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O PRAZER DE SERVIR

Toda a natureza é um desejo de servigo.

Serve a nuvem, serve o vento, serve o sulco na terra.

Onde haja uma arvore que plantar, planta-a tu; onde haja um erro a corrigir, corrige-o tu; onde
haja uma tarefa que todos recusam, aceita-a tu.

S€ o que afasta a pedra do caminho, o 6édio dos coragdes, as dificuldades dos problemas.

Ha a alegria de ser sdo e a de ser justo, mas hd, sobretudo, a formosa, a imensa alegria de
servir.

Que triste seria 0 mundo se tudo ja estivesse feito, se ndo houvesse um roseiral para plantar,
uma atitude para tomar!

Que nio te atraiam somente os trabalhos faceis.

E tdo belo fazer as tarefas que outros recusam!

Mas ndo caias no erro de que s6 se conquistam méritos com grandes trabalhos, hé pequenos
servigos que sao bons servigos: arrumar uma mesa, arrumar uns livros, pentear uma crianga.
Aquele que critica, esse € o que destroi.

Sé tu o que serve.

O servir ndo ¢ tarefa s6 de seres inferiores.

Deus, que da o fruto e a luz, serve.

Poder-se-ia chama-lo assim: Aquele que serve.

E Ele, que tem os olhos fixos em nossas maos, nos pergunta todo dia: "Serviste hoje? A
quem? A arvore, a teu amigo, a tua mie?"

Gabriela Mistral



RESUMO

A batata-doce (Ilpomoea batatas L.), de cultivo rastico, rica em carboidratos e
fitoquimicos funcionais, pigmentos naturais, antioxidantes e pro-vitaminicos A, possui grande
potencial para levar desenvolvimento social e econdmico para as populacdes mais carentes e
distantes dos centros urbanos. Pode auxiliar na prevencdo das doencas relacionadas a
desnutricio, & avitaminose A e ao estresse oxidativo. E uma opgio para impulsionar sistemas
de producdo organicos e gerar alimentos mais sauddveis, com maiores teores de nutrientes e
substancias funcionais, de forma sustentdvel. Seus pigmentos naturais (carotenoides e
antocianinas) podem substituir com vantagens funcionais os corantes sintéticos utilizados em
alimentos industrializados. O perfil de carotenoides e antocianinas de muitas variedades de
batatas-doces ainda estdo sendo publicados em trabalhos recentes, j4 que muitas destas
moléculas ainda ndo foram elucidadas. O potencial funcional desses fitoquimicos depende de
suas estabilidades perante tratamentos térmicos e da biodisponibilidade apds o processo
digestivo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar e quantificar os carotenoides e antocianinas
de quatro variedades de batatas-doces cultivadas em sistema organico e avaliar a reten¢do nas
formas de consumo mais comuns. Para isso foram cultivadas quatro variedades de batatas-doces
organicas, preparadas nas formas in natura, cozidas e fritas para avaliagdo dos teores, retengao
e perfis. As técnicas analiticas utilizadas foram espectrofotometria, Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) e Espectrometria de Massas
de Alta Resolugdo com Ionizagdo por Eletrospray (IES-QTdV-EM?). A maior parte dos
carotenoides e antocianinas foi identificada e alguns foram detectados pela primeira vez na
matriz, como 6 antocianinas aciladas, dentre as 22 detectadas na variedade de pele e polpa
roxas, na maioria derivadas de peonidina, justificando a coloracdo roxa com tonalidade
avermelhada, aciladas com acidos cafeico, p-hidroxicinamico e principalmente feralico. Na
variedade de pele branca e polpa roxa foram identificadas 14 antocianinas ja conhecidas, a
maior parte derivada de cianidina, justificando a cor roxa com tonalidade azulada e, aciladas
com os mesmos acidos, principalmente o cafeico. Duas delas diaciladas, raras em batata-doce,
derivadas de pelargonidina, s6 foram identificadas em batata-doce por Lee et al. (2013). Nao
foram detectadas antocianinas nao aciladas. Os perfis das antocianinas dessas batatas-doces as
diferenciam de outras variedades. As antocianinas foram estaveis ao cozimento e fritura, que
facilitaram a dessor¢do das mesmas do amido das matrizes durante a extragdo, resultando em
teores trés vezes mais altos do que nas batatas-doces in natura, indicando que o aquecimento
deve ser inserido no preparo delas antes da liofilizacdo, que também aumenta a extragdo das
antocianinas, sem degrada-las. O perfil de carotenoides da cultivar IAPAR 69, de polpa
alaranjada devido ao -caroteno como majoritario (>90%) e zeinoxantina como minoritario
apresentou teor total de quase 65 mg 100! g'! em base seca (BS), isomerizagio apds cozimento
e fritura com retengdes em torno de 55%. A variedade de polpa amarelada, com total de
carotenoides néo identificados de 2 mg 100! g! BS, apresentou perfil raro caracteristico de
novas xantofilas semelhantes aquelas encontradas por Maoka et al. (2007), com degradagao
apoOs cozimento e fritura com retengdes em torno de 82%.

Palavras-chave: pigmento natural, antioxidante, espectrometria de massas, batata-doce,
agricultura orgénica



ABSTRACT

The sweet potato (Ipomoea batatas L.), rustic, rich in carbohydrates, functional phytochemicals,
natural pigments, antioxidants and pro-vitamins A, has great potential to bring social and
economic development for the most needy and distant of urban centers populations. It can aid
in the prevention of diseases related to malnutrition, vitamin A deficiency and oxidative stress.
It is an option to boost organic production systems and generate healthier foods with higher
levels of nutrients and functional substances in a sustainable way. Their natural pigments
(carotenoids and anthocyanins) can replace the synthetic dyes used in industrialized foods with
functional advantages. The carotenoids and anthocyanins profile of many sweet potato varieties
are still being published in recent works, as many of these molecules have not yet been
elucidated. The functional potential of these phytochemicals depends on their stability to heat
treatments and bioavailability after the digestive process. The objective of this work was to
characterize and quantify the carotenoids and anthocyanins of four varieties of sweet potatoes
grown in the organic system and to evaluate retention in the most common forms of
consumption. Four organic sweet potato varieties were cultivated for this purpose and prepared
in fresh, cooked and fried forms for evaluation of the contents, retention and profiles. The
analytical techniques used were spectrophotometry, High Performance Liquid Chromatography
with Diode Array Detector (HPLC-DAD) and High Resolution Mass Spectrometry with
Electrospray Ionization (ESI-QToF-MS?). The carotenoids and anthocyanins present in the
studied varieties were quantified and characterized. Most of the carotenoids and anthocyanins
were identified and some were detected for the first time in the matrix, such as 6 acylated
anthocyanins, among the 22 detected in the variety of purple skin and flesh, most of them
derived from peonidin, justifying the purple color with red tint, acilated with caffeic, p-
hydroxycinnamic and mainly ferulic acids. In the variety of white skin and purple flesh, 14
known anthocyanins have been identified, most of them derived from cyanidin, justifying the
purple colour with blue tint and, acylated with the same acids, mainly caffeic. Two of them
diacilated, rare in sweet potatoes, derived from pelargonidin were only identified in sweet
potatoes by Lee et al. (2013). Unacylated anthocyanins were not detected. The anthocyanin
profiles of these sweet potatoes differentiate them from other varieties. Anthocyanins were
stable to cooking and frying, which facilitated their desorption from the starch of the matrices
during the extraction, resulting in levels three times higher than in fresh sweet potatoes,
indicating that heating should be inserted in their preparation before lyophilization, which also
increases the extraction of anthocyanins, without degrading them. The carotenoid profile of the
IAPAR 69 cultivar, with orange flesh due to B-carotene as a major (> 90%) and zeinoxanthin
as a minor presented total contents of almost 65 mg 100! g! on dry basis (BS) with
isomerization after cooking and frying with retentions around 55%. The yellowish flesh variety,
with 2 mg 100! g'! BS of unidentified total carotenoids, presented a rare profile characteristic
of new xanthophylls similar to those found by Maoka et al. (2007), with degradation after
cooking and frying, and retentions around 82%.

Key words: natural pigments, antioxidant, mass spectrometry, sweet potato, organic
agriculture
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Figura 66 — Cromatograma e espectro de UV/Vis do pico obtido por CLAE-DAD no extrato de
flavonoides e 4cidos fenolicos livres em 325 nm da batata doce de pele roxa e polpa amarela -
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extratos de flavonoides e acidos fendlicos apods hidrolise da batata doce de pele roxa e polpa
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Figura 68 — Tempos de retencdo (tr) em minutos (min), espectros de UV/Vis e estruturas
moleculares dos padrdes de substancias fenolicas utilizados para identificagdo por comparagao
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Figura 69 — Tempos de retencdo (tr) em minutos (min), espectros de UV/Vis e estruturas
moleculares dos padrdes de substancias fenolicas utilizados para identificagdo por comparagao
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1. INTRODUCAO

H4 uma crescente demanda por alimentos saudaveis, que contenham substancias
naturais e funcionais, como alternativa aos aditivos sintéticos. Os pigmentos naturais de fontes
que possuam longa historia de uso sem efeitos adversos sdo uma alternativa aos corantes
sintéticos, pois ndo possuem limites legais de concentracdo ou proibi¢des de uso como ocorre
no caso dos corantes sintéticos, devido a toxidez, efeitos alergénicos e cancerigenos. Além
disso, muitos pigmentos naturais conhecidos, como os carotenoides e as antocianinas sao
metabolitos secundarios de plantas, com iniimeras atividades bioldgicas. Em geral, apresentam
potencial antioxidante capaz de reduzir o risco de doencas degenerativas e, no caso particular
dos carotenoides, alguns possuem atividade pro-vitaminica A.

Também tem crescido a conscientizagdo da populacido em relacdo as formas sustentaveis
de producdo, que ndo sejam agressivas ao meio ambiente, que garantam a manutencdo dos
recursos naturais ¢ de um ambiente saudavel para as geragdes atuais e futuras, que sejam
capazes de prover alimentos, reduzir a pobreza, a fome, a desnutri¢do e trazer equilibrio social
e econdmico. As formas agroecolédgicas de producdo de alimentos, como os sistemas organicos,
que permitem a regeneragdo dos recursos naturais sem uso de fertilizantes sintéticos minerais
ou agrotoxicos, tem atraido muitos adeptos. Porém, os estudos cientificos da parte agrondmica,
nutricional e funcional que embasam essas novas formas produtivas ainda sd3o poucos e
recentes.

Poucos estudos mostram maiores teores de metabdlitos secundarios, como os pigmentos
naturais, em produtos agroecologicos, comparado aqueles produzidos em sistemas agricolas
convencionais. Sugerindo que na agricultura organica, por ndo usar intensivamente pesticidas,
as plantas estariam mais sujeitas ao ataque de pragas, portanto produziriam maiores teores
destes fitoquimicos para se protegerem.

As batatas-doces possuem variedades de cores diferentes devido a presenga dos
pigmentos naturais carotenoides e antocianinas. E um vegetal historicamente consumido em
varias culturas, bem aceito, acessivel e nutritivo. Recentemente, muitos estudos surgiram em
torno da investiga¢do das antocianinas e carotenoides presentes nas batatas-doces e de seus
comportamentos em relacdo as varidveis de processamento (aquecimento, pH, interacdo com
outras substancias da matriz do alimento), biodisponibilidade, bioacessibilidade, potencial
antioxidante e funcionalidades. Ha poucos artigos publicados com identificacdo desses
corantes, publicados apenas nos ultimos 30 anos e, ha novos pigmentos, da classe das
antocianinas, ainda sendo descobertos e relatados nesse vegetal. H4 apenas 14 trabalhos na base
SCOPUS com novas antocianinas relatadas em batata-doce.

Os perfis de pigmentos de duas variedades avaliadas neste trabalho sdo diferentes
daqueles apresentados na literatura, inclusive com substancias que ndo haviam sido encontradas
anteriormente em batatas-doces, fato que comprova a hipdtese de que ainda ha novas
substancias para serem estudadas nessas variedades.

As batatas-doces coloridas foram escolhidas como matrizes de estudo neste trabalho,
por serem vegetais risticos, com altos teores de carotenoides e antocianinas, pouco exigentes
em relacdo aos insumos agricolas (fertilizantes, pesticidas) e condi¢des edafoclimaticas de
producdo. Portanto, representam uma alternativa para fortalecer a agricultura orgénica e a
agricultura familiar, que sdo formas de produg@o que atendem as demandas da sociedade citadas
anteriormente em relacdo ao desenvolvimento econdmico e social, producdo sustentavel,
alimentos saudaveis e preserva¢do do meio-ambiente.

As variedades coloridas sdo mais valorizadas regionalmente por agricultores familiares
em detrimento da variedade de polpa branca que ¢ mais disseminada no pais. As coloridas ndo
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sdo encontradas nos supermercados dos grandes centros urbanos que sdo abastecidos por
grandes produtores que investem apenas na producao da variedade de polpa branca, pobre em
antocianinas e carotenoides, porém de maior produtividade. Portanto, incentivar o cultivo
dessas variedades coloridas por agricultores familiares organicos ¢ uma forma de preservar a
diversidade de vegetais para consumo humano, além da presenca da cor e das substincias
funcionais serem diferenciais que agregam valor aos produtos organicos.

Apesar dos altos teores de carotenoides e antocianinas nas variedades de batata-doce
deste estudo, ha fatores que podem favorecer ou impedir que estas substincias sejam liberadas
do alimento, sejam absorvidas apos o processo digestivo e que exercam atividade biologica no
organismo humano. Tais fatores estdo relacionados com as propriedades quimicas desses
pigmentos, da matriz do alimento, suas formas de preparo, processo digestivo entre outras.
Alguns trabalhos evidenciam que as antocianinas aciladas, do tipo que predominam em algumas
variedades de batata-doces, sdo mais resistentes a degradagdo durante processamento.

Pelas razdes apresentadas, a proposta deste trabalho foi investigar os carotenoides e
antocianinas das variedades de batata-doce coloridas escolhidas, cujo perfil ainda ndo foi
completamente elucidado nos trabalhos cientificos existentes, e também, o comportamento
destas substancias nas formas de preparo mais consumidas (cozida e frita) comparando com a
forma in natura, pouco consumida, para obter informagdes sobre a preservacao (Retencdo)
dessas substancias.

Para isso os objetivos gerais e especificos deste trabalho foram:

Objetivo Geral

Caracterizar, identificar e quantificar os carotenoides e antocianinas de quatro
variedades de batatas-doces cultivadas em sistema orgénico e avaliar a retencdo e perfil sob
diferentes formas de preparo.

Objetivos especificos

e Cultivar quatro variedades de batatas-doces sob manejo organico com delineamento
experimental estatistico para obten¢do de variagcdes oriundas do cultivo, além de
garantir a origem das amostras;

e Adaptar metodologia para extragdo, separacdo e quantificacdo das antocianinas na
matriz batata-doce utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-
Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) ja que, as metodologias existentes para a
extracdo e analise de antocianinas em frutos e mesmo em outras variedades de batatas-
doces, apos testadas, ndo foram eficazes para as variedades desta Tese;

e Obter o perfil de acidos fendlicos e flavonoides das variedades de batatas-doces por
CLAE-DAD

e Obter o perfil e quantificagdo de carotenoides e antocianinas nas variedades de batatas-
doces (in natura, cozidas e fritas) por CLAE-DAD, utilizando metodologia conhecida
para os carotenoides, e a metodologia adaptada na etapa anterior para as antocianinas
dessa matriz;

e Separar e purificar os carotenoides e antocianinas ndo identificados através da técnica
da CLAE-DAD e submeté-los a Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo para
obtencdo e espectros com as massas exatas das moléculas e fragmentos e comparagao
com os espectros de massas disponiveis na literatura para identificar ou sugerir
estruturas quimicas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agricultura organica

A agricultura organica ¢ um processo produtivo agroecoldgico sustentavel, que busca a
organicidade e sanidade da produgdo de alimentos vivos para garantir a satde dos seres
humanos. Ela usa e desenvolve tecnologias apropriadas a realidade local de solo, topografia,
clima, 4gua, radia¢des e biodiversidade. A agricultura organica nao utiliza agrotoxicos, preserva
a qualidade da dgua usada na irrigagdo e ndo polui o solo nem o lencol freatico. Além disso, a
agricultura organica usa manejo minimo do solo assegurando sua estrutura e fertilidade,
prevenindo erosdes e degradagdo, contribuindo para promover e restaurar biodiversidade. As
praticas da agricultura orgénica, assim como as demais sob a denominacdo de biologica,
ecoldgica, biodinamica, agroecoldgica e natural, comprometidas com a sustentabilidade local
da espécie humana na terra, todas simplesmente nomeadas ou conhecidas como agricultura
alternativa ou organica, empregam:

e Adubacio verde através de leguminosas fixadoras de nitrogénio;

e Adubacdo organica com uso de compostagem da matéria organica (que pela
fermentagdo elimina micro-organismos como fungos e bactérias patogénicos,
eventualmente existentes em estercos de origem animal) desde que provenientes
da propria regido;

e Minhocultura, geradora de himus com diferentes graus de fertilidade; manejo
minimo e adequado do solo com plantio direto e curvas de niveis para assegurar
sua estrutura, fertilidade e porosidade;

e Manejo da vegetagdo nativa, como cobertura morta, rotacdo de culturas e
cultivos protegidos para controle da luminosidade, temperatura, umidade,
pluviosidade e intempéries;

e Uso racional da 4gua de irrigagdo seja por gotejamento ou demais técnicas
econdmicas de uso da dgua, de acordo com a realidade local de topografia, clima,
variagdo climatica e héabitos culturais de sua populacao.

A agricultura organica ¢ uma das formas agroecologicas de producdo, assim como a
agricultura biodindmica, a agricultura natural, a agrofloresta, a permacultura entre outros
sistemas produtivos.

A Agroecologia ¢ um conceito ou disciplina cientifica de uma pratica agricola associada
a um movimento social e politico que une os conhecimentos cientificos, populares e tradicionais
de agricultores familiares ou comunidades indigenas e camponesas. A agroecologia preconiza
a mitigacdo da degradagdo ambiental, social e politica causada pelo modelo econdmico vigente.
E a passagem da maneira convencional de produzir, com agrotoxicos e outros contaminantes,
para novas maneiras de fazer agricultura, com tecnologias de base ecologica. A agroecologia
surgiu hd mais de 50 anos com a preocupacao pela preservacao dos recursos naturais € com 0s
critérios de sustentabilidade, para garantir a preservacao do solo, dos recursos hidricos, da vida
silvestre, dos ecossistemas naturais e garantia da seguranga alimentar. A agroecologia ¢ baseada
nas dindmicas da natureza e na sucessao natural a qual permite que se restaure a fertilidade do
solo sem o uso de fertilizantes minerais e que se cultive sem uso de agrotéxicos. (SILVA, 2010).

A agroecologia condena a produg¢d@o centrada na monocultura, a dependéncia de insumos
quimicos e a alta mecanizagdo, a concentragdo de terras produtivas, a exploragdo do trabalhador
rural e o consumo nao local da respectiva produgdo. Ela preconiza a resisténcia da agricultura
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familiar, pois ¢ baseada na pequena propriedade, na mao de obra familiar, sistemas produtivos
adaptados as condig¢des locais e em redes regionais de produgéo e distribui¢io de alimentos. E
uma alternativa de vida e consumo que respeita as formas de vida, o meio ambiente, a interagao
homem-natureza ¢ a saude de ambos. Transforma o espago fisico sem causar impactos
ambientais. A agroecologia sistematiza e consolida os saberes empiricos, tradicionais ou
cientificos para a realizagdo de uma agricultura ambientalmente sustentdvel, economicamente
eficiente e socialmente justa (SILVA, 2010).

2.2 Batata-doce

A batata-doce (Figura 1) ¢ a raiz tuberosa da espécie botanica Ipomoea batatas L.
(familia Convolvulaceae), nativa dos Andes e cultivada na América do Sul ha séculos. Apesar
de ser um alimento consumido in natura, cozido, assado ou frito, ¢ uma alternativa para a
elaboracdo de alimentos industrializados para celiacos e também como pigmento natural com
capacidade para aumentar a funcionalidade nutricional dos alimentos devido a presenca de
substancias bioativas com potencial antioxidante.

Figura 1 - Quatro variedades de batatas-doces, da esquerda para a direita, na primeira coluna:
de pele e polpa alaranjadas (IAPAR 69), na segunda coluna: de pele roxa e polpa amarelada, na
terceira coluna: de pele e polpa roxas e na quarta coluna: de pele branca e polpa roxa. Na linha
A, as batatas estdo inteiras, na linha B as batatas estdo sem a pele e na linha C estdo suas metades
em corte longitudinal.

As batatas-doces sdo muito utilizadas no Japao na forma de farinha, em substituicao a
farinha de trigo e corantes artificiais na fabricagdo de paes, massas, sucos, bebidas fermentadas
e produtos de confeitaria (SHAN et al., 2012). E um alimento nutricionalmente valioso devido
ao alto teor de carboidratos, aminoacidos, fibras, vitaminas e alta atividade antioxidante, que
supera o de outras hortali¢as de consumo comum no mundo (KIM et al., 2012; DENG et al.,
2013; RUMBAOA; CORNAGO; GERONIMO, 2009).

Além disso, ¢ uma cultura industrialmente importante e de alto rendimento muito
utilizada no combate a fome, amplamente consumida na Asia e na Africa, com variedades de
cores e diversos contetidos nutricionais, como as de polpa branca, creme, amarela, laranja e
purpura, com diferentes quantidades de carotenoides, antocianinas e acidos fendlicos, incluindo
os acidos clorogénicos. Tem atraido atencdo devido ao conteudo de substincias bioativas
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antioxidantes, principalmente carotenoides que ddo cor as variedades de polpa amarela ou
alaranjada, e as antocianinas, responsaveis pela coloragdo naquelas de polpa roxa (KIM et al.,
2015; TEOW et al., 2007; WANG; CLIFFORD; SHARP, 2008).

Embora suas raizes sejam as partes mais consumidas, as suas folhas e caules também
sdo comestiveis. O contetdo de nutrientes e fitoquimicos funcionais varia em fungdo do
genotipo, condicdes edafoclimaticas e tipos de cultivo, parte da planta e tipo de processamento.
Os carboidratos estdo predominantes nas raizes, variando de 42,4 % a 77,3%; seguido de fibras,
que variam de 1,9 a 6,4%; proteinas, de 1,3 a 9,5%; cinzas, de 1,1 a 4,9% e lipideos, de 0,2 a
3,0% da matéria seca. Ja nas folhas, o contetido de carboidratos, fibras, proteinas, cinzas e
lipideos variam de 42,0-61,3%; 5,9-14,3%; 3,7-31,1%; 1,5-14,7% e 0,3-5,3% da matéria seca,
respectivamente. O amido de batata-doce possui tamanhos que variam de 2 a 45um e formatos
arredondados, poligonais, ovais ou semi-ovais com contetido de amilose que varia de 0 a
34,16%. O conteudo de agucares ¢ em torno de 3,8%, onde predominam sacarose, maltose e
glicose (WANG; NIE; ZHU, 2016).

2.3 Pigmentos naturais antioxidantes das raizes de batata-doce

O estudo de pigmentos naturais ¢ uma area muito ativa atualmente devido ao crescente
interesse na substitui¢do de corantes sintéticos com efeitos toxicos como alergias, reagdes
inflamatorias intestinais, desordens imunologicas e neuroldgicas principalmente em criangas.
J& que o aumento do consumo de corantes sintéticos esta relacionado a alteragdes
comportamentais, como agressividade, déficits de aten¢do e hiperatividade (VOJDANI;
VOJDANI, 2015).

Os carotenoides e as antocianinas estdo entre os pigmentos vegetais mais utilizados pela
industria alimenticia (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Como estas substincias estio
presentes em grandes quantidades em muitas variedades de batata-doce, este vegetal tem
elevado potencial para uso na area de corantes alimenticios.

2.3.1 Carotenoides

Os carotenoides sdo substancias lipossoluveis geralmente compostas de oito unidades
do isopreno. Sdo tetraterpenos cujas duplas ligagdes conjugadas conferem cor, desde o amarelo,
passando pelo laranja até¢ o vermelho (Figuras 2 e 3). Podem formar anéis no inicio e/ou no
final da cadeia. Quanto maior a quantidade de liga¢des duplas conjugadas, menor a energia
necessdria para as transi¢cdes eletrOnicas entre orbitais moleculares, portanto, maior o
comprimento de onda de méaxima absor¢do no espectro visivel. Os carotenoides com menor
numero de liga¢cdes duplas conjugadas sdo amarelados e conforme cresce o nimero de ligagdes
duplas conjugadas, a coloracdo se torna alaranjada ou avermelhada (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001).



Figura 2 - Estrutura do Isopreno (unidade construtora dos terpenos), diterpeno, tetraterpeno e
alguns carotenoides aciclicos diferenciados pela localizacdo e quantidade de duplas ligacdes.

Figura 3 - Estruturas moleculares de alguns carotenoides ciclicos.

Os espectros dos carotenoides coloridos possuem geralmente trés bandas com méaximos
de absor¢do entre 375 e 505 nm. Para que possuam cor, sdo necessarias pelo menos 7 ligagdes
duplas conjugadas. Menos do que sete ligagdes duplas conjugadas resultam em auséncia de cor
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e maximos de absor¢do em comprimentos de onda abaixo de 400 nm (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001).

A presenga de ciclizagdo nas extremidades dificulta a transferéncia de elétrons m por
impedimento estérico, ja que, tira do plano da parte linear da molécula os elétrons da ligagao
dupla no anel. Como consequéncia, ocorre deslocamento hipsocrémico (redug¢do dos
comprimentos de onda de méxima absorvancia) e ocorre alargamento das bandas bem como
efeito hipocromico (reducdo da intensidade das absorvancias). Por isso, o carotenoide ciclico
B-caroteno (Figura 3) com anéis nas extremidades, apesar de possuir 0 mesmo numero de
carbonos e 11 ligagdes duplas conjugadas que o carotenoide aciclico licopeno (Figura 2), possui
comprimento de onda de maxima absor¢ao em 450 nm com cor amarelo alaranjado e bandas
largas e ndo tdo bem separadas, enquanto o licopeno, possui maxima absor¢ao em 470 nm, com
cor vermelha e bandas finas e mais separadas (Figura 4) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Figura 4 - Espectros no Ultravioleta e no Visivel do Licopeno e do S-caroteno (PACHECO,
2009).

A presencga de carbonilas ndo conjugadas nas moléculas de carotenoides nao altera seus
espectros, assim como ocorre com a presen¢a dos substituintes hidroxilas e metoxilas, como
mostrado na Figura 5 para f—caroteno, B-criptoxantina e Zeaxantina. Porém, a presenca de
carbonilas conjugadas com as demais ligagdes duplas da molécula resulta em deslocamento
batocromico (para maiores comprimentos de onda) e em alargamento das bandas que tendem a
ndo mais se separarem em trés picos bem definidos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Figura 5 — Espectros (PACHECO, 2009) e estruturas moleculares do [-caroteno, [-
criptoxantina e zeaxantina.



A isomerizagdo cis causa deslocamento hipsocromico e efeito hipocrdmico, além de
introduzir bandas referentes a isomerizacao cis no espectro na regido ultravioleta ou em regiao
proxima que serdo mais intensas quanto mais proxima do centro da molécula a dupla ligagao
cis se localizar, como mostrado na Figura 6 para o fodo-trans-B-caroteno, 9-cis- f-caroteno e
13-cis- B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Figura 6 — Espectros e estruturas moleculares do todo-trans-p-caroteno, 9-cis-p-caroteno e 13-
cis-p-caroteno (PACHECO, 2009).

Os espectros de absor¢do nas regides do ultravioleta e do visivel possuem praticamente
os mesmos maximos de absor¢do nos solventes hexano, éter de petrdleo, éter di-etilico,
metanol, etanol e acetonitrila e mais altos 2-3 nm em acetona, 10-20 em cloroféormio ¢ em
diclorometano (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os carotenoides sdo biosintetizados por vegetais e micro-organismos, mas nao sao
sintetizados por animais e, na natureza sdo mais encontrados com todas as ligagdes duplas na
forma trans (por isso, alguns autores, quando querem diferenciar formas isomeras cis de formas
isomeras que s6 possuem ligacdes duplas na forma trans utilizam o temo todo-trans, que vem
do inglés, all-trans, para designar o carotenoide que possui todas as ligacdes duplas de sua
estrutura molecular na configuracdo trans), de maior estabilidade (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001).

Na natureza ja foram identificados mais de 600 carotenoides, porém na dieta humana,
apenas 40 sdo comumente encontrados, sendo o todo-trans-p-caroteno o mais abundante nos
alimentos (RAO, 2007). Nos vegetais estdo localizados nos cloroplastos associados a proteinas
e auxiliam na fotossintese e nos cromoplastos onde se depositam na forma cristalina ou na
forma de gotas oleosas. Os carotenoides das folhas dos vegetais sdo geralmente luteina (45%),
B-caroteno (25-30%), violaxantina (15%) e neoxantina (15%) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os carotenoides sdo classificados em carotenos, quando em sua estrutura molecular
possuem apenas dtomos de carbono e hidrogénio; ou xantofilas, quando sua estrutura molecular
possui pelo menos um atomo de oxigénio na forma de hidroxila, cetona, ep6xi, metoxila ou
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acido carboxilico. Sao suscetiveis a degradacdo por incidéncia de luz, temperatura e oxidantes
durante o processamento dos alimentos que os contém e, at¢ mesmo durante etapas de analise,
causando descoloragdo e inativacdo das atividades bioldgicas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os teores de carotenoides nos vegetais variam em fungao do genotipo, parte do vegetal,
estadio de maturacao, condi¢des edafoclimaticas, tipo de cultivo e armazenamento pos-colheita.
Cultivos em climas mais quentes, com maior incidéncia de luz ou sem uso de defensivos estao
relacionados com teores de carotenoides mais elevados. As temperaturas altas durante o cultivo
tém maior influéncia no aumento da biosintese de carotenoides do que a influéncia de gen6tipos
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Alguns carotenoides tém fungdo pro-vitaminica A, desde que sdo transformados em
retinol, retinal ou acido retindico, que sdo as formas da vitamina A. Apenas os carotenoides que
possuem o anel B-ionona em uma das extremidades, sem nenhuma substitui¢ao e, pelo menos
11 carbonos na cadeia polienica podem ser convertidos em vitamina A. O B-caroteno possui
um anel f-ionona sem substituigdes em cada uma de suas extremidades e pode dar origem a
duas moléculas de vitamina A, ja a B-criptoxantina, possui apenas um anel -ionona sem
substituicdes e da origem a apenas uma molécula de retinol (Figura 7).

Figura 7 - Ilustracdao do anel B-ionona nos carotenoides pré-vitaminicos A, B-caroteno e -
criptoxantina.

Todos os carotenoides possuem atividade antioxidante, principalmente devido a
capacidade de reagir com oxigénio singlete e com radicais livres. A sua atividade antioxidante
estd relacionada a atividades biologicas benéficas a saude, na redugdo do risco de doencas
degenerativas como canceres, catarata, degeneracdo macular e doencas cardiovasculares;
embora outros mecanismos também ja foram relatados como responsaveis pelas atividades
bioldgicas (KAO; KAO, 2007; KADIAN; GARG, 2012).

O estado da arte na andlise de carotenoides, desde 1995, quando foi desenvolvida a fase
reversa Cszo, ¢ a separagdo, identificagdo e quantificacdo por CLAE-DAD utilizando colunas
com esta fase reversa polimérica. O fato das cadeias poliméricas serem mais longas na fases
estacionarias Cso, em relagdo as fases reversas Cis, utilizadas no passado, proporciona melhor
separacdo entre os carotenoides e inclusive separa seus isomeros geométricos, 0 que nao era
possivel nas fases Cis. Com a Cso € possivel separar completamente nove formas cis-trans de
luteina, cinco de B-criptoxantina, seis de B-caroteno, quatro de zeaxantina, dezoito de licopeno
com resolucao, seletividade e reteng@o unicas e jamais alcangada em nenhuma fase reversa Cig
(PACHECO, 2009; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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2.3.2 Carotenoides na batata-doce

Dentre as variedades de batatas-doces brancas, amareladas e alaranjadas, o conteudo de
carotenoides das raizes varia de 0,4 a 75,5u1g/g no material fresco. O carotenoide majoritario €
o trans-f-caroteno e os minoritarios sao xantofilas, luteina e zeaxantina. As variedades de polpa
alaranjada, como a ilustrada na Figura 8, possuem as maiores concentracdes de fodo-trans-f3-
caroteno, alcangando até 128,5 mg.100g™! do material seco (WANG; NIE; ZHU, 2016) e sdo
excelentes fontes de pro-vitamina A (ISLAM, 2016).

Figura 8 - Variedades de batata-doce de pele roxa e polpa amarela (esquerda) pele e polpa
alaranjada (direita).

2.3.3 Antocianinas

As antocianinas sdo corantes naturais presentes em flores, frutos, folhas e raizes,
soltiveis em agua e de grande interesse devido a ampla faixa de cores (laranja, rosa, vermelho,
roxo e azul) e os efeitos benéficos a saude que apresentam (antioxidantes). Tem grande
potencial para aplicacdo nas areas alimenticia, farmacéutica e cosmética. Seu uso ainda ¢
restrito devido a dificuldades de extragdo, purificacdo e baixa estabilidade em alguns casos.
Devido ao enorme potencial das antocianinas hd muitos trabalhos em diferentes areas que
desenvolvem técnicas analiticas para extrair, separar, purificar, identificar, aplicacdes
alimenticias e investigacdes de vegetais como possiveis fontes desses corantes naturais
(TSUDA, 2012; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; GIUSTI; WROLSTAD, 2003).

As antocianidinas (Figura 9) sdo a estrutura basica das antocianinas. As antocianidinas
consistem em um anel aromdtico (A) ligado a um anel heterociclico (C) que contém um
oxigénio com trés ligagdes, formando um cation. Este heterociclo também esta ligado a um
terceiro anel aromatico (B). Esta estrutura basica também ¢ conhecida como cation flavilium
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Figura 9 - Estrutura base das antocianidinas.
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As cores das antocianinas sdao devidas as estruturas ressonantes do ion flavilium. As
antocianinas se diferenciam pelos substituintes na estrutura basica (antocianidinas), que podem
ser hidroxilas, metoxilas ou hidrogénios (Tabela 1). Além disso, geralmente possuem diferentes
acucares ligados em posigdes diversas na estrutura base (antocianidina). Ainda, nesses acucares
podem estar ligados acidos carboxilicos aromaticos ou alifaticos. Os acidos também podem
estar ligados diretamente na estrutura das antocianidinas (CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009).

Tabela 1 — Identificagdo estrutural das antocianidinas baseada na Figura 9 e cujas cores
encontradas nos vegetais estdo sujeitas a variacdes pelo pH, solvente, presenca de metais ou
interagdo com outras substancias (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Antocianidina  Abreviagio Substituintes e posigdes de substituicdo Cores encontrgdas nos
Ri Ro R3 R4 Rs Rs R7 vegetais
Apigenidina Ap H OH H OH H OH H nao reportada
Arrabidina Ab H H OH OH H OH OMe ndo reportada
Aurantinidina Au OH OH OH OH H OH H ndo reportada
Capensidinina Cp OH OMe H OH OMe OH OMe Azul-vermelho
Carajurina Cj H H OH OH H OMe OMe nao reportada
Cianidina Cy OH OH H OH OH OH H Laranja-vermelho
Delfinidina Dp OH OH H OH OH OH OH Azul-vermelho
Europinidina Eu OH OH H OH OH OH OH Azul-vermelho
Hirsurtidina Hs OH OH H OMe OMe OH OMe Azul-vermelho
3’HydroxyAb  3’OHAD H H OH OH OH OH OMe ndo reportada
6-HydroxyCy 60HCy OH OH OH OH OH OH OH Vermelho
6-HydroxyDp 60HDp OH OH OH OH OH OH OH Azul-vermelho
6-HydroxyPg 60HPg OH OH OH OH H OH H ndo reportada
Luteolina Lt H OH H OH OH OH H ndo reportada
Malvidina Mv OH OH H OH OMe OH OMe Azul-vermelho
5-MetilCy 5-MCy OH OMe H OH OH OH H Laranja-vermelho
Pelargonidina Pg OH OH H OH H OH H nao reportada
Peonidina Pn OH OH H OH OMe OH H Laranja-vermelho
Petudinina Pt OH OH H OH OMe OH OH Azul-vermelho
Pulchelidina Pl OH OMe H OH OH OH OH Azul-vermelho
Ricionidina A RiA OH H OH OH H OH H ndo reportada
Rosinidina Rs OH OH H OMe OMe OH H Vermelho
Tricetidina Tr H OH H OH OH OH OH Vermelho

Mais de 600 diferentes antocianinas e 23 antocianidinas j& foram identificadas na
natureza, mas apenas seis antocianidinas sdo encontradas em vegetais vasculares (vegetais
superiores, que se diferenciam dos inferiores por possuirem sistema vascular de transporte de
nutrientes): Pelargonidina (Pg), Peonidina (Pn), Cianidina (Cy), Malvidina (Mv), Petunidina
(Pt) e Delfinidina (Dp) (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; GIUSTI; WROLSTAD, 2003).

