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RESUMO

O inhame, pertencente ao género Dioscorea spp., € um tubérculo que apresenta uma
grande facilidade de cultivo, sendo cultivado principalmente em regides tropicais e
subtropicais. Dentre os quais, destaca-se o inhame-roxo (Dioscorea Trifida), também
conhecido como card-roxo no Brasil, e o inhame-branco (Dioscorea Alata), que sao as
principais espécies cultivadas no Brasil. Apesar da grande contribui¢do medicinal e
nutricional conhecidas, o inhame ¢, culturalmente, menosprezado, pelos orgaos
governamentais dando pouca ou nenhuma importancia ao consumo deste tubérculo no
Brasil. Este presente trabalho visa investigar a composi¢ao quimica de duas espécies de
inhame, D. trifida e D. alata, com foco nos compostos polares. As extracdes ocorreram
pela solubilidade dos compostos polares utilizando Etanol/Agua 30:70 (v/v) levemente
acidificado com acido cloridrico 0,001% (v/v), sendo analisadas posteriormente em um
Cromatdgrafo Liquido de Ultraeficiéncia acoplado a um Espectrometro de Massa e
Detector de Arranjo de Diodo (UPLC-QDa-MS). Foi possivel detectar a presenga de um
total de 13 substancias, das quais 7 foram identificadas utilizando os espectros obtidos
aliados com a literatura, sendo que a amostra de D. Trifida com maior intensidade de
coloracdo (RM) foi a que apresentou mais substancias identificadas. Assim sendo,
considerando as virtudes comprovadas em relagdo ao consumo deste tubérculo, vale

salientar a importancia da elaboracdo de mais estudos voltados para esta area.

Palavras-Chave: inhame-roxo; inhame-branco; composi¢cao; UPLC-QDa-MS.



ABSTRATC

Yam, belonging to the genus Dioscorea spp., is a tuber that is easy to cultivate, being
cultivated mainly in tropical and subtropical regions. Among which, the purple yam
(Dioscorea trifida), also known as purple yam in Brazil, and the white yam (Dioscorea
alata) stand out, which are the main species cultivated in Brazil. Despite the great
medicinal and nutritional contribution that is already known, yam is culturally
undervalued, with government agencies giving little or no importance to the consumption
of this tuber in Brazil. This present work aims to investigate the chemical composition of
two species of yam, D. trifida and D. alata, focusing on the polar compounds present in
these tubers. Extractions occurred based on the solubility of polar compounds using
Ethanol/Water 30:70 (v/v) slightly acidified with 0.001% hydrochloric acid (v/v) and
were subsequently analyzed on an Ultra-Efficient Liquid Chromatograph coupled to a
Mass Spectrometer and Detector of Diode Array (UPLC-QDa-MS). It was possible to
detect the presence of a total of 13 substances, of which 7 were identified using the spectra
obtained combined with the literature, and the D. frifida sample with the highest color
intensity (RM) was the one with the most substances identified. Therefore, considering
the proven virtues in relation to the consumption of this tuber, it is worth highlighting the

importance of conducting more studies in this area.

Keywords: purple yam; white yam; composition; UPLC-QDa-MS.
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1 INTRODUCAO

Os tubérculos s@o uma categoria de vegetais que apresentam, como sua
caracteristica principal, um caule modificado utilizado para reprodu¢@o e armazenamento
de nutrientes, como carboidratos e vitaminas, formando estruturas grossas e subterraneas
semelhante a raizes (Portal Embrapa, 2019). Ademais, tubérculos como macaxeira
(Manihot esculenta Crantz) e batata-doce (lpomoea natatas (L.) Lam.) estao presentes na
agricultura e consumo brasileiro (AZEVEDO et al., 1998), incluindo o inhame
(Dioscorea spp), que apresenta beneficios em relagdo a outros tubérculos, sendo uma
grande fonte de carboidratos, aminoacidos, vitaminas, minerais, compostos fendlicos e
outros (SILVA, 2022).

Estima-se que no Brasil o inhame, popularmente conhecido como cara,
ocorram entre 150 e 200 espécies, Unico género presente em todas as regioes do pais,
principalmente no Norte e Nordeste, fazendo parte da alimentagdo basica da populacao
brasileira e mundial com mais de 300 milhdes de consumidores (PEDRALLI et al., 2002;
MIGNOUNA et al., 2003). Dentre as espécies mais cultivadas e consumidas no Brasil, o
inhame roxo (D. trifida) e o inhame branco (D. alata) se sobressaem, pois apresentam
uma boa facilidade de manejo aliada a corretos procedimentos de producio a larga escala,
como fertiliza¢do, adubagao, entre outras (AZEVEDO et al., 2017). Nao obstante, além
de fornecerem grandes potenciais nutricionais, o inhame roxo e o inhame branco sio
citados na literatura académica por apresentarem outras propriedades medicinais
referentes a a¢do antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticancerigenas, hipoglicemiantes,
antioxidante e, também, prevenindo contra doengas cardiovasculares (PADHAN et al.,
2020; SIQUEIRA et al., 2009)

