al. (2012), apresentaram um estudo demonstrando que a
administracdo via oral de extratos obtidos, a partir da decoccado de folhas de

Smallanthus sonchifolius, a cobaias (camundongos) é segura em dose maxima de
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0,28 g/kg por dia, promovendo um efeito hiperglicémico nos individuos submetidos a

este tratamento, contrapondo os resultados obtidos por Oliveira et al. (2011).

3.6 COMPOSICOES QUIMICAS DAS FLORES DE YACON

Estudos relacionados as propriedades quimicas das flores de yacon séo
muito escassos, no entanto, algumas caracteristicas comuns a familia Asteraceae
podem ser atribuidas a elas.

Um dos principais componentes quimicos das flores da familia Asteraceae
sao os Oleos essenciais. Na pesquisa desenvolvida por Maggi et al. (2009) em flores
da espécie Anchillea lingustica (Asteraceae), revelou a presenca de 101
componentes no Oleo essencial, dos quais, 38 foram identificados pela primeira vez
nesta espécie, tendo destaque o linolol, viridiflorol, B-pineno,1,8 cineole e terpinen-4-
ol.

Flavonoides glicosidicos, flavonoides aglicosidicos e compostos fendlicos,
sdo importantes constituintes quimicos nas flores de mesma espécie da familia do
yacon. Em estudos realizados por Novakova et al. (2010) com flores de camomila
(Matricaria recutita L.-Asteraceae), demonstrou a presenca de 12 compostos entre
flavonoides, acidos fendlicos e cumarinas, sendo o apigenina-7-glicosidica, acido
clorogénico, acido cinamico, acido ferrulico, acido cafeico, umbelliferona, quercetina-
3-glicosidicas, luteolina, apigenina, isorhamentina, kaempeferol e rutina, o0s

principais representantes destes grupos de compostos.

3.7 ANTIOXIDANTES EM ALIMENTOS DE ORIGEM VEGETAL

Os processos oxidativos que ocorrem no metabolismo humano sdo um dos
fatores mais importantes no desencadeamento de doengas cardiovasculares, de
doencas do sistema imunolégico, de disfuncbes cerebrais, de cancer e do
envelhecimento. Quando o sistema imune humano é suprimido por uma excessiva
producdo de agentes oxidantes, os acidos nucléicos, os lipideos e as proteinas

podem sofrer danos, acarretando injudrias aos tecidos. Desta maneira, 0 aumento da
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ingestdo de antioxidantes naturais auxilia na manutencdo do balangco entre os
agentes antioxidantes e oxidantes, diminuindo ou evitando que esses processos
ocorram (TAl et al., 2011).

Estudos sugerem que frutas e vegetais sdo protetores contra as doencas
oxidativas, devido ao carater anti-oxidativos das suas vitaminas e minerais e
compostos fendlicos como &cidos fendlicos e flavonoides (PIETTA e SIMONETTI,
1999).

3.8 FLAVONOIDES

Flavonoides sao fitoquimicos comumente encontrados em plantas, os quais
possuem efeitos positivos a saude humana. Aproximadamente 4000 flavonoides
vém sendo identificados e estudados quanto as suas propriedades funcionais
(PETERSON e DWYER, 1998).

Estruturalmente, os flavonoides s&o caracterizados por uma cadeia
carboOnica de Cg-C3-Cs (fenil-benzopirano). Com base na posicdo da ligacdo do anel
aromatico benzopirano, podemos dividir este grupo em trés classes: flavonoides (2-
fenil-benzopiranos), isoflavonoides (3-benzopiranos) e neoflavonoides (4-
benzopiranos) (FIGURA 5).

O

Flavonoides lsoflavonoides MNecoflavonoides

FIGURA 5 — FORMULA ESTRUTURAL DAS CLASSES DE FLAVONOIDES COM BASE NA
POSICAO DO ANEL AROMATICO BENZOPIRANO

FONTE: MARAIS et al., (2007)

Os flavonoides mais comumente encontrados em alimentos sdo as
catequinas, proantocianinas, antocianidinas, flavondis, flavonas, flavononas e seus
glicosideos (TABELA 3) (PIETTA e SIMONETTI, 1999).
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Os flavonoides s&o considerados nanonutrientes, no entanto, so
componentes importantes na dieta humana, podendo chegar ao consumo diario de
1g. Grande parte desta mistura de flavondides € oriunda de bebidas como vinhos
(300 mg de compostos fendlicos totais) e chas, os quais podem contribuir com
elevadas concentracdes destes compostos (150 mg de catequinas). No ch& verde
sao encontrados os flavonoides, flavonol, epicatequina, epigalocatequina e seus
ésteres. Em frutas e vegetais, a presenca de flavondis e flavonas tem uma menor
contribuicdo (> 50 mg/dia) (SIMONETTI; PIETTA; TESTOLIN, 1997).

TABELA 3 — CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES EM FRUTAS E VEGETAIS
(ug /)

FONTE Rutina* Quercetina* Kaempferol*
VEGETAIS
Batata nd? nd 23,40
Tomate 0,9 1,58 7,50
Pimentédo Verde 21,70 14,10 3,17
Berinjela Nd 1,58 Nd
Cenoura 4,38 nd 7,20
Salsa Nd 7,03 45,10
Radish Nd nd 3,36
Repolho 5,54 nd 7,20
Brocolis 1,17 9,77 16,10
Alface Nd 4,78 Nd
Cebola Nd 33,70 10,9
Pepino 1,89 nd 7,61
FRUTAS
Kiwi Nd 2,07 30,60
Melancia Nd nd 18,10
Laranja Nd 17,50 31,50
Péssego Nd 1,08 6,54
Maca Nd 5,27 26,70
Uva 8,24 nd 16,80

% = Nao detectado
FONTE: PIETTA e SIMONETTI, 1999
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3.8.1 FLAVONOIDES EM ALIMENTOS

As catequinas estdo amplamente distribuidas nas plantas, no entanto,
apenas chas feitos das folhas destas plantas sdo ricos em catequinas,
representando 25% do peso seco das folhas (PIETTA e SIMONETTI, 1999). Na

Figura 6 sdo apresentadas as formulas estruturais de algumas catequinas.

2,3-trans-flavan-3-ols 2,3-cis-flavan-3-ols
OH
HO O (:[
OH
" OH

OH OH

(-)-epicatequina

OH

o I
‘ OH
OH

OH OH

HO

(+)-catequina (+)-epicatequina (ent-epicatequina)

FIGURA 6 — FORMULA ESTRUTURAL DAS CATEQUINAS

FONTE: MARAIS et al., (2007)

As procianidinas sdo comumente encontradas em alimentos como maca,
uva, morango, ameixa e cevada, e constituem-se de oligbmeros de unidades de
flavan (3) ol (HASLAM, 1989). Na Figura 7 sdo apresentadas as estruturas da

procianidina e prodelfinidina.

Antocianinas e antocianidinas: sdo pigmentos naturais e estdo presentes na
maioria das plantas, sendo responsaveis pela coloracdo vermelha, roxa e azul das
flores e frutas (PIETTA e SIMONETTI, 1999). Em flores, as antocianinas podem
ocorrer na forma complexada com flavonas e ions metélicos de ferro e magnésio.

Sé&o pH dependente, com valores proximos de 3,5, se apresentam incolores e com 0
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aumento do pH assumem uma coloragéo azul (FIGURA 8) (PETERSON e DWYER,
1998).

Dimero Trimero
Ry’
OH
HO o .. "
: OH OH
OH OH
HO : (6]

OH
Procianidina B3 (R3 = H)
Prodelfinidina B3 (R3 = OH)

OH

OH

FIGURA 7 — FORMULA ESTRUTURAL DE PROCIANIDINA E PRODELFINIDINA

FONTE: PIETTA e SIMONETTI, (1999)
g OH O OH
" - N gé
G OGly OH
OH O

Antocianina Antocianidina

FIGURA 8 — FORMULA ESTRUTURAL DE ANTOCIANINAS E ANTOCIANIDINAS

FONTE: HENRY, (1996)

Flavondis e flavonas ocorrem principalmente nas folhas mas podem estar
presentes em outras estruturas das plantas (FIGURA 9). A quercetina na forma
glicosidica é predominante em vegetais, onde estdo presentes os glicidios
kaempferol e luteolina (HERMANN, 1976).
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o
0

Isoflavonas

Flavonois

Flavonas

FIGURA 9 — FORMULA ESTRUTURAL DE FLAVONONAS, ISOFLAVONAS, FLAVONOIS E
FLAVONAS

FONTE: CHEMLER et al., (2009)

3.8.2 PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DOS FLAVONOIDES

Algumas propriedades como a remoc¢do de radicais livres, inibicdo de
enzimas hidroliticas e oxidativas (fosfolipase A2, cicloxigenase e lipoxigenase) e
acao anti-inflamatéria, sdo fortes evidéncias correlacionadas com a capacidade
antioxidativa dos flavonoides (ZHISHEN; MENGCHENG; JIANMING, 1999).

Os flavonoides sdo doadores de hidrogénio e tem a capacidade de reduzir a
multiplicacdo de grupos hidroxila, com a habilidade de deslocar o radical
antioxidante para dentro da estrutura ligada ao anel aroméatico (RICE-EVANS, 1999).

Esta caracteristica confere importante capacidade antioxidante sobre a

peroxidacdo de lipideos, podendo ser relacionada com a propriedade de remocao de

radicais OH e O, e com sua reatividade com radicais peroxidos (ZHISHEN;
MENGCHENG; JIANMING, 1999).

Estudos realizados com individuos na faixa etaria de 50 anos, ndo fumantes
e que introduziram em sua dieta os flavonoides, comprovaram que esses compostos
sao capazes de inibir o desenvolvimento de tumores no pulméo. A maca foi a fonte
de flavonoides mais promissora na prevencao deste tipo de cancer (BIANCHI;
ANTUNES, 1999). Na Tabela 3 estdo descritas as concentragcfes de alguns

flavonoides encontrados em diferentes alimentos de origem vegetal.
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3.9 ACIDOS FENOLICOS

Os acidos fendlicos fazem parte de um grande grupo de polifendis
hidrofilicos comuns em frutas e vegetais. O acido clorogénico, um subgrupo formado
pela esterificacdo dos &cidos hidroxicindmicos como o &cido quinico, é o é&cido
fendlico mais encontrado em vegetais comestiveis (PADAYACHEE et al., 2012).

Dentre os éacidos fenolicos derivados do &cido cinamico estdo o acido:
cafeico, acido p-coumarico e &cido ferrulico (FIGURA 10) (PIETTA e SIMONETTI,
1999).

COOH
R,=0H Acido Cafeico
R,=H Acido p-Cumérico
H R,=0CH3 Acido Ferrulico

R,

FIGURA 10 - FORMULA ESTRUTURAL DO ACIDO CINAMICO

FONTE: PIETTA e SIMONETTI, (1999)

3.9.1 ACIDOS FENOLICOS EM ALIMENTOS

Nas ultimas décadas, as propriedades benéficas atribuidas ao consumo de
acidos fendlicos vém chamando a atengdo das diferentes areas do conhecimento
em especial a de alimento, melhoramento genético de plantas, medicina e
epidemiologia (XU e HOWARD, 2012). Estudos demonstram que o consumo de
alimentos ricos em acidos fendlicos esta relacionado a beneficios a satude, como a
reducdo dos riscos de doencas cardiovasculares e cancer (ROCKERNBACH et al.,
2008).

Os acidos fendlicos sao os principais constituintes dos compostos fenolicos
presentes nos alimentos e representam aproximadamente um tergco dos compostos
fendlicos da nossa dieta. Estdo intimamente ligados a caracteristicas sensoriais e

nutricionais dos vegetais comestiveis e estdo envolvidos nos processo de
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caracteristicas indesejaveis, como a geracdo de off-flavors, acidez, amargor,
adstringéncia e escurecimento enzimético (YILDIZ, 2010).

Os acidos coumarico, cafeico, ferrulico e sinapico sao os acidos fendlicos
derivados do acido cinamico mais abundantes em frutas e vegetais, como
demonstra a Tabela 4 (RICE-EVANS e PACKER, 2003).

O &cido fendlico tem sido apontado como substituto ideal de preservativos
em formulagcdes de alimentos, devido principalmente a sua propriedade antioxidante
e antimicrobiana. Estes compostos também vém sendo usado como ingrediente
funcional em alimentos, com o intuito de aumentar a capacidade antioxidante e os
beneficios & salde destes produtos (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE;
SERNA-SALDIVAR, 2014).

