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RESUMO

OLIVEIRA; Luciana Santos de. Aspectos quimicos e biotecnologicos das folhas de trés
cultivares de Ipomoea batatas L. Lam. (Convolvulaceae) potencialmente uteis em
fitocosmética capilar. Seropédicaz UFRRJ, 2011. 86p. Dissertacdo (Mestrado em
Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de Biologia, Departamento de Entomologia
e Fitopatologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Ipomoea batatas (L.) Lam. conhecida como batata-doce, pertence a familia Convolvulaceae.
O género Ipomoea € 0 Mais importante em expressdo econdmica na agricultura e compreende
aproximadamente 700 espécies. A batata doce esta entre as culturas de maior importancia do
mundo. Ela ocupa o quinto lugar em producéo anual (mais de 133 milhdes de toneladas),
sendo superada pelo arroz, trigo, milho e mandioca. E a quarta hortalica mais consumida no
Brasil. Asfolhas de batata doce séo largamente utilizadas pela comunidade de Nova lguagu —
RJ e Itaborai — RJ, sob a forma dexampu contra queda de cabel o (anti-queda). Tendo em vista
o potercia de I. batatas como fitocosmeético, esta dissertacdo tem como objetivo estudar as
técnicas para propagacdo in vitro da espécie I batatas, avaiar seu perfil quimico por
cromatografia de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de ultravioleta (CLAE-UV), a
atividade antioxidante e toxicidade de suas folhas. Para o desenvolvimento dos experimentos
foram utilizados extratos alcoolicos e hidroalcodlicos de folhas frescas e secas. Na
propagacdo vegetativa in vitro foram utilizadas como doadoras de explante as cultivares
Rosinha de Verdan, Cenoura (IAPAR 69) e Capivara. O perfil quimico dos extratos foi
determinado com base na técnica de CLAE-UV. Foi possivel avaliar e comparar o perfil
guimico dos extratos de folhas frescas e secas das plantas doadoras de explante e clones de 1.
batatas. Utilizou-se para aavaliagdo da atividade antioxidante de matrizes e clones o método
fotocolorimétrico que emprega o radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH). A
avaliacdo de toxicidade de extrato de folhas de matrizes e clones foi realizada em células
RAW 264.7 com amostras liofilizadas e ressuspendidas em dimetilsulfoxido. O xampu piloto
foi desenvolvido a partir de extrato de folhas frescas da cultivar Rosinha. Neste estudo o
extrato hidroalcodlico (folhas frescas), foi 0 que apresentou melhores resultados. O clone da
cultivar Rosinha apresentou melhor resultado na aclimatagdo em campo. A espécie em estudo
apresentou grande potencial antioxidante em média e alta concentragdo. Os acidos caféico e
clorogénico foram identificados por CLAE, confirmando brévios relatos de ocorréncia desses
&cidos fendlicos em folhas de batatadoce. O extrato da cultivar Rosinha (folhas frescas)
utilizado no preparo do xampu anti-queda ndo apresentou citotoxicidade na concentracéo de
20 pg/mL. O xampu apresentou resultados positivos nos voluntérios. Este estudo permitiu
concluir que a espécie em estudo possui potencial e deve ser alvo de futuras pesguisas visando
0 desenvolvimento de um produto fitocosmeético capilar.

Palavras-chave: Batata-doce, clones, CLAE, compostos fendlicos, queda de cabel o, xampu.



ABSTRACT

OLIVEIRA; Luciana Santos de. Chemical and biotechnological aspects of leaves from
three cultivars of Ipomoea batatas L. Lam. (Convolvulaceae) potentially useful in
capillary phytocosmetic. Seropédicas UFRRJ, 2011. 86p. (Dissertation, Master Science in
Phytosanitary and Applied Biotechnology). Instituto de Biologia, Departamento de
Entomologia e Fitopatologia, Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2011.

Ipomoea batatas (L.) Lam., known as sweet potato, belongs to the Convolvulaceae family.
The genus Ipomoea, with its nearly 700 species, harbors an important economic impact in the
commodities market. Sweet potato is one of the worldwide important crops It ranks fourth
most consumed Brazilian vegetable crop and fifth annual production (over 133 million tons),
being overtaken only by rice, wheat, maize and cassava. Sweet potato leaves are widely used
as a shampoo that prevents hair loss (anti-baldness) by the community of Nova Iguagu - RJ
and Itaborai — RJ. Given the potential of 1. batatas phytocosmetic compounds, this study
aimed at optimize techniques for in vitro propagation of I. batatas, and evauate their
chemica profile by High Performance Liquid Chromatography coupled to Ultraviolet
spectrophotometry (HPLC-UV) analysis in search of both antioxidant and toxic compounds
present in alcoholic and hydroalcoholic extracts from fresh and dried leaves. Vegetative in
vitro propagation was performed with explant donors from cultivars ‘Rosnha do Verdan’,
‘Cenourd (IAPAR 69) and ‘Capivard . It was possible to evaluate and compare the chemical
profile of extracts from fresh and dried leaves from explants of both native and genetic clones
donor plants of 1. batatas. The antioxidant activity found in mother plants and clones was
evaluated by a photocolorimetric method based on the activation of the stable freeradical 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). The evaluation of toxicity of leaf extracts from mother
plants and clones was performed by exposing RAW 264.7 cells to lyophilized |eaves powder
samples resuspended in dimethyl sulfoxide. The pilot shampoo formula was developed from
extracts of fresh leaves of the cultivar ‘Rodnha do Verdan’. Formulas made from
hydroalcoholic extracts (made of fresh leaves) achieved the best results in preliminary tests
with volunteers. Moreover, clones of the cultivar ‘Rosinha exhibited better results under field
acclimation. This species has a great antioxidant potential at medium and high concentration.
Caffeic and chlorogenic acids were identified by HPLC, confirming previous reports on the
occurrence of these phenolic acids in sweet potato leaves extracts. The extract from cultivar
‘Rosinha (made of fresh leaves) used to prepare the anti-baldness shampoo formula showed
no cytotoxicity at a concentration of 20 micrograms per milliliter. The shampoo showed
positive preliminary results in healthy volunteers. This study showed that the species under
study has a phytocosmetic potential and should be targeted for future research aimed at
developing acommercia phytocosmetic product.

Key words: Sweet potato, clones, HPLC, phenolic compounds, hair loss, shampoo.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Raiz tuberosa com emisséo de brotagdes a partir da extremidade

Figura 2: Abundancia de raizes absorventes de batata-doce

Figura 3: Mini usina produtora de etanol, a partir da batata-doce, instalada na
Estacdo Experimental da Universidade Federal do Tocantins

Figura 4: Compostos quimicos das folhas de Ipomoea batatas

Figura 5: Compostos fendlicos e estruturas representativas pertencentes aos

acidos benzdico, acido hidroxicinamicos, flavonas, isoflavonas, flavanonas,
flavonoides, flavonois, antocianinas e taninos

Figura 6: Estrutura quimica do &cido benzoico

Figura 7: Derivados de écido benzoico de ocorréncia natural
Figura 8: Estrutura quimica do &cido cindmico

Figura 9: Estrutura quimica da cumarina

Figura 10:

Figura 11

Figura 12:
Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:
Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:
Figura 21:

Figura 22:
Figura 23:
Figura 24:
Figura 25:
Figura 26:

Figura 27:

Estrutura geral de um flavonoide com osanéis A, B e C e sistema de
numeracdo para diferenciacéo das posi¢cdes dos carbonos

: Estrutura da quercetina, e suas caracteristicas estruturais

relacionadas a capacidade antioxidante
Estrutura do cétion flavilico
Estrutura da cianidina 3-glicosideo (R1=OH, R>=H)
Transferéncia de um elétron ndo emparelhado para um composto aromatico
Vista aérea da Fazendinha Agrobiol 6gica Km 47
Variedades de Ipomoea batatas L. (Lam.) coletadas na Fazendinha
Agrobiologica
A. Fragmentac&o manual das folhas. B. Filtragem dos extratos.
C. Extratos obtidos de cor verde escuro. D. Extratos em evaporagéo em
banho-maria para reducdo de volume
A. Brotagdo da|B Cenoura. B. Brotagdo da IB Rosinha. C. Brotagéo
da 1B Capivara. D. Casa de vegetacdo do departamento de entomologiae
fitopatologia da UFRRJ
A. Ramas de Ipomoea batatas L. (Lam.). B. Fluxo laminar preparado
para desinfestagéo e explante das plantas. C. Tubo de ensaio com 1
explante de cada variedade. D. Sala de crescimento das plantas sob
luminosidade
Rendimento dos diferentes extratos das matrizes de Ipomoea batatas
Rendimento dos diferentes extratos dos clones de Ipomoea batatas
(Coleta 1 — apds 2 meses de cultivo)
Rendimento dos diferentes extratos dos clones de 1. batatas
(Coleta 2 — apds 5 meses de cultivo)
Matrizes doadoras de explante em casa de vegetacdo apos periodo de
brotacdo das raizes tuberosas
A. Cultivar Rosinha com 14 dias em meio M SJ em sala de vegetacéo.
B. Cultivar Cenoura com 14 dias em meio M S@ em sala de vegetacdo
Contaminag&o por fungos no meio MS@ nas cultivares IB Rosinha e
IB Cenoura
Explante da cultivar IB Capivaracom 4 dias em meio MS@ nasalade
vegetacao apresentando contaminagdo por fungos em todas as amostras
Cultivares Rosinha e Cenoura em vidro contendo meio MSZ e
posteriormente transferidas para potes de plésticos contendo terra adubada

ININ

11
12

13
14
15
15
16
17
17
18
19
20
23

24

25

28

29
35

36

37

37

38

39

39

40



Figura 28:

Figura 29:

Figura 30:

Figura 31:

Figura 32:
Figura 33:

Figura 34:
Figura 35:

Figura 36:

Figura 37:

Figura 38:

Figura 39:

Figura 40:

Figura 41:

Figura 42:
Figura 43:

Figura 44:

A. Clone IB Rosinha com 15 dias no solo. B. Clone IB Cenoura com 15
dias no solo. C. Canteiro com ambos os clones com 2 meses no

solo da Fazendinha

Coleta dos tubérculos do clone de IB Rosinha com 5 meses no solo da
Fazendinha da UFRRJ

Cromatograma Comparativo do Extrato Hidroal codlico Folha Fresca

das 3 cultivares de Ipomoea batatas - 254 nm. Concentragéo da

amostra 10 mg/mL, volume injetado 20 pL. Cultivar Rosinha (preto),

Cenoura (rosa), Capivara (azul).

Cromatograma Comparativo do Extrato Alcodlico Folha Fresca de

Ipomoea batatas — 254 nm. Concentragéo da amostra 10 mg/mL, volume

Injetado 20 pL. Cultivar Capivara (preto), Cenoura (rosa) e Rosinha (azul).

Espectro de Ultravioleta dos Picos do Cromatograma do Extrato

Hidroal coolico das Folhas Frescas de Ipomoea batatas cultivar Rosinha.

Estrutura basica de flavonoide e suas por¢des que geram as bandas de
absorcéo caracteristicas no UV

Cromatograma do extrato hidroal codlico folhas frescas da cultivar Rosinha
Cromatograma do Extrato Hidroal coolico Folha Fresca do clone de
Ipomoea batatas cultivar ROSINHA — 254 nm (primeira coleta, 2 meses de
aclimatizacdo). Concentracdo da amostra 10 mg/mL, volume injetado
20 pL
Cromatograma do Extrato Hidroal cdolico Folha Seca do clone de
Ipomoea batatas cultivar ROSINHA — 254 nm (primeira coleta, 2 meses de
aclimatizagdo). Concentragéo da amostra 10 mg/mL, volume injetado
20 pL
Cromatograma do Extrato Hidroal coolico Folha Fresca do clone de
Ipomoea batatas cultivar CENOURA — 254 nm (primeira coleta, 2 meses de
aclimatizagéo). Concentragdo da amostra 10 mg/mL, volume injetado
20 pL
Cromatograma do Extrato Hidroal coolico Folha Seca do clone de

Ipomoea batatas cultivar CENOURA — 254 nm (primeira coleta, 2 meses de

aclimatizagdo). Concentragdo da amostra 10 mg/mL, volume

injetado 20uL

Cromatograma do Extrato Hidroal cdolico Folha Fresca do clone de
Ipomoea batatas cultivar ROSINHA — 254 nm (segunda coleta, 5 meses de
aclimatizacéo). Concentracéo da amostra 10 mg/mL, volume injetado

20 pL

Cromatograma do Extrato Hidroal coolico Folha Fresca do clone de

Ipomoea batatas cultivar CENOURA — 254 nm (segunda coleta, 5 meses de

aclimatizacéo). Concentracdo da amostra 10 mg/mL, volume injetado
20 pL
Percentuais de &rea nos cromatogramas dos extratos da cultivar
Rosinha para os picos correspondentes ao flavonoide majoritario, &cido
caféico e é&cido clorogénico
Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar Rosinhano
ensaio com o radical livre DPPH (Alc = alcodlico e Hidro = hidroal codlico)
Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar Cenoura no
ensaio com o radical livre DPPH (Alc = alcodlico e Hidro = hidroal codlico)
Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar Capivara no
ensaio com o radical livre DPPH (Alc = alcodlico e Hidro = hidroal codlico)

41

41

42

46

47
48

49

50

50

51

52

53

54

55



Figura 45:

Figura 46:

Figura 47:

Figura 48:

Figura 49:
Figura 50:
Figura 51:

Figura 52:
Figura 53:

Atividade antioxidante das substancias naturais querceting, rutina e
&cido ascoérbico usadas como controle na comparagcdo com 0s extratos
de . batatas no ensaio com o radical livre DPPH

Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar rosinha e
cenoura, primeira coleta, no ensaio com o radical livre DPPH

(Alc = acodlico e Hidro = hidroal codlico)

Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar Rosinha e
Cenoura, segunda coleta (5 meses de aclimatizac&o), no ensaio com 0
radical livre DPPH

Atividade antioxidante das substancias identificadas nos extratos de

I batatas estudados, cianidina, acido clorogénico e écido cafeico, no ensaio
com o radical livre DPPH

Citotoxicidade dos extratos das matrizes de 1. batatas a 20 pg/mL em
cultura de células de murinos

Citotoxicidade dos extratos dos clones de I. batatas em culturade
céulas de mamifero

Efeito do shampoo contendo extrato de 1. batatas no voluntario 1
Efeito do shampoo contendo extrato de I. batatas no voluntério 2
Efeito do shampoo contendo extrato de 1. batatas no voluntario 3

55

56

56

57

58

59
60
61
61



INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1:Preparo dos extratos alcodlicos das folhas frescas de IB Capivara, 1B
Rosinha e IB Cenoura por maceragdo e suas respectivas massas

Esquema 2:Preparo e maceragdo dos extratos hidroal codlicos das folhas frescas
de IB Capivara, IB Rosinha e IB Cenoura por maceracdo e suas
respectivas massas

Esquema 3:Preparo dos extratos alcodlicos das folhas secas de IB Capivara, IB
Rosinha e IB Cenoura por maceragao e suas respectivas massas

Esquema 4:Preparo dos extratos hidroal codlicos das folhas secas de IB Capivara, I1B
Rosinha e IB Cenoura por maceragao e suas respectivas massas

Esquema 5:Preparo e maceracdo dos extratos hidroal codlicos das folhas frescas dos
clones IB Rosinha e IB Cenoura e suas respectivas massas

Esquema 6:Preparo dos extratos hidroal codlicos das fol has secas dos clones de |IB
Rosinha e IB Cenoura por maceragao e suas respectivas massas

26

26

27

27

31

32



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:
Tabela 4:
Tabela 5:
Tabela 6:
Tabela 7:

Tabela 8:
Tabela 9:

INDICE DE TABELAS

Area plantada, producZo total e produtividade de batata-doce em 2006 no

mundo e nos principais produtores 05
Producdo agricola de alguns Estados brasileiros em relacdo a cultura da

batata-doce 06
Composicéo nutricional de 100g de raiz de batata-doce crua (102 kcal) 08
Estrutura dos principais &cidos hidroxibenzoicos 14
Estrutura dos principais hidroxicinamicos 16

Gradiente de solventes utilizado nas andlises por CLAE-UV das amostras obtida 32
Contaminagao por microorganismos nas cultivares Rosinha e Cenoura em

sala de vegetacéo 39
AreaPercentual dos Picos do Cromatograma dos Extratos das Matrizes 49
Area Percentual dos Picos do Cromatograma dos Extratos dos Clones 52