Entretanto, apesar das vantagens associadas a produgdo e consumo deste
tubérculo, o inhame ¢ considerado esquecido culturalmente pela sociedade, com sua
producdo e divulgacdo ndo recebendo o devido investimento financeiro governamental
e/ou privado mesmo com o aumento da procura internacional por este produto
(SIQUEIRA et al., 2009), refletindo negativamente na producao brasileira de 107 mil
toneladas em 2017 (IBGE, 2017), com o estado do Espirito Santo sendo o maior
responsavel por esta produgdo, além de uma grande participacdo da regido Nordeste
(PEIXOTO NETO PAS; LOPES FILHO J; CAETANO LC; ALENCAR LMC; LEMOS
EEP, 2020).
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Tendo em vista tal situagdo de negligéncia cultural e informacional, este
trabalho visa analisar a presenca de alguns componentes quimicos em trés amostras de
inhame roxo (D. trifida) e uma amostra de inhame branco (D. alata), a fim de aprofundar

e complementar informagdes sobre estes tubérculos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Dioscorea

A familia Dioscoreaceae, pertencente a ordem Dioscoreales, ¢ composta
pelos géneros Trichopus, Stenomeris, Tacca e, por fim, o maior género em numero de
espécies e distribui¢cdo ao redor do mundo, Dioscorea (SILVA et al., 2017).

Dentre as principais caracteristicas do género Dioscorea, a que se destaca
¢ o desenvolvimento de intumescéncias subterraneas perenes, que sdo 0rgaos tuberosos
comumente confundido com raizes, cuja fun¢do principal € a armazenagem de compostos
de reserva e agua para garantir uma maior capacidade de regeneragdo, além de funcionar
também para propagar a espécie (APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2015).

Dioscorea ocorre principalmente em ambientes tropicais e subtropicais,
predominantemente na Africa e América do Sul (SMITH et al., 1937), com cerca de 400
espécies catalogadas (JUDD et al., 2009). No Brasil, considerando espécies nativas e
endémicas, ha um total de 141 espécies (KIRIZAWA et al., 2017), das quais as mais
comuns sao D. trifida, D. alata, D. bulbifera, D. cayenenses e D, rotundata
(NASCIMENTO et al., 2015).

Além das propriedades nutricionais, o género Dioscorea também pode ser
consumido visando outros beneficios, dos quais os fins medicinais se destacam, ja estando
em pauta na comunidade cientifica. Nas estruturas tuberosas de Dioscorea ocorre a
presenca de alguns metabodlitos secundarios como a protodioscina, substidncia que
apresenta potencial para combater diferentes tipos de células cancerigenas, funcionando
também para o tratamento de doengas coronarias (MIYAZAWA et al., 1995; HOU et al.,
2002). Ja em 1937, foi isolada a diosgenina, substancia quimica que pode ser utilizada
como matéria prima para a sintese de cortisona e hormonios sexuais, sendo utilizada
também por apresentar efeitos anti-inflamatdrio e contraceptivos (JUDD et al., 2009).
Vale ressaltar também a presenca de antocianinas em algumas espécies, cujo material
apresenta poder antioxidante e pode ser utilizado como corante natural para a industria de
alimentos ((ROSAS et al., 2024).

Apenar dos varios beneficios medicinais, nutricionais e industriais ja
descobertos, culturalmente o inhame ¢ esquecido e negligenciado, sendo associado a

comunidades de baixo poder aquisitivo. Consequentemente, ¢ comum o inhame ser
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considerado indiferente para a pauta politica agraria, afetando, por exemplo, o potencial
de exportacao do produto no Brasil (SOARES et al., 2018).

Contudo, apesar da negligéncia, o cultivo do inhame mundial estd em
constante processo de crescimento, principalmente em paises africanos (STATISTICAL
YEARBOOK, 2021), devido sua facilidade de cultivo e descoberta de novos beneficios,
propiciando um maior incentivo as pesquisas cientificas na area, além de aumentar o

potencial econdmico do produto (LEBOT et al., 2023).

2.2 Dioscorea Trifida

Espécie de inhame nativa da América do Sul, a D. trifida (inhame roxo), é
um dos tubérculos mais consumidos em territorio sul-americano ¢ américa central,
ocorrendo no Caribe até e o Peru e, no Brasil, distribui-se do territorio amazonense até a
regido sudoeste. Este tubérculo apresenta pigmentos fendlicos da classe das antocianinas,
que garantem uma coloragdo que o nomeia popularmente e o relaciona diretamente a agdo
antioxidante (OLIVEIRA et al., 2021). Contudo, a espécie também pode apresentar
diferentes caracteristicas morfologicas entre si (Figura 01), como a variagdo da
intensidade da coloragdo roxa da casca e da polpa do tubérculo (NASCIMENTO et al.,
2015).