TABELA 4 — PERCENTUAL DE ACIDOS FENOLICOS EM ALIMENTOS*-
CONTINUA

Alimento p-Coumarico  Ac. Cafeico Ac. Ferrdlico Ac. Sinapico
Maca 5-20 84 - 94 1-5 -
Damasco 3-5 87 -91 6-9 -
Amora 23-35 38-77 12 - 27 1
Groselha Verde 53 - 67 17 - 41 6-16 -
Martilho 0-8 90 - 100 0-2 0,5
Cereja 20 - 65 35-79 0,2-1,2 -
Café - 67 1 -
Uva Branca 25 50 25 -
Uva vermelha 66 33 1 -
Pomelo (toranja) 21 - 37 19-42 29 - 47 0,6-6
Liméo 41 -55 18 - 28 20 - 31 2-13
Meldo 27 - 73 0,03 - 32 0,2-42 -
Laranja 13,5-14,7 53-23 18 - 43 16 - 19
Péssego 1-3 93 -97 2-4 -
Pera 1-8 99 1 -
Pimenta 2-27 14 - 67 3-74 0-28

Abacaxi 53,8 10,8 22,1 13,2
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TABELA 4 — PERCENTUAL DE ACIDOS FENOLICOS EM ALIMENTOS*-
CONTINUACAO

Alimento p-Coumarico  Ac. Cafeico Ac. Ferrdlico Ac. Sinapico
Ameixa 2-25 72 -95 0-8 -
Abobora 91 - - 9
Groselha 33 -37 42 - 48 19-21 -
Morango 56 — 92 8-44 - -
Tomate 2-21 69-91 0-9 0,3-21
Groselha Branca 48 — 85 10-31 6-21 -

* Percentual em relacdo ao total de acidos fendlicos de cada alimento

FONTE: MACHEIX; FLEURIET; BILLOT, (1990)

3.10 SESQUITERPENOS

Sesquiterpenos séo derivados da cadeia de trés unidades de isoprenos. Séo
conhecidos mais de 200 diferentes tipos e varias centenas destes, ainda sé&o
desconhecidos. Estes compostos podem ser classificados em trés principais grupos:
aciclicos (ex. fernesol), monociclicos (ex. bisaboleno) e biciclicos (ex. cardineno)
(FIGURA 11) (HOFFMAN, 2003).

H3C CH3
— l =
== "~CH,
H3C CH,O0H ‘
Farnesol

Bisaboleno

Sesquiterpeno Aciclico . .
- - Sesquiterpeno Monociclico

Cadineno
Sesquiterpeno Biciclico

FIGURA 11 - FORMULA ESTRUTURAL DE REPRESENTANTES DOS PRINCIPAIS
SESQUITERPENOS

FONTE: BAYER; WALTER, (1987)
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3.10.1 LACTONAS SESQUITERPENICAS

As lactonas sesquiterpénicas sdo um grupo distinto dos demais
sesquiterpenos, devido a presenca de um grupo a-lactona (HOFFMAN, 2003). Estes
compostos estdo distribuidos em grande parte das plantas pertencentes a familia
Asteraceae e tem como principais funcdes a defesa contra agentes esternos, como
insetos e plantas invasoras (POLYA, 2003).

As lactonas sesquiterpénicas sao encontradas principalmente nas partes
aéreas destas plantas (folhas e flores), em concentracbes de aproximadamente 5%
do peso seco. Algumas espécies armazenam estes compostos em estruturas
glandulares denominadas tricomas, que quando tocadas, liberam estas substancias
para o meio externo (HOFFMAN, 2003). Elas podem ser classificadas em quatro
grandes grupos: germanacrolideos, eudesmolideos, alantolactona, guaianolideos e
pseudoguainolideos (FIGURA 12) (HOFFMAN, 2003). Cada um destes grupos
possuem caracteristicas fitoquimicas particulares e desta forma sdo destinadas as
diferentes aplicacdes, como:

- Germanocrolideos: possui uma estrutura biciclica e tem como caracteristica
propriedades citotdxicas e antineoplasicas (ex. Budlein);

- Eudesmolideos: inclui uma grande variedade de lactonas sesquiterpénicas e tem
como principal caracteristicas a capacidade antimicrobiana e propriedades
antialimentares para inseto (ex. Santamarin);

- Alantolactonas: € um subgrupo dos eudesmolideos e tem como principal
caracteristica fitoquimica, propriedades citotoxicas e antialimentares contra insetos
(ex. Helenin);

- Guaianolideos: este grupo € composto por uma grande variedade de lactonas
sesquiterpénicas com propriedades antineoplasicas e citotoxicas, caracterizados
pelo amargor e capacidade antialimentar contra insetos (ex. Artabsin);

- Pseudoguainolideos: diferem dos guaianolideos por apresentarem uma
substituicdo do radical 5-metil entre a juncdo do carbono 5 e 7 do anel aromatico;
neste grupo incluem compostos com propriedades antialimentares para insetos,
citotdxicas, anti-inflamatorias e antineoplasicas (ex. Ambrosin e Hymenim) (POLYA,
2003).
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Lactona sesquitepénica Germacranolideo o Eudesmanolideo
CH,
o
c
CHs CH,
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Guaianolideo

FIGURA 12 — FORMULA ESTRUTURAL DE LACTONAS SESQUITERPENICAS

FONTE: HOFFMAN, (2003)
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4 MATERIAL E METODOS

Este capitulo descreve os materiais e os métodos que foram empregados no
desenvolvimento deste trabalho.

4.1 MATERIAIS

4.1.1 OBTENGCAO DE FOLHAS E FLORES DE YACON

As folhas e flores de yacon utilizadas neste estudo foram coletadas durante
0 més de abril de 2011, no municipio de S&o José dos Pinhais (Col6nia Murici),
Parana, Brasil (latitude 25387'14"; 4907°40” W; 90 6 m de altitude) (FIGURA 13). Um
espécime foi identificado e a sua exsicata foi depositada no herbario da

Universidade Federal do Parana.

3
Rt §

FIGURA 13 - IEM DE SATELITE DA AREA DO CULTIVO DO YACON UTILIZADO NESTE

TRABALHO

FONTE: GOOGLE MAPS (2013)
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4.1.2 SECAGEM DO MATERIAL

ApoOs a coleta, as folhas de yacon passaram por processo de secagem
conforme a metodologia descrita por Valentova et al. (2003), a qual consiste na
secagem a temperatura de 40T durante 24 h em estuf a com fluxo forgado de ar.

Ja a secagem das flores coletadas foi realizada a temperatura de 50C

durante 72 h, baseada na metodologia descrita por Diniz; Astarita; Santarém (2007).

4.1.3 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de alto grau de pureza.
Os insumos, como solventes e padrbes analiticos, utilizados para a realizagdo das
técnicas cromatogréaficas de espectrometria de massa e demais técnicas afins, foram
de grau de pureza HPLC, com o intuito de se obter maior confiabilidade e preciséo
nos resultados obtidos.

Os solventes metanol e cloroférmio, grau HPLC foram adquiridos da
empresa Carlo Erba. Os demais reagentes e padrdes: acido ferrulico (CAS n.° 537—
98-4), acido caféico (CAS n°. 331-39-5), acido salicilico (CAS n.° 69-72-7),
miricetina (CAS n.° 529-44-2), quercetina (CAS n.° 117-39-5), rutina (CAS n.° 153-
18-4), kaempferol (CAS n.° 520-18-3), ABTS 2,2"-azino bis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (CAS n.° 30931-67-0), Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-
acido carboxilico) (CAS n° 53188-07-1) e DPPH (2,2-difenil-1 picril-hidrazil) (CAS n.°
1899-66-4), foram adquiridos da marca Sigma-Aldrich (Alemanha). Os meios de
culturas utilizados nos ensaios de atividade antimicrobiana foram adquiridos da

marca Difco e Laborclin.
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4.1.4 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram:

- Espectrofotdmetro UV-VIS da marca Shimadzu, modelo 1650;

- Cromatdégrafo em fase liquida (HPLC) da marca Agilent Technology®,
modelo 1200, acoplado a detector de arranjo de diodo (DAD);

- Cromatografo em fase gasosa, acoplado a espectrometro de massas (CG-
MS) da marca Varian®, modelo GC-450;

- RMN - Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® AVANCE
I;

- Cromatografo em fase gasosa com detector de ionizacdo por chama (CG)
Varian® CP3900;

- Espectrébmetro de emissédo 6ptica com plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES) Varian® 720ES;

- Os demais equipamentos e vidrarias utilizados na execucao deste trabalho,
foram disponibilizados pelos laboratorios do Programa de Po6s Graduacao
em Engenharia de Alimentos (PPGEAL), Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (CEPPA) e Laboratério de Analises de
Combustiveis (LACAUT).

4.2 METODOS

4.2.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA: FOLHAS E FLORES DE YACON

Para a caracterizacado da matéria prima foram determinados os parametros umidade,
teor de lipideos, proteinas e fibras alimentares, foram utilizados os métodos 963.15,
991.20, 985.29 e 996.06, respectivamente, da AOAC, 18 ed. Reviséao 4 (2011); e o
perfil de acidos graxos foi analisado pelo método Ce 1F-96 da AOCS (1995).
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A determinacdo do teor de cinzas foi realizada segundo o método 018/1V,
descrito nos métodos fisico-quimicos para analise de alimentos do Instituto Adolfo
Lutz (2008). O valor de carboidratos foi obtido por meio de calculo, conforme
resolucdo RDC n° 360 de 23 de dezembro de 2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A determinagéo da concentragdo de metais presente nas folhas e flores de
yacon foi determinada por meio da espectrometria de emissdo atbmica por plasma

acoplado indutivamente (ICP-OES).

4.2.2 METODOLOGIA DE OBTENCAO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS E FLORES
DE YACON

A metodologia de extracao utilizada neste estudo, foi baseada no trabalho
realizado por Simonovska et al. (2003), que constitui na obtencao de trés extratos:

- (1) Infus@o (INF): a extracdo por infusdo foi realizada através da pesagem
de 1,0 g das folhas ou flores secas de yacon, previamente trituradas, seguido da
adicdo de 100 mL de agua ultra pura em ebulicdo. Apés 20 minutos, a infusédo
formada foi resfriada e filtrada e o volume foi aferido com baldo de 100 mL com agua
ultra pura e encaminhado para anélise.

- (2) Decoccédo (DEC): a extragdo por decoccdo foi realizada através da
pesagem de 1,0 g das folhas ou flores secas de yacon em baldo de fundo chato de
150 mL, previamente triturada, seguido da adicdo de 100 mL de agua ultra pura. Os
baldes com as amostras foram acoplados ao sistema de condensadores aquecidos
até ebulicdo durante 20 minutos, resfriadas e filtradas e o volume foi aferido com
baldo de 100 mL com &gua ultra pura e encaminhado para analise.

- (3) Extracdo com solvente (FL-MTN): neste procedimento, foi realizada a
pesagem de 1,0 g de folhas ou flores de yacon em recipientes confeccionados com
papel filtro e levado ao sistema Soxhlet, para a extracdo durante um periodo de 24
horas com 150 ml de metanol. O extrato proveniente do processo de extracao foi
transferido para baldo volumétrico de 200 mL e o volume, foi aferido com metanol e

encaminhado para a analise.
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4.2.3 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DOS PROCESSOS DE EXTRACAO

A determinagdo do rendimento dos processos de extragao foi baseada na
metodologia descrita pela AOAC, método de analise n.° 920.104. Uma aliquota de
25 mL de cada extrato obtido, conforme descrito no item 4.2.2, foi transferido para
cadinho de porcelana previamente pesado. Em seguida, as amostras foram
evaporadas em banho-maria e levadas a estufa de secagem, por um periodo de 1
hora a temperatura de 100 °C. ApoOs este periodo, os cadinhos com as amostras
foram resfriados em dessecador e uma nova pesagem foi realizada. O resultado foi
obtido pela diferenca do peso do cadinho vazio com o peso do cadinho com a
amostra, e expresso em percentual (%) de soélidos totais nos extratos com seu

desvio padrédo (média + desvio-padrao).

4.2.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DOS EXTRATOS

A determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais dos extratos
de folhas e flores de Smallanthus sonchifolius, foi realizada por meio do método de
Folin—Ciocalteu, descrito por Lim et al. (2011). Uma aliquota de 1 mL da amostra foi
adicionado a 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apds 3 minutos, 1 mL de uma
solugcéao de Na,COj3; saturada (35%) foi adicionada a reacao. A reacao foi mantida em
ambiente protegido de luz por 90 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia no comprimento de onda de 725 nm. A concentracdo dos compostos
fendlicos totais foi expressa em miligramas de acido galico por grama de peso seco
de folhas ou flores de yacon (mg EAG/g) por meio de uma curva analitica
(APENDICE).

4.2.5 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinagcdo da concentragcdo de flavonoides totais dos extratos foi
realizada segundo San et al. (2011). Uma aliquota de 500 pL de cada uma dos
extratos foi adicionado a 1 mL de uma solucdo de NaNO; (5%). Deixou-se reagir por

6 minutos e foram adicionados a mistura 1 mL de AICl; e 10 mL de NaOH (1 M). O
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volume foi aferido para 25 mL com etanol a 70%, homogeneizado e deixado em
repouso durante 15 minutos para reagao.