ML

Hm
BHA
BHT
cm
CEASA,
CLAE
DAD
DMSO
DNA
DPPH

1B

kg ha*
Km
LDH

mg
mi

mm
MTT
nm

M S
RL

ROS
SPCFV
SPFMV
SPLV
SPMMV
t/ha

uv

LISTA DE ABREVIATURAS

microlitro

micrométro

butil-hidroxi-anisol
2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol
centimetro

Centrais de Abastecimentos
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Diode Array Detector
Dimetilsulféxido

Acido desoxiribonucleico
1,1-difenil-2-picrilidrazila

| pomoea

Ipomoea batatas

grama

quilograma por hectare

kilometro

L actato desidrogenase

metro

miligrama

mililitro

milimetro

3,4,5-dimetil tiazol-2,5-difenil brometo de tetrazol
nandmetro

meio de cultura Murashige & Skoog (1962)
Radicais Livres

Espécies Reativas de Oxigénio
Sweet potato chlorotic fleck virus
Sweet potato feathery mottle virus
Sweet potato latent virus

Sweet potato mild mottle virus
tonelada por hectare

Tempo de retencéo

Ultravioleta



SUMARIO
1 INTRODUCAO

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia da batata-doce

2.2 Cultura da batata-doce

2.2.1 Sistema de producéo de batata-doce pela Embrapa
2.2.2 Batata-doce na alimentacdo

2.2.3 Producéo de farinha de batata-doce

2.2.4 Cultura de tecidos em batata-doce

2.2.5 Producéo de etanol de batata-doce

2.2.6 Metabdlitos secundérios presentes na batata-doce
2.3 Compostos Fendlicos

2.3.1 Flavonoides

2.3.2 Antocianinas

2.4 Formacéo dosradicais livres (RL) X Antioxidantes
2.5 Fitocosmética Capilar

2.5.1 Alopecia

3 MATERIAL E METODOS

3.1- Material Vegeta

3.1.2 Preparo dos Extratos por Maceracéo

3.1.3 Folhas Frescas — Matrizes

3.1.4 Folhas Secas— Matrizes

3.2 BrotagOes das Raizes Tuberosas de [pomoea batatas L. (Lam.)
3.3 Propagacéo Vegetativain vitro

3.3.1 Avaliagdo das culturasin vitro

3.3.2 Cultura de Segmentos Nodais

3.3.3 Aclimatizacéo

3.3.4 Cultivo em Campo

3.4 Preparo dos Extratos por Maceragcdo — Clones

3.4.1 Folhas Frescas — Clones

3.4.2 Folhas Secas— Clones

3.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV)

3.6 Avaliacéo da Atividade Antioxidante

3.7 Avaliacéo da Toxicidade

3.7.1 Preparo dos Extratos — Toxicidade

3.7.2 Cultivo das Células RAW 264.7

3.7.3 Teste de Citotoxicidade dos Extratos em Células da Linhagem Raw 264.7
3.8 Estudo do Efeito do Shampoo de Ipomoea batatas em Voluntérios Humanos

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento das extragOes

4.1.1 Matrizes

4.1.2 Clones

4.2 Brotacdes das raizes tuberosas

4.3 Propagacéo Vegetativain vitro

4.3.1 Cultura de Segmentos Nodais

4.3.2 Crescimento das Cultivares Rosinha de Verdan e Cenoura (IAPAR 69)

01

03
03

07
07
09
09
10
11
12
16
18
19
21
22

23
23
24
24
26
28
29
30
30

30
30
31
31
31
32
33

33
33
34

34

35
35
35
36
37
38
38
38



4.3.3 Aclimatizacdo

4.3.4 Cultivo em Campo

4.4 Perfil Cromatogréafico dos Extratos

4.4.1 Perfil Cromatografico dos Extratos das Matrizes

4.5 Atividade Antioxidante

4.5.1 Atividade Antioxidante das Matrizes das Diferentes V ariedades Estudadas
4.5.1.2 Atividade Antioxidante dos Clones das Diferentes V ariedades Estudadas
4.5.2 Citotoxicidade em Cultura Celular

4.5.2.1 Citotoxicidade em Cultura Celular dos Extratos das Matrizes de I. batatas
4.5.2.2 Citotoxicidade em Cultura Celular dos Extratos dos Clones de . batatas
4.5.3 Efeito do Shampoo contendo extrato de I. batatas em voluntérios humanos

5 CONCLUSOES
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

40
40
42
42

56
57
58
59
60

62

63

74



1 INTRODUCAO

Ipomoea batatas (L.) Lamarck, conhecida popularmente como batata-doce, pertence a
familia Convolvulaceae. A familia Convolvulaceae abrange cerca de 50 géneros e tem
descritas mais de 1.200 espécies. O género Ipomoea € 0 mais importante em expressao
econdmica e compreende aproximadamente 700 espécies, a qual pertence Ilpomoea batatas
(MEIRA et al., 2008).

Acredita-se que esta espécie sgja origindria das Américas Central e do Sul, podendo
ser encontrada desde a Peninsula de Y ucatam, no México, até a Coldmbia. A sua utilizacdo
remonta ha mais de dez mil anos, segundo andlises de batatas secas encontradas em cavernas
localizadas no vale de Chilca Canyon, no Peru e escritos arqueol 6gicos encontrados em regiéo
ocupada pelos Maias, na América Centra (EMBRAPA, 2004). Entretanto, de acordo com
alguns autores, existe controvérsia sobre a origem da batata-doce. Segundo Barrera (1986),
esta foi domesticada pelos indigenas da América do Sul (incas, maias e astecas), pois quando
0S europeus entraram em contato com os indigenas latino-americanos estes ja plantavam e se
alimentavam de batatadoce. Mas segundo o autor, também ha indicios que a origem sgja
africana e que a batata-doce fora trazida para as terras americanas, antes da chegada dos
europeus. Segundo o mesmo autor, outra possivel origem da batata-doce € a Asia, onde
provavelmente foi domesticada e de onde teria al cancado a Africa e depois as Américas.

De cultura rastica e, facil, a batata-doce apresenta toleréncia a seca, possui ampla
adaptacéo, baixo custo de producdo, raiz tuberosa que pode se classificada segundo o
tamanho, cor interna, dogura, precocidade, cor das folhas e flores. (OLIVEIRA et al., 2006).

A batata doce esta entre as culturas de maior importancia do mundo. Ela ocupa o
quinto lugar em producéo anual (mais de 133 milhGes de toneladas), sendo superada pelo
arroz, trigo, milho e mandioca (BRASIL, 2009).

Os produtos olericolas possuem cadeia de comercializacdo diferente, com varios
componentes do mercado interno envolvidos, tais como: produtores, intermediarios,
atacadistas, CEASAs (Centrais de Abastecimentos), feirantes e vargjistas (supermercados,
guitandas, varej0es e outros). Existem diversas formas de comercializago interna, entre as
guais: a venda direta do produtor ao consumidor, sem nenhum intermediario; do produtor ao
vargiista; do produtor ao atacadista de destino, com instalacBes préximas do centro de
abastecimento e do produtor ao atacadista de origem, localizado junto a zona de producéo. O
produtor pode escolher uma destas aternativas que melhor se adapte as suas condicbes
(FAGUNDES; YAMANISHI, 2001).

As familias rurais da Regi&o Nordeste do Pais e outras regides, cultivam a batata doce
de maneira empirica. Cultivada em conjunto com diversas outras culturas, visa a alimentacéo
das familias, principamente na primeira refeicdo didria, sendo utilizada na forma de raizes
cozidas, assadas ou fritas (SILVA et al., 2004).

Segundo Niederwieser (2004), ela pode ser usada como forrageira na alimentacdo
animal, na alimentacdo humana e como matéria prima na indUstria para a producdo de sucos,
pées, doces e outros derivados.

A literatura etnofarmacol 6gica relata 0 uso do cha das folhas e ramos jovens da batata-
doce para aumentar a lactagdo (LORENZI & MATOS, 2002), no tratamento de afeccles da
pele, feridas, furlnculos, abscessos dentarios, gengiva inflamada (VENDRUSCULO &
MENTZ, 2006), edemas da face (ITF, 2008) e dor de dente (BORBA & MARCEDO, 2006).
As folhas de batata doce séo largamente utilizadas pela comunidade de Nova Iguacu — RJ e
Itaborai — RJ, em forma de xampu contra queda de cabelo. Em consulta aos bancos de dados
cientificos, constatou-se ndo existir nenhum estudo que comprove o uso desta espécie para
finalidade cosmética capilar.



Varios trabalhos de etnoboténica com plantas medicinais realizados em diversos
estados do Brasil, dentre as plantas repertoriadas pelos entrevistados, citam a utilizacdo das
folhas de batata-doce para o trato de afeccdes bucais (PILLA et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2010).

Tendo em vista o potencia de Ipomoea batatas como fitocosmético, este estudo tem
como objetivo geral:

v’ Estudar as técnicas para propagacao in vitro da espécie Ipomoea batatas;
v Avdliar seu perfil quimico por cromatografia de alta eficiéncia;

v Atividade antioxidante;

v' Toxicidades de suas folhas.

Objetivos especificos:

Estudar e comparar as técnicas de propagacdo vegetativa in vitro de trés cultivares de

Ipomoea batatas L. de potencial interesse para desenvolvimento de produtos

cosméticos. CAPIVARA, ROSINHA DE VERDAN e CENOURA (IAPAR 69).

v Avaliar o perfil quimico de diferentes extratos obtidos a partir dastrés cultivares de
Ipomoea batatas, comparando, além dos diferentes extratos, plantas propagadas com
as plantas doadoras de explante.

v Analisar atividade antioxidante e a toxicidade dos extratos de Ipomoea batatas.

v Avadliar o efeito dos extratos em diferentes estagios de calvicie em individuos adultos
de ambos os sexos

<



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia da batata-doce
Familia Convolvulaceae Juss.

Trepadeiras vollvels, ervas, subarbustos, arvoretas ou &rvores, raro aclorofiladas e
parasites. As vezes latescentes, glabras ou com indumento varidvel, tricoma simples,
estrelados ou glandulosos. Feixes vasculares na maioria dos representantes, com organizacéo
bicolateral, isto €, floema para dentro e para fora do xilema. Folhas alternas, pecioladas ou
sesseis, simples ou compostas, sem estipulas ou com pseudoestipulas (ramos atrofiados de
entrendés muito curtos), com laminas de formas e tamanhos muito variaveis, pama ou
pinatinérveas. Inflorescéncias geralmente cimosas e axilares, raramente racemosas ou
terminais. Flores pentémeras, bissexuais ou unissexuais, actinomorfas ou zigomorfas. Calice
constituido por sépalas livres ou soldadas apenas na base, iguais ou desiguais entre si. Corola
gamopétala, formando limbo inteiro, lobulado ou partido, tubulosa. Androceu isostémone,
estames aternipétalos, epipétalos, anteras oblongas, com a base sagitada ou auriculada
Gineceu com ovario supero, globoso a ovoide, 2-3 carpelos unidos, 1-4 léculos, estigma
globoso, oblongo. Fruto cdpsula de deiscéncia valvar, transversal ou irregular. Sementes em
igual nimero de rudimentos seminais ou menos por aborto, glabras ou pubescentes, s vezes
com longos tricomas no épice e nas laterais (FERREIRA, 2009).

Etimologia: convolvo: torcer, em referéncia a0 hébito da maioria dos representantes
(BARROSO, 1991).

As raizes desta cultura sdo de dois tipos: de reserva ou tuberosa, parte de principal
interesse comercial, e a raiz responsavel pela absorcéo de agua e extragcao de nutrientes do
solo. A formagdo das raizes tuberosas (Figura 1) ocorre desde o inicio do desenvolvimento da
planta, sendo facilmente identificadas pela maior espessura, pela pouca presenca de raizes
secundarias e por se originarem dos “nés’, sdo envoltas com pelicula externa de coloracéo
variada e com formatos distintos variando com o tipo de solo, podendo se obter formas
alongadas e até mesmo formas arredondadas. A coloragdo da polpa pode variar entre as cores
branca, amarela, avermelhada e até roxa. As raizes absorventes (Figura 2) se formam a partir
do meristema cambial, tanto nos “nos’, quanto nos entrends. Sdo abundantes e altamente
ramificadas o que favorece a absor¢éo de nutrientes. A maioria das raizes se desenvolve nos
primeiros 10 cm de profundidade do solo, no entanto, araiz pivotante pode atingir até 1,30 m
(MIRANDA, 1987).



Figura 1: Raiz tuberosa com emisséo de brotagGes a partir da extremidade.
Fonte: aprendadetudo.com.br

Figura 2: Abundancia de raizes absorventes de batata-doce.
Fonte: EMBRAPA,2008.

Trés fases fisiologicas sdo identificadas durante o crescimento da planta: a primeira
predominao desenvolvimento da parte aérea, nesta fase sdo formadas as raizes absorventes e
as aptas a tuberizacdo; na segunda, crescimento radical (tuberizacéo) e vegetativo, e na
terceira prevalece a tuberizagdo. A determinagdo do crescimento da planta ocorre a partir de
caracteres fisiol6gicos como massa seca das plantas (raizes, caules, folhas) e areafoliar. Esta
cultura possui hébito de crescimento indeterminado, ciclo perene e tuberizacdo continua,
ocorrendo a morte da planta somente através de fatores climéticos muitos severos, como
geada e seca muito prolongada (QUEIROGA et al., 2007).



2.2 Cultura da batata-doce

O maior produtor mundial de batatadoce é a China, com uma producdo total de
100.222.120 toneladas, com mais de 4,7 milhdes de hectares cultivados e com produtividade
média de 21,3 t/ha! de raizes. As éreas de producio estdio localizadas principamente nas
provincias de Sichuan (16% da producéo total em 2003), Shandong (13%), Chong Quing
(8%), Guangdong (7%), Anhui (7%), Henan (6%), Fujian (6%) e Hubei (4%), (Tabela 1)
(FAO, 2009; WU et al., 2008).

Tabela 1: Area plantada, produc&o total e produtividade de batata-doce em 2006 no mundo e
nos principais produtores.

, Area Plantada Produciao Total Produtl\:ldade de
Pais h ¢ Raizes
a Kg hat
. 4.708.503 100.222.120 21,3
China
e 2.559.223 11.326.628 4.4
Africa
. . 1.021.000 3.462.000 34
Nigéria
Cuba 47.123 303.000 6,4
~ 40.800 988.900 24,2
Japao
21,0
Estados Unidos da América 35.130 737.000
8.661.288 127.228.146 14,7

Mundo

Fonte: FAO, 2009.

O Brasil em 2007 ocupava 0 15° lugar na producdo mundial de batata doce, com
aproximadamente 500.000 t a0, em uma &ea plantada de 48.000 ha, com produtividade
média de 11.219 kg ha (FAO, 2007; Massaroto et al., 2010). E a quarta hortalica mais
consumida. E tipicamente tropical, ristica, de constituicdo herbacea, rastejante, verde ou
arroxeada, de facil manutencdo, boa resisténcia contra seca e ampla adaptacéo. Os custos de
producdes sdo relativamente baixos, 0s investimentos s8o0 minimos e o retorno bem elevado se
comparado a outras espécies (Melo et al., 2009). A batata-doce € uma das plantas alimentares
mais antiga do Brasil (Roesler et al. 2008). Sua presenca € maior nas regides Sul e Nordeste,
notadamente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, Pernambuco e
Paraiba. Cultivada em 111 paises, aproximadamente 90% na Asia, 5% na Africa e 5% no
restante do mundo. Apenas 2% da producéo estdo em paises industrializados como os Estados
Unidos e Japao (BORBA, 2005).

A regido Sul é a principa produtora de batata-doce, responsavel por 50,44% da
producdo, seguida pelo Nordeste, com 33,60% e pela Regido Sudeste, com 15,16%. No Rio
Grande do Sul, em 2006 a producdo de batata-doce foi de 155.377 toneladas (Tabela 2). Os
municipios do RS com maior producdo de batatadoce sdo Mariana Pimentel (6.915
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toneladas), S&o Lourengo do Sul (4.800 toneladas), Vale do Sol (4.373 toneladas) e Cangucu
(4.000 toneladas), (EMBRAPA, 2008).