Figura 01: Diferencas morfologicas em espécie de Dioscorea Trifida.

Além das antocianinas, o inhame-roxo apresenta em sua composi¢ao

quimica vitaminas A, vitaminas do complexo B e C, carboidratos, gorduras insaturadas,
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minerais, compostos fenodlicos e proteinas, tornando-o um alimento rico em nutrientes e
recomendado por nutricionistas (SANTOS et al., 2007).

Economicamente, o inhame-roxo apresenta um grande potencial, sendo
cultivado no Brasil principalmente por agricultura familiar no Norte, Nordeste, e
Sudoeste, tendo em vista sua facilidade de manejo, produgdo e adaptabilidade a climas

tropicais e subtropicais (LOPES et al., 2020).

2.3 Dioscorea Alata

Uma espécie nativa na Asia, Dioscorea Alata é um tubérculo da familia
Dioscoreaceae, que hoje € cultivada principalmente em regides tropicais e subtropicais
ao redor do mundo, destacando a Africa, Asia, América Central ¢ América do Sul,
incluindo o Brasil. Esta espécie ¢ uma das mais cultivadas entre as Dioscorea por conta
da sua alta adaptabilidade a diferentes tipos de solo e condigdes climaticas (SIQUEIRA
et al.,2009).

Essa espécie, assim como a D. trifida, também apresenta uma morfologia
bastante varidvel (Figura 02), predominando o formato cilindro e coloragdo da polpa

variando de branco para purpura. (ARAUJO, 1994).

Figura 02: Diferencas morfologicas em espécie de Dioscorea Alata.

Fonte: Adaptado de (JIRCAS, 2024)

No Brasil e no mundo, esta espécie de inhame ¢ utilizada em vérias

preparagdes culinaria, como purés, sopas e cozidos, apresentando em sua composicao
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carboidratos, proteinas, gorduras, vitamina A, vitamina B1 e B2, entre outros nutrientes,

tornando-o um alimento bem nutritivo (JIRCAS, 2024).
2.4 Aminoacidos

Os aminoacidos sdo um grupo de moléculas organicas que compde as
proteinas e os peptideos. Esse grupo apresenta uma estrutura quimica bem caracteristica
formada por um centro estereogénico ligado a uma carboxila, um grupo amino, um
hidrogénio e, por fim, a um grupamento “R”, que causa a diferenciagdo entre os

aminoacidos (Figura 03) (NELSON et al., 2002).

Figura 03: Representagdo geral da estrutura quimica de um aminodcido.

COO°

*H3N C—H

R

Fonte: Elaborado pelo autor via ChemDraw.

As proteinas sdo macromoléculas de alto peso molecular formadas a partir
de ligacdes covalentes peptidicas entre os grupos amino e carboxila dos aminoacidos,
formando longas cadeias semelhante a cadeias poliméricas. Nas moléculas de proteinas,
sdo conhecidos 20 tipos de aminodcidos (Figura 4), com sua sintese controlada por

mecanismos genéticos envolvendo DNA e RNA (NELSON et al., 2002).
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Figura 04: Aminoacidos que compde a estrutura molecular de proteinas.
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Fonte: Adaptado de (UNESP, 2024)

A depender do grupamento R de cada aminoacido (que apresenta coloragao
vermelha na Figura 04), € possivel diferenciar os aminoacidos em apolar, polar, polar com
proeminéncia de carga negativa e polar com proeminéncia de carga positiva

(CAMPBELL et al., 2007).
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2.5 Compostos fenolicos

Os fendis sdo substancias orgdnicas que apresentam em sua estrutura
quimica um ou mais grupos fenolicos que se baseia em um anel aromatico ligado a uma
ou mais hidroxilas (Figura 05), além de outros grupos funcionais. Sao originarios na
natureza principalmente em frutas citricas, como limao e tangerina, além de outras frutas
como mac¢a e mamao. Existem catalogados mais de 5 mil compostos fendlicos, com
diferentes substituintes ligados ao fenol, garantindo diferentes caracteristicas quimicas,

como eletronegatividade, polaridade e outros (ANGELO; JORGE, 2006).

Figura 05: Fungao organica fenol presente em compostos fendlicos.

OH

Fonte: Elaborado pelo autor via ChemDraw.