A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 515 nm, utilizando
como branco analitico o etanol a 70%. Uma curva analitica foi elaborada para
expressar os resultados em miligramas de rutina por grama de folhas ou flores de

yacon (mgER/g) por meio de uma curva analitica (APENDICE).

426 DETERMINACAO DO PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS (ACIDOS
FENOLICOS E FLAVONOIDES) POR CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA (CLAE-DAD)

Os ensaios cromatograficos foram realizados em um cromatografo em fase
liquida, equipado com uma bomba quaternaria, um detector de arranjo de diodos
(DAD) e com coluna cromatografica Zorbax Eclipse C18 (5 um; 4.6 mm x 250 mm).

Para a realizagdo das corridas cromatograficas foram utilizadas duas
programacdes de eluicdo: uma na identificacdo e quantificagcdo dos &cidos fendlicos
ferrdlico, cafeico, salicilico e galico; e outra para a determinacdo da concentracdo de
flavonoides, miricetina, quercetina, rutina e kaempherol. A fase mével foi composta
por acido férmico 1% (v/v) (Fase A) e metanol (Fase B). O gradiente de eluicdo de
ambos os métodos estéo descritos nas Tabelas 5 e 6.

TABELA 5 - GRADIENTE DE ELUICAO PARA DETERMINACAO DE ACIDOS
FENOLICOS

Tempo (min.) Fase Movel % (A) Fase Movel % (B)
0-40 75 25
40 — 55 25 75
55 - 65 75 25

FONTE: O autor (2014)



50

TABELA 6 - GRADIENTE DE ELUICAO PARA DETERMINACAO DE
FLAVONOIDES

Tempo (min.) Fase Movel % (A) Fase Movel % (B)
0-20 45 55
20-30 55 45
30 -40 35 65
40 - 50 45 55

FONTE: O autor (2014)

O fluxo da fase moével para ambos os métodos foi de 1 mL/min*. Os
cromatogramas foram monitorados nos comprimentos de onda de 278 nm e 325 nm,
na quantificacdo dos acidos fendlicos e flavonoides, respectivamente. O volume de
injecao foi de 10 pL. A identificacdo dos analitos de interesse foi realizada por meio
da comparacao dos tempos de retencédo e dos espectros de absorcéo, dos picos
encontrados nas amostras com padroes de referéncia e por meio da co-
cromatografia. A quantificacdo das amostras foi realizada por meio da construcao de
curvas de calibracéo (5 pontos), obtida para cada um dos padrdes (APENDICE). Os
dados foram analisados com o auxilio do software Chemistation Rev. B.02.01-SR1
[260]. O limite de deteccédo (LD) do método analitico foi determinado segundo Ribani
et al. (2004) por meio dos parametros da curva analitica. O LD determinados para 0s
analitos de interesse foram os seguintes: rutina= 0,00045 mg/g, miricetina= 0,0001
mg/g, quercetina= 0,0051 mg/g, kaemferol= 0,00023 mg/g, acido galico= 0,00001
mg/g, acido cafeico= 0,0004 mg/g, acido ferralico= 0,0007 mg/g, acido coumarico=
0,0004 mg/g e acido salicilico= 0,0006 mg/g. Tanto a fase moével quanto as amostras
e padrdes analiticos, foram previamente filtrados através de membrana filtrante, com
poro de 0,45 um antes de sua injecdo no sistema cromatogréfico. Os dados
apresentados sdo a meédia de trés injecdes + 0 desvio padréo expressos em mg/g de

peso seco de folhas ou flores de yacon.
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4.2.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE — DPPH E ABTS

A atividade antioxidante dos extratos obtidos, a partir de folhas ou flores de
Smallanthus sonchifolius, foi determinada pelas metodologias da captura dos

radicais ABTS™" (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e DPPH’ (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil).

4.2.7.1 CAPTURA DO RADICAL DPPH.

A determinacdo da atividade antioxidante, pela metodologia DPPH, foi
baseada no trabalho de Brand-Williams, Culvelier e Berset (1995). Uma aliquota de
0,1mL de cada um dos extratos foi adicionada a 3,9mL de uma solu¢do metandlica

do radical DPPH" (6 x 10 mol/L), em ambiente protegido da luz. Apds 15 minutos
de reacéo foi realizada a leitura da absorbancia a 515 nm em espectrofotdmetro UV-

VIS. A concentragéo inicial do radical DPPH" do meio reacional foi determinada por
meio da equacgao da reta da curva de calibragdo (10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50

mM e 60 mM). A atividade antioxidante DPPH’ foi definida como sendo, a

concentragcdo de antioxidante necessaria para promover um decréscimo de 50% na

concentragdo do radial DPPH’ (ECsp). Os resultados foram expressos como a média
de trés medi¢cOes + o desvio padrdo da concentracdo efetiva em gramas de peso

seco de folhas ou flores de yacon por grama de DPPH.

4.2.7.2 CAPTURA DO RADICAL ABTS™

A avaliacdo da capacidade antioxidante, pela metodologia da captura do
radical ABTS dos extratos metandlicos e aquosos de folhas ou flores de yacon, foi

realizada por meio da metodologia descrita por Re et al., (1999). A marcha analitica

consistiu no preparo de uma solucdo de ABTS 7mM. O radical ABTS" foi produzido
pela reacdo da solucdo ABTS 7mM com uma solucdo de persulfato de potassio
2,45mM. Esta solugéo foi mantida em repouso e em ambiente protegido da luz,
durante um periodo de 12 a 16 horas antes da sua utilizacdo. A solucdo do radical



52

ABTS*" foi diluida com etanol até a obtencdo de uma absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a

734nm. Apés o ajuste da absorbancia da solucéo do radical ABTS°+, foi adicionado

10pL de cada um dos extratos ou de cada um dos pontos da curva de calibracéo de

Trolox a 1mL da solucédo de radical ABTS". Apoés 6 minutos, foram realizadas as

leituras em espectrofotdmetro na absorbancia de 734 nm, utilizando como branco o

etanol. A percentual de inibicdo da absorbancia do radical ABTS" foi calculada em
funcdo do antioxidante Trolox. Os ensaios foram realizados em triplicata e os
resultados foram expressos em UM de Trolox por grama de folhas ou flores de yacon
(UM ET/g).

4.2.8 PROCESSO DE EXTRACAO E PURIFICACAO DE LACTONAS
SESQUITERPENICAS DAS FOLHAS DE YACON

A extracao e a purificacdo de lactonas sesquiterpénicas foram baseadas nas
metodologias descritas por Schorr e Da Costa (2003) e Genta et al. (2010). O
procedimento consistiu na obtencdo de um extrato a partir da extracdo de 150
gramas de folhas de yacon previamente secas, conforme descrito no item 4.1.2, com
1L de diclorometano durante 15 minutos a temperatura ambiente e em becker de
vidro. O extrato obtido foi submetido a filtracdo através de papel filtro qualitativo,
seguido da evaporacéo do solvente (diclorometano) em rotaevaporador a 40—45°C.
O residuo foi dissolvido em 35mL de metanol, seguido da adicdo de 15mL de agua
destilada adicionada a mistura em gotas, com o intuito de se obter a precipitacéo
das ceras presentes no extrato. Apos a precipitacdo das ceras foi realizado uma
nova filtracdo para a remogéo do precipitado, seguido da evaporagao do solvente
sob pressao reduzida, com auxilio de rotaevaporador a temperatura de 40 — 45°C. O
residuo desse processo foi redissolvido em 9mL de metanol e armazenado em
freezer a temperatura de aproximadamente -20°C durante 4 dias. Um precipitado
cristalino foi obtido, separado por decantacéo e lavado com éter etilico gelado (3x1
mL). O éter etilico foi evaporado e as lactonas sesquiterpénicas purificadas foram

obtidas e encaminhadas para identificacdo e quantificacao.
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4.2.9 IDENTIFICACAO DE LACTONAS SESQUITERPENICAS ISOLADAS DE
FOLHAS DE YACON (RMN E GC-MS/MS)

A identificacdo das lactonas sesquiterpénicas foi realizada por meio da
ressonancia magnética nuclear. Os espectros de RMN de 'H, RMN de *H
quantitativo e os espectros de correlacdo heteronuclear (*H-**C)-HSQC e (*H-*3C)-
HMBC foram obtidos em um espectrometro de ressonancia magnética nuclear de
campo magnético de 14,1 Tesla (600 MHz), equipado com uma sonda quadrinuclear
de deteccdo inversa (*H, *C, *°N e *'P) de 5 mm e com gradiente de campo no eixo
z. Os espectros de RMN de *3C, e DEPT foram obtidos em um espectrometro Bruker
AVANCE 11l 400 de 9,4 Tesla (400 MHz), equipado com uma sonda multinuclear de
deteccdo direta (X-Nucleo e *H) de 5 mm e com gradiente de campo no eixo z. Os
espectros foram obtidos e processados utilizando o software TopSpin v.3.1 da marca
Bruker®.

As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCl3), sendo
usado como referéncia o tetrametilsilano (TMS). O espectro de RMN de *H
guantitativo foi obtido com delay de 15 segundos.

Como método complementar de identificacdo foram obtidos os espectros de
massa das lactonas sesquiterpénicas, como descrito no item 4.2.8. O material foi
dissolvido em cloroférmio, seguido da injecdo no sistema cromatografico GC-MS/MS
triplo quadrupolo. A energia de impacto de elétrons foi 70ev sob as seguintes
condig¢des: coluna CP sil 8CB (0,25 mm x 30 m e 0,25 um de filme), temperatura do
injetor 280°C, razao de split de 1:20 e hélio como gas de arraste com fluxo constante
de 1,2 ml/min. A programacéao do forno de colunas seguiu o0 seguinte gradiente de
temperatura: temperatura inicial de 60°C, seguido do aquecimento até 250°C a uma
taxa de aquecimento de 10°C/minuto; permanecendo nesta temperatura por 3
minutos, seguido do aquecimento para 300°C numa razdo de 5°C/minuto,
permanecendo nesta temperatura durante 5 minutos. A faixa de varredura do
detector foi realizada no modo scan range, 40—600 m/z. A temperatura da fonte foi
mantida a 250°C e a do transferline de 280°C.
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4.2.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE LACTONAS SESQUITERPENICAS
ISOLADAS DE FOLHAS DE YACON

A atividade antimicrobiana das lactonas sesquiterpénicas, substancia descrita
no item 4.2.8, foi avaliada por meio da metodologia de difusdo em discos (Kirby e
Bauer), que é normatizada pelo National Commitee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2006). Com auxilio de uma alca bacteriologica esterilizada, foi tocada trés
col6nias recentes (18 - 24 horas) do micro-organismo a ser testado e cultivado em
triptona de soja (TSA) a 37°C. As colonias formadas foram suspensas em solugao
salina estéril (NaCl 0,85%), até a obtencdo compativel ao grau 0,5 da escala Mac
Farland (1x10° UFC/mL). Uma placa de agar Miller-Hinton foi semeada, com auxilio
de um swab estéril embebido na suspencéo bacteriana (0,5 Mac Farland), de forma
a cobrir toda a superficie da placa. Discos impregnados com 0s compostos a serem
avaliados (lactonas sesquiterpénicas), um disco controle negativo (DMSO) e um
disco controle positivo (ampicilina 10pug e ceftazidima 30upg), foram aderidos a
superficie do meio de cultura pelo uso de uma pinca flambada e resfriada, com a
qual se exerceu uma leve pressao com a ponta da pinca para a completa adeséo. A
placa com os discos foram incubados em estufa bacteriolégica a 36°C por um
periodo de 24 horas. Apos a incubacdo, os halos inibitorios foram medidos com
paquimetro.

Os ensaios foram realizados em condi¢cdes de auséncia e incidéncia de luz
(4000 lux), a fim de se avaliar o efeito sinérgico da luz no efeito antimicrobiano das
lactonas sesquiterpénicas. As concentracfes avaliadas foram de 10 e 90 pg por
disco, por meio da impregnacao de discos estéreis com uma solucdo de lactonas
sesquiterpénicas (item 4.2.8) em dimetilsulféxido (DMSO).

A atividade antimicrobiana dos extratos de folhas e flores de yacon e das

lactonas sesquiterpénicas foi avaliada frente aos seguintes micro-organismos:

- Escherichia coli — ATCC 11229;

- Pseudémonas aeruginosa — ATCC 15442;
- Staphylococcus aureus — ATCC 6538;

- Salmonella entérica — ATCC 14028.
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4.2.11 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DE
LACTONAS SESQUITERPENICAS ISOLADAS DE FOLHAS E FLORES DE YACON

A concentracao inibitoria minima (CIM) é a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel de um micro-organismo. Ela foi
determinada pelo método de micro diluicdo em caldo, segundo metodologia descrita
pela NCCLS (2006), método M27-A7.

