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RESUMO

Avaliou-se a atividade antioxidante do extrato hidroetanélico e aguoso de Solanum
tuberosum obtidos em supermercados da regido de Cuiaba - MT. Para os ensaios
avaliou-se a atividade antioxidante pelos métodos de sequestro de DPPH, H,O; e
FRAP. As metodologias foram previamente adaptadas para a realizacdo em
microplacas, de forma a reduzir a quantidade de reagentes e amostras necessarias
para aumentar 0 niumero de andlises simultdneas e permitir a automatizacdo das
leituras de absorbancia. O extrato aquoso de Solanum tuberosum ndo apresentou
capacidade antioxidante nos modelos in vitro, estes modelos apresentaram Clsg
inferiores ao do padrdo &cido ascorbico; ja o extrato hidroetanolico de Solanum
tuberosum apresentou atividade antioxidante somente para o método H,O, em
concentracdo de 800 ug/ml, ou seja, apresentou 58,31% de capacidade de capturar o
peroxido de hidrogénio, podendo ser justificada pela oxidacao enzimatica.

Palavras chaves: Concentracao Inibitéria, Oxidacdo, Batata Inglesa
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ABSTRACT

To evaluate the antioxidant activity of the extract hidroetanolico aqueous and Solanum
tuberosum obtained in supermarkets in the region of Cuiaba - MT. For the tests to
evaluate the antioxidant activity by methods of kidnapping of DPPH, H,O, and FRAP.
The methodologies were previously adapted for the achievement in microplates, in
order to reduce the quantity of reagents and samples needed to increase the number
of simultaneous analysis and allow the automation of readings of absorbance. The
aqueous extract of Solanum tuberosum showed no antioxidant capacity in models in
vitro, these models showed Clso less than the standard ascorbic acid; already the
hidroetanolico extract of Solanum tuberosum showed antioxidant activity only for the
method H,O, at a concentration of 800 ug/ml, presented 58,31% of ability to capture
the of hydrogen, which can be justified by enzymatic oxidation.

Key words: Inibitory Concentration, Oxidation, Potato English

1. INTRODUCAO

A batata Inglesa (Solanum tuberosum L.), pertence a familia Solanaceae, do
Reino Plantae e Classe Magnoliopsida, é originaria da Cordilheira dos Andes e ocupa
0 quarto lugar em quantidade de producdo mundial de alimentos, sendo superada
apenas pelo trigo, arroz e milho (FELTRAN, 2005). E considerada a quarta fonte de
alimento em ordem de importancia para o mundo, consumida por mais de um bilh&o
de pessoas, sendo a hortalica de maior importancia econémica do Brasil (ZORZELLA
et al, 2003), onde o maior pais produtor é a China, seguida da Russia, india e Estados
Unidos (FNP, 2009).

Os tubérculos da batata inglesa sdo compostos por aproximadamente 76,0%
de agua, 17,0% de carboidratos, 2,0% de proteinas, 0,3% de acucares redutores,
1,1% de cinzas, 25 mg/100ml de vitamina C e quantidades irrisorias de lipidios,
constituida de aminoacidos essenciais como a metionina e cisteina, contém ainda
vitaminas e sais minerais, podendo ser usado como matéria-prima para diversos
produtos alimenticios (SABLANI & MUJUMDAR, 2006).

A eficacia da acgdo antioxidante dos componentes bioativos da Solanum
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Tuberosum depende de sua estrutura quimica e da concentracdo destes fitoquimicos
no alimento, cujo teor é amplamente influenciado por fatores genéticos, condicdes
ambientais, grau de maturacdo, variedade da planta, entre outros. Além disso, o
processamento dos alimentos pode afetar o teor, a atividade e a biodisponibilidade
destes compostos (MELO, E. A. et al, 2008).

Segundo a ANVISA, antioxidante é a substancia que retarda o aparecimento de
alteracdo oxidativa nos alimentos (BRASIL,1995). De acordo com o FDA (Food and
Drug Administration) os antioxidantes séo definidos como substancias utilizadas para
preservar e estender o shelf-life de alimentos que contém lipidios oxidaveis, através
do retardo da descoloracédo, rancidez e deterioracdo decorrentes da oxidacdo (FDA,
2003).

Os antioxidantes compdem um grupo importante de compostos que atuam na
prevencao de diversas doencas, além de se apresentarem como aditivos alimentares,
inibindo as alteracdes facilmente oxidaveis dos nutrientes, sendo também utilizados
na industria como nutracéuticos e/ou alimentos funcionais.