Atualmente, uma das caracteristicas mais estudas dos fenois ¢ sua acao
antioxidante, funcionando como inibidores de radicais livres, reagindo principalmente
com o radical peroxila. Esta funcdo antioxidante garante uma reducdo da oxidagdo dos
lipideos presentes nos tecidos celulares, podendo ser de origem animal ou vegetal,
servindo por exemplo para garantir a qualidade e aumentar a validade de alimentos
frescos, atuando diretamente na diminui¢ao da propagacdo de doengas patologicas como
cancer, ou seja, os compostos fendlicos apresentam acgdo anticarcinogénica (ANGELO;

JORGE, 2006).
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2.6 Flavonoides

Compostos de origem natural, os flavonoides sdo um grupo de metabdlitos
presentes nas plantas, cuja principal fungao € a prote¢ao contra acdes oxidativas. Estes
compostos sao os principais responsaveis pelas diferentes coloragdes dos vegetais, agindo

como uma prote¢do contra a luz (RODRIGUES et al., 2009).

A estrutura quimica basica (Figura 06) ¢ constituida por trés anéis, dos
quais dois sao benzénicos, totalizando quinze carbonos. Suas cadeias carbonicas podem
apresentar substituintes oriundos de diferentes tipos de reagdo como hidroxilagdo e
sulfona¢do, de forma que mais de quatro mil compostos flavonoélicos estdo catalogados

na literatura (SIMOES et al., 2010).

Figura 06: Estrutura quimica bésica de um flavonoide.

Fonte: Elaborado pelo autor via ChemDraw.

Levando em considera¢do a grande quantidade de compostos flavonolicos,
alguns padrdes estruturais quimicos sdo observados nesse grupo, podendo assim ser
categorizados em funcdo desses padroes, separando-os em diferentes tipos de
flavonoides. Dentre os tipos de flavonoides mais presentes na natureza, destacam-se os

flavanois, flavonas, isoflavonas, flavonois, flavanonas e antocianidinas (Figura 07).
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Figura 07: Tipos de flavonoides mais presentes na natureza.
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Fonte: (RODRIGUES et al., 2009).

2.7 Antocianinas

As antocianinas s3o, depois da clorofila, o grupo de pigmentos mais
importante de origem vegetal. Constituido por uma estrutura quimica basica policiclica
de 15 carbonos (Figura 08), sdo flavonoides responsaveis pela coloracdo que varia de um
vermelho intenso ao violeta azulado, podendo estar presentes em diferentes estruturas

vegetais, como frutos, raizes, folhas, caules, etc (LOPES et al., 2007).

Figura 08: Estrutura basica de uma antocianina.
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Fonte: (LOPES et al., 2007)
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Esse grupo de flavonoides exercem varias fun¢des na planta, servindo
como um agente oxidante, protegendo contra a luz e servindo também como um
mecanismo reprodutor das plantas, atuando na poliniza¢do e no espalhamento de
sementes (LOPES et al., 2007).

Uma caracteristica bem documentada das antocianinas ¢ sua alta
sensibilidade a variagdo de pH, variando sua coloragdo, variando de amarelo em meio
basico para vermelho em meio acido (Figura 09). Esta propriedade ¢ de bastante utilidade
para a industria de alimentos, pois além de exercer a fungdo de corante natural, também
funcionara como indicador de pH, a fim de informar se o alimento esta apto para o
consumo por exemplo, fungdo essa presente em algumas embalagens inteligentes

(ARRUDA et al., 2019).

Figura 09: Variagdo da coloragdo das antocianinas em funcao do pH.
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Fonte: (ARRUDA et al., 2019).

As antocianinas sdo extraidas facilmente com solventes polares, tendo em
vista sua alta hidrofilicidade. O método mais convencional de extracao utiliza-se etanol
acidificado com acido cloridrico 0,001% v/v, meio levemente acido tendo em vista que
as antocianinas apresentam maior estabilidade nessas condigdes. E importante salientar

também que as antocianinas tendem a degradar termicamente em temperaturas acima de
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40°C, sendo realizado a extracao idealmente em temperaturas menores (ARRUDA et al.,
2019).

Comprovadamente, este composto também apresenta caracteristicas
antioxidantes. De acordo com NARAYAN et al (1999), as antocianinas sdo antioxidantes
mais eficientes em comparagdo a outros como butilato hidroxi tolueno e vitamina E,
podendo ser utilizado para prevenir a oxidagcdo de alimentos, aumentando a vida 1til do
alimento.

Entretanto, em relacdo a corantes sintéticos, a utilizacao de antocianinas
como corantes e antioxidantes de alimentos ¢ inferior, tendo em vista sua baixa
estabilidade em comparagdo a corantes sintéticos, além de uma alta sensibilidade a
mudanga de coloragdo em fun¢do da variagdo de pH do meio, quando esta caracteristica

ndo ¢ desejada (ARRUDA et al., 2019).