A partir de uma solucéo de lactonas sesquiterpénicas em DMSO (6000 mg/L),
foi preparada uma serie de diluicbes em placa de 96 pocos, numa faixa entre 1/2 e
1/250 (FIGURA 19). Foi preparado um inéculo, de uma cultura recente de
Staphylococcus aureous 0,5 Mc Farland (1,5 x 10° UFC/ml), em caldo Mueller-
Hinton. Seguida da adicdo de 7,5uL do inoculo, em cada uma das diluicbes do
agente antimicrobiano. A placa foi incubada em estufa a 37°C durante 24 horas.
Apbs o periodo de incubacgédo, a placa foi examinada e comparada com 0S pocos
controle. Um poco contendo apenas o caldo nutriente foi utilizado como controle
negativo e um poco contendo 0 meio nutriente e o inéculo, sem a adicdo do agente
antimicrobiano, foi utilizado como controle positivo.

A CIM foi expressa como a menor concentracdo do agente antimicrobiano
(lactonas sesquiterpénicas), capaz de inibir completamente o crescimento do micro-

organismo Staphylococcus aureous.

Diluicoes
1 1 1 1 1 1 1 1
= = = — — C.N.C.P.
2 - 8 16 32 64 128 250
w
C.N. = Controle Negativo C.P = Controle Positivo

FIGURA 14 — ESQUEMA DO ENSAIO DE CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) — METODO
DE MICRO DILUICAO EM CALDO MUELLER-HINTON

FONTE: O autor (2014)
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4.2.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio da anélise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (P<0,05) utilizando o Software Origin Pro 8.5.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sédo apresentados e discutidos os resultados obtidos nesse
trabalho. Primeiramente sdo apresentados os dados da caracterizagdo fisico-
guimica, das folhas e flores de yacon, ap0s o processo de secagem. Em seguida,
sdo apresentados os resultados da pesquisa referente a concentracdo de
compostos fendlicos totais e flavonoides totais, identificacdo e quantificacdo de
acidos fendlicos e flavonoides, atividade antimicrobiana e atividade antioxidante

pelo método da captura de radical livre DPPH’ e ABTS"' dos extratos provenientes
destas matrizes. Também séo apresentados os dados referentes ao isolamento e
identificacdo de lactonas sesquiterpénicas das folhas de yacon e resultados da

atividade antimicrobiana destes compostos.

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE FOLHAS E FLORES DE YACON

5.1.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

Os resultados obtidos, na determinacdo da composicdo centesimal das
folhas desidratadas de yacon, foram semelhantes a aqueles descritos por Calvino
(1940) e Frcek et al. (1995), no que diz respeito aos parametros de cinzas e
proteina. A concentracdo de lipideo totais apresentou valores aproximados com 0s
apresentados por Frcek et al. (1995), o teor de fibra alimentar e carboidratos, néo
foram relatados por estes autores como demonstra a Tabela 7.

A variacao encontrada entre os resultados deste estudo e os demais autores
pode ser atribuida a variacdes na forma de cultivo, regido de cultivo ou ainda a

caracteristicas inerentes a variabilidade genética.
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N&o foram encontrados na literatura dados a respeito da composigcéo
centesimal de flores de yacon. Estes dados estao sendo apresentados pela primeira

vez neste estudo e sdo apresentados na Tabela 7.

TABELA 7 — COMPOSICAO CENTESIMAL DE FOLHAS E FLORES
DESIDRATADAS DE YACON (g/100g)
Parametros Folha Flor
A* B** Crex A*
Umidade 7,117 + 0,20 - - 7,037 £0,10
Cinzas 10,670 + 0,04 15,98 12,52 6,173 £ 0,04
Proteina 17,883 £ 0,43 17,12 21,18 12,200 + 0,16
Lipideo 3,420 £ 0,03 7,40 4,40 6,213 + 0,09
Fibra Alimentar 44,15 - - 38,16
Carboidrato 16,76 - - 30,23

* O autor (2014), *CALVINO (1940), ** FRCEK et al., (1995)

5.1.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Os ensaios de CG para a determinacgéo do perfil de acidos graxos das folhas
desidratadas de yacon, demonstrou a presenca de 19 acidos graxos (FIGURA 15),
sendo o acido palmitico (C16:0) o principal componente da frac&o lipidica das folhas
de yacon, representando 29,79 * 0,16% da concentracdo de lipideos totais. O acido
linoleico (C18:2 n6) também foi identificado e quantificado, representando 12,68 +
0,07% dos lipidios, seguido pelo acido linolénico (C18:3 n3) 10,19 + 0,11%, oleico
(C18:1 n9) 6,01 £ 0,14 e estearico (C18:0) 5,24 £ 0,02%. Os demais acidos graxos
identificados representaram 36,09% do total de lipideos presentes nas folhas de
yacon e contribuem para a composi¢ado de 49,39% acidos graxos saturados, 15,82%
de monoinsaturados e 34,81% de poli-insaturados. Na Tabela 8 sdo apresentados
os dados referentes ao perfil de acidos graxos da fracéo lipidica das folhas de

yacon.
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DA FRAGCAO
LIPIDICA DE FOLHAS DE YACON

FONTE: O autor (2014)

A determinacédo do perfil de acidos graxos das flores desidratadas de yacon
demonstrou a presenca de 16 acidos graxos (FIGURA 16). O &cido linoleico (C18:2
n6) foi o principal representante do perfil de acidos graxos (26,98 + 0,10%). Assim
como, o observado na composi¢ado de &cidos graxos das folhas desta planta, o 4cido
palmitico (C16:0), linolénico (C18:3 n3), estearico (C18:0) e oleico (C18:1 n9),
também representaram uma importantes fragcdo dos lipidios encontrados nas flores
de yacon; estes acidos graxos representam 21,64 + 0,07, 16,46 + 0,08, 8,09 + 0,21 e
566 + 0,05% da fracdo lipidica, respectivamente. Os demais acidos graxos
representam uma menor fragdo da composicdo total de lipideos, no entanto,
participam da composicdo de 41,39% de acidos graxos saturados, 9,52% de
monoinsaturados e 49,09% de poli-insaturados. Na Tabela 8 sdo apresentados os
resultados referentes ao perfil de acidos graxos da fracdo lipidica das flores de

yacon.
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FIGURA 16 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DA FRACAO

LIPIDICA DE FLOR DE YACON

FONTE: O autor (2014)

TABELA 8 - PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DE FOLHAS E FLORES

DESIDRATADAS DE YACON - CONTINUA

i Folhas* Flores*
Acido Graxo Simbolo

% %
Acido Laurico C12:0 0,59 +0,15 1,17 £ 0,02
Acido Miristico C14:0 1,50+0,10 2,40 £0,12
Acido Pentadecanoico C15:0 0,56 +0,03 -
Acido Palmitico C16:0 29,79 +£0,16 21,64 £ 0,06
Acido Estearico C18:0 5,21 £0,02 8,09+0,21
Acido Heneicosanoico C21:0 1,34 + 0,06 -
Acido Lignocérico C24:0 3,36 £1,08 2,50+0,10
Acido Miristoleico Cl4:1 1,83 +0,04 -
Acido Palmitoleico Cl6:1 3,89 +£0,10 2,03+0,04
Acido Oleico C18:1n9 6,01 +0,14 5,66 + 0,04
Acido Eicosadienoico C22:2n9 - 3,06 £0,26
Acido Nervénico C24:1n9 1,80 +0,50 -
Acido Linoleico C18:2 n6 12,68 + 0,07 26,88 + 0,10
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TABELA 8 - PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DE FOLHAS E FLORES
DESIDRATADAS DE YACON — CONTINUACAO
i Folhas* Flores*
Acido Graxo Simbolo

% %
Acido Linolénico C18:3n3 10,19 + 0,11 16,46 + 0,08
Acido Eicosatrienoico C20:3n9 6,12 + 0,16 0,50+ 0,01
Acido Araquidénico C20:0 1,99 +0,12 -
Acido Eicoseindico C29:1 n7 2,26 £0,14 1,83 £ 0,06
Acido Behénico C22:0 2,86 + 0,28 1,59 + 0,02
Acido Docosahexadienoico (DHA) C22:6 n3 3,81+£0,95 2,20 +£0,04
Acido Tridecosanoico C23:0 4,16 £ 0,28 3,26 £0,10
Acido Araquidico C20:0 - 0,75+ 0,27

* Percentual do acido graxo presente na fracéo lipidica de folhas e flores de yacon

FONTE: O autor (2014)

5.1.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MINERAIS DAS FLORES E
FLORES DE YACON

Os ensaios para o levantamento da concentragcdao de minerais das folhas de
yacon demonstraram que as folhas desidratadas de yacon apresentam uma elevada
concentracdo do mineral calcio. Os elementos magnésios, fosforos e ferro tambéem
foram encontrados em concentracfes apreciaveis nesta matriz, como apresentado
na Tabela 9. Os resultados dos ensaios para a determinagdo da concentracédo de
minerais, presentes nas folhas desidratadas do yacon, estdo em concordancia com
os apresentados por Valentova e Ulrichova (2003).

A determinacdo da concentracdo de minerais presentes nas flores
desidratadas de yacon revelou que, assim como, nas folhas desta planta o célcio € o
mineral majoritario, sendo encontrado em concentragfes elevadas. O magnésio e o
foésforo também sédo importantes representantes dos minerais das flores de yacon.
Os dados referentes a analises de minerais das flores de yacon sédo apresentado na
Tabela 9.
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TABELA 9 — MINERAIS PRESENTES EM FOLHAS E FLORES DESIDRATADAS
DE YACON (mg/Kg)

Elemento Folha de Yacon Flor de Yacon
Bério 7,98 4,49
Célcio 16833,28 6180,70
Cadmio 0,07 0,07
Chumbo 0,61 ND
Cobre 10,37 9,9
Ferro 130,31 38,05
Magnésio 9118,48 3992,74
Manganés 42,43 23,11
Fosforo 2913,32 3127,66
Estanho 0,42 ND*
Chumbo 26,67 18,58

* Nao detectado (<0,01 mg/Kg)

FONTE: O autor (2014)

Tanto nas folhas quanto nas flores desidratadas de yacon, ndo foram
encontradas concentracdes significativas de contaminantes metalicos como: arsénio,
cobre, chumbo e estanho; estando todos os valores dentro dos limites admitidos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em seu decreto n°55.871
de 26 de margo de 1965 e pela Portaria n°685 de 27 de marco de 1998 (Legislacéo

Normativa de Produtos Destinados ao Consumo Humano).

5.2 RENDIMENTOS DO PROCESSO DE OBTENCAO EXTRATOS DE FOLHAS E
FLORES DE YACON

Foram avaliados trés processos de extracéo, infusdo, decoccao e extracao
com metanol. Segundo Simonovska et al., (2003);. Tura e Robards (2002), a selecéo
das condi¢cbes de extracdo € um fator importante na investigagdo da concentracao
de compostos fendlicos totais. A avaliagcdo do rendimento dos extratos foi realizada

por meio da quantificacdo da concentracdo de solidos totais presentes nos extratos.
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Os processos de extragcdo das folhas de yacon, por meio da infusdo e
decocgéo, apresentaram o0s resultados mais expressivos quando comparado ao
processo de extracdo com metanol, possivelmente devido a uma maior afinidade
dos componentes extraidos com agua em relacdo ao metanol. Os dados referentes
aos processos de extragcdo sdo apresentados na tabela 10. N&o foi observada
diferenca significativa entre os resultados de rendimento dos processos de extracéo
de infusdo e decocgdo, ao nivel de significAncia de p<0,05. O mesmo
comportamento nao foi observado nos resultados dos extratos obtidos a partir da
extragdo com metanol, quando comparados com demais dos extratos, neste caso,
os dados apresentaram diferenca significativa ao nivel de significancia de p<0,05.
Os resultados obtidos estdo de acordo com os apresentados por Simonovska et al.
(2003).

TABELA 10 — RENDIMENTOS DOS PROCESSOS DE EXTRACAO DE FOLHAS E
FLORES DE YACON

Tipo de Extragao Tipo de Extragao

Rendimento (%) Rendimento (%)

Flores Folhas

FLR INF 35,45 +0,48° FL INF 32,74 + 0,26%
FLR DC 35,04 +0,68° FL DC 32,91 +0,51°
FLR MTN 44,77 +1,96° FL MTN 25,13 +1,11°

Médias com a mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 95% de probabilidade

Os extratos das flores de Smallanthus sonchifolius obtidos a partir da
extragdo com metanol apresentaram rendimento superior aos demais processos de
extracdo. A extracdo com metanol apresentou diferenca significativa, ao nivel de
p<0,05 em ralacdo aos resultados das extragcdes por infusdo e decoccdo. Este
comportamento pode ser explicado uma vez que ambos 0s processos de extracéo
possuem algumas caracteristicas em comum como temperatura e solvente
empregado (agua) na extracdo, promovendo desta forma, um poder de extracéo
semelhante.

