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RESUMO

O inhame ¢ um tubérculo pertencente ao género Dioscorea (Dioscoreaceae). Entre as diversas
espécies cultivadas destacam-se D. alata, D. rotundata, D. opposite e D. trifida. Essa Gltima
apresenta uma coloragdo roxa, devido a presenca de antocianinas. O inhame possui diversos
beneficios a saude, entretanto, 6rgaos governamentais brasileiros tém dado pouca importancia
a sua cultura, sendo assim hd a necessidade de aprofundar mais os estudos desse tubérculo. Este
trabalho teve como objetivo investigar a composi¢do quimica do inhame-roxo (D.trifida)
brasileiro, focando nas suas antocianinas. As antocianinas presentes no tubérculo do inhame-
roxo foram extraidas pelo processo de extracdo em fase solida (SPE), utilizando como eluentes
agua acidificada com HCIl ou metanol acidificado com TFA, com posterior andlise por
Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas e detector de
arranjo de diodo (UPLC-QDa). Na extracdo utilizando 4gua/HCl foram detectadas sete
substancias, enquanto na extracdo com metanol/TFA, foram nove. A maioria das antocianinas
encontradas foi peonidinas glicolisadas e aciladas com 4cido fertlico. Observou-se que na
extracao realizada via metanol acidificado com TFA houve uma maior presenca de agliconas.
Portanto, em virtude das inumeras atividades bioldgicas das antocianinas, mais estudos serao
necessarios para comprovar os efeitos benéficos a saide do consumo de inhame-roxo.

Palavras-chave: inhame-roxo; antocianinas; UPLC-QDa.



ABSTRACT

Yam is a tuber belonging to the genus Dioscorea (Dioscoreaceae). Among the different
cultivated species,for example, D.alata, D rotundata, D.opposite and D.trifida. This latter
specie showing a purple color, due to the presence of anthocyanins. Yam has many health
benefits, however, brazilian government agencies have giving little importance to its culture, so
there is a need to further study yam. This work aimed to investigate the chemical composition
of the brazilian purple yam (D.trifida), focusing on its anthocyanins. The anthocyanins present
in tuber yam-purple (D.trifida) were extracted by the solid phase extraction (SPE), using water
acidified with HCl or methanol acidified TFA as eluent , with subsequent analysis by Ultra-
performance Liquid Chromatography coupled to Mass spectrometry and diode array detector
(UPLC-QDa). In the extraction using water/HCI, seven substances were detected, while in the
extraction with methanol/TFA, nine were detected. Most of the anthocyanins found were
glycolyzed and acylated peonidin with ferulic acid. It was observed that in the extraction
performed via methanol acidified with TFA there was a greater presence of aglycones. Finally,
due to the numerous biological activities of anthocyanins, more studies will be needed to prove
the beneficial health effects of consuming purple yam.

Keywords: purple yam; anthocyanins; UPLC-QDa
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1 INTRODUCAO

O inhame ¢ um tubérculo pertencente a familia Dioscoreaceae e do género
Dioscorea. Esse gé€nero inclui mais de 600 espécies no mundo, sendo que as mais cultivadas
sdo as D. alata, D rotundata, D. opposite e D. trifida. Os tubérculos do inhame possuem
vantagens nutricionais em relagdo a outras culturas, sendo uma boa fonte de carboidratos,
aminoacidos, minerais, vitaminas, compostos fendlicos(antocianinas), entre outras (SILVA et
al., 2022). Além disso, as espécies de Dioscorea foram relatadas como antimicrobianas,
antifungicas, anti-inflamatoria, antioxidante e hipoglicemiantes (PADHAN e PANDA, 2020;
LEBOT; LAWAC; LEGENDRE, 2022).

O inhame roxo (Dioscorea trifida) ¢ um tubérculo do género Dioscorea spp muito
cultivado no Brasil, principalmente, no Norte e Nordeste. E um tubérculo conhecido por sua
forte coloragdo purpura, devido a presenca das antocianinas (SANTOS et al., 2021) que sao
pigmentos naturais e estao presentes em frutas, flores, legumes e hortalicas, sendo pertencente
ao grupo dos flavonoides (GOMES et al.,2022). As antocianinas sdo antioxidantes naturais que
possuem a capacidade de reagir com os radicais livres, causadores de danos celulares e doencas
degenerativas (SANTOS et al., 2022). O inhame roxo ¢ considerado uma boa fonte energética
e de renda, possuindo boa capacidade produtiva quando manejado de forma correta e atendendo
exigéncias, como adubagdo, preparo e corre¢ao do solo (AZEVEDO, 2017).

Mundialmente, o inhame ¢ uma das culturas de tubérculos mais cultivadas, gerando
76 milhdes de toneladas de tubérculos servindo de alimento para aproximadamente 300 milhdes
de pessoas no mundo (WANG et al., 2022). No Brasil, sdo produzidas 104 mil toneladas (IBGE,
2017), sendo a regido do Nordeste a maior produtora, devido a sua grande importincia
socioecondmica na agricultura familiar (COSTA; MEISSNER FILHO; SILVA, 2016).

Nos ultimos anos, ocorreu uma maior procura internacional pelo inhame, no entanto
orgdos governamentais brasileiros vém dando pouca importincia a cadeia produtiva a este
produto. Além disso, ha pouca informagao sobre a sua cultura, dificultando estudos de mercado
e comercializagdo (MENDES et al., 2013).

Por isso, dado aos seus diversos efeitos positivos a saude e o descaso sobre a sua
cultura, existe a necessidade de aprofundar mais os estudos dos componentes presentes no
inhame roxo (Dioscorea trifida). Com isso, o presente trabalho tem como objetivo investigar a

composi¢do quimica do inhame roxo, focando no estudo de suas antocianinas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracdes sobre o género Dioscorea

O género Dioscorea pertence a familia Dioscoreaceae, sendo o género mais
importante desta familia. Dioscorea ¢ composta por mais de 600 espécies e possui como
caracteristica de suas plantas serem herbaceas, perenes e dicotiledoneas, possuindo grandes
raizes e/ou rizomas (ADOMENIENE e VENSKUTONIS, 2022). Essas plantas sio clima
predominantemente tropical e subtropical, porém algumas espécies conseguem sobreviver em
clima temperado (PESSOA,2007). No Brasil, as mais comuns sdo: D. alata, D. cayenensis, D.
rotundata, D. bulbifera e D. trifida NASCIMENTO et al., 2015). A D. bulbifera ¢ utilizada
no tratamento de doengas oncoldgicas; a D. nipponica para tosse € asma, enquanto a D.
villosa na reducdo de distirbios intestinaist ADOMENIENE e VENSKUTONIS, 2022). A D.
alata é considerada como fonte de carboidratos, minerais, vitaminas € compostos fenolicos,
possuindo assim caracteristica antioxidante e antibacteriana (ANISUZZMAN et al., 2016). E
relatado que a espécie Dioscorea praehensilis auxilia no combate de algumas doengas, como
disenteria edispepsia, além de auxiliar na melhora do apetite (NGELINKOTO,2021). E
relatado que apresenca de diosgenina (saponina esteroidal) em inhame de D. villosa inibe a
proliferacdo de células tumorais e induz a apoptose delas em doengas como a leucemia
(CHEN, 2011). O extrato etanolico do rizoma de D. birmanica ¢ utilizado como para o
tratamento dedoengas cronicas cujo desenvolvimento estd diretamente ligado ao estresse
oxidativo. (URARIT; NUENGCHAMNONG; HANSAKUL,2021).