Os glicosideos derivados das antocianidinas ndo metiladas (Cy, Dp e Pg) sdo as
antocianinas mais comumente encontradas nas folhas, frutos e flores. A distribui¢ao das seis
antocianidinas mais comuns nas frutas e vegetais é: 50% de Cy, 12% de Dp, 12% de Pg, 12%
de Pn, 7% de Pt e 7% de Mv (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; GIUSTI; WROLSTAD,
2003).

Os glicosideos derivados de antocianidinas mais comuns sdo 3-monosideos (quando um
monossacarideo estd ligado na posi¢do 3 da antocianidina), 3-biosideos (quando um
dissacarideo esta ligado na posic¢do 3 da antocianidina), 3,5- e 3,7-diglucosideos. A presenca de
derivados do tipo 3-glucosideo ¢ 2,5 vezes mais frequente do que os 3,5-diglicosideos. A
antocianina mais comum ¢ o derivado glicosidico Cy-3-glicosideo (CASTANEDA-OVANDO
et al., 2009; GIUSTI; WROLSTAD, 2003).
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As antocianinas isoladas sdo muito instaveis e susceptiveis a degradacdo, com perda da
coloracdo e atividades. Os fatores que afetam sua estabilidade e cor sdo: pH, temperatura,
estrutura quimica, concentragdo, luz, oxigénio, solvente e a presenca de enzimas, flavonoides,
proteinas e ions metalicos. Dai a grande relevancia dos estudos da estabilidade nas aplicagdes
alimenticias como uso alternativo aos corantes artificiais (CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009; GIUSTIL; WROLSTAD, 2003).

As cores de solucdes de sais do ion flavilium variam dependendo do solvente e da
concentracdo. Em solventes proticos a coloragdo ¢ avermelhada devido a prevaléncia da
presenga de mondmeros estabilizados pelo solvente. Em solventes apréticos a coloragdo ¢
amarelada, devido a predominancia de dimeros, ja que o solvente ndo estabiliza a carga dos
ions. Além disso, o aumento da concentracdo de sais flavilium favorece a coloracao
avermelhada (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

As antocianinas podem ser encontradas em diferentes formas quimicas que dependem
do pH da solugdo (Figura 10). No pH 1, o cation flavilium (vermelho) ¢ a forma predominante
e contribui para as colora¢des avermelhadas e roxas. No pH entre 2 e 4, as formas quinoidais
azuis sdo as espécies predominantes. No pH entre 5 e 6 apenas duas espécies incolores sdao
observadas: a pseudobase carbinol e a chalcona. Nos valores de pH acima de 7, as antocianinas
sofrem degradag¢do, dependendo dos grupos substituintes. Nos valores de pH entre 4 e 6, quatro
formas estruturais de antocianinas coexistem: o cation flavilium, a base quinoidal anidra, a base
carbinol incolor e a chalcona amarelada (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Cation OR; Carbinol
Flavilium OH pseudobase

Reacoes de degradacao

OR;
H H
on HO 0 OH
—_ +
N (o)
OR, Y OR,
OH OH

Aldeido Acido fenélico

Espécies quinoidais (azuis)

Dicetona

Figura 10 - Formas quimicas das antocianinas dependentes do pH e reagdes de degradagio.
Onde R1=H ou sacarideo e Rz e R3 = H ou Metil. Figura adaptada de CASTANEDA-OVANDO
et al. (2009).
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O consumo de antocianinas esta associado a reducdo do risco de doencgas
cardiovasculares, cancer entre outras doencas metabolicas degenerativas, ao melhor
funcionamento do cérebro e da visdo, agdo anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante,
antidiabética, antiobesidade, atividades neuro e hepato-protetoras, anti-hipertensivas, anti-
hiperglicémicas (WALLACE, 2011; TSUDA, 2012; HOU, 2003; SMERIGLIO et al 2016;
GIUSTI & WROLSTAD, 2003).

O estado da arte na andlise de antocianinas ¢ extracdo com solventes polares como
metanol, etanol, adicionados de dgua, por serem os mais eficientes. Além disso as solugdes
extratoras sdo levemente acidas de modo a aumentar a eficiéncia da extracdo, preservar a
estabilidade das antocianinas e evitar hidrolise. Embora ndo sejam muito seletivas pois extraem
outras substancias polares como acucares e acidos organicos. Por essa razdo, ¢ necessaria uma
etapa de purificagdo ou concentragdo das antocianinas, geralmente usando Extragdo em Fase
Solida (EFS) com cartuchos com fases estacionarias Cig ou Sephadex. As analises para
separagdo, quantificacdo e identificacdo sdo realizadas através das técnicas de CLAE-DAD
(com colunas Cis) e espectrometria de massas ou Ressonancia Magnética Nuclear de °C e 'H.
Essas duas ultimas sao as mais usadas para identificag@o, principalmente na auséncia de padrdes
de referéncia comerciais para as antocianinas estudadas.

2.3.4 Antocianinas na batata-doce

O contetdo de antocianinas nas raizes das variedades de batata-doce de polpa roxa varia
de 32 a 1390 mg de equivalentes de cianidina-3-glicosideo por 100g do material seco (WANG;
NIE; ZHU, 2016).

As variedades batata-doce de polpa roxa como as da Figura 11 possuem maiores teores
de antocianinas aciladas, o que proporciona maior estabilidade quando comparada as
antocianinas com baixos niveis de acilagdo, como aquelas presentes em frutos vermelhos. Elas
sdo apenas parcialmente degradadas quando as batatas sdo submetidas a aquecimento, ja que as
acilacdes protegem a molécula (KIM, 2015). Mais uma razao que justifica o uso industrial desta
variedade para substituicdo de corantes sintéticos, cujas antocianinas, além de bioativas, seriam
mais resistentes aos processamentos.

Figura 11 - Batatas-doces de pele branca e polpa roxa (esquerda) e de pele e polpa roxas
(direita).

As antocianinas nas batatas-doces de polpa roxa sdo geralmente encontradas na forma
de glicosideo (com glicose ligada a antocianidina). Um total de 39 antocianinas ja foram
identificadas nas raizes de variedades de batata-doce de polpa roxa (GRAS et al., 2017). Sao na
maioria glicosideos de cianidina e peonidina, mono- ou di-acilados com os acidos fenolicos:
caféico, feralico, hidroxibenzoico e outros derivados de acido cindmico e benzoico. Em poucos
casos foram encontradas antocianinas derivadas de delfinidina, malvidina e pelargondina
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(WANG:; NIE; ZHU, 2016). As estruturas das antocianinas mais comumente encontradas em
batata-doce de polpa roxa estdo na Figura 12.
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O.

Figura 12 - Estrutura das antocianinas mais comumente encontradas em batata-doce de polpa
roxa, relatadas na literatura.

2.4 Acidos fenélicos

Os 4cidos fenolicos fazem parte da estrutura das antocianinas presentes em variedades
de batatas-doces, que sdo na maior parte aciladas com estes acidos. Os acidos fendlicos sao
metabolitos secundarios das plantas e fungos presentes em flores, frutos, graos, folhas, talos em
quantidades variadas, dependendo da espécie, da variedade e da maturagdo (RASHMI; NEGI,
2020).

O estudo dos acidos fenolicos em legumes e verduras sdo negligenciados devido aos
seus teores relativamente menores quando comparados a outras partes das plantas. Os vegetais
mais coloridos apresentam maiores teores de acidos fenolicos quando comparados com suas
variedades sem pigmentos. Sdo produzidos para a protecao das plantas aos raios UV e a ataques
de insetos, virus e bactérias e em alguns casos, para inibir o crescimento de plantas
competidoras (HELENO et al., 2015; RASHMI; NEGI, 2020).

Os acidos fendlicos conferem, sabor, adstringéncia e interferem na cor dos corantes
entre outras caracteristicas organolépticas dos alimentos. Sdo estudados pelos beneficios
dietéticos para a satide e por suas funcionalidades como antioxidantes, anti-inflamatorios,
antimicrobianos, antialérgicos, antitromboticos, cardioprotetores, antidiabéticos e anticancer.
Além disso, sdo usados como aditivos alimenticios para prolongar a vida de prateleira agindo
para a retencdo de cor, retardar o crescimento microbiano e inibir a oxidagdo lipidica
(RASHMI; NEGI, 2020).

Os 4cidos fendlicos sdo classificados como derivados dos é4cidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico, sendo estes ultimos mais prevalentes na natureza. Entre os derivados de acido
hidroxibenzdico, cuja estrutura molecular basica possui um anel benzénico hidroxilado ligado
aum carbono (C6-C1), os principais sdo os acidos galico, p-hidroxibenzoéico, salicilico, elagico,
gentisico, protocatecuico, siringico e vanilico. Entre os derivados de acido hidroxicinamico,
cuja estrutura molecular basica possui um anel benzénico hidroxilado ligado a uma cadeia linear
com 3 carbonos e uma instauracdo (C6-C3), os principais sdo os acidos cumarico, cindmico,
cafeico, ferulico, sindpico, isoferilico e p-hidroxicinamico. Os derivados de 4cidos
hidroxibenzodico e hidroxicindmico se diferenciam pelas substituicdes no anel aromatico
(Figura 13) (HELENO et al., 2015; RASHMI; NEGI, 2020).
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Figura 13 — Exemplos de 4cidos fenolicos encontrados na natureza.

Estdo presentes nos vegetais na forma ligada (esterificada) com agucares ou acidos
organicos ou ligados a constituintes celulares. Raramente sdo encontrados livres nos vegetais
e, quando ocorre, costuma ser artefato, por efeito de processamentos de alimentos ou de
processos de extracao durante as anélises, que promovem hidrolise enziméatica ou quimica, com
algumas excecdes como as frutas vermelhas, cebolas e rabanete preto. Os 4acidos
hidroxicinamicos, principalmente cafeico e o ferulico se ligam ao acido quinico para formar
outra classe de acidos fendlicos, a dos acidos clorogénicos, que estdo presentes em muitos
vegetais (HELENO et al., 2015; RASHMI; NEGI, 2020).

Os acidos cafeico e clorogénicos do tipo cafeoil-quinicos sdo majoritarios nas folhas da
batata-doce e sdo atribuidas a eles atividades anticincer de colon e estomago. Os acidos
fendlicos presentes nos vegetais estdo em maiores quantidades nas formas integrais do que nas
descascadas. Eles sofrem degradagdo em muitos processos em intensidades que variam de
acordo com a estrutura quimica, com maiores perdas nos processos térmicos. Portanto ¢
importante conhecer os beneficios de cada acido fendlico, as fontes de vegetais e as formas de
preparo que resultam em maior reten¢do e maiores biodisponibilidades para potencializar seus
efeitos benéficos a saude através do consumo dos tipos de vegetais, nas quantidades e forma de
preparo mais adequados (RASHMI; NEGI, 2020).
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2.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Cromatografia ¢ o método fisico-quimico de separagdo atualmente mais utilizado nos
laboratorios para a separacdo de misturas complexas através da distribui¢do entre uma fase
movel e uma estaciondria. A separacdo ocorre quando as substdncias componentes da mistura
possuem maior ou menor afinidade pelas fases movel ou estaciondria. A fase estacionaria pode
ser solida, liquida ou gel e, pode ficar disposta em uma coluna (tubo) ou sobre superficies
planas, caracterizando as técnicas, respectivamente, por cromatografia em coluna ou
cromatografia planar. J& a fase movel tem a fun¢do de passar através da fase estacionaria
carreando os componentes da mistura. Apos o processo de separagdo, pode ser feita a deteccao,
quantificagdo e identificacdo das substancias mais diversas, j4 que os equipamentos de
cromatografia possuem detectores de diferentes tipos e seletividade (COLLINS et al., 1982).

As afinidades entre os analitos e as fases movel e estacionaria sdo baseadas em
fendmenos fisicos ou ligacdes fracas reversiveis, que ndo modificam permanentemente a
estrutura das moléculas, estabelecidas entre os analitos ¢ as fases. As interagdes ou afinidades
com a fase estacionaria podem ser por particdo, adsor¢do, exclusdo, imunoafinidade, troca
iOdnica entre outros, ou alguns deles ocorrendo simultaneamente, que envolvem atragao
eletrostatica, ligagdes de hidrogénio ou ionicas, interagdes dipolo-dipolo e interagdes de Van
Der Walls (COLLINS et al., 1982; DEGANI et al., 1998, MALDANER & JARDIM, 2009).

J4 as interacdes ou afinidades entre os analitos e a fase mdvel ndo sdo por adsor¢do ou
exclusdo, mas podem também ser baseadas em atracdo eletrostatica, ligacdes de hidrogénio ou
i0nicas, interagdes dipolo-dipolo e interagcdes de Van Der Walls (COLLINS et al., 1982;
DEGANI et al.,1998, MALDANER & JARDIM, 2009).

Na cromatografia planar, que se subdivide em Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) e Cromatografia em Papel (CP) s6 sdo utilizadas fases moveis liquidas (Figura 14). Nas
técnicas de cromatografia em coluna a fases moveis podem ser gases (CG) ou liquidos (CL) ou
fluidos super-criticos (CSC). Na cromatografia gasosa (CG), a fase estacionaria pode ser sélida
(CGS) ou liquida (CGL) (DEGANI et al.,1998).

Figura 14 — Esquematizacdo de um cromatograma obtido por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) e Cromatografia em Papel (CP), mostrando os pontos de aplicagdo de amostras,
o nivel maximo de fase movel e a linha de chegada da fase movel, alcangada pelo eluente que
sobe pela placa ou papel pelo fendomeno de capilaridade. Apos secagem dos solventes € possivel
medir as distancias pecorridas pelas manchas correspondentes as substancias que foram
separadas. Rr ¢ a relagdo entre a distancia percorrida pela substancia (ds) sobre a distancia
percorrida pelo eluente (dm) e € uma caracteristica que diferencia as substancias, neste caso, dsi
¢ dso. Figura obtida de DEGANI et al. (1998).
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Na cromatografia liquida em coluna, dependendo da fase estacionaria e do tipo de
interacdo dela com os analitos, ha mais cinco classificacdes possiveis: cromatografia por
adsorc¢ao, Cromatografia Liquido-Liquido (CLL) ou particdo, Cromatografia Liquida com Fase
Ligada (CLFL), Cromatografia por Troca I6nica (CTI) e Cromatografia por Exclusdo (CE), esta
ultima subdividida em Cromatografia por Filtragdo em Gel (CFG) e por Permeacdo em Gel
(CPG) (COLLINS et al., 1982; DEGANI et al.,1998).

A Cromatografia Liquida em coluna ¢ subdividida em trés grupos de acordo com a
técnica: a cromatografia liquida cléssica, feita em colunas de vidro e sob pressdo atmosférica
(Figura 15); a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Figura 16), feita sob alta
pressdo (até 6.000 psi) com o uso de bombas de alta pressdo para bombear a fase movel e a
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) (Figura 16), feita sob pressdes ainda mais
altas (maiores que 15.000 psi) e com bombas de ultra pressdao (COLLINS et al., 1982; DEGANI
et al.,1998, MALDANER & JARDIM, 2009).

Figura 15 — Colunas de vidro utilizadas no processo de cromatografia de coluna classico, com
eluigio sob pressido atmosférica. A esquerda, o esquema da montagem da coluna obtido de
DEGANI et al. (1998). A direita, uma fotografia obtida durante o processo de separagdo de
carotenoides de cores diferentes, cedida por Sidney Pacheco, disponivel no site
www.cromatografialiquida.com.br.
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Figura 16 — Esquema representando a configuragdo mais simples dos equipamentos de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e de Ultra Eficiéncia (CLUE), onde: a.
reservatorio de solvente (eluente); b. bomba; c. injetor manual; d. coluna, e. detector de UV/Vis;
f. computador. Figura obtida de DEGANI et al. (1998). Abaixo a esquerda o Equipamento de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado ao Detector de Arranjo de Diodos
(DAD) e a direita o Equipamento de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE)
acoplado ao detector de massas Quadrupolo - Tempo de Voo (QTdV) do Laboratério de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia da Embrapa Agroindustria de Alimentos. Fotografias
cedidas por Sidney Pacheco.

Na CLAE e na CLUE as colunas sdo feitas de material resistente a altas pressdes, ja que
a técnica requer bombas de alta pressdo, que possibilitam fluxo rapido da fase movel através da
coluna. A separacdo de misturas complexas ocorre em poucos minutos como por exemplo
amostras de urina com mais de 200 analitos, com alta resolugao ¢ alcangada. Permite a detecgao,
a quantificacdo e a identificagdo dos analitos com erros menores que um por cento, alta exatidao
e sensibilidades ao nivel de picogramas (pg), gracas a enorme variedade de detectores que
podem ser acoplados aos sistemas. Também ¢ possivel a coleta das fracdes dos analitos de
forma manual junto a saida do detector ou de forma automatizada com coletores de fragdes
(COLLINS et al., 1982).

A CLAE e a CLUE sao muito versateis, pois possibilitam a analise de grande variedade
de tipos de analitos, organicos e inorganicos com massas moleculares de 18 a 6 milhdes de
daltons, em amostras solidas, liquidas ou gasosas. A CLAE ¢ a técnica analitica mais
desenvolvida, difundida e empregada nas industrias quimica e farmacéutica (MALDANER;
JARDIM, 2009). Os sistemas sdo automatizados, permitem uma alta produtividade para os
laboratorios, porém possuem custo elevado de aquisicdo e manutencdo e necessitam de
operadores bastante qualificados, com treinamentos longos (6 a 12 meses) e anos de experiéncia
(COLLINS et al., 1982).

A invengdo da cromatografia liquida ¢ atribuida ao botanico russo M.S. Tswett através
de registro da publicacdo de um relatério em 1903. Porém, desde o ano 77 de nossa era, na
Roma antiga, hé registros de experimentos envolvendo cromatografia liquida pelo historiador
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romano Caio Plinio Segundo (23-79), que ja utilizava cromatografia em papiro para detectar
fraudes no sal de cobre conhecido como “verdigris”. Em anos seguintes, por outros cientistas
como Jons Jacob Berzelius (1779-1848) que sugeriu o preparo de d4guas desmineralizadas em
filtros de areia. J4 Carlo Matteucci (1811-1868), reproduziu o experimento de Berzelius,
filtrando 4guas salinas em tubos contendo areia e comprovando que a densidade da agua que
percolava era menor do que a densidade da 4gua antes do processo. Ele sugeriu que o fendmeno
da existéncia de 4gua doce em fontes originarias do mar ocorreria através da percolacdo da agua
do mar pelo solo (PACHECO et al., 2015).

Friedlieb Ferdinand Runge (1795-1867) deixou diversos livros e manuscritos raros com
seus cromatogramas em papel separando misturas de pigmentos para a industria téxtil (Figura
17). Cristian Friedrich Schonbein (1799-1868), Friedrich Goppelsroeder (1837-1919) fizeram
experimentos muito simples mesmo sem entendimento de muitos dos conceitos de
cromatografia que hoje sdo amplamente difundidos (PACHECO et al., 2015).

Figura 17 — Experimentos de Runge feitos em papel de filtro demonstrando a reprodutibilidade
da separacdo da mistura de pigmentos de tecido. Figura obtida de PACHECO et al. (2015).

Mikhail Semenovich Tswett (1872-1919) foi o primeiro a publicar trabalhos explicando
os principios de adsor¢do na cromatografia como fendmeno fisico reversivel dependente da
natureza do adsorvente, do solvente utilizado e das substancias a serem separadas e prevendo
sua utilidade na separagdo de toda sorte de substancias, inclusive as incolores, dando nome de
cromatografia para a técnica e de cromatograma para o resultado. Comprovou a separacdo de
pigmentos vegetais e a existéncia das clorofilas A e B, além de especificar substancias
adsorventes e suas propriedades como por exemplo o tamanho e superficie dos grdos. Ele
também citou em seus trabalhos a possibilidade de modificagdo da composi¢do dos eluentes
durante a andlise para aprimorar a separacdo, uma alusdo ao que hoje chamamos de modo de
eluicdo gradiente, que atualmente ¢ muito utilizado, enquanto no passado, no inicio do
desenvolvimento da cromatografia, as eluigdes isocraticas (com a composi¢do de eluente
constante ao longo da corrida) eram predominantes (PACHECO et al., 2015).

Arne Wilhelm Kaurin Tiselius (1902-1971) foi o primeiro a acoplar um sistema de
deteccdo ndo visual por incorporagdo de cubeta e sistema para leitura Otica, ao aparato
cromatografico para a deteccdo e quantificacdo dos componentes separados e, também
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introduziu a cromatografia por deslocamento. Stig Melker Claesson (1917-1988) acoplou um
sistema para a introducdo pressurizada da fase movel. Mas somente em 1958 foi publicada a
primeira descrigdo do equipamento de cromatografia liquida com elui¢do por gradiente
utilizando bombas com pistdes de aco no lugar de pressurizar os frascos eluente com ar e,
sistema de derivatizacdo pos-coluna, de detec¢@o por fotdmetria e de registrador automatico,
para a separagdo e analise de aminodcidos elaborado por Willian Howard Stein (1911-1980) e
Stanford Moore (1913-1982) (PACHECO et al., 2015).

Entre 1949 e 1952, S. M. Patridge publicou uma série de documentos descrevendo o uso
de resinas de troca idnica para a separagao de substancias organicas, incluindo os aminoécidos.
Em 1945 a companhia americana DOW lancou uma resina de troca cationica, a DOENEX 50,
que se popularizou no tratamento de adgua industrial e foi utilizada por Moore e Stein para
aprimorar ainda mais a andlise e isolamento de aminoacidos e da enzima pancreatica
ribonuclease. Estes ultimos, com genialidade inventiva, deixaram muitas contribuigdes para o
desenvolvimento da andlise de aminoacidos por cromatografia liquida em coluna e dividiram o
prémio Nobel de Quimica em 1972 com Christian B. Anfinsen por elucidarem a sequéncia de
aminoacidos da enzima ribonuclease (PACHECO et al., 2015).

Antes de 1968, os sistemas cromatograficos liquidos automatizados eram montados
pelos proprios pesquisadores, com componentes disponiveis no mercado e eram chamados de
cromatografos liquidos de alta “pressdo”. Em 1969 comecaram a surgir as primeiras
instrumentagdes fabricadas por empresas para venda, chamados de cromatdgrafos liquidos de
alta “performance”, com precos muito mais altos do que o dos ja difundidos cromatdgrafos
gasosos, 0 que levou a serem apelidados de cromatdgrafos liquidos de alto “preco”.
Posteriormente, ironicamente apelidados de cromatdgrafos liquidos de alta “paciéncia” pelas
dificuldades de adaptacdo dos usudrios de cromatdgrafos gasosos, que agora tinham que se
adaptar com paciéncia e dedica¢do aos novos equipamentos € a nova técnica que incluia mais
parametros para controlar como a intera¢ao dos analitos com a fase mével durante a separacao,
que ndo ocorre na cromatografia gasosa, onde o gas de arraste ¢ inerte. Também com a
sofisticacdo das bombas, as bolhas no solvente e muitos cuidados adicionais quando comparada
a cromatografia gasosa que apresentava maior simplicidade (PACHECO et al., 2015).

A partir de 1960, com o crescente uso da técnica CLAE, as fases estaciondrias foram
sendo cada vez mais aprimoradas e diversificadas. No inicio, a fase estaciondria mais utilizada
era a silica com particulas que tinham tamanhos variaveis entre 40-50 pm, a chamada fase
“normal”. Os tamanhos das particulas foram ficando cada vez menores e com formatos e
porosidades especificos @ medida que as técnicas de producdo desses materiais foi evoluindo,
0 que proporcionava separa¢des cada vez mais eficientes, com altas resolugdes e, em tempos
menores. O tamanho das particulas passou a ter 15-20 um e logo 10-3 um. Também surgiram
particulas revestidas com liquidos para a cromatografia por parti¢ao liquido-liquido, mas logo
cairam em desuso pois ndo eram estdveis como na cromatografia gasosa, ja que os solventes
acabavam por diluir e carrear o revestimento liquido para fora da coluna acarretando problemas
de reprodutibilidade (PACHECO et al., 2015).

Surgiram técnicas de revestimento de particulas esféricas de silica com uma gama de
substancias e técnicas de modificagcdes quimicas das fases estacionarias, que possibilitaram
obter colunas robustas e de grande seletividade como as de fase reversa Cs e Cis, que poderiam
trabalhar com fases moveis aquosas. Outras alternativas de modificagdes com grupos
funcionais variados para diversas aplicacdes tanto de fases reversas (apolares) quanto em fases
polares, como polimeros e grupos funcionais para aplicagdes de troca idnica, colunas quirais e
muitas outras surgiram. Inclusive a C3o, capaz de separar isomeros cis € trans dos carotenoides,
substancias com cadeias carbdnicas com comprimento de 40 carbonos e que ndo se separavam
em Cis, cuja extensdo da cadeia carbonica, inferior a dos carotenoides ndo era ideal para
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interagir com todo o comprimento das moléculas e separa-las completamente (PACHECO et
al., 2015).

A diminuicao do tamanho das particulas das fases estaciondrias chegou ao tamanho de
1,5 um, na década de 1990, o que proporcionou a diminui¢ao do tamanho das colunas que antes,
com particulas de 5 um eram de 25-30 cm de comprimento, com 4,6 mm de didmetro interno
(8.000-10.000 pratos/15 cm de coluna) e puderam ser reduzidas para 5-6 cm de comprimento,
com 1,0-2,1 mm de didmetro interno, maior numero de pratos teéricos (25.000 pratos/15 cm de
coluna) e tempos de andlise 4 vezes menores, com menores fluxos e consumo de solventes.
Porém, a diminui¢do das particulas da fase estaciondria exigia pressdes de trabalhos maiores e,
consequentemente nova geracdo de equipamentos, com injetores, detectores e bombas mais
sofisticadas e capazes de trabalhar a pressdes e velocidades mais altas, volumes internos
menores e altas taxas de aquisi¢do. Surgiu assim, a nova geracao de equipamentos para
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), que ¢ o estado da arte em técnicas de
separa¢do. O primeiro equipamento comercial capaz de trabalhar nessas condigdes de alta
pressdo (maiores que 15.000 psi) foi o Acquity (UPLC ™) da marca Waters Corporation
(PACHECO et al., 2015; MALDANER; JARDIM, 2009).

Surgiram colunas monoliticas com particulas cilindricas altamente porosas (macroporos
de 2 um e mesosporos de 13 nm) feitas a partir de silica ou materiais poliméricos com
eficiéncias comparaveis aos materiais particulados de 3-3,5 pum, mas com maiores
permeabilidades, o que permitia uso de vazdes de fluxo mais altas sem aumento de pressao.
Porém, as colunas monoliticas, além de serem restritas a um fabricante (MERCK), possuiam
didmetro interno alto (3,0 e 4,6 mm), ndo sendo compativeis com espectrometros de massas,
consumindo grandes volumes de solventes e com pouca estabilidade quimica, limitada a faixa
de pH de 2-8 (MALDANER; JARDIM, 2009).

2.6 Detectores utilizados na CLAE

Como a cromatografia ¢ uma técnica para a separacdo de misturas complexas muito
abrangente, ou seja, aplicada a diversas classes de substancias quimicas, mesmo aquelas
incolores, surgiu a necessidade de detectores especificos para deteccdo, quantificagdo e
identificagdo dos analitos apds a separagdo cromatografica.

Os detectores sdo acoplados aos cromatografos liquidos de alta eficiéncia apos a saida
da coluna e devem ser sensiveis aos analitos que passam através dele sem sofrer interferéncias
dos eluentes que carreiam os analitos ou quaisquer substancias presentes que nao sejam de
interesse na analise.

Os detectores recebem o sinal daquelas substancias as quais ¢ sensivel na proporcao das
concentragdes das mesmas e transformam em sinal elétrico que ¢ enviado a um registrador ou
a um computador. Os registros sdo feitos na forma de picos, ja que as substancias ao eluirem
na coluna sofrem dispersdo na fase movel de modo que sdo mais diluidas nas fronteiras do
inicio e final da eluicdo e mais concentradas na por¢do central, formando os topos dos picos.
Os detectores ndo devem ser sensiveis aos eluentes utilizados de modo que quando apenas os
eluentes passam por ele o sinal detectado/emitido ¢ de baixissima intensidade, chamado de linha
base, a partir da qual surgem os picos, formando o resultado da corrida cromatografica que
chamamos de cromatograma.

A especificidade, a seletividade, a sensibilidade e a aplicacdo dos detectores estdo
relacionadas com os grupos funcionais ou propriedades fisicas dos analitos e dos eluentes
utilizados. Os detectores mais comumente utilizados na CLAE por serem sensiveis a muitas
classes de substancias quimicas sdo: Detector de Indice de Refragdo (DIR), Detector de UV/Vis,
Detector de Arranjo de Diodos (DAD), Detector de Fluorescéncia (DF) e os detectores de
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massas (EM), sendo estes ultimos mais complexos, e apresentados sob diferentes
configuragdes.

2.7 Espectroscopia

Definimos espectroscopia como as interagdes que ocorrem entre qualquer tipo de
radiagdo e a matéria. Muitos fenomenos naturais envolvem espectroscopia, por exemplo o
aquecimento causado pela incidéncia de alguns tipos de radiagdes em certos materiais, as cores
das plantas e objetos que vemos, incluindo o proprio mecanismo da visdo (OLIVEIRA, 2001).

O tipo de fendomeno esté relacionado com a frequéncia (f) e energia (E) da radiacdo que
interage com a matéria. As radiagcdes do espectro de luz visivel (Vis) e ultravioleta (UV) de
determinada energia, causam transi¢des eletronicas, enquanto radiagdes de menor energia
acarretam vibragdes (variacdes na distancia entre os atomos ou entre angulos), rotagdes e
translagdes nas moléculas a depender da geometria molecular (OLIVEIRA, 2001).

A luz ¢ uma forma de radiacdo eletromagnética, que ora se comporta como energia ou
matéria (fétons), propagando-se como ondas (Figura 18), com propriedades como comprimento
de onda (1), frequéncia (f), amplitude e velocidade (¢ = 2,99792 x 10® m s*') (OLIVEIRA,
2001). Denominamos de espectrofotometria a técnica espectroscopica que utiliza a luz como
fonte de radiagdo para determinar caracteristicas qualitativas e quantitativas de espécies
quimicas (PASSOS, 2020).

Entre os tipos de interagdes que ocorrem (fisicas e quimicas) entre a radiacdo
eletromagnética e a matéria (molécula), a emissdo e a absor¢do sdo aquelas que definem os
principios de técnicas e funcionamento de equipamentos como espectrofotdmetros. A
frequéncia (f) ¢ determinada pela Equacdo 1 (PASSOS, 2020).

f= % Equacio 1

Figura 18 — Representagdo da radiacdo eletromagnética (luz) em relagdo ao campo elétrico.

Comprimento de onda (A) ¢ a distancia ente duas oscilagdes, frequéncia (f) ¢ o niimero de
oscilagdes (ondas) por segundo medida em Hertz (Hz). Figura obtida de PASSOS (2020).

Ha outros fendmenos que ocorrem quando a luz interage com a matéria, além da
absorcao e emissdo. Pode ocorrer a reflexdo e a refracdo. Na absor¢do, comprimentos de onda
com energia especifica sdo absorvidos por determinada matéria (substancia) e os demais
comprimentos de onda sdo refletidos, sendo observada a cor referente aos comprimentos de
onda complementares refletidos. Quando todos os comprimentos de onda da luz sdo absorvidos,
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gera-se a auséncia de luz ou a cor preta para a substancia. Quando toda a luz que incide na
substancia ¢ refletida, ocorre a cor branca para a substancia, que representa a mistura de todos
os comprimentos de onda visiveis da luz (MARTINS et al., 2015). A Figura 19, mostra um
disco de cores, onde cada cor (comprimento de onda) absorvida por uma substancia, mostra a
cor diamentralmente oposta no disco como a cor complementar que ¢ refletida e, portanto,
percebida pelos olhos humanos como a cor da substancia.

Figura 19 — Disco de cores que representa a cor do comprimento de onda absorvido por
determinada substancia quando a luz incide nela e a cor que € percebida pelos olhos humanos
para aquela substancia, que ¢ a cor complementar refletida, localizada diametralmente oposta a
cor absorvida no disco. Figura obtida de MARTINS et al. (20215).

Quando toda a luz, ou a maior parte atravessa um material sem que haja suficiente
reflexdo ou absor¢ao este material tende a ser incolor e transliicido como a 4gua e o vidro. Mas,
geralmente, ocorre um desvio na trajetoria dos raios de luz quando atravessa um material sem
sofrer absor¢ao ou reflexdo, sendo observado um pequeno desvio no angulo das direcdes de
propagac¢do. Este desvio na dire¢@o da trajetdria de propagacao da luz quando ela atravessa um
meio material ¢ chamado de refragdo (MARTINS et al., 2015).

Nesse fendmeno, o angulo de desvio depende da diferenga de velocidade de propagagao
da luz nos meios que ela atravessa e, também do comprimento de onda e das propriedades da
matéria que compde cada meio, como por exemplo a densidade. Podemos observar a refracao
no arco-iris ou no prisma, onde cada comprimento de onda da luz ¢ desviado para um angulo
diferente, sendo possivel observar as cores que a compdem. Nestes exemplos, ocorre a
passagem da luz que se propaga pelo ar (meio menos denso) através do prisma ou de goticulas
de agua (arco-iris), que sdo mais densos e, portanto, diminuem a velocidade de propagacao.
Ainda, a velocidade de propagagdo ¢ proporcional a cada comprimento de onda, fazendo com
que cada comprimento de onda sofra dngulos de difra¢do diferentes. Os comprimentos de onda
maiores terdo maior angulo de difragdo, enquanto comprimentos de onda menores terdo
menores angulos de difracdo (MARTINS et al., 2015).

A espectrofotometria inicialmente usava a cor de uma solugao e a intensidade dessa cor
para identificacdo da espécie quimica e determinacdo de sua concentragdo, respectivamente.
Foi chamada por essa razao de colorimetria e era baseada na passagem de luz branca através da
solugdo colorida na qual se desejava determinar a identidade e/ou concentragdo da substancia
colorida presente (PASSOS, 2010).
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Figura 20 — Regides do espectro eletromagnético mostrando as faixas de comprimentos de
onda ou de energias e os tipos de transi¢ao (intera¢dao) que cada faixa ¢ capaz de causar quando
interage com a matéria. O espectro eletromagnético apresenta regides de Raios vy, Raios X,
Ultravioleta (UV), Visivel (Vis), Infravermelho (IV), Microondas e Ondas de Réadio. Figura
obtida de PASSOS (2020).

A luz branca visivel (Vis) emitida por lampadas comuns de tungsténio (que emitem na
faixa de 320 — 2400 nm), composta por uma gama de radiagdes (de 380 a 780 nm) que inclui
as cores entre o violeta, azul, verde, amarelo, laranja e vermelho (Figura 20) atravessa a solu¢ao
de coloracao vermelha (Figura 21), por exemplo, cujas moléculas de cor vermelha absorvem as
radiagdes nas cores complementares (amarelo e azul) (OLIVEIRA, 2001).

Figura 21 — Cubeta com solu¢do de analito vermelho através da qual um feixe de luz branca
incide, sendo transmitida a faixa do espectro do visivel correspondente a cor vermelha,
enquanto as demais cores complementares sdo absorvidas. Figura obtida de PASSOS (2020).

Sendo assim, quanto maior a concentragdo de moléculas vermelhas na solucdo, mais as
luzes verdes sdo absorvidas e maior ¢ a intensidade da cor vermelha da solu¢do (Figura 21)
(PASSOS, 2010).