Tabela 2: Producéo agricola de alguns Estados brasileiros em relacdo a cultura da batata-doce

Quantidade Valor da Area Area Rendimento

Estado produzida producio plantada colhida médio
(tonelada) (reais) ( hectare) (hectare) (Kg/ hectare)

~ 44,372 16.663,00 3.144 3.144 14.113

Sao Paulo
Rio Grande do Sul 155.327 94.316,00 12.894 12.894 12.046
. 44,931 15.006,00 2.877 2.877 15.617
Santa Catarina
49.755 22.597,00 2.997 2.997 16.601

Parana

Fonte: EMBRAPA, 2008.

A cultura da batata-doce possui ampla adaptacdo a distintas condicbes ambientas,
resisténcia a pragas e grande nimero de formas de aproveitamento. Estes fatores contribuem
para a sua aclimatizacdo em diversas partes do mundo (ROESLER et al., 2008).

O cultivo desta hortalica possui grande importancia social na regido do Nordeste, por
auxiliar na geracdo de emprego e renda, e por ser fonte de alimento energético. Em 2006, no
Estado da Paraiba foram utilizados 6.641 hedtares com a cultura da batata-doce, que
produziram 59.971 tonel adas/ano e rendimento médio 9.030 kg ha’, o que corresponde a 33%
da &rea plantada no Nordeste (IBGE, 2009). A batata-doce € mais cultivada e difundida nas
regides proximas aos grandes centros consumidores, especialmente no litoral paraibano. Esse
estado € considerado o maior produtor nordestino e o quarto produtor brasileiro (SOARES et
al., 2002).

Esta hortalica representa uma parte significativa do volume total e valor econémico da
horticultura produzida em todo o0 mundo, sendo considerada a sétima cultura alimenticia mais
importante, devido a sua versatilidade e adaptabilidade (DINI ez al., 2009).

A batata-doce apresenta boa perspectiva de abrangéncia de mercado, mas devido a
falta de investimento em desenvolvimento e tecnologia por se tratar de uma cultura de
subsisténcia, tendo a sua maior parcela de producdo em nivel nacional, proveniente da
agricultura familiar. Fica evidenciada a caréncia de orientacéo profissional do conhecimento
técnico-cientifico até o agricultor e com isto uma baixa lucratividade do produto. A
comercializacdo sofre restricbes por parte do mercado, tanto por parte dos atacadistas, com
reducdo de precgos, quanto por parte dos consumidores ao refugar parte do produto exposto a
venda, por apresentar um produto de baixa qualidade (MONTES et al., 2006).

N&o existe uma norma oficial de padronizagdo da comercializacdo da batata-doce no
Brasil. Entretanto, nos principais mercados brasileiros (Rio de janeiro e Sdo Paulo) ha normas
ndo oficiais de padronizacdo de tamanho, onde extra A esta entre 301 a 400 g, extra B entre
201 a 300 g, especia entre 151 a 200 g e diversos entre 80 a 150 g ou maiores que 400 g
(SILVA et al., 2002).



2.2.1 Sistema de producio de batata-doce pela Embrapa

Preparo do Solo

E recomendavel que, apds a escolha do local de plantio, sgja realizada uma andlise do
solo em laboratério especializado, adotando medidas de conservacéo do solo, relacionadas a
declividade do terreno e indice pluviométrico. Em terrenos que necessitem correcdo, a
calagem deve ser redizada cerca de 90 dias antes do plantio, apés a lavragdo e antes da
gradagem. A adubacdo deve ser feita 50-60 dias apds a calagem.

Espacamento e Plantio

Os espacamentos mais utilizados para producéo de raizes séo de 0,80 a1,00 m entre as
leiras e 0,25 a 0,50 m entre as plantas. Cultivares que produzam raizes grandes devem ser
plantadas com espacamento menores.

Irrigacao

Em épocas secas, as irrigagdes devem ser feitas duas vezes por semana até os 20 dias e
uma vez por semana, dos 20 aos 40 dias. A partir desse periodo pode ser realizada uma
irrigacéo em intervalos de 15 dias. O excesso de &gua provoca desenvolvimento da parte aérea
e diminuicéo da producéo de batatas.

Como a batata-doce se constitui em uma raiz, ndo ocorre maturagaéo, 0 que ndo resulta
em modificacfes drasticas na parte aérea das plantas. A colheita é realizada quando as raizes
estdo no tamanho desegjado, normal mente entre 110 e 160 dias apds o plantio, entre os meses
de fevereiro a marco, podendo ser mecanizada ou manual. Logo ap6s a colheita, as raizes
devem ser selecionadas e classificadas. Chama-se selecéo e classificagdo o ato de separar as
raizes segundo a sua forma, aspecto e dimensdo. Este processo pode-se iniciar na colheita,
guando devem ser separadas ou descartadas as raizes esverdeadas, manchadas, muito
peguenas, na chamada colheita seletiva. Entretanto, € no galpdo de classificacdo € que esta
operacao deve ser realizada.

2.2.2 Batata-doce na alimentacao

As raizes tuberosas podem ser utilizadas na alimentagdo humana na forma in natura,
cozidas, fritas e assadas, assim como para producdo de doces, biscoitos e bolos, podendo
ainda ser industrializadas para producdo de farinhas, féculas, acucares e xaropes. As folhas e
0s peciolos frescos também sdo consumidos como qualquer outra hortalica em saladas ou
cozidos, devido ao elevado teor de proteinas (23 a 25% em massa sca) (ISHIDA et al., 2000;
TAMIR, 2010).

A ingestdo dessa planta é capaz de fornecer grande parte dos nutrientes necessarios a
alimentagdo humana, uma vez que suas raizes sdo consideradas 6tima fonte de carboidratos
(amido principamente), com teores de 13,4 a 29,2%, acUcares redutores de 4,8 a 7,8
fornecidos a cada 100 gramas, 110 a 125 calorias. Contém ainda boa quantidade de vitamina
A (na forma de B-caroteno), aém de vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e &cido
nicotinico), vitamina C, manganés, fibras alimentares, potassio, ferro e agua (59,1 a 77,7%).
Apresenta baixos teores de proteinas (2,0 a 2,9%) e de gorduras (0,3 a 0,8%). Enquanto suas
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partes aéreas (folhas e caules) sdo ricas em vitamina B, B-carotenos, ferro, calcio, zinco e ata
porcentagem de proteina bruta e digestibilidade, possuindo componentes nutritivos adicionais
em concentracfes mais elevadas que muitos outros vegetais comerciais (Tabela 3) (DINI et
al., 2009; ISLAM, 2006; ANTIA et al., 2006; AHMED, 2006; SOUZA, 2000; RIBEIRO et
al., 2009).

Tabela 3: Composic¢éo nutricional de 100g de raiz de batata-doce crua (102 kcal)

Componentes Quantidade
Agua 75,89
Fibras digeriveis 119
Potassio 295 mg
Sodio 43 mg
Magnésio 10 mg
Zinco 0,35mg
Cobre 0,28 mg
Vitamina A — Retinol 0,2mg
Vitamina B — Tiamina 300 mg
Vitamina B2 — Riboflavina 96 mg
Vitamina C — Acido ascérbico 55 mg
Vitamina BS - Niacina 30 mg

Fonte: Luengo et al., 2000.

Esta hortalica € um importante complemento alimentar para familias de baixa renda,
por apresentar em sua composi¢cao suplemento de vitaminas, principalmente as do grupo A e
B. Algumas variedades (como a IAPAR 69) sdo mais ricas em carotenodides, comparando-se
as melhores cenouras e sdo transformadas no organismo humano em vitamina A, que € a
vitaminade maior carénciano Brasil (IAPAR, 1993; FONSECA et al., 2008).

Devido a0 seu ato teor nutritivo de sua composicdo e potencialidade agricola, a
batata-doce poderia ser utilizada como matéria-prima para diversos produtos alimenticios. No
entanto, no Brasil, a cultura da batata-doce € restrita ao consumo direto. O seu produto mais
conhecido é o doce em pasta “marrom glacé’, porém sua industrializacdo € incipiente
(FIGUEIRA, 2000).

Ainda de acordo com Silva et al., (2004), a principa utilizacdo da batata-doce € a
fabricacdo de doce em pasta ou cristalizado, na industria de aimentos. Estes s&o
confeccionados basicamente com polpa de batata-doce, aclcar e geleificante. Entretanto a
industria de doces ndo é uma grande consumidora da matéria prima, pois com um quilograma
de polpa séo produzidos dois quilogramas de doce. Desta forma, a producéo de um hectare da
cultura pode ser transformada em cerca de quarenta tonel adas de doce.



A batata-doce constitui um alimento altamente energético, sendo o amido considerado
seu principal componente, seguido dos agucares mais simples, sacarose, glicose, frutose,
maltose. O amido é utilizado na industria de alimentos para melhorar as propriedades
funcionais, sendo empregado em sopas, molhos de carne, como formador de gel em baas e
pudins, estabilizante em molhos de salada, na elaboracdo de compostos farmacéuticos, na
producdo de resinas naturais e na elaboracdo de materiais termoplasticos biodegradaveis
(CEREDA et al., 2001).

Segundo Monteiro et al., (2007) e Ramos (2004), as ramas batata-doce podem ser
utilizadas na alimentag@o animal na forma de forragem verde ou de silagem. As ramas séo
ricas em proteinas enquanto as raizes tuberosas possuem baixa quantidade, podem-se
combinar as duas partes da planta, obtendo uma mistura equilibrada. As raizes apresentam por
seu valor nutritivo utilizac8o na ragdo de bovinos, suinos, aves e outros animais domésticos,
cruas, cozidas ou desidratadas na forma de raspa.

Trabalho realizado em Mariana Pimentel — RS, com residuo de batata-doce descartado
ou na forma de aproveitamento total das raizes, apresentou excelente resultado para a
composi¢cdo de racdes nutricialmente adequadas para aves de corte (conhecidas comumente
no Brasil como aves coloniais). Estas ragoes contribuem para um aumento significativo da
parcela da agriculturafamiliar no Brasil (ZABALETA et al., 2009).

2.2.3 Producao de farinha de batata-doce

De acordo com o Sistema Brasileiro de Respostas Técnica— SBRT (2006), a obtencdo
das farinhas de batatadoce pode ser através de secagem natura ou artificial, através das
cultivares existente. Podem ser utilizadas em panificagcdo, produtos dietéticos e alimentos
infantis por serem rica fonte de amido e sais minerais. Para a obtencdo de um produto de boa
gualidade vérios fatores sdo essenciais, tais como: matéria-prima de boa qualidade, controle
no método de secagem, técnicas de procedimentos e forma de armazenamento.

A farinha de batata-doce, em base natural, apresenta 3,87% de proteina bruta, 62,90%
de amido, 3% de matéria mineral, 3875 kcal/kg de energia bruta, 2706 kcal/kg de energia
metabolizével paraaves e 8,80 de fibra (ROSTAGNO, 2005).

A Embrapa Hortalicas e Embrapa Agroindistria de Alimentos através de projeto
piloto nas escolas utilizam a farinha de batata-doce na producdo de bolos, pées e biscoitos
como fonte de vitamina A. Apesar da importancia socioecondmica e nutricional, a utilizacdo
da farinha de batatadoce ainda é de forma diminuta, pouco divulgada e muito pouco
conhecida. O produto € destinado as pequenas industrias artesanais (EMBRAPA, 2007).

2.2.4 Cultura de tecidos em batata-doce

O cultivo de plantas in vitro ou cultura de tecidos vegetais diz respeito ao cultivo em
um ambiente artificial sob condigdes assépticas e controladas, de células vegetais isoladas, ou
de tecidos ou 6rgaos que podem dar origem a plantas inteiras, diretamente do explante ou
indiretamente através de calos. Esta técnica estd baseada no fato de que qualquer célula
vegetal contém toda a informacao necessaria para regenerar uma planta completa através de
processos de diferenciacéo (LAKSHMANAN et al., 2005; TORRES et al., 1998).

O principio da cultura em tecidos se baseia na teoria da totipoténcia onde os seres
vivos tém a capacidade de regenerar organismos inteiros, idénticos a matriz doadora, a partir
de células Unicas. Esta teoria foi formulada por Schleiden & Schwann, em 1838, e constitui
um dos primeiros fundamentos da culturain vitro (ROSA, 2009).



A cultura de tecidos vegetais tem atraido a atencdo dos pesquisadores desde o inicio
do século XX. Gottlieb Haberlandt, em 1902, foi o primeiro a cultivar células de tecidos
somaticos de varias espécies de plantas em solucéo nutritiva. Atualmente a biotecnologia, que
compreende vérios métodos de propagacdo vegetal em laboratorio, vem sendo amplamente
utilizada como ferramenta para o estudo do metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e
reproducéo de plantas com propriedades desejaves, tais como resisténcia a pragas e acumulo
de substancias ativas de interesse comercial (ANDRADE, 2002; COSTA, 2006).

Como mencionado anteriormente, a batata-doce € uma hortalica de fécil cultivo,
rustica e pouco exigente. Por esta razéo, séo raros 0s investimentos em tecnologia para o seu
cultivo. Conseglientemente, no processo de propagacdo vegetativa (ramos ou hastes) pode
ocorrer 0 acumulo de doengas no material de propagacdo. Esta cultura pode apresentar
diversos problemas fitossanitarios, podendo destacar os de etiologia viral. Os virus
comumente encontrados na cultura da batata-doce sdo: SPFMV - (Sweet potato feathery mottle
virus), mais descrito na literatura em todo o mundo, SPMMV- (Sweet potato mild mottle
virus), mosqueado leve, SPCFV (Sweet potato chlorotic fleck virus), manchas cloréticas e
SPLV (Sweet potato latent virus), virus latente. As viroses causam danos significativos na
cultura da batata-doce, como reducdo no rendimento, queda na producéo e perda da qualidade
do produto (KROTH et al., 2004; OLIVEIRA et al ., 2008; CASSANA, 2007).

Esses danos podem ser contornados utilizando-se, no plantio, material de propagacéo
livre de virus. Ta conduta resulta em ganhos reais significativos na producdo, além da
producdo de mudas com alta qualidadefitossanitaria (MAGALHAES et al., 2006).

2.2.5 Producao de etanol de batata-doce

Atualmente a sociedade busca aternativas vidveis para a diminuicdo de impactos
ambientais, como a polui¢cdo da atmosfera. O etanol é 0 mais adequado substituto para os
combustiveis derivados do petrdleo, sendo diversas fontes para sua obtencdo. Qualquer
matéria prima que possua um ato contelido de aglcar, ou de ingredientes que se convertam
em agucares como o amido ou celulose, pode ser utilizada para producéo de etanol. Entre as
fontes amilaceas destaca-se a batata-doce (Ilpomoea batatas L.). A Universidade Federa do
Tocantins vem redlizando diversos trabalhos para a producéo de etanol de batata-doce
(Figura 3), com uma produtividade variando de 120 a 199 litros de etanol por tonelada de raiz
(SILVEIRA, 2008 & PAVLAK, 2010).

A batata-doce € atualmente foco das cadeias de agroenergia (producdo de & cool
combustivel), além de ser uma cultura promissora para o abastecimento mundial de distintas
formas (Silva, 2010). Além do foco ambiental, o etanol ocasiona impactos econdmico-sociais
de primeira grandeza, como a melhoria da renda rural; geracéo de empregos em larga escal a;
reducdo de dependéncia externa de petrdleo e melhoria da balanga comercial. Esses impactos
S50 causados em paises como Brasil, entre outros (NEGRAO & URBAN, 2005).
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Figura 3: Mini usina produtora de etanol, a partir da batata-doce, instalada na Estacéo Experimental
da Universidade Federal do Tocantins - Tocantins, 2007. Fonte: CNI, 2008.

2.2.6 Metabdlitos secundarios presentes na batata-doce

Recentemente, os estudos fitoquimicos relacionado a batata doce tém se destacado
principalmente em trés &reas. atividade antioxidante, devido aos contelidos de [-caroteno,
antocianinas e derivados de acidos cafeoilquinicos; propriedades antidiabéticas, associadas as
flavonas e proteinas, e atividade antiviral, devido aos derivados de &cido cafeoilquinicos.
Além disso, outros metabdlitos secundarios também foram identificados, como saponinas e
esterGides (DINI et al., 2009; SILVA et al.,2007).

A composicdo quimica da raiz da batata-doce pode variar de acordo com a cultivar,
condigbes climaticas, época de colheita, tratos culturais, condicdes e duracdo de
armazenamento. Estudos comprovam que a batata-doce de polpa alaranjada apresenta maior
teor de carotendides totais em relacdo a de polpa amarela produzidas em Taiwan (LIU ez al.,
2009).