A pasta das folhas de D. bulbifera ¢ utilizada no tratamento de infecgdes na pele,
enquanto as raizes quando trituradas e misturadas com leite, podem ser administradas de forma
oral para tratar a asma e a tosse. D. bulbifera ¢ utilizada como alimento e relatos na literatura
associam o seu consumo a redugdo de dores abdominais (KUNDU, et al.,2021).0s tubérculos
do inhame constituem uma grande fonte de nutrientes, como carboidratos (80%), proteinas
(1,6 a 3,1%), gorduras (0,3%), sendo o potassio o mineral mais abundante (250 a 560 mg/100
g de peso seco) (BHANDARI; KASAI; KAWABATA, 2003). O inhame possui polifendis,
principalmente flavonoides, como as antocianinas relacionados a propriedades antioxidante e
anti-inflamatoria (CARRENO-DIAZ,GRAU,1977).

Em 2021, a produg@o de tubérculos de inhame foi de 75 milhdes de toneladas

cultivados em 8,8 milhdes de hectares, principalmente no oeste da Africa, em paises,
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como Nigéria, Costa do Marfim e Gana (FAOSTAT, 2021). O seu cultivo esta se expandindo
devido a facilidade de preparacdo, sabor e propriedades nutricionais. Com sua ampla
distribuicdo global aumentaram os estudos a respeito da caracterizacdo da sua composi¢ao
quimica (LEBOT; LAWAC; LEGENDRE,2022).

Mesmo com varios beneficios a satde humana, o inhame € uma cultura bastante
negligenciada, estando associada a comunidades de baixa renda (SIQUEIRA, 2009) e nao

se encaixando nas principais politicas publicas de incentivo agricola a exportagdo

(SOARES,2018).

2.2 Inhame-roxo

O inhame-roxo pertence, principalmente, a espécie Dioscorea trifida, sendo uma
espécie nativa da América do Sul, possuindo uma ampla ocorréncia nos paises sul-americanos,
como Peru, Brasil, entre outros. E comum encontrar variedades de tubérculos de Dioscorea
trifida com intensidade de cor diferente, podendo ser identificado, como roxinho (fraca
coloragdo roxa: Figura 1A), roxo (média coloragdo roxa: Figura 1B), roxdo (forte coloragao
roxa: Figura 1C), branco (cor branca: Figura 1D) e misto (coloragdo branca-roxa: Figura 1E),

Figura 1, (TEIXEIRA et al.,2013).

Figura 1 — Variedades de Dioscorea trifida com tubérculos apresentando diferentes intensidades

de cor

Fonte: (TEIXEIRA et al., 2013)
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O inhame roxo ¢ conhecido popularmente na regido do Norte e Nordeste do Brasil,
possuindo uma coloragdo purpura, devido a presenga das antocianinas (SANTOS et al., 2022).
Este tubérculo possui diversos beneficios a saude, auxiliando no combate da diabetes, na
reducdo do risco de cancer e na protecdo do sistema cardiovascular (ZHANGet al., 2018).

O tubérculo do inhame ¢ caracterizado pelo seu formato alongado, casca marrom,
coberta com fibras finas e polpa fibrosa. No Brasil o inhame ¢ consumido de diversas formas,
como por exemplo, em pedagos ou macerado formando um puré (ANDRADE, 2021).

Quimicamente, o inhame-roxo apresenta em sua composi¢do carboidratos,
proteinas, gorduras insaturadas (RAMOS-ESCUDERO et al.,2010), diosgeninas, compostos
fenolicos, minerais (calcio, fosforo e ferro) e vitaminas (A, C, além de vitaminas do complexo
B) (SANTOS et al., 2022).

A cultura do inhame tem grande importancia socioecondmica, principalmente,
como alternativa para a agricultura familiar nas regides do Norte e Nordeste, devido as
condicdes favoraveis, como clima e solo dessas regides, garantindo uma produtividade
favoravel, gerando trabalho e renda no campo (DE OLIVEIRA et al., 2012).

No Brasil, no ano de 2021 a produgdo do inhame foi de aproximadamente 253 mil
toneladas (FAOSTAT, 2021). Sendo uma das culturas de tubérculos com maiores
produtividades no solo brasileiro, logo atrdas da batata (Solanum tuberosum L), mandioca
(Manihot esculenta Cranz) e batata-doce (Ipomoea batatas L) (SIQUEIRA, 2009). O seu
consumo esta diretamente relacionado a questao cultural, além do aspecto nutricional. Cabe
ressaltar que o interesse do mercado externo por esse produto aumentou, porém os Orgaos
governamentais brasileiros deram pouca atencdo a cadeia produtiva do inhame. Além disso, ha
pouca informagao sobre a sua cultura, dificultando os estudos de mercado e comercializagao.
Por fim, a falta de conhecimento dificulta pesquisas que poderiam levar a uma melhora

tecnologica do processo produtivo (MENDES ef al., 2013).

2.3 Compostos fenolicos

Nos tltimos anos, houve um aumento do consumo de alimentos contendo compostos
antioxidantes, como vitamina C, vitamina E, carotenoides e compostos fendlicos,
principalmente os flavonoides. Os antioxidantes neutralizam os radicais livres impedindo a
propagacao de reagdes promovidas por essas espécies quimicas. O estresse oxidativo ¢ um

desequilibrio que ocorre entre os sistemas antioxidantes e a produg¢do de compostos
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oxidativos, sendo associado a doencas como cancer, cardiovasculares e desordens inflamatorias
(SILVA et al., 2010).

Os compostos fendlicos sdo um dos principais metabolitos secundarios de plantas,
protegendo-as contra insetos, além de serem um dos responsaveis pela pigmentagdo. Tais
compostos podem ser encontrados em frutas, hortaligas, entre outras. Quimicamente,os fenois
sdo caracterizados por possuirem uma ou mais hidroxilas ligadas, no minimo, a um anel do tipo
benzénico. Entre os principais compostos fenolicos encontram-se os 4cidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos e taninos (ALBUQUERQUIE, et al., 2021).

Os compostos fenolicos podem ser subdivididos em dois grupos: ndo-flavonoides
(fendis simples ou acidos fendlicos) e flavonoides (antocianinas, flavondis), Figura 2. Os
compostos nao-flavonoides sdo compostos mais simples e derivados de acidos benzoicos, por
exemplo o vanilico, o galico e o siringico, e de acidos cinamicos, como caféico e ferulico (DE

SOUZA VACCARI; SOCCOL; IDE, 2014).

Figura 2— Estruturas de compostos fenolicos

o O
R OH R X" "CH;
HO HO
R
1 R,
R_=R1=. H ] ,jkc.ido p-hidroxi'ber?zéico R=R,= H Acido cumarico
R=0OH; R,=H Ac-ldo pro’ft?cateqmco R=OH; R,=H Acido cafeico
R=OCH,;R,=H  Acido vanilico R=OCH,; R,=H  Acido fertllico

R=R,=OH Acido galico
R=R, = OCH, Acido siringico

R=R,=OCH, Acido sinapico

Cianidina Quercetina
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Fonte: Adaptado de (DE SOUZA VACCARI; SOCCOL; IDE,2014)

Os éacidos cafeico, vanilico, p-cumarico, ferulico e sindpico sdo exemplos de
compostos fenolicos encontrados em espécies de inhame-roxo (ZHANG et al., 2018).