O mesmo ocorre com solugdes incolores de moléculas capazes de absorver em
comprimentos de onda do espectro de ultravioleta (UV), na faixa de 180 a 380 nm. Apenas,
nestes casos, ¢ necessario utilizar fontes de radiacdo que emitem na faixa do UV (ex.: lampadas
de deutério, que emitem na faixa de 160 - 380 nm) ou em ambas as faixas de UV e Vis (ex.:
lampadas de xendnio, que emitem na faixa de 200 - 1000 nm). Basta para tal que as moléculas
possuam um grupo cromoéforo, ou seja, um grupo funcional capaz de absorver a energia
eletromagnética (PASSOS, 2010).

No caso das faixas UV-Vis, a energia absorvida ¢ utilizada para excitar elétrons da
camada de valéncia, que se elevam a estados de maior energia e posteriormente liberam a

24



energia absorvida para retornar ao estado fundamental. Podem ser medidas a energia absorvida,
através da técnica de espectroscopia de absor¢do, ou a energia emitida pela técnica chamada de
espectroscopia de emissdo ou fotoluminescéncia (PASSOS, 2010).

A absorcdo da radiagdo eletromagnética pelas moléculas altera sua energia. Se
analisarmos a radiagdo como particulas (Fotons), quando os fotons atingem as moléculas eles
transferem sua energia (E) para elas e se desintegram. A energia (E) ¢ absorvida pelas moléculas
e ¢ diretamente proporcional a frequéncia dos fotons (f), de acordo com a Equagdo 2, ou
inversamente proporcional ao comprimento de onda (A), de acordo com a Equagdo 3, ou
proporcional ao numero de onda (v), de acordo com a Equacgdo 4, onde todas as equacdes siao
relacionadas com a constante de Planck (h = 6,626 x 1034 J s) (OLIVEIRA, 2001).

E=hf Equacio 2
E=h K Equacdo 3

E=hcv Equacio 4

O numero de onda (v) ¢ o inverso do comprimento de onda (), como na Equagdo 5. E
o niumero de comprimentos de onda pela distancia, muito utilizado em espectroscopia na faixa
do Infravermelho na unidade cm™ ou na unidade internacional m! (PASSOS, 2010).

v = % Equacao 5

Na espectroscopia de absor¢do, a energia absorvida (ou Absorvancia (A)) de uma
solugdo esta relacionada com a energia transmitida (aquela que atravessa a solugdo (T)) através
da Equagdo 6. A transmitancia (T) € expressa como a razao entre a energia transmitida através
da solugdo da amostra (P) e a energia incidente na amostra (Po) (Figura 20), de acordo com a
Equacgdo 7 ou, pode ser expressa como transmitancia percentual, através da Equacdo 8. Assim,
a absorvancia (A) pode ser escrita como na Equagdo 9 (OLIVEIRA, 2001).

A=—-logT Equacio 6
P ~

T = o0 Equacao 7

%T = P';O 100 Equaciio 8

A= logPTf) Equacao 9

E quando 0% de radiagdo ¢ absorvida, P = Py = 1, ocorre 100% de transmitancia. Ja
quando ocorre 99% de transmitancia, a absorvancia ¢ 1%. Essa técnica estd submetida a Lei de
Absor¢ao, ou Lei de Lambert-Beer, da Equacdo 10, que determina quanto a absorvancia (A)
depende da concentragdo do analito (C) em mol L'!, do caminho dptico (b), que ¢ a largura da
cubeta em cm (em geral padronizado para 1 cm) e da absortividade molar (¢) expressa em L
mol! cm™!, que é uma propriedade fisica de cada substincia que possui um grupo cromoforo
(OLIVEIRA, 2001).

A= ¢ebC Equacio 10
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Ha algumas limitagdes que afetam Lei de Lambert-Beer, como por exemplo solugdes
muito concentradas dos analitos, maiores que 0,01 mol L*!, onde a distancia entre as moléculas
¢ pequena e umas afetam a distribui¢do de cargas da outra, afetando a linearidade da
absorvancia x concentracdo. Solucdes de analitos preparadas na presenga de eletrdlitos também
podem sofrer desvios por interferéncias nas cargas (OLIVEIRA, 2001).

Além disso, os analitos podem ndo estar completamente convertidos na forma de uma
Unica espécie absorvente. Ainda, podem ocorrer desvios instrumentais como flutuagdo da fonte,
variagdo da resposta de detectores e interferéncia de radiagdo refletida dentro do equipamento.

Como raramente as substancias a serem analisadas sdo as Unicas presentes na solucao
da amostra preparada para a leitura no espectrofotdometro, ha a necessidade de eliminar a
contribuicdo dos interferentes. Neste caso ¢ utilizado o monocromador, mais eficiente do que
os filtros usados em equipamentos antigos, para a selecdo de comprimentos de onda especificos
nos quais apenas os analitos interajam (PASSOS, 2010).

Os equipamentos que usam filtros no lugar de monocromadores sdo mais simples e
robustos, porém nao permitem a escolha de qualquer comprimento de onda dentro de um
espectro continuo, ndo permitindo a varredura com obtencdo do espectro do analito, ja que os
filtros sdo especificos para selecionarem comprimentos de onda ou faixas fixas.

Os monocromadores direcionam a luz policromatica através de espelho para uma grade
de difracdo. Esta, por sua vez, separa a luz nos seus diferentes comprimentos de onda, enviando
a outro espelho que direcionara o feixe para a fenda de saida em dire¢@o ao detector. A selecao
do comprimento de onda ocorre através da rotagdo da grade de difragdo, permitindo a escolha
do comprimento de onda desejado dentro do espectro continuo emitido pela fonte, permitindo
a obtengdo de espectro por varredura do analito, como ilustrado na Figura 22 (PASSOS, 2010).

Os detectores sdo transdutores como fototubos, fotomultiplicadores, fotodiodos de
silicio e arranjo de fotodiodos, capazes de transformar o sinal eletromagnético (fétons) em sinal
elétrico. Entre a fenda e o detector, € posta a cubeta contendo a solu¢ao da amostra para efetuar
a leitura.

Figura 22 — Esquema de monocromador com grade de difracdo para a dispersao da radiagao.
Figura obtida de PASSOS (2020).

Nos fototubos e nos tubos fotomultiplicadores, uma camada de material fotoemissor
sobre a superficie concava de um fotocatodo, emite elétrons quando irradiado com luz de
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energia apropriada. Os fotoelétrons na presenga de um eletrodo carregado positivamente
produzem uma fotocorrente que pode ser amplificada e medida. O tubo fotomultiplicador
(Figura 23) apresenta muitos eletrodos em sequéncia, os chamados dinodos, tornando-o mais
sensivel que o fototubo (PASSOS, 2010).

Figura 23 — Esquema de tubo fotomultiplicador. Figura obtida de PASSOS (2020).

Os instrumentos analiticos para espectroscopia de absorc¢do, emissdo e fluorescéncia,
como os chamados espectrofotdmetros e fotometros sdo semelhantes quer sejam desenhados
para radiacdo UV/Vis ou IV. Geralmente apesentam uma fonte de radiagdo estavel, um seletor
de comprimento de onda, um ou varios recipientes para amostra, um detector de radiacdo e uma
unidade de processamento do sinal. Abaixo, a Figura 24 mostra um esquema de um
espectrofotometro de feixe duplo (PASSOS, 2010).

Figura 24 — Esquema de um espectrofotometro de feixe duplo. Figura obtida de PASSOS
(2020).

2.8 Espectroscopia Molecular na Regido do Ultravioleta Visivel e os Detectores de
Ultravioleta/Visivel (UV/Vis) e de Arranjo de Diodos (DAD)

As transi¢des de spin nucleares que ocorrem na Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
correspondem a comprimentos de onda na regido das ondas de radio do espectro
eletromagnético. As transi¢des vibracionais (estiramento e deformag¢ao angular nas moléculas)
correspondem a comprimentos de onda na regido do Infravermelho (IV). Ja as transi¢des
rotacionais correspondem a energias na regido do espectro eletromagnético das micro-ondas
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A Espectroscopia Molecular na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV/Vis) ¢ baseada na
absor¢do de energia nestas faixas para que os elétrons de orbitais atomicos ou de orbitais
moleculares ligantes (HOMO) mudem para orbitais moleculares antiligantes (LUMO), ou seja

27



passem por transigdes eletronicas, indo de um estado de baixa energia para um estado de energia
mais elevada (OLIVEIRA, 2001).

Nas substancias orgéanicas, a maior parte das ligacdes sdo covalentes, ou seja, com
compartilhamento de elétrons entre os d&tomos envolvidos. Podem ser do tipo sigma () com
sobreposi¢ao frontal de orbitais atdmicos para formagao do orbital molecular, ou do tipo pi (),
onde a interac¢do entre os orbitais atdbmicos ocorre apenas entre orbitais atdmicos posicionados
paralelamente para a formagdo do orbital molecular de acordo com a Teoria dos Orbitais
Moleculares (TOM). Hé ainda a possibilidade de moléculas com 4tomos cujos orbitais atdmicos
ndo participam de ligagdes e possuem pares isolados de elétrons. A Figura 25 ilustra as
possibilidades envolvidas na carbonila (C==0) (MARTINHO, 1994).

Figura 25 — Esquema da formacao de orbitais moleculares na carbonila (C==0), evidenciando
a formacao da ligacdo sigma (o), a formacao da ligagdo pi (7) e os orbitais atbmicos com pares
de elétrons isolados. Figura obtida de MARTINHO (1994).

As ligacdes sigma (o) sdo mais estaveis, portanto, de menor energia pois ha maior
sobreposi¢ao dos orbitais atdmicos na formacao do orbital molecular. Este tipo de sobreposi¢ao
sigma (o), ocorre somente uma vez entre dois &tomos. Sendo assim, as ligagdes simples sempre
serdo tipo sigma (c); enquanto nas ligagdes duplas, uma sera do tipo sigma (o) e outra do tipo
pi (m) e; nas ligacdes triplas, uma serd do tipo sigma (o) e as outras duas do tipo pi (1) (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Quando ocorre a absor¢do de radiacdo luminosa pelas moléculas, promovendo a
excitagdo de elétrons para niveis de maior energia, os elétrons da ligagdo sigma (o), por
exemplo necessitam de maior energia para serem promovidos ao orbital sigma antiligante (c*),
enquanto aqueles elétrons das ligacdes pi (m) necessitam de menores energias para serem
promovidos para orbitais pi antiligantes (n*). J& os elétrons de pares isolados nao ligantes (n),
estdo niveis energéticos superiores aos elétrons das ligagdes sigma (o) € pi (1) € mais proximos
dos orbitais antiligantes m e n*, portanto, podem ser promovidos para orbitais do tipo sigma
antiligante (c*) ou pi antiligantes (n*) (MARTINHO, 1994).

O diagrama de niveis de energia dos orbitais moleculares e atomicos na molécula da
carbonila, na Figura 26, ilustra as transi¢des possiveis ¢ as diferencas de energia necessarias. A
ordem crescente de energia necessaria para as transi¢des ¢ n—n* < n>n* < n—c* < c—>c*.
Por exemplo, a energia necessaria para a transi¢do c—c*, a mais alta, ¢ a energia fornecida no
comprimento de onda (1) de 150 nm. As energias envolvidas nas demais transi¢des sao menores
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e sdo fornecidas por comprimentos de onda maiores, ja que, a energia ¢ inversamente
proporcional ao comprimento de onda (1) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
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Figura 26 — Diagrama de niveis de energia dos orbitais moleculares da carbonila (C==0).
Figura obtida de MARTINHO (1994).

As transi¢des n—c* e m—n*, ocorrem nas faixas de comprimento de onda (A) de 150 a
250 nm e englobam substancias saturadas contendo heteroatomos ou haletos e, substancias
insaturadas (hidrocarbonetos), respectivamente. Ja as transi¢des n—m* ocorrem na faixa de
comprimento de onda (A) de 200 a 700 nm, sdo aquelas de menor energia e ocorrem nas
substancias orgédnicas que apresentam grupos organicos, geralmente insaturados, com C=C,
C=0 e -NO2, e s3o as mais analisadas por espectroscopia UV/Vis (SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2002).

Nas substancias organicas insaturadas, quanto maior o nimero de ligagdes duplas
conjugadas (separadas por apenas uma ligagdo simples &), onde os elétrons ficam
deslocalizados (livres para se movimentar no sistema conjugado), menor a energia requerida
para as transicdes m—7*, e maior o comprimento de onda maximo de absor¢do e, portanto,
maior a chance de a substancia apresentar coloragdo. A Figura 27 ilustra como as transi¢des
nos sistemas mais conjugados requerem menos energia do que os sistemas menos conjugados
ou com apenas uma insaturagdo. Quanto menor a energia requerida na transi¢do
HOMO—LUMO, maior o comprimento de onda da radiacdo absorvida e mais proximo do
visivel € a transicdo, conferindo cor as substancias, como ocorre com nos carotenoides com
mais de 11 conjugac¢des (MARTINS et al., 2015).
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Figura 27 — Representacao das transicdes HOMO—LUMO que ocorrem durante a absor¢ao
de energia luminosa por sistemas insaturados sem conjugacdo e conjugados. Figura obtida de
MARTINS (2015).

O valor da energia envolvido nas transi¢cdes eletronicas ¢ dependente do solvente.
Solventes polares estabilizam mais os orbitais ndo ligantes (n) do que os orbitais antiligantes
n*, provocando deslocamento das bandas n—m* para maiores energias. Ja nas transi¢des
n—71*, 0s solventes polares estabilizam mais os orbitais n*, do que os orbitais «, fazendo com
que a energia necessaria nessa transicao seja menor (MARTINHO, 1994).

Estes grupos orgénicos que conferem as moléculas a propriedade de absor¢do no
UV/Vis sdo chamados cromoéforos. Também ha os grupos que quando ligados a cromoforos,
alteram a intensidade e o comprimento de onda (A) de maxima absor¢do no UV/Vis das
moléculas, estes sdo chamados auxocromos. Os grupos auxocromos podem deslocar o
comprimento de onda absorvido para um valor maior (deslocamento batocromico) ou para um
comprimento de onda menor (deslocamento hipsocromico). Podem também aumentar
intensidade de absor¢do dos comprimentos de onda (efeito hipercromico) ou diminuir a
intensidade de absor¢cdo dos comprimentos de onda (efeito hipocromico) (MARTINS et al.,
2015).

Um exemplo de deslocamento batocromico por grupos auxocromos ¢ a p-rosanilina,
cujo comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax) € em 539 nm, porém quando seus grupos
amina sdo modificados para aminosulfonicos o comprimento de onda de méaxima absor¢ao
(Amax) passa a ser 591 nm. A mistura de cromo6foros e a concentragao deles no meio modificam
as cores observadas. A Figura 28 mostra as estruturas moleculares da p-rosanilina e sua
molécula modificada pela inser¢ao dos grupos aminossulfonicos, além de efeitos da mistura de
cromoforos e de suas concentragdes. A Tabela 2, exemplifica alguns grupos cromadforos e suas

caracteristicas como os seus comprimentos de onda de maxima absor¢ao (Amax) € as transi¢des
envolvidas (MARTINS et al., 2015).
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Figura 28 — Exemplo de deslocamento batocromico na p-rosanilina pela altera¢do dos seus
grupos amina para grupos aminosulfonicos. a) p-rosanilina; b) mistura de p-rosanilina e o seu
andlogo aminossulfonado; ¢) analogo aminossulfonado e d) andlogo aminossulfonado em maior

concentragdo. Figura obtida de MARTINS (2015).

Tabela 2 — Caracteristicas Opticas de alguns grupos cromoéforos. Reproduzida de Martinho

(1994).
Cromoforo Exemplo Solvente P Emax Transigdo
(nm) (1 L mol ! cm™)
Alceno  C¢Hi3CH=CH, n-heptano 177 13.000 Tt
178 10.000 n—m*
Alcino CsH,C=C-CH3 n-heptano 196 2.000 -
225 160 -
(CH3),C=0 186 1.000 o
280 16 g
Carbonila n-hexano N
(CH3)HC=0 180 <1.000 o
293 12 non
Carboxila  (CH3)COOH Etanol 204 41 n—m*
Amida  (CH;)CONH, Agua 214 60 n—mn*
Azo CH3N=NCHj; Etanol 339 5 n—m*
Nitro CH3NO: Isooctano 280 22 n—m*
Nitroso C4HoNO Eter etilico 22(5) 12000 n—;n*
Nitrato CH50NO; Dioxano 270 12 n—n*
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As antocianinas, pigmentos naturais presentes em frutos e flores possuem diversidade
de cores ndo apenas pela presenca de diferentes grupos auxocromos, mas também devido a
variacao do sistema conjugado com a variagcdo do pH de suas solu¢des. Em geral apresentam
coloracdo rosa avermelhada em pH 4cido e colora¢des azuladas em pH neutro ou alcalino. A
Figura 29 mostra a varia¢do ocorrida no sistema conjugado das antocianidinas, estrutura base
das antocianinas, com a mudanga de pH.

Figura 29 — Antocianidinas, estruturas basicas das antocianinas e as alteracdes dos seus
sistemas conjugados quando em meios de diferentes pH’s. Figura obtida de MARTINS (2015).

As betalainas também sdo pigmentos naturais responsaveis pelas cores de flores e frutos,
como por exemplo a beterraba, a pitaia rosa e os Bouganvilles, com flores, brancas, amarelas,
lajanjas, rosas, vermelhas e roxas, cuja variagdo na coloracdo ocorre em fun¢do de pequenas
variagdes na estrutura molecular, especificamente pela variagdo dos grupos acil-
oligoglicosideos. A Figura 30 mostra a estrutura base das betalainas.

COOH
RK — N—H
ON=
2/
R COOH

Betalaina
Figura 30 — Estrutura molecular base das betalainas. Figura obtida de MARTINS (2015).

Os sistemas Opticos usados em espectroscopia podem ser classificados como
multiplexados, quando um unico detector recebe informagdes simultineas codificadas,
padronizadas que, posteriormente sao transformadas por métodos matematicos em informagdes
espectrais com ou sem sistemas dispersivos, como transformadas de Hadamard, ou nao
dispersivos, como transformadas de Fourier. H4 também os sistemas nao-multiplexados que
podem empregar um detector, chamados de monocanais ou temporais que monitoram
sequencialmente as intensidades de radiacdo do espectro eletromagnético e aqueles que
empregam varios detectores, chamados de multicanais ou especiais, que monitoram
simultaneamente varios comprimentos de onda (JR; PASQUINI, 1997).

Os ndo-multiplexados podem ser dispersivos, empregando rede de difracdo, e ndo-
dispersivos, empregando filtros ou diodos emissores de luz. Os espectrofotdmetros monocanais
usam rede de difracdo rotatoria e como detector uma fotomultiplicadora (PMT) fixada na fenda
de saida do monocromador. Os multicanais tém geralmente um monocromador fixo e
empregam como detectores filmes fotograficos, arranjo de fotomultiplicadoras, dispositivos de

32



transferéncia de carga (CTD) e arranjos de fotodiodos (PDA em inglés ou DAD em portugués)
(JR; PASQUINI, 1997).

Os instrumentos multicanais, devido a simultaneidade na aquisi¢do de dados
proporcionam uma andlise mais rapida quando a razdo sinal/ruido ¢ constante ou em um
aumento na razao sinal/ruido quando o tempo da analise ¢ fixado. Eles podem ser desenvolvidos
com uso de arranjos de fotomultiplicadoras como nos espectrofotometros de absor¢ao atdmica
em plasma acoplado indutivamente (ICP-AAS), de leitura direta, porém, as fotomultiplicadoras
empregadas embora muito sensiveis, com ampla faixa dindmica e curto tempo de resposta,
trazem alguns inconvenientes incompativeis com um detector multicanal verdadeiro, ja que as
fotomultiplicadoras, embora miniaturizadas, exigem uma distdncia minima entre elas que
requerem grande dispersdo da radiacdo eletromagnética, o que limita o numero de canais do
instrumento. Por essa razdo, os espectrofotometros de leitura direta sdo feitos para aplicagdes
especificas para certos comprimentos de onda, ndo sendo muito versateis (JR; PASQUINI,
1997).

Os espectrofotometros com arranjos lineares de fotodiodos representaram um grande
avango para a espectrofotometria UV/Vis, quando comparados com aqueles com
fotomultiplicadoras e redes de difragdo (monocomadores) moveis (Figura 31) (JR; PASQUINI,
1997).

Figura 31 — Esquema de espectrofotometro de UV/Vis convencional com rede de difracao
movel (a) e do espectrofotdmetro multicanal com arranjo de fotodiodos (DAD) (b). Figura
obtida de JR & PASQUINI (1997).

O DAD possui sistema de optica reversa, onde a rede de difragdo (monocromador) fica
entre a amostra ¢ o detector ¢ ndo entre a fonte de radiagdo e a amostra como no UV/Vis
convencional com monocromador moével. Assim, no DAD a radiacdo policromdtica passa
através da amostra e depois ¢ dispersa no monocromador fixo nos diferentes comprimentos de
onda monitorados simultaneamente pelos diodos do arranjo. Com as vantagens de aquisi¢do de
espectros em milissegundos sem distor¢des, medindo os comprimentos de onda com alta
repetibilidade, j& que o tempo da andlise ndo depende da velocidade de do movimento do
monocromador. Apenas ocorre que no DAD ndo podem ser eliminados por meio de filtros a
radiagdo espuria e também nao ha como compensar por meio de feixes duplos (como no UV/Vis
convencional com monocromador movel) as instabilidades da fonte ¢ dos detectores. Mas os
problemas como aquecimento e fotodegradagdo associados a incidéncia de radiacdo
policromatica sobre a amostra sdo minimizados com o uso de obturadores ou filtros. O DAD ¢
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recomendado para o uso em conjunto com sistemas com sinais transientes como Analisadores
por Injecdo em Fluxo (FIA, em inglés, ou AIF, em portugués), CLAE, CLUE e na diferenciacao
de compostos que absorvem em comprimentos de onda muito préximos. Embora, nos casos em
que os tempos de andlises ndo sdo criticos, o desempenho dos espectrofotometros de UV/Vis
convencionais € superior, ja que sdo mais sensiveis pela presenga da fotomultiplicadora (JR;
PASQUINI, 1997).

2.9 Espectrometria de Massa e o Espectrometro de Alta Resolucio

A espectrometria de massa ¢ uma técnica analitica poderosa para aplicagdes qualitativas
e quantitativas. Desde que o primeiro espectrdmetro de massa foi desenvolvido, em 1912,
apenas para a analise de moléculas inorgénicas pequenas, a técnica tem evoluido e, hoje, todos
os tipos de moléculas bioldgicas podem ser analisados por essa técnica, praticamente sem
nenhuma limitacdo de massa. As pesquisas na area de protedmica, por exemplo, sdo cada vez
mais dependentes da espectrometria de massa (EM). A possibilidade de analisar moléculas
bioldgicas como proteinas por EM foi alcangada, gracas ao desenvolvimento de técnicas de
ionizagdo suaves como a lonizacdo por Eletrospray (IES) e Ionizagdo por Dessor¢do a Laser
Assistida por Matriz (IDLAM) capazes de ionizar biomoléculas. A IES tem a facilidade de
poder ser utilizada acoplada a técnicas de separacdo e a IDLAM analisa ions isolados
carregados de peptideos e proteinas, o que minimiza a complexidade dos espectros (EL-
ANEED; COHEN; BANOUB, 2009; BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).

Os analisadores quadrupolo (Q) e tempo de voo (TdV) sdo os mais empregados e podem
ser usados juntos (QTdV) na técnica chamada em inglés de “tandem mass spectrometry”, ou
EM/EM, ou EM?, quando dois ou mais analisadores sdo usados sequencialmente para separar
os ions. O QTdV, particularmente proporciona espectrometros de alta resolucdo, que permite a
determinagdo das razdes carga/massa dos ions detectados com precisdo de quatro casas
decimais e erros muito pequenos, com variagdes apenas na ultima casa decimal, o que permite
diferenciar ions moleculares e fragmentos com diferencas de pesos moleculares muito pequenas
em razao de diferentes composi¢des atdmicas ou isotopicas (EL-ANEED; COHEN; BANOUB,
2009).

A espectrometria de massa ¢ baseada na formacao de ions carregados positivamente ou
negativamente em fase gasosa e na separacdo destes ions por campo elétrico ou magnético
através das suas diferentes razdes massa/carga (m/z). No espectro de massa, o €ixo x representa
os valores de m/z, enquanto o eixo y indica o total de ions detectados. O espectro de massa
fornece muitas informagdes importantes sobre as substancias analisadas, como a sua estrutura,
pureza, composicdo e fragmentagdo. A Figura 32 mostra os componentes basicos de um
espectrometro de massa com fonte de ionizagdo por eletrospray (IES) (EL-ANEED; COHEN;
BANOUB, 2009).
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Figura 32 — Componentes bésicos de um espectrometro de massa com fonte de ionizagdo por
eletrospray (IES-EM). Figura adaptada de BANERJEE; MAZUMDAR (2012).

O primeiro espectrometro de massa foi inventado em 1913 por Joseph John Thomson,
professor de fisica experimental na Universidade de Cambridge, que demonstrou a utilidade da
técnica para a quimica analitica. A sua inven¢do foi baseada nas primeiras demonstragdes da
técnica em 1898 por Wilhelm Wien, onde ions positivos foram defletidos por imposi¢ao de
campos elétricos e magnéticos. Este ultimo, foi precedido pelo fisico Eugen Goldstein, em
1886, que descobriu um novo tipo de radiacdo que concluiu tratar-se apenas de particulas
carregadas positivamente (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

Os primeiros espectrometros de massa comerciais para detectar substincias organicas
surgiram em 1940 por demanda da industria de petréleo. A possibilidade de acoplamento de
equipamentos de cromatografia gasosa a espectrometria de massa (CG-EM), em 1952,
expandiu o interesse pela técnica pela drea da bioquimica. A cromatografia gasosa separava
compostos bioldgicos termicamente estaveis como acidos graxos, esteroides e carboidratos.
Mas o primeiro equipamento CG-EM foi criado por Holms e Morrell em 1957. O uso dos
espectrometros de massa acoplados a cromatografos gasosos era limitado a moléculas
volatilizaveis de baixo peso molecular (<1000 Daltons (Da)). A técnica de ionizacao
convencionalmente usada era o Ionizacdo por Elétrons (IE), que é muito severa e resulta na
destruicdo de moléculas bioldgicas complexas como as proteinas, nucleotideos e carboidratos
(EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009; BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).

Com a introducdo de técnicas de ionizagdo suaves, a espectrometria de massa foi
acoplada a outras técnicas de separagdo, como a CLAE-EM e a eletroforese capilar (EC-EM) e
comecou a ser utilizada para estudos protedomicos (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

A fonte de ions ¢ o portdo de entrada do espectrometro de massa, a partir de onde a
amostra ¢ introduzida independente da maneira (por acoplamentos a CG ou CLAE ou, por
injecdo direta). Depois de passar pela fonte de ions as outras partes do espectrometro sao
analisador e detector. H4 muitas técnicas de ionizagdo disponiveis para uso como fonte de ions
dos espectrometros de massa.

O método tradicional € a ionizacdo por impacto de elétrons (IE), que utiliza um feixe de
elétrons para o processo de ionizagdo e opera apenas sob vacuo enquanto os analitos estdo em
fase gasosa. Um feixe de elétrons (cargas negativas) ¢ formado a partir de um filamento
metalico aquecido (ex. tungsténio) e esses elétrons sdo acelerados eletricamente em direcao a
colisdo com a amostra vaporizada, causando a incorporacao ou a expulsdo de elétrons dos
analitos e a subsequente formacdo de anions ou cations radicais. Essas condi¢des ndo sdo
apropriadas para moléculas grandes como em muitos materiais bioldgicos. A IE, junto com a
ioniza¢do quimica (IQ) ¢ na maioria das vezes usada com equipamentos CG-EM. A Figura 33
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ilustra como ocorre a formagao dos ions e fragmentos no IE (EL-ANEED; COHEN; BANOUB,
2009).
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Figura 33 — Ionizagdo e fragmentagdo por lonizacdo por Elétrons (IE). (A) formagdo de ions
positivamente carregados, (B) formacao de ions negativamente carregados. Figura adaptada de
EL-ANEED; COHEN; BANOUB (2009).

Devido as limitagdes associadas com a [E, métodos como a IQ e ionizagao por dessor¢ao
por plasma (DP) foram introduzidos em 1966 e 1974, respectivamente. Ambas as técnicas
resultam, predominantemente, na formag¢ao de ions protonados e desprotonados, que sao mais
estaveis do que os ions radicais formados durante as analises por IE-EM. A 1Q depende da
interagdo entre elétrons e moléculas neutras, como metano, resultando na formacao de ions que
interagirdo com os analitos, produzindo espécies protonadas. Como na IE, esse método possui
limitacdes de massa (<1000 Da pela dificuldade de volatilizacdo) e requer amostras com
caracteristicas especificas com relagdo a estabilidade térmica e volatilidade. A 1Q, entretanto, ¢
melhor do que a IE quanto a produgdo de ions moleculares. Mesmo assim, tanto a IQ quanto a
IE ndo sdo capazes de ionizar as mais importantes e termicamente instaveis substancias
bioldgicas polares (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009; BANERJEE; MAZUMDAR,
2012).

A ionizagao por DP, por outro lado ¢ uma das mais recentes técnicas de ionizagao suaves
aplicaveis na andlise de biomoléculas, incluindo aquelas de pesos moleculares superiores a
100.000 Da. O termo suave significa que uma quantidade minima de energia ¢ transferida aos
analitos durante o processo de ionizacdo. A ioniza¢do DP foi introduzida depois da elaboragao
de métodos para a ionizagdo de campo e dessor¢ao por campo. As técnicas de ionizagdo suaves
foram se desenvolvendo e substituindo as técnicas antigas. As técnicas de ionizacao suaves que
surgiram foram bombardeamento atdmico rapido (BAR), espectrometria de massa de ion
secundario liquido (ISLEM), ionizagdo por dessor¢ao a laser assistida por matriz (IDLAM) e a
ionizagdo por eletrospray (IES) (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

A IDLAM e a IES revolucionaram o uso da espectrometria de massa e facilitou o estudo
de substancias bioldgicas, como glicoconjugados, proteinas e DNA. A importancia do
desenvolvimento da IDLAM e da IES foi globalmente reconhecida quando os seus inventores
Koichi Tanaka da Shimadzu Corp. em Kyoto (Japao) e John Fenn, da Virginia Commonwealth
University, em Richmond (USA), dividiram o Prémio Nobel de Quimica em 2002. Em seu
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discurso na premiacao, Fenn disse: “Ha alguns anos atras a idéia de fazer proteinas e polimeros
voarem através de ionizacdo por eletrospray parecia tdo improvavel como fazer um elefante
voar, mas hoje essa ¢ uma parte padrdo nos espectrometros de massa”. Apesar disso, muitos
dos créditos dados pelo desenvolvimento da IDLAM deveriam também ser dados a Michael
Karas e Franz Hillen Kamp, que desenvolveram as idéias das técnicas de dessor¢ao a laser. A
Figura 34 mostra como as publicacdes com uso de IES aumentaram no periodo de 1990 até
2009 (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009; BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).

Numero de publicacdes

Ano

Figura 34 — Histograma do crescente nimero de publicac¢des de trabalhos usando a técnica de
ionizacdo por eletrospray (IES) de 1990 até¢ 2009, apds a descoberta de Fenn sobre o uso da
ionizagdo por eletrospray como fonte de ions na espectrometria de massa (IES-EM) para a
analise de biomoléculas em 1989 (informacao do ISI Web of Knowledge em 26.06.2011 com
o termo “Eletrospray ionization”. Figura adaptada de BANERJEE & MAZUMDAR (2012).

2.9.1 Ionizagdo por Eletrospray-Espectrometria de Massa (IES-EM)

O desenvolvimento da ionizacdo por eletrospray teve inicio em 1960 com o trabalho de
Dole e colaboradores, que introduziram com sucesso um polimero de poliestireno (peso
molecular aproximado de 51.000 Da) numa fase gasosa como uma espécie carregada. Nesta
técnica as amostras sdo geralmente solubilizadas em tampao ou solvente e introduzidas no
espectrometro de massa na forma de spray. Essa técnica foi ligada ao analisador de massa tipo
quadrupolo e foi otimizada significativamente nos anos 80. A IES-EM ¢ usada para estudos
qualitativos e quantitativos de uma grande variedade de substancias ndo-volateis e
termicamente instdveis como compostos inorganicos simples até moléculas bioldgicas
complexas (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

Na IES-EM a amostra deve ser solivel preferencialmente em um solvente polar, que
pode ser introduzido, sob pressdo atmosférica, dentro da fonte de ionizacdo através de uma
agulha. Como a amostra ¢ constantemente borrifada na forma de spray, um alto potencial
elétrico ¢ aplicado na agulha (3-4 Kv), resultando na formacao de gotas altamente carregadas.
As gotas carregadas sdo eletricamente direcionadas e vaporizadas através da introdugdo de um
gas neutro e aquecido (nitrogénio). Sob essas condigdes, as gotas se dividem em gotas que se
repelem e ficam cada vez menores enquanto a forca repulsiva (ou forca coulombica) entre os
ions na superficie aumenta.

As forgas repulsivas se tornam maiores do que a tensdo superficial do solvente,
resultando na dessor¢@o dos ions para a fase gasosa. Essa teoria da formagao dos ions na IES ¢é
chamada método da evaporacdo ionica e acredita-se que ela favorece a formacao de ions com
baixas razdes massa/carga (m/z). Uma teoria alternativa explica a formag¢ao de ions com altas
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m/z, ¢ o modelo de carga residual, que envolve a evaporagdo continua do solvente acompanhada
pelas divisdes das gotas até que um Unico ion (provavelmente multicarregado) ¢ formado no
final desse processo (quando o solvente ¢ completamente evaporado). A Figura 35 ilustra os
diferentes mecanismos propostos na formagao dos ions (sem fragmentagao) durante o processo
de IES (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009; BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).
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Figura 35 — Esquema da ionizacdo por eletrospray (IES) usada como fonte de ions na
espectrometria de massa e as teorias da evaporagdo ionica e da carga residual na formagao dos
ions. Figura adaptada de EL-ANEED, COHEN & BANOUB (2009).

A IES resolveu os problemas inerentes ao estudo de moléculas grandes de proteinas por
EM e as performances da técnica foram aprimoradas através do acoplamento da cromatografia
liquida (CL-EM). Na IES desenvolvida pelo grupo pioneiro de Fenn, as amostras eram injetadas
com fluxo de 2-20 uL min’!, com producdo de gotas de 1-2p m de didmetro, que era um
problema quando as amostras biologicas eram limitadas. Apds esfor¢cos de outros
pesquisadores, foi possivel obter tecnologias de nanospray, que operam em fluxos muito
reduzidos de 20-50 nL min™!' e gotas de 200 nm de didmetro. Com o nanospray, no s6 o
problema da obten¢ao de fluxos menores foi resolvido, mas também o mecanismo de formacao
de ions foi aprimorado principalmente para analises de biomoléculas complexas. A técnica de
ESI continua sendo investigada e aprimorada para novas aplica¢des. A Figura 36, por exemplo
ilustra algumas modificagdes na geometria e direcionamento do spray em fontes de IES-
EM/EM que contornam o problema de entupimento de capilares e filtros com moléculas neutras
e ndo volateis (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009; BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).
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Figura 36 — Esquema dos espectrometros de massa (a) Thermo-Finnigan LCQ Deca com spray
axial, (b) Agilent 6410 Triplo Quadupolo para CL-EM no modo spray ortogonal, (c)Waters
Micromass Q-TdV Ultima IES-EM. Figura adaptada de BANERJEE & MAZUMDAR (2012).