Os carotendides sdo pigmentos que conferem as cores laranja, vermelha e amarela aos
vegetais. Nas raizes de batatadoce pode-se destacar o B-caroteno, que € 0 mais potente
precursor de vitamina A. O B-caroteno ao ser ingerido pelo organismo humano se transforma
em vitamina A, importante para o desenvolvimento dos 6rgdos da visdo, formacdo da
epiderme e crescimento do corpo (MELO et al., 2010).

A batata-doce de polpa roxa acumula grande quantidade de antocianinas em suas
raizes tuberosas (Bridgers et al., 2010). As antocianinas de batata-doce roxa sdo mais estaveis
do que as do morango, repolho roxo dentre outros. Muitas pesquisas relatam que esses
flavondides poderiam seqlestrar radicais livres, atenuar disfuncdo hepdtica, aumentar a
funcdo de memdria, inibir a mutagenicidade, reduzir acUcar no sangue e abaixar a pressao
arterial elevada. Com base nestas propriedades, a batata-doce se torna uma aternativa viavel
como fonte de antioxidante. (SUDA et al., 2002; KANO et al., 2005; SAIGUSA et al., 2005;
HAN et al., 2007; CHO et al., 2003; WU et al., 2008; YOSHIMOTO et al., 1999; MATSUI
et al., 2002; MATSUI et al., 2004; RUMBAOA et al., 2009; TRUONG et al., 2010).

Varios trabalhos relatam a presenca de substancias bioativas encontradas nas folhas e
raizes de batata-doce, como acido caféico, &cido 5-cafeoilquinico, &cido clorogénico e outras
subclasses de flavonoides. (ISLAM et al., 2002; KONCZAK et al., 2004; TAMAKI et al.,
2007; TEOW et al., 2007, ZHENG & CLIFFORD, 2008; XU et al., 2010).

Silva (2009), realizou um estudo sobre a composi¢ao quimica das folhas de Ipomoea
batatas na busca de seus metabdlitos secundarios responsaveis pela atividade nociva
comprovada em formigas cortadeiras. Este estudo quimico levou, até o momento, ao
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isolamento e identificacdo estrutural de um flavonoide (1), uma flavanona (1), do esterGide
sitosterol (I111) edo triterpeno lupeol (1V), (Figura 4).

EH

Figura 4: Compostos quimicos das folhas de Ipomoea batatas Fonte: SILVA, 2009

Segundo Wang et al., (2010), foram identificados 34 Oleos essenciais nas folhas de
batata-doce de duas cultivares produzidas na China (Shuiguo e Xiangshu-17). Os constituintes
principais da Shuiguo foram o germacreno D (21,83%), germacreno B (15,17%), cariofileno
(12,44%) e &cido N-hexadecandico (11,24%). Cariofileno (28,73%), ¢ muurolene (13,07%) e
B-cariofileno epodxido (9,04%) foram os principais componentes de Xiangshu-17.

2.3 Compostos Fenolicos

S80 compostos que apresentam uma grande diversidade de estruturas, contando com
pelo menos um anel aromatico no qual, a menos um hidrogénio é substituido por um
grupamento hidroxila. Sua estrutura quimica pode ter forma simples ou de polimeros. Em
alimentos de origem vegetal podem apresentar-se na forma livre ou conjugados a agucares e
proteinas e s&o um grupo muito diversificado de fitoquimicos derivados de fenilalanina e
tirosina (CARVALHO et al., 2007).

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos € devido a grande variedade de
combinagdes que ocorre na natureza e 0s compostos resultantes sdo chamados de polifendis.
Os polifendis sdo divididos em vérias classes (Figura 5), ou sgja, acidos fendlicos (acido
hidroxibenzdico e acidos hidroxicindmicos), flavonoides (flavondis, flavonas, flavanonas,
isoflavonas, proantocianidinas), estilbenos, lignanas entre outros, que sdo distribuidos em
plantas e alimentos de origem vegetal (GHARRAS, 2009; MUDNIC et al., 2010).
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Figura 5: Compostos fendlicos e estruturas representativas pertencentes aos &cidos benzdico, acido
hidroxicinamicos, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonoides, flavondis, antocianinas e taninos.
Somente os esquel etos de base, dos quais derivam os compostos fendlicos de origem vegetal .

Fonte: Hurtado-Fernéndez et al., 2010.

Os compostos fendlicos de origem vegetal sdo provenientes do metabolismo
secund&rio das plantas, sendo essenciais para seu crescimento e reproducdo, aém de
exercerem variadas fungdes como protecdo contra agentes patogénicos, radicais livres, raios
UV, atracdo para agentes polinizadores, pigmentagdo dentre outras. Em alimentos, séo
responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (NACZK & SHAHIDI,
2004).

O interesse por esses compostos naturais vem aumentando principal mente nas Ultimas
décadas, devido a varios estudos associarem compostos fendlicos com acles benéficas a
salide humana. Substéncias fendlicas presentes nos alimentos agem no balanceamento do
estresse oxidativo, portanto, possuem propriedades antimutagénicas e antibacterianas. Agem
favoravelmente em patologias como diabetes e as doencas cardiovasculares (KAUR &
KAPOOR, 2001; WEN et al., 2005; MAZZA et al., 2007, CARVALHO et al ., 2010).

Compostos fendlicos tais como resveratrol, quercetina, &cido caféico e flavonais,
podem inibir canceres de célon, esdfago, pulméo, figado, mama e pele (ANGELO & JORGE,
2007).

Os éacidos fendlicos sdo metabdlitos arométicos secundarios de plantas. Referem-se a
um grupo distinto de &cidos organicos, que se caracterizam pela presenca de um anel
benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila
na molécula, que conferem propriedades antioxidantes. Sdo divididos em trés grupos. o
primeiro é composto pelos acidos benzoicos (Figura 6), que possuem sete atomos de carbono
(Cs - C1), embora 0 esgueleto basico sgja 0 mesmo, 0s nimeros e posigdes das hidroxilas no
anel aromético favorecem a variedade desses compostos de acordo com a Tabela 4 (Figura
7) (SOARES, 2002; LIANDA, 2009).
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Figura 6: Estrutura quimicado écido benzéico Fonte: SOARES, 2002; LIANDA, 2009

Tabela 4: Estrutura dos principais &cidos hidroxibenzoicos

NOME R1 R2 R3 R4
Acido salicilico OH H H H
Acido gentisico OH H H OH
Acido p-hidroxibenzoico H H OH H
Acido protocatequinico H OH OH H
Acido vanilico H OCHs OH H
Acido gélico H OH OH OH
Acido siringico H OCH; OH OCH;

Fonte: SOARES, 2002; LIANDA, 2009



TOOH COOH ‘O0H "O0OH
i OCH; H;3C OCH;
OH OH OH

acido benzoico acido para-hidroxi-  acido vanilico acido siringico
benzodico
COOH COOH COOH
i LOH
OH H OH HO
OH OH
acido protocatecuico acido galico acido gentisico

Figura 7: Derivados de &cido benzéico de ocorréncianatural
Fonte: SOARES, 2002; LIANDA, 2009

O segundo grupo é formado pelos acidos cindmicos (Figura 8), que possuem nove
atomos de carbono (Cg— Cs), sendo sete 0s mais comumente encontrados no reino vegetal
(Tabela 5). As cumarinas sdo derivadas do acido cindmico por ciclizagdo da cadeia lateral do
&cido o-cumarico (Figura 9).

R R

R3 CH=CH—COOH

R4

Figura 8: Estrutura quimica do &cido cindmico
Fonte: SOARES, 2002; LIANDA, 2009
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Tabela 5: Estrutura dos principais hidroxicinamicos

_ NOME R1 R2 R3 R4
Acido cinamico H H H H
Acido o-cumérico OH H H H
Acido m-cumérico H OH H H
Acido p-cumérico H H OH H
Acido caféico H OH OH H
Acido fertlico H OCHs OH H
Acido sinépico H OCH; OH OCH;

Fonte: SOARES, 2002; LIANDA, 2009

O
4
O0—C
\

//CH

CH

Figura 9: Estrutura quimica da cumarina Fonte: SOARES, 2002; LIANDA, 2009

O &cido cafeico € largamente distribuido nas plantas superiores na forma de seu éster
com o &cido quinico. Este éster € conhecido como é&cido clorogénico (acido 3-o-
cafeoilquinico, atualmente conhecido como é&cido 5-cafeoilquinico). Tanto o &cido caféico
como o0 é&cido clorogénico ja foram descritos em folhas de batatadoce (DE MARIA &
MOREIRA, 2004; CARVALHO et al., 2010).

As variagles nos teores de compostos fendlicos presentes em clones de batata-doce
podem estar relacionadas a diversos fatores, principalmente, devido os clones possuirem
polpas de coloracdo diferentes (VIANA, 2009).

2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos largamente distribuidos no reino vegetal,
comumente encontrados em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na forma de
glicosideos ou agliconas. Estes compostos possuem 15 atomos de carbono representados por
uma estrutura fenilbenzopirona (CsCsCg ), composta por dois anéis arométicos, denominados
anel A e B, ligados por trés carbonos e um aomo de oxigénio formando um anel heterociclico
oxigenado (y pirano), denominado anel C (Figura 10). O grau de oxidacdo e o padréo de
substituicdo nos anéis A e B definem especificamente cada composto. Estas substituicoes
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podem incluir oxigenac&o, alquilacéo, glicosilacdo, acilacdo e sulfatacdo (BALASUNDRAM,
SUNDRAM, SAMMAN, 2006).

Figura 10: Estrutura geral de um flavonoide com os anéis A, B e C e sistema de numeragéo para
diferenciacdo das posi¢des dos carbonos Fontee. BALASUNDRAM, SUNDRAM, SAMMAN,
2006

De acordo com suas caracteristicas quimicas e biossintéticas, e em funcdo das
substituicdes que ocorrem no anel C, os flavondides sdo separados em diversas classes:
Flavantis, Flavondis, Flavonas, Antocianidinas, Isoflavonoides, Flavanonas, Auronas,
Catequinas (MARTINEZ et al., 2002; YILMAZ & STALIKAS, 2007).

Os flavonoides destacam-se por apresentarem varios efeitos bioldgicos contra vérias
doencas incluindo antibacteriano, antiinflamatério, antialérgico, hepatoprotetor,
antitrombdtico, antiviral, anticarcinogénico e vasodilatador. Muitas destas atividades podem
estar associadas a sua atividade antioxidante (WILLIAMS, SPENCER, RICE-EVANS, 2004;
SOOBRATTEE et al., 2005).

A atividade antioxidante dos flavondides é devida sua habilidade de sequiestrar radicais
livres, atuando como doadores de hidrogénio, e quelar metais, reduzindo o potencial de
doencas cronico-degenerativas (GONZALO & ALONSO, 2002).

Segundo Ratty (1998), a quercetina (Figura 11) é um flavonol que combina todas
essas caracteristicas, € um dos mais potentes antioxidantes naturais. As folhas de batata-doce
possuem grande capaci dade antioxidante e sdo ricas em polifendis (260 mg/100 g), quercetina
(90 mg/100 g ) e p-caroteno (13 mg/100 g) comprovando sua atividade antioxidante nos
alimentos (LAKOet al., 2007).

OH

OH

HO O

OH
OH O

Figura 11: Estrutura da querceting, e suas caracteristicas estruturais relacionadas a capacidade
antioxidante Fonte; RATTY, 1998
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2.3.2 Antocianinas

Pigmentos da classe dos flavonoides, responsaveis pelas cores. laranja, rosa, violeta,
vermelho e cores azul de flores e frutas. O termo antocianina derivado do grego anthos (=
flor) e kianos (= azul), foi criado em 1853 por Marquat para se referir aos pigmentos azuis
encontrados em flores. Esses pigmentos sd0 0s mais importantes das plantas vasculares e, se
encontram dispersos nos vacuolos celulares. Sdo de féacil incorporagdo em meio aquoso,
atraindo grande interesse das industrias de alimento na utilizagdo de corantes naturais solUveis
em &gua (PAZMINO-DURAN et al.,2001; MARTINEZ et al., 2002; KUSKOSKI et al.,
2004).

Antocianinas s&o compostos derivados das antocianidinas. As antocianidinas néo
possuem unidades de carboidrato na estrutura (agliconas) e a maioria possui hidroxilas nas
posicdes 3, 5 e 7, sdo polihidroxi e/ou polimetoxi derivados do 2-fenilbenzopirilium ou,
cétion flavilium (Figura 12) . Ja nas antocianinas, umaou mais destas hidroxilas estéo ligadas
a acUcares, sendo os mais comuns glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou
dissacarideos constituidos por esses agucares, aos quais podem estar ligados a éacidos
fenolicos (MALACRIDA & MOTTA, 2006; TERCI & ROSSI, 2002).

Figura 12: Estruturado cétion flavilico Fonte: MALACRIDA & MOTTA, 2006

Nos aimentos as antocianinas sdo derivadas das agliconas pertencentes aos seguintes
pigmentos basicos: malvidinag, delfinidina, petunidina, peonidina, cianidina e pelargonidina,
as quais diferem entre si quanto ao numero de hidroxilas e metoxilas presentes no anel B
(Limaet al., 2006). A presenca de grupos metoxilas e a formag&o de glicosideos conferem,
em geral, cor mais avermelhada e maior estabilidade a oxidagéo e ao calor do que o aumento
das hidroxilacdes que, por sua vez, proporcionam predominio das cores rosa e azul (BELITZ,
GROSCH, SCHIEBERLE, 2004).

A formalivre, aglicona, é rarano reino vegetal. A glicosilacgo pode ocorrer em varias
posi¢cdes, mas com maior frequéncia na posi¢céo 3 do esqueleto. O segundo agucar, quando
presente na molécula, encontra-se na posicéo 5, também podendo ocorrer glicosilacdes nas
posicbes 7, 3',4 e 5 (BROUILLARD, 1982).

Outra propriedade importante das antocianinas é suas propriedades antioxidantes
atividade, que desempenha um papel vital na prevencdo de neurona e as doencas
cardiovasculares, cancer e diabetes, entre outras (KONCZAK & ZHANG, 2004). A Figura
13 € um exemplo de estrutura de antocianina presente na maioria dos vegetais, a cianidina 3-
glicosideo.
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Figura 13: Estruturada cianidina 3-glicosideo (R,=OH, R,=H).
Fonte: MALACRIDA & MOTTA, 2006.

Diversos trabalhos comprovam a presenca de antocianinas em cultura de batata-doce
tanto no tubérculo quanto nas folhas. Essa classe de metabdlitos secundarios tem
comprovadas atividades mutagénicas e antioxidantes, assm como uso de corante em
alimentos (CHOI et al., 2011; TAKAHATA et al., 2011; ISLAM et al., 2002).

2.4 Formacao dos radicais livres (RL) X Antioxidantes

Os radicais livres (RL) sdo moléculas organicas e inorganicas, que possuem atomos
gue contém um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente (Schneider &
Oliveira, 2004). Essa configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente instavels, com
mei a-vida curtissima e quimicamente muito reativas.

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com varias
doencas, incluindo doencas degenerativas, tais como as cardiopatias, aterosclerose e
envelhecimento precoce Os danos no DNA também desempenham um papel importante nos
processos de mutagénese e carcinogénese (ALVES et al., 2010).

A oxidagdo nos sistemas bioldgicos ocorre devido a acdo dos radicais livres no
organismo. Elas podem ser geradas por fontes enddgenas, que se originam de processos
bioldgicos que ocorrem no organismo como: reducdo de flavinas e tidis;, resultado da
atividade de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases ou fontes
exbgenas como tabaco, poluicao do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiacoes
(FERNANDEZ-PANCHOL et al., 2008).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) formadas in vivo tais, como anion superoxido,
radical hidroxila e peroxido de hidrogénio, sdo altamente reativas e potenciamente
prgudiciais. Estes radicais sdo continuamente produzidos no corpo humano, pois sdo
essenciais para 0 custo energético, desintoxicagdo, sinalizacdo quimica, e funcdo imunol égica
(Ali et al., 2007; Scheneider & Oliveira, 2004). Devido ao excesso de producdo de espécies
reativas, induzida pela exposicdo a substancias oxidantes externas ou uma falha nos
mecanismos de defesa, 0 dano para as estruturas de células, DNA, lipidios e proteinas pode
aumentar o risco de doencas (Ali et al., 2007). Nos processos biol6gicos ha formacdo de uma
variedade de radicais livres destacando os radicais do oxigénio como o ion superdxido (O2) e
do nitrogénio como o éxido nitrico (NO) (VICENTINO & MENEZES, 2007).