Os flavonoides englobam muitos pigmentos responsaveis pelas cores em frutas,
flores, entre outros. As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides e sdo responsaveis
pelas coloracdes desde o vermelho até o azul (DE SOUZA VACCARI; SOCCOL; IDE,
2014).

Os flavonoides possuem uma estrutura basica com 15 dtomos de carbono na forma
de C¢-Cs -Cg, ou seja, consiste em dois anéis benzénicos ligados por trés atomos de carbono
formando um heterociclico oxigenado, Figura 3, (ALVES, 2021).

Figura 3- Estrutura basica dos flavonoides e dos sub-grupos

Flavonas Flavondis

Apigenina Baicaleina Kaempferol

Flavanonas Antocianidinas

OH © Chalconas
Hesperetina

Cianidina

oH O OH ©
HO OH OH  Ho OH OH

Floretina Chalconaringenina

Fonte: Adaptado de (PANCHE; DIWAN; CHANDRA,2016).

Os flavonoides podem ser subdivididos em varios subgrupos, tais como: flavonas,

flavonois, flavanonas, chalconas e antocianidinas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA,2016).
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2.4 As antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos do grupo dos flavonoides que podem ser
encontradas em flores, caules, raizes, folhas de plantas, bem como em alimentos como uva,
morango, berinjela e amora, conferindo uma variedade de cores, como vermelho, azul e
roxo (ALVARES-SUAREZ,2021; MEZAROBA et al., 2001). Estes compostos sdo soliveis em
agua, alcoois e solugdes acidas (YANG et al,.2019). A presenca de antocianinas no inhame-
roxo tem sido associada a um possivel efeito anti-inflamatoério, auxiliando em doengas
inflamatorias intestinais (LEBOT; LAWAC; LEGENDRE,2022).

As antocianinas sao conhecidas como potenciais agentes antioxidantes naturais que
inibem a peroxidag¢ao lipidica e neutralizacdo de radicais livres, reduzindo fatores de expressao
pro-inflamatoria e, consequentemente, diminuindo inflamagdes (ZHANG et al., 2022). Além
disso, diversos estudos mostraram que as antocianinas desempenham um papel na prevencao
de doencas cardiovasculares, danos hepaticos e diabetes (DE PASCUAL-TERESA e
SANCHEZ-BALLESTA, 2008)

Na natureza, as antocianinas estao associadas as moléculas de aglcares e quando
estdo livres sdo chamadas de antocianidinas ou agliconas. As agliconas mais comuns na

natureza sao: cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina, pelargonidina e malvidina, Figura 4

(NOVELLO, 2011).

Figura 4 — Esqueleto basico de uma antocianidina
R
OH

.
HO 0
O X R,
Zon
OH

Fonte: adaptado de (YANG et al.,2019)
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Tabela 1 — Tipos de antocianidinas mais comuns na natureza

Ry R>
Delfinidina -OH -OH
Cianidina -OH -H
Petunidina -OH -OCH3
Pelargonidina -H -H
Peonidina -OCH3 -H
Malvidina -OCH; -OCH;

Fonte: Elaborado pelo autor

As antocianinas possuem uma molécula de agucar na posi¢ao 3 e, geralmente, os
aclicares mais comuns sdo: glicose, frutose, galactose, arabinose, xilose e ramnose
(MEZAROBA et al., 2001). Além disso, também pode ser encontrado na posicao 5 e/ou 7,
Figura 5.

Figura 5 — Esqueleto de uma antocianina

Fonte: Elaborado pelo autor

Em solugdo aquosa, as antocianinas apresentam estruturas diferentes em fungao do

pH, por exemplo em pH < 2 predomina a colora¢do vermelha intensa, sob a forma do cation

flavilico (AHT); com o aumento do pH comeca a formagio da base quinoidal (azul/roxa).
Além disso, ¢ observado também a reacdo de hidratagdo, formando a espécie hemiacetal
(incolor) que apds a tautomerizacao, produz a cis-chalcona (amarelada) que isomeriza em trans-

chalcona, figura 6, (ALVES,2021).
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Figura 6 — Estruturas das antocianinas em fun¢do do pH e do grau de hidratagao

OMe
HO OH OH
L
-
—_—> = OMe
Kt OH 0

Hemiacetal(B) Cis-Chalcona Trans-Chalcona
- Incolor - - Amarelo - - Incolor -

fon flavilio (AH") Ka1
- Vermelho -

Base quinoidal neutro (A) Base quinoidal anidnica (A)
- Violeta - - Azul -

Fonte: Adaptado de (FREITAS,2019)

As cores vermelhas e azuis sdo predominantes em valores de pH mais acidos e
basicos, respectivamente. No entanto, os alimentos sdo encontrados na natureza, geralmente,
em valores de pH entre 3,5 ¢ 7,0. As formas coloridas sao estabilizadas devido ao fendmeno
chamado copigmentacdo. Basicamente, ocorre a interacao entre as espécies coloridas das
antocianinas ou ocorre a interagdo com 0s compostos incolores que sao os copigmentos
(flavanois, flavonas e metais), formando um complexo antocianina-copigmento (Figura 7).
Esse complexo impede o ataque das moléculas de 4dgua (Figura 6), evitando a formagdo do
hemiacetal e mantendo a coloracdo avermelhada (FREITAS, 2019). A presenga de ions
metalicos pode induzir a desprotonacao do anel benzénico da antocianina, transformando o ion
flavilio para a espécie quinoidal azul, mesmo em valores de pH mais baixos (ALVES,2021),

Figura 7.
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Figura 7 — Interagdo da antocianina na forma quinoidal com o aluminio

Fonte: Adaptado de (FREITAS,2019)

Na figura 7 ¢ possivel observar a interacao do A3 como grupo orto-di-hidroxila
da antocianina € com os atomos de oxigénios dos copigmentos. Além disso, pode ocorrer a
interag¢ao do tipo n-m do anel aromatico do copigmento com a antocianina (FREITAS, 2019).
A estabilidade da cor das antocianinas ¢ afetada por diversos fatores, como pH, temperatura,

presenca de metais, entre outros.

A uma temperatura superior a 25 °C, bem como em valores muito elevados de pH,
a degradacdo das antocianinas se torna maior. Além disso, o nivel de degradacdo das
antocianinas vai depender do grau de acilagdo das hidroxilas fendlicas, pois estudos com
repolho roxo mostram que a ocorréncia extensiva de acilagao conferem uma maior estabilidade
(LOPES et al., 2007).

Com relagdo a presenga de metais foi observado que as horténsias (Hydrangea
macrophylia) mantém a cor azul quando o solo ¢ rico em aluminio, dificultando a degradagao
das antocianinas. (ALVES, 2021).

Em estudos da espécie Dioscorea foram identificadas varias antocianinas, Figura
8. Em D. alata, RASPER e COURSEY (1967) relataram a presenca de cianidina-3-O-
glicosideo-5-0-glicosideo (1), cianidina-3-0O-glicosideo (2) e cianidina-3-O-rhamnoglucosideo

(3). MIYATA; SANO; KUMAZAWA (2022) relataram a presenca de cianidina-3-
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gentiobiosideo (4), enquanto que IMBERT e SEAFOTH (1968) relataram a presenca de
cianidina-3-O-feruloilgentiobiosideo (5). SHOYAMA et al (1990) relataram a presenga de
cianidina-3-O-sinapoilgentiobiosideo (6) e peonidina -3-O-sinapoilgentiobiosideo (7). Além
disso, foram descritas alatanina A (8), alatanina B (9) alatanina C (10) (YOSHIDA,1991),
alatanina D (11) , alatanina E (12), alatanina F (13) e alatanina G (14) ( MIYATA;SANO;
KUMAZAWA,2022; MORIYA et al., 2015).