2.8 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC)

A cromatografia ¢ uma técnica utilizada para separar os componentes
quimicos de uma amostra baseando-se nas diferentes interagcdes moleculares entre esses
compostos com a fase movel e a fase estacionaria de uma coluna, empregando geralmente
a cromatografia gasosa (CG) para separar compostos volateis e cromatografia liquida
(CL) (Figura 10) para outros compostos, (NASCIMENTO, LIMA, BARBOSA e SILVA,
2022).

Figura 10: Esquema simplificado de um cromatodgrafo liquido.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na CL, diferente da CG, ¢é empregado um solvente liquido como fase
movel, geralmente metanol especifico para CG e 4gua extremamente purificada, variando
suas concentragdes a depender da metodologia da andlise empregada, variagdo de
concentracdo denominada gradiente, que pode ser alterada ao longo da analise (PAVIA et
al.,2001).

De forma simplificada, com a fase movel devidamente preparada, ¢
inserido o material a ser analisado no CL, que serd misturado com a fase movel e
bombeado na coluna a altas pressoes, podendo passar de 15000 psi, tendo em vista que a
coluna apresenta um diametro interno consideravelmente pequeno, variando de coluna
para coluna. Em seguida, os constituintes ja separados sdo analisados por um detector ou
varios detectores acoplados, sendo o tempo que a substancia atravessa a coluna até o
detector denominado tempo de retengao (Tr) (PAVIA et al., 2001)

Em comparagdo ao HPLC, o UPLC apresenta excelente desempenho, pois
trabalha em pressdes maiores de até 15000 psi, garantindo uma facilidade por apresentar
melhores sinais. Vale ressaltar também a velocidade de analise, sendo realizada mais

rapidamente no UPLC (SKOOG et al, 2008).

2.9 Espectrometria de massa (MS)

A espectrometria de massa ¢ uma técnica que examina uma substancia
excitada por uma fonte de elétron, formando-se ions na fase gasosa, que sdo acelerados
por um campo magnético e analisados em fun¢do da razdo massa/carga (m/z) desses ions,
podendo gerar dados quantitativos e qualitativos. (PAVIA et al., 2001)

De forma simplificada, o processo de utilizacdo de um espectrometro de
massa baseia-se em, primeiramente, inserir a amostra em uma camara cuja pressao interna
¢ a ambiente. Posteriormente, em alto vacuo, a amostra passa por uma camara de fonte
de radiacdo eletronica, favorecendo a formacdo de ions. Esses ions formados sdo
separados a partir da razdo m/z em um forte campo magnético, que direciona esses ions
para um detector acoplado a um computador que ird fornecer os dados obtidos, gerando
um grafico que relaciona a abundancia de um ion com a sua razao m/z (Figura 11) (PAVIA

etal.,2001).
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Figura 11: Etapas de funcionamento resumido de um cromatdgrafo de massa.
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Fonte: (PAVIA et al., 2001).

A técnica de espectrometria de massa pode apresentar diferentes formas de
ionizac¢do, podendo ser ionizacao por elétrons (EI), ionizacdo quimica (CI), ionizagdo por
dessor¢do (SIMS, FAB E MALDE) e ioniza¢do por eletrospray (ESI) (PAVIA et al.,
2001). Este presente trabalho foi realizado utilizando ESI.

2.10 Ionizacao por eletrospray (ESI)

O ESI ¢ um método muito eficiente quando empregado em moléculas
organicas com alto peso molecular. Baseia-se em carregar positivamente particulas
pequenas da amostra em altas temperaturas € no vacuo por meio de um tubo capilar
carregado, que posteriormente € exposta a um gas de secagem (geralmente nitrogénio)
cuja funcdo € aumentar a densidade da particula, retirando o solvente e deixando apenas
o ion a ser analisado, menos pesado, sofrendo maior influéncia do campo magnético,

direcionando a particula carregada até o detector (Figura 12) (PAVIA ef al., 2001).



Figura 12: Esquema simplificado do funcionamento do ESI.
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Fonte: (MILAGRE, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar moléculas presentes em quatro amostras de inhame: trés

amostras de cara-roxo (D. trifida) e uma amostra de inhame-branco (D. alata).
3.2 Objetivos especificos
e Obter os rendimentos dos extratos e comparar com a literatura

e Avaliar a eficiéncia da extragdo utilizando Etanol/Agua 30:70 (v/v) levemente

acidificado com HCI 0,001% (v/v)
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostras

As quatro amostras foram cedidas pelo professor Dr. Edy Souza de Brito
(Embrapa Alimentos e Territorios), originarias do municipio de Palmeiras dos Indios-AL.
As amostras foram previamente tratadas pela Dr. Kesya Amanda Dantas Rocha (Embrapa
Alimentos e Territérios), que inseriu os tubérculos ja cortados por aproximadamente 72h
e, posteriormente, liofilizando as amostras em um liofilizador modelo K 105 por cerca de
42h para realizar a secagem completa dos materiais. Com os materiais ja secos, 0s
mesmos foram expostos a um moedor de café¢ para a obtencdo dos materiais moidos. Este
trabalho foi realizado no Laboratorio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais
(LMQPN), laboratorio pertencente a Embrapa Alimentos e Territorios, com cede

localizada em Fortaleza-CE.