N&o foi observada diferenca significativa entre a extracdo por meio de

infusdo e decoccdo ao nivel de p < 0,05 entre folhas e flores de yacon. Os dados
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referentes aos resultados de rendimento dos processos de extracdo de folhas e
flores de yacon sdo demonstrados na Tabela 10.

5.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DOS EXTRATOS
DE FOLHAS E FLORES DE YACON

Os ensaios para a determinacdo da concentracdo dos compostos fendlicos
totais, presentes nos extratos das folhas de yacon, realizados pelo método de Follin-
Ciocateu, demonstraram uma maior eficiéncia de extragcdo destes compostos nos
extratos obtidos pelos processos de extracdo por infusdo e decoccdo e estédo
apresentados na Tabela 11. A concentracdo de compostos fendlicos observada nos
extratos obtidos por decocgao foi superior a observada na extracao por infuséo e
extracdo metandlica. O que pode ser explicado por uma maior afinidade destes
compostos a solventes com maior polaridade, assim como, pelas condi¢cbes de
extracdo em que estes extratos foram obtidos, uma vez que neste processo
(decoccdo), a amostra € mantida a temperatura constante durante todo o periodo da
extracdo, promovendo desta forma, uma maior eficiéncia de extracdo destes

compostos.

TABELA 11 — CONCENTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
PRESENTES NOS EXTRATOS DE FOLHAS E FLORES DE YACON

Tipo de Extracéo Compostos Tipo de Extracéo Compostos
Flores Fendlicos Totais* Folhas Fendlicos Totais*

FLR INF 21,05 +0,37% FL INF 39,9+2,62%

FLR DC 21,75 + 1,36% FL DC 42,2 + 4,58%

FLR MTN 13,44 +2,19° FL MTN 3,60 £ 0,40°

* Compostos fendlicos em mg de equivalente a acidos galico por grama de flores ou flores
desidratadas de yacon, média + desvio padréo das triplicatas

Médias com a mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 95% de probabilidade

Os resultados de compostos fendlicos totais dos extratos obtidos a partir das

folhas de yacon apresentaram diferenca significativa, ao nivel de p<0,05 entre os
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extratos metandlicos e aquosos. No entanto, nos processos de extracdo por
decocgéo e infusao esta diferenca ndo pode ser observada. Este comportamento
corroboram os resultados apresentados por Barcellona et al. (2012).

Os ensaios para a determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos
totais, presentes nos extratos aquosos e metandlicos de flores de yacon, revelaram
um comportamento semelhantes aos observados nos extratos das folhas desta
planta. O extrato obtido por decoccdo apresentou a maior concentracdo de
compostos fenolicos totais dentre os demais extratos.

Os extratos obtidos a partir dos processos de extracdo por infuséao
apresentou concentracdo de compostos fendlicos totais, estatisticamente iguais aos
obtidos por decoccdo. No entanto, os extratos metandlicos das flores de yacon
apresentaram concentracdes inferiores daquelas observadas nos demais extratos,
com diferenca significativa ao nivel de p < 0,05. A Tabela 11 apresenta os dados de
compostos fendlicos totais dos extratos das flores de yacon.

Dados a respeito da concentracdo de compostos fendlicos, em extratos
obtidos a partir das flores de yacon, ndo sdo encontrados na literatura. No entanto,
diversos estudos veem sendo reportados, comprovando o potencial de flores de
plantas pertencentes a diversas familias como fonte de compostos fenolicos. Como
exemplo, podemos citar o estudo conduzido por Zhang et al. (2010), que avaliou a
concentracdo de compostos fendlicos presentes em flores de roma, demonstrando

desta forma, o potencial desta matéria prima como fonte de compostos fendlicos.

5.4 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS DE FOLHAS E
FLORES DE YACON

Os flavonoides sdo um dos principais responsaveis pela propriedade
antioxidante de grande parte dos produtos de origem vegetal. A presenca destes
compostos, em extratos provenientes de vegetais, sugere um grande poder
antioxidante a estes extratos segundo Lotito e Frei (2004); Sun et al. (2011).

Os ensaios espectrofotométricos demostraram a presenca de concentracoes
consideraveis de flavonoides totais, nos extratos obtidos a partir das folhas de
yacon. A Tabela 12 apresenta dos dados referentes a determinacéo de flavonoides

presentes nos extratos das folhas e flores de yacon.
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TABELA 12 — CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS PRESENTES NOS
EXTRATOS DE FOLHAS E FLORES DE YACON

Tipo de Extragao Flavonoides Tipo de Extragao Flavonoides
Flores Totais* Folhas Totais*

FLR INF 18,33 + 1,24% FL INF 35,91 +1,88%

FLR DC 15,03 + 2,15% FL DC 39,72 +1,37°

FLR MTN 11,05 + 0,64° FL MTN 1,59 +0,34°

* Flavonoides Totais em mg de equivalente a Rutina por grama de flores ou flores desidratadas de
yacon, média + desvio padrdo das triplicatas

Médias com a mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 95% de probabilidade

O extrato obtido pela decoccéo das folhas de yacon apresentou os valores
mais expressivos de flavonoides totais, seguido pela infuséo das folhas desta planta.
O extrato obtido a partir da extracdo com metanol apresentou a menor concentracao
de flavonoides totais dentre os demais extratos de folha desidratada.

Este comportamento pode ser explicado devido ao fato de que alguns
flavonoides como as flavonas ndo possuem uma boa solubilidade neste solvente ou
ainda por uma possivel degradacdo dessas moléculas durante o processo de
extracdo, uma vez que na extracdo em sistema soxleht os compostos extraidos séo
mantidos a temperatura de ebulicdo durante o todo o tempo de extracdo, o que pode
acarretar na degradacéo destes flavonoides.

Os ensaios com o0s extratos obtidos a partir das flores de Smallanthus
sonchifolius, revelaram uma maior concentragao de flavonoides do que a observada
nas flores desta planta. A infusdo foi mais eficiente na remocao destes compostos,
no entanto, a decocgcao das flores apresentou resultados semelhantes. Nao foi
observada diferenca significativa entre as concentracbes destes compostos,
encontradas nos extratos obtidos por infusdo e decoccdo ao nivel de p<0,05. O
mesmo ndo foi observado no extrato metandlico, o qual apresentou concentracao
inferior de flavonoides totais em comparacdo com 0s extratos aquosos.

No trabalho realizado por Lima et al., (2004), sobre a avaliagcdo da extracéo
de compostos fendlicos de brotos de feijdo-mungo com a utilizacdo de agua e

metanol, os autores observaram comportamento semelhante aos encontrados neste
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estudo, em que a extracdo destes compostos com agua demonstrou ser mais
eficiente daquela observada na extragdo com metanol. Isto demostra uma maior
afinidade dos flavonoides presentes nas amostras com solventes com maior
polaridade, além de evidenciarem que o0s processos de extracdo conduzidos em
condi¢gbes experimentais mais brandas possivelmente contribuem para uma menor

degradacgéo destes compostos.

5.5 DETERMINACAO DO PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS
DOS EXTRATOS DE FOLHAS E FLORES DE YACON POR HPLC-DAD

5.5.1 ACIDOS FENOLICOS

Foi realizada a comparacao dos tempos de retencéo (TR) e dos espectros
de absorcéo dos picos, nos cromatogramas das amostras com o tempo de retencéo
e 0s espectros de absorcdo dos padrdes de referéncia. Foram pesquisados o0s
seguintes compostos fendlicos: acido galico (Pico 1: TR= 3,83 min.), acido cafeico
(Pico 2: TR= 8,60 min.), acido p-coumarico (Pico 3: TR= 14,38 min.) e acido ferralico
(Pico 4: TR= 17,11 min.).

O acido gélico foi o acido fendlico mais abundante nos extratos de folhas de
yacon, sendo o extrato metandlico o que apresentou as concentracdes mais
elevadas deste analito. O &cido cafeico também foi detectado neste extrato, no

entanto, em baixas concentragdes, como pode ser observado na Tabela 13.
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TABELA 13 — CONCENTRACAODE ACIDOS FENOLICOS PRESENTES NOS
EXTRATOS DAS FOLHAS DE YACON

Concentracdo de Acidos Fendlicos*

Composto
FL INF FL DEC FL MTN
Acido Galico 0,67 £ 0,00 0,69 + 0,00 1,97 + 0,01
Acido Cafeico 0,15+0,00 0,31 +0,00 0,47 +0,00
Acido Coumarico 0,07 £0,00 0,10 +0,00 Nd
Acido Ferrulico 0,85+ 0,00 0,37 £ 0,00 Nd
Acido Salicilico n.d? n.d Nd

* mg/g de folhas desidratadas + desvio-padrdo das triplicatas
% composto néo detectado (<LD)

FONTE: O autor (2014)

Os extratos obtidos pela infusdo das folhas de yacon apresentaram
composicdo de acidos fendlicos semelhantes ao extratos obtidos por decocg¢éo, no
entanto, em menores concentra¢c0s, sugerindo uma menor eficiéncia na remogéo
deste compostos neste processo de extracdo. Os acidos ferrulico, p-coumarico. A
Figura 17 apresenta cromatogramas tipicos obtidos na determinacdo de acidos

fendlicos dos extratos de folhas e de yacon.
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FIGURA 17 —- CROMATOGRAMA REFENTE A ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS
DAS FOLHAS DE YACON PARA A QUANTIFICACAO DE ACIDOS FENOLICOS: (A) FL-INF, (B) FL-
DEC E (C) FL-MTN; (1) ACIDO GALICO, (2) ACIDO CAFEICO, (3) ACIDO P-COUMARICO E (4)
ACIDO FERRULICO

FONTE: O autor (2014)
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Os extratos obtidos a partir das flores de yacon, apresentaram composi¢ao
semelhante a observada nos extratos provenientes das folhas desta planta,
entretanto, em concentracdes menores, como apresentado na Tabela 14.

TABELA 14 — CONCENTRAGAODE ACIDOS FENOLICOS PRESENTES NOS
EXTRATOS DAS FLORES DE YACON

Concentracédo de Acidos Fendlicos*

Composto
FLR INF FLR DEC FLR MTN
Acido Galico 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00 1,36 £ 0,01
Acido Cafeico nd® 0,12 + 0,00 0,48 £ 0,00
Acido Coumarico 0,19 +0,00 0,19 +0,00 Nd
Acido Ferrulico 0,16 + 0,00 0,26 + 0,00 Nd
Acido Salicilico nd nd Nd

* mg/g de flores desidratadas + desvio-padréo das triplicatas
 composto néo detectado (<LD)

FONTE: O autor (2014)

Assim como, nos extratos das folhas, os extratos obtidos pela extracdo das
flores de yacon com metanol, apresentaram concentracdes mais elevadas de acidos
fendlicos. Sendo o acido galico, o &cido fendlico encontrado em maior concentragdo
nestes extratos. Baydar e Baydar (2013), também relataram a presenca deste acido
fendlico em extrato de flores de Rose damascene. Os extratos das flores de yacon
também apresentaram concentracdes menos significantes dos acidos cafeico, p-
comarico e ferrdlico. A Figura 18 apresenta os cromatogramas obtidos na

determinacao de acidos fenolicos dos extratos das flores de yacon.
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FIGURA 18 —- CROMATOGRAMA REFENTE A ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS
DAS FLORES DE YACON PARA A QUANTIFICACAO DE ACIDOS FENOLICOS: (A) FL-INF, (B) FL-
DEC E (C) FL-MTN; (1) ACIDO GALICO, (2) ACIDO CAFEICO, (3) ACIDO P-COUMARICO E (4)
ACIDO FERRULICO

FONTE: O autor (2014)

5.5.2 FLAVONOIDES

A identificacdo dos flavonoides das amostras, foi realizada por meio da
comparacao dos tempos de retengcédo e dos espectros de absor¢céo dos picos, nos
cromatogramas das amostras com o tempo de retengdo e os espectros de absorcgéo
dos padrbes de referéncia. Foi realizada a pesquisa dos seguintes flavonoides:
rutina (Pico 1: TR= 13,37), miricetina (Pico 2: TR= 16,91), kaempferol (Pico 3: RT=
26,48) e quercetina (Pico 4: RT= 33,95).