19



Radicais livres como OH' causam quebra e modificagoes nas bases de DNA levando a
alteracOes na expressao genética, mutacao e apoptose celular, alteracdes de cadeias protéicas e
peroxidacdo lipidica. A peroxidacdo lipidica produzida nas paredes do endotélio vascular
contribui para a aterosclerose, risco de acidente vascular cerebral e infarto do miocardio
(HALLIWELL, 2009; DEGASPARI, 2004; SCHENEIDER & OLIVEIRA, 2004).

O uso de substancias antioxidantes em concentracfes ideais com relacdo aos
substratos oxidaveisinibe, ou retarda os processos oxidativos (ALl et al., 2009; VICENTINO
& MENEZES, 2007).

Estas podem ser naturais ou artificiais, 0 primeiro grupo encontra-se principa mente
em plantas e pertencem a diferentes classes quimicas tais como flavonoides, acidos fendlicos,
alcodis fendlicos, estilbenos, tocoferdis, tocotriendis, acido ascorbico e carotendides. Para o
grupo dos antioxidantes artificiais podem ser citados butil-hidroxi-tolueno (BHT) e butil-
hidroxi-anisol (BHA) (ALI et al., 2009; MARIOD et al., 2009, FANG & LIU, 2002).

Os flavonoides apresentam efeito protetor nos sistemas bioldgicos, qual é atribuido a
sua capacidade de transferéncia de elétrons dos radicais livres. Também ativam as enzimas
antioxidantes e inibem as oxidases (Heim, 2002). De acordo com Ross & Kasum (2002), a
capacidade antioxidante dos compostos fendlicos é determinada pela sua estrutura, em
especial com a facilidade com que um &omo de hidrogénio a partir de uma hidroxila do anel
aroméatico pode ser doado para um radical livre. E a capacidade de um composto aromatico
em estabilizar um elétron ndo emparelhado (Figura 14).

Figura 14: Transferéncia de um elétron ndo emparelhado para um composto aromatico
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2.5 Fitocosmética Capilar

A fitocosmética pode ser definida como o segmento da ciéncia cosmetol dgica que se
dedica ao estudo e a aplicacdo de substancias bioativas extraidas de vegetais, sgja um extrato,
0leo ou Oleo essencial, cuja acdo define a atividade do produto em proveito da higiene, da
estética, da corregdo e da manutencio do estado sadio dapele (ARAUJO et al., 2010).

Um produto fitocosmético deve passar por todas as etapas de pesquisa antes de sua
comercializacdo. Estas etapas incluem a proposi¢éo, criacéo e desenvolvimento, assim como
0s testes de estabilidade, para assegurar a atividade durante toda vida util (VILEGAS &
CARDOSO, 2007).

Em diversas preparacOes cosméticas podem ser incorporados os extratos vegetais e 0s
seus componentes ativos podem pertencer a diferentes classes quimicas. Os extratos vegetais
sdo preparacdes concentradas, de consisténcia liquida, solida ou intermediéria, obtidos a partir
de material vegetal (Archondo, 2003; Farmacopéia Brasileira, 2001), usando como solvente
etanol, 4gua ou mistura entre eles ou, ainda outro liquido extrator que seja apropriado ao uso
(SCHULZ et al., 2002).

Segundo Isaac et al., (2008), padronizacdo de um extrato € um fator de grande
importancia no desenvolvimento de um produto fitocosmético. Padronizar significa
estabelecer a relagcdo ideal entre droga vegetal x extrato e a relagdo extrato x marcador.
Diversos extratos sdo comercializados com objetivo de preparar formulacdes fitocosmeéticas
sem a0 menos apresentar a concentracdo das substancias bioativas. A uilizagcdo de extratos
padronizados pode assegurar a eficacia de um fitocosmético, garantindo seguranca e
qualidade.

Diversas afeccOes capilares sdo tratadas com medicacdes de uso tdpico na forma de
shampoo, logdes capilares ou cremes (Formariz et al., 2005). Ao se desenvolver um shampoo
para tratamento capilar, deve-se atentar para diversos fatores, dentre eles a seguranca
dermatologica. O produto ndo deve irritar a pele e os olhos. Dessa forma, as formulacbes
devem apresentar baixa irritabilidade, favorecendo o uso diario ou garantindo seguranca aos
individuos com sensibilidade dérmica e ocular (WILKINSON et al., 1982; LEONARDI,
2004; FERREIRA, 2008).

Com o crescimento da populacdo pela procura de produtos naturais, existe uma
tendéncia mundia de incorporagdo, em shampoo e demais formulagBes cosméticas, de
extratos vegetais, que devem ser padronizados, exigindo rigoroso estudo da composicdo da
planta ou das plantas que 0 comp&em originando assim os fitocosméticos (FENNER et al.,
2006).

Nos ultimos anos, tem se evidenciado 0 aumento no estudo de plantas preconizadas
pela medicina popular. Tal fato ocasionou um crescimento na procura de informactes
comprovadas cientificamente sobre a sua seguranca e eficécia terapéutica. As formulagdes de
shampoo estdo cada vez mais sendo utilizadas em combinagdes com extratos vegetais com a
finalidade de se obter formulas que possam atender as hecessidades de pessoas que procuram,
na natureza, uma alternativa menos agressiva e mais efetiva. Entre as inlmeras espécies
vegetais de interesse medicinal no trato da queda de cabelo, caspa, seborréia encontram-se o
aecrim (Rosmarinus officinalis L.), mutamba (Guazuma ulmifolia Lamarck), jaborandi
(Pilocarpus jaborandi Holmes), babosa (4loe vera L.), vetiver (Vetiveria zizanidides L.
Nash), capuchinha (Tropaeolum majus L.), guaxuma (Sida rhombifolia L.), entre outras
espécies utilizadas para o trato de diversas afecgdes capilar (FENNER et al., 2006; RITTER
et al., 2002; ALENCAR et al., 2005; EMBRAPA, 2007).
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2.5.1 Alopecia

A adopecia, conhecida popularmente por calvicie, pode ser entendida como um
conjunto de desordens que gera falta de cabelos ou pélos em locais proprios do corpo
humanos. Sdo inimeros fatores desencadeantes da alopecia desde disturbios hormonais,
nutricionais, estresse emocionais, drogas quimioterapicas, fatores genéticos, contaminacdo
microbiana capilar ou mesmo pelo uso excessivo de produtos quimicos (YAZIGI et al., 2009;
SILVESTRE et d., 2009; SILVA & MULLER, 2007).

Existem diversos tipos de alopecia, cada qual com seu tratamento especifico, mediante
a causa que a motivou (por ex.: androgénica, traumética, por agdo de produtos quimicos)
(SOUZA, 2004; RIVITTI, 2005).

A queda normal de cabelos é diretamente proporcional ao numero de fios, pode variar
de pessoa para pessoa. A perda diaria, superior a 100 fios, com queda generalizada e
constante, durante a lavagem ou escovacdo € um indicio importante de alopecia. Se a queda
ndo se repetir freqientemente, havera um crescimento espontaneo em poucos meses (KEDE
& SABATOVICH, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 - Material Vegetal

O material vegetal empregado como fonte de explantes foi obtido de espécimes
de batata-doce (Ilpomoea batatas (L.) Lamark.), cedidas pelo Sistema Integrado de Pesquisa
em Producdo Agroecoldgica (SIPA), conhecido como Fazendinha Agroecolégica Km 47
SeropédicaRj. O SIPA foi implantado em 1993, através de parceria entre a Embrapa
(Embrapa Agrobiologia/Solos), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e Pesagro Rio
(Estacéo Experimental de Seropédica) (Figura 15).

G amgle

Figura 15: Vista aérea da Fazendinha Agrobiol 6gicaKm 47 — Seropédica— RJ
Fonte: www.google.images.com.br

Para a realizagdo deste estudo foram coletadas em janeiro de 2009 as cultivares
CAPIVARA, ROSINHA DE VERDAN E CENOURA (IAPAR 69), cultivar cedida pelo
Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) para Fazendinha Agroecol6gica (Figura 16), cujas
exsicatas foram depositadas no Herbédrio do Departamento de Botanica, no Instituto de
Biologia (RFA), na UFRJ, sob os registros Capivara (n°36555), Rosinha de Verdan (n°36554)
e Cenoura (n°36553).
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CENOURA ROSINHA DE VERDAN

CAPIVARA

Figura 16: Variedades de Ipomoea batatas L. (Lam.) coletadas na Fazendinha Agrobiol gica
- Seropédica Fonte: Luciana Oliveira, 2009

3.1.2 Preparo dos Extratos por Maceracio
3.1.3 Folhas Frescas — Matrizes

Para cada cultivar foram preparados 4 extratos, extrato alcodlico folhas frescas e secas
e extrato hidroalcodlico (70% etanol v/v) folhas frescas e secas, totalizando 12 extratos. As
folhas frescas das cultivares foram fragmentadas manualmente (Figura 17 A) e pesados 50 g
de cada cultivar. Os extratos foram preparados em uma concentracéo de 20 % p/v (20 g de
folhas para 100 ml de etanol/etanol e agua), obtendo um volume total para cada extrato de 250
ml. Os extratos ficaram em maceracdo por 20 dias sem incidéncia de luz. Optou-se por
realizar extratos macerados alcodlicos e hidroalcodlicos de forma a mimetizar o uso popular
(EMBRAPA, 2007; RIGOTTI, 2010; MATOS, 2002).

Os extratos foram filtrados em papel de filtro qualitativo (Qualy - 14 um), obtendo-se
um liquido verde escuro (Figura 17 B e C). Os extratos foram denominados IB Rosinha FF
ALC (IB Rosinha Folha Fresca Alcodlico), IB Rosinha FF HID (IB Rosinha Folha Fresca

Hidroalcodlico), IB Rosinha FS ALC (IB Rosinha Folha Seca Alcodlico), IB Rosinha FS HID
(IB Rosinha Folha Seca Alcodlico), IB Cenoura FF ALC (IB Cenoura Folha Fresca
Alcodlico), IB Cenoura FF HID (IB Cenoura Folha Fresca Hidroalcodlico), IB Cenoura FS
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ALC (IB Cenoura Folha Seca Alcodlico), IB Cenoura FS HIDRO (IB Cenoura Folha Seca
Hidroalcodlico), IB Capivara FF ALC (IB Capivara Folha Fresca Alcodlico), IB Capivara FF
HID (IB Capivara Folha Fresca Hidroalcodlico), 1B Capivara FS ALC (IB Capivara Folha
Seca Alcodlico) e IB Capivara FS HID (IB Capivara Folha Seca Hidroalcodlico). Uma vez
filtrados, foram reduzidos a secura total por evaporacdo em banho-maria, e retirada de cada
extrato uma aiquota de 10% do volume total para posterior liofilizacgo (Figura 17 D).

Figura 17: A. Fragmentacdo manua das folhas. B. Filtragem dos extratos. C. Extratos
obtidos de cor verde escuro. D. Extratos em evaporagdo em banho-maria para reducdo de
volume.

Fonte: Luciana Oliveira, 2009

Apés liofilizagdo, foi retirada uma pequena aliquota de cada material para a realizacdo
das andlises da capacidade antioxidante, da toxicidade e do perfil fendlico por cromatografia
liquida de dta eficiéncia (CLAE). Os Esquemas 1 e 2 mostram 0 processo de maceracdo
realizado desde o material vegetal fresco até as respectivas massas obtidas dos extratos brutos
alcodlicos e hidroal codlicos.
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Folhas IB Capivara Folhas de IB Rosinha Folhas de IB Cenoura
50,19 g 50,23 g 50,08 g

1) Fragmentacio

2) Extracéao 20 % p/v
3) Filtracao

4) Liofilizacao

Ext. Alcodlico (Etanol)

IB Capivara 20% (p/v) IB Rosinha 20% (p/v) IB Cenoura 20 % (p/v)
1,70 g 1,14 ¢ 144 ¢

Esquema 1: Preparo dos extratos alcodlicos das folhas frescas de IB Capivara, IB Rosinha e
IB Cenoura por maceracdo e suas respectivas massas.

Folhas IB Capivara Folhas IB Rosinha Folhas IB Cenoura
50,25 g 50,21 ¢g 50,25 g

1) Fragmentacio

2) Extracio 20 % p/v
3) Filtracio

4) Liofilizacao

Ext. Hidroalcoélico (70% Etanol/30% Agua)
1

-
IB Capivara 20% (p/v) IB Rosinha 20 % (p/v) IB Cenoura 20% (p/v)
3,03¢g 258¢ 243 g

Esquema 2: Preparo e maceragdo dos extratos hidroalcodlicos das folhas frescas de IB
Capivara, IB Rosinha e B Cenoura por maceracdo e suas respectivas massas.

3.1.4 Folhas Secas — Matrizes

Os extratos de folhas secas foram preparados com o material vegetal correspondente a,
50 g de folhas frescas, conforme o procedimento descrito anteriormente. Sendo assim,
amostras de folhas frescas foram secas no laboratério em temperatura ambiente de +23°C,
mantida com o uso de ar condicionado e sem ventilacdo. O peso seco foi aferido para
verificagao do rendimento da extraco.

As folhas secas foram fragmentadas manua mente e submetidas a extragéo acodlica e
hidroal codlica (70 % etanol/ 30% agua) utilizando como solvente o acool etilico PA, em uma
concentracdo de 10 % p/v (10 g de folhas para 100 ml de etanol/etanol e agua). Os extratos
ficaram em maceragdo por 20 dias sem incidéncia de luz. O volume total dos extratos foi
calculado de acordo com o peso obtido de cada matéria seca. As etapas seguintes seguem a
mesma metodologia do item anterior 3.1.3. Os Esquemas 3 e 4 mostram 0 processo de
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maceracdo realizado desde o material vegetal seco até as respectivas massas obtidas dos
extratos brutos alcodlicos e hidroal codlicos.

Folhas IB Capivara Folhas IB Rosinha Folhas IB Cenoura
50,26 g (fresca) 50,04 g (fresca) 50,25 g (fresca)
10,34 g (seca) 9,57 g (seca) 9,94 g (seca)

1) Fragmentacio

2) Extragdo 10 % p/v
3) Filtracao

4) Liofilizagio

Ext. Alcoolico
1

IB Capivara 10% (p/v)
0,68 g

IB Rosinha 10 % (p/v)
0,62 g

IB Cenoura 10% (p/v)
0,65¢g

Esquema 3: Preparo dos extratos alcoolicos das folhas secas de IB Capivara, IB Rosinhae IB
Cenoura por maceracdo e suas respectivas massas.

Folhas IB Capivara Folhas IB Rosinha Folhas IB Cenoura
50,80 g (fresca) 50,01 g (fresca) 50,25 g (fresca)
7,99 g (seca) 6,84 g (seca) 7,91 g (seca)

1) Fragmentacao

2) Extracio 10 % p/v
3) Filtracao

4) Liofilizacao

Ext. Hidroalcodlico (70% Etanol/ 30% Agua)
1

IB Capivara 10% (p/v) IB Rosinha 10 % (p/v) IB Cenoura 10% (p/v)
1,39 g 1,30 g 1,49 g

Esquema 4: Preparo dos extratos hidroalcodlicos das folhas secas de IB Capivara, IB
Rosinha e IB Cenoura por maceracao e suas respectivas massas.
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3.2 Brotacoes das Raizes Tuberosas de Ipomoea batatas L. (Lam.)

Asraizes tuberosas das cultivares em estudo foram coletadas na Fazendinha em
janeiro de 2009, junto com as ramas doadoras de explantes. As ramas foram transportadas
parao laboratério de Produtos Naturais no NPPN — UFRJ, sob a orientacdo da Prof2 Sénia
Soares Costa, para serem preparadas para 0 processo de brotaco.

Os tubérculos a0 chegarem ao laboratério foram lavados em agua corrente para
retirada de sujidades, sendo em seguida rincadas com &gua destilada. As raizes tuberosas
pesavam entre 50 a 200g e mediam entre 10 a 15 cm. Os tubércul os foram colocados em potes
de plésticos imersos em agua (Figura 18 A, B e C) e a cada 24 horas eram trocadas as aguas
de imersdo. Os tubércul os permaneceram neste processo em torno de 30 dias e apds o periodo
de brotacdo (ramas medindo cerca de 30 cm) foram transportadas para casa de vegetacdo do
Departamento de Entomologia e Fitopatologia da UFRRJ (Figura 18 D), ali permanecendo
por todo o periodo do desenvolvimento deste trabalho. Este processo foi realizado para
manter as plantas doadoras de explante em caso de qualquer necessidade durante a realizacéo
das andlises.