4.2 Preparacio das amostras

Inicialmente, pesou-se em tubos de vidro cerca 100mg de cada uma das 4

amostras, que foram codificadas de acordo com a tabela a seguir (Tabela 01).

Tabela 1: Codificacdo das amostras analisadas de acordo com a espécie.

Espécie Codificacio Codificacio abreviada
D. trifida Roxo-Mata RM
D. trifida Roxo-Comum RC
D. trifida Pele-Roxa PR
D. alata Branco-Comum BC

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apds a pesagem, inseriu-se em cada tubo 3mL de uma solucdo
Etanol/Agua 30:70 (v/v) levemente acidificada com HC1 0,001% (v/v), juntamente com
3 mL de hexano, formando uma solucdo heterogénea de 3 fases, uma so6lida (precipitado)
depositando-se na parte inferior do tubo, uma fase polar composta pela solu¢ao de
Etanol/Agua acidificado na parte inferior do tubo e uma fase apolar, composta pela

solu¢do de hexano na parte superior (Figura 13).
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Figura 13: Amostras imersas em solu¢ao polar e apolar.

il e A

Fonte: Elaborada pelo autor.

Logo apos, os tubos foram expostos a 1 minuto de vortex para a agitacao
da solucdo e sonificado por 3 minutos em temperatura ambiente (Figura 14), seguido de
centrifugac¢do por 1 minuto a 2500 rpm. Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta, foi
extraido a fase liquida polar, utilizando um filtro de seringa PTFE 0,22 um para filtrar a
solugdo polar obtida, descartando a fase apolar e o precipitado. Em seguida, foi realizada
a secagem das amostras por meio de um rotaevaporador a 35°C (Figura 15), além de
expor os extratos a N2 (gés nitrogénio) pos rotaevaporacdo (Figura 16) para garantir a
completa/maior secagem dos materiais, sobrando apenas extratos solidos soltiveis em
meio polar que foram devidamente pesados (Tabela 02), solubilizados em metanol
proprio para analises em UPLC, transportados para frascos de penicilina novos e, por fim,
inseridos em um Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia acoplado a um Espectometro

de Massa com Detector de Arranjo de Diodo (UPLC-QDa).



Figura 14: Tratamento de sonificacao das amostras em temperatura ambiente.

AR

Fonte: Elaborado plo autor.

Figura 15: Processo de secagem das amostras por rotaecvaporagao a 35°C.

Fonte: Elaborado pelo autor.

32



33

Figura 16: Secagem das amostras utilizando gas nitrogénio.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A seguir, um fluxograma (Figura 17) ilustrando o passo a passo do preparo

das amostras pré-inser¢ao no equipamento de analise:

Figura 17: Fluxograma do preparo das amostras.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Metodologia de analise do extrato no UPLC-QDa-MS

Um sistema UPLC® Waters Acquity foi utilizado para realizar a analise de
todos os extratos, constituido por um cromatografo acoplado a um espectro de massa
quadrupolar e de arranjo de diodos (UPLC-QDa, Waters, Milford, MA, EUA). A fase
movel foi constituida por 0,1% de 4cido formico em dgua (A) e 0,1% de 4cido férmico
em acetonitrila (B), com um fluxo de 0,3mL/min, com um gradiente apresentando a
variagdo a seguir: 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). A tentativa de caracterizagao teve como
base os espectros de massa aliados aos espectros de absor¢dao de cada composto,

relacionando-os com a literatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Massas e rendimentos obtidos

A tabela a seguir (Tabela 2) informa as massas obtidas oriundas do

processo de extracao, onde a letra “D” representa as duplicadas de cada amostra.

Tabela 2: Massas obtidas do processo de extragao.

Amostra Massa (mg) Rent(lj/lsento R;ggii;n(izt)o
Rll\{/ll\./[D 3% ,829 ;t ’829 4,05
RE.CD iﬁi iﬁﬁ 3,43
S v
b ;32 ;32 2,84

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre as massas obtidas, a amostra RM apresentou, além de uma maior
massa, uma maior intensidade da coloragdo purpura, ambas propriedades podendo estar
relacionadas. Além disso, o RC e o PR apresentaram uma proximidade entre as massas
obtidas e a coloragdo purpura, corroborando ainda mais com esta hipotese. Nao obstante,
o BC apresentou caracteristicas semelhantes, sendo a menor massa obtida e ndo
apresentando, visivelmente, uma coloragdo purpura, provavelmente caracterizando uma
menor quantidade de flavonoides em relagdo as outras amostras.