A rutina foi o flavonoide encontrado em maior concentracdo nos extratos das
folnas de yacon. O extrato obtido por infusdo apresentou a concentracdo mais
sigificativa deste composto. Os flavonoides quercetina e kaempferol ndo foram
detectados nestes extratos (FIGURA 19). A miricitina também foi identificada e
guantificada na extragdo por infusdo e decocgdo, no entanto, em menor
concentragédo em relacdo a rutina. Os extratos obtidos, pela extragao das folhas de
yacon com o solvente metanol, apresentaram maior diversidade destes compostos

guando comparado com a infusdo e decoccdo. Os flavonoides rutina, miricitina,
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guercetina e kaempferol, foram identificados e quantificados nos extratos
metandlicos, no entanto, em menores concentragdes, como pode ser observado na
Tabela 15. A presenca destes flavonoides vem sendo relatada em diversas frutas
vegetais como, tomate, brécolis e uvas e estdo relacionados a processos
antioxidativos, antitumorais e preventivos de diversas doencas degenerativas (HEIM
et al., 2002; RICE-EVANS et al., 1995, 1996).

TABELA 15 - CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES PRESENTES NOS
EXTRATOS DAS FOLHAS DE YACON

Concentracao de Flavonoides*

Composto
FL INF FL DEC FL MTN
Rutina 2,81 +0,00 2,15 + 0,00 0,04 + 0,00
Miricetina 1,34 +0,01 0,80 +£ 0,00 0,04 +£0,00
Quercetina nd? nd 0,01 +0,00
Kaempferol nd nd 0,03 +0,00

* mg/g de folhas desidratadas * desvio-padrdo das triplicatas
 composto néo detectado (<LD)

FONTE: O autor

A diferenca na composicao e no teor de flavonoides, nos extratos das folhas
de yacon, pode ser explicada pela influéncia do solvente utilizado na extragdo, uma
vez que, a eficiéncia de extracdo destes compostos estao diretamente relacionadas
com caracteristicas quimicas das moléculas, solvente utilizado na extracdo pH e a
temperatura de extracdo. Keinanem (1993) demonstrou que, solventes aquosos
foram mais eficientes na extracdo de fendlicos em comparacdo com solvente
organicos. Kalt et al. (2000) observou que, a extracdo destes compostos com agua a
60°C foi mais eficiente nas extracdo destes compostos que a extracdo com agua a

temperatura ambiente.
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FIGURA 19 — CROMATOGRAMA REFENTE A ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS
DAS FOLHAS DE YACON PARA A DETERMINAGCAO DE FLAVONOIDES: (A) FL-INF, (B) FL-DEC E
(C) FL-MTN; (1) RUTINA, (2) MIRICETINA E (3) QUERCITINA

FONTE: O autor (2014)

Os extratos obtidos a partir das flores do yacon demostraram concentragéo
apreciaveis do flavonoide miricetina (TABELA 16).

TABELA 16 - CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES PRESENTES NOS
EXTRATOS DAS FLORES DE YACON

Concentracao de Flavonoides*

Composto
FLR INF FLR DEC FLR MTN
Rutina 0,90 + 0,00 0,99 + 0,00 0,54 + 0,00
Miricetina 16,09 £ 0,04 11,61 £0,01 nd
Quercetina nd?® nd 0,15 + 0,00
Kaempferol nd nd nd

* mg/g de flores desidratadas + desvio-padréo das triplicatas
 composto néo detectado (<LD)

FONTE: O autor (2014)

O extrato FLR-INF apresentou os valores mais elevados deste flavonoide. O
extrato FLR-DEC, também apresentou uma significativa concentracdo deste
flavonoide. Sankara e Nair (1971) demonstraram que, a miricetina também é o

flavonoide em maior concentracdo em flores de Colophyllun inophyllum L.. A rutina
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também foi identificada e quantificada nos extratos aquosos, no entanto, em
concentracOes inferiores as de miricitina. O flavonoide miricetina néo foi detectado
nos extratos metandlicos das flores de yacon, sugerindo que o metanol é menos
eficiente que a dgua na remocdo deste composto das matrizes em questdo. Isto
pode ser explicado devido a baixa solubilidade das flavononas em etanol, metanol e
misturas hidro alcéolicas (MARSTON e HOSTETTMANN, 2006). O extrato FLR-MTN
apresentou concentragcoes de quercetina, flavonoides ndo observados nos extratos
aquosos.

A Figura 20 apresenta os cromatogramas referentes a analise cromatografica
dos extratos de flores de yacon, obtidos nos ensaios de HPLC para a determinacéo

da concentragao dos flavonoides presentes nestes extratos.
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FIGURA 20 — CROMATOGRAMA REFENTE A ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS
DAS FLORES DE YACON PARA A DETERMINAGAO DE FLAVONOIDES: (A) FL-INF, (B) FL-DEC E
(C) FL-MTN; (1) RUTINA, (2) MIRICETINA, (3) QUERCITINA E (4) KAEMPFEROL

FONTE: O autor (2014)
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5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE
FOLHAS E FLORES DE YACON — METODO DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método da captura do radical

DPPH., dos extratos das follhas e flores de yacon, foi realizada por meio da reacao

de uma aliquota dos extratos com a solucao de radical 2-Diphenyl-1-pycrylhydrazyl

(DPPH°). A diminuicdo dos grupos hidroxilas presentes na solucdo, seguido do
decréscimo da absorbancia no comprimento de onda de 515 nm, pode ser
correlacionada com capacidade destes extratos em capturar radicais livres do meio
reacional, expresso como atividade antioxidante (ECso g DPPH/g) (BRAND-
WILLIAMS; CULVELIER; BERSET, 1995).

Os extratos obtidos pelos processos de infusdo e decocgao de ambas as
matrizes (folhas e flores de yacon), apresentaram resultados mais expressivos em
relacdo aqueles observados nos extratos obtidos pela extracdo com metanol. Os
resultados mais significativos foram observados nos extratos obtidos por decoccao
tanto das folhas quanto das flores os quais sé&o apresentados na Tabela 17.

A correlacdo entre o teor de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante (DPPH) dos extratos das folhas de yacon, apresentou fator de correcéo
de r?= 0,998, sugerindo forte correlacdo entre os dois parametros. Os extratos das
flores de yacon também demostraram correlacdo positiva para esses mesmos
parametros, apresentando um fator de correlacdo de r’= 0,937.

Uma forte correlacdo entre os resultados da determinacao da concentracéo
de flavonoides totais e a atividade antioxidante (DPPH), dos extratos das flores de
yacon, pode ser observada com fator de correlacéo de r’= 0,998. O mesmo néo foi
observado na correlacdo entre os dados dos ensaios de flavonoides totais e
atividade antioxidante (DPPH), dos extratos das folhas de yacon, que apresentou
uma fraca correlacéo r’= 0,259. O que pode ser atribuida & reduzida concentrac&o
de compostos fendlicos apresentada por estes extratos, ou ainda a uma dificuldade
do método analitico em demonstrar a atividade antioxidante dos extratos.

Baydar e Baydar (2013) observaram comportamento semelhante em estudo
com extratos de Rosa damascene Mill. (Rosa de Damasco), em que foi observada
uma forte correlacdo entre as concentracdes de compostos fendlicos e a atividade

antioxidante destes extratos.
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TABELA 17 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH E ABTS DOS EXTRATOS DE
FOLHAS E FLORES DE YACON (Smallanthus sonchifolius)

Material 1P de DPPH ABTS
Extracao

FLR — INF 504,67 + 34,132 209,37 + 23,612

Flores FLR — DEC 282,09 + 25,63 213,18 + 21,732
FLR — MTN 1014,29 + 22,89° 65,40 + 0,65°

FL — INF 495,26 + 39,942 422,13 +12,59%

Folhas FL — DEC 220,50 +2,63° 391,55 +22,32°
FL — MTN 3571,85 + 50,93° 4459 + 2,26°

* ECsq g de folhas ou flores desidratadas /g DPPH, média + desvio padrao da triplicata

** uMol equivalente Trolox / g de folhas ou flores desidratadas, média + desvio padrao da triplicata
Valores seguidos de letras diferentes na coluna sdo considerados significativamente diferentes ao
teste de Tukey (P<0.05)

FONTE: O autor (2014)

5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - ABTS DE EXTRATOS DE FOLHAS E FLORES
DE YACON

Os dados obtidos nos ensaios de ABTS séao apresentados na tabela 17 e

revelaram que os extratos aquosos, obtidos por infusdo e decoc¢ao, demonstraram

maior eficiéncia na reducdo do cation ABTSH, sugerindo uma maior atividade
antioxidante. Isto pode ser explicado pelos resultados obtidos nos ensaios para a
determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides totais, uma vez
que, estes compostos estdo presentes em maior concentragdo nestes extratos.

A atividade antioxidante dos extratos, determinada pelo método ABTS,
apresentou resultados que tiveram uma grande variagdo entre os diferentes
processos de extracéo: entre 65,40 a 209,37 uM Trolox/g nos extratos das flores e
44,59 a 422,13 pM Trolox/g nos extratos das folhas de yacon. Em relacdo aos
extratos provenientes das folhas de yacon, o extrato FL-INF foi o que apresentou os
resultados mais expressivos (422,13 £ 12,59 uM Trolox/g). Nos extratos das flores, o0

extrato FLR-DEC apresentou maior capacidade antioxidante, no entanto, nao foi
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observada diferenca significativa entre os resultados de atividade antioxidante deste
extrato com o extrato FLR-INF, ao nivel de significancia de p<0,05.

Uma boa correlacdo entre a concentracdo de compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante ABTS, foi observada tanto nos extratos das folhas como nos
extratos das flores de yacon (r’= 0,999 e r’= 0,992, respectivamente p<0,05). Uma
forte correlagdo também pode ser observada entre os resultados de flavonoides
totais e atividade antioxidante ABTS, para ambos os extratos de flores e folhas (r’=
0,986 e r’= 0,933, respectivamente p<0,05).

A correlagdo favoravel entre a concentracdo de compostos fendlicos dos
extratos com a sua capacidade antioxidante, contribuem para explicar a hipotese de
que, com o aumento da concentracdo destes compostos ha um aumento na
capacidade antioxidante destes extratos. Este comportamento também pode ser
observado por Chirinos et al. (2013), na avaliagcdo da atividade antioxidante de

extratos de plantas medicinais da regido dos Andes.

5.8 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE LACTONAS SESQUITERPENICAS (LTS)
DAS FOLHAS DE YACON

O procedimento de extracdo, isolamento e purificacdo das lactonas
sesquiterpénicas presentes nas folhas do yacon foi baseada na metodologia descrita
por Schorr e Da Costa (2003) e Genta et al. (2010). A extracdo de 150g de folhas
secas de Smallanthus sonchifolius com 1L de diclorometano proporcionou a
obtencédo de 4,49g de extrato cru. O processo de retirada das ceras presentes no
extrato ocasionou uma diminuicdo no rendimento para 1,84g.

Apés a realizacdo dos procedimentos de isolamento e purificagdo, 20mg de
um precipitado cristalino (lactonas sesquiterpénicas) foi obtido (FIGURA 21), o qual
foi encaminhado para identificacdo e quantificacdo por meio da cromatografia, em
fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-MS) e ressonancia
magnética nuclear (RMN). O rendimento de extracdo das lactonas sesquiterpénicas
foi inferior ao reportado por Genta et al. (2010), que foi de 94mg a partir de 200g de

folhas de yacon in natura, 0 menor rendimento pode ser atribuido ao processo de
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secagem das folhas o qual contribui para uma grande perda dos tricomas e

—
o

consequente diminuicdo da concentracdo destes compostos.

! ' A"
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Lactonas sesquiterpénigé ;

j J .

FIGURA 21 - LACTONAS SESQUITERPENICAS PRECIPITADAS DURANTE OAPROCESSO DE
PURIFICACAO

FONTE: O autor (2014)

5.9 ENSAIOS DE CG - EM

Apos os procedimentos de isolamento das lactonas sesquiterpénicas das
folnas de yacon, conforme descritos no item 5.9.1, foi realizada a identificacéo
preliminar dos compostos presentes no produto de extracdo por meio da
cromatografia gasosa, acoplada a espectrometro de massas (CG/MS). A
identificacéo foi realizada por meio da comparacdo dos espectros de massas com a
biblioteca espectros de massas (NIST) do equipamento e também pela comparacao
com dados da literatura. Foram identificados os compostos enidrina e uvedalina, por
meio da identificacdo de ions caracteristicos provenientes da fragmentacdo das

moléculas. Os ions m/z 229, 256 e 348, caracteristicos ao composto enidrina e os
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fons m/z 213 e 272, caracteristico ao composto uvedalina também foram
identificados. Estes ions foram anteriormente observados no trabalho de
identificacdo de lactonas sesquiterpénicas, realizado por Lin; Hasegawa; Kodama
(2003). As Figuras 22 e 23 apresentam 0s espectros de massa, obtido a partir da
analise das lactonas sesquiterpénicas extraidas de folhas de Smallanthus

sonchifolius.
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE MASSAS REFERENTE A SUBSTANCIA ENIDRINA

FONTE: O autor (2014)
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FIGURA 23 — ESPECTRO DE MASSAS REFERENTE A SUBSTANCIA UVEDALINA

FONTE: O autor (2014)
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5.10 IDENTIFICACAO DE LACTONAS SESQUITERPENICAS ISOLADAS DE
FOLHAS DE YACON POR MEIO DA RMN

Partindo do pressuposto que, a amostra se tratava de uma mistura binaria
de enidrina (¢nn) € uvedalina (we) (FIGURA 22 e 23), como observado previamente
na andlise de CG-MS, foi possivel atribuir os sinais para cada uma das substancias.