Estas substéncias podem ser oriundas de fontes comerciais até os mais
exobticos compostos isolados naturalmente dos alimentos (FINLEY & Jr, 1986;
ADEGOKE, 1998).

Entre os métodos utilizados para a verificacdo da atividade antioxidante de um
alimento ou extrato destacam-se os métodos colorimétricos que estéo relacionados a
habilidade dos antioxidantes em neutralizar radicais como DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila) ou reduzir o ion férrico o FRAP e pelo método da captura do radical
livre Peroxido de Hidrogénio H,0..

O teste de DPPH é um dos métodos indiretos para se determinar a atividade
antioxidante mais antigo sendo sugerido originalmente em 1950 para se descobrir os
doadores de hidrogénio em matérias naturais muito utilizado para se determinar a
atividade antioxidante em extratos e substancias isoladas como: compostos fendlicos
(SOUSA et al, 2007). Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). O radical
DPPH possui coloracdo purpura absorvendo a um comprimento de onda méaximo de

aproximadamente 540 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o
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DPPH ¢é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou
porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.

O teste de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) ndo é baseado na
capacidade de captura de radicais livre, mas sim na habilidade de reducao do Ferro.
Em meio acido o complexo férrico tripiridiltriazina € reduzido a sua forma ferrosa de
intensa cor azul na presenca de antioxidantes, causando um aumento na absorbancia
a 620 nm.

A formacgédo de radicais de perdéxido nos alimentos € extremamente toxico ao
organismo, por isso o método de avaliacdo antioxidante pela captura do radical livre
Peréxido de Hidrogénio (H.O,) tem a finalidade de verificar se o extrato tem a
capacidade de inibir a formacédo do mesmo.

No entanto, em se tratando de antioxidantes sintéticos, as pesquisas
intensificaram-se na década passada, descobrindo-se que estes compostos possuem
um potencial toxico, documentado em indmeros ensaios in vivo, 0 que corroborou
para a restricdo da sua utilizacdo em diversos paises e para a crescente oposi¢cao dos
consumidores ao emprego destas substancias (CONACHER et.al, 1986; ITO et.al,
1986; WITSCHI, 1986).

A substituicdo dos antioxidantes sintéticos pelos naturais pode ter efeitos
benéficos, ndo apenas no que se refere as implicacdes a saude humana, mas
também, tecnolégicos, em razdo da solubilidade destes compostos em meios
apolares e polares, o que favorece a elaboracéo de produtos emulsionados (Visioli. et
al , 1994; Moure et al, 2001).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal, a
verificagcdo do produto natural (partindo-se do extrato hidroetandlico e aquoso da
batata-inglesa), se a mesma possui a capacidade para atuar como antioxidante, a
partir de ensaios in vitro, através da determinacao: dos radicais de DPPH, da captura
de radical livre de Peroxido de Hidrogénio (H20O,) e da capacidade de reducéo do ion
férrico (FRAP).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo do extrato hidroetandlico.

A Batata Inglesa foi utilizada na forma integral, a amostra foi adquirida em
supermercados da regido de Cuiaba - MT, foram limpas e desidratadas em estufa a
40°C e posteriormente trituradas em moinho elétrico de facas, de malha n® 40. O pé6
obtido foi macerado em etanol/agua 75% (1:3 v/v) por 7 dias a 24°C. Apoés o liquido foi
filtrado, o material foi concentrado em aparelho rotaevaporador, sob pressao reduzida
de 600 mmHg e temperatura entre 40 +1°C. O solvente residual foi evaporado em
estufa a 40 = 1 °C, e embaladas em frasco ambar e armazenadas a 4°C. No momento
de uso, os extratos hidroetandlicos serdo dissolvidos em solvente apropriado, (Agua
destilada ou DMSO 0,04%), para a concentracéo desejada.

2.1.1. Obtencédo do extrato aquoso.

A batata inglesa foi preparada no momento das analises da seguinte forma: a
amostra seca foi pesada, foram adicionados 150 ml de agua destilada e triturada em
liquidificador. O suco obtido foi utilizado nas analises em concentracdes de 20 mg/ml

através do célculo de concentracdo: C;iVi= C,V,.