Com relagdo ao rendimento (%) das extracdes dos compostos polares, foi
possivel calcular o rendimento com base nas massas obtidas pos processo de secagem dos
materiais. Considerando a média das massas obtidas das duplicatas (Tabela 1) e a massa
pesada de casa amostra (1g), calculou-se o rendimento de extracdo de cada amostra, com
RM apresentando um rendimento de 4,05%, o RC de 3,43%, o PR de 3,44% e, por fim,
2,84% do BC. O BC, apresentou o menor rendimento dentre as extracdes, possivelmente
por apresentar menos antocianinas em compara¢do com as outras amostras analisadas, o
que afeta diretamente o rendimento da extragdo. Ademais, o RC foi o que apresentou
melhor rendimento, podendo ser associado a presenca de antocianinas, pois o material,

dentre todas os outros, foi o que apresentou maior intensidade de coloragdo purpura,
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sendo a tnica extragdo onde foi possivel identificar a presenca de antocianinas por UPLC-

QDa. O valores obtidos de extragdo sdo consideravelmente préximos aos presentes na

literatura para o género Dioscorea (ROSAS et al., 2024; VEKSHIN et al., 1987), contudo

vale ressaltar possiveis erros operacionais que podem ter ocorrido durante todos os

processos, considerando também a degradagdo do material em relagdo a luz, exposicao a

oxigénio, temperatura, entre outros.

5.2 Tentativa de caracteriza¢cio de compostos

Utilizando como base os espectros de massa, a tabela a seguir (Tabela 3) lista em

ordem crescente de Tr a tentativa de caracterizagcdo de compostos presentes nas amostras

analisadas, com o termo “X” indicando a possivel presencga deste composto na amostra.

Tabela 3: Tentativa de caracterizacdo de substancias presentes nas amostras.

r Possiveis Formula L
N®© Nome RM PR RC BC ; (m/z) (m/z)* Retferéncias
(min) fragmentos  molecular
1 Adenosina X X 3.76 268 136 CioH1sN504 RO?‘E%TO'
2 Fenilalanina X X 4.4 166 120 CsH i NO; ROE;?,)I%TO'
3 Triptofano % % 5,27 205 188:146  CuHiNi0, NODTRTO:
p-coumaroylhexose-4- & : KJERSTI.
4 O-hexoside X 5.86 487 511 119; 309 2007
5 Desconhecido X X 6.13 517 541 177
Peonidin 3-(6"-p-
6 coumarylglucoside)-5- X 6.55 771 C37H350:5* RE)OS ;ZS’
glucoside -
7 Vicenin 3 X 657 563 565 547 CulsO  FOS
Vicenin 1 % X 6.62 563 565 547 CaeHysO1s R(z)gsrﬁs.
9 Desconhecido X 7.2 577 579 561
10 Desconhecido X 11.28 315 317
11 Desconhecido X X 17.38 284
12 Desconhecido X X 17.64 520 502
13 Desconhecido X X 20.1 501 573

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Adenosina, que ¢ um nucleosideo endogeno, que funciona como fonte

energética das células vegetais, ou seja, estdo presentes no inhame. Além dos espectros

de massa analisado nos tempos de retengao, os espectros de absor¢ao também corroboram

com a possivel presenga dessa substancia em todos os extratos analisados. Segue o

espectro de massa obtido da Adenosina no RM, além do espectro de absorbancia no Tr

estipulado (Figura 18).
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Figura 18: Espectro de massa (superior) e espectro de absorbancia (inferior) obtidos do

RM com o UPLC-QDa para Tr de 3,76 min.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A presenca dos picos 268 m/z e 136 m/z que sdo, respectivamente, a massa
molecular da adenosina com um proton (M+H") e um fragmento caracteristico
(ROBERTO et al., 2022), corroboram com a possivel presenga deste composto nas
amostras, além de que o espectro de absorbancia com o pico em 257 nm para a adenosina
também ser documentado na literatura (VEKSHIN et al., 1987).

A Figura 19 contém o espectro de massa obtido no UPLC-QDa-MS
referentes a identificagdo da Fenilalanina, um aminoacido que possivelmente foi

identificado, fazendo parte da composigdo de proteinas vegetais.
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Figura 19: Espectro de massa para Tr de 4,4 min no RM utilizando UPLC-QDa-MS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As presencas dos picos 166 m/z (M+H") e 120 m/z evidenciam a presenc¢a
de Fenilalanina (ROBERTO et al., 2022), além de ja ser documentado na literatura que a

Fenilalanina esta presente na composi¢do das espécies Dioscorea spp. (KIM et al., 2018).