Figura 18: A. Brotagdo da IB Cenoura. B. Brotagdo da IB Rosinha. C. Brotagdo da IB
Capivara. D. Casa de vegetacéo do departamento de entomologia e fitopatologia da UFRRJ.
Fonte: Luciana Oliveira, 2009.
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3.3 Propagacao Vegetativa in vitro

As ramas de 30 a 50 cm de comprimento de plantas de campo e raizes tuberosas, de
espécimes da Fazendinha, em ativo crescimento vegetativo, foram coletadas em maio de 2009
e transportadas para o laboratorio de Fisiologia Vegetal, na UFRJ (Figura 19 A). No
laboratério, as ramas (caule) fonte dos explantes, foram desfolhadas e seccionadas em
segmentos de caule de cerca de 1 cm, com um a dois nés, com o auxilio de um bisturi e
lavadas em agua corrente, com detergente comercial neutro. Os segmentos nodais foram
submetidos a imersdo em agua destilada com gotas de detergente comercial, sob agitacéo
durante 20 minutos e, em seguida, lavados 3 vezes com agua destilada. Dentro da caBmara de
fluxo laminar, os segmentos nodais foram desinfestados em &cool 70% por 5 minutos em
uma unica vez e posteriormente em hipoclorito de sodio (agua sanitaria comercial) a 20% por
10 minutos em uma Unicavez (Figura 19 B). Cada um destes tratamentos foi intercalado com
2 lavagens em &gua destilada estéril. Foram utilizados becker, pinca, placa de petri,
lamparina, tubo de ensaio com acool a 70% para flambar a pinca, tesoura pegquena e filme
sob, fluxo laminar para desinfestacdo de cada variedade. Os segmentos nodais foram
transferidos para meio salino basico de Murashige & Skoog (1962), acrescido de 30g/L de
sacarose, e vitaminas (1 ml/L tiamina; 1 ml/L piridoxina; 1 ml/L mio-inositol e 1 ml/L de
acido nicotinico), sem a adicdo de reguladores de crescimento, sendo assim chamado o meio
de MSZ (M= MURASHIGE e S= SKOOG) . O pH do meio foi gjustado em 5,8 (NaOH) e o
meio foi solidificado com 7,5 g/L de agar. Foram utilizados tubos de ensaio de 150 x 12,5mm,
contendo + 2,5 mL de MS@. A esterilizacdo dos meios em autoclave realizou-se a 121°C
durante 15 minutos, com 110 libras de presséo. Foi introduzido para cada tubo de ensaio 1
explante, no maximo 20 explantes por tratamento para cada variedade em estudo (Figura 19
C). Apés introducdo in vitro, as culturas foram mantidas em sala de crescimento (Figura 19
D) a 25+2°C, sob intensidade luminosa de 23 pmol.m2.s!, fornecidas por lampadas
fluorescentes tubulares, subcategoria Duramax Universal (General Electric®) e fotoperiodo de
16/8h (dia/noite). A distanciaentre as prateleiras e as lampadas foi de 30 cm.

Figura 19: A. Ramas de Ipomoea batatas L. (Lam.). B. Fluxo laminar preparado para
desinfestacéo e explante das plantas. C. Tubo de ensaio com 1 explante de cada variedade. D.
Sala de crescimento das plantas sob luminosidade. Fonte: Luciana Oliveira, 2009
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3.3.1 Avaliacao das culturas in vitro

O desenvolvimento das plantulas germinadas in vitro foi avaliado a cada 7 dias no
primeiro més, considerando-se como paréametro o alongamento dos brotos, nimeros de folhas
e presenca ou ausénciade raiz. Apos o primeiro més até completar os 4 meses, a avaliacdo foi
acada 15 dias. A cultivar Capivara ao quarto diaem meio M S@ apresentou contaminagao por
fungos em 100% das amostras. O processo foi repetido com uma segunda batelada e mais
umavez apresentou a mesma contaminacao em 100% das amostras.

3.3.2 Cultura de Segmentos Nodais

Das plantulas germinadas in vitro da cultivar Cenoura e Rosinha foram selecionados
os individuos com tamanho de 7 a9 cm. As partes aéreas foram seccionadas com o auxilio de
bisturi e, apds a remocdo das folhas e raizes, os segmentos nodais foram divididos. Os
explantes foram introduzidos em vidros de maionese de tamanho médio com 40 ml de meio
basico MSJ, e em cada vidro foram colocados de 3 a 4 explantes. As culturas obtidas destes
explantes foram acompanhadas através de avaliagdes quinzenais durante 3 meses. A cada
avaliacdo quinzena eram realizados os explantes das plantulas que ja tinham atingindo o
tamanho ideal. Apos este periodo foram selecionados 3 vidros de cada cultura em que as
plantas mediam + 10 a 12 cm. As plantas foram transferidas dos vidros para potes de pléstico.
O restante dos vidros com as culturas in vitro permaneceu na sala de crescimento do
laboratorio durante todo o periodo de desenvolvimento deste trabal ho.

3.3.3 Aclimatizacao

As plantas in vitro, apbs 5 meses em laboratério foram aclimatizadas em potes de
plastico contendo terra adubada, mantidas em ambiente arejado e com pouca incidéncia de luz
solar. As plantas foram mantidas em uma tenda por plastico cristal (transparente) montada de
forma artesanal, permanecendo por um periodo de 30 dias em casa de vegetacdo no
Departamento de Entomologia e Fitopatologia da UFRRJ, a irrigagdo ocorria 3 vezes ao dia
para manter a umidade da tenda e circulagéo de ar. Apoés este periodo o pléstico foi retirado e
as plantas foram levadas para campo.

3.3.4 Cultivo em Campo

Apobs os 30 dias, as plantas foram transportadas (janeiro/2010) para Fazendinha,
Seropédica, RJ. As plantas permaneceram por mais 10 dias em local sombreado para melhor
aclimatizacéo ao local. Apds este periodo os clones foram plantados em solo e permaneceram
sob observacdo até o periodo de coleta. A coletafoi realizada apos 2 meses em solo. Parafins
de comparacéo de perfil cromatogréfico, foi realizada uma segunda coleta apds 5 meses em
solo.
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3.4 Preparo dos Extratos por Maceracgao - Clones
3.4.1 Folhas Frescas — Clones

As folhas frescas dos clones das cultivares IB Rosinha e IB Cenoura foram coletadas
em marc¢o de 2010, apos 2 meses de transferéncia ao solo. A cultivar 1B Capivara como jafoi
mencionado anteriormente foi eliminada das andlises por apresentar contaminagdo por fungos
durante a realizacdo da cultura em tecidos in vitro. Os métodos utilizados para os clones
seguem agueles descritos nos itens anteriores para as plantas doadoras de explantes
(matrizes).

Devido ndo haver tempo hébil para o preparo de todos os extratos de maneira andloga
ao realizados com as matrizes, optou-se por preparar o extrato hidroalcodlico das folhas
frescas e secas dos clones para analise comparativa com as plantas doadoras de explantes.
Para tal 20 g de folhas frescas dos clones foram pesados para todos os extratos levando em
consideracdo as analises posteriores. O Esquemas 5 mostra 0 processo de maceracéo
realizado desde o material vegetal fresco até as respectivas massas obtidas do extratos brutos
hidroal codlicos dos clones.

Folhas IB Rosinha Clone Folhas IB Cenoura Clone
21,17 g 20,80 g

1) Fragmentacio

2) Extracao 20 % p/v
3) Filtracao

4) Liofilizacao

Ext. Hidroalcodlico (70% Etanol/30% Agua)

IB Rosinha 20 % (p/v) IB Cenoura 20% (p/v)
0,96 g 0,98 g

Esquema 5: Preparo e maceracdo dos extratos hidroal codlicos das folhas frescas dos clones
IB Rosinha e IB Cenoura e suas respectivas massas.

3.4.2 Folhas Secas — Clones

Para a preparacdo dos extratos hidroacodlicos das folhas secas dos clones,
padronizou-se 0 peso de 20 g de folhas frescas, as quais, apos secagem, foram extraidas na
concentracéo de 10% p/v (10 g de folhas para 100 ml de etanol/etanol e dgua). Utilizou-se o
método empregado nos itens anteriores, referentes as plantas doadoras de explantes
(matrizes). O Esquema 6 mostra o processo de maceracdo realizado desde o material vegetal
Seco até as respectivas massas obtidas dos extratos brutos hidroal codlicos dos clones.
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Folhas IB Rosinha Clone
22,19 g (fresca)
3,61 g (seca)

Folhas IB Cenoura Clone
22,51 g (fresca)
3,89 g (seca)

1) Fragmentacio

2) Extracio 10 % p/v
3) Filtracao

4) Liofilizacao

Ext. Hidroalcoélico (70% Etanol/30% Agua)

IB Rosinha 10 % (p/v) IB Cenoura 10% (p/v)
0,74 g 0,73 g

Esquema 6: Preparo dos extratos hidroal codlicos das folhas secas dos clones de 1B Rosinha e
IB Cenoura por maceragao e suas respectivas massas.

3.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UYV)

Deformaaavaliar o perfil quimico dos extratos foram realizadas andlises qualitativas
utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de ultravioleta (CLAE-UV). Através das andlises foi possivel avaliar e comparar o perfil
guimico dos extratos das folhas frescas e secas das plantas doadoras de explante e clones de
Ipomoea batatas L. (Lam.).

Os experimentos foram realizados no Laboratério da Central Analitica — NUPEM —
UFRJ (Macaé).

A andlise foi realizada utilizando aparelho Shimadzu equipado com bomba LC-20AT,
degaseificador DGU-20A5, CBM-20A e detector de rede de fotodiodo (Diode Array Detector
- DAD) SPD-M20A. A separacdo foi feita em coluna de silica de fase inversa C-18, Shimadzu
VP-ODS 5 pm, 250 x 4,6 mm, fluxo de ImL/min e 20pL de injegdo. A fase mével foi
composta por agua deionizada, pH 3,5 gustado com é&cido fosforico (solvente A) e
acetonitrila (solvente B), conforme gradiente disposto na Tabela 6. As amostras foram
preparadas solubilizando-se 10 mg dos extratos e 1 mg dos padrées em 1 ml de &gua destilada
ou em 1 ml de solucdo de agua/acetonitrila (1:1), para o caso de amostras menos polares.

Tabela 6: Gradiente de solventes utilizado nas analises por CLAE-UV das amostras obtidas

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 100 0
10 80 20
20 78 22
35 75 25
40 70 30
45 0 100

Solvente A (&cido fosforico) e Solvente B (acetonitrila).
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3.6 Avaliacido da Atividade Antioxidante

Dos extratos a codlicos e hidroal codlicos (apds evaporacdo do etanol, ressuspensdo em
agua destilada e liofilizac8o) preparados no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais
Bioativos— UFRJ foram retiradas 3 aliquotas de 2 mg de cada extrato. Estas amostras foram
analisadas no Laboratério de Quimica de Alimentos — UENF. Utilizou-se para tal o método
fotocolorimétrico que emprega o radica livre estavel 1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH)
obtido da Sigma.

Este método se baseia no sequiestro do radical DPPH pelas moléculas redutoras
(antioxidantes), o que produz uma diminuic¢éo de absor¢do em 515 nm. Quando uma solucéo
de DPPH é misturada com uma substancia que pode doar um aomo de hidrogénio, a forma
reduzida do radical gerado é acompanhada de perda de cor (ALI, et al., 2009).

Essa técnica consiste em adicionar 1 ml do extrato em concentragdes que variam de
0,1 —1000 pg/ml. A este foi adicionado 1 ml de uma solugdo metandlica de DPPH (0,1 mM).
A reacdo foi processada em 1h a temperatura ambiente. Imediatamente, a absor¢cdo do DPPH
foi medida em 515 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis. O espectrofotdbmetro utilizado foi o
UV-VIS Shimadzu Mini 1240. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

A atividade sequestradora de radicais livres de cada extrato foi expressa pela relacéo
da absorcéo de DPPH, baseado na solucéo de DPPH ausente do extrato (controle negativo) e
uma solucdo de um padrdo de substancia aromatica (controle positivo). Como controles
positivos foram utilizados o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT), os flavondides quercetina
erutina e o &cido ascorbico. Posteriormente, foi calculado o percentual sequiestrador (PS%) de
radicais livres (Tait et al., 1996; Koleva et al., 2002). A capacidade de seqliestrar radical livre
foi expressa como percentua de inibicdo de oxidagdo do radical e calculado conforme
formula abaixo.

%I nibicdo = ((Apppr — Aextr)/AprprH)* 100

Onde Apppy € a absorbancia da solucéo de DPPH e Ag, € a absorbancia da amostra em
solugdo. Agy, foi calculado com base na diferenca da absorbancia da solugdo de amostra em
teste com seu branco (ROESLER et al., 2007).

3.7 Avaliacao da Toxicidade

Amostras liofilizadas de extratos alcodlicos e hidroal codlicos das plantas doadoras de
explante e de clones preparados no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais Bioativos —
UFRJ foram levadas para o Laboratdrio de Biologia do Reconhecer — LBR — UENF.

Nestas analises foi utilizado 1 mg de cada extrato acodlico e hidroal codlico das folhas

frescas e secas.
3.7.1 Preparo dos Extratos — Toxicidade
Os extratos foram ressuspendidos em dimetilsulféxido, (DMSO, 99.5% para cultura

cdular, Sigma) na concentracdo de 20 mg/mL, concentragdo na qual este solvente ndo
apresenta citotoxidade para as células RAW 264.7.
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3.7.2 Cultivo das Células RAW 264.7

Macrofagos murinos linhagem RAW 264.7 foram cultivados em garrafas (TPP,
Biosystens) de plastico em meio DMEM F12 (Gibco, BRL) suplementado com 10 % de soro
fetal bovino em estufa de CO, a 5 %, a 37°C. Para realizac8o dos experimentos, as células
foram plagueadas na concentracéo 5 x 10" cél ulas/pogo com meio DMEM-F12 contendo 10
% de SFB, em placas de 96 pogos. Ap6s remocdo do sobrenadante e das células ndo aderidas,
as substancias para teste foram adicionadas em diferentes concentracdes, diluidas em meio
DMEM+2% SFB. As placas foram incubadas por 24 h a 37°C/5% CO,. Células com meio
DMEM+2% SFB+ 10 pl de Triton 10x 1% foram utilizadas como controle positivo e como
controle negativo foram utilizadas células com meio DMEM+2% SFB.

3.7.3 Teste de Citotoxicidade dos Extratos em Células da Linhagem Raw 264.7

Apoés tratamento das células com os extratos das plantas como no item anterior a
viabilidade celular foi determinada através do microensaio colorimétrico utilizando MTT
[3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]. As células foram incubadas
por 24 h com extratos e apds o tempo determinado foram adicionados 10 uL de MTT (Sigma,
5 mg/ml). As placas foram mantidas na estufa por duas horas. Apds esse periodo foram
retirados 100 pL do sobrenadante de cada poco e depois adicionados 100 pL de uma solucéo
de HCI com isopropanol, seguido de homogeneizagdo até a completa dissolucdo dos cristais
de sal formados. A placa de 96 pocos foi lida em espectrofotdmetro (Asys, Expert Plus) no

comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram analisados através da absorbancia de
cada poco. Os experimentos foram realizados em triplicatas.

3.8 Estudo do Efeito do Shampoo de Ipomoea batatas em Voluntarios Humanos

Foi desenvolvido um shampoo piloto no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
—NPPN - UFRJ durante a realizacdo deste trabalho, utilizando o extrato hidroalcodlico de IB
Rosinha folha fresca. Devido o produto estar em processo de depdsito de patente ndo serd
possivel descrever aformulacéo deste.

Foi utilizado inicialmente em 3 voluntarios de ambos os sexos e com faixa etéria de 30
a 70 anos, com a autorizagdo do Conselho de Etica da Universidade Severino Sombra
protocolo n° 0159/2010. Os voluntérios foram orientados em utilizar o shampoo 3 vezes na
semana durante aproximadamente 40 dias, aplicando sobre o couro cabeludo e deixando agir
durante 10 minutos e logo depois o enxague . Cada voluntario recebeu 1L de shampoo para o
desenvolvimento deste teste.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento das extracoes

Foram avaliados os rendimentos das extracOes dos extratos preparados das ramas
(matrizes) cedidas pela Fazendinha - UFRRJ e os clones coletados com 2 e 5 meses cultivado
no solo.