Cabe ressaltar que existem varios relatos na literatura referente a presenga de
antocianinas na espécie D. trifida, a qual € objeto de estudo deste trabalho. Como exemplo, ¢
possivel citar a identificagcdo das antocianinas por RAMOS-ESCUDERO (2010) que relataram
a presenca de cianidina-3-O-glicosideo-5- O-glicosideo (1), pelargonidina—3,5-diglicosideo
(16), pelargonidina—3-0O-p-coumaroilglicosideo-5-O-glicosideo (17). Além disso, a presenga de
peonidina-3-0-glicosideo-5-O-glicosideo (18) que ja foi relatado anteriormente por
CARRENO DIAZ (1977). Ademais, observou-se a presenca de peonidina-3-0-glicosideo (19),
peonidina-3-O-feruloilglicosideo-5-O-glicosideo (20), peonidina-3-O-p-coumaroilglicosideo-
5-O-glicosideo (21), cianidina-3-O-feruloilglicosideo-5-O-glicosideo (5) e p-cumarico (23).
Por fim, a presenga de malvidina-3-O-glicosideo-5-O-glicosideo (24), malvidina-3-O-p-
feruloilglicosideo-5-O-glicosideo (25)

Na espécie D bulbifera foi observada a presenca de petunidina-3-O-glicosideo (26) e
cianidina-3-0O-glicosideo (2) (CHAMPAGNE et al., 2011).

Na espécie D. esculenta foi relatado a presenca de cianidina-3-O-glicosideo (1)
(CHAMPAGNE et al., 2011). Na espécie D. cirrhosa, observou-se a presenca de alatanina C
(10) (FUKUI; KADORIKU; IWAMOTO,1997). Em D. batatas foi relatado a presenca de
cianidina  -3-O-p-coumaroilgentiobiosideo  (30), malvidina-3-O-gentiobiosideo-5-O-p-
cumarico rhamnoglicosideo (31) e malvidina-3-O-gentiobiosideo-5-O-p-coumaroilglicosideo
(32) (MAZZA e MINIATI,1993). As antocianinas relacionadas com as respectivas espécies de

Dioscorea estdo apresentadas na tabela 2 e a suas estruturas estdo representadas na Figura 8.
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Tabela 2 — Nome de antocianinas presentes em varias espécies de Dioscorea, formula

molecular, massa molecular e referéncia

coumaroilglicosideo-5-O-

glicosideo

Espécies Nome das antocianinas Formula Massa Referéncia
molecular molecular
Dioscorea Cianidina-3-O-glicosideo-5-O- Cy7H31045 611,5 (RASPER e COURSEY, 1967)
alata glicosideo
1)
Cianidina-3-O-glicosideo C,1H»1041 448,9 (RASPER e COURSEY, 1967)
()
Cianidina-3-O-rhamnosideo- Cy7H31045 595,5 (RASPER e COURSEY, 1967)
5-O-glicosideo
3)
Cianidina-3-gentiobiosideo(4) Cy7H3,045 611,5 (MIYATA;SANO;
KUMAZAWA,2022)
Cianidina- 3-O-feruloil C37H39019 787,6 (IMBERT e SEAFOTH,1968)
gentiobiosideo
(5)
Cianidina-3-O- C38H41020 817,7 (SHOYAMA et al., 1990)
sinapoilgentiobiosideo
(6)
Peonidina-3-O- C3gH4302 831,7 (SHOYAMA et al., 1990)
sinapoilgentiobiosideo
(7)
Alatanina A Ce7H51039 1510,3 (YOSHIDA,1991),(MIYATA;SA
(8) NO;KUMAZAWA,2022)
Alatanina B Ce1H71034 1348,2 (YOSHIDA,1991),(MIYATA;SA
9) NO;KUMAZAWA, 2022);(SRIVI
CHAILHONGSPRABHAS, 2020)
Alatanina C C3gH4104 817,7 (YOSHIDA,1991),(MIYATA;SA
(10) NO;KUMAZAWA,2022);(SRIV
ICHAI, HONGSPRABHAS,
2020)
Alatanina D CssHe1009  1186,0 (MIYATA;SANO;KUMAZAWA
(12) ,2022);(MORIYA et al., 2015)
Alatanina E CaaHs1025 979,8 (MIYATA;SANO;KUMAZAWA
12) ,2022);(MORIYA et al., 2015)
Alatanina F Cs9H43040 831,7 (MIYATA;SANO;KUMAZAWA,2
(13) 022);(MORIYA et al., 2015)
Alatanina G Cs7H39049  787,7 (MIYATA;SANO;
(14) KUMAZAWA,2022);(MORIYA
et al., 2015)
Dioscorea Cianidina-3-O-glicosideo-5-O- CyH;04 6115 (RAMOS-ESCUDERO,2010)
trifida glicosideo
(15)
Pelargonidina-3-O-p- C,7H31045  595,5 (RAMOS-ESCUDERO,2010)
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(16)
PEIargonidina‘g‘O‘p‘ C36H37ol7 741,6 (RAMOS'ESCUDERO,ZO].O)
coumaroilglicosideo-5-O-glicosideo
(17)
Peonidina-3-O-glicosideo-5-0O- CogH33046  625,6 (RAMOS-ESCUDERO,2010);
glicosideo (CARRENO-DIAZ e
(18) GRAU,1977)
Peonidina-3-O-glicosideo CpH»30q; 4634 (RAMOS-ESCUDERO,2010)
(19)
Peonidina- 3-O-glicosideo-5-0O- CagH41 09  801,7 (RAMOS-ESCUDERO,2010)
feruloil glicosideo
(20)
Peonidina-3-O-p- Ca7H39015 7717 (RAMOS-ESCUDERO,2010)
coumaroilglicosideo-5-O-
glicosideo
(21)
Cianidina-3-O- Ca7H3019  787,7 (RAMOS-ESCUDERO,2010)
feruloilglicosideo-5-O-
glicosideo
(22)
Cianidina-3-O-p- CyH3;05  757,6 (RAMOS-ESCUDERO,2010)
coumaroylglicosideo -5-O-
glicosideo
(23)
Malvidina-3-O-glicosideo-5-O- CyoH3507  655,6 (CARRENO-DIAZ
glicosideo eGRAU,1977)
(24)
Malvidina-3-O- CagHu305  831,7 (CARRENO-DIAZ
feruloilglicosideo-5-0O- eGRAU,1977)
glicosideo
(25)
Dioscorea Petunidina-3-O-glicosideo CxH»0., 4794 (CHAMPAGNE et al., 2011)
bulbifera  (26)
Cianidina-3-O-glicosideo CyH,0;; 4489 (CHAMPAGNE et al., 2011)
(27)
Dioscorea Cianidina-3-O-glicosideo CyH,0; 4489 (CHAMPAGNE et al., 2011)
esculenta  (28)
Dioscorea Alatanina C CygHs105  817,7 (FUKUI;KADORIKU;IWAMOT
cirrhosa  (29) 0,1997)
Dioscorea Cianidina-3-O-p- CsH37013  757,6 (MAZZA e MINIATI,1993)
batatas coumaroilgentiobiosideo
(30)
Malvidina-3-O-p- CusHs30,  945,9 (MAZZA e MINIATI,1993)

coumaroilgentiobiosideo-5-0O-
rhamnoglicosideo
(31)
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MaIVidina'B'O'p' C44H510,4 963,8 (MAZZA € MlNlAT|,1993)
coumaroilgentiobiosideo-5-O-

glicosideo

(32)

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 8. Antocianinas presentes em varias espécies de Dioscorea
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Fonte: Elaborado pelo autor

2.5 Extracao em fase solida (solid phase extraction — SPE)

A extracdo em fase sélida (SPE) ¢ um método de preparo de amostra utilizada para
remocdo de interferentes da matriz, concentracdo e enriquecimento do analito. Essa
técnica envolve a interacdo dos compostos presente na amostra com fases sdlidas (adsorventes).