Na andlise do espectro de RMN de H, oito simpletos de hidrogénios
metilénicos (CH3) foram observados nos deslocamentos quimicos () em & 1,45 (H-
5enn): 1,47 (H-5we); 1,71 (H-15enn); 2,00 (H-2"we): 2,01 (H-15ue); 2,05 (H-2"enn): 3,80
(H-1"we); € 3,83 (H-1"enn). Os sinais em & 1,17 (d, J= 5,5Hz) e 1,20 (d, J= 4,8Hz),
foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-4' de enidrina e uvedalina,
respectivamente.

Os hidrogénios metinicos (CH) da enidrina foram observados nos & 2,67
(d, J=9,7Hz, H-5); 4,28 (dd, J= 9,7 x 2 Hz, H-6); 5,87 (d, J= 8,6Hz, H-9); 6,71 (dd, J=
8,4, 1,05 Hz, H-8); 7,14 (d, J= 7,6Hz, H-1). Os sinais de hidrogénio estdao de acordo
com o observado para esta substancia, segundo Hertz e Bhat (1973).

Para a uvedalina, os hidrogénios metinicos foram observados nos 6 2,79
(dtd, J= 9,7, 3,3 x 2 Hz, H-7); 4,96 (dd, J= 10,4; 0,7 Hz, H-5); 5.11 (dd, J= 10,1 x 2
Hz, H-6); 5,41 (d, J= 8,4Hz, H-9); 6,66 (dd, J= 8,3, 1,4 Hz, H-8); 7,01 (dd, J= 10,3,
7,6 Hz, H-1). Os sinais de hidrogénio estdo de acordo com o observado para esta
substéancia, segundo Hertz e Bhat (1970).

A confirmacdo das estruturas de enidrina e uvedalina (FIGURA 24) foi
realizada por meio dos & de **C, observados nos espectros de RMN de *C (FIGURA
27) e DEPT e nos espectros de correlacdo (*H-*C)-HSQC (FIGURA 28) e (*H-*C)-
HMBC (FIGURA 29).

A proporgédo entre os dois triterpenos presentes na mistura foi determinada
pela relagdo entre as integrais dos hidrogénios H-1 em & 7,15 (enidrina) e 7,01
(uvedalina), dos espectros de RMN de 'H quantitativo. A relacdo mostrou que, a
amostra se encontra em uma mistura de relacdo 1:3,5 de uvedalina e enidrina,
respectivamente (FIGURA 25).

Os & de 'H e °C, as correlagdes (*H-*C)-HSQC e (*H-'*C)-HMBC estdo
apresentados na Tabela 18 (enidrina) e Tabela 19 (uvedalina), que demonstram 0s

valores de &¢ apresentados na literatura.



TABELA 18 - SINAIS DE DESLOCAMENTO QUIMICO NOS EXPERIMENTOS DE
RMN 1D E 2D DA ENIDRINA

c Bdc HSQC HMBC 52
(ppm) &y [m, J, 1] Cno (ppm)
1 1494 [151dd leﬁ?’& 7.6 Hz, C-2:C-10:C-14  147.4
2,46 [m, 1H] -
2 24,7 2.99 [ - 24,7
1,19 - 1,26 [m, 1H] -
3 35,4 2.35 [, 1H] - 39,4
4 59,3 - - 58,9
5 62,8 2,68 [d, J= 9,7Hz, 1H] C-3;C-4:C-6:C-7 62,7
6 759 4,28[dd,J=9,7Hzx2,1H] C-4;C-5;C-7:C-8 758
7 45,5 2,99 [m] - 45,5
C-6; C-7; C-9; C-11;
8 71,2 6,71[dd, J=8,4: 1,1 Hz] 1+ OOC.CH3 71,3
C-1; C-8; C-10; C-14;
9 70,4  5,87[d, J= 8,6 Hz, 1H] 0OC.CHA 70,7
10 130,1 - - 130,3
11 133,3 - - 134,4
12 167,9 - - 168,5
5,84 [d, J= 3,2 Hz, Hyans, _ ,
13 122,9 1H] C-relhc-l2 121,7
6,33 [d, J= 3,6, Heis, 1H] C-7: C-11; C-12

14 165,5 - - 165,5
15 17,5 17,5 [s, 3H] C-3; C-4: C-5 17,4
1 168,3 - - 167,9
2! 59,4 - - 59,1
3! 59,9 2,99 [m] - 59,5
4 13,6 1,17 [d, J=5,5 Hz, 3H] C-2" C-3 13,6
5 19,0 1,45 [s, 3H] C-1;C-2;C-3:C-4 19,1
OOC-CH3 170,3 - - 170,2
OOC-CH3 20,8 2,05 [s, 3H] C-9; OOC-CH3 20,2
CH3-O 525 3,83 [s, 3H] C-14 51,8

“INOUE et al., (1995)

FONTE: O autor (2014)
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TABELA 19 - SINAIS DE DESLOCAMENTO QUIMICO NOS EXPERIMENTOS DE
RMN 1D E 2D DA UVEDALINA

. 5c HSQC HMBC 5c°
(ppm) 4 [m, J, ] Cne (ppm)
1 1483 7,01 (dd, J= 10,3, 7,6 Hz, 1 H) C-2; C-9; C-14 148,1
2,65- 2,71 (M) -
2 26,1 26,1
2.43 - 2.50 (M) :
269 240(d0d,3=120,61,21H21 o (4 e s
3 H) 36,8
1,94 - 2,08 (M) _
4 138,6 ; i 131,1
5 126,1 4.96 (dd, J=10,40,0.74 Hz, 1H)  C-3;C-6;C-7;C-15 1269
6 752 5.1 (dd, J= 10,10Hz, 1 H) C-4,C5,C7:C8 749
, s09 279 (dtdl,,g8 a,zsi 3H)27 3,27, s11
8 71 6.66 (dd, J=8,30, 1,37 Hz, 1H) C-6; C-7; C-9; C-10; C-1' 71,3
9 71,03 5.41(d, J=841Hz, 1H) & CHE C'll.o; C14C 711
10 130,8 : i 135,5
11 134,5 i i 137.9
12 169 : i 168,6
5.73 (d, J= 2,94Hz, 1H) C-7
13 121,5 120,6
6.26 (d, J= 3,36Hz, 1 H) c-11
14 165,8 i i 165,7
15 17,5 2,01 [s, 3H] C-2;C-3;C-4 16,5
1 1685 : i 168,7
> 59,7 i i 59,2
3 59,9 2,99 [m, 10H] i 59,6
4 13,6 1,19 (d, J= 5,25Hz, 1 H) - 13,7
5 19,1 1,47 [s, 3 H] c-2 C-3' 19,3
OOC-CH3 1701 i i 170
OOC-CH3 208 2,00 [s, 3 H] Cc-9; C-1" 20,3
CH3-0 525 3,80 [s, 3 H] Cc-14 51,8

“INOUE et al. (1995)

FONTE: O autor (2014)
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5.11 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS OBTIDOS A PARTIR DAS
FOLHAS E FLORES DE YACON E LACTONAS SESQUITERPENICAS ISOLADAS
DE FOLHAS DE YACON

Avaliacdo da atividade antimicrobiana por meio da técnica de difusdo em
discos (Kirby & Bauer), dos extratos aquosos e metanolicos de folhas e flores de
Smallanthus sonchifolius (yacon) obtidos conforme item 4.2.2 ndo apresentaram
resultados positivos frente nenhum dos organismos estuados tanto gram-negativos;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 11220 e Salmonela
entérica ATCC 14028, quanto ao micro-organismo gram-positivo Staphylococcus
aureus ATCC 6538 conforme demostrado pela Tabela 20. Joung et al., (2010)
obtiveram resultados semelhantes na avaliacdo da atividade antimicrobiana de
extratos obtidos a partir de folhas de yacon por meio da extracdo com diversos
solventes como n-hexano, acetato de etila, n-butano e agua contra cepas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). A Figura 30 apresenta a
imagem das placas de agar Mueller-Hinton utilizados nos ensaios de atividade
antimicrobiana demonstrando a inatividade dos extratos frente aos organismos
avaliados, uma vez que, ndo foram observados halos de inibicdo frente aos micro-

organismos testados.

(A)

(B)

(@

FIGURA 30 — PLACAS DE AGAR MUELLER-HINTON UTILIZADAS NOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS AQUOSOS E METANOLICOS DE FOLHAS E FLORES DE
YACON: (A) Staphylococcus aureus, (B) Escherichia coli E (C) Pseudomonas aeruginosa

FONTE: O autor (2014)
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5.12 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE LACTONAS SESQUITERPENICAS
ISOLADAS DE FOLHAS DE YACON

TABELA 20 - LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO DOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS AQUOSOS E METANOLICOS DE FOLHAS E
FLORES DE YACON

Leitura dos halos Inibitorios (mm)

FL FL FL FLR FL FLR Ampicilina

INF  DEC INF DEC MTN MTN 10ug
Pseudomonas 3 N . . - - -
Aeruginosa
Escherichia coli - - - - - - 23,0£0,0
Staphylococcus - ; - - - - 26,0+0,0
Aureus
Salmonella - - - - - - 26,0+0,0
entérica

FONTE: (O Autor)

Haja vista que, inumeros trabalhos demonstram a presenca destes
compostos (enidrina e uvedalina) em concentracdes consideraveis nesta matriz,
além de atribuirem a eles propriedade antifingica e antibacteriana a estas
substancias (LIN et al., 2013; GENTA et al., 2010; JOUNG et al., 2010). Avaliamos a
atividade antimicrobiana das lactonas sesquiterpénicas das folhas de yacon. Esta
atividade vem sendo reportada em diversos estudos durante os ultimos anos, como
o de Lin et al. (2003), em que foram identificadas 6 lactonas sesquiterpénicas em
extratos metandlicos de folhas de yacon, sonchifolina, uvedalina, enidrina,
fluctuanina, 8B-Tigloyloxymelampolid-14-0-oic  acido metil éster e 8pB-
Methacryloyloxymelampolid-14-0-oic acido metil éster, as quais apresentaram
atividade antibacteriana contra o Bacillus subtilis e atividade antifingica contra
Pyricularia oryzae.

Os ensaios de atividade antimicrobiana das lactonas sesquiterpénicas
(uvedalina / enidrina) ndo apresentaram resultados positivos frentes aos organismos
gram-negativos: Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC
11220 e Salmonela entérica ATCC 14028, em ambas as condicfes experimentais na

auséncia e sob a presenca de luz artificial (4000 Lux), nas concentracdes avaliadas
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de 10 e 90 pg por disco de LT(s) (FIGURA 31), como apresentado nas Tabelas 20 e
21.

FIGURA 31 — PLACAS DE AGAR MUELLER-HINTON UTILIZADAS NOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE LACTONAS SESQUITERPENICAS DE FOLHAS DE YACON: (A)
Pseudomonas aeruginosa; (B) Escherichia coli; (C) Salmonella enterica.

FONTE: O autor (2014)

A exposicdo das LT(s) nédo resultaram na potencializagdo do efeito
antimicrobiano das lactonas sesquiterpénicas, desta maneira, nao foi possivel
confirmar os resultados obtidos por Joung et al. (2010), em que o efeito
antibacteriano dos extratos das folhas de yacon contra a bactéria Staphylococcus
aureus (MRSA) apresentaram um aumento consideravel, quando os experimentos

foram conduzidos nesta condi¢ao.