4.1.1 Matrizes

Das matrizes foram preparados extratos de folhas frescas e secas por maceragdo em
etanol (extrato alcodlico) e em mistura etanol/agua (7:3) (extrato hidroalcodlico). Esses
extratos foram preparados para as matrizes das 3 cultivares (Rosinha, Cenoura e Capivara),
totalizando 12 extratos.

De forma a comparar a eficiéncia de cada extracdo o rendimento foi calculado para
todos os extratos. Quando se tratou de folhas secas o rendimento do extrato foi calculado em
relacdo a 100 g de folhas secas e 100 g de folhas frescas (massa anterior ao processo de
secagem). Esse calculo foi importante por permitir comparacéo direta entre o rendimento dos
12 extratos. Os resultados dos rendimentos em % p/p estdo apresentados na Figura 20.
Quando comparados os rendimentos dos extratos alcodlicos e hidroalcodlicos das folhas
frescas é possivel observar que o rendimento da extracdo hidroal céolica é aproximadamente o
dobro do obtido para a extracdo alcodlica para as 3 cultivares estudadas. Ao comparar a
extracdo hidroalcodlica de folhas frescas e secas, 0 extrato hidroalcodlico preparado com as
folhas frescas resultou em maior rendimento, chegando a ser préximo do dobro do rendimento
€omo No caso das cultivares rosinha e capivara.
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Capivara Alc Folha Seca
Capivara Hidro Folha Seca

Figura 20: Rendimento dos diferentes extratos das matrizes de Ipomoea batatas
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4.1.2 Clones

Apobs a coleta dos clones foram preparados os extratos das cultivares Rosinha e
Cenoura, descritos anteriormente em materiais e métodos. Como ja mencionado
anteriormente, devido ndo haver tempo habil para a preparacéo de todos os extratos como nas
matrizes optou-se por preparar apenas os extratos hidroal codlicos folha fresca e folha seca das
cultivares Rosinha e Cenoura, totalizando 4 extratos.

Como pode ser observado no gréfico de rendimento dos clones Figura 21, 0s
rendimentos dos extratos hidroal codlicos de folhas frescas foram maiores, assim como para 0s
extratos das matrizes.

De acordo com os resultados obtidos nas matrizes e clones, conclui-se que para cultivo
em larga escala, podem-se utilizar as folhas frescas assim que atinjam o tamanho ideal para
serem coletadas, sendo que o tempo para coleta das folhas pode variar de acordo com as
condi¢des do solo (Figura 22).
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Figura 21: Rendimento dos diferentes extratos dos clones de Ipomoea batatas (Coleta 1 —

apos 2 meses de cultivo).
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Figura 22: Rendimento dos diferentes extratos dos clones de Ipomoea batatas (Coleta 2 — ap0s 5
meses de cultivo).

4.2 Brotacoes das raizes tuberosas

As raizes tuberosas das espécies doadoras de explante com ramas medindo em torno
de 30 cm, ao chegarem a casa de vegetacdo do Departamento de Entomologia e Fitopatologia
da UFRRJ, foram colocadas em vasos de plasticos com substrato organico e permaneceram
sobre os cuidados dos funcionérios do departamento. As ramas das cultivares apresentaram
crescimento normal, suas folhas com aspectos vi¢osos sem a presenca de pragas (Figura 23).

Figura 23: Matrizes doadoras de explante em casa de vegetagcdo ap0s periodo de brotagdo das raizes
tuberosas. Fonte: Luciana Oliveira, 2009

37



4.3 Propagacao Vegetativa in vitro
4.3.1 Cultura de Segmentos Nodais

De acordo com 0s objetivos propostos para os experimentos de cultura de tecidos in
vitro, verificou-se que o estabelecimento das cultivares foi répido e as plantas apresentaram
crescimento continuo, ou seja, as brotagdes ocorreram entorno de 30 a 40 dias em meio MS@.

4.3.2 Crescimento das Cultivares Rosinha de Verdan e Cenoura (IAPAR 69)

Na propagacdo por cultura de segmentos de nés, a cultivar Rosinha apresentou melhor
resultado em relagdo a cultivar Cenoura. Durante os 7 primeiros dias de observag0es in vitro
em tubos de ensaio, as cultivares Rosinha e Cenoura ndo apresentaram nenhuma manifestacéo
de contaminac&o por microorganiSmos nos explantes caulinares, assim como no meio.

A cultivar Rosinha com 14 dias em meio MS@, apresentava um crescimento de 7 a 9

cm de altura, com brotacOes de folhas e enraizamento bem desenvolvido (Figura 24 A).
Entretanto, a cultivar Cenoura no periodo de 14 dias ndo foram observados o0 mesmo

crescimento e brotagfes quando comparado a cultivar Rosinha. O crescimento observado da
cultivar Cenoura aos 14 dias em meio MS@ foi de 4 a5 cm de dtura (Figura 24 B ), o que
correspondendo a um resultado 50% menor em relacéo a Rosinha.

Figura 24: A. Cultivar Rosinha com 14 dias em meio MSJ em sala de vegetacdo. B. Cultivar

Cenoura com 14 dias em meio M S em sala de vegetacéo. Fonte: Luciana Oliveira,
2010.

Com 20 dias em sala de vegetacao, foi observado que as cultivares Rosinha e Cenoura
apresentavam contaminagdo por fungos no meio MS@ em algumas amostras (Figura 25). A
contaminacdo da cultivar Cenoura se mostrou mais intensa do que a observada para a cultivar
Rosinha em um total de 20 amostras, conforme mostra aTabela 7. As amostras contaminadas
foram retiradas imediatamente da sala de vegetacdo para néo haver o risco de contaminagéo
das amostras sadias.
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Figura 25: Contaminagdo por fungos no meio MS@ nas cultivares IB Rosinha e 1B Cenoura
Fonte: Luciana Oliveira, 2010.

Tabela 7: Contaminag&o por microorganismos nas cultivares Rosinha e Cenoura em sala de

vegetacao.

Quantidade de Contaminacao
Contaminadas Sadias
Amostras %
IB Rosinha
4 16 25,04
20
IB Cenoura
2 6 14 42,09

A cultivar 1B Capivara em sala de vegetagdo apresentou com 4 dias em meio MSJ
contaminagdo por fungos em todas as amostras que se encontravam nos tubos de ensaio

(Figura 26).

Figura 26: Explante da cultivar IB Capivara com 4 dias em meio MS@ na sdla de vegetacdo
apresentando contaminag&o por fungos em todas as amostras. Fonte: Luciana
Oliveira, 2010.
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4.3.3 Aclimatizacao

Durante o periodo que as plantas ficaram na casa de vegetacdo algumas amostras
morreram durante o processo de retirada das plantas do meio MS@ e transferéncia para os
potes com terra adubada (Figura 27). As amostras que permaneceram vivas se adaptaram
muito bem as condigdes do local durante o periodo de 30 dias até serem transportadas para o
campo.

Figura 27: Cultivares Rosinha e Cenouraem vidro contendo meio M S@ e posteriormente transferidas
para potes de plasticos contendo terra adubada. Fonte: Luciana Oliveira, 2010.

4.3.4 Cultivo em Campo

Em janeiro de 2010 os clones foram transportados da casa de vegetacdo para
Fazendinha permanecendo por mais 10 dias em local sombreado para melhor adaptacdo ao
local. Apos este periodo eles foram locados no solo e permaneceram por 5 meses até a col eta.

Apds 15 dias no solo os clones apresentaram resultados bem visiveis em relagcdo ao
crescimento. A 1B Rosinha apresentou um crescimento bem mais desenvolvido em relagdo a
IB Cenoura (Figura 28 A e B) em relacéo ao comprimento das ramas e desenvolvimento das
folhas.

Com 2 meses no solo (margo/2010), foi realizado a coleta das ramas dos clones para
serem transportadas para o laboratorio do NPPN — UFRJ para preparacdo dos extratos e
posterior realizacdo das andlises. Os clones se apresentam em excelentes condicdes, folhas
bem vigcosa, sem presenca de ataque de microorganismos e com crescimento bem
desenvolvido (Figura 28 C).

Em junho de 2010 foi realizada a coleta dos tubérculos dos clones. A cultivar Rosinha
apresentou melhor desenvolvimento em relagdo as ramas e condi¢des das folhas. Com relagéo
aos tubérculos, a cultivar Rosinha também apresentou melhor resultado. Seus tubérculos
apresentaram excelentes resultados em relacdo ao tamanho, cor da casca e textura como pode
ser observado na (Figura 29).
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Figura 28: A. Clone IB Rosinha com 15 dias no solo. B. Clone IB Cenoura com 15 dias no solo. C.
Canteiro com ambos os clones com 2 meses no solo da Fazendinha. Fonte: Luciana Oliveira,
2010.

Figura 29: Coleta dos tubérculos do clone de IB Rosinha com 5 meses no solo da Fazendinha da
UFRRJ. Fonte: Dr. José Guilherme Marinho Guerra, 2010.
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4.4 Perfil Cromatografico dos Extratos
4.4.1 Perfil Cromatografico dos Extratos das Matrizes

O perfil cromatogréfico tem sido utilizado como ferramenta importante na
caracterizacdo de uma planta. Obter a impressdo digital ou o “fingerprint” de um extrato €
fundamental para garantir a qualidade do mesmo. A garantia da eficacia e seguranca de um
produto farmacéutico baseia-se no desenvolvimento de metodologias analiticas robustas que
permitam a quantificacdo e identificagdo dos ativos isolados em suas matrizes. Dentre as
técnicas anditicas atualmente disponiveis a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) é o método mais usual empregado nos laboratérios de Controle de Qualidade, e
descrito nos principais compéndios e farmacopéias, devido a rapidez, precisdo e versatilidade
em diversas matrizes. A composi¢do quimica dos extratos obtidos foi avaliada por CLAE,
paraaidentificacéo e quantificacdo dos constituintes quimicos majoritarios.

Neste trabalho, os 12 extratos das matrizes foram analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta em feixe de diodos, de forma a
conhecer as classes de metabdlitos especiais presentes nas amostras. A andlise do perfil
guimico por CLAE nos permitiu também tecer um paralelo entre as classes quimicas
presentes e as atividades biol 6gicas observadas.

O pefil cromatogréfico dos extratos analisados foi semelhante qualitativamente,
havendo apenas diferencas quantitativas (Tabelas 8 e 9). Tendo em vista que o perfil
cromatografico se repeti foi escolhido o extrato hidroalcodlico das folhas frescas para
apresentacdo dos cromatogramas das diferentes cultivares. Os cromatogramas se encontram
no Anexo C. A Figura 30 mostra comparativamente os cromatogramas do extrato
hidroal codlico das folhas frescas das 3 cultivares. E, aFigura 31 mostra comparativamente os
cromatogramas do extrato alcodlico das folhas frescas das 3 cultivares, confirmando que,
realmente, o padréo qualitativo dos cromatogramas se repeti.
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Figura 30: Cromatograma Comparativo do Extrato Hidroalcodlico Folha Fresca das 3 cultivares de
Ipomoea batatas - 254 nm. Concentragdo da amostra 10 mg/mL, volume injetado 20 pL. Cultivar
Rosinha (preto), Cenoura (rosa), Capivara (azul).
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Figura 31: Cromatograma Comparativo do Extrato Alcodlico Folha Fresca de Ipomoea batatas — 254
nm. Concentracdo da amostra 10 mg/mL, volume injetado 20 pL. Cultivar Capivara (preto), Cenoura
(rosa) e Rosinha (azul).

Para identificar as classes quimicas presentes nesses extratos, 0s espectros de
ultravioleta obtidos pelo detector UV-DAD de cada pico foram analisados e comparados com
os perfis obtidos para os padrées utilizados. Abaixo sdo mostrados os espectros de ultravioleta
de todos os picos do extrato hidroal codlico da cultivar Rosinha (Figura 32).

Os picos com tempo de retencdo compreendidos entre 23 e 28 minutos apresentaram
espectro caracteristico para a presenca de flavonoides (flavonas e flavondis) com As de 250
nm e 352 nm. Os espectros de flavonas e flavondis exibem dois picos de absor¢cdo maxima na
regido entre 240 a 400 nm. A banda I, usualmente entre 300-380 nm, refere-se a por¢éo do
anel A, sstemabenzoil, e abanda ll, usualmente entre 240-280 nm, refere-se a por¢do do anel
B, sistema cinamoil (Figura 33) (MABRY et al., 1970).
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Figura 32: Espectro de Ultravioleta dos Picos do Cromatogramado Extrato Hidroal coolico das Folhas

Frescas de Ipomoea batatas cultivar Rosinha.
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Figura 33: Estrutura basica de flavonoide e suas porcBes que geram as bandas de absorcéo
caracteristicas no UV (adaptado de MABRY et al., 1970).

Alguns padrdes de substancias (procedéncia Sigma) previamente descritas para a
espécie I. batatas foram utilizados para verificar a presenca dessas substancias e de outras de
sua classe quimica nos extratos. S8o eles. acido cafeico, écido clorogénico, cianidina 3-
glicosideo e quercetina

Os &cidos cafeico e clorogénico foram identificados em algumas amostras analisadas
por comparagao do tempo de retencédo e do espectro de ultravioleta, como podemos observar o
cromatograma do extrato hidroalcodlico folhas frescas da cultivar Rosinha (Figura 34).
Alguns picos apresentaram padr&o no ultravioleta compativel com a presenca de flavonoides
como dito anteriormente quando comparados ao padréo no ultraviol eta da quercetina.

Os resultados das andlises dos padroes utilizados para comparacdo de tempo de
retencéo e perfil no ultravioleta encontram-se no Anexo D.
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Figura 34: Cromatograma do extrato hidroal codlico folhas frescas da cultivar Rosinha

A Tabela 8 resume quantitativamente os dados encontrados para os 12 extratos das
matrizes e mostra o percentual de area do écido clorogénico e do &cido cafeico. As areas de
todos os picos compativeis com a presenca de flavondides foram somadas, resultando nos
dados abaixo. Ao somatorio de picos indicativos de flavonoides foi dada a denominagéo de
percentua de flavonoides totais. Além disso, o percentua referente ao flavonoide majoritério
também foi ressaltado na tabela.

Das folhas frescas das cultivares Rosinha e Cenoura foram extraidas maiores
guantidades de &cido clorogénico em relacdo as folhas secas. As cultivares Rosinha e Cenoura
de maneira geral apresentaram maior quantidade de &cido clorogénico do que a cultivar
Capivara. A cultivar Capivara apresentou maior quantidade de acido caféico em extratos de
folhas frescas. A cultivar Cenoura extrato alcodlico folha fresca e seca ndo apresentou
variagdo em relagéo ao &cido caféico e clorogénico. O flavonoide majoritério foi detectado em
todas as amostras andlisadas e o percentual de flavonoides totais foi maior na cultivar
Capivara.
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Tabela 8 — Area Percentua dos Picos do Cromatograma dos Extratos das Matrizes

Amostra %Acido %Acido %PFlavonoide %PFlavonoides
Clorogénico Cafeico Majoritario Totais
(Tr= 18,700 min) (T = 20,024 | (TR = 24,984
min) min)
IB Rosinha | Hidro F Fresca | 6,32 1,86 13,52 21,21
F Seca 3,18 1,68 18,74 30,46
Alc F Fresca | 6,20 535 12,20 19,82
F Seca 2,49 2,04 17,04 26,14
IB Cenoura | Hidro F Fresca | 5,57 3,49 12,14 19,01
F Seca 3,96 3,61 21,38 33,21
Alc F Fresca | 517 5,39 18,21 29,84
F Seca 557 3,49 12,14 19,02
IB Capivara | Hidro F Fresca | 2,86 6,52 11,51 40,17
F Seca n.d. n.d. 11,61 43,34
Alc FFresca | 3,04 9,17 11,69 42,46
F Seca 2,33 1,10 13,55 39,55

n.d. - ndo detectado

Os extratos dos clones também foram analisados por CLAE e os cromatogramas estdo
abaixo apresentados. Para verificar uma eventual variacdo do perfil guimico apés um periodo
maior de adaptacdo ao solo, foram analisadas as amostras da primeira coleta (2 meses no solo)
(Figura 35, 36, 37, 38), as amostras utilizadas para os outros estudos, e as amostras de uma
segunda coleta (5 meses no solo) (Figura 39, 40).