Na IES, quando o modo de ionizagdo ¢ positivo (o tubo capilar responsavel pela
formagdo do spray ¢ mantido com potencial positivo) as cargas dos ions geralmente sdo
formadas por protonacdo (algumas vezes metalagdo também), mas no modo de ionizagdo
negativo (quando o tubo capilar responsavel pela formagao do spray ¢ mantido com potencial

negativo) as cargas dos ions sdo formadas por desprotonagdo do analito. Como os solventes
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polares geralmente utilizados para solvatar os analitos (dgua, metanol, acetonitrila, etc.) estdo
sujeitos a muitos tipos de reagdes redox, no modo positivo por exemplo a dgua pode perder
elétrons liberando H e O2 (2H,0 = O, + 4H" + 2¢), enquanto no modo negativo a agua ganha
elétrons e libera OH™ e Hz (2H20 + 2¢ = Hz + 20H"). Uma vez que as cargas dos analitos
ocorrem por transferéncia de protons, as espécies idnicas detectadas ndo sdo os verdadeiros ions
moleculares (que sdo formados pela perda ou ganho de um elétron), mas sim moléculas
protonadas ou desprotonadas. Quando solugdes puras de analito sdo submetidas a IES, todos os
picos que aparecem no espectro de IES-EM representam as espécies moleculares intactas com
variagdes nas cargas como na Figura 37, onde o eixo vertical representa a abundancia relativa
das espécies multiplamente carregadas do mesmo analito e o eixo horizontal representa a razao
m/z dos analitos multiplamente carregado. O chamado pico base ¢ geralmente o mais intenso e
com 100 % de abundancia relativa (pico n* como na Figura 37) (BANERJEE; MAZUMDAR,
2012).
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Figura 37 — Representacdo do espectro de massa obtido por IES-EM no modo positivo. Figura
adaptada de BANERJEE & MAZUMDAR (2012).

2.9.2 Ionizagdo por Dessor¢do a Lazer Assistida por Matriz (IDLAM)

A IDLAM ¢ a principal fonte de ioniza¢do usada atualmente no sequenciamento de
proteinas, DNA, lipideos e glicoconjugados e na pesquisa em protedmica juntamente com a
IES. Na IDLAM, os ions sdo dessorvidos de uma matriz sélida. Primeiro uma amostra ¢
solubilizada no solvente apropriado e homogeneizado com uma quantidade de uma matriz
apropriada em excesso. Depois, essa mistura ¢ colocada numa placa e seca ao ar (ou sob
nitrogénio). Dessa forma os componentes da amostra sdo co-cristalizados junto com a matriz.
Os componentes da amostra sdo levados a fase gasosa através da incidéncia de um feixe de
elétrons (geralmente um laser de nitrogénio no comprimento de onda de 337 nm), que atinge a
matriz cristalizada com a amostra, levando a absor¢do da energia do laser pela matriz e a
subsequente dessor¢do e ionizacdo dos analitos na amostra (EL-ANEED; COHEN; BANOUB,
2009).

A IDLAM inicialmente funcionava sob vacuo, porém em 2000, foi desenvolvida a
técnica para pressao atmosférica (PAIDLAM). Esta forma de funcionamento reduziu o custo,
facilitou a operacdo e aumentou a produgdo comercial de espectrometros com as fontes de ions
intercambiaveis IDLAM e IES. O mecanismo da formac¢do dos ions na IDLAM nao ¢é
completamente entendido e a escolha da matriz especifica ¢ principalmente feita de maneira
experimental ou influenciada pelo modo de ionizagdo (positiva ou negativa). Matrizes basicas
sdo mais eficazes no modo negativo, enquanto as matrizes acidas sdo mais eficazes no modo
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positivo. A Figura 38 ilustra o processo de formacdo dos ions durante a IDLAM-EM (EL-
ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

Feixe de Laser de
Nitrogénio

Matriz
excitada
Analito
carregado

Elétron

Cristal matriz-analito

Proton

analito

Figura 38 — Processo de ionizagao por dessor¢do a laser assistida por matriz (IDLAM). O cristal
matriz-analito ¢ bombardeado com um feixe de laser UV que excita a matriz, que por sua vez,
transfere a energia para os analitos, resultando na ioniza¢do e na dessor¢do dos analitos,
principalmente na forma de espécies unicamente carregadas. Figura adaptada de EL-ANEED,
COHEN & BANOUB (2009).

Tanto a IDLAM quanto a IES s3o técnicas analiticas muito sensiveis que utilizam
analitos em concentragdes picomolares. Uma das principais diferengas entre a IDLAM e a IES
¢ o estado no qual as amostras sdo introduzidas na fonte de ions. A IES usa amostras solvatadas
que sdo injetadas no instrumento enquanto a IDLAM usa amostras no estado solido. Quando
acoplada a CL ¢ possivel usar a I[ES para medidas quantitativas. Apesar do fato da [ES ter maior
reprodutibilidade do que a IDLAM, deve ser considerado que a abundancia relativa de varios
ions na IES ndo representa a concentragdo da amostra. Por isso, solu¢des de padrdes (quando o
objetivo ¢ quantificagdo) devem ser preparadas para uma calibracdo adequada,
preferencialmente com uso de andlogos isotdpicos do analito. Houve algumas tentativas de
expansdo do uso da IDLAM em medidas quantitativas e também acoplado a CL. Porém, a
heterogeneidade dos cristais da amostra na matriz impediu o éxito dessas tentativas. A
qualidade dos espectros na IDLAM pode ser muito influenciada pela posi¢do do feixe de laser
e, o operador deve identificar o spot com o cristal de amostra que pode produzir o espectro mais
informativo (EL-ANEED; COHEN; BANOURB, 2009).

Tentativas de acoplamento da IDLAM a CL sdo, até certo ponto, relacionadas com a
robustez da IDLAM na presencga de sais e/ou detergentes. Em contraste, quando a IES ¢ usada,
contaminantes adsorvidos nos tubos nos quais a amostra ¢ infundida (injetada) através da agulha
podem competir com o analito e influenciar os resultados. Estes problemas ndo ocorrem no
IDLAM porque os analitos podem se separar das impurezas durante a ionizagdo da mesma
forma que escapam da matriz.

Finalmente, a IES tende a produzir espécies multiplamente carregadas das biomoléculas
como proteinas e peptideos. Essa ¢ a razdo pela qual a IES pode, teoricamente, ter faixas de
massa ilimitadas, porque proteinas muito grandes podem aparecer em m/z massa mais baixos.
A IDLAM tende a produzir ions unicamente carregados e esse fendmeno ¢ muito importante
para a identificacdo de ions moleculares de proteinas, carboidratos e lipideos. Karas e
colaboradores criaram a hipotese de que na IDLAM a neutraliza¢do de espécies multiplamente
carregadas ocorre devido a producdo de elétrons neutralizantes durante o processo de
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fotoionizacdo e, assim, os ions com carga unica sao chamados de “sobreviventes sortudos” (EL-
ANEED; COHEN; BANOUB, 2009). A Tabela 3 resume as caracteristicas € compara os

métodos de ionizagdo mais comuns.

Tabela 3 — Principais caracteristicas dos métodos de ioniza¢do atualmente usados na
espectrometria de massa. Tabela adaptada de EL-ANEED, COHEN & BANOUB (2009).

Técnica de Natureza dos Introducao Faixa de massa .~
.~ . Descricao
Ionizacao analitos da amostra (Da)
Meétodo de
N Volateis; Cromatografia tonlzagao
Ionizagao por . drastico;
. termicamente gasosa ou <1000 o
Elétrons (IE) . . principalmente
estaveis sonda liquida ~
para deteccdo
de fragmentos
Meétodo de
ionizagao
- . Volateis; Cromatografia suave;
Ionizag@o quimica . e
(IQ) termicamente gasosa ou <1000 principalmente
estaveis sonda liquida para deteccdo
de ions
moleculares
Mét
Bombardeamento Cromatografia c ViCto doNde
A . Compostos A <5000, faixa 6tima: 10nizagao
Atoémico Répido o liquida ou
organometalicos . . . 200-2000 suave; requer
(BAR) inje¢do direta !
uma matriz
N . . Meétodo de
Ionizagao por Biomoléculas D
< . Amostra ionizagao
Dessor¢ao a Laser (proteinas, - . . )
. cocristalizada Pode ir acima de muito suave;
com Matriz DNA, . N
. . junto a uma 500.000 para deteccdo
Assistida por glycoconjugado matriz de fons com
Matriz (IDLAM) s) ..
carga unica
Meétodo de
Desde massas ionizagao
N Compostos Cromatografia  muito pequenas a muito suave;
Ionizagao por A L. ~
Organicos e liquida ou massas para deteccdo
Eletrospray (IE) ) o C L ,
inorganicos inje¢do direta  extraordinariamente de ions
altas multiplamente
carregados

Outras técnicas continuam a surgir a partir da IDLAM e da IES. A ionizagdo por

dessor¢do a laser melhorada pela matriz (IDLMM), por exemplo foi um desenvolvimento da
IDLAM e combina o poder da IDLAM com a seletividade da técnica do chip de proteina. Ela
tem sido otimizada para o diagndstico de cancer e descoberta de biomarcadores. Mais
recentemente, uma fonte de ionizagdo por eletrospray dessorcao (IESD) foi desenvolvida e o
espectro de massa pode ser obtido de uma amostra no seu ambiente nativo (EL-ANEED;
COHEN; BANOUB, 2009).
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2.9.3 Analisadores de Massa

Os analisadores de massa sdo a parte dos instrumentos onde os ions sdo separados
baseado nos seus valores de m/z. No espectrdmetro, a separacdo dos ions ¢ geralmente
direcionada eletricamente, apesar de alguns analisadores tradicionais, chamados setores
magnéticos, empregarem campos magnéticos que influenciam a separacdo. Similar ao processo
de ionizacdo em termos de metodologias disponiveis, hd numerosos sistemas que podem
separar ions baseados nos valores de m/z. Atualmente, quatro analisadores principais sao
largamente usados pelos espectroscopistas de massa. Sdo eles: o quadrupolo (Q), o quadrupolo
trap i6nico (QTI), o tempo de voo (TdV), e o ressonancia ciclotronica idnica com transformada
de Fourier (TF-RCI). Esses analisadores variam em tamanho, prego, resolugdo, faixa de massa
e, habilidade para realizar acoplamentos (EM/EM). O QTI ¢ capaz de realizar multiplas anélises
(EM"™), o TF-RCI é muito poderoso na obtencdo de medidas acuradas de massa (EL-ANEED;
COHEN; BANOUB, 2009).

2.9.4 Analisador Quadrupolo (Q)

O principio do analisador de massa quadrupolo (Q), foi primeiramente descrito na
década de 50 pelo fisico vencedor do Prémio Nobel, Paul Wolfgang. Seu filtro de ions foi
apropriado para acoplamento em sistemas (CG-EM). Esse analisador ¢ composto por quatro
barras paralelas tubulares, como na Figura 39. Uma corrente direta (DC) e um potencial (U) ¢
aplicado em duas das barras enquanto as outras duas barras estdo ligadas a um potencial de
radio-frequéncia (rf), chamada de V. Os ions formados na fonte, sdo impulsionados através do
quadrupolo através de um campo elétrico em torno de 5 Kv. Um ion carregado positivamente,
por exemplo, se movera na direcdo da barra negativamente carregada. Entretanto, a polaridade
¢ alternada e o ion muda seu caminho antes de colidir com a barra. Nessa situagdo, os ions
seguem uma trajetoria oscilatoria complexa de acordo com valores de V, U e frequéncia (o).
Somente ions dentro da estreita faixa de trabalho de m/z, resistirao até o final do caminho até o
detector. Alguns ions seguirdo trajetérias erradas e colidirdo com uma das barras. A rampa de
V, U e ® podem resultar na transmissao de varios ions com diferentes m/z até o detector (EL-
ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

Detector

Fonte
de ions

Figura 39 — Representacgao do analisador quadrupolo (Q). Quatro barras elétricas paralelas com
variadas correntes diretas e potenciais de radio-frequéncia alternados. Apenas um ion de
determinado m/z possuird a trajetdria correta e chegara intacto ao detector. Os demais colidirdo
com as barras e serdo rejeitados. Figura adaptada de EL-ANEED, COHEN & BANOUB (2009).
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As vantagens dos analisadores quadrupolo sdo: baixo custo, pequenos tamanhos,
robustez e facil manuten¢do. O quadrupolo possui limitada capacidade em temos de faixa de
massa de trabalho (geralmente <4000 Da), baixo poder de resolugdo e possibilidade de realizar
analises EM/EM. O poder de resolugdo pode ser aumentado pelo acoplamento a outros
analisadores como trés quadrupolos no triplo quadrupolo (QqQ) e acoplado ao TdV (QTdV).
Um unico quadrupolo acoplado a outro analisador no espectrometro de massa funciona como
um focalizador de ions que guia os ions através de outros componentes do equipamento. Essa

funcdo pode ser otimizada com hexapolos e octapolos. Porém, ndo podem funcionar como
filtros de ions (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

2.9.5 Analisador Tempo de Voo (TdV)

Esse método de separagdo de ions ¢ um dos mais simples e apesar de ter sido descrito
em meados do século 20, s6 foi usado nos anos 90 quando redescoberto. O TdV ¢ baseado no
voo livre de moléculas ionizadas em um tubo de 1-2 m antes de alcangar o detector. A Figura
40 A, mostra dois ions formados ao mesmo tempo na fonte (A1 e A2), com as mesmas cargas,
porém com diferentes massas, sendo a de A1<Aa, assim A alcangara primeiro o detector. A
principal vantagem do TdV ¢ que todos os ions formados atingirdo o detector (diferente dos
analisadores quadrupolo ou setor magnético). A equacdo que correlaciona m/z com o tempo
total de voo (tv) ¢ a seguinte:

m/z=t*2 E s/(2s + x) Equacio 11

Onde E ¢ a voltagem aplicada, s ¢ o comprimento da regido de aceleragdo do ion e x ¢
o comprimento da regido de voo livre. Teoricamente E, s e x sdo fixos e a equacdo acima ode
ser simplificada para:

m/z =Kt Equacio 12

Onde K ¢ o fator de calibragdo. Nesta equacdo fica explicita a relagdo direta entre m/z e
o tempo de voo (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).
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Figura 40 — Representa¢do dos analisadores A) Tempo de voo (TdV) e B) Tempo de voo tipo-
reflectron (TdV tipo-reflectron). Figura obtida de EL-ANEED, COHEN & BANOUB (2009).

O TdV tem a vantagem de detectar uma ampla faixa de massa. A linearidade do tubo
influencia no seu poder de resolugdo, porque os ions que entram no TdV possuem diferentes
energias cinéticas (KE) que influenciardo na resolu¢do e na medida da m/z do ion molecular. O
desenvolvimento do TdV tipo-reflectron, foi feito através da inser¢do de um recurso Optico
iénico que muda o caminho dos ions dentro do TdV, como na Figura 40 B. fons com alta KE
penetram profundamente no espelho de ions e depois serdo repelidos melhorando a resolugdo
do espectro de TdV. Um outro fator importante ¢ o comprimento do tubo porque os ions no
TdV tipo-reflectron estdo viajando num comprimento maior, o que melhora a resolucdo e a
acuracia das medidas de massa ja que aumenta o tempo de v6o. Os TdV tipo-reflectron possuem
dois detectores, um atrds do espelho e outro ao final do caminho dos ions. Devido ao fato do
reflectron resultar em perda de ions, o operador deve decidir entre maior resolucdo ou
sensibilidade. Devido & natureza do TdV, ele ¢ largamente usado acoplado a fonte IDLAM
(IDLAM-TdV). O TdV também pode ser eficiente quando acoplado a fonte IES em
instrumentos hibridos ou ortogonais TdV, capazes de realizar analises multiplas de EM/EM.
Essas fontes de ionizacdo em conjunto com analisadores de massa como o TdV permitem a
detec¢dao de macromoléculas que estdo acima da faixa de mega Daltons (EL-ANEED; COHEN;
BANOUB, 2009).

2.9.6 Espectrometria de Massa Tandem

Ambos os equipamentos simples com apenas um analisador de massa como o IES-EM
e IDLAM-EM sao valiosos para a determinag¢do dos ions moleculares e podem fornecer sob
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certas circunstancias, informagdes estruturais. Essas circunstancias referem-se a inducdo da
fragmentacdo na fonte de ions como as dissociagdes pos-fonte e as fragmentagdes na fonte, nos
casos da IDLAM e IES, respectivamente. As técnicas de Espectrometria de massas Tandem (a
palavra Tandem em inglés significa posicionar objetos uns atrds dos outros, desta forma
significa o acoplamento de analisadores) baseiam-se no isolamento de uma especifica m/z (ion
precursor), que pode ser submetido a dissociagdo e producdo de fragmentos (ions produtos). O
trabalho do usuério ¢ resolver o quebra-cabecas criado no espectro de EM/EM, revelando
informacodes sobre a estrutura molecular do analito (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009;
BANERIJEE; MAZUMDAR, 2012).

Para alcancgar esse objetivo, multiplos analisadores de massa podem ser conectados em
série onde um ion isolado ¢ produzido no primeiro analisador e segue para a fragmentacdo na
célula de colisdo, onde o tltimo analisador separa os ions fragmentos com base nos seus valores
de m/z. A Figura 41 ilustra as diferencas entre um espectrometro de massa simples, com um
unico analisador e espectrdmetros com multiplos analisadores do tipo tandem, ou EM/EM.
Vérias combinagdes de analisadores de massas podem ser feitas usando setores magnéticos, Q
e TdV. Esses instrumentos EM/EM sao considerados tandem no espago porque as analises sao
feitas em diferentes analisadores de massa e em diferentes espacos. Tandem no tempo, porém,
se refere a instrumentos com trap (armadilha), onde todos os ions sdo descartados exceto aquele
que ¢ selecionado por sua m/z para seguir para fragmentagdo no mesmo espago. Estes
instrumentos incluem o ion trap quadrupolo (ITQ) e o FT-EM, que possuem apenas um
analisador e mesmo assim sdo capazes de realizar multiplas andlises do tipo EM", que sdo
poderosas ferramentas em estudos estruturais. Foi demonstrado, por exemplo, que a intensidade
do ion ¢ a Unica limitacdo nas analises EM" feitas através de um ITQ (EL-ANEED;COHEN;
BANOUB, 2009; BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).
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Figura 41 — Comparagdo de um espectrometro de massa simples com analisador Unico
(espectrometro de um estagio) (desenho superior), € um espectrometro tandem (com dois
analisadores: EM; e EM>) (desenho inferior). No espectrometro de massa de um estagio, os
ions formados na fonte sdo separados no analisador de massa antes de chegar no detector. No
espectrometro tandem, um ion ¢ selecionado no analisador de massa EM1, depois ¢ direcionado
para a célula de colisdo, posteriormente, para o segundo analisador de massa, EM>, que separa
os ions produtos antes que eles alcancem o detector. Figura adaptada de EL-ANEED, COHEN
& BANOUB (2009).
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Um dos espectrometros de massa do tipo tandem no espago mais usados € o triplo
quadrupolo (QqQ), introduzido em 1970, onde o q refere-se a célula de colisdo (um quadrupolo
apenas de rf). O ion selecionado para a EM/EM ¢ filtrado no primeiro quadrupolo e ¢ submetido
a colisdo. A colisdo resultara na transferéncia de energia cinética, causando a fragmentagdo do
ion. Esse processo ¢ chamado dissociacdo ativada por colisdo (DAC) ou dissociagdo induzida
por colisdo (DIC). A DIC pode ser dividida em alta e baixa energia. A de baixa energia ¢é
associada ao QqQ e Q-TdV. A DIC com alta energia ¢ observada em instrumentos de setor
magnético que operam com altos potenciais de aceleracdo (em keV), onde a fragmentacao por
direcionamento de cargas ¢ dominante. O potencial de aceleragdo ¢ menor que 100 eV no caso
de DIC com baixa energia e as perdas neutras sdo o principal mecanismo onde acidos graxos,
por exemplo, sdo fragmentados. A DIC ndo ¢ o Uinico processo para fragmentagdo do ion
precursor. Métodos alternativos foram desenvolvidos e incluem por exemplo dissociacio
induzida na superficie e dissocia¢do induzida pela captura de elétrons (EL-ANEED; COHEN;
BANOUB, 2009).

Em um espectrometro de massa QqQ, trés quadrupolos estdo conectados, porém
somente EM/EM com diferentes analisadores sdo chamados espectrometros de massa hibridos.
Um dos mais usados, capazes de analises com baixa energia do tipo DIC ¢ o Q-TdV.

2.9.7 Espectrometro de Massa Hibrido: Quadrupolo Ortogonal ao Tempo de Voo
(Q-Tdv)

O espectrometro QTdV foi descrito pela primeira vez em 1996 como um meio de
combinar a habilidade de varredura do quadrupolo e o poder de resolu¢do do TdV. Essa
configurag¢do de instrumento pode fornecer alta qualidade de informagdes de forma simples no
espectro de massa do tipo EM, assim como do tipo EM/EM. A Figura 42 mostra um diagrama
representativo do QTdV. O instrumento ¢ composto de dois analisadores do tipo quadrupolo
conectados em sequéncia a um analisador TdV posicionado ortogonalmente aos quadrupolos,
o que explica o nome dado ao instrumento: espectrdmetro de massa QTdV ortogonal.

\ Reflectron /

Figura 42 — Representacdo de espectrometro hibrido Q-TdV. A fonte de ionizagdo ¢ por
eletrospray (IES) e os trés analisadores sdo: dois quadrupolos (Qi e g2) € um tempo de voo, este
ultimo posicionado ortogonalmente aos quadrupolos. Figura adaptada de EL-ANEED, COHEN
& BANOUB (2009).

Os instrumentos QTdV normalmente incluem um quadrupolo antes do Q1, com a funcdo
de focalizar ions e proporcionar o resfriamento dos ions na colisdo e assim melhorar a qualidade
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do feixe de ions. Esse quadrupolo ¢ normalmente chamado de Qo. E opera apenas no modo rf,
assim como o Q2, que ¢ a célula de colisdo onde ocorre a fragmentacdo de baixa energia DIC.
O Q1 por outro lado ¢ a parte do instrumento que filtra os ions usada durante as analises EM/EM
(CHERNUSHEVICH; LOBODA; THOMSON, 2001; EL-ANEED; COHEN; BANOUB,
2009).

Todos os quadrupolos operam apenas no modo rf durante as analises do tipo EM (estagio
simples). Devido aos papéis cruciais do Q1 e Q2 durante as analises EM/EM, esses instrumentos
também sdao chamados QqTdV, onde o primeiro Q ¢ referente ao quadrupolo separador de
massa e o segundo q se refere ao quadrupolo com a funcdo de célula de colisdo (quadrupolos
ou hexapolos que funcionam somente no modo rf). Em alguns modelos comerciais os
quadrupolos Qo e Q2 sdo substituidos por hexapolos funcionando com os mesmos principios e
apenas no modo rf, ja que os campos de radio-frequéncia criam um potencial que permite o
confinamento radial e axial dos ions precursores e ions fragmentos através do amortecimento
colisional de seus movimentos (moléculas neutras de gases reduzem o espalhamento de energia
e o didmetro do feixe de ions o que resulta numa melhor transmissdo para os demais
quadrupolos). Geralmente, o Q: ¢ usado para a varredura de ions enquanto o TdV detecta a
corrente de ions apenas no momento de ajustes e calibracio do Q: (CHERNUSHEVICH;
LOBODA; THOMSON, 2001; EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

No modo EM/EM, Q: opera como filtro de massa para transmitir apenas o ion parente
de interesse. Os ions sdo acelerados para uma energia de 20 a 200 eV antes de entrarem na
célula de colisdo Q2, onde sdo submetidos a dissociagcdo induzida por colisdo (DIC) apos
algumas colisdes com moléculas de gés neutras (argdnio ou nitrogénio). Os ions fragmentos
resultantes assim como os ions parentes remanescentes sdo resfriados colisionalmente e
direcionados. Essa etapa ¢ a mais importante no QqTdV do que nos triplos quadrupolos porque
o TdV ¢ mais sensivel a qualidade do feixe de ions que chega do que o Q3 no triplo quadrupolo
(CHERNUSHEVICH; LOBODA; THOMSON, 2001).

Uma das maiores vantagens do Q-TdV ¢ a possibilidade de acoplamento com ambas as
fontes de ions IES ou IDLAM com pouca manipulagdo na configuracdo. Devido a limitagao
inerente ao quadrupolo em termos de faixa de massa, ha dificuldade na injecdo ortogonal de
ions grandes com carga Unica no TdV. Outras vantagens sdo a facilidade de operagdo, alta
resolucgdo, alta acuracia nas massas e sensibilidade até 100 vezes maior quando comparado ao
triplo quadrupolo. Entretanto, instrumentos QqQ ainda sdo muito utilizados tanto em analises
quantitativas como para a varredura de ions precursores, onde os ions parentes de um fragmento
especifico podem ser identificados. Nessas analises com o QqQ o ultimo quadrupolo ¢ fixo e o
primeiro ¢ o de varredura. Essa funcionalidade ndo pode ser obtida tdo eficientemente nos
instrumentos QqTdV quanto nos QqQ (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Plantio de Batatas-doces sob Sistema Organico

As ramas de batata-doce das variedades mostradas na Figura 1, foram doadas de
agricultor convencional de batata-doce da area rural de Cachoeiras de Macacu-RJ (Coordenadas
geograficas: 22°37'56.88"S, 42°48'31.24"0). Exceto a [APAR 69 (cultivar obtida do Instituto
Agrondmico do Parand). Foram multiplicadas na Gleba 21-A do Sistema Integrado de Producao
Agroecoldgica (SIPA), conhecido como Fazendinha Agroecoldgica do Km 47, em Seropédica-
RJ (Coordenadas geograficas: 22°45'13.18"S, 43°40'25.25"0), sob condi¢des organicas de
cultivo. A 4rea do plantio apresentou as seguintes condi¢des nas analises quimicas do solo: 0,86
% de carbono organico, 0,0 Cmolc dm™ de aluminio, 3,08 Cmolc dm™ de célcio, 4,17 Cmolc
dm de H+Al, 239,10 mg L' de K, 1,27 Cmolc dm™ de magnésio, 0,11 % de nitrogénio, 90,87
mg L' de fosforo e pH = 6,5.

Posteriormente a multiplicacdo para a obten¢do da quantidade necessaria para a
montagem do experimento no campo, as ramas foram colhidas e plantadas de acordo com o
delineamento experimental da Figura 43, onde uma area de 25 m x 21 m foi dividida em 4
blocos separados por intervalos de 1 m. Nos blocos, foram distribuidos ao acaso, quatro
repeti¢des de plantio de cada uma das quatro variedades. Os blocos continham quatro areas
retangulares de 5,0 m x 4,0 m. Cada area retangular com 3 leiras de 5 m de comprimento e 0,8
m de largura, distanciadas a cada 0,8 m. Nas leiras de cada area retangular foram plantadas
ramas de 0,3 m, espagadas por 0,3 m. As fotos da Figura 44 mostram a 4rea do plantio, a area
da colheita e as batatas colhidas.

VARIEDADES:

| A=Pele branca e polpa roxa
B = IAPAR 69 (pele e polpa
alaranjada)

C = Pele e polpa roxas

D = Pele roxa e polpa amarela

~— 25,0m

Figura 43 — Delineamento experimental do plantio das variedades de batatas-doces: A = pele
branca e polpa roxa, B = pele e polpa alaranjadas (IAPAR 69), C = pele e polpa roxas, D = pele
roxa e polpa amarela.
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Figura 44 — Fotografias do experimento para cultivo de batatas-doces organicas na Fazendinha
Agroecologica do Km 47 (Seropédica-RJ), plantado em 08/11/2017 na Gleba 21 e colhido em
03/04/2018. Da esquerda para a direira, Gleba 21, dia anterior a colheita, e as seguintes no dia
da colheita.

A adubagio foi feita no mesmo dia do plantio com 200 g m™' de Bokashi (Matéria
organica e micro-organismos), 22 g m’! de termofosfato e 4 kg m'! de sulfato de potassio.
Também foi utilizado um sistema de irrigagao por gotejamento.

3.2 Colheita das Variedades de Batata-doce

A colheita do experimento foi feita apos 5 meses de cultivo, apenas nos trés metros da
leira central de cada bloco (repeti¢do), deixando um metro de cada uma das extremidades e as
leiras vizinhas sem colher, conforme mostrado na fotografia da Figura 44 (a segunda, da
esquerda para a direita).

As batatas colhidas foram lavadas e secas ao ar em temperatura ambiente, apenas para
eliminar o excesso de 4gua da lavagem (Figura 45), contadas, separadas, pesadas e classificadas
segundo classificacdo comercial: Extra A (251-500 g), Extra (151-250 g), Diversos (80-150 g)
e Tubérculos (10-79 g) (CEAGESP, 2003).

Figura 45 — Batatas-doces ap0s lavadas, secando ao ar em temperatura ambiente para eliminar
excesso da dgua da lavagem, ordenadas por tamanho para serem contadas e classificadas através
da pesagem.
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3.3 Preparo das amostras de batatas-doces in natura para analises quimicas

Apos a etapa anterior, de cada leira colhida (amostragem da repeti¢do de campo), foram
escolhidas 3 batatas-doces entre aquelas de tamanho Extra e Diversos. Essas batatas foram
descascadas e divididas em quatro partes iguais através de cortes longitudinais. De cada uma
das trés batatas foi separado apenas 1/4, que juntos formaram a amostra de batatas-doces in
natura para as analises quimicas. As amostras foram trituradas em multiprocessador, pesadas
em balanca analitica e guardadas congeladas em sacos plasticos hermeticamente fechados
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

3.4 Preparo das amostras de batatas-doces cozidas para analises quimicas

De cada uma das trés batatas foi separado outro 1/4, que juntos foram cortados em
pedacos de aproximadamente 1x1 cm e formaram a amostra para cozimento sob vapor por 10
min. Apoés resfriar (em temperatura ambiente), foram triturados em multiprocessador, pesadas
em balanga analitica e guardadas congeladas em sacos pléasticos hermeticamente fechados. A
amostragem e o preparo das amostras foram feitos conforme RODRIGUEZ-AMAY A (2001).

3.5 Preparo das amostras para analise de batatas-doces fritas

De cada uma das trés batatas foi separado outro 1/4, que juntos foram cortados em
pedacos de aproximadamente 1x1 cm e formaram a amostra para fritura em 6leo de soja por
imersdo em fritadeira elétrica a 190 °C por 5 min. Ap0s resfriar (em temperatura ambiente),
foram triturados em multiprocessador, pesadas em balanga analitica e guardadas congeladas em
sacos plasticos hermeticamente fechados até a realizagdo das analises. O 1/4 restante das trés
batatas foi acondicionado em sacos plasticos hermeticamente fechados e congelados para uma
eventual necessidade. O procedimento de preparo das amostras in natura, cozidas e fritas esta
ilustrado na Figura 46 abaixo.

3 Batatas-doces 4 partes In natura
écmida
Frita

- ?:Reservada (congelada)

In natura Cozida Frita

\

\ 1

Figura 46 — Exemplificagdo da amostragem e preparo das amostras in natura, cozidas, fritas e
reserva (congelada).
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3.6 Determinacao do Peso Seco

Para que as quantificagdes de carotenoides e antocianinas dos materiais in natura,
cozidos e fritos preparados conforme descrito acima pudessem ser comparados, foi necessario
determinar o peso seco deles. Para isso, cerca de 2 g de cada uma das amostras foram pesados
em placa de petri, identificadas com caneta de retro com o nome das amostras. Previamente a
adi¢do das amostras nas placas de petri, as mesmas foram pesadas. As placas contendo as
amostras foram colocadas para secar em estufa com ventilagdo a 65 °C por 4 horas.

Ap0s esse periodo, foram colocadas em dessecador vedado sob vacuo contendo esferas
de silica desidratada até atingirem a temperatura ambiente. Apds o equilibrio de temperatura,
as placas foram retiradas do dessecador e pesadas. Este ciclo de secagem em estufa,
resfriamento em dessecador e pesagem foi repetido por trés vezes, até¢ que o peso do conjunto
amostra + placa de petri ndo variasse mais (pelo menos na primeira casa decimal), evidenciando
que as amostras ja estavam desidratadas.

Todo o procedimento de secagem foi realizado quantitativamente, em ambiente seco,
com auxilio de luvas e pingas, sem contato direto com todo material para evitar erros
gravimétricos. As pesagens foram realizadas em balanca analitica Shimadzu AY220 com
sensibilidade ao 0,1 mg, e os pesos com as quatro casas decimais foram registrados. Esse
procedimento de determinagdo do peso seco foi realizado para todas as amostras em duplicata.

Ao final do terceiro ciclo, foi realizado o seguinte calculo para a obten¢do do Peso seco
(%):

(Ps — Pp) x 100

Peso seco (%) = .

Equacio 13

Onde:

Ps = Peso da amostra seca + placa de petri;
Pp = Peso da placa de petri;

P. = Peso do material umido.

3.7 Analise de Carotenoides

As andlises de carotenoides nas amostras da cultivar IAPAR 69 foram realizadas através
de adaptacdo do método descrito por PACHECO et al. (2014), com a quantificagdo de
carotenoides totais por espectrofotometria a 450 nm e o perfil por CLAE-DAD, ap6s micro-
extracdo, ja que os teores de carotenoides nessa cultivar sao elevados o suficiente para permitir
o uso dessa metodologia, mais rapida, econdmica, limpa e eficiente.

A metodologia, descrita no fluxograma da Figura 47, consistiu em extrair a partir de 50
mg do material vegetal triturado (descongelado), através de maceragdo com 1 mL de acetona e
aproximados 200 mg de silica (Celite®545, 0,02-0,1 mm de tamanho de particula) em
microtubo (tipo eppendorf) com capacidade para 2 mL, com auxilio de bastdo de vidro para
romper as células vegetais e facilitar a extragdo. Apos a maceragdo, o material seguiu para
micro-centrifuga por 1 min (rotagdo de 6.000 rpm) para a decantagdo do material solido, e
separagdo do sobrenadante (acetona), que foi recolhido em bureta (capacidade de 25 mL)
contendo 10 mL de agua ultrapura e 5 mL de éter de petroleo (todos os reagentes de grau CLAE-
UV). A maceragdo com acetona, a centrifugacao e a transferéncia do sobrenadante para a bureta
foram repetidas até a extragdo completa dos carotenoides, que pode ser observada pela total
descoloragdo do residuo solido decantado. Todas as transferéncias foram quantitativas.
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Maceragdo em microtubo
(capacidade: 2 mL): amostra
(50mg) + silica (~200mg) +

acetona (1 mL)

Evaporar 1 mL da fase etérea
«— sob fluxo de ar comprimido,
ressuspender em 200 uL de

acetona e injetar 15 uL em

l CLAE-DAD

Centrifugagdo (6000 rpm) T
Retirar 1 mL da fase etérea,
transferir para cubeta de

Transferéncia do sobrenadante para quartzo e realizar leitura em
bureta (capacidade: 25 mL) espectrofotometro (450 nm)
contendo agua ultrapura (10 mL) + T
éter de petroleo (5 mL )

Completar o volume da
i bureta com agua ultrapura
até 0 menisco e registrar o
volume da fase etérea

]

Lavar 3 vezes com 10 mL

Sim de agua ultrapura, desprezar

a fase aquosa e preservar a
fase etérea

O material
perdeu
totalmente a
cor?

Figura 47 — Fluxograma da microextracdo de carotenoides.

Ap0s a etapa de extracdo, o sobrenadante recolhido na bureta foi lavado trés vezes com
aproximadamente 10 mL de agua, que foi descartada através da torneira da bureta sem
desprezar a fase organica imiscivel (éter de petroleo). Nesse processo, os carotenoides extraidos
com a acetona foram transferidos para a fase de éter de petrdleo e a acetona foi lavada e
desprezada, ja que ¢ solivel em agua e o éter de petroleo insoluvel. Completou-se o volume da
bureta com agua ultrapura até a marcacao do volume zero e realizou-se a leitura do volume de
éter de petrdleo (fase que contém os carotenoides extraidos). Essa fase organica foi entdo
recolhida para uma cubeta e a leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 450 nm. O perfil foi determinado por CLAE-DAD (Waters 2695 com
o detector de arranjo de fotodiodos 2996 PDA (Waters, USA)), a partir da secagem sob fluxo
de ar comprimido de 1 mL desse extrato em éter de petroleo, cujo residuo foi solubilizado em
200 uL de acetona.