TABELA 21 — LEITURA DOS HALOS DE INIBICAQ DOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE LACTONAS SESQUITERPENICAS DE FOLHAS E FLORES
DE YACON NA CONCENTRACAO DE 10 pg/DISCO NA AUSENCIA DE LUZ

Leitura dos Halos de Inibicdo (mm) — Auséncia de Luz
Enidrina/Uvedalina Ampicilina Ceftazidima

Antimicrobiano DMSO 10 ug 10 ug 30 ug
Pseuc_iomonas i i i 23.9+14
aeruginosa
Escherichia coli - - 23,0+0,0 26,5+21

Staphylococcus aureus 452+15 23,0£0,0

Salmonella enterica - - 2865+21 270+x14
FONTE: O autor (2014)
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TABELA 22 — LEITURA DOS HALOS DE INIBICAQ DOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE LACTONAS SESQUITERPENICAS DE FOLHAS E FLORES
DE YACON NA CONCENTRACAO DE 10 pg/DISCO NA PRESENCA DE LUZ

Leitura dos Halos de Inibicdo (mm) — Presenca de Luz (4000 lux)

Enidrina/Uvedalina Ampicilina Ceftazidima

Antimicrobiano DMSO 10ug 10 g 30 ug
Pseudomonas aeruginosa . - 23,9+14
Escherichia coli . - 230+0,0 265+21
Staphylococcus aureus ) ) 452+15 230+00
Salmonella entérica ) . 285+21 270+14

FONTE: O autor (2014)

Os ensaios para a determinacdo da atividade antimicrobiana revelaram o
potencial das lactonas sesquiterpénicas isoladas (enidrina / uvedalina), em inibir o
crescimento do micro-organismo gram-positivo Staphylococcus aureus na
concentracdo testada de 90 pg de LT(s) / disco. Os halos de inibicdo foram
observados em ambas as condi¢gbes experimentais, na presenca e auséncia de luz
(TABELA 23 e 24). A mistura de LT(s) demonstrou atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus com halos de inibicdo com diametros de 8,67 £ 0,57 mm
(FIGURA 32).

TABELA 23 — LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO DOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE LACTONAS SESQUITERPENICAS DE FOLHAS DE
YACON NA CONCENTRACAO DE 90 pg/DISCO NA AUSENCIA DE LUZ

Leitura dos Halos de Inibicdo (mm) — Auséncia de Luz

Enidrina/Uvedalina Ampicilina Ceftazidima

Antimicrobiano DMSO 90 ug 10 ug 30 g
Pseudomonas aeruginosa - - - 25,0+0,0
Escherichia coli - - 23,0x0,0 28,0£0,0
Staphylococcus aureus - 8,67 £ 0,57 46,3+0,0 23,0+£0,0
Salmonella enterica - - 27,000 28,0+£0,0

FONTE: O Autor (2014)

Nos ensaios realizados com concentracdo de 10 pg LT(s) / disco nao foi

possivel observar a inibicdo do crescimento do Staphylococcus aureus, fato que
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pode ser atribuido a baixa concentragdo das lactonas utilizadas no experimento, a
qual n&o foi suficiente para promover uma inibicdo efetiva do crescimento do micro-
organismo.

A partir deste estudo é possivel inferir que a exposicao das LT(s) enidrina e
uvedalina a luz (4000 Lux), ndo é capaz de promover um aumento na capacidade
antimicrobiana destes compostos contra o Staphylococcus aureus. Os resultados
também sugerem que a potencializacdo da inibicdo do crescimento, promovida por
extratos obtidos pela extracdo com solventes apolares de folhas de yacon contra
Staphylococcus aureus (MRSA), descrita por Joung et al. (2010), ndo esta
relacionada com a presenca destes compostos uma vez que, este comportamento

nao foi observado quando estas substancias foram testadas isoladamente.

TABELA 24 — LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO DOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE LACTONAS SESQUITERPENICAS DE FOLHAS DE
YACON NA CONCENTRACAO DE 90 pg/DISCO NA PRESENCA DE LUZ

Leitura dos Halos de Inibicdo (mm) — Presenca de Luz (4000 lux)

Enidrina/Uvedalina Ampicilina Ceftazidima

Antimicrobiano DMSO 90 ug 10 ug 30 ug
Pseuqlomonas i i i 245+35
aeruginosa
Escherichia coli - - 23,5+0,7 26,0+1,4
Staphylococcus aureus - 8,67 £0,57 480+14 225%0,7
Salmonella entérica - - 26,5+0,7 280+14

FONTE: O autor (2014)

A partir dados obtidos nos ensaios de determinacdo da atividade
antimicrobiana das LTs (enidrina / uvedalina), extraidas das folhas de Smallanthus
sonchifolius, podemos observar que estes compostos sdo capazes de promover a
inibicdo do crescimento do micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 6538 na
concentracdo de 90ug por disco. (9,0 mg/mL), atestando desta forma a atividade
antimicrobiana da mistura binaria de enidrina / uvedalina (75:25). O mesmo nao foi
observado para 0s micro-organismos Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,
Salmonela enterica ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 11220.
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N&o foi observado efeito sinérgico das LTs com a luz. Os halos inibitorios
observados nos experimentos contra Staphylococcus aureus em condigcbes de
presenca e auséncia de luz (4000 lux), ndo apresentaram diferenca estatistica,
demonstrando desta forma, que n&o houve sinergia da luz com as lactonas

sesquiterpénicas estudadas.

gHalo inibitdério
8,67 mm

FIGURA 32 — PLACAS DE AGAR MUELLER-HINTON UTILIZADAS NOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA COM RESULTADO POSITIVO CONTRA Staphylococcus aureus

FONTE: O autor (2014)

5.13 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) IN VITRO DE LACTONAS
SESQUITERPENICAS ISOLADAS DE FOLHAS DE YACON FRENTE A
Staphylococcus aureus

Com base nos resultados obtidos nos ensaios, para a determinacdo da
atividade antimicrobiana, foram realizados ensaios para a determinagcdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) contra o micro-organismo gram-positivo
Staphylococcus aureus ATCC 6538, uma vez que, este apresentou susceptibilidade

as LT(s) provenientes de folhas de yacon, como descrito anteriormente.
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A concentracao inibitéria minima € a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel de um micro-organismo. A CIM
in vitro das LT(s) (enidrina / uvedalina) contra Staphylococcus aureus foi
determinada segundo a metodologia descrita pelo National Commitee for Clinical
Laboratory Standards (2006) método M27-A7 (micro diluicdo em caldo Muller-
Hinton).

Estes resultados corroboram os obtidos nos ensaios para a determinagao da
atividade antimicrobiana das LT(s) (enidrina / uvedalina), obtidas a partir das folhas
de Smallanthus sonchifolius (yacon), demonstrando desta forma que, a bactéria
mais susceptivel a estes compostos, dentre 0s micro-organismos testados, foi o
Staphylococcus aureus. Este fato demonstra a relevancia dos resultados obtidos,
uma vez que, este micro-organismo apresenta resisténcia a diversos antibioticos,

além de ser considerado responsavel pela producéo de enterotoxinas causadoras de

inimeros tipos de septicemias (ZARAI et al., 2013).

FIGURA 33 — ENSAIO DE DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA CONTRA
Staphylococcus aureus

FONTE: O autor (2014)
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos na determinacdo da composicao fisico-quimica das folhas
desidratadas de yacon demonstraram estar em concordancia com aqueles
encontrados na literatura, reafirmando o potencial desta matriz como fonte dos
minerais célcio e foésforo. Também foi revelada a presenca de 19 &cidos graxos,
sendo os saturados em maior concentracao, tendo como principal componente da
fracao lipidica o acido palmitico (C16:0).

Em relagéo a caraterizacdo das flores desidratadas de yacon, foi constatado
gue, assim como, o observado nas folhas desta planta, o calcio é o mineral em
maior concentracdo (6180,70 mg/kg), seguido por magnésio e fésforo (3992,74 e
3127,66 mg/Kg, respectivamente). Em relacdo ao perfil de acidos graxos, o acido
linoleico (C18:2) foi o &cido graxo em maior concentracdo dentre os 16 &cidos
graxos identificados e os acidos graxos poli-insaturados sdo majoritarios na fracédo
lipidica destas flores.

Os experimentos para avaliacdo do rendimento dos processos de extracéo
das folhas de yacon demonstraram que, os processos de infusédo e decoccéo
apresentaram o maior rendimento com relacdo a concentragdo de solidos totais
(32,74%, e 32,91%). Em relacdo a extracdo das flores de yacon, o processo de
extracdo por soxleht (metanol) apresentou o melhor rendimento (44,77%) em
relacdo aos demais processos de extracao.

A partir da determinacdo da concentragdo de compostos fendlicos totais, dos
extratos das folhas e das flores de yacon foi possivel inferir que, estas matrizes sao
promissoras fontes destes compostos, 0s processos de extracdo por infusdo e
decoccéo sao estatisticamente iguais com relacdo a capacidade de extracdo destes
compostos e que ambos 0s processos sdo mais eficientes na remocao destes
compostos do que a extragao por soxleht (metanol).

Os ensaios para a quantificacdo de flavonoides totais revelaram a presenca
de concentracdes apreciaveis destes compostos nos extratos das folhas de yacon. A
decocgdo apresentou o0s resultado mais relevantes (39,71 ER mg/g), em
contrapartida, a extracdo com a utilizacdo de metanol foi a menos eficiente na

remocao destes componentes desta matriz.
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Os flavonoides totais dos extratos das flores de yacon, a infusdo e a
decocgédo apresentaram os resultados mais relevantes (18,33 e 15,03 ER mg/qg,
respectivamente), ndo sendo possivel verificar diferenca estatistica entre os dois
processos. A extracdo com metanol apresentou boa concentracdo de flavonoides
(11,05 ER mg/g), no entanto, inferior aos demais métodos utilizados.

O écido galico € o acido fendlico estdo em maior concentragdo nos extratos
das folhas e flores de yacon dentre os compostos pesquisados (1,97 e 1,36 mg/g) A
rutina foi o flavonoide encontrado em maior concentracao nos extratos das folhas de
yacon, sendo a infusdo o método de extragcdo que apresentou 0s valores mais
expressivos.

As flores de yacon sdo uma promissora fonte de flavonoides, em especial a
miricetina que esteve presente em concentracdes apreciaveis nestes extratos, sendo
a extracao por infusdo a técnica de extracdo que mais se destacou na remocao
destes compostos (16,00 mg/g).

Os processos de extracdo por infusdo e decoccdo apresentaram maior
capacidade antioxidativa, que a observada nos extratos metandlicos. Houve forte
correlagdo entre a concentracdo de compostos fenolicos e flavonoides totais com a
atividade antioxidante destes extratos.

A extragdo das lactonas sesquiterpénicas das folhas de yacon revelou, a
presenca de enidrina e uvedalina em uma proporc¢ao de 3:1.

Estas lactonas sesquiterpénicas apresentaram atividade antimicrobiana ao
micro-organismo gram-positivo Staphylococcus aureus, apresentando concentracao
inibitéria minima de 750 pg/ml.

N&o foi observado potencializacdo da atividade antimicrobiana das lactonas
sesquiterpénicas enidrina e uvedalina nos ensaios conduzidos na presenca de luz
(4000 LUX).

Desta maneira, os resultados obtidos neste estudo demonstram que, tanto
os extratos das folhas quanto das flores de yacon, sdo promissoras fontes de
compostos fendlicos com elevado potencial antioxidante e que as lactonas
sesquiterpénicas, isoladas das folhas de yacon, podem a vir se torna alternativas no
desenvolvimento de produtos com capacidade antimicrobiana de interesse a

industria de alimentos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliacao dos efeitos toxicologicos dos extratos aquosos obtidos a partir das
flores de yacon;

Avaliacédo da utilizacdo das folhas e flores de yacon como matéria-prima no
desenvolvimento de produtos com propriedades funcionais;

Isolamento e purificagéo do flavonoide miricetina dos extratos das flores de
yacon para o desenvolvimento de produtos de alto valor biolégico;

Avaliacdo da utilizacdo das lactonas enidrina / uvedalina em combinacao
com antimicrobianos comerciais com intuito de observar efeitos sinérgicos destas
substancias na inibigcdo do crescimento de micro-organismos de interesse a industria

de alimentos.
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APENDICE

CURVA ANALITICA UTILIZADA NA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS TOTAIS
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APENDICE

CURVAS ANALITICAS UTILIZADAS NA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DOS ACIDOS
FENOLICOS: ACIDO GALICO, ACIDO CAFEICO, ACIDO FERRULICO, ACIDO COUMARICO E
ACIDO SALICILICO POR HPLC.
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CURVAS ANALITICAS UTILIZADAS NA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DOS
FLAVONOIDES: RUTINA, MIRICETINA, QUERCETINA E KAEMPFEROL POR HPLC.
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GRAFICOS DE CORRELACAO: (a) CORRELAGCAO ENTRE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH E
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DE FOLHAS DE YACON, (b) CORRELACAO ENTRE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH E COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DE FLORES DE
YACON, (c) CORRELAGCAO ENTRE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH E FLAVONOIDES TOTAIS
DE FOLHAS DE YACON, E (d) CORRELACAO ENTRE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DPPH E
FLAVONOIDES TOTAIS DE FLORES DE YACON
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GRAFICOS DE CORRELAGCAO: (a) CORRELACAO ENTRE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ABTS E
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DE FOLHAS DE YACON, (b) CORRELACAO ENTRE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ABTS E COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DE FLORES DE YACON,
(c) CORRELAGAO ENTRE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ABTS E FLAVONOIDES TOTAIS DE
FOLHAS DE YACON, E (d) CORRELACAO ENTRE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ABTS E
FLAVONOIDES TOTAIS DE FLORES DE YACON.
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