O analito ¢ adsorvido sendo posteriormente eluido com a utilizagdo de um solvente adequado
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(JARDIM,2010; NASCIMENTO,LIMA, BARBOSA e SILVA, 2022). A fase so6lida esta
empacotada em pequenas colunas descartaveis na forma de seringa ou cartucho. A fase sélida
para a extracdo ¢ constituida de um composto organico hidrofobico que recobre ou esta
quimicamente ligado a silica. Uma das fases solidas mais utilizadas ¢ constituida de octadecila
(C18) ligado a silica (ODS). Basicamente, a presenga de grupos funcionais hidrofobicos atrai
compostos mais hidrofobicos, mediante interagdes de van der Walls, os quais sao extraidos do
meio aquoso. No processo de extracdo, as moléculas organicas da amostra permanecem na fase
solida e sdo, posteriormente, eluidas com a utilizacdo de um solvente (SKOOG, etal, 2008).

O procedimento de extragao pode ser dividido em quatro etapas: condicionamento,
introducao da amostra, lavagem com solvente e elui¢do dos analitos. Inicialmente, na etapa de
condicionamento, ocorre a passagem de um solvente para ativar o adsorvente, possibilitando
realizar o procedimento de extragdo. Em seguida, ocorre a introdug¢ao da amostra com o auxilio
de uma pipeta ou seringa, passando pela fase extratora. Apds isso,ocorre a lavagem com
solvente ou clean-up, objetivando eliminar os interferentes e manter o analito de interesse. Por
fim, ocorre a etapa de eluicao do analito, utilizando solventes que ndo sejam capazes de eluir
possiveis interferentes remanescentes da etapa anterior (JARDIM,2010; NASCIMENTO,
LIMA, BARBOSA e SILVA, 2022).

2.6 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (Ultra-performance Liquid
Chromatography, UPLC)

A cromatografia ¢ um método de andlise utilizado para separacdo, identificacio e
quantificacdo de compostos quimicos. Os componentes a serem separados sdo distribuidos
entre duas fases: uma fase estacionaria e uma fase movel. A espectrometria de massas pode ser
acoplada a cromatografia liquida, gerando uma melhora da andlise (NASCIMENTO, LIMA,
BARBOSA e SILVA, 2022).

O UPLC ¢ uma técnica cromatografica que possui excelente desempenho,
possuindo vantagem em relagdo ao HPLC. No UPLC o tamanho da particula ¢ menor que 2 pm
e opera em pressoes na faixa de 6000 a 15000 psi, levando a uma melhora na largura dos picos
e um melhor sinal/ruido em comparacdo com o HPLC. Além disso, a velocidade de varredura
do UPLC ¢ maior, consequentemente, fornecendo um tempo de andlise menor
(TALEUZZAMAN, M. et al,2015; ZHAO et al.,2014).

A cromatografia liquida quando acoplada a um sistema de espectrometria de massas
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¢ capaz de melhorar a separagdo e deteccdo. Além disso, fornece a massa molar, informagao

estrutural e uma andlise quantitativa exata (SKOOG et a/,2008).

2.7 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas ¢ uma técnica instrumental utilizada para analisar
fragmentos moleculares com base na sua massa. O espectro € obtido através da ionizacao das
espécies gasosas € os ions sdo acelerados por um campo elétrico e entdo separado com base na
sua relacdo massa/carga (m/z) (HARRIS,2010)

O espectrometro de massas tradicional pode ser dividido em cinco componentes,
Figura 9. O primeiro compartimento ¢ onde ocorre a injecdo da amostra, saindo de um ambiente
laboratorial (1atm) para pressoes mais baixas dentro do espectrometro de massas. Em seguida,
as moléculas passam por uma fonte de ions, onde sdo transformadas em ions em fase gasosa e
sdo acelerados por um campo eletromagnético até chegar no analisador de massa que separa os
ions com base na razado massa/carga (m/z). Por fim, os ions passam por um detector e o sinal

registrado em um sistema de dados (PAVIA et al.,2010).

Figura 9 — Esquema simplificado de espectrometria de massa

L]
Unidade de f Fonte de Analisador Deeis Sistema
entradada  :  jopjzacdo de massa i de dados
amostra S

i

Atmosfera/

vicuo | Alto véicuo |

Fonte: (PAVIA et al.,2010)

2.8 Ionizac¢ao por electrospray

O método de ionizagdo utilizado nesse trabalho foi ionizagdo por electrospray
(ESI). Este método consiste em passar a amostra por um tubo capilar de ago inoxidavel, sendo
aplicado um potencial elétrico elevado entre esse capilar e um contra-eletrodo, levando a
formagdo de um forte campo elétrico. Se um potencial positivo for aplicado no capilar, os ions
positivos tendem a ir em dire¢do ao contra-eletrodo. Quando ha um excesso de cargas positivas

o campo elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo provoca uma deformacao da gota
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até que a repulsdo seja grande o suficiente para que os ions deixem o tubo capilar na forma de
um aerossol de particulas carregadas. As gotas passam por um processo de evaporagio,
ocorrendo uma concentragao dos ions até que o processo de repulsdo se intensifique, levando a
liberagdo do ion gasoso, Figura 10. A partir disso, os ions sdo direcionados para o analisador de

massas (SILVERTSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,2006; DALMAZIO, 2007).

Figura 10 - Esquema do processo de ionizagdo por electrospray
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Fonte: (DALMAZIO,2007)

Nesse tipo de método podem ser gerados ions multiplamente carregados a partir
de moléculas com varios sitios ionizaveis. As espécies i0nicas podem ser protonadas
[M+nH]™", desprotonadas [M-nH]™", cationizadas [M+Na]®™ e anionizadas [M-CI]-
(DALMAZIO, 2007).