2.2. Avaliacéo da capacidade antioxidante in vitro

2.2.1. Pelo sequestro do radical livre DPPH

O sequestro do radical DPPH foi avaliado utilizando o método de Karki et al.,
(2011). O DPPH, de coloracéo purpura, absorve a 515 nm. Por agcdo de um ou uma
espécie radicalar o DPPH é reduzido, formando difenil-picril-hidrazina, de coloracao
amarela, com consequente desaparecimento da absor¢cdo, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia (SOUZA et al., 2007). Em uma

microplaca de 96 pocos foram misturados 100 pL de diferentes concentragfes dos
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extratos (6,25 - 800 pg/mL) com quantidade igual do radical DPPH (50 uM), ambos
em solucdo metandlica. Apés 30 min, foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a
540 nm. Acido ascorbico e quercetina (0,39 - 100 pg/mL) foram utilizados como
padrdes. O experimento foi realizado em triplicata.

2.2.2. Pelo poder redutor do ferro - FRAP

O poder redutor do ion férrico nos extratos foi determinado baseado no método
desenvolvido por Benzie e Strain (1996) e Moyo et al. (2010). Neste método, o
complexo férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido ao complexo ferroso (Fell-
TPZ), na presenca de um antioxidante e em condi¢Bes acidas. O complexo formado
por esta reacdo possui uma coloracdo azul intensa, com absor¢do maxima a 593 nm
(BENZIE; STRAIN, 1996). O Acido ascorbico (0,39 - 100pg/mL) e os extratos (6,25 -
800 pg/mL) foram solubilizados em 50% de metanol, sendo adicionados 30 pL dessas
solugbes nas placas de 96 pocos e foi realizada a diluicdo seriada. Posteriormente
foram adicionados 30 pL de tampéo de fosfato de potassio (0,2 M; pH 7,2) e 40 pL
ferricianeto de potassio (1 % p/v). As misturas foram incubadas a 50°C durante 20
min. Apés o periodo de incubacédo, 40 pL de acido tricloroacético 10 % p/v), e 150 uL
de agua destilada e 30 puL FeCl; (0.1 % p/v) foram adicionados, seguidos por uma
segunda incubacédo a temperatura ambiente durante 30 min no escuro. A absorbancia
foi medida a 620 nm, utilizando um leitor de microplacas. A capacidade do poder de
reducdo de férricos dos extratos vegetais foi expressa em concentracao inibitoria a -

50% - Clso. As amostras para o ensaio foram preparadas em triplicata.

2.2.3. Avaliacdo do poder sequestrador do peroxido de hidrogénio

A habilidade dos extratos em sequestrar peroxido de hidrogénio foi
determinada de acordo com o método de Ruch et al. (1989) apud Yen e Chen (1995).
Uma solucéo (4 mM) de peroxido de hidrogénio foi preparada em tampéo fosfato (pH
7,4). A concentracdo de peréxido de hidrogénio foi determinada

espectrofotometricamente no comprimento de onda de 230 nm, usando absortividade
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molar de 81-1 cm-1 (Beers e Sizer, apud Yen e Chen, 1995). Ao extrato (10-400 mL,
em 4 mL de agua destilada) adicionou-se solucdo de peréxido de hidrogénio (0,6 mL).
Apés 10 minutos de reagdo, a temperatura ambiente (25,0 £ 0,5 °C, realizou-se leitura
em espectrofotbmetro, em comprimento de onda de 230 nm, contra solu¢cdo branca

contendo o extrato em tampao sem peréxido de hidrogénio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos dados

A atividade antioxidante foi determinada  quantitativamente  por
espectrofotometria. Os valores da Clsg, foram obtidos de acordo com os valores de
poténcia e desvio padrao (Clsp = poténcia + desvio padrdo) sendo expressos atraves
dos valores de Clsp, que representa a concentracdo da amostra necesséaria para
sequestrar 50% dos radicais de DPPH, ou 50% do radical livre perdxido de hidrogénio
(H20,) ou para reduzir 50% do ion férrico (FRAP). As metodologias foram previamente
adaptadas para a realizagdo em microplacas, de forma a reduzir a quantidade de
reagentes e amostras necessarias, aumentar o numero de andlises simultaneas e
permitir a automatizagéo das leituras de absorbancia. Na figura abaixo demostra o

layout da placa de 96 pocos utilizada nas analises.

Extratos Padrao

r A

Cpug/mL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
il [ EDE DR ONCORCEDRORONONT NS
g a0 | B @ @
N 200 | € @ @
(E: - 100 D @ @
? 50 E @ @
i 2s | F @ @
E; 1225l @ @
g 626 |H @ @

|

Controle Controle de
esterelidade (CE)
meio+meio

Figura 1. Layout de placa de 96 pocos utilizado nas analises
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A Tabela 1 e 2 mostram os resultados da avaliacao da atividade antioxidante in

vitro do extrato hidroetanolico e aquoso da Solanum tuberosum respectivamente.