Para a variedade de pele roxa e polpa amarelada, cujos teores de carotenoides sdo bem
mais baixos, ndo ¢ recomendada a micro-extragdo descrita acima. Para essa matriz entdo,
utiliza-se uma adaptagdo do método de extragdo descrito por RODRIGUEZ-AMAYA (2001),
cujo fluxograma estd na Figura 48, que consistiu em macerar 10 g do material vegetal triturado
(descongelado) em grau contendo 2 g de silica em pod fino e 5 mL de acetona com auxilio de
pestilo. Adicionou-se 20 mL de acetona ao material macerado e transferiu-se quantitativamente
para funil com placa de vidro sinterizado seguido de filtragdo a vacuo. O procedimento de
maceragdo foi repetido com nova adicdo de acetona e filtragdo até a total extracdo dos
carotenoides (que coincidiu com a descoloracdo do material s6lido).
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Maceragdo em grau com

1 (10 9) Evaporar 1 mL da fase etérea
pestilo: amostra (10 g) +

e sob fluxo de ar comprimido,

silica (~2 g) + acetona (5 ressuspender em 200 uL de
mL) acetona e injetar 15 uL em
l CLAE-DAD
Adigdo de 20 mL de acetona T
Retirar 1 mL do bal3o,
\L transferir para cubeta de
Filtragdo e transferéncia do filtrado quartzo e realizar leitura em
para funil de separagdo espectrofotémetro (450 nm)
(capacidade: 250 mL) contendo T
éter de petroleo (15 mL )
Transferir para baldo
l volumétrico de 25 mL,
completar o volume com
O material éter de petroleo

perdeu
totalmente a
cor?

i

Lavar 3 vezes com 100 mL

Sim de agua ultrapura, desprezar

a fase aquosa e preservar a
fase etérea

Figura 48 — Fluxograma da extra¢do de carotenoides.

O extrato em acetona filtrado foi adicionado a funil de separagdo com capacidade para
250 mL, contendo 15 mL de éter de petroleo. A fase organica do funil foi lavada trés vezes com
100 mL de &gua ultrapura, que foi desprezada e a fase organica recolhida quantitativamente em
baldo volumétrico de 25 mL ap0os filtragdo em papel de filtro com aproximados 1 g de sulfato
de sodio (para absorver a umidade). O volume do baldo foi completado com éter de petroleo,
também filtrado na sequéncia no mesmo aparatus para que qualquer residuo do extrato retido
no papel de filtro e no sulfato de sodio fosse transferido quantitativamente. Uma aliquota desse
extrato seguiu para leitura em espectrofotometro a 450 nm e outra aliquota de 5 mL foi seca
sob fluxo de ar comprimido e o residuo solubilizado em 200 uL de acetona e seguiu para analise
do perfil de carotenoides por CLAE-DAD.

Ambos os procedimentos descritos foram realizados em duplicata, em ambiente com
pouca luminosidade, temperatura ambiente abaixo de 25 °C e de forma répida para evitar
oxidacdo dos carotenoides e erros altos nas andlises, cujos coeficientes de variagdo, de acordo
com as normas da qualidade do laboratoério, permitiam variagdes de até 5 % entre as duplicatas.

As andlises em CLAE-DAD para determinagdo do perfil dos carotenoides foram
realizadas conforme PACHECO et al. (2014). O extrato em acetona teve o volume de 15 uL
injetado em sistema CLAE-DAD com coluna Cs3o (S-3 Carotenoid, 4.6 mm x 250 mm, YCM),
com temperatura do forno de 33 °C, fluxo de 0,8 mL.min"! e utilizando como fase mével o
gradiente de elui¢do iniciando no tempo zero com 80% de metanol e 20% de éter metil-z-
butilico, subindo para 25% de éter metil-#-butilico até 0,5 min, em seguida subindo para 85%
de éter metil-z-butilico até 15 min, subindo para 90% de éter metil-z-butilico até 15,05 min,
mantendo até 16,50 min com 90% de éter metil-z-butilico, voltando para a condi¢ao inicial (80
% de metanol e 20% de éter metil-z-butilico) até 16,55 min, que foi mantida constante até 28
min. Os carotenoides foram identificados através do tempo de retencdo e do espectro de
absorcao no UV/Vis em comparagdo com o perfil dos respectivos padroes.

Para o célculo da quantidade de carotenoides totais, baseado em equivalentes de B-
caroteno, foi utilizada a seguinte formula:
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A x Vx 106

1%
alem XM

Carotenoides totais em equivalentes de B-caroteno (mg 100! g'!) =

Equacio 14

Onde,

A = Leitura de absorvancia obtida no espectrofotometro a 450 nm;

V = Volume total do extrato etéreo (mL);

M = Massa de amostra (g)

al® = Coeficiente de absorgdo do B-caroteno = 2592 (100! mL"' g' cm™)
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

J& o célculo de cada carotenoide ap6s separagao por CLAE-DAD foi realizado com base
nas porcentagens de area do pico de cada um em relagdo ao valor calculado para Carotenoides
totais na etapa anterior (em equivalentes de 3-caroteno).

No caso de amostras onde os carotenoides se encontram ligados (esterificados) a outras
substancias, ou quando ha suspeita, geralmente nos casos em que apos a analise por CLAE-
DAD nao ¢ possivel identificar os picos dos carotenoides ou seus tempos de retencdo estdo
deslocados para regides onde apareceriam se fossem carotenoides especificos ligados a outras
moléculas, hd necessidade de proceder uma etapa de saponificagdo do extrato etéreo obtido,
antes da leitura do volume final e das quantificagdes por espectrofotometria e por CLAE-DAD.

Para isso, a fase etérea ¢ transferida para frasco &mbar com rolha esmerilhada ou tampa,
onde ¢ adicionado o mesmo volume aproximado de soluc¢do de hidroxido de potassio 10% p/v
em metanol. A mistura ¢ mantida em repouso durante aproximadamente 16 horas, tempo em
que ocorre a saponificagdo com a liberagdo dos carotendides ligados. Apos essa etapa de
saponificacdo, o extrato ¢ lavado com 4gua ultrapura (normalmente, 4 lavagens sao suficientes)
em bureta. SO entdo registra-se o volume final da fase etérea e as leituras espectrofotométricas
bem como secagem da amostra para concentragdo e solubilizacdo em acetona para analise por
CLAE-DAD (PACHECO, 2009).

No caso da batata-doce de pele roxa e polpa amarela, os picos ndo foram identificados
quando comparados aos carotenoides mais comumente encontrados em vegetais. Entdo, foi
necessario proceder com a etapa de saponificacdo, apenas com algumas repeticdes de amostras
de campo escolhidas ao acaso, para verificar se a dificuldade na identifica¢do dos carotenoides
poderia ter ocorrido porque os mesmos encontravam-se ligados a outras moléculas. Como nas
amostras saponificadas ndo houve diferenca no perfil cromatografico dos extratos
saponificados e ndo-saponificados, constatou-se que eram carotenoides livres e nao
identificados. Sendo assim, as repeticdes de campo das amostras desta variedade foram
extraidas e analisadas sem a etapa de saponificagdo para posterior analise de quantificacdo e
perfil de carotenoides.

3.8 Identificacao de flavonoides e acidos fendlicos

O procedimento para a extragado e identificacdo dos flavonoéides e acidos fendlicos livres
e hidrolisados foi feito em duplicata seguindo o procedimento de NASCIMENTO et al. (2017).

Para a extracao dos flavonoides e 4cidos fendlicos livres as amostras das batatas-doces
in natura foram pesadas (1g) em tubo de centrifuga, tipo “falcon”, com tampa rosca de 50 mL.
Adicionou-se 4 mL de metanol:agua (50:50; v/v; pH 2). A mistura foi agitada em vortex por 1
minuto. Os tubos foram colocados em agitador com aproximadamente 120 rpm, a temperatura
ambiente, por 1 h. Apos foram centrifugados a 6000 rpm por 5 minutos.
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O primeiro sobrenadante foi recolhido e o procedimento foi repetido adicionando-se
desta vez ao residuo so6lido 4 mL de solugdo de acetona:agua (70:30; v/v) no lugar da solugao
de metanol: agua (50:50; v/v; pH 2).

O segundo sobrenadante foi recolhido e reservado. Volumes iguais de ambos os
sobrenadantes foram homogeneizados e transferidos para microtubos tipo “eppendorf” e
centrifugados por 5 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para vial de 1,5 mL para
posterior inje¢do em CLAE-DAD.

Jé& para o caso da identificacdo daqueles flavondides e acidos fendlicos ligados a outras
substancias no residuo da matriz foi necessario a realizacdo de hidrdlises acida e basica para
romper estas ligagdes e liberar os compostos para que pudessem ser extraidos e analisados. Ao
residuo solido obtido foi adicionado 5 mL de solu¢gdo NaOH 2 mol L' contendo 1% de acido
ascorbico e 10 mmol L' de EDTA. Os tubos foram mantidos por 60 minutos a 60 °C durante a
hidrolise basica.

Sem resfriar a solucdo foi adicionado 1,5 mL de HCl 6M e os tubos foram agitados em
vortex por 10 segundos e em seguida resfriados até a temperatura ambiente. Apos frios foram
centrifugados por 10 minutos a 2700 rpm.

Todo o sobrenadante foi recolhido e homogeneizado a 6,5 mL de acetato de etila com
auxilio de vortex por 30 segundos e em seguida por 5 minutos no ultrassom. Apos, foi feita
centrifugacdo a 6000 rpm por 5 min. Foram adicionadas 5 gotas de solucdo saturada de NaCl
(solugdo aquosa de NaCl~30%) para quebrar a emulsdo formada. O sobrenadante foi reservado
e o procedimento foi repetido com nova aliquota de 6,5 mL de acetato de etila.

As fases organicas provenientes das duas extragcdes foram homogeneizadas e
evaporadas até a secura sob fluxo de ar comprimido.

O residuo foi solubilizado em 2 mL da mistura metanol:agua (80:20, v/v) e foi levado
ao ultrassom por 5 minutos. Em seguida centrifugado por 2 min a 6.000 rpm, e filtrado através
de membrana filtrante de 0,45 um, para posterior inje¢do em CLAE-DAD.

Para a andlise por CLAE-DAD foram utilizadas as seguintes condi¢cdes: Waters 2695
com o detector de arranjo de fotodiodos 2996 PDA (Waters, USA), colunas Cig 2,4 um (4,6 x
50mm) e Cig 2,4 um (4,6 x 100mm) em série, detector de arranjo de fotodiodos: varredura 210
a 600 nm, temperatura da coluna: 40 °C, volume de inje¢do: 5 pL, fluxo: 1,2 mL/min, tempo
de corrida de 30 min. A fase movel foi um gradiente de A: acido fosforico 1,5 mL L em 4gua
e B: acetonitrila, conforme a Tabela 4 abaixo:

Tabela 4 — Gradiente de acetonitrila e acido fosforico 1,5 mL L' em 4gua ultrapura utilizados
como fase movel nas andlises dos extratos de flavonoides e acidos fenolicos livres e apos
hidrolise das amostras de batata-doce in natura.

Acetonitrila Tempo de corrida (minutos)
5,0% 0-6

12,0% 6-8

12,0% 8-12

12,0 —20,0% 12-18

20,0 —30,0% 18 -22

30,0 — 60,0% 22 -23

60,0% 23 -25

60,0 — 5,0% 25-26

5,0% 26 -30
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A identificacdo dos flavonoides e dos 4acidos fendlicos presentes nos extratos foi
realizada por compara¢do de tempo de retencdo (tR) e espectros de UV/Vis dos padrdes
injetados nas mesmas condigdes e preparados na concentragdo de 0,1 mg mL ™! em metanol:agua
(80:20, v/v).

Os cromatogramas foram observados nos comprimentos de onda entre 200-600 nm para
deteccdo dos picos dos diferentes flavonoides e acidos fenolicos. Os flavonoides e os acidos
fenolicos cujas solugdes-padrdes foram preparadas, injetadas e tiveram seus tR’s e espectros
UV/Vis utilizados na comparagdo com aqueles flavonoides e 4cidos fendlicos encontrados nas
amostras foram: 4cido gélico, 4cido protocatecuico, acido p-hidroxibenzdico, metil-galato,
acido  2,5-dihidroxicobenzodico, 4acido 4-hidroxifenilacético, catequina, 4acido 2,4-
dihidroxibenzéico, 4cido vanilico, 4cido 3-hidroxibenzodico, acido clorogénico e acido cafeico,
acido siringico, epicatequina, acido p-cumarico, acido 3-fenillatico, acido ferulico, acido m-
cumadrico, acido sinapico, acido 3-metoxicinamico, acido elagico, rutina, quercetina 3-
glicosideo e 4acido 2,4-dimetoxibenzodico, acido o-cumadrico, 4acido p-metoxibenzoico,
narirutina, quercetrina, miricetina, naringina, neohesperidina, dcido rosmarinico, hesperidina,
morina, quercetina e 4cido trans-cinamico, luteolina, 4cido p-metoxicinamico, acido 3-hidroxi-
4-metoxicinamico, naringenina, apigenina, kaempferol, hesperitina, isorhamnetina,
rhamnetina, crisina e galangina.

Todos os espectros dos picos rastreados nestes comprimentos de onda foram obtidos de
200 a 600 nm.

3.9 Obtencao de antocianinas purificadas para identificacio

As antocianinas presentes nas variedades de polpa roxa foram diferentes daquelas
relatadas na literatura para variedades de polpa roxa. Por isso, foi necessario separar e purificar
quantidades suficientes de cada uma delas para identificé-las através do estudo dos espectros
de QTDV-EM/EM e dos espectros de UV/Vis. E também para usar como padrdo analitico nas
andlises futuras.

Os procedimentos de extracdo apresentados na literatura para as variedades de polpa
roxa estudas ndo foram eficientes para a extracdo das antocianinas na quantidade necessaria
para purificar e realizar andlises de espectrometria de massas para a identificagdo. Desta forma,
foi necessario desenvolver uma nova metodologia para extracdo e analise por CLAE-DAD. Os
solventes organicos utilizados nos trabalhos consultados (PUERTOLAS et al, 2013;
YOSHINAGA, YAMAKAWA, NAKATANI, 1999; 2000; ODAKE et al, 1992; GODA et
al,1997; TERAHARA et al, 1997;2000; TRUONG et al, 2010; 2011; MONTILLA et al, 2010;
YING et al, 2011; LEE et al, 2013; XU et al, 2015; HE et al, 2016; HU et al, 2016; WANG et
al, 2017; ZHU et al, 2017) nao foram eficazes na extracao das antocianinas da batata-doce de
pele e polpa roxas. As antocianinas ficaram aderidas ao amido e ndo migraram para as solugdes
extratoras, que permaneciam incolores mesmo ap6s maceragao, agita¢ao, aquecimento, uso de
ultrassom e tempo de extragdo nas tentativas realizadas. A solucdo encontrada, que fez com que
as antocianinas fossem liberadas do amido e migrassem para a solucdo extratora, foi utilizar
como solvente de extragdo dgua ultrapura com 0,25% de acido formico e realizar extragdes
sucessivas até que o residuo de amido fosse liberando a cor roxa para a solugdo.

A polpa de trés batatas de cada uma das duas variedades de polpa roxa in natura foi
moida, congelada e liofilizada em Liofilizador L101 LIOTOP. O material liofilizado foi
macerado em grau com pestilo até obtencdo de p6 fino. 30,0 g desse po foi extraido durante 30
min sob agitacdo a 40 °C, com 300 ml de 4gua ultrapura contendo 0,25% de acido férmico,
seguido por centrifugacdo e filtracdo do sobrenadante. O procedimento foi repetido trés vezes
até ndo se observar coloragdo rosa mais intensa no solvente (Figura 49). O volume total (900
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mL) do extrato obtido foi concentrado por EFS utilizando o cartucho de coluna de vidro
manualmente montado contendo uma fina camada de 2 mm de espessura de 13 de vidro na saida
e adicionando outra camada idéntica de 1a de vidro no topo da coluna logo acima da fase
estacionaria Cig conforme a Figura 50. O cartucho foi pré-condicionado com 100 mL de
metanol, equilibrado com 100 mL de agua ultrapura, carregado com o extrato (900 mL) e lavado
com 100 mL de agua ultrapura com auxilio de vacuo, com a coluna encaixada em kitassato
através de rolha de borracha, conforme mostrado na Figura 50. As antocianinas retidas foram
eluidas com 30 mL de acetonitrila com acido férmico a 5%, coletadas e reservadas para
separagao por CLAE-DAD.

O mesmo procedimento foi realizado separadamente para as duas variedades de polpa
roxa. Como o perfil cromatografico de antocianinas delas foi diferente, quando comparados por
CLAE-DAD, foi necessario a separac¢ao, o isolamento e purifica¢do das antocianinas de ambas
as variedades para posterior identificagdo por QTDV-EM/EM.

Amostra de batata-doce de polpa roxa
in natura (triturada e congelada)

l

Liofilizacdo seguida de moagem até
obtengao de po6 fino

l

30,0 g do p6 fino obtido + 300 mL de

0,25% de acido formico em agua sob

agitacdo por 30 min a 40 °C, seguida
filtragdo e separagdo do filtrado

l

O extrato
filtrado possui
coloragéo
rosa?

Sim

J Nio

Reservar os filtrados de coloragdo rosa
(soma dos volumes obtidos em todas as
extracdes)

Figura 49 — Fluxograma da extragdo de antocianinas da batata-doce de polpa roxas.
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Figura 50 — Modelo do cartucho para Extracdo em Fase Sélida (EFS) preparado manualmente
com coluna de vidro (a esquerda o modelo e a direita um exemplo real).

A solucdo obtida na etapa anterior foi injetada em sistema CLAE-DAD, coluna BDS
Hypersil C18 (100 x 4,6 mm, tamanho de particula 2,4 um, Thermo Scientific). A temperatura
do forno da coluna foi de 35 °C, o volume de inje¢do foi de 30 uL com fluxo de fase movel de
1,0 mL min!. O gradiente de elui¢do iniciou com 90% de agua ultrapura com 5% de éacido
formico (A) e 10% de acetonitrila (B) passando para 86% A em 12 min, indo para 80% A em
3 min, permanecendo por 3 min, entdo indo para 90% A em 2 min e permanecendo por 2 min
com na Tabela 5. Quatorze picos com absor¢do maxima em torno de 525 nm e 330 nm foram
coletados manualmente na saida do detector para a variedade de pele e polpa roxas enquanto
cinco picos foram coletados para a variedade de pele branca e polpa roxa. As condi¢des da
analise por CLAE-DAD foram adaptadas da literatura (LEE et al, 2012). O equipamento
utilizado foi o mddulo de separacdo Waters 2695 com o detector de arranjo de fotodiodos 2996
PDA (Waters, USA), os cromatogramas foram adquiridos de 200 to 600 nm.

Tabela 5 — Gradiente de acetonitrila e 5 % de 4cido formico em 4gua ultrapura utilizados como
fase movel nas andlises dos extratos de antocianinas das amostras de batata-doce de polpas
roxas.

Acetonitrila- B 5% acido férmico - Tempo de
(%) A (%) corrida (min.)
10 90 0
14 86 12
20 80 15
20 80 18
10 90 20
10 90 22

As inje¢des foram repetidas vinte vezes até se obter quantidade suficiente para as
andlises de caracterizacdo por EM/EM. As antocianinas separadas nos picos coletados foram
concentradas por EFS em cartuchos de fase reversa SEP-PAK ™ Cig com 0,5 g de fase reversa
condicionados com 1 mL de acetonitrila, equilibrados com 1 mL de agua ultrapura, carregados
com a amostra coletada diluida duas vezes com agua ultrapura, lavados com 1 mL de agua
ultrapura e depois eluido com 3 mL de acetonitrila com 5% de &cido formico (como nas Figuras
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51 e 52, em escala reduzida, ja que as quantidades de massa de amostra e de C;s utilizadas no
cartucho eram menores). As amostras foram secas sob fluxo de ar comprimido, solubilizadas
em 500 pL de acetonitrila e analisadas por Ionizagdo por Eletrospray, com Analisadores de
Espectrometria de Massa por Quadrupolo e Tempo de Voo (IES-QTdV-EM/EM) (Synapt G1
da marca Waters, USA), com IES no modo positivo e QTdV nas seguintes condi¢des: energias
do capillar, cone de amostragem e cone de extragdo de 3.0 kV, 50.0 V e 3.0 V, respectivamente;
temperatura da fonte de 80 °C, temperatura do gés de desolvatacdo e fluxo do gés de
dessolvatagdo de 250 °C ¢ 500 L h! e fluxo de gas de 25 L h'! (nitrogénio foi utilizado como
gés de nebulizagdo e de secagem). Dependendo da molécula em andlise, a energia de colisao
usada no trap e no transfer variaram de 25 to 35 V.

100 mL de 100 mL de 900 mL de 100 mL de 30 mL de 5%
metanol agua ultrapura extrato de agua ultrapura de acido
antocianinas formico em
@ acetonitrila
( ) ( ) ( ) ( ) ( )
1 2 3 4 5
— — — —

I I 1 1 I

Figura 51 — Utilizagdo do cartucho EFS preparado manualmente para concentragdo e
purificagdo das antocianinas mostrando as 5 etapas: 1- condicionamento, 2-equilibrio, 3-
carregamento, 4-lavagem e 5-eluigao.

(a)

(a) (b) (c)

Figura 52 — (a) Quatorze picos separados por CLAE-DAD e coletados manualmente, no
comprimento de onda de 525 nm; (b) Cartucho EFS carregado com antocianinas; ¢) Cartucho
EFS virgem e procedimento de extragao.
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Os espectros de absorcdo no UV/Vis e de fragmentagdo no IES-QTdV-EM/EM
juntamente com a ordem de eluicdo e tempos de retengdo na CLAE-DAD foram comparados
com aqueles disponiveis na literatura para variedades de batata-doce de polpa roxa, para a
identificacdo das antocianinas.

3.10 Quantificacio de Antocianinas Totais por Espectrofotometria UV/Vis e
Analise de Perfil e Quantificacio por CLAE-DAD

Para as variedades de polpas roxas, o material congelado (in natura, cozida e frita) foi
liofilizado em Liofilizador L101 LIOTOP e em seguida macerado em grau com auxilio de
pestilo até obtencdo de po fino. A partir desse material, as andlises foram realizadas em
duplicata, da forma como foi explicado anteriormente, reduzindo apenas a escala de analise (de
preparativa para analitica), j4 que o objetivo agora ¢ analitico e ndo obtengdo de quantidades
purificadas das antocianinas para elucidagdo estrutural. Entdo, a extracdo foi feita a partir de
1,0 g do material liofilizado em p6, durante 30 min sob agita¢do a 40 °C em banho-maria com
agitacdo, com 5 mL de 4gua ultrapura contendo 2,5% de 4cido féormico em tubos tipo falcon de
50 mL, seguido por centrifugagdo (6500 rpm por 5 min) e recolhimento quantitativo do extrato
em baldo volumétrico de 25 mL. O procedimento foi repetido cinco vezes, quando nio se
observou coloragdo rosa no solvente. O baldo teve seu volume completado com 2,5% de acido
formico.

Uma aliquota desse extrato foi transferida (1,5 mL) para microtubo de 1,5 mL (tipo
eppendorf), centrifugado (10.000 rpm por 10 min) e levado para leituras em espectrofotometro
para a determinagdo da concentracdo de antocianinas totais por equivalente de cianidina-3-
glicosideo por leitura direta em espectrofotometro UV/Vis em 530 nm em cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho 6tico. As leituras foram diretas para as variedades in natura. Ja as cozidas
e as fritas foram previamente diluidas 6 vezes antes das leituras com solucdo 2,5% acido
formico (100 pL do extrato + 500 pL de solucdo 2,5% acido formico).

Outra aliquota de 10,00 mL do extrato foi liofilizada e o residuo suspenso em 1,00 mL
de 2,5% de 4cido férmico em microtubos de 1,5 mL (tipo eppendorf) e centrifugado (10.000
rpm por 10 min) para as analises de perfil e quantificagdo por CLAE-DAD, nas quais foram
injetados 40 pL do sobrenadante no caso dos extratos das batatas-doces in natura e 20 pL no
caso das batatas-doces cozidas e fritas. A metodologia utilizada para a analise CLAE-DAD foi
a mesma descrita no item anterior: 3.9 Obtencao de antocianinas purificadas para identificacao.

O calculo da concentragdo de antocianinas totais por espectrofotometria UV/Vis foi
feito por equivalentes de cianidina-3-glicosideo através da determinacao da absortividade molar
(&) da antocianina cianidina-3-glicosideo ¢ do uso da Lei de Lambert-Beer. Um padrao
concentrado de antocianina cianidina-3-glicosideo foi diluido vinte vezes em 0,1 mol L! de
HCI, com concentracdo determinada em espectrofotometro de UV/Vis utilizando o valor de
absortividade molar conhecido €= 25740 em 0,1 N HCI a 520 nm e em pH=1,0 (GIUSTI &
WROLSTAD, 2001) e aplicando os valores na Lei de Lambert-Beer:

A=¢lc Equacio 10

onde A ¢ a absorvancia, € ¢ a absortividade molar, 1 ¢ o caminho 6tico (1 cm) e ¢ ¢ a
concentragdo (mol L),

Conhecendo a concentracdo da solu¢do acima, foi preparada outra solu¢do do padrdo
concentrado de cianidina-3-glicosideo na mesma concentracgdo, ou seja, diluindo vinte vezes
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em 2,5% de acido formico. Em seguida, foi feita leitura da absorvancia no comprimento de
onda de 530 nm e, o valor obtido foi novamente substituido na Equagdo 10, junto com a
concentragdo determinada anteriormente, para obter o valor de £em 2,5% de 4cido formico em
530 nm e em pH = 2, j& que nestas condicdes, as antocianinas das batatas-doces estudadas
apresentam as maiores intensidades de cor e as maiores absorvancias. Com o valor de & para a
cianidina-3-glicosideo em 2,5% de 4cido férmico em 530 nm e em pH = 2 calculado nesta
etapa, foi possivel determinar a concentracdo de antocianinas totais (em equivalentes de
cianidina-3-glicosideo) para todos os extratos nas amostras in natura, cozidas e fritas, por
espectrofotometria UV/Vis pela Equagao 15.

Equivalentes de cianidina-3-glicosideo (mg 100! g'!) =

A Vextrato ﬂ . .
€ cy—3—gli X FD X =500 X M s X MM¢y_3_g; X 1000 Equacio 15
Onde:

A = absorvancia;

€ cy-3-gli = absortividade molar da cianidina-3-glicosideo;

FD = fator de diluicdo (volume final da solu¢do de extrato diluido/volume inicial de
extrato concentrado);

Vextrato = Volume total do extrato de antocianina obtido (volume do baldo volumétrico)
utilizado na extragdo quantitativa;

Mgs = massa (g) de amostra de batata-doce de polpa roxa (in natura, cozida ou frita)
liofilizada e pulverizada em grau com pestilo;

MMcy.3-gii = peso molecular da cianidina-3-glicosideo (449,2 g mol!).

Observagao: FD nas amostras in natura foi 1, enquanto nas amostras cozidas e fritas foi

Em seguida foram preparadas solucdes em 2,5% de acido formico (pH = 2) utilizadas
nos 6 pontos de calibragdo para o método CLAE-DAD, nas seguintes concentragdes: 2,0 x 10
64,0 x 10 8,0 x 10 1,20 x 10-; 1,60 x 10 e 2,0 x 10> g mL..

Para o célculo das concentragdes das solugdes analisadas por CLAE-DAD, as éreas de
todos os picos de antocianinas foram somadas e o resultado foi substituido no valor Y, da
equacdo da reta do tipo Y = ax + b, obtida através da curva de calibracdo, onde Y ¢ o valor da
area, x o valor da concentragdo (g mL™'), a o coeficiente angular € b o coeficiente linear
incluidos na Equacao 16.

Equivalentes de cianidina-3-glicosideo (mg 100! g'!) =

2 x FD x et i ﬂx 1000  Equagio 16

FD = fator de diluicao (volume de inje¢do do método CLAE-DAD (40 pL)/volume real
injetado (uL));

Vextrato = Volume total do extrato de antocianina obtido (volume do baldo volumétrico)
utilizado na extragdo quantitativa;

Mgs = massa (g) de amostra de batata-doce de polpa roxa (in natura, cozida ou frita)
liofilizada e pulverizada em grau com pestilo;
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Observagdo: O FD nas amostras in natura foi 1, ja que o volume real injetado foi de
40 pL enquanto nas amostras cozidas e fritas FD foi 2, ja que o volume real injetado foi de 20
pL.

3.11 Quantificacdo de Antocianinas Monoméricas totais pela metodologia do pH
diferencial

O mesmo extrato usado na Quantificagdo de Antocianinas Totais por
Espectrofotometria UV/Vis (aliquota de 1,5 mL do extrato de volume final de 25,00 mL
centrifugada) foi levado para quantificagcdo antocianinas monoméricas totais pela metodologia
do pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001).

A metodologia do pH diferencial consiste em determinar a concentragao de antocianinas
monoméricas a partir de solugdes em pH 1,0, no qual as antocianinas se apresentam em sua
forma colorida (laranja, vermelho, rosa ou roxa) e também no pH 4,5, no qual as antocianinas
se apresentam em sua forma incolor, mesmo na presenca de formas poliméricas degradas ou
outros interferentes.

Para isso foi necessario usar um tampao de cloreto de potassio, com pH = 1,0, e um
tampao de acetato de sodio pH = 4,5, ambos preparados e com o pHs ajustados no dia da analise.

Para o tampdo de cloreto de potassio 0,025 mol L, pH =1,0, foi adicionado em um
bécher 1,86 g de KCl e 980 mL de dgua ultrapura sob agitagdo em placa agitadora magnética e
com o eletrodo do pH-metro mergulhado na solugdo. O pH foi ajustado para 1,0 com gotas de
HCI concentrado. A solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L e o volume foi
completado com agua ultrapura.

Para o tampdo de acetato de sodio 0,4 mol L', pH = 4,5, foi adicionado a um bécher
54,43 g de CH3CO2Na.3H20 e 960 mL de 4gua ultrapura sob agitagdo em placa agitadora
magnética e com o eletrodo do pH-metro mergulhado na solucdo. O pH foi ajustado para 4,5
com gotas de 4cido acético concentrado. A solu¢do foi transferida para um baldo volumétrico
de 1 L e o volume foi completado com 4gua ultrapura.

A partir dos mesmos extratos preparados para inje¢do em CLAE-DAD (nos quais foram
feitos a partir da liofilizagdo de 10,00 mL do extrato original e depois reconstitui¢do em 1 mL
de 2,5% écido formico) foram preparadas duas solugdes para cada amostra: uma de pH = 1,00
e outra de pH = 4,5. Para tal, os extratos foram diluidos na propor¢ao de 1:9 (100 pL do extrato:
900 uL do tampao) no caso das batatas in natura e 1:19 (50 pL do extrato: 950 uLL do tampao)
no caso das batatas-doces cozidas e fritas. As solugdes tamponadas foram reservadas em
microtubos por 15 minutos até o inicio da leitura das absorvancias em espectrofotdmetro. Para
cada solu¢d@o nos dois diferentes pHs foram realizadas duas leituras, uma a 530 nm e outra a
700 nm. As leituras foram realizadas dentro de uma hora para evitar que apds esse tempo as
solucdes sofressem degradagdo. O espectrofotdmetro foi zerado com 4gua ultrapura em cada
comprimento de onda antes das leituras.

Em seguida, a absorvancia corrigida de cada amostra foi calculada conforme Equacao
17.

Acorrigida = (Axs30 — Axz00)p1,0 — (Axszo — Ar700)pH45 Equacio 17

onde:

Acorrigida = absorvancia corrigida para substituir na lei de Lambert-Beer;
Ajs30=absorvancia lida em 530 nm;

Ax700=absorvancia lida em 700 nm
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Em seguida, o valor obtido para Acormigida f01 substituido na Equagdo 18 para o calculo da
concentracdo em base seca de batata-doce:

Antocianina monomérica total (equiv. de cianidina-3-glicosideo (mg 100! g'!)) =
A

igi V, 100 ~
—comiglda » FD x -exrate o 7 MM¢y_3_g; X 1000 Equacio 18
ecy—3—gli 1000 Mpgs g

Onde:
Acorrigida = absorvancia corrigida para substituir na lei de Lambert-Beer (calculada na
Equagdo 17);

€ cy-3-gli = absortividade molar da cianidina-3-glicosideo;

FD = fator de dilui¢do (volume final da solucio de extrato tamponado/volume inicial de
extrato concentrado);

extrato = Volume total do extrato de antocianina obtido (volume do baldo volumétrico)

utilizado na extragdo quantitativa;

Mgs = massa (g) de amostra de batata-doce de polpa roxa (in natura, cozida ou frita)
liofilizada e pulverizada em grau com pestilo;

MMcy-3-¢1i = peso molecular da cianidina-3-glicosideo (449,2 g mol™).

3.12 Analise de varredura para obtencio do espectro de UV/Vis dos extratos de
antocianinas das batatas-doces de polpa roxa em diferentes pHs

Para cada uma das duas variedades de batata-doce de polpa roxa, foram escolhidos ao
acaso um dos extratos obtidos na analise do perfil e quantificacdo de antocianinas por
Espectrofotometria UV/Vis. Foi utilizado 10 mL de cada extrato. Os extratos foram colocados
em bécheres com eletrodo de pH-metro mergulhado na solucdo, sob agitagdo em agitador
magnético com adi¢do de gotas de HCI diluido ou de gotas de hidroxido de sodio diluido para
ajustar o pH aproximadamente entre pHs 1 a 9. Em cada pH escolhido, foram lidas as
absorvancias dentro da faixa de comprimentos de onda de 200 a 700 nm, em pontos diferentes
a cada 20 nm. Os dados foram plotados em grafico Intensidade (UA) X Comprimento de onda
(nm), onde foi possivel observar os comprimentos de onda de méximos de absor¢ao (Amax) dos
extratos, que corresponde ao comportamento das antocianinas presentes. Com isso determinou-
se o comprimento de onda de maior sensibilidade em cada pH e a estabilidade das cores
observadas nos diferentes pHs. Observou-se também se os pHs empregados de forma genérica
na determina¢cdo de antocianinas monoméricas pelo método do pH diferencial ndo foram
adequados para as antocianinas dos extratos das batatas-doces deste trabalho. Esse
procedimento foi realizado para investigar o motivo de diferentes resultados obtidos através das
metodologias empregadas na quantificagdo das antocianinas nesses extratos (quantificacao de
antocianinas por CLAE-DAD, por espectrofotometria UV/Vis e pelo método do pH
diferencial).

3.13 Tratamento estatistico dos dados brutos

Todos os dados brutos de pesagens, contagens, peso seco e quantificagdes de
carotenoides e antocianinas foram tratados através de planilhas no programa Excel (Microsoft
Office) e também no programa de estatistica R. Os programas foram utilizados nos céalculos de
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médias, desvio padrao, coeficientes de variacdo, comparaciao entre médias para avaliacdao de
resultados com ou sem diferengas significativas com confianca de 95%, usando teste de Student
para comparacao entre dois resultados ou ANOVA e Tukey para comparacao entre trés ou mais,
usando alfa e p < 0,05. Estes dados estdo organizados em quadros e tabelas no APENDICE A
— TRATAMENTO ESTATISTICO, para consulta opcional dos dados brutos e céalculos
realizados, ja que os resultados que trazem as informagdes apOs tratamento estatistico estao
apresentados e explicados no texto no item 4 Resultados e Discussao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos Cultivos de Batatas-doces sob Sistema Organico

As diferengas nos rendimentos entre as variedades comparadas certamente ¢ uma
questdo das diferengas genéticas entre as variedades, ja que todas foram cultivadas sob as
mesmas condi¢des. Entre as repeticdes das mesmas variedades nos quatro blocos, notou-se que
houve maior varia¢do no rendimento dentro de algumas variedades que pode ter sido causado
por ataque de lagartas que se concentraram mais dentro da repeticdo 11 Bloco III-D e nas
repeti¢des proximas como a 8 Bloco II-D e a 10 Bloco III-A.

Nas Tabela 6 a 9, do APENDICE A estio as quantidades das variedades de batata-doce
colhidas nas areas centrais do plantio de cada repeticdo de campo (3 x 0,8 m da leira central de
cada repeticdo), com as classificacdes comerciais: Extra A, Extra, Diversos e Tubérculos. As
variedades que apresentaram maiores rendimentos nas condigdes do experimento foram a
IAPAR 69 - B (de pele e polpa alaranjadas) com 26,21 t ha'! e a variedade de pele e polpa roxas
- C, com 24,86 t ha!, com resultados que ndo foram significativamente diferentes. As
variedades de pele branca e polpa roxa -A com rendimentos de 11,06 t ha! € a de pele roxa e
polpa amarela -D com 9,03 t ha'! foram as que renderam menos, porém os rendimentos de
ambas ndo foram significativamente diferentes. A comparagdo das diferencas e significancias
foram feitas com alfa e p < 0,05 por estatisticas ANOVA e Tukey no programa R, vide Quadro
1 do APENDICE A.