2.9 Analisador quadrupolo (QDa)
O analisador utilizado nesse trabalho ¢ o quadrupolo, o qual consiste em quatro

barras s6lidas dispostas paralelamente na dire¢do do feixe de ions. Uma voltagem de corrente

continua e radiofrequéncia sdo aplicadas, gerando um campo eletrostatico oscilante na regido
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das hastes. Com isso, os ions adquirem uma trajetdria oscilante; os ions com m/z incorreta e
uma oscilagdo instavel, colidem com as hastes, por outro lado, os ions com m/z correta e
uma oscilacdo estavel, atingem o detector (PAVIA,2001). O monitoramento do ion selecionado
(SIR) foi o método usado nesse trabalho para o acompanhamento dos ions desejados. Este
método baseia-se na escolha de uma tnica razdo m/z pelo operador e assim € possivel realizar
um monitoramento durante toda a andlise. O SIR ¢ conhecido por possuir uma boa seletividade

e sensibilidade (STACHNIUK e FORNAL, 2016; Skoog et al,2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar antocianinas presentes no inhame-roxo da espécie Dioscorea trifida

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar dois tipos de extracdo, sendo uma utilizando agua/HCI e outra metanol/TFA

e Obter os rendimentos dos extratos obtidos e comparar com os valores obtidos na

literatura
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostra

Uma amostra de inhame-roxo oriundo de Palmeiras dos Indios-AL foi gentilmente
cedido pelo Dr. Edy Souza de Brito (Embrapa Alimentos e Territorios). O tubérculo foi cortado
em fatias (Figura 11) e colocado no refrigerador por aproximadamente 72h. Em seguida, as
fatias foram secas em um liofilizador Liobras modelo K 105 (Figura 12) por mais 48 h até a

secagem completa. Finalmente, os seus pedacos desidratados foram moidos em moedor de café

Figura 11 — Amostra cortada em fatias Figura 12 — Amostra a ser liofilizada

e -

Fonte: elaborado pelo autor Fonte: elaborado pelo autor

4.2 Preparacio da amostra

4.2.1 Extracao em fase solida (SPE)

A amostra ap6s moida passou pelo processo de extracdo em fase solida (SPE),

utilizando um cartucho C18, para purificagdo das antocianinas. Conforme pode ser observado

na figura 13.
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Figura 13 —Sistema de SPE com cartucho C18

Fonte: elaborado pelo autor

Os procedimentos realizados estao descritos mais detalhadamente nas figuras 14 e

15

4.2.2 Extracao com agua acidificada

Figura 14 - Fluxograma do processo de extragdo de antocianinas de inhame-roxo usando

agua/HCl
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DISSOLUCAO DA AMOSTRA

Tubérculo cortado Refrigerador e
liofilizador Moido e pesado Ig
VR A
™ 4» .* -
Dissolver em 1 mL da Sonicado e
solugdo de HCI pH 0,5 centrifugado
m

Condicionamento do cartucho Amostra percolada pelo .
com metanol/HCI e agua MiliQ cartucho Lavagem com dgua MilliQ

/—\\ /,, \
M s
luf s ) |
o -
o 20T Fluxo de nitrogénio e
Elui¢do das antocianinas 9

Filtrou com filtro PTFE

com agua/HCI redissolugdo com e transferiu para o
metanol/TFA vial
=2 - -
— 8

Fonte: elaborado pelo autor

Amostra (1 g) foi dissolvida em 3 ml de uma solugdo de HCI (pH 0,5). Em seguida,
o material foi sonicado por 1 min e centrifugado por 1 min a 2500 rpm, para a retirada do
sobrenadante. Em seguida, a amostra foi adicionada em um cartucho C18 Sep-Pak (Waters,
Milford, MA,EUA) para ser purificada por extragdo em fase solida (SPE), previamente

condicionado pela passagem de 4 mL de uma solu¢do de metanol acidificado com HC1 0,1% e
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4 mL de 4agua Milli-Q. A amostra foi eluida no cartucho, sendo o processo de dissolugdo e
eluigdo realizado trés vezes, para a obtengdo do maior rendimento das substancias de interesse.
Em seguida, adicionou-se 4 mL de agua Milli-Q, para remocao de substincias mais polares e
acucares. Finalmente, as antocianinas foram eluidas utilizando 4 mL de uma solucao de HCI
(pH 0,5). O extrato obtido foi concentrado utilizando um fluxo de nitrogénio e, em seguida,
redissolvido em metanol acidificado com TFA 0,5% e filtrado através de um filtro de seringa
PTFE 0,22 pum para ser analisado por Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia acoplada a

Espectrometria de Massas com Detector de Arranjo de Diodo (UPLC-QDa), Figura 14.
4.2.3 Extracao com metanol acidificado

Figura 15 - Fluxograma do processo de extracdo de antocianinas de inhame-roxo usando

metanol/TFA

DISSOLUCAO DA AMOSTRA

Tubérculo cortado Refrigerador e
liofilizador Moido e pesado 1g
& _— ‘
?: 4 "_-___

Dissolver em 1 mL da Sonicado e
solucdo de HCI pH 0,5 centrifugado
m
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Condicionamento do Amostra percolada pelo N o
cartucho com metanol/HCI e drtachs avagem com agua Milli
agua MiliQ
e e
:‘
Elui¢do das antocianinas Fluxo de nitrogénio e Filtrou com filtro PTFE
com metanol/TFA redissolu¢do com e transferiu para o
metanol/TFA vial

Fonte: elaborado pelo autor

A amostra (1g) foi dissolvida em 3mL da solucao de HCI fumegante (pH 0,5). Em
seguida, o material foi sonicado por 1 min e centrifugado por 1 min a 2500 rpm. Em seguida,
foi adicionado em um cartucho C18 Sep-Pak (Waters, Milford, MA, EUA), previamente
condicionado utilizando 4 mL de metanol acidificado com HC1 0,1% e 5 mL de agua Milli-Q.
A amostra foi eluida no cartucho, sendo o processo de dissolucao e eluigdo realizado novamente
trés vezes. Posteriormente, adicionou-se 4 mL de agua Milli-Q. As antocianinas foram eluidas
utilizando uma solugdo de metanol acidificado com TFA 0,1%. Por fim, a remoc¢ao do solvente
foirealizada com a passagem de um fluxo de nitrogénio. A amostra foi redissolvida em metanol
acidificado com TFA 0,5% e filtrada através de um filtro de seringa PTFE de 0,22 um para ser
analisado no UPLC, Figura 15.

5. Analise do perfil cromatografico das antocianinas por UPLC-QDa-MS

As amostras foram analisadas através de um sistema UPLC® Waters Acquity
constituido por um equipamento de cromatografia acoplado a detectores de massas do tipo
quadrupolo e de arranjo de diodos (UPLC-Q-Da, Waters, Milford, MA, EUA). Inicialmente, as
amostras foram previamente filtradas através de membranas de PTFE de 0,22 pm (Millipore®)

com as analises cromatograficas realizadas em uma coluna BEH C18 (150 mm x 2,1 mm, 1,7
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micrometros) a 40 °C e volume de inje¢do de 5 pL. A fase movel foi composta por 0,1% de
acido formico em agua (A) e 0,1% de 4cido formico em acetonitrila (B), fluxo de 0,3 mL/min.
O gradiente de eluicdo apresentou a seguinte varia¢dao: 0 min, 2% (B); 22 min, 95% (B); 23
min, 100% de B; 26 min, 100% de B; 26, 5 min, 2% de (B); 29,5 min, 2% de (B). O modo de
ionizacao foi por ESI positivo em modo SIR, com os seguinte ions: cianidina-O-glicosideo-O-
glicosideo, m/z 611; pelargonidina-O-glicosideo-O-glicosideo, m/z 595; peonidina-O-
glicosideo-O-glicosideo, m/z 625, m/z 463, m/z 301; peonidina-O-glicosideo, m/z 463, m/z 301,
cianidina-O-feruloylglicosideo-O-glicosideo, m/z 787; cianidina-O-p-coumaroylglicosideo-5-
O-glicosideo, m/z 757, m/z 595, m/z 287; antocianinas aciladas, m/z 785; pelargonidina-O-p-
coumaroylglicosideo-O-glicosideo, m/z 741, m/z 271; peonidina-O-feruloylglicosideo-O-
glicosideo, m/z 801, m/z 463, m/z 301; peonidina- O-p-coumaroilglicosideo-O-glicosideo, m/z
771, m/z 463, m/z 301; derivados de peonidina, m/z 755, m/z 301. Os seguintes parametros
foram utilizados: gas de dessolvatacdao, N>, 600 L/h, tensdo do cone de extragdao de 10 V, tensdo
capilar de 0,8 kV. A identificagao dos compostos foi realizada baseada na m/z de cada composto
descrito na literatura e comparagdo com os valores obtidos nos cromatogramas dos extratos

antocianicos.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencao do extrato do tubérculo da espécie Dioscorea trifida, utilizando agua/acido

cloridrico (HCl)