Tabela 1. Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro do extrato hidroetanilico de Solanum tuberosum
pelos métodos de DPPH+, FRAP e H202.

EHSt

Concentrat;ﬁes DPPHe IC5o £ DP FRAP IC50+ DP H,O, ICsq = DP
pg/mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

800 - - 466,55 + 0,073
400 - - -
200 - - -
100 - - -
50 - - -
25 - - -
12,5 - - -
6,25 - - -
Acido ascérbico 1,9 + 0,010 1,680 + 0,020 1,64 + 0,037

Resultados expressos para extrato hidroetanolico de Solanum tuberosum em ICsy + SD para atividade
antioxidante (-): Clsp> 800 pug/mL. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

Tabela 2. Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro do extrato aquoso de Solanum tuberosum pelos
métodos de DPPH+, FRAP e H202.

EASt

Concentracdes DPPH:e IC5, + DP FRAP IC50 = DP H>O5 ICso £ DP
Hg/mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

800 : - :

400 : - .

200 : - .

100 : - .

50 : - .

25 : - .

12,5 - - i

6,25 - ; i
Acido ascorbico 1,9 0,010 1,680 + 0,020 1,64 + 0,037

Resultados expressos para extrato aquoso de Solanum tuberosum em ICgy + SD para atividade
antioxidante (-): Clsp> 800 pug/mL. Os ensaios foram realizados em friplicata.

O extrato aquoso de Solanum tuberosum para as concentracdes testadas néo
apresentaram nenhuma capacidade antioxidante para o0os modelos in vitro,

apresentaram Clsg inferiores ao do padréao acido ascérbico, ou seja, quantidade de
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antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo inicial em 50%, também
chamada de concentracgdo inibitoria (Clsp). No tubérculo Solanum tuberosum ocorre a
oxidacdo enzimética, segundo Cabello (2005), as reacdes de escurecimento
enzimético sdo reacbes de oxidacdo, devendo, portanto, ocorrer em presenca de
oxigénio teoricamente, a interferéncia em um desses fatores impede a reacédo de
ocorrer, controlando assim sua oxidacao.

O extrato hidroetandlico de Solanum tuberosum, para as concentracfes
testadas, apresentaram somente para o modelo H,O, em concentracédo de 800 ug/mL
a capacidade antioxidante. Para o teste in vitro apresentou 466,55 ug/Ml, ou seja,
58,31% de capacidade de capturar o peroxido, isso porque a catalase
(hidroperoxidase), presente na batata funciona como um catalizador (numa catélise
enziméatica) da reacdo de decomposicdo da H,0,,

Segundo Economou et al (1991), Jito et al (1992) e Moller et al (1999) a
atividade antioxidante de fitoquimicos naturais podem ser influenciados pelo solvente
empregado durante o processo de extracdo dos compostos ativos. A extragcado por
solvente € comumente utilizada para o isolamento de antioxidantes e, o rendimento da
extracdo, como também a atividade antioxidante dos extratos varia consideravelmente
em funcéo do solvente empregado, devido as diferencas no potencial antioxidante de
compostos com diferentes polaridades. Assim, a maior porcentagem de inibicdo da
oxidacdo do extrato hidroetandlico em comparacdo com 0 aquoso, demonstra a
eficacia na extracdo dos compostos ativos da casca da batata comparando-se com o
etanol e a agua. Esses compostos provavelmente sédo, acidos fendlicos (clorogénico,
galico, cafeico), acido ascorbico e a quercetina comumente encontrados na casca da
batata e que atuam como aceptores de radicais livres (SOTILLO ET AL, 1994;
MANSOUR & KHALIL, 2000).

4. CONCLUSAO

O extrato hidroetandlicos de Solanum tuberosum apresentou atividade
antioxidante para o método H,O, em concentracdo de 800 pug/ml, ou seja, 58,31% de

capacidade de capturar o peroxido de hidrogénio, o que pode ser justificada pela

18



presenca da enzima catalase. Para concentracdes menores ndo apresentaram
nenhum resultado. Os resultados para o extrato aquoso de Solanum tuberosum
apontaram baixissimo indice de positividade para atividade antioxidante podendo ser
justificada pela oxidagdo enziméatica.
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