Figura 20: Espectro de massa (superior) e espectro de absorbancia (inferior) para Tr de

5,27 min do BC obtido por UPLC-QDa-MS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base nos graficos presentes na Figura 20, os picos destacados no
espectro de massa (205, 188 e 146 m/z), além dos picos de absor¢do no espectro de
absorbancia obtidos (279 e 218 nm), corroboram com a possivel presenga de Triptofano

nos compostos analisados (ROBERTO et al., 2022; FLIEGER et al., 2018).
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Figura 21: Espectros de massa para Tr de 5,86 min do RM obtido por UPLC-QDa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Analisando os espectros de massa (Figura 21), os picos 511 m/z (M+Na)
e 487 m/z (M-H) no polo positivo e negativo, respectivamente, sdo um forte indicativo

da presenca do p-coumaroyl-hexose-4-O-hexosideo na amostra (KJERSTI et al., 2007).

Figura 22: Espectro de massa (superior) e absorbancia (inferior) para Tr de 6,55 min do

RM obtido por UPLC-QDa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A presenga do pico 771 m/z, que representa a massa da antocianina
Peonidin 3-(6”-p-coumarylglucoside)-5-glucoside, além do pico em 533 nm no espectro
de absorcao, sustentam a presenga deste composto na amostra RM (Figura 22). Ademais,
de acordo com a literatura, ja foi identificado a presenga desta antocianina em individuos

de D. trifida originarias do Brasil (ROSAS et al., 2024).
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Vicenin 3 e Vicenin 1 sdo flavonoides e isémeros, apresentando uma
estrutura quimica muito semelhante. Essa grande semelhanca também esta explicita nos
Tr de cada substancia, apresentando uma grande proximidade, ou seja, uma interacdo com
a coluna do UPLC bastante semelhante, favorecendo a co-eluicao desses flavonoides
(Figuras 23 e 24). Contudo, apesar dessas caracteristicas que dificultam a anélise, a
literatura j& identificou a presenca desses isdmeros em D. trifida de origem brasileira

(ROSAS et al., 2024).

Figura 23: Espectros de massa positivo e negativo (superior) e espectro de absor¢ao

(inferior) para Tr de 6,57 min da PR, referente ao Vicenin 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24: Espectros de massa positivo e negativo (superior) e espectro de absor¢ao

(inferior) para Tr de 6,62 min da PR, referente ao Vicenin 1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os picos em 565 m/z (M+H) e 563 m/z (M-H), encontrados em ambos os
espectros de massa do Vicenin 3 e Vicenin 1, além do pico em 546 m/z (M-H20),
evidenciam a presenca dos compostos na amostra. Além disso, picos nos espectros de
absor¢ao de 271 e 335 nm também sdo muito proximos aos presentes na literatura para
essas moléculas (ROSAS et al., 2024).

Foram detectados um total de 6 compostos desconhecidos (Tabela 3),
podendo estar associados a impurezas. Contudo, a possibilidade de ser compostos
oriundos realmente nas amostras ndo esta descartada, considerando, por exemplo, a
presenca dos compostos desconhecidos com Tr de 17,38 min e 17,64 min, que estdo
presentes nas amostras de RM, RC e BC, com excecdo, da amostra RC, podendo
evidenciar a real presenca deste composto nas amostras, ndo oriundas de uma

contaminacao.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel identificar compostos presentes nas amostras através da
metodologia empregada, com énfase nas amostras de D. trifida, que sdo mais relatadas
na literatura e apresentaram maiores rendimentos se comparadas a amostra de D. Alata.
Dentre os compostos identificados, os aminodcidos (Fenilalanina e Triptofano) e o
nucleosideo (Adenosina) foram os que apresentaram uma maior facilidade com relagdo a
identificacdo, pois sdo moléculas organicas mais simples e bastante abordadas na
literatura em comparagdo aos outros compostos, além de seus espectros obtidos a partir
do UPLC-QDa apresentarem uma excelente resolucdo e intensidade, facilitando a
identificacdo. Ademais, ¢ importante salientar que as espécies do género Dioscorea spp.
apresentam em sua composi¢cao compostos bem documentados na literatura no que diz
respeito a saude, combinando agdes benéficas tanto do ponto de vista medicinal quanto
nutricional, sendo importante o incentivo para que estes tubérculos estejam mais
presentes no meio académico, a fim de se descobrir novos constituintes e suas
propriedades. Nao obstante, torna-se importante uma conscientizacdo sobre o género
Dioscorea na sociedade, englobando-a em projetos governamentais cujo objetivo seja

elucidar e informar os beneficios envolvendo este tubérculo.
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