O rendimento brasileiro da produ¢do de batata-doce, estimado em 2009 por Melo et al.
(2009) foi de 11,51 t ha™'. Sendo assim, os rendimentos de todas as variedades testadas foram
bastante promissores e competitivos, levando em consideracdo que o cultivo foi organico, sem
uso de pesticidas e outros insumos geralmente usados na agricultura convencional, que
contribui majoritariamente na estimativa do rendimento nacional. Com a vantagem de
apresentar menores impactos ambientais € menores custos, ja que o sistema orginico para a
producdo das batatas-doces utilizado neste trabalho nao teve o custo dos insumos geralmente
empregados na agricultura convencional.

4.2 Peso seco da batatas-doces in natura, cozidas e fritas

Nas tabelas 10 até 21 do APENDICE A estio os valores das pesagens e calculos para a
obtencao do Peso seco (%) para todas as variedades de batatas-doces in natura, cozidas e fritas,
respectivamente. Os valores obtidos apresentaram coeficientes de variacdo menores que 6,4%
incluindo as varia¢des do campo e de laboratorio. Os valores dos pesos secos das amostras in
natura foram significativamente diferentes, exceto para as variedades de polpas roxas, cujos
valores ndo apresentaram diferencas significativas com nivel de significancia p<0,05 (Quadro
2 do APENDICE A). O mesmo comportamento foi observado com o peso seco das batatas-
doces cozidas e fritas (Quadros 3 ¢ 4 do APENDICE A).

Os valores médios dos pesos secos para as batatas-doces in natura, cozidas e fritas cujos
célculos estio apresentados do APENDICE A nas tabelas de 10 a 21 e foram: 40,90% (Tabela
10), 38,76% (Tabela 14), e 55,68% (Tabela 18), para a variedade de pele roxa e polpa amarela;
31,10 % (Tabela 11), 31,33% (Tabela 15), e 43,21% (Tabela 19), para a de pele branca e polpa
roxa; 30,55% (Tabela 12), 30,50% (Tabela 16), e 44,71% (Tabela 20), para a de pele e polpa
roxas e 25,66% (Tabela 13), 26,52% (Tabela 17), e 38,12% (Tabela 21), para a IAPAR 69. Em
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todos os casos, foi possivel observar que o processo de fritura acarreta principalmente a
desidratacdo e absor¢do de d6leo, com aumento do peso seco em todas as amostras fritas em
relacdo as amostras in natura e cozidas. J4 o processo de cozimento a vapor, ndo causou
alteracdes significativas de hidratacdo ou desidratagdo das amostras em relagdo as amostras in
natura. Em todas as variedades esse comportamento foi idéntico, o peso seco ndo apresentou
diferenga significativa entre amostras cozidas e in natura. Apenas o peso seco das amostras
fritas apresentou alteragdo significativa (Quadros 5, 6, 7 ¢ 8 do APENDICE A).

4.3 Carotenoides totais da batata-doce da variedade IAPAR 69 in natura, cozida e
frita

O teor de carotenoides totais da batata-doce da variedade IAPAR 69 in natura, que em
média foi de 65.276 ug 100" g! em base seca (Tabela 22 do APENDICE A) ficou dentro da
faixa prevista na literatura para batatas de polpa amarelada, que ¢ de até 128.500 ug 100! g!
do material seco (WANG, NIE, ZHU, 2016).

J4 os teores nelas cozidas e fritas foram menores, de 36.902 ug 100! g'! (Tabela 23 do
APENDICE A) e 29.942 ug 100" g'! (Tabela 24 do APENDICE A), respectivamente, sem
diferenca significativa (Quadro 9 do APENDICE A).

As retencdes dos carotenoides totais foram 59% (Tabela 23 do APENDICE A) e 47%
(Tabela 24 do APENDICE A), para cozidas e fritas, respectivamente, sem diferengas
significativas (Tabela 25 do APENDICE A) mostrando que ha perdas de carotenoides devido
aos processamentos, porém ndo houve diferenca significativa entre os processos de cozimento
e fritura.

As quantidades de carotenoides retidas apds os processos de cozimento e fritura ainda
sdo muito relevantes seja em termos de potencial antioxidante ou proé-vitaminico A.

4.4 Carotenoides totais da batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarela in
natura, cozida e frita

O teor de carotenoides totais da batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarela
in natura, que em média foi de 2.257 pg 100! g'! em base seca (Tabela 26 do APENDICE A),
equivalente a 9,233 ug g! em base imida e ficou dentro da faixa prevista na literatura para
batatas de polpa amarelada, que é de 0,4 a 75,5 pg g'! no material fresco (WANG, NIE, ZHU,
2016).

J4 os teores nesta variedade cozida e frita foram bem menores, de 1.750 ug 100! g'!
(Tabela 27 do APENDICE A) e 1.833 pg 100! g! (Tabela 28 do APENDICE A),
respectivamente, sem diferenca significativa (Quadro 10) assim como ocorreu com a variedade
IAPAR 69.

As retencdes dos carotenoides totais foram 80% (Tabela 27 do APENDICE A) e 83%
(Tabela 28 do APENDICE A), para cozidas e fritas, respectivamente, sem diferencas
significativas (Tabela 29 do APENDICE A) mostrando que ha perdas de carotenoides devido
aos processamentos, porém ndo houve diferenca significativa entre os processos de cozimento
e fritura. As retengdes foram bem menores na IAPAR 69 (59% e 47% na IAPAR 69 cozida e
frita, respectivamente) do que na variedade de pele roxa e polpa amarela, evidenciando maior
estabilidade dos carotenoides presentes nesta variedade.

Os teores de carotenoides totais da variedade de pele roxa e polpa amarela sdo muito
mais baixos do que os teores da IAPAR 69, com perfil de carotenoides majoritariamente do
tipo xantofilas, sem atividade pro-vitaminica A, porém com potencial para antioxidantes. Tais
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xantofilas, sdo mais resistentes a degradagdo pelos processos de cozimento e fritura quando
comparados aos carotenoides pro-vitaminicos-A da IAPAR 69.

4.5 Analises do perfil e quantificacido dos carotenoides identificados na variedade
IAPAR 69 in natura, cozida e frita

As Figuras 53, 54 e 55 mostram os cromatogramas e os espectros do perfil de
carotenoides encontrado na cultivar IAPAR 69 in natura, cozida e frita, respectivamente. Essa
variedade apresentou majoritariamente teores de -caroteno maiores que 90% no material in
natura, como previsto na literatura para batatas-doces de polpa alaranjada. Também apresentou
quantidades de zeinoxantina (Figura 56) em torno de 5%. A literatura prevé a presenca de
xantofilas como carotenoides minoritarios, porém relata a zeaxantina ou B-criptoxantina como
os mais comuns em batatas-doces de polpa alaranjada e ndo a zeinoxantina (WANG; NIE;
ZHU, 2016; KIM et al, 2015).
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Figura 53 — Perfil cromatografico em 450 nm do extrato em acetona da batata-doce IAPAR 69
in natura, evidenciando os picos do carotenoide majoritario todo-trans-B-caroteno e do
carotenoide Zeinoxantina em quantidade menor. Abaixo do cromatograma estao os espectros
de UV/Vis dos picos observados.

Nos materiais cozidos e fritos, pelos cromatogramas (Figuras 54 e 55) pode ser
observada a ocorréncia de degradacao térmica com isomerizacao evidenciada pela redug¢do dos
picos da zeinoxantina e todo-trans-p-caroteno e aumento na proporcao de 13-cis-B-caroteno.
Além disso, foram observados muitos picos menores (com areas inferiores a 1%) que se
confundiram com o ruido da linha base e ndo foi possivel identificagdo porque suas
concentragdes muito baixas ndo possibilitaram a obten¢do de bons espectros de UV/Vis.
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Figura 54 — Perfil cromatografico em 450 nm do extrato em acetona da batata-doce IAPAR 69
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Figura 55 — Perfil cromatografico em 450 nm do extrato em acetona da batata-doce IAPAR 69
frita, evidenciando o carotenoide majoritario todo-trans-B-caroteno, e quantidades menores dos
carotenoides Zeinoxantina e 13-cis-p-caroteno, além de picos muito menores que se confundem
com o ruido da linha de base. Abaixo do cromatograma estio os espectros de UV/vis dos picos
observados.
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Figura 56 — Estrutura molecular da Zeinoxantina.

O todo-trans-p-caroteno, a zeinoxantina e o 13-cis-p-caroteno foram identificados
através da comparagdo dos tempos de retengdo (tR) e dos espectros de padrdes analiticos destas
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substancias conforme o método de Pacheco (2014). As Figuras 57 e 58 mostram o perfil
cromatografico com os espectros dos padrdes de carotenoides na metodologia desenvolvida por
Pacheco (2009, 2014), onde a ordem de elui¢do, tempo de retencdo (tR) e espectros de padroes
de carotenoides de fontes vegetais permitiram a identificagdo dos carotenoides nas matrizes de
batata-doce deste trabalho.

Figura 57 — Perfil cromatografico em 450 nm de carotenoides isolados de fontes vegetais em
acetona, com seus respectivos espectros de UV/vis, evidenciando a ordem de eluicdo e os
tempos de retenc¢ao (tR). Figura retirada da pagina 72 da dissertagdo de Pacheco (2009).
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tR = 12,5 minutos tR = 15,0 minutos tR = 15,5 minutos

Figura 58 — Perfil cromatografico em 450 nm de todo-#rans-B-caroteno e seus isdmeros 13-cis-
B-caroteno e 9-cis-pB-caroteno em acetona, com seus respectivos espectros de UV/vis,
evidenciando a ordem de eluig@o e os tempos de retencdo (tR). Figura adaptada da pagina 61
da dissertagdao de Pacheco (2009).

As Tabelas 30, 31, 32 do APENDICE A mostram as quantidades médias de carotenoides
totais em base seca (BS) obtidas nas duplicatas de laboratério para as variedades IAPAR 69, in
natura, cozidas e fritas, respectivamente. Os coeficientes de variagdo (CV) das duplicatas de
laboratorio ndo foram apresentados porque foram sempre menores que 5%, enquanto as médias,
desvios padroes e CV das repetigdes de campo, nas quais os erros das analises laboratoriais ja
estdo incluidos, foram apresentados.

O teor médio do todo-trans-B-caroteno na IAPAR 69 in natura foi de 59.276 pug 100! g
! em base seca (Tabela 30 do APENDICE A), enquanto nela cozida foi de 27.834 pg 100! g!
com 48% de retengio (Tabela 31 do APENDICE A). J4 o teor médio do todo-trans-B-caroteno
nela frita foi de 29.622 ug 100! g! em base seca com 52% de retengdo (Tabela 32 do
APENDICE A). Foi possivel constatar redugio do teor de todo-trans-B-caroteno devido aos
processos de cozimento e fritura, sem diferenca significativa entre eles (Quadro 11 do
APENDICE A) como ocorreu com os teores de carotenoides totais.

O teor médio da Zeinoxantina na IAPAR 69 in natura foi de 4.398 pg 100! g'! em base
seca (Tabela 30 do APENDICE A), enquanto nela cozida foi de 1.888 pg 100! g com 45% de
retengio (Tabela 31 do APENDICE A). J4 o teor médio do Zeinoxantina nela frita foi de 1.758
ng 100" g! em base seca com 42% de retengdo (Tabela 32 do APENDICE A). Foi possivel
constatar redugdo do teor de Zeinoxantina devido aos processos de cozimento e fritura, sem
diferenca significativa entre eles (Quadro 12 do APENDICE A) como ocorreu com os teores
de carotenoides totais e de todo-trans-B-caroteno.

O 13-cis-b-caroteno ndo foi detectado na amostra in natura da variedade IAPAR69, ja
que ¢ um produto da degradacdo do tipo isomerizacdo, provocado pelo aquecimento. Na
amostra cozida o teor médio de 13-cis-b-caroteno foi de 2.559 pug 100! g'! em base seca (Tabela
31 do APENDICE A), enquanto nela frita foi de 3.209 pg 100 g (Tabela 32 do APENDICE
A). Nao houve diferenga significativa entre os teores de 13-cis-b-caroteno que apareceram

71



devido aos processos de cozimento ou fritura (Tabela 33 do APENDICE A).

A presenga da zeinoxantina, mesmo em quantidades muito pequenas ¢ inédita para esta
cultivar IAPAR 69, ja que nenhum trabalho obteve essa identificacdo. O comportamento dos
carotenoides presentes nessa variedade frente aos processamentos de cozimento e fritura
apresentou perdas devido a isomeriza¢do do carotenoide majoritdrio todo-trans-B-caroteno a
13-cis-B-caroteno. Provavelmente hd outros produtos da degradagdo térmica dos dois
carotenoides presentes que nao foram identificados por estarem em quantidades muito
pequenas.

Ha perdas em torno de 50% devido a degradacdo térmica dos carotenoides da IAPAR
69, porém sem diferenca entre os processos de cozimento e fritura, restando ainda quantidades
suficientes para suprir a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de vitamina A ou Equivalentes
de Retinol (600 pg/dia) (RODRIGUEZ-AMAYA; 2001) com a ingestdo de apenas 64 g dessa
batata-doce frita, cuja presenca do Oleo usado na fritura facilita a bioacessibilidade dos
carotenoides.

4.6 Analises do perfil e quantificacido dos carotenoides nao identificados na variedade
de pele roxa e polpa amarela in natura, cozida e frita

Os resultados das analises por CLAE-DAD dos extratos da variedade da batata-doce de
pele roxa e polpa amarela in natura mostraram um perfil de carotenoides completamente
diferente da variedade TAPAR 69, com muitos carotenoides ndo identificados, cujos picos nao
coincidiram em tR e nem em espectros de UV/Vis com os padrdes de carotenoides mais comuns
em vegetais alimenticios, estudados no Laboratério de Cromatografia Liquida (LCLAE) da
Embrapa Agroidustria de Alimentos, onde esta tese foi desenvolvida. Para verificar se poderia
estar ocorrendo a presenga de carotenoides conhecidos, porém ligados a outras moléculas
presentes na matriz, o que poderia acarretar mudangas nos tR’s e nos espectros de UV/Vis, foi
realizada a saponificacdo de algumas amostras, com a inten¢do de hidrolisar essas moléculas
ligadas e obter os carotenoides livres para analise.

Os cromatogramas obtidos para os extratos saponificado e ndo-saponificado estdo na
Figura 59 juntamente com os espectros de UV/Vis de cada pico, que foram idénticos,
comprovando que os carotenoides realmente ndo estavam ligados a outras moléculas da matriz
e que realmente ndo podem ser identificados simplesmente pela técnica CLAE-DAD sem os
padrdes especificos. Quando comparados com os carotenoides mais encontrados em vegetais
alimenticios, ja apresentados na Figura 57, apenas foi possivel identificar o pico 8 como todo-
trans-B-caroteno, porém numa concentracdo muito baixa, que dificultou a obtencdo de um
espectro de boa qualidade, ja que o ruido ficou muito intenso.

A posicao dos picos mais intensos no cromatograma, dos carotenoides majoritarios
(picos 4 e 5), na regido de carotenoides mais polares, ¢ um indicio de que eles sdo oxigenados
como as xantofilas numa forma de ligagao que dificulta as transi¢des eletronicas, ja que o efeito
foi diminui¢io dos comprimentos de onda de méxima absor¢io (Amax). E possivel que as
ligagdes com o oxigénio estejam na forma de epdxidos, ou que estejam substituindo uma
ligacdo dupla no anel B-ionona, o que diminuiria o nimero de ligagdes duplas conjugadas
causando a redu¢do dos Amax, como na violaxantina (Figuras 57 e 60).
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Figura 59 — Perfil cromatografico em 450 nm dos extratos em acetona saponificado e ndo saponificado da batata-doce de pele roxa e polpa amarela,
idénticos, com picos de carotenoides ndo identificados e seus respectivos espectros de UV/vis, evidenciando a ordem de elui¢cdo e os tempos de
retengao (tR).
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Figura 60 — Estrutura molecular da xantofila Violaxantina.

Maoka et al. (2007) ja haviam constatado que apesar de variedades de batata-doce de
polpa amarela serem bastante consumidas no Japao, seus carotenoides ainda ndo haviam sido
identificados. Logo, a presenca desses carotenoides ndo identificados sdo evidéncias de que
essas moléculas podem ser carotenoides raros e ainda nio relatados em batata-doce. Maoka et
al. (2007) isolaram e identificaram 5 novos carotenoides e outros 7 ja conhecidos, que
nomearam de Ipomoeaxantinas (Figura 61 e Tabela 34), em uma cultivar de polpa amarela
chamada “Benimasari” com espectros muito semelhantes aqueles obtidos para os carotenoides
da variedade de polpa amarela investigada neste trabalho.

Ipomoexantina A

Ipomoexantina B

Ipomoexantina C1

Ipomoexantina C2

5,6-Dihidroxi-f caroteno-5’,6’-epdxido

Figura 61 — Estrutura molecular de 5 novos carotenoides descobertos e identificados por
Maoka et al. (2001) em uma cultivar de batata-doce de polpa amarela de nome “Benimasari”,
Ipomoea batatas LAM, desenvolvida pelo Centro Nacional de Pesquisa em Agricultura da
Regido de Kyushu Okinawa (Japao). Figura adapatada de Maoka et al. (2001).

Suspeita-se que os carotenoides detectados nesta variedade sejam as mesmas xantofilas
identificadas por Maoka et al. (2007) ou, novas xantofilas com estruturas analogas. A
identificacdo destes carotenoides necessita que eles sejam isolados, purificados e analisados por
espectrometria de massa de alta resolugdo, assim como foi feito para as antocianinas nesta tese,
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além de analises de ressonancia nuclear. Essas analises ndo foram realizadas neste trabalho.
Entre as novas xantofilas descobertas e identificadas por Maoka et al. (2007) e os outros 7
carotenoides identificados, a ordem de eluicdio em Cszo foi: neocromo, auroxantina,
ipomoeaxantina B, ipomoeaxantina A, B-criptoxantina 5,8; 5°,8’-diepoxido, B -criptoxantina
5,8; 5°,8’-diepdxido (isdmero cis), ipomoeaxantina C1 e C2 (co-eluiram), 3 -criptoxantina
5°,8’-epoxido (isomero cis), B -criptoxantina 5°,8’-epdxido, B -caroteno 5,8; 5°,8’-diepoxido, 3
-caroteno 5,8-epoxido e B -caroteno.

Tabela 6 — Dados de UV/Vis e espectrometria de massas de alta resolu¢do por bombeamento
atomico rapido (BAR-EM) obtidos por Maoka et al. (2001) na identificacdo de 5 novas
xantofilas na variedade de batata-doce de polpa amarela “Benimasari”.

Férmula  Ton molecular

Xantofila Molecular (M) Amax (NmM)
Ipomoeaxantina A Cs0Hs803 586,4386 420, 444, 472
Ipomoeaxantina B C10He004 604,4486 415,438, 468
Ipomoeaxantina C1 Cs0Hs803 586,4386 398, 420, 448
Ipomoeaxantina C2 C10Hs803 586,4386 398, 420, 448

5,6-Dihidroxi- 3 -caroteno-5’,6’-epéxido  CaoHss03 586,4386 398, 420, 448

Na Figura 62 estdo comparados os cromatogramas dos extratos ndo saponificados da
batata-doce de pele roxa e polpa amarela in natura, cozida e frita, idénticos, exceto pela
diminui¢do da propor¢do dos picos dos carotenoides majoritarios (picos 4 e 5) devido aos
processos de cozimento e fritura e aumento na proporcao dos picos 2 e 7. Observou-se que 0s
processamentos causaram o aparecimento de picos muito pequenos que se confundiram com a
linha base sem a possibilidade de obtenc¢do de espectros de UV/Vis nitidos.

Provavelmente, os carotenoides gerados na degradagao térmica (isomerizagao) sao esses
picos pequenos que surgiram como ruido na linha base nos cromatogramas das batatas-doces
cozidas e fritas. Nas Figuras 63, 64 e 65, observa-se a comparacao dos espectros de UV/Vis de
todos os 11 picos detectados nos extratos da batata-doce de pele roxa e polpa amarela,
mostrando que no geral ndo ocorreu alteracdo nos Amax deles, nem de seus tR’s.

Porém, os espectros dos picos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 dos materiais cozidos e fritos (Figuras
63 e 64) apresentaram o aumento ou o aparecimento de uma banda nova em seus espectros, na
regido de UV entre 290-312 nm, que ¢ a regido correspondente ao aparecimento de liga¢des cis,
que dificultam as transig¢des eletronicas entre as conjugagdes (ja que aumentam a distancia entre
os orbitais), necessitando de maiores energias, fornecidas por A menores. E uma evidéncia de
que, os carotenoides resultantes da isomerizagao por degradagdo térmica durante o cozimento
e fritura ndo foram separados por esse método cromatografico e co-eluem com os carotenoides
originais da batata-doce in natura nos picos 1, 2,4, 5, 6, 7 e 8. Este comportamento ndo ocorreu
nos demais picos de 9 a 11, cujos espectros foram sempre iguais independente do
processamento.
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Figura 62 — Perfil cromatografico em 450 nm dos extratos em acetona ndo saponificados da
batata-doce de pele roxa e polpa amarela in natura, cozida e frita, com picos de carotenoides
ndo identificados, evidenciando diferengas nos tamanhos dos picos entre os tratamentos.
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As Tabelas 35, 36 ¢ 37 do APENDICE A mostram os teores de carotenoides totais e
também os célculos para os teores de cada um dos carotenoides nos picos nao identificados da
batata-doce de pele roxa e polpa amarela in natura, cozida e frita, respectivamente.

Para simplificar a avaliagdo nessa variedade e evitar os erros de analise de concentragdes
muito baixas nos picos minoritarios, embora estejam calculados os teores de todos os
carotenoides dos picos de 1 a 11, a discussao dos resultados considera apenas o comportamento
dos carotenoides majoritarios, dos picos 2, 4, 5 e 7 nas Tabelas 38 (in natura), 39 (cozida) e 40
(frita) do APENDICE A.

Ao contrario do comportamento dos teores de carotenoides totais, ja apresentados
anteriormente (in natura: 2257 pg 100! g em BS, cozida: 1750 ug 100"! g'! em BS, frita: 1833
ug 100! g'' em BS, com perdas nos processamentos, porém sem diferenga significativa entre
cozimento e fritura), os teores dos carotenoides dos picos 2 € 7 aumentaram com 0s processos
de cozimento e fritura, com retengdes sempre maiores que 100%.

No caso do pico 2, os teores foram de 111, 203 € 298 pg 100! g'! em BS para as batatas-
doces in natura, cozidas e fritas, respectivamente, significativamente diferentes (Quadro 13 do
APENDICE A) e com retengdes de 220% para o cozimento e 318% para a fritura, também
significativamente diferentes (Tabela 41 do APENDICE A).

No caso do pico 7, os teores foram de 208, 258 € 320 pg 100! g"! em BS para as batatas-
doces in natura, cozidas e fritas, respectivamente, com diferengas significativas apenas entre
os materiais fritos e in natura (Quadro 16 do APENDICE A), com retengdes de 126% para o
cozimento e 156% para a fritura, sem diferengas significativas (Tabela 44 do APENDICE A).

Entretanto, como avaliado anteriormente através dos espectros de UV/Vis desses picos,
pode ser constatado que, na realidade ndo houve aumento da concentracdo desses carotenoides,
mas sim o aparecimento de novos carotenoides devido a isomerizagdo, com transformagao de
ligagdes duplas conjugas trans em cis, nas amostras cozidas e fritas, que co-eluem com os
carotenoides originalmente presentes na amostra in natura.

J& o comportamento dos picos 4 e 5 foram semelhantes aos carotenoides totais desta
variedade de pele roxa e polpa amarela e da cultivar IAPAR 69. No caso do pico 4, os teores
foram de 389, 208 e 226 ug 100! g'! em BS para as batatas-doces in natura, cozidas e fritas,
respectivamente, com perdas sem diferencas significativas nos materiais cozidos e fritos
(Quadro 14 do APENDICE A) e com retengdes de 55% para o cozimento ¢ 59% para a fritura,
também sem diferencas significativas (Tabela 42 do APENDICE A).

No caso do pico 5, os teores foram de 985, 516 € 462 pg 100! g'! em BS para as batatas-
doces in natura, cozidas e fritas, respectivamente, com perdas sem diferengas significativas nos
materiais cozidos e fritos (Quadro 15 do APENDICE A), com reten¢des de 55% para o
cozimento e 50% para a fritura, sem diferengas significativas (Tabela 43 do APENDICE A).

Houve degradacdo com reducgdo dos teores de carotenoides totais nas duas variedades,
a de pele roxa e polpa amarela e a IAPAR 69 devido aos processos de cozimento e fritura, sem
diferenca significativa entre os processos. A cultivar IAPAR 69, com teores de carotenoides
muito superiores aos teores da variedade de pele roxa e polpa amarela apresentou degradagao
mais acentuada, com retenc¢des em torno de 50 % enquanto a de pele roxa e polpa amarela teve
retengdes em torno de 80%. Isso se deveu a diferenga entre os perfis de carotenoides
completamente diverso entre elas, mostrando que a IAPAR 69 com o carotenoide majoritario
B-catoreno (>90%) estd mais susceptivel a isomerizagdo térmica, enquanto a outra, com
carotenoides provavelmente do tipo xantofilas, sdo mais resistentes a degradagao.
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4.7 Identificacdo de flavonoides e acidos fendlicos da polpa e da folha da batata-doce
da variedade de pele roxa e polpa amarela

Na Figura 66 esta o cromatograma do extrato de flavonoides e acidos fenolicos livres
na polpa da batata-doce de pele roxa e polpa amarela com apenas um pico de concentragdo
muito baixa referente a um derivado de 4cido cindmico ndo identificado, ja que seu espectro de
UV/Vis é semelhante aos espectros de derivados de 4acido cinamico ou cafeico.

O seu espectro de UV/Vis e tR foram comparados aos espectros de UV/Vis e tR’s
obtidos para padroes de flavonoides e acidos fenolicos injetados nas mesmas condi¢des
apresentados com suas estruturas moleculares nas Figuras 82 a 85. Entretanto, ndo houve
nenhuma coincidéncia de tR e espectro de UV/Vis, assim ndo foi possivel identificar esse
derivado de acido cindmico dentre os padrdes disponiveis para comparagdo nesse trabalho.

E esperado que os flavonoides e acidos fenolicos na polpa de batatas-doces encontrem-
se majoritariamente ligados a outras substancias, por isso ndo foram observadas grandes
quantidades de picos de elevada concentragdo no extrato de flavonoides e fenolicos livres. Os
tipos majoritarios de polifendlicos geralmente encontrados em batata-doce sdo os acidos
clorogénicos, principalmente derivados de &cido cafeico e os diglicosideos de &cido cafeico
(WANG; NIE; ZHU, 2016; ZHAO et al., 2014).

12,932 Peak 7

AU

0,008+
0,007
0,006
0,005+
0,004

0,003

Acidos fendlicos e flavonoides livres da batata-
doce de pele roxa e polpa amarela (D) em 325

AU

0,0035
0,0030
0,0025

0,0020+

0,00157

325,1

Derivado de 4cido cindmico (provavelmente

derivado de acido cafeico)

0,002
0,00104

0,001

0,0007 0,0005-]

00014 - 399,4415,1 474,5 531,8564,8
0,00 5,00

1500 2000 2500 3000 0,0000

Minutes

000

250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00  600,0C

Figura 66 — Cromatograma e espectro de UV/Vis do pico obtido por CLAE-DAD no extrato
de flavonoides e acidos fendlicos livres em 325 nm da batata doce de pele roxa e polpa amarela
- D onde foi observado um derivado de acido cindmico (1), provavelmente derivado de acido
cafeico.

J& o extrato de flavonoides e 4cidos fendlicos apos a hidrolise da batata-doce de pele
roxa e polpa amarela apresentou uma maior quantidade de picos (3 picos, chamados 1, 2 e 3),
como era esperado e, dessa vez em concentragdes mais altas, para os quais foi possivel a
obtencao de bons espectros de UV/Vis (Figura 67).

Os trés picos tiveram seus espectros de UV/Vis e tR’s comparados aqueles dos padrdes
injetados nas mesmas condig¢des (Figuras 68 a 71) e coincidiram com os padrdes de acido
cafeico (Picol) da Figura 68, acido p-cumadrico (Pico2) e 4cido feralico (Pico3) da Figura 69.
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Figura 67 — Cromatograma e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD nos
extratos de flavonoides e 4cidos fendlicos apos hidrdlise da batata doce de pele roxa e polpa
amarela - D em 325 nm, onde foram observados os acidos cafeico (1), p-cumarico (2) e fertlico

3).

Foi possivel confirmar, como era esperado, que os acidos fendlicos na polpa dessa
variedade encontram-se ligados a outras substancias, ja& que s6 foram detectados apds a
hidrolise. Nao foi detectado nenhum flavonoide na polpa dessa variedade e, o acido fendlico
majoritario detectado foi o acido cafeico, tal como esperado.
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Figura 68 — Tempos de retencdo (tr) em minutos (min), espectros de UV/Vis e estruturas
moleculares dos padrdes de substancias fenolicas utilizados para identificagdo por comparagao
com as substancias fenolicas livres ¢ hidrolisadas extraidas das variedades de batatas-doce in
natura estudadas: Acido gélico, acido protocatecuico, 4cido p-hidroxibenzoéico, metil-galato,
acido  2,5-dihidroxicobenzdico, 4acido 4-hidroxifenilacético, catequina, 4acido 2,4-
dihidroxibenzéico, 4cido vanilico, acido 3-hidroxibenzdico, 4cido clorogénico e acido cafeico.
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Figura 69 — Tempos de retencdo (tr) em minutos (min), espectros de UV/Vis e estruturas
moleculares dos padrdes de substancias fenolicas utilizados para identificagdo por comparagao
com as substancias fenolicas livres e hidrolisadas extraidas das variedades de batatas-doce in
natura estudadas: Acido siringico, epicatequina, acido p-cumarico, acido 3-fenillatico, acido
ferulico, dcido m-cumarico, acido sindpico, acido 3-metoxicindmico, acido elagico, rutina,
quercetina 3-glicosideo e 4cido 2,4-dimetoxibenzoico.
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Figura 70 — Tempos de retencdo (tr) em minutos (min), espectros de UV/Vis e estruturas
moleculares dos padrdes de substancias fenolicas utilizados para identificagdo por comparagao
com as substancias fenolicas livres ¢ hidrolisadas extraidas das variedades de batatas-doce in
natura estudadas: Acido o-cumarico, acido p-metoxibenzoéico, narirutina, quercetrina,
miricetina, naringina, neohesperidina, dcido rosmarinico, hesperidina, morina, quercetina e
acido trans-cinamico.
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Figura 71 — Tempos de retencdo (tr) em minutos (min), espectros de UV/Vis e estruturas
moleculares dos padrdes de substancias fenolicas utilizados para identificagdo por comparagao
com as substancias fenolicas livres e hidrolisadas extraidas das variedades de batatas-doce in
natura estudadas: Luteolina, acido p-metoxicinamico, acido 3-hidroxi-4-metoxicinamico,

naringenina, apigenina, kaempferol, hesperitina, isorhamnetina, rhamnetina, crisina e
galangina.

O extrato de flavonoides e acidos fendlicos livres na folha da batata-doce da variedade
de pele roxa e polpa amarela, diferente da polpa, apresentou uma grande quantidade de picos
bem concentrados (11 Picos) em seu cromatograma para os quais foi possivel obter bons
espectros de UV/Vis (Figura 72).

Através da comparagdo dos tR’s e dos espectros de UV/Vis desses picos com aqueles
obtidos para os padrdes apresentados nas Figuras 68 a 71 foi possivel identificar alguns
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flavonoides e 4cidos fenolicos como os 4cidos protocatecuico (Picol) e clorogénico (Pico 4),
rutina (Pico 8) e isoquercetrina (Pico 9). O 4cido clorogénico (Pico 4) estava presente em grande
proporcao e os majoritarios (Picos 10 e 11) ndo foram identificados assim como outros picos
minoritdrios com espectros que indicam que a maioria ¢ derivada de acido cafeico e o Pico 3
derivado de acido fenolico.

Era esperado que o extrato das folhas fosse mais rico em flavonoides e 4cidos fenolicos
livres, quando comparado ao extrato das polpas. Espera-se majoritariemente acidos
clorogénicos, derivados de acido cafeico, quercetina, miricetina, kaempferol e luteolina, com
quantidades mais altas nas folhas das variedades de polpa roxa (WANG; NIE; ZHU, 2016,
ZHAO et al., 2014).

J4 o extrato hidrolisado da folha dessa variedade (Figura 73) apresentou uma grande
quantidade de acido cafeico (Pico 7), o majoritario, entre outros como os acidos
hidroxibenzoico (Pico 2), p-cumadrico (Pico 11), fertlico (Pico 13) e muitos derivados de acido
cindmico e outras substancias com espectros caracteristicos de acidos fenolicos, que ndo foram
identificados quando comparados com os padroes das Figuras 68 a 71.

Zheng e Clifford (2008) e outros autores (ZHAO et al., 2014) j& haviam comprovado
em batatas-doces cultivadas na China e na Tanzania, que entre os acidos clorogénicos, estavam
presentes em grandes quantidades nas folhas e nos talos, majoritariamente os derivados de
cafeico (cafeoilquinicos) que eram os Unicos tipos presentes nos talos e ndo eram encontrados
na polpa.

Nessa variedade de batata-doce de pele roxa e polpa amarela, que ndo possui
antocianinas em sua polpa, pela presenca de quantidades muito pequenas de acidos fenolicos
na polpa hidrolisada, praticamente sem acidos fenélicos livres na polpa, suspeita-se que estes
acidos estejam originalmente presentes na forma de glicosideos. Tanto na folha quanto na polpa
hidrolisadas o acido fenolico majoritario ¢ o cafeico.
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Figura 73 — Cromatogramas e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD nos extratos de flavonoides e acidos fenolicos apds hidrolise
da folha da batata doce de pele roxa e polpa amarela - D em 325 nm onde foram observados derivados de acido cinamico (1, 8, 9, 10, 12, 14 e 15),
derivados de acido hidroxibenzoico (2 e 3), desconhecidos (4, 5, 6), acido cafeico (7), acido p-cumadrico (11) e acido ferulico
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4.8 Identificacdo de flavonoides e acidos fendlicos da polpa e da folha da batata-doce
da variedade de pele branca e polpa roxa

A variedade de batata-doce de pele branca e polpa roxa, como na variedade descrita
anteriormente, apresentou extrato de flavonoides e acidos fenolicos livres muito pobre (Figura
74), com apenas dois picos (Pico 1 e 2) para os quais foi possivel obtengdo de bons espectros
de UV/Vis caracteristicos de derivados de 4cido cinamico que quando comparados com os
padrdes (Figuras 68 a 71) ndo foi possivel a identificagdo ja que, ndo coincidem em tR’s e nem
em espectros UV/Vis.
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Figura 74 — Cromatograma e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD no
extrato de flavonoides e acidos fenolicos livres em 325 nm da batata doce de pele branca e
polpa roxa - A onde foram observados dois derivados de acido cinamico (1 e 2), um deles
provavelmente derivado de &cido cafeico (2).

O extrato hidrolisado de flavonoides e acidos fendlicos da batata-doce da variedade de
pele branca e polpa roxa (Figura 75) também apresentou majoritariamente acido cafeico e
também foi possivel identificar os acidos p-cumadrico e fertlico com quantidades menores e
outros acidos minoritarios com quantidades bem inferiores e espectros de derivados de acido
cindmico, muito semelhantes ao espectro de UV/Vis do acido cafeico. O extrato de flavonoides
e acidos fenolicos livres da folha da variedade de pele branca e polpa roxa (Figura 76), quando
comparados aos padrdes (Figuras 68 a 71), tiveram o 4cido clorogénico (Pico2), rutina (Pico 6)
e isoquercetrina (Pico 7) identificados.