Primeira Coleta

Cultivar Rosinha

mAU
-AD1:254nm

175

150
125
100

75

50

25

S

— B e L B e B B By B — T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Figura 35: Cromatograma do Extrato Hidroalcdolico Folha Fresca do clone de Ipomoea batatas
cultivar ROSINHA — 254 nm (primeira coleta, 2 meses de aclimatizacdo). Concentracdo da amostra 10
mg/mL, volume injetado 20 L.
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Figura 36: Cromatogramado Extrato Hidroalcoolico Folha Seca do clone de Ipomoea batatas cultivar
ROSINHA — 254 nm (primeira coleta, 2 meses de aclimatizagdo). Concentragdo da amostra 10
mg/mL, volumeinjetado 20 pL.
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Figura 37: Cromatograma do Extrato Hidroalcoolico Folha Fresca do clone de Ipomoea batatas
cultivar CENOURA — 254 nm (primeira coleta, 2 meses de aclimatizac&o). Concentracdo da amostra
10 mg/mL, volume injetado 20 L.
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Figura 38: Cromatograma do Extrato Hidroal cdolico Folha Seca do clone de Ipomoea batatas cultivar

CENOURA - 254 nm (primeira coleta, 2 meses de aclimatizacdo). Concentragdo da amostra 10
mg/mL, volume injetado 20 L.

50
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Figura 39: Cromatograma do Extrato Hidroal coolico Folha Fresca do clone de Ipomoea batatas

min

cultivar ROSINHA — 254 nm (segunda col eta, 5 meses de aclimatizac&o). Concentracdo da amostra 10

mg/mL, volume injetado 20 L.
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Figura 40: Cromatograma do Extrato Hidroalcoolico Folha Fresca do clone de Ipomoea batatas
cultivar CENOURA — 254 nm (segunda coleta, 5 meses de aclimatizacdo). Concentragdo da amostra

10 mg/mL, volumeinjetado 20 pL.

Tabela 9 — Area Percentual dos Picos do Cromatograma dos Extratos dos Clones

Amostra %Acido %Acido | %Flavonoide %PFlavonoides
Clorogénico | Cafeico Majoritario Totais
IB Extrato Coleta | F 6,02 n.d. 26,87 26,87
Rosinha | Hidroalcodlico | 1 Fresca
F Seca | n.d. n.d. 37,09 54,97
Coleta | F 4,64 2,04 9,22 14,67
2 Fresca
IB Extrato Coleta | F 7,84 n.d. 10,47 15,56
Cenoura | Hidroalcodlico | 1 Fresca
F Seca | 3,65 n.d. 21,56 31,68
Coleta | F 6,33 n.d. 13,99 17,72
2 Fresca

n.d. - ndo detectado

52




Como pode ser observado naTabela 9 o flavonoide majoritério foi detectado em todas
as amostras, da primeira e da segunda coleta, em ambas as cultivares.

O &cido caféico sO foi detectado no extrato das folhas frescas da cultivar Rosinha
(segunda coleta) E o acido clorogénico néo foi detectado no extrato das folhas secas, primeira
coleta. Os percentuais de flavonoides totais, que representam a proporcdo de flavonoides na
amostra, para os clones na primeira coleta ( 2 meses de aclimatizacéo) foram mais parecidos
com os valores obtidos para as matrizes.

Comparando a intensidade dos picos da matriz da cultivar Rosinha com os clones da
primeira e da segunda coleta é possivel observar que na primeira coleta ocorre menor
guantidade de metabdlitos secundérios, quando se compara com 0s teores na segunda coleta.
Ja para a cultivar Cenoura essa diferenca na intensidade dos picos entre as duas coletas dos
clones néo € observada, sendo as intensidades maiores no cromatograma da matriz.

O gréfico abaixo compara 0 percentua em termos de area para todos os extratos
hidroalcodlicos para a cultivar Rosinha, selecionada por ser a cultivar mais utilizada
popularmente (Figura 41).
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Figura 41: Percentuais de area nos cromatogramas dos extratos da cultivar Rosinha para os picos
correspondentes ao flavonoide majoritério, &cido caféico e acido clorogénico.
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4.5 Atividade Antioxidante
4.5.1Atividade Antioxidante das Matrizes das Diferentes Variedades Estudadas

Os resultados da atividade antioxidante das matrizes foram agrupados pelas cultivares,
Rosinha, Cenoura e Capivara (Figura 42, 43,44).
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Figura 42: Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar Rosinha no ensaio com o radical
livre DPPH (Alc = acodlico e Hidro = hidroal codlico).
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Figura 43: Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar Cenoura no ensaio com o radical
livre DPPH (Alc = acodlico e Hidro = hidroal codlico).
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Figura 44: Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar Capivarano ensaio com o radical
livre DPPH (Alc = alcodlico e Hidro = hidroal codlico).

Foram utilizadas as substéncias naturais quercetina, rutina e &cido ascorbico usadas como
controle na comparacdo com os extratos de /. batatas no ensaio com o radical livre DPPH.
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Figura 45: Atividade antioxidante das substéncias naturais quercetina, rutina e acido ascorbico usadas
como controle na comparagdo com os extratos de /. batatas no ensaio com o radical livre DPPH.
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4.5.1.2 Atividade Antioxidante dos Clones das Diferentes Variedades Estudadas
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Figura 46: Atividade antioxidante dos extratos de /. batatas cultivar Rosinha e Cenoura, primeira
coleta, no ensaio com o radical livre DPPH (Alc = alcodlico e Hidro = hidroalcodlico).
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Figura 47: Atividade antioxidante dos extratos de I. batatas cultivar Rosinha e Cenoura, segunda
coleta (5 meses de aclimatizac&o), no ensaio com o radical livre DPPH.
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Figura 48: Atividade antioxidante das substancias identificadas nos extratos de 1. batatas estudados,
cianidina, &cido clorogénico e acido cafeico, no ensaio com o radical livre DPPH.
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Como pode ser observado nas figuras acima, o extrato menos ativo da cultivar Rosinha
€ 0 extrato acodlico das folhas secas (Figura 42). Os demais extratos mostraram-se ativos
nas duas maiores concentracoes testadas. Todos 0s extratos da cultivar Cenoura mostraram-se
ativos nas duas maiores concentrages, mesmo o extrato acodlico das folhas secas (Figura
43). Para cultivar Capivara os extratos preparados a partir de folhas secas mostraram-se mais
ativos (Figura 44).

A atividade dos extratos dos clones foi semelhante a obtida para os extratos das
matrizes (Figura 46, 47).

Todos os padroes utilizados mostraram-se altamente ativos, indicando estarem
envolvidos na atividade antioxidante dos extratos que os contém (Figura 48).

4.5.2 Citotoxicidade em Cultura Celular

A citotoxicidade foi avaliada utilizando o método da liberacdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH). Essa € uma enzima citoplasmatica que, quando detectada no meio
extracelular (meio de cultura), indica sinais de morte celular. Esse ensaio é altamente sensivel,
pequenas ateraces na permeabilidade da membrana celular resultam em aumento dos niveis
extracelulares de LDH. Células ndo-tratadas foram utilizadas como controle negativo e
células tratadas com Triton X-100 (detergente) a 0,1 % como controle positivo de liberacdo de
LDH. Os resultados de citotoxicidade estéo apresentados como percentual de liberacéo
especificade LDH calculado em relagdo aos controles.
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4.5.2.1 Citotoxicidade em Cultura Celular dos Extratos das Matrizes de 1. batatas
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Figura 49: Citotoxicidade dos extratos das matrizes de 1. batatas a 20 pg/mL em cultura de células de
murinos.

Os resultados da figura acima mostram que o extrato hidroalcéolico da cultivar
Rosinha folha fresca utilizado no preparo do shampoo anti-queda de cabelos ndo apresentou
citotoxicidade na concentragdo de 20 pg/mL. Testes mais aprofundados de avaliacdo de
citotoxidade assim como dos efeitos toxicos in vivo por via topica Serédo necessarios para a
continuidade do desenvolvimento do shampoo.
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4.5.2.2 Citotoxicidade em Cultura Celular dos Extratos dos Clones de I. batatas
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Figura 50: Citotoxicidade dos extratos dos clones de 1. batatas em cultura de células de murinos.

A figura acima mostra que de uma maneira geral os extratos dos clones foram mais
citotdxicos do que os extratos das matrizes, em especial os extratos obtidos de folhas frescas.
Porém, outros modelos serdo utilizados para aprofundar os testes de toxidez para uso tépico.
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4.5.3 Efeito do Shampoo contendo extrato de I. batatas em voluntarios humanos

Em etapa preliminar foi realizado um estudo de avaliagdo do efeito do uso de shampoo
contendo extrato de . batatas em trés voluntérios. Esses voluntarios utilizaram o shampoo 3
vezes por semana. Foram feitas fotografias da area capilar pelos voluntarios antes de iniciar o
tratamento e ao completar 1 més. Este nUmero reduzido de voluntarios e o tempo reduzido de
tratamento foram estabelecidos como condicbes deste estudo preliminar. O protocolo deste
ensaio preliminar foi submetido e aprovado no Comité de Etica de Pesguisa em Humanos da
Universidade Severino Sombra (documento em anexo). Os voluntarios preencheram e
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido conforme modelo também em anexo.
Os dados desse estudo servirdo de base para o plangamento de um estudo subseqlente
gjustando o numero de voluntarios, incluindo um grupo placebo, gustando o teor do extrato
no shampoo e aumentando o tempo de tratamento.

Durante um més de uso do shampoo nenhum dos 3 voluntarios relatou efeito
indesgjado como vermelhidao, irritacdo, prurido ou outros. Todos os trés voluntarios
relataram reducdo da queda capilar constatada por observagdo de roupas, roupas de cama e
banho e escova. Ainda os trés relataram que acreditavam que novos fios capilares haviam
crescido em regides onde antes ndo se observavam fios.

As fotografias abaixo mostram o estagio de calvicie dos voluntérios o antes e depois
do tratamento capilar com o shampoo. Nas fotos € possivel observar os fatos relatados pelos
voluntarios.

ANTES DEPOIS

Figura 51: Efeito do shampoo contendo extrato de /. batatas no voluntario 1.
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ANTES DEPOIS

Figura 52: Efeito do shampoo contendo extrato de . batatas no voluntario 2.

ANTES DEPOIS

Figura 53: Efeito do shampoo contendo extrato de /. batatas no voluntéario 3.
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5 CONCLUSOES

Os primeiros resultados no intuito de identificar uma metodologia e o extrato mais

apropriado para extragéo das substancias bioaivas das folhas das cultivares em estudo foram
importantes para otimizar todo o trabalho fitoquimico das cultivares coletadas em campo. A
partir desses resultados foi possivel concluir:

Os solventes de maior polaridade (etanol 70 % e 30 % agua) foram os mais eficazes na
extragdo de substancias bioativas quando comparado ao de menor polaridade testado
(etanol 100 %).

A utilizac&o das folhas frescas de Ipomoea batatas em cultivo de larga escala viabiliza
a questdo custo e beneficio ao produtor, ndo sendo necessaria a etapa de secagem.
Trata-se de algo promissor, pois a espécie em estudo é uma hortalica muito cultivada
€M NOSSO pais.

Além da producdo de alimento e biocombustivel, a partir da raiz tuberosa, a presente
dissertacdo apds estudos fitoquimicos e de atividade bioldgica, desenvolveu um uso
totalmente novo, a partir das folhas de /. batatas sem utilizagdo comercial ainda. O
produto desenvolvido permite o uso das raizes como alimento e fonte de combustivel,
aproveitando o0 que até entdo era um subproduto, como matéria prima para um
fitocosmético, o que tem muito mais valor agregado que um alimento in natura.

A propagacao vegetativa in vitro de Ipomoeas batatas foi adequada para producéo de
mudas selecionadas com qualidade fitossanitarias, uniformidade, producdo répida e
adaptacdo apds transferéncia para o solo. Tais requisitos sdo importantes para o
desenvolvimento em producdes maiores de mudas, sem o0 impacto sobre popul agdes
naturais e dispensando o uso de produtos fitossanitarios.

O clone da cultivar Rosinha de Verdan apresentou melhores resultados de campo, em
desenvolvimento foliar e menor tempo de colheita em relagdo a cultivar Cenoura.
Sendo a cultivar, mas indicada para producéo de larga escala.

Foi possivel desenvolver uma metodologia para andlise e controle de qualidade de
extratos de folhas de batata-doce utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). Os é&cidos caféico e clorogénico foram identificados e
guantificados nos extratos. Flavonoides foram detectados, mas n&o identificados. Esta
classe foi quantificada como teor total de flavonoides nas amostras. Os metabdlitos
secundérios detectados nos extratos das matrizes foram também identificados nos
extratos dos clones aclimatados apds 2 meses (coleta 1) e 5 meses (coleta 2).
Comparando a andlise dos extratos dos clones da cultivar Rosinha é possivel observar
gue a primeira coleta apresenta menor quantidade de metabdlitos secundérios quando
comparada a segunda coleta. Pode-se concluir que a melhor época de colheita € com
aproximadamente 5 meses de cultivo.

A consideravel atividade antioxidante e quantidade de compostos fendlicos mostram
gue a espécie em estudo possui potencial e deve ser alvo de futuras pesguisas visando
0 isolamento de compostos bioativos para a aplicacéo em sistemain vivo, aimentos e
fitocosmeética.

Os resultados preliminares com o shampoo em voluntarios demonstram o potencial da
Ipomoea batatas para futuras pesguisas visando o isolamento e identificacéo das
substancias que apresentam atividades contra queda de cabelo e o possivel
desenvolvimento de um novo produto natural para o tratamento capilar.
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TESTE DE SHAMPOO ANTIQUEDA

FICHA DE VOLUNTARIO

Nome:

End:

Bairro: Cidade

Idade:

Fumante:

Historico familiar de alopecia:

Doencas:

( ) Coracao ( ) Hipertensao

( ) Diabete ( ) Disfuncao Hormonal
() Outras

Inicio do Tratamento: / / Término: /[

Tel:

E-mail

OBSERVACOES:
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Normas de Uso:

1- O voluntéario recebera 1Lt de shampoo (gratuito) para ser utilizado em teste capilar;

2- O produto devera ser utilizado até o seu término;

3- O voluntario devera aplicar o produto no couro cabeludo e massagear por alguns minutos e
deixar dez minutos no cabelo;

4- Depois enxaguar bem;

5- Utilizar o produto 3 vezes na semang;

6- Em caso de alergia suspender imediatamente o tratamento e notificar nas observagoes,
7- Durante o tratamento anotar todas as alteragdes observadas;

8- O voluntério deveratirar uma foto da cabeca sem focalizar o rosto antes deiniciar o
tratamento e umano final do tratamento, independente do resultado;

9- O voluntério esta ciente de que esta participando de um teste cientifico, os resultados
podem ser positivos ou hegativos;

10- A espécie medicinal em uso trata-se de sigilo cientifico ndo podendo ser revelada.

Assinatura do voluntario

Rio de Janeiro
2010
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CROMATOGRAMAS DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS FOLHAS FRESCA
DAS 3 CULTIVARES
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Cromatograma do Extrato Hidroalcoolico Folha Fresca de Ipomoea batatas cultivar ROSINHA (254
nm). Concentragdo da amostra 10 mg/mL, volume injetado 20 pL.

78



mAU
1254nm,4nm (1.00)

400

375

24.962
29.500

350

325

35913

300

30.170

275

250

225

200

4.719

31.048

175

150

24099

125

100

20.018

~
ul

a
o

N
(63]

o

Cromatograma do Extrato Hidroal cdolico Folha Fresca de Ipomoea batatas cultivar CENOURA — 254
nm. Concentracdo da amostra 10 mg/mL, volume injetado 20 L.
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Cromatograma do Extrato Hidroacoolico Folha Fresca de Ipomoea batatas cultivar CAPIVARA —
254 nm. Concentragdo da amostra 10 mg/mL, volumeinjetado 20 L.
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ANALISES DOS PADROES UTILIZADOS PARA COMPARACAO DE TEMPO DE
RETENCAO E PERFIL NO ULTRAVIOLETA

Acido Caféico
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Cromatograma do padr&o do acido caféico (Tr = 20,406 minutos).
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Cromatogramado padréo do &cido clorogénico (Tr = 17,718 minutos).
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Espectro de Ultravioleta do padréo do &cido clorogénico.
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Quercetina
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Estrutura molecular da quercetina.
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Cromatogramado padrdo da quercetina (Tr = 35,130 minutos).
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