Para analisar as antocianinas presentes nos extratos antocianicos do inhame-roxo
da espécie Dioscorea trifida, no UPLC, foi necessario realizar o processo de purificagdo para
eliminar interferentes da amostra, como agucares, flavonoides e outros. A purificagdo foi
realizada utilizando um cartucho Sep Pack C18. A figura 13 representa a adigdo de dgua Milli-
Q, objetivando eliminar os interferentes (acucar, flavonoides e outros). Apds a eluicdo com

agua, foi possivel observar uma coloragdo vermelha intensano cartucho, indicando que as
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antocianinas ficaram retidas. Em seguida, foram avaliados dois tipos de eluentes para a
obtencdo do extrato antocianico. O primeiro eluente utilizado foi agua acidificada com HCI.
Em seguida, o extrato foi armazenado em um frasco de vidro e, posteriormente, o solvente foi
evaporado via um fluxo de nitrogénio, Figura 16. Finalmente, foi obtido 12 mg um s6lido

avermelhado.

Figura 16 —Extrato antocianico do inhame-roxo: (A) solucdo acida; (B) amostra seca.

.

Fonte: Elaborado peo autor Fonte: Elaborado pelo autor

Ap0s o processo de secagem, a amostra foi redissolvida em metanol/TFA, filtrada

em um filtro de seringa PTFE de 0,22 pm, Figura 17, e analisada via UPLC-QDa.

Figura 17 — Extrato filtrado para ser analisado
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Em seguida, repetiu-se o procedimento utilizando como eluente metanol
acidificado com TFA. O extrato foi armazenado em um frasco de vidro e, posteriormente,o
solvente foi evaporado via um fluxo de nitrogénio. Finalmente, foi obtido 15 mg de um so6lido
avermelhado. Apds o processo de secagem, a amostra foi redissolvida em metanol/TFA, filtrada

em um filtro de seringa PTFE de 0,22 um e analisada via UPLC.

6.2 Cromatograma do extrato agua/HCl

O extrato antocianico possui uma faixa de comprimento de onda caracteristica,
sendo possivel de ser detectado pelo detector photodiode array (PDA). As antocianinas
apresentam, em meio acido, uma coloracdo vermelha e um maximo de absorbancia de 520 nm,
sendo este o valor de comprimento de onda selecionado na andlise do extrato. Na figura 18 ¢
possivel observar o cromatograma obtido na andlise do extrato antocianicodo tubérculo de

Dioscorea trifida, via extracdo utilizando agua/HCL.
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Figura 18 — Cromatograma do extrato antocianico obtido via extragdo agua e HCI (A= 520 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Observa-se uma baixa intensidade da absorbancia bem como de resolugdo para a
maioria dos picos presentes no cromatograma. Isso ocorre, possivelmente, devido a baixa
concentracdo de antocianinas presentes na amostra. Portanto, como tentativa de garantir uma
melhor separacao e intensidade dos picos no cromatograma, foi necessario o uso do sistema
analisador quadrupolo (QDa). Foi utilizado o método de varredura Selection Ion Recording
(SIR), selecionando previamente os ions, que ja foram relatados na literatura (RAMOS-

ESCUDERO et al.,2010) para amostras de Dioscorea trifida, com base na m/z.
6.3 Cromatograma do extrato metanol/TFA

A figura 19 exibe o cromatograma obtido na andlise do extrato antocianico do

tubérculo de Dioscorea trifida, via extragdo utilizando metanol/TFA.



46

Figura 19 — Cromatograma do extrato antocianico obtido via extra¢do metanol e TFA (A=520
nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Semelhante a extragdo com agua acidificada, foi observado uma baixa intensidade
em absorbancia dos constituintes da amostra de picos presentes no cromatograma, indicando

que a concentragdo de antocianinas, para esse comprimento de onda, era baixa.
6.4 Identificacao das antocianinas no extrato agua/HCI por espectrometria de massas

A revisao bibliografica de extratos antocianicos de Dioscorea trifida (RAMOS-
ESCUDERO et al, 2010) foi fundamental para a identificacdo de compostos presentes no
inhame. A partir das substancias relatadas foram selecionadas as razdes m/z a serem usadas no

sistema UPLC-ESI-QDa, foram sclecionadas 14 substancias. Destas, sete foram detectadas na
amostra analisada, Figuras 20 a 24.
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Figura 20 — Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para cianidina-O-feruloilglicosideo-O-
glicosideo, m/z 787.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 21 — Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para peonidina-O-glicosideo, m/z 463
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Fonte: Elaborado pelo autor
Figura 22 - Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para o peonidina-O-feruloilglicosideo-
O-glicosideo, m/z 801
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 23 - Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para o ion com m/z 785
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Figura 24 - Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para peonidina, n/z 301
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A obtengdo do espectro de massa permite ter maior clareza de que estrutura esta
sendo avaliada. Os ions referentes as razdes m/z das substancias encontradas poderiam nao
representar antocianinas, porém o uso do PDA assegura que as moléculas estao absorvendo no
comprimento de onda caracteristico de antocianinas, 520 nm, e a utilizacdo do método SIR
(Gravagdo do fon Selecionado) garante que as razdes m/z selecionadas sdo caracteristicas de
antocianinas previamente relatadas na literatura.

Com base em dados relatados na literatura, foi possivel relacionar os tempos de
retencao obtidos neste trabalho com as relagdes de m/z dos ions e os possiveis nomes das

antocianinas, Tabela 3.

Tabela 3 — Antocianinas identificadas extrato H>O/HCI de inhame-roxo com base no Tempo de

retengdo (TR) , m/z do pico ion molecular, m/z dos ions fragmentos relatados na referéncia

RAMOS-ESCUDERO et al (2010)

N pico TR [M*] lons - fragmentos Composto

(min) (m/z) (m/z)

1 5,38 787 N&o observado Cianidina-O-feruloilglicoside
0-O-glicosideo
2 9,03 463 Nao observado Peonidina-O-glicosideo
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12,72 463 N&o observado Peonidina-O-glicosideo

13,23 801 463 Peonidina-O-feruloilglicosideo-O-
glicosideo

14,77 785 N&o observado Antocianina acilada

20,44 301 Peonidina

20,77 785 N&o observado Antocianina acilada

Fonte: elaborado pelo autor

Para a identificagdo das antocianinas considerou-se sete picos de m/z previamente
relatados. O pico 1 foi relacionado a cianidina-O-feruloilglicosideo-O-glicosideo [(5) Figura
8], apresentando uma m/z 787.