Os demais picos, incluindo os majoritarios (Picos 9 e 10) apresentaram caracteristicas
de derivados de 4cido cafeico ou flavonoides, porém ndo puderam ser identificados.
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Figura 75 — Cromatograma e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD no extrato de flavonoides e acidos fendlicos ap6s hidrolise

da batata doce de pele branca e polpa roxa - A em 325 nm onde foram observados acido cafeico (1), acido p-cumarico (2), derivados de acido
cindmico, provavelmente de cafeico (3, 5, 6, 7 e 8) e acido ferulico (4)
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Figura 76 — Cromatograma e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD nos
extratos de acidos fendlicos e flavonoides livres da folha da batata doce de pele branca e polpa
roxa - A em 325 nm onde foram observados derivados de acido cinamico, provavelmente de
acido cafeico (1, 3,4, 9, 10, 11 e 12), 4cido clorogénico (3), flavonoides ndo identificados (5 e

8), rutina (6) e isoquercetrina (7).

O extrato de flavonoides e acidos fendlicos apds hidrolise das folhas da batata-doce de
pele branca e polpa roxa, como na variedade anterior (pele roxa e polpa amarela) resultou em
um cromatograma (Figura 77) onde o pico majoritario, presente numa quantidade muito mais
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alta, foi o acido cafeico (Pico 6). Embora também foram detectados os picos dos acidos p-
hidroxibenzdico (Pico 2), p-cumarico (Pico 9), ferulico (Pico 10) e da isoquercetrina (Pico 12)
entre outros derivados de 4cido cafeico, em quantidades bem menores. Quantidades maiores de
acidos fenolicos e flavonoides sdo esperados em variedades de polpa roxa em comparagdo as

demais variedades como ocorreu nessa variedade quando comparada a anterior (WANG; NIE;
ZHU, 2016; ZHENG; CLIFFORD, 2008).
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Figura 77 — Cromatogramas e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD nos
extratos de flavonoides e acidos fenolicos apds hidrolise da folha da batata doce de pele branca
e polpa roxa - A em 325 nm onde foram observados flavonoides ou acidos fenolicos nao
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identificados (1, 3, 4, 5, 7, 8, 13 e 14), 4cido p-hidroxibenzdico (2), 4cido cafeico (6), acido p-
cumarico (9), acido feralico (10) e isoquercetrina (12).

Em relagdo as quantidades encontradas na polpa da variedade anterior (pele roxa e polpa
amarela), foram encontradas maiores quantidades de 4cidos fenolicos e maior diversidade
também e, como as quantidades foram muito maiores na polpa hidrolisada, que ¢ rica em
antocianina, espera-se que esses acidos estejam ligados nas moléculas das antocianinas e nao
apenas na forma de glicosideos. Assim como na variedade anterior, o 4cido fenolico majoritario
tanto na polpa quanto na folha hidrolisada ¢ o &cido cafeico.

4.9 Identificacdo de flavonoides e acidos fendlicos da polpa e da folha da batata-doce
da variedade de pele e polpa roxas

O extrato da batata-doce da variedade de pele e polpa roxas (Figura 78), assim como
nas variedades anteriores (pele roxa e polpa amarela e pele branca e polpa roxa) apresentou um
pico (Pico 1) com pequena quantidade de um derivado de 4cido cinamico, provavelmente acido
cafeico, que ndo foi possivel ser identificado ja4 que seu tR e espectro ndo coincidiram com
nenhum dos padrdes apresentados nas Figuras 68 a 71.
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Figura 78 — Cromatograma e espectro de UV/Vis do pico obtido por CLAE-DAD no extrato
de flavonoides e acidos fendlicos livres em 325 nm da batata doce de pele e polpa roxas - C
onde foi observado um derivado de 4cido cindmico (1), provavelmente derivado de acido
cafeico (2).

O cromatograma do extrato de flavonoides e acidos fendlicos obtidos por hidrélise da
batata-doce de pele e polpa roxas (Figura 79), assim como as demais variedades ja apresentadas
anteriormente, apresentou muitos picos, onde os majoritarios foram identificados, como o acido
cafeico (Pico 1) e o 4cido ferulico (Pico 5) entre outros minoritarios como o acido p-cumarico
(Pico 3) e muitos ndo identificados quando comparados aos padrdes (Figuras 68 a 71). Uma
caracteristica marcante e que diferencia essa variedade das demais foi a grande quantidade de
acido ferualico apds a hidrélise, que ¢ uma caracteristica da presenca de substancias, como por
exemplo antocianinas ligadas a este acido.

O extrato de flavonoides e &cidos fenolicos livres das folhas da batata-doce da variedade
de pele e polpa roxas (Figura 80) apresentou acidos fendlicos, provavelmente derivados de
acido cafeico entre os picos majoritarios (Picos 3 e 4) e os minoritarios, porém nao foram
identificados, ja que seus tR’s e espectros de UV/Vis nao coincidiram com aqueles dos padrdes
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das Figuras 68 a 71. O acido clorogénico foi identificado em um dos picos minoritarios (Pico

1.
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Figura 79 — Cromatograma e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD no
extrato de flavonoides e acidos fenolicos apds hidrélise da batata doce de pele e polpa roxas -
C em 325 nm onde foram observados 4cido cafeico (1), 4cido p-cumarico (3), acido fertlico

(5) e outros picos ndo identificados, provavelmente derivados de 4cido cindmico ou flavonoides
(2,4,6,7,8,9,10e 11).
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Figura 80 — Cromatograma e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD no
extrato de acidos fendlicos e flavonoides livres da folha da batata doce de pele e polpa roxas -
C em 325 nm onde foram observados 4cido clorogénico (3) e picos ndo identificados, derivados
de &cido cinamico, provavelmente de 4cido cafeico (2, 3,4 e 5).

Jé o extrato de flavonoides e 4cidos fenolicos obtidos apos a hidrélise da folha da batata-
doce da variedade de pele e polpa roxas (Figura 81) apresentou alta quantidade do pico
majoritdrio acido cafeico (Pico 2) assim como nas demais variedades ja apresentadas
anteriormente e os picos minoritarios do acido p-hidroxibenzoico, p-cumarico, fertlico entre
outros ndo identificados quando comparados aos padrdes nas Figuras 68 a 71.
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Figura 81 — Cromatogramas e espectros de UV/Vis dos picos obtidos por CLAE-DAD nos
extratos de flavonoides e acidos fenolicos apos hidrélise da folha da batata doce de pele e polpa
roxas - C em 325 nm onde foram observados acido p-hidroxibenzoéico,), acido cafeico (2), acido
p-cumarico (3), acido ferulico (4) e flavonoides ou 4cidos fendlicos nao identificados (5 e 6).
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A presenga dos acidos fenodlicos derivados de cindmico, clorogénico e benzoico nos
extratos obtidos apos a hidrélise sdo evidéncias de que esses acidos estavam ligados a outras
moléculas presentes na matriz incluindo as antocianinas aciladas das variedades de polpa roxas,
que serdo investigadas mais profundamente ainda neste trabalho. A anélise dos &cidos fenolicos
e flavonoides aqui apresentadas fornecem informagdes importantes para a identificacdo das
antocianinas, ja que indicam que provavelmente serdo encontradas antocianinas aciladas
principalmente com os acidos cafeico, majoritariamente encontrado apds hidrélise nas
variedades de batata-doce de polpas roxas. Sendo que, nesta variedade de pele e polpa roxas, o
acido fertlico também esta presente em quantidade equivalente ao acido cafeico, portanto,
espera-se para esta variedade uma grande quantidade de antocianinas aciladas com acido
fertlico.

4.10 Identificacdo de flavonoides e acidos fendlicos da polpa e da folha da batata-doce
da variedade IAPAR 69

O extrato de flavonoides e 4cidos fendlicos livres da batata-doce da cultivar IAPAR 69
(Figura 82) apresentou uma quantidade muito baixa de apenas um pico de derivado de acido
cafeico no qual foi possivel obten¢ao de um bom espectro de UV/Vis que ndo foi identificado
quando comparado aos padrdes apresentados nas Figuras 68 a 71.
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Figura 82 — Cromatograma e espectro de UV/Vis do pico obtido por CLAE-DAD no extrato
de flavonoides e acidos fendlicos livres em 325 nm da batata doce de pele e polpa alaranjadas
IAPAR 69 - B onde foi observado um derivado de 4cido cindmico (1), provavelmente derivado
de acido cafeico.

O extrato de flavonoides e 4acidos fenolicos obtidos apds a hidrélise da batata-doce dessa
cultivar (Figura 83) apresentou como picos majoritarios o acido cafeico (Pico 1) e o acido p-
cumarico (Pico 2) quando comparados aos padrdes (Figuras 68 a 71).
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Figura 83 — Cromatograma e espectro de UV/Vis do pico obtido por CLAE-DAD no extrato
de flavonoides e acidos fenolicos apods hidrolise da batata doce de pele e polpa alaranjadas
IAPAR 69 - B em 325 nm onde foram observados os acidos cafeico (1) e p-cumarico (2).

O extrato de flavonoides e acidos fenodlicos livres da folha da batata-doce da cultivar
IAPAR 69 (Figura 84) com altas concentracdes quando comparado com o extrato da polpa,
apresentou o acido clorogénico (Pico 1), rutina (Pico 3), isoquercetrina (Pico 4) entre outros
picos minoritarios e majoritarios que ndo foram identificados quando comparados aos padroes

(Figuras 68 a 71).

O extrato de flavonoides e 4cidos fenolicos obtidos apds a hidrolise da folha da batata-
doce dessa cultivar (Figura 85) apresentou como pico majoritario alta concentracdo do acido
cafeico (Pico 1) e, entre os minoritarios, em quantidades bem inferiores os acidos p-cumarico
(Pico 2), fertilico (Pico 3), 3-hidroxi-4-metoxicinamico (Pico 5) entre outros acidos derivados
de cafeico e flavonoides, quando comparados aos padrdes (Figuras 68 a 71).
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Figura 84 — Cromatograma e espectro de UV/Vis do pico obtido por CLAE-DAD no extrato
de flavonoides e acidos fendlicos livres da folha da batata doce de pele e polpa alaranjadas
IAPAR 69 - B em 325 nm onde foram observados os acidos clorogénico (1) , substdncias nao
identificadas que parecem ser derivadas de 4cido cindmico ou derivadas de flavonoides (2, 5,
6,7, 8 €9), rutina (3) e isoquercetrina (4).

99



9,845 Poak 14

Acidos fenélicos e flavonoides obtidos 8227
0,301 por hidrélise da folha da batata-doce de 0501 1
pele e polpa alaranjadas IAPAR 69 (B) ’ \
0,257 em 325 nm o 25,2;\7‘0 ‘
0,20 20 | .
2 5 0 J\ / \ Acido cafeico
0,15] =

0,05 4 7 005 \
2 356 \
0,00- b e 0.00
oo Tabo w0 oo 2000 w0 olc 2000 0300 330 4Bo0 45300 5od00  sadon abdoc
Minutes o
12,374 Peak 23 14,839 Peak 29 15,298 Peak 30
3084 3227 0,026
0,007 2 00109 3 0,024} 4
\ 25,3
\ 002225
0,006] 0009 \ 323,9
/ \ 0,020
0,008 \ \
0,018
0,005 18,2 \ :
0001 234,7 | | 00169
00 Acido p-cumérico o005y U\ i 0014 / Derivado de acido
2 P 2oos] || | Acido fertlico 2 0012 \ | cindmico (provavelmente
0.003} 0004] \ \ 0010] \ \ derivado de 4cido cafeico)
\ / \ 0,008
0,002 0,003 |/ \ \
\ 0,006 \
0,002 - \
0,001 \ 0,004
0,001 \ 0,002
417,5436,9460,0 531,8545,3 \ 419,9441,7 491,6509, 5 X X
0000] 0.000] (__419,9441,7 4916 0000] 419,9451,5481,8 520,8537,9
25600 30000 35000 40000 450,00 500,00 550,00  600.0C 25000 30000 35000 40000 45000 500,00 550,00  600.0C 25600 30000 35000 40000 450,00 500,00 550,00  600.0¢
nm om m
16,373 Peak 32
— 17,653 Peak 36 17,903 Peak 37
0,0050 / 29
» 5 o0] 6 | oo 7
0,0045] . “ N P14,7
000407 ° 0,005 \ [
\ 0,010 | |
0,0035 P37,1 00051 | a0 |
Acido 3-hidroxi-4-metoxicindmico \ 2549 Derivado de flavonoide - / Derivado de acido
0,0030H 0,0081
2 00025 _ 0.004] \ /\ . ' | | cinamico (provavelmente
g = \/ | 2 ooe] \/ | derivado de acido cafeico)
0,0020 0,003] \ \
A\
A\
0,0015] y 0,002 \ 0,004+ \
0,0010] \ \
0,0005 0,001 w 0,002 ‘\
00000 pae 0,000 456,34818  948.9566.1 5000 \___ 4320 48315160 5599
250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00 600,0C 250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00 600,0C :
m nm 250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00 600,0C

nm

Figura 85 — Cromatograma e espectro de UV/Vis do pico obtido por CLAE-DAD no extrato
de flavonoides e 4cidos fenolicos obtidos por hidrolise da folha da batata doce de pele e polpa
alaranjadas IAPAR 69 - B em 325 nm onde foram observados os acidos cafeico (1), p-cumarico
(2), ferulico (3), 3-hidroxi-4-metoxicinamico e substancias ndo identificadas que parecem ser
derivadas de acido cinamico ou derivadas de flavonoides (4, 6 ¢ 7).

Como esta cultivar ndo apresenta antocianinas na sua polpa, os acidos fenodlicos
encontrados ap6s a hidrolise, mesmo que em quantidades muito pequenas, devem estar
originalmente ligados na forma de glicosideos.

4.11 Analise de varredura para obtencido do espectro de UV/Vis dos extratos de
antocianinas das batatas-doces de polpa roxa em diferentes pHs

Os espectros das Figuras 86 e¢ 87 mostram que o comprimento de onda de maior
absorcao (A max) das antocianinas das batatas-doces roxas ¢ 530 nm entre os pHs 1 a 4,5 para a
variedade de pele branca e polpa roxa (Figura 86) e entre 1,0 e 5,0 para a variedade de pele e
polpa roxas (Figura 87). Os espectros das Figuras 86 e 87 evidenciam ainda que trabalhar neste
comprimento de onda de 530 nm e com solucdes de antocianinas dessas batatas-doces de polpa
roxa no pH = 2,3 proporciona melhor detec¢do pois nestas condi¢des ha maior intensidade de
absor¢do, portanto maior sensibilidade para a quantificacao.

Os espectros das Figuras 86 e 87 mostram que as antocianinas das batatas-doces de
polpas roxas estudadas possuem comportamento diferente daquele previsto pela metodologia
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do pH diferencial de Giusti e Wrolstad (2001), baseada nos espectros da Figura 88, que
considera o comportamento das antocianinas, em geral, semelhantes aquelas encontradas em
rabanete (derivadas de pelargonidina-3-soforosideo-glicosideo). Mas ha uma diferenga sutil,
que impacta na quantificagcdo, acarretando subestima¢do dos teores de antocianinas quando
comparados com teores obtidos por outras metodologias usadas neste estudo (CLAE-DAD e
espectrofotometria de UV/Vis).

Ocorre que nos espectros de Giusti e Wrolstad (2001) da Figura 88, no pH = 4,5 as
antocianinas ja estdo totalmente incolores e o pH = 1,0 ¢é considerado como aquele no qual as
antocianinas estdo com a maior intensidade de cor (no comprimento de onda de maior
absor¢do). J& as antocianinas das batatas-doces estudadas no pH=4,5 ainda apresentam
coloragdo rosa, que acarreta um valor alto de absorvancia nesse tampao, que ¢ usado para
corrigir o valor lido no tampao pH= 1,0, através da subtracdo da leitura em pH = 4.5,
acarretando um valor de Acorrigida Mmenor.

Espera-se na metodologia de Giusti e Wrolstad (2001), que a unica colora¢do rosa
restante na solugcdo em pH = 4,5 seja de interferentes e ndo mais de antocianinas, pois supdem-
se que estas, em geral, ja estejam na sua forma incolor neste pH. Na Equacdo 17 usada no
calculo de Acorigiza, N0 pH = 1,0 elas ndo apresentam a maior intensidade de cor rosa como
ocorreria no pH = 2,3. Desta forma, os valores de absorvancia ndo estdo obtidos nas condigdes
que proporcionariam maior intensidade, acarretando subestimagdo dos teores, ja que a
concentragdo de antocianinas numa solugdo ¢ diretamente proporcional a intensidade de
absor¢ao.

O valor calculado para € da cianidina-3-glicosideo em 2,5% de acido formico em 530nm
pela Equagao 10 foi 25526, enquanto o valor tabelado por Giusti e Wrolstad (2001) ¢ £=25740
em 0,1 N HCl a 520 nm e em pH=1,0.

Figura 86 — Espectros de UV/Vis de antocianinas do extrato da batata-doce de pele branca e
polpa roxa em diferentes pHs. No canto superior direito estd um grafico em escala ampliada da
regido dos espectros em torno de 530 nm.

101



05
0,45
04
Zo3s
2 o3
Yy
2025

o}
E 0,15
01
0,05

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Intensidade (UA)

—4—pH=1,0
-B-pH=23
~#=pH=3,0
=>=pH=4,0
—-pH=4,5
—o—pH=5,0
~+=pH=6,2
——pH=7,6

180 280 380 480 580 680 780
Comprimento de onda (nm)

Figura 87 — Espectros de UV/Vis de antocianinas do extrato da batata-doce de pele e polpa
roxas em diferentes pHs. No canto superior direito estd um grafico em escala ampliada da regido
dos espectros em torno de 530 nm.
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Figura 88 — Espectros de UV/Vis caracteristicos de antocianinas de rabanete (derivadas de
pelargonidina-3-soforosideo-5-glicosideo) em tampdes pH = 1,0 e pH = 4,5. Figura adaptada
de Giusti (2001) na pagina F1.2.1.
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O método de Giusti e Wrolstad (2001) ndo € o mais adequado para a quantificacdo de
antocianinas totais nos extratos de batata-doce de polpas roxas das variedades estudadas por
ndo utilizar os pH’s mais apropriados tanto para obten¢do de colora¢do mais intensa, que seria
o pH=2,3 e ndo o pH=I indicado no método, quanto na obteng¢ado se solucao incolor que seria o
pH=6 e ndo o pH=4,5 indicado no método.

4.12 Analises do perfil e identificacio das antocianinas isoladas e purificadas da
batata-doce de pele e polpa roxas in natura por CLAE-DAD, espectrofotometria
UV/Vis e IE-QTDV-EM?

Os resultados dos espectros de massas de alta resolugdo (MS?) das antocianinas das
batatas-doces de polpa roxas apresentam trés possibilidades principais: a perda da glicose ligada
na posicdo 5 da antocianidina, a perda da soforose na posi¢do 3 da antocianidina (maior
probabilidade) (Tian et al., 2005), e a perda de ambas, como na Figura 89, que apresenta um
esquema do processo realizado para a separagdo, isolamento e purificagdo para a identificacao
das antocianinas.

A fragmentagdo com a ruptura da ligacdo glicosidica dentro da estrutura da soforose e
com ruptura da ligacdo entre os adcidos aromadticos e a soforose ¢ negligenciavel (probabilidade
muito baixa) (Tian et al., 2005). Portanto, os fragmentos com m/z de 287 [CisH1106]" € 449
[C21H21011]" originam-se da cianidina e da cianidina monoglicosilada, enquanto os fragmentos
com m/z 301 [CisH1306]" e 463 [C2H23011]" originam-se da peonidina e da peonidina
monoglicosilada. A perda da soforose acilada, que ¢ a reacdo preferencial, explica a alta
intensidade do pico referente a esse fragmento quando comparada a intensidade do pico
referente a perda da glicose.
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Figura 89 — Esquema do processo de separagdo, isolamento e purifica¢do para a identificagao
das antocianinas. As setas, de cima para baixo, indicam a ordem das andlises realizadas. As
antocianinas extraidas da batata-doce de pele e polpa roxas in natura foram separadas por
CLAE-DAD para obtencdo do cromatograma com quatorze picos em 525 nm. O pico cinco foi
coletado manualmente na saida do detector e depois analisado pelo QTDV-EM? para obter o
espectro de massa que permitiu a identifica¢do da estrutura molecular em comparagao aos dados
publicados por diversos autores. Esse mesmo procedimento foi feito para identificar as
antocianinas presentes nos quatorze picos. Figura retirada do artigo publicado com resultados
desta tese (JESUS et al., 2020).

Os radicais glicosil e acil nas antocianinas sempre ocupam as posi¢des ja confirmadas
em estudos prévios (Figura 12) através da espectrometria de massas e de ressonancia magnética
nuclear (RMN) (GODA et al., 1997; MONTILLA et al., 2010; ODAKE et al., 1992; QIU et al.,
2009; TERAHARA et al., 1999; TERAHARA et al., 2000; TERAHARA et al., 2004; YING et
al., 2011; ZHANG et al., 2018).

Uma antocianina foi observada no pico 1, com ion molecular (M™) de razdo massa/carga
(m/z) 907,2524, que corresponde a M1=[C41H47073]". Apesar do pico 1 ndo ter sido

completamente separado do pico 2 (Figura 89) e por essa razao nao ser possivel diferencia-los
pelos seus espectros de UV/Vis, que estdo sobrepostos, foi possivel distingui-los através da
selecdo de seu ion moleculares precursor (m/z 907) para em seguida obter o espectro de massas

104



de alta resolugdo (EM?) especifico dessa molécula (Figura 90), sem interferéncias de outras
moléculas presentes no pico 1 e 2.
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Figura 90 — Espectros de massas de alta resolugcdo e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-O-(6”-0-p-hyidroxibenzoil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 1.

O espectro de UV/Vis desse pico ¢ tipico de antocianina mono-acilada com ambas as
bandas de maximo de absor¢do correspondentes a antocianina (518 nm) e ao derivado de acido
(281 nm) muito intensas. Essa ¢ a antocianina mais polar presente no extrato da batata doce de
pele e polpa roxas, pois foi a primeira antocianina a eluir no cromatograma. Devido a presenga
do fragmento m/z 301,0712 [Peonidina]®, ela é derivada de peonidina. Os fragmentos
detectados m/z 745,2003 (C35H3701g), resultante da perda do radical glicosil [M-glicosil]™, e
o fragmento m/z 463,1253, mais intenso do que o anterior, resultante da perda do radical
soforosil ligado ao radical acil.

Quando a acilagdo ocorre no carbono da posi¢ao 6 do soforosil (Figura 12), como nesse
caso, a intensidade do pico [M-acil-sophorosil]™ é muito menor do que dos picos do M™ e da
[antocianidina]+, apesar de ser sempre mais intenso do que o pico do fragmento [M-glicosil]+,
evidenciando que a reagdo da perda do soforosil ocorre em maior propor¢ao do que a perda do
glicosil como mostrado Lee et al. (2013). Quando a acilagdo ocorre no carbono da posi¢ao 6’
do soforosil (Figure 12), o pico do fragmento [M-acil-soforosil]" se torna muito mais intenso,
ultrapassando ou se igualando em intensidade aos picos do M™, do fragmento [M-glicosil]* e
da [antocianidina]jL (Lee et al., 2013). O radical acyl corresponde a formula molecular do p-
hidroxibenzoil, [M-p-hyidroxibenzoil-soforosil]t com m/z 463,1253. Assim, foi possivel
identificar esta substdncia como peonidina 3-O-(6"-O-p-hyidroxibenzoil soforosideo)-5-O-
glicosideo, como previamente identificado em outros estudos (HE et al., 2016; HU et al., 2016;
ISLAM et al., 2002; JIE et al., 2013; LEE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2019a,b,c; YANG et al, 2019; TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010, 2012; WANG et
al., 2017; XU et al., 2015; ZHU et al., 2017).

No pico 2 (Figura 91), uma antocianina nao identificada foi detectada pela primeira vez

em batata doce de pele e polpa roxas, com M* m/z 1179,3862 (ion precursor do EM2 m/z 1179)
e fragmentos m/z 1119,3651; 973,3016; 841,2552; 737,2061; 605,1586; 505,1393 ¢ 301,0712

[Peonidina]™.
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Figura 91 — Espectros de massas de alta resolugdo e de UV/Vis de antocianina desconhecida,
detectada pela primeira vez em batata-doce de polpa roxa, coletada no pico 2.

Duas antocianinas foram observadas no pico 3 com espectros de UV/Vis tipicos de
mono-acilagdo com derivados de acidos hidroxicindmicos. So foi possivel distingui-los através

da selecdo de seus ions precursores por EM2. Uma antocianina ndo identificada foi detectada
pela primeira vez em batata doce de pele e polpa roxas com M™ m/z 909,2081 (ion precursor
MS2 m/z 909), com fragmentos 729,1376; 627,1047; 567,0831; 393,0292; 367,0496; 349,0400;
301,0712 [Peonidina]™ (Figura 92).
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Figura 92 — Espectros de massas de alta resolugdo e de UV/Vis de antocianina desconhecida,
coletada no pico 3.

A outra antocianina detectada no pico 3 foi a de M+ m/z 949,2623 (ion precursor EM2
m/z 949), correspondente a MT=[Cq3H49004]", fragmentos m/z 787,2089 [M-glicosil]™
(C37H39019), m/z 449,1082 [M-feruloil-soforosil]* e m/z 287,0556 [Cianidina] ™ (Figura 93).

Esta era a cianidina 3-O-(6"-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo, previamente estudada (HE
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etal.,2016; HU etal., 2016; ISLAM et al., 2002; JIE etal., 2013; LEE et al., 2013; MONTILLA
etal., 2010; OLIVEIRA, 2019b; TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010, 2012; WANG et al.,
2017; XU et al., 2015; ZHU et al., 2017), acilada com feruloyl na posi¢do 6, ja que a

intensidade do m/z 449 [M-feruloil-soforosil]™ s6 ¢ maior do que a intensidade do m/z 787,2089

(LEE et al., 2013).
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Figura 93 — Espectros de massas de alta resolu¢cdo e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-0-(6"-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 3.

Nos picos 4 e 6 uma antocianina foi detectada para cada pico, ambas com M™ e
fragmentos similares (ions precursores EM2 m/z 961). A primeira, do pico 4, com M" m/z
961,3010 e fragmentos m/z 801,2238; 519,1119; 463,1236 e 301,0712 [Peonidina]™ (Figura
94). A segunda, do pico 5 com MT m/z 961,2571 e fragmentos m/z 801,2265; 463,1237 e

301,0712 [Peonidina]t (Figura 95). Ambas isdmeras derivadas de peonidina foram detectadas
pela primeira vez em batata doce de pele e polpa roxas.
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Figura 94 — Espectros de massas de alta resolugdo e de UV/Vis de antocianina desconhecida,
coletada no pico 4.
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Figura 95 — Espectros de massas de alta resolugdo e de UV/Vis de antocianina desconhecida,
coletada no pico 6.

No pico 5 duas antocianinas foram detectadas com intensas bandas de derivado de acido
hidroxicindmico no espectro de UV/Vis e com fons precursores EM2 m/z 963 e 1097. Uma com
M m/z 963,2841 (Figura 96) e fragmentos m/z 801,2299 [M-glicosil]t (C3gH41019),

463,1262 [M-feruloil-soforosil]™ e 301,0712 [Peonidina]®™ foram observados, identificados
como MT=[Cq4qH51024]", peonidina 3-O-(6"-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo,
previamente caracterizados (HU et al., 2016; JIE et al., 2013; LEE et al., 2013; MONTILLA et

al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019b; TIAN et al., 2005; TREUONG et al., 2010; WANG et al.,
2017; XU et al., 2005; YANG et al., 2019; ZHU et al., 2017), onde os radicais feruloil, de

acordo com a intensidade dos fragmentos m/z 463,1262 [M-feruloil-soforosil]™, mais intensos
apenas que o fragmento [M-glicosil]™, localizam-se na posigao 6” (LEE et al., 2013). A outra
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antocianina (Figura 97), com M ™ m/z 1097.2838, correspondente a M*=[ C5;H53077]", com
fragmentos m/z 935,2285 [M-glicosil]™ (C45H43027), 449,1088 [M-dicafeoil-soforosil]™ e

287,0556 [Cianidina]™, identificado como cianidina 3-0-(6”,6"- O-dicafeoil soforosideo)-5-
O-glicosideo como ja identificada em outros estudos (GRASS et al., 2017; HE et al., 2016;
ISLAM et al., 2002; LEE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010; TERAHARA et al., 1999;
TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010, 2012; WANG et al., 2017, YANG et al., 2019;
YOSHINAGA; TANAKA; NAKATANI, 2000).
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Figura 96 — Espectros de massas de alta resolugcdo e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-O-(6”-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 5.
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Figura 97 — Espectros de massas de alta resolu¢cdo e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-0-(6,6"’- O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 5.
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No pico 6 foi possivel observar duas antocianinas distintas separadas através da selecdo

de seus ions precursores para EM2, aquela reportada anteriormente aqui com m/z 961 e outra
com m/z 1055. Esse pico mostrou uma banda intensa no espectro de UV/Vis, indicativa de

derivado de 4cido hidroxicindmico. A antocianina com MT m/Zz  1055,2709
MT=[C49H5107¢]", com fragmentos m/z 893,2127 [M-glicosil]™ (C43H41021), 449,1088

[M-p-hidroxibenzoil-cafeoil-soforosil]* ¢ 287,0556 [Cianidina]*, identificada como cianidina
3-0-(6-0-p-hidroxibenzoil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 98), como em
outros estudos (HE et al., 2016; HU et al., 2016; ISLAM et al., 2002; JIE et al., 2013;
OLIVEIRA, 2019B; LEE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010; TERAHARA et al., 1999;
TRUONG etal., 2010; WANG etal.,2017; XU etal., 2015; YANG etal., 2019; YOSHINAGA,
TANAKA, NAKATANI, 2000; ZHU et al., 2017).

OH

014725

1007 287.0556 |

0,10-]
2709 ] {

\
/) 8 TN p '
(m/z) 893, _ A?J \ sss

0,02

301.0718

449.1088

OH

891.1958|

894.2186

1053.2512)

T
300,00

1056.2634

T
400,00
nm

T
500,00

151.0433177-0576

- \{ 286.0520. 1:1057.9019
! L

!
672.5833
600 700

1:982.5695
" 000

302.0749 ?76-3819
-

!
727.5662
T

=3

100 200 300 400 @ 500 80 | 900 e ™
Figura 98 — Espectros de massas de alta resolu¢cdo e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-0-(6-O-p-hidroxibenzoil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no

pico 6.

No pico 7, com intensa banda de derivado de acido hidroxicindmico no espectro UV/
Vis como em antocianinas di-aciladas, duas antocianinas foram observadas. Uma com M ™ m/z
1111,2947; correspondente ao M+=[C52H5 5027]Jr (ion precursor EM2 m/z 111 1), fragmentos

949,2388 [M-glicosil]™ (C46H45022), 463,1076 [M-cafeoil-feruloyl-soforosil]* e 287,0556

[Cianidina]™ foi identificada como cianidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-feruloil soforosideo)-5-O-
glicosideo (Figura 99) como outros autores fizeram (HU et al., 2016; ISLAM et al., 2002; JIE
etal., 2013; LEE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010; TERAHARA et al., 1999; TIAN et al.,
2005; TRUONG et al., 2010; XU et al., 2015; ZHU et al., 2017; YOSHINAGA, TANAKA,

NAKATANI, 2000). A outra antocianina com M™T m/z 11253098 que corresponde a
MT=[C53H57077]", e fragmentos m/z 963,2556 [M-glicosil]™ (C47H47072); 463,1238 [M-
cafeoil-feruloil- soforosil]™ e 301,0712 [Peonidina]™ foi identificada como peonidina 3-O-(6"-
O-cafeoyl-6""-O-feruloil soforosideo)- 5-O-glicosideo (Figure 100) como em estudos

anteriores (HU et al., 2016; ISLAM et al., 2002; JIE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010;
ODAKE et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2019b, TERAHARA et al., 1999; TRUONG et al.,
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2010, 2012; WANG et al., 2017; XU et al., 2015; YANG et al., 2019; YING et al., 2011;
YOSHINAGA, TANAKA, NAKATANI, 2000; ZHANG et al., 2018; ZHU et al., 2017).
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Figura 99 — Espectros de massas de alta resolugcdo e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-0-(6-O-cafeoil-6-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 7.
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Figura 100 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-0O-(6”-0-cafeoyl-6""-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 7.

No pico 8, com uma intensa banda de acido cafeico no espectro de UV/ Vis como ¢
comum em antocianinas di-aciladas, quatro antocianinas distintas foram observadas através da

selegdo de seus fons precursores por EM2: m/z 1111, 1099, 949 ¢ 963. A primeira apresentou
M* m/z 1111,3011, que corresponde a MT=[C57H55077]", com fragmentos m/z 949,2415 [M-
glicosil]t (C46H45022), 463,1253 [M-dicafeoil- soforosil]™ e 301,0712 [Peonidina]™,

identificada como peonidina 3-O-(6”,6”’-O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figure 101)
como em outros trabalhos (GRASS et al., 2017; HE et al., 2016; HU et al., 2016; ISLAM et al.,
2002; LEE et al., 2013; MONTILA et al., 2010; OLIVEIRA ¢t al, 2019b; TERAHARA et al.,
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1999; TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010, 2012; YANG et al., 2019; YOSHINAGA,

TANAKA, NAKATANI, 2000; WANG et al., 2017).
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Figura 101 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-0O-(6”,6"’-O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 8.

A segunda antocianina com M m/z 1099,3037; correspondente a MT=[C51H55077]™,
com fragmentos 937,2398 [M-glicosil]™ (C45H45027); 463,1247 [M-cafeoil- vaniloil-

soforosil]t e 301,0712 [Peonidina]t, era a peonidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-vaniloil
soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 102), reportado pela primeira vez por Truong et al. (2010)
que detectou a mesma fragmentacgdo e com identificacdo sugerida por He et al. (2016).

OH

1099.3037

100 Ho. ]
= 0,10}
0‘085
P (m/z) 463 0N :
o OH 0‘06j

(m, - ] \
0,04

. OH ] \

301.0712 2 0021 o 526,2
1100.3057 1 N 5262
0,00~
B -0,02-]
o 937.2398 1
-0,04-
1 ]
ock; 1098.401811101.3176 006
038.2443 ] ————— .
300,00 400,00 500,00
463.1247 1 1097.4039 ! nm
302.0744 1102.3257
547.2160 B
177.?562 303.0770 l 5762142 7112786 ’ 402475 [51108.0927
RARARE T etk (RARRN| T et T T T T T T T T U frert T T T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 102 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis de antocianina desconhecida,
reportada pela primeira vez por Truong (2010) e investigada por He (2016) que este trabalho
sugere ser a peonidina 3-O-(6-0-cafeoil-6-O-vaniloil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no
pico 8.
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A terceira com M m/z 9492988, que corresponde a MT=[C43H49024]", com
fragmentos 787,2139 [M-glicosil]™ (C37H39019); 463,1235 [M-cafeoil-soforosil]™ e m/z

301,0712 [Peonidina]™, foi identificada como peonidina 3-O-(6"-O-cafeoil soforosideo)-5-O-
glicosideo (Figura 103), com o cafeoil no carbono 6” como em outros estudos (GODA et al.,
1997; HU et al., 2016; ISLAM et al., 2002; JIE et al., 2013; LEE et al., 2013; MONTILLA et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019b; QIU et al., 2009; TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010,
2012; WANG et al., 2017; YANG et al., 2019; YOSHINAGA, TANAKA, NAKATANI, 2000;
XU et al., 2015; ZHU et al., 2017).
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Figura 103 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-0O-(6”-0-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 8.

A quarta antocianina apresentou M m/z 963,3345; que corresponde a
M+=[C44H51024]+, com fragmentos m/z 801,2732 [M-glicosil]+; 639,2275; 579,2079;
513,1323 e 301,0712 [Peonidina]™ (Figura 104), ndo foi identificada, ja que apresentou

fragmentos diferentes daqueles de antocianina conhecida com o mesmo M " m/z reportada em
outros trabalhos (HU et al., 2016; JIE et al., 2013; LEE et al., 2013; TIAN et al., 2005;
TRUONG et al., 2010, 2012; WANG et al., 2017; XU et al., 2015; ZHU et al., 2017).
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Figura 104 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis de antocianina desconhecida,
coletada no pico 8.