Foram observados trés picos com m/z 463, os quais foram relacionados ao
composto peonidina-O-glicosideo [(19) Figura 8]. No pico 4 foi encontrado a presenca de m/z
801, referente ao pico ion molecular com tempo de retengdo = 13,23 min, possuindo o mesmo
tempo de retencao que o m/z 463, indicando que este Ultimo ¢ um fragmento da estrutura com
m/z 801, correspondendo a perda do acido fertlico glicosilado. A m/z 801 e apresenga
do fragmento com m/z 463 esta associado a molécula peonidina-O-feruloilglicosideo-O-
glicosideo [(20) Figura §].

O pico 5 com m/z 785 foi associado a um tipo de antocianina acilada, ainda nao
relatada na literatura (RAMOS-ESCUDERO et al.,2010).

O pico 6 com m/z 301 foi relacionado com a aglicona peonidina. Por fim, o pico 7
com m/z de 785 foi associado a um tipo de antocianina acilada. Neste caso, os autores nao

identificaram a estrutura da referida antocianina (RAMOS-ESCUDERO et al.,2010).
6.5 Identificacdo das antocianinas no extrato metanol/TFA

Foi empregado o mesmo método utilizado na identificacdo das antocianinas do
extrato HoO/HCI, para a identificagdo de 14 substancias do extrato metanol/TFA. Nove picos
foram detectados na amostra analisada, como apresentado nas Figuras 25 a 30 dos

cromatogramas.

Figura 25 — Cromatograma obtido no UPLC-QDa para peonidina-O-glicosideo, m/z 463
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Figura 26 — Cromatograma obtido no UPLC QDa para cianidina-O-feruloilglicosideo-O-
glicosideo, m/z 787
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 27 - Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para cianidina, m/z 287
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Figura 28 - Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para pelargonidina, m/z 271
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Figura 29- Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para peonidina, m/z 301
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Figura 30- Cromatograma obtido no UPLC-ESI-QDa para o ion com m/z 785
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Fonte: Elaborado pelo autor

Com base em dados relatados na literatura, foi possivel relacionar os tempos de
retengdo, obtidos neste trabalho, com as relacdes de m/z dos ions e os possiveis nomes das
antocianinas, Tabela 4.

Tabela 4 — Antocianinas identificadas extrato MeOH/TFA de inhame-roxo com base no Tempo
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de retengdo (TR) , m/z do pico ion molecular, m/z dos ions fragmentos relatados na referéncia

RAMOS-ESCUDERO et al (2010)

N pico TR [M*] Tlons - fragmentos (m/z) Composto
(min) (m/z)
1 0,93 463 N&o observado Peonidina-O-glicosideo
2 5,32 787 N&o observado Cianidina-O-feruloilglicosideo-O-glicosideo
3 9,03 463 N&o observado Peonidina-O-glicosideo
4 9,38 787 Cianidina-O-feruloilglicosideo-O-glicosideo
5 13,32 463 N&o observado Peonidina-O-glicosideo
6 14,56 287 Cianidina
7 16,38 271 Pelargonidina
8 20,29 301 Peonidina
9 20,83 785 Né&o observado Antocianina acilada

Fonte: Elaborado pelo autor

Para a identificagdo das antocianinas considerou-se nove picos previamente
relatados. Inicialmente, foram observados trés picos com m/z 463 estando relacionados a
isomeros da peonidina-O-glicosideo [(19) Figura 8]. Em seguida, foram encontrados dois picos
com m/z 787, estando relacionado a isdmeros da cianidina-O-feruloilglicosideo-O-glicosideo
[(5) Figura 8]. Para os picos 6,7 ¢ 8 foram observados a presenga de agliconas, sendo que para
o pico 6 foi observado uma m/z 287, indicando a presenca de cianidina. Para o pico 7 foi
observado a presenca da aglicona pelargonidina com m/z 271. O pico 8 com m/z 301 foi
associado a peonidina. Por fim, o Gltimo pico observado possui m/z 785 estando associado a
uma antocianina acilada, porém os autores nao relataram o nome ou a estrutura dessa
antocianina.

Emrelacdo as formas de extrag@o, observou-se que os dois métodos foram eficientes
no processo de obtengdo das antocianinas, sendo que para o método utilizando metanol/TFA
levou a mais picos desejados (nove), porém com um maior nimero de agliconas (cianidina,
pelargonidina e peonidina), indicando que, provavelmente, apds o processo de extragdo ocorreu
maior degradacdo dessas antocianinas, via degradacdo das moléculas de agtcar, formando a
estrutura de uma aglicona (sem a presenca de uma molécula de aglicar em sua estrutura). Esse

processo torna a antocianina mais propicia a uma maior degrada¢do e uma diminui¢do da sua
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solubilidade. Para a extragdo com agua acidificada, observou-se a presenca de sete picos, com
a presenca de uma aglicona (peonidina), indicando que as moléculas provavelmente tenderam
a manter sua estrutura original, com a manutencao da molécula de glicose para a maioria delas,
conferindo maior estabilidade dessas moléculas, bem como maior solubilidade. Observou-se
para as duas extracdes a presenca de um maior nimero de antocianinas do tipo peonidina
glicosiladas e peonidinas glicolisadas aciladas com 4cido fertlico. HO et a/ (2010) relataram
que a presenga de peonidina-O-glicosideo foi capaz de inibir significativamente a capacidade
de invasdo de células que provocam cancer de pulmao. A aglicona cianidina auxilia na inibi¢ao
da atividade da enzima ciclo-oxigenase, reduzindo dores e inflamac¢des (WANG et al., 1999).
DREISEITEL et al., (2008) relataram que a presenca da aglicona pelargonidina € capaz de inibir
o proteossomo, um complexo de diversas proteases, aumentando taxas de apoptose e
diminuindo as divisdes e proliferacdo celular, consequentemente, a presenca de células
tumorais.

Os rendimentos (%) das fragdes antocianicas puderam ser calculadas, através da
obtencdo dos valores das massas dos extratos obtidos, para a extragdo com agua/HCI foram
obtidos 12 mg para 1g do tubérculo, portanto, um rendimento de 1,2%. Ja para metanol/TFA,
foram obtidos 15 mg, um rendimento de 1,5%. SAFITRI, E. ef al (2021) obtiveram um
rendimento de 1,63% de antocianinas no inhame-roxo. Apesar, da obtencdo de valores
parecidos com o da literatura, possivelmente, ocorreu o processo de degradacao do pigmento,
devido a fatores externos, como temperatura ¢ luz que interferiram na estabilidade das

antocianinas presentes, provocando uma reducao significativa no teor analisado.
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7. CONCLUSAOQO

As antocianinas foram detectadas pelos dois métodos de extragdo propostos para o
tubérculo de inhame roxo da espécie Dioscorea trifida do nordeste brasileiro, via dgua/HCl e
metanol/TFA. A maioria das antocianinas encontradas foram peonidinas glicolisadas e aciladas
com acido ferulico. Observou-se que na extragdo realizada via metanol acidificado com TFA
houve uma maior presenca de agliconas, provavelmente devido a um processo de desacilacao
das antocianinas. Diferentemente, para o processo utilizando éagua acidificada com HCI,
observou-se um menor nimero de agliconas. Cabe ressaltar que as antocianinas sao
comprovadamente benéficas para a satide das pessoas. O fato desta classe de compostos estarem
presentes no inhame-roxo aponta para a necessidade de mais estudos desses compostos
fenolicos, garantindo a manuteng¢do dos seus beneficios e proporcionando o interesse do

mercado e dos oOrgdos governamentais em relacdo a esse tubérculo.
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