No pico 9, com intensas bandas de acidos cafeico e p-hidroxibenzdico no espectro de
UV/Vis como ocorre em antocianinas di-aciladas, uma antocianina com M™ m/z 1069,2830
(Figura 105), relacionada a M+=[C50H53026]7L (ion precursor EM2 m/z 1069), fragmentos

907,2289 [M-glicosil]™ (C44H43021) que corresponde a perda de uma unidade de glicose

(ligada ao carbono da posi¢ao 5 da antocianina) como ¢ caracteristico em batatas-doces de polpa
roxa, mas nunca correspondente a perda de uma unidade de acido cafeico, que também possui
-162 amu como afirmado equivocadamente por Oliveira et al. (2019a).

Também foram observados os outros fragmentos 463,1239 [M-cafeoil-p-

hidroxibenzoil-soforosil]* e 301,0712 [Peonidina]™ que possibilitaram a identificagdo da
peonidina 3-O-(6-O-p-hidroxibenzoil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (GRASS et al.,
2017; HU et al., 2016; ISLAM et al., 2002; JIE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2019a,b,c; TERAHARA et al., 1999; TIAN et al., 2005; TRUONG et al.,
2010,2012; XU etal., 2015; YANG et al., 2019; YING et al., 2011; YOSHINAGA, TANAKA,
NAKATANI, 2000; ZHANG et al., 2018; ZHU et al., 2017).
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Figura 105 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-0-(6-O-p-hidroxibenzoil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo coletada no
pico 9.

No pico 10, com intensa banda de derivado de 4cido hidroxicindmico no espectro de
UV/Vis como ¢ caracteristico de antocianinas di-aciladas, duas antocianinas foram detectadas

(ions precursores para EMZ2 m/z 1123 ¢ 1125). Uma com M m/z 1125,3123 que corresponde a
M*=[C53H57077]", e fragmentos m/z 963,2538 [M-glicosil]™ (C47H47072); 463,1229 [M-
feruloil-cafeoil-soforosil]™ e 301,0712 [Peonidina]™ identificada como peonidina 3-O-(6-O-
feruloil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 106), similar a antocianina encontrada

no pico 7, provavelmente porque os radicais feruloil e cafeoil nesta antocianina trocaram de
posicdes.
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Figura 106 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
Peonidina 3-O-cafeoil-feruloil soforosideo-5-O-glicosideo, coletada no pico 10.
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A outra antocianina, a qual foi detectada pela primeira vez em batata-doce de polpa
roxa, com M1 m/z 1123,2932 ¢ fragmentos m/z 961,2393 [M-glicosil]+; 943,2283; 605,1298;
479,0979; 301,0712 [Peonidina]™ (Figura 107). Zhu et al. (2017) detectaram um M* m/z 1123
similar, com alguns fragmentos idénticos, porém ndo detectaram o fragmento [Peonidina]™, ndo

sendo possivel portanto afirmar que se trata da mesma substancia.

100+

479.0979

605.1298

961.2393

943.2283

962.2429
1123

963.2469

964.2513

2932

1124.2972

1125.3058

1126.3146

AU

b 245,2
14p14,5° " 2854/
1 N <

VAN

i

i
|

W“g /
u,oaz H :
O,DSE “H
-

|

I
i

3259

—
300,00

—
400,00 500,00

17,0857 3010712
, L178.0592 |, [

T IARASRARRE)
400

925.2185
. \ PGZ‘”“ZB |, 786.1976 W 966.9202
T

SARMAL P ey UL
600 700 800 900 1000

T T T T T m/z

160 260 360 560 ‘ 11‘00 12b0 13‘00 14b0
Figura 107 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis de antocianina desconhecida,

coletada no pico 10.

No pico 11, uma antocianina foi observada com intensa banda de derivado de acidos
hidroxibenzoico e cumdrico e banda de menor intensidade correspondente a antocianina,

caracteristicas de di-acilacdo. Ela possuia Mt m/z 1053,2903 (ion precursor para EM2 m/z
1053), que corresponde a MT=[C50H53075]", com fragmentos 891,2363 [M-glicosil]™
(Cq4H4307(); 463,1245 [M-coumaroil-p-hidroxibenzoil-soforosil]* ¢ 301,0712 [Peonidina] ™,

identificada como peonidina 3-O-(6-O-coumaroil-6-O-p-hidroxibenzoil soforosideo)-5-O-
glicosideo (Figura 108), recentemente descrita por Wang et al. (2017).
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Figura 108 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
Peonidina 3-O-cumaroil-p-hidroxibenzoil soforosideo-5-O-glicosideo, coletada no pico 11.

No pico 12, uma antocianina foi observada com intensa banda de acidos fertlico e p-
hidroxibenzoico no espectro de UV/ Vis como esperado para o caso de antocianinas di-aciladas

(Figura 109), com M™ m/z 1083,3026 (ion precursor para EM2 m/z 1083), que corresponde a
M*=[C51H5507¢]", com fragmentos 921,2470 [M-glicosil]™ (C45H45021); 463,1245 [M-p-
hidroxibenzoil-feruloil-soforosil]™ ¢ 301,0712 [Peonidina]*, identificada como peonidina 3-O-

(6-0-p-hidroxibenzoil-6-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 109). Ela foi reportada
pela primeira vez por Truong et al. (2010), identificada por Wang et al. (2017) e por Zhu et al.
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Figura 109 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da

peonidina 3-O-feruloil-p-hidroxibenzoil soforosideo-5-O-glicosideo, coletada no pico 12.

No pico 13 uma antocianina foi observada com intensa banda dos acidos cumadrico e

feralico nos espectros UV/ Vis, caracteristica de di-acilagdo, M™ m/z 1109,3230 (ion precursor
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para EM2 m/z 1109), que corresponde a MT=[C53H5707¢]", fragmentos 947,2606 [M-
glicosil]™ (C47Hg7021); 463,1236  [M-coumaroil-feruloil- soforosil]™ e 301,0712

[Peonidina]™ identificada como peonidina 3-O-(6-feruloil-6-p-cumaroil soforosideo)-5-O-
glicosideo (Figura 110), como Tian et al. (2005) identificaram.
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Figura 110 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-O-(6-feruloil-6-p-cumaroil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 13.

Finalmente, no pico 14 uma antocianina foi observada com intensa banda de acido
feralico no espectro de UV/Vis, caracteristica de di-acilagio, M™ m/z 1139,3292 (ion precursor
para EM2 m/z 1139), que corresponde a MT=[C54H59027]", com fragmentos 977,2733 [M-
glicosil]t (C4gH49077), 463,1246 [M-diferuloil-soforosil]™ e 301,0712 [Peonidina]™

identificada como Peonidina 3-O-(6”,6”’-O-diferuloil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura
111), como identificada por Wang (2017).
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Figura 111 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
Peonidina 3-0-(6,6’- O-diferuloil soforosideo)-5-O-glicosideo coletada no pico 14.

Em algumas antocianinas investigadas acima ndo foi possivel indicar as posi¢des exatas
dos radicais (derivados de 4cidos cindmicos ou hidroxibenzoico) ligados nos carbonos 6” ou
6" do soforosil (Figure 12) porque nenhuma anélise de RMN foi realizada neste trabalho ou
em estudos disponiveis na literatura. A tabela 45 resume as informagdes cromatograficas e
espectrais (UV/Vis e EM?) das antocianinas detectadas na batata-doce de pele e polpa roxas.

Tabela 7 - Dados espectrais e cromatograficos obtidos para as antocianinas identificadas na
batata doce de pele e polpa roxas.

ions
N?' . NO' tl} M* (m/;)  fragmentos huovivis Composto / Formula Molecular
Antocianina Pico (min) (m/z) max (nm)
745,2003 280, 321 Peonidina 3-O-(6"-O-p-
1 1 3.62 907,2524 463,1253 5’1 3 ’ hidroxibenzoil soforosideo)-5-O-
301,0712 glicosideo / C41H47023
1119,3651
973,3016
973,3016
841,2552 284,322, Antocianina ndo identificada
2 2 3.76 1179,3862 737,2061 524 (Derivada de Peonidina)*
601,1586
505,1393
301,0712
787,2089 282308 Cianidina 3-0-(6""-O-feruloil
3 3 4.33 949,2623 449,1082 5’3 1 ’ soforosideo)-5-0O-glicosideo /
287,0556 C43H49024
729,1376
627,1047
567,0831 S .
R T i
367,0496
349,0400
301,0712
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Tabela 45 — Continuagao.

ions

An t(i\cli(;nina gg;) (I[tll;n) M* (m/z) fra%nnll/e:)ltos mﬁiv(/;i:n ) Composto / Formula Molecular
801,2238
519,1119 300, 324, Antocianina ndo identificada
> 4 >18 961,3010 463,1237 532 (Derivada de Peonidina)*
301,0712
801,2299 280, 327 Peonidina 3-O-(6"'-O-feruloil
6 5 6.62 963,2841 463,1262 5’20 ’ soforosideo)-5-O-glicosideo /
301,0712 C44H51024
935,2285 280. 327 Cianidina 3-0-(6",6""-O-dicafeoil
7 5 6.62 1097,2838 449,1088 5’20 ’ soforosideo)-5-O-glicosideo /
287,0556 Cs1Hs53027
801,2265 S .
6 e oas dmig NI Al oo
301,0712
893,2127 283320 Cianidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-p-
9 6 7.86 1055,2709 449,1088 5’3 4 ’ hidroxibenzoil soforosideo)-5-O-
287,0556 glicosideo /C49Hs1026
949,2388 280, 321 Cianidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-
10 7 9.92 1111,2947 449,1076 5’3 4 > feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo
287,0556 / Cs2Hs5027
963,2556 280, 321 Peonidina 3-0-(6-O-cafeoil-6-O-
11 7 9.92 1125,3098 463,1238 5’3 4 > feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo
301,0712 / Cs3Hs57027
949,2415 281,319 Peonidina 3-O-(6",6'"'-O-dicafeoil
12 8 11.11  1111,3011 463,1253 5’26 ’ soforosideo)-5-O-glicosideo /
301,0712 CsyHs5077
937,2398 281.319 Peonidina 3-0-(6-O-cafeoil-6-O-
13 8 11.11  1099,3037 463,1247 5’2 6 ’ vaniloil soforosideo)-5-O-
301,0712 glicosideo / Cs1Hs5027
787,2139 281.319 Peonidina 3-O-(6"-O-cafeoil
14 8 11.11 949,2988 463,1235 5’2 6 ’ soforosideo)-5-O-glicosideo /
301,0712 C43H49024
801,2732
639,2275 T .
5w ses Somy B Sk
513,1323
301,0712
907,2289 280 304 Peonidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-p-
16 9 11,66  1069,2830 463,1239 5’31 ’ hidroxibenzoil soforosideo)-5-O-
301,0712 gliCOSidCO /Cs0Hs3026
961,2393
943,2283 S .
17 10 1412 11232932 605,1298 2855’33126’ AE’I;‘;Crliigga;age‘gE‘i’;gg)afa
479,0979
301,0712
963,2538 285326 Peonidina 3-0-(6-O-cafeoil-6-O-
18 10 14,2 1125,3123 463,1229 5’31 > feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo
301,0712 / Cs3Hs57027
891,2363 80. 325 Peonidina 3-O-(6-O-cumaroil-6-O-
19 11 15,59  1053,2903 463,1245 5’3 5 > p-hidroxibenzoil soforosideo)-5-O-
301,0712 glicosideo / Cso Hs3025
Peonidina 3-0-(6-O-p-
921,2470 . . : .
20 12 1600 10833026 463.1245 285, 324, h1drox1’ben201l -6-()_-fer}1101l
531 soforosideo)-5-O-glicosideo /
301,0712
Cs1Hs5026
947,2606 280. 337 Peonidina 3-O-(6-O-feruloil-6-O-
21 13 16,56  1109,3230 463,1236 5’28 ’ cumaroil soforosideo)-5-O-
301,0712 glicosideo / Cs3Hs7026
977,2733 287 330 Peonidina 3-0-(6",6'"'-O-diferuloil
22 14 16,84  1139,3292 463,1246 5’32 ’ soforosideo)-5-O-glicosideo /
301,0712 Cs4Hs59077

tr — tempo de reteng@o

*detectada pela primeira vez em batata-doce de pele e polpa roxas
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A principal caracteristica dessa variedade de batata-doce de pele e polpa roxas ¢ a
presenga de derivados de peonidina entre a maior parte das suas antocianinas, que justifica sua
tonalidade roxa tendendo para o rosa intenso. As antocianinas majoritarias sao peonidina 3-O-
(6-O-cafeoil-6-O-feruloil ~ soforosideo)-5-O-glicosideo,  peonidina  3-O-(6""-O-feruloil
soforosideo)-5-O-glicosideo, cianidina 3-O-(6",6'""-O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo e
peonidina 3-0-(6""-O-p-hidroxibenzoil soforosideo)-5-O-glicosideo. Além disso, outra
caracteristica importante que também diferencia essa variedade de outras de polpa roxa ¢ a
presenca de grande nimero de acilagdes com acido fertlico nas suas antocianinas bem préximo
da quantidade de acilagdes com 4cido cafeico.

4.13 Analises do perfil e identificacio das antocianinas isoladas e purificadas da
batata-doce de pele branca e polpa roxa in natura por CLAE-DAD e IE-QTDV-EM?

A coluna cromatografica que havia sido utilizada nas analises de antocianinas para a
separacdo e analise do perfil na variedade de pele e polpa roxas foi danificada e teve que ser
substituida por uma idéntica do mesmo fabricante. Desta forma, ndo foi possivel utilizar a
mesma coluna para as proximas andlises cujos resultados serdo discutidos a partir daqui.
Infelizmente, houve alteracdes nos tempos de retengdo e nas separacdes das antocianinas nas
andlises apresentadas daqui em diante, ja que, desde o inicio do desenvolvimento das analises,
a coluna anteriormente utilizada ja ndo era nova, portanto ja ndo apresentava as mesmas
condigdes de uma coluna nova.

A Figura 112 apresenta um esquema do processo de extracdo, separacdo, isolamento e
purificagdo para a identificacdo da antocianina coletada no pico 7 da batata-doce da variedade
de pele branca e polpa roxa. Todo o processo para a identificagdo das antocianinas presentes
em cada um dos picos separados foi realizado de forma semelhante, assim como foi feito com
a batata-doce da variedade de pele e polpa roxas descrita anteriormente. As estruturas das
antocianinas identificadas nessa variedade possuem a mesma estrutura molecular caracteristica
de antocianinas de batata-doce (Figura 12) e com o mesmo tipo de fragmentagcdo com quebras
nas ligagdes com a soforose e com a glicose exatamente como explicado anteriormente.
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Figura 112 — Esquema do processo de separacao, isolamento e purificacdo para a identificacao
das antocianinas executado. As setas, de cima para baixo, indicam a ordem das analises
realizadas. As antocianinas extraidas da batata-doce de pele branca e polpa roxa in natura foram
separadas por CLAE-DAD para obtenc¢ao do cromatograma mostrando onze picos em 525 nm.
O pico sete foi coletado manualmente na saida do detector e depois analisado pelo QTDV-EM?
para obter o espectro de massa que permitiu a identificacdo da estrutura molecular em
comparac¢do aos dados publicados por diversos autores. Esse mesmo procedimento foi feito
para identificar as antocianinas presentes nos onze picos. Figura retirada do artigo publicado

com resultados desta tese (JESUS et al., 2021).

04—

A antocianina coletada no pico 1 ndo foi identificada porque a quantidade coletada
foi insuficiente para as analises de QTDV-EM?2.

A antocianina coletada no pico 2 foi a de M+ m/z 935,2457 (ion precursor EM2 m/z
935), correspondente a MT=[C4qpHy47004]", fragmentos m/z 773,1924 [M-glicosil]™

(C36H37019), m/z 449,1084 [M-cafeoil-soforosil] " e m/z 287,0556 [Cianidina]* (Figura 113).

Esta era a cianidina 3-O-(6-O""'-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, previamente estudada
(GRASS et al., 2017; HE et al., 2016; HU et al., 2016; ISLAM et al., 2002; LEE et al., 2013;
LUOetal.,2018; MONTILLA etal.,2010; OLIVEIRA et al., 2109b; TERAHARA et al., 2004;
TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010, 2012; WANG et al., 2017; YOSHINAGA,
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TANAKA, NAKATANI, 2000; XU et al., 2015; ZHU et al., 2017), com o acido cafeico na

posicdo 6'”, ja que a intensidade do m/z 449 [M-feruloil-soforosil]* é proxima da intensidade
do m/z 773,1924 e do M+ m/z 935,2457 enquanto a intensidade do ion m/z 287 ¢ muito mais
alta (LEE et al., 2013).
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Figura 113 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-O-(6-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 2 do extrato de
antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

A antocianina detectada no pico 3 (Figura 114) foi a de M+ m/z 949,2604 (ion precursor
EM?2 m/z 949), correspondente a MT=[C43H49024], fragmentos m/z 787,2113 [M-glicosil]"

(C37H39019), m/z 449,1113 [M-feruloil-soforosil]" e m/z 287,0556 [Cianidina]t (Figura

114), identificada como cianidina 3-O-(6"-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo, como na
variedade anterior e como outros autores também identificaram (HE et al., 2016; HU et al.,
2016; ISLAM et al., 2002; JIE et al., 2013; LEE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2019b; TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010, 2012; WANG et al., 2017;
XU etal., 2015; ZHU et al., 2017), acilada com feruloyl na posi¢do 6”, ja que a intensidade do

m/z 449 [M-feruloil-soforosil]™ s6 ¢ maior do que a intensidade do m/z 787,2113 e do (Lee et
al., 2013).
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Figura 114 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-O-(6"-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 3 da batata-doce de
pele branca e polpa roxa.
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A antocianina isolada no pico 4 (Figura 115), com M™ m/z 1097.2778, correspondente
a MT=[ C51H53027]", com fragmentos m/z 935,2229 [M-glicosil]™ (C45H43027), 449,1082

[M-dicafeoil-soforosil]* e 287,0556 [Cianidina] ™, foi identificada como cianidina 3-O-(6",6"’-
O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo como na variedade anterior (GRASS et al., 2017; HE
et al., 2016; ISLAM et al., 2002; LEE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010; TERAHARA et
al., 1999; TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010, 2012; WANG et al., 2017; YANG et al.,
2019; YOSHINAGA, TANAKA, NAKATANI, 2000).
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Figura 115 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-O-(6",6"""-O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 4 do extrato
de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

O miz

No pico 5 foi possivel observar duas antocianinas distintas separadas através da
selecdo de seus ions precursores para EM2, uma com m/z 935, isdmera daquela identificada no
pico 2 e outra com m/z 1055. Esse pico mostrou uma banda intensa no espectro de UV/Vis,
indicativa de derivado de acido hidroxicindmico. A antocianina de M* m/z 935,2429 (ion

precursor EM2 m/z 935), correspondente a MF=[C4pH47074]", fragmentos m/z 773,1910 [M-

glicosil]t (C36H37019), m/z 449,1080 [M-cafeoil-soforosil]™ e m/z 287,0556 [Cianidina]™

(Figura 116). Esta era a cianidina 3-O-(6-0"'-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, que desta vez
apresenta o acido cafeico na posi¢do 6'', como previamente estudada (GRASS et al., 2017; HE
et al.,, 2016; HU et al., 2016; ISLAM et al., 2002; LEE et al., 2013; LUO et al., 2018;
MONTILLA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019b; TERAHARA et al., 2004; TIAN et al.,
2005; TRUONG et al., 2010, 2012; WANG et al, 2017, YOSHINAGA, TANAKA,
NAKATANI, 2000; XU et al., 2015; ZHU et al., 2017). O acido cafeico na posi¢do 6’ a torna
mais apolar do que aquela na qual o acido cafeico esta na posi¢ao 6" (identificada no pico 2),
o que explica a ordem de eluicdo entre estes isdmeros, como constatataram Lee et al. (2013).
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Figura 116 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-0-(6"-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no pico 5 do extrato de
antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

A outra antocianina identificada no pico 5 com M m/z 1055,2670 MT=[C51H53077]™,
com fragmentos m/z 893,2119 [M-glicosil]™ (C45H43022), 449,1065 [M-p-hidroxibenzoil-

cafeoil-soforosil]™ e 287,0556 [Cianidina]™, identificada como cianidina 3-O-(6-O-p-
hidroxibenzoil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 117), como na variedade
anterior ¢ em outros estudos (HE et al., 2016; HU et al., 2016; ISLAM et al., 2002; JIE et al.,
2013; LEE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019b; TERAHARA et
al., 1999; TRUONG et al., 2010; WANG et al., 2017; YANG et al., 2019; YOSHINAGA,
TANAKA, NAKATANI, 2000; XU et al., 2015; ZHU et al., 2017).
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Figura 117 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-O-(6-O-cafeoil -6-O-p-hidroxibenzoil soforosideo)-5-O-glicosideo, coletada no
pico 5 do extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.
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A antocianina coletada no pico 6 ndo foi identificada porque a quantidade coletada
foi insuficiente para as analises de QTdV-EM?
No pico 7, com intensa banda de derivado de acido hidroxicindmico no espectro UV/

Vis como em antocianinas di-aciladas, uma antocianina foi observada com M+ m/z 1111,2936;
correspondente a0 M=[C5oH55027]" (ion precursor EM?2 m/z 1111), fragmentos 949,2400

[M-glicosil]t  (C4gH45027), 449,1081 [M-cafeoil-feruloyl-soforosil]™ e 287,0556

[Cianidina]™ foi identificada como cianidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-feruloil soforosideo)-5-O-
glicosideo (Figura 118) como na variedade anterior e como outros autores fizeram (HU et al.,
2016; ISLAM et al., 2002; JIE et al., 2013; LEE et al., 2013; MONTILLA et al., 2010;
TERAHARA et al., 1999; TIAN et al., 2005; TRUONG et al., 2010; YANG et al., 2019;
YOSHINAGA, TANAKA, NAKATANI, 2000; XU et al., 2015; ZHU et al., 2017).
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Figura 118 — - Espectros de massas de alta resolucdo e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-0-(6-O-cafeoil-6-O-feruloil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 7 do
extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

No pico 8 com intensa banda de derivado de acido hidroxicinamico no espectro UV/
Vis como em antocianinas di-aciladas, duas antocianinas foram identificadas com o mesmo M™
m/z 1081,2853, que corresponde a CsiHs3026 € 0 mesmo fragmento m/z 919,2318 [M-glicosil]™
(C45H43021), porém com outros fragmentos de diferentes m/z. Nao foi possivel separa-las na

EM?2, pois possuem o mesmo ion precursor (m/z 1081), porém seus fragmentos se distinguem
no mesmo espectro ja que se originam de antocianidinas diferentes. Uma das antocianinas
possuia além dos fragmentos ja citados, os fragmentos especificos m/z 449,1078 [M-p-
cumaroil-cafeoil-soforosil]™ e 287,0556 [Cianidina]™, identificada como cianidina 3-O-(6-O-
p-cumaroil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 119), que também foi detectada
em batata-doce e em apenas trés publicacdes (TERAHARA et al., 2004; TTIAN et al., 2005;
TRUONG et al., 2010).
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Figura 119 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-O-(6-O-cumaroil-6-O-cafeoil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 8 do
extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

A outra antocianina possuia além dos fragmentos ja citados, os fragmentos especificos

m/z 433,1121 [M-dicafeoil-soforosil]t e 271,0605 [Pelargonidina]™, identificada como
Pelargonidina 3-O-(6",6"""-O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 120), detectada em
batata-doce pela primeira vez por Lee et al. (2013).
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Figura 120 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
pelargonidina 3-O-(6",6'""-O-dicafeoil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 8 do
extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

T
1200

Duas antocianinas foram identificadas no pico 9, ambas com MT m/z 1111,2953, que
corresponde a MT=[C5oH55097]" e fragmentos m/z 949,2413 [M-glicosil]" (C46H45022)
porém com outros fragmentos de diferentes m/z. Ndo foi possivel separa-las na EM?, pois

possuem o mesmo ion precursor (m/z 1111), porém seus fragmentos se distinguem no mesmo
espectro ja que se originam de antocianidinas diferentes. Uma delas com os fragmentos m/z

463,1266 [M-dicafeoil-soforosil]™ e 301,0712 [Peonidina]™, foi identificada como peonidina
3-0-(6”,6"’-O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figure 121) como na variedade de
batata-doce anterior.
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Figura 121 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-0-(6",6"'-O-dicafeoil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 9 do extrato
de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

A outra antocianina com os fragmentos 449,1082 [M-cafeoil-feruloyl-soforosil]™ e
287,0556 [Cianidina]™ foi identificada como cianidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-feruloil
soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 122) que diferente daquela de mesmo M* encontrada no
pico 7, provavelmente porque deve ter os acidos cafeico e ferlico em posi¢des trocadas assim
como ocorreu na variedade anterior.
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Figura 122 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-0-(6-O-cafeoil-6-O-feruloil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 9 do
extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

Uma antocianina foi identificada no pico 10 (Figura 123), com espectro de UV/Vis
caracteristico de diacilagdo com acidos derivados de cindmico, com M1 m/z 1095,2661, que
corresponde a M+=[C52H5 5026]7L (ion precursor EM2 m/z 1095), fragmentos 933,2448 [M-
glicosil]t (C46H45071), 449,1069 [M-cumaroil-feruloyl-soforosil]™ e 287,0556 [Cianidina]™

foi identificada como cianidina 3-O-(6-O-cumaroil-6-O-feruloil soforosideo)-5-O-glicosideo
como em Tian et al. (2005).
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Figura 123 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
cianidina 3-O-(6-O-p-cumaroil-6-O-feruloil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 10
do extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

Trés antocianinas foram identificadas no pico 11, uma com M m/z 1125,3073 e outras
duas com 0 mesmo M+ m/z 1095,2893. Foi possivel separar na EM? os ions precursores 1125
e 1095. Porém ndo foi possivel separar na EM?, as duas antocianinas com o mesmo ion
precursor 1095. Porém seus fragmentos se distinguem no mesmo espectro ja que se originam
de antocianidinas diferentes.

A antocianina com M1 m/z 11253073 que corresponde a M*=[C53H570,7]", e
fragmentos m/z 963,2545 [M-glicosil]™ (C47H47027); 463,1237 [M-feruloil-cafeoil-

soforosil]t e 301,0712 [Peonidina] ™ foi identificada como peonidina 3-O-(6-O-feruloil-6-O-
cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo (Figura 124), similar a antocianina identificada na
variedade anterior.
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Figura 124 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-0-(6-O-feruloil-6-O-cafeoil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 11 do
extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.
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J4 as duas antocianinas com M ™ m/z 1095,2893, que corresponde a MT=[C57H5509¢]"

e fragmentos m/z 933,2413 [M-glicosil]™ (C46H45071) porém com outros fragmentos de
diferentes m/z ndo foram separadas na EM?, porém foram distinguidas, ja que se originam de
antocianidinas diferentes. Uma delas com os fragmentos m/z 463,1244 [M-cumaroil-cafeoil-
soforosil]t e 301,0712 [Peonidina]™, foi identificada como peonidina 3-0-(6-O-p-cumaroil-6-

O-cafeoil soforosideo) 5-O-glicosideo (Figura 125) como fizeram os autores Lee et al. (2013)
e Wang et al. (2017).
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Figura 125 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
peonidina 3-0-(6-O-p-cumaroil-6-O-cafeoil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 11

do extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.

A outra antocianina com os fragmentos m/z 433,1088 [M-feruloil-cafeoil-soforosil]t e

271,07598 [Pelargonidina]®, foi identificada como pelargonidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-
feruloil soforosideo) 5-O-glicosideo (Figura 126) como fizeram pela primeira vez Lee et al.
(2013).

1004

oH

(m/2) 933 (. -1-

=

177.0544

!
’ [302.0652

0,
on
[~~oH
) ON@OH
301.0712° 4331088 !

oH 933.2413

OH

934.2445

935.2406
!

[483. 1244 596. 2264 9312158  1094.2711
.

2893

!
1096.2939

!
1097.2904

0,08-]

0,06+

AU

0,04;
0,02+

0,00

329,5
295,0

526,2

! 1
1098.2397 4269 6805

T
300,00

T
200

400

T T T T
600 800 1000

T
1200

T
1400

T
1600

m/z

T
400,00

T
500,00

Figura 126 — Espectros de massas de alta resolu¢do e de UV/Vis e estrutura molecular da
pelargonidina 3-0-(6-O-cafeoil-6-O-feruloil soforosideo) 5-O-glicosideo, coletada no pico 11
do extrato de antocianinas da batata-doce de pele branca e polpa roxa.
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A tabela 46 resume as informagdes cromatograficas e espectrais (UV/Vis e MS?) das
antocianinas detectadas na batata-doce de pele branca e polpa roxa. A principal caracteristica
dessa variedade de batata-doce de pele branca e polpa roxa, que a diferencia das demais
variedades de polpa roxa ¢ a predominancia de derivados de cianidina entre as suas
antocianinas, que explica a coloragdo roxa com tonalidade azulada. As majoritarias sdo
cianidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-feruloil soforosideo) 5-O-glicosideo, cianidina 3-O-(6",6"""-O-
dicafeoil soforosideo) 5-O-glicosideo, cianidina 3-O-(6-O-cafeoil soforosideo) 5-O-glicosideo
e cianidina 3-O-(6-O-cafeoil -6-O-p-hidroxibenzoil soforosideo) 5-O-glicosideo. Além disso,
as antocianinas dessa variedade sdo na maior parte aciladas com 4cido cafeico. A presencga
minoritdria de antocianinas derivadas de pelargonidina é bastante raro em batatas-doces de
polpa roxa, portanto, ¢ um diferencial marcante dessa variedade.

Tabela 8 - Dados espectrais e cromatograficos obtidos para as antocianinas identificadas na
batata doce de pele branca e polpa roxa.
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4.14 Comparaciao dos perfis e quantificacio das antocianinas por CLAE-DAD,
quantificacdo de antocianinas totais por Espectrofotometria UV/Vis e pelo método do
pH diferencial das variedades de batatas-doces de polpa roxa in natura, cozida e frita

A Figura 127 mostra uma comparagdo dos perfis cromatograficos das antocianinas das
batatas-doces das duas variedades de polpas roxas estudadas que foram obtidos nas mesmas
condi¢des cromatograficas para as amostras in natura, cozidas e fritas. Houve diferenca entre
os perfis das duas variedades, como ja havia sido apresentado anteriormente, devido as
diferengas nas antocianinas encontradas entre as variedades. Nao houve diferengas entre os
perfis de cada uma das variedades conforme os processamentos, embora pode ser observado
que os materiais cozidos e fritos apresentam picos de maior intensidade (mais concentrados) do
que os materiais in natura.

Em relacdo aos perfis apresentados anteriormente nas etapas de identificacdo das
antocianinas por IES-QTdV-EM?, o tnico perfil que teve variagdes de separagio e de tempos
de retencdo foi o da batata-doce de pele e polpa roxas, ja que ap6s aquela etapa de identificacao
das antocianinas nessa variedade, houve substituicao da coluna cromatografica, como explicado
anteriormente.
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Figura 127 — Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos de antocianinas das
batatas-doces de pele e polpa roxas (esquerda) e pele branca e polpa roxa (direita) em 530 nm.

Para confirmar que realmente ndo houve alteragdes nas antocianinas durante os
processos de cozimento e fritura, cada um dos picos detectados nos cromatogramas das
amostras in natura, cozidas e fritas das duas variedades de polpa roxa estudadas, tiveram seus
espectros de UV/Vis comparados. Os espectros estdo apresentados nas Figuras de 128 a 131
para a variedade de pele e polpa roxas. J& os espectros da variedade de pele branca e polpa roxa
estdo apresentados nas Figuras 132 a 134. Pode ser verificado que os espectros ndo foram
alterados entre as amostras in natura, cozidas ¢ fritas.
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Figura 128 — Espectros UV/Vis obtidos por CLAE-DAD dos picos de 1 a 5 de antocianinas dos extratos das batatas-doces de pele e polpa roxas
in natura, cozida e frita.
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Figura 129 — Espectros UV/Vis obtidos por CLAE-DAD dos picos de 6 a 10 de antocianinas dos extratos das batatas-doces de pele e polpa roxas
in natura, cozida e frita.
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Figura 130 — Espectros UV/Vis obtidos por CLAE-DAD dos picos de 11 a 15 de antocianinas dos extratos das batatas-doces de pele e polpa roxas
in natura, cozida e frita.
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Figura 131 — Espectros UV/Vis obtidos por CLAE-DAD dos picos de 16 a 18 de antocianinas dos extratos das batatas-doces de pele e polpa roxas
in natura, cozida e frita.
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Figura 132 — Espectros UV/Vis obtidos por CLAE-DAD dos picos de 1 a 5 de antocianinas dos extratos das batatas-doces de pele branca e polpa
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Figura 133 — Espectros UV/Vis obtidos por CLAE-DAD dos picos de 6 a 10 de antocianinas dos extratos das batatas-doces de pele branca e polpa
roxa in natura, cozida e frita.
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Figura 134 — Espectros UV/Vis obtidos por CLAE-DAD dos picos de 11 a 15 de antocianinas dos extratos das batatas-doces de pele branca e

polpa roxa in natura, cozida e frita.
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A Figura 135 apresenta a curva de calibragdo construida com o padrao de cianidina-3-
glicosideo para quantificagdo das antocianinas por CLAE-DAD, na qual a soma das areas dos
picos das antocianinas foram substituidas em Y para os calculos de concentragao.

Curva de calibracdo da Cianidina-3-glicosideo
3000000

2500000 .
£ 2000000 =

1500000 o

~* y=1E+11x- 17106
1000000 . R2=0,9997

Intensidade (U.A.)

500000 o

0 0,000005 0,00001 0,000015 0,00002  0,000025
Concentragdo (g mL!)

Figura 135 — Curva de calibracio da cianidina-3-glicosideo em 520 nm por CLAE-DAD (Area
(U.A.) X Concentragdo (mg mL™")) com a Equag¢do utilizada para o célculo das concentragdes
dos extratos de antocianinas de batata-doce em equivalentes de cianidina-3-glicosideo por
CLAE-DAD.

A Tabela 47 do APENDICE A mostra os valores das concentragdes de equivalentes de
cianidina-3-glicosideo obtidas através dos métodos de leitura em espectrometria UV/Vis, do
pH diferencial e por CLAE-DAD para as amostras da variedade de batatas-doce de pele e polpa
roxas in natura. Para o método da espectrometria UV/Vis a média de equivalentes de cianidina-
3-glicosideo foi de 27,47 mg 100! g'! em BS, enquanto pelo pH diferencial foi de 11,44 mg
100! g em BS e por CLAE-DAD foi 13,32 mg 100! g'! em BS, sendo estes dois tltimos sem
diferenga significativa (Quadro 17). O método de espectrometria UV/Vis apresentou resultado
maior do que o dobro dos demais métodos. Isso ocorre devido a dois erros que subestimam os
valores.

O primeiro erro, foi explicado anteriormente, ocorre no método do pH diferencial no
qual as leituras foram realizadas conforme o método em pHs genéricos que, de acordo com o
método, devem ser utilizados para antocianinas de modo geral. Porém, as antocianinas da
batata-doce das variedades estudadas possuem pHs ideais para as leituras diferentes daqueles
indicados na metodologia do pH diferencial, como explicado no subitem 4.11. Sendo assim, as
leituras foram realizadas no pH 1,0 e 4,5 esperando a maior intensidade de cor das antocianinas
no pH 1,0 e nenhuma coloragdo referente a antocianinas no pH 4,5. Ocorre que, nas
antocianinas das batatas-doces de polpas roxas estudadas, o pH no qual ocorre a maior
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intensidade de cor ¢ 2,3 enquanto apenas acima do pH 6 elas perdem a cor. Desta forma, os
resultados obtidos foram subestimados.

J4 no método CLAE-DAD a subestimagdo ocorreu devido a grande quantidade de
antocianinas minoritarias cujos picos separados possuem intensidades muito baixas e ficam fora
da faixa linear da curva de calibracdo obtida, muitas vezes se perdendo quando confundidos
com os ruidos da linha base. O resultado foi obtido a partir da soma de todas as areas dos picos
das antocianinas detectadas, porém ainda assim foram subestimados, ja que ocorre perda de
sensibilidade, com curvas de inclinagdes mais suaves, quando se trabalha com concentragdes
em faixas menores. O que mostra que o erro da subestimacdo ¢ grande quando o célculo ¢
realizado por DAD pelo somatorio de areas em faixas inferiores a curva de calibragao.

Neste caso, o ideal para a quantificacdo de antocianinas totais foi o método da
espectrometria UV/Vis. O método do pH diferencial poderia ndo ter apresentado resultados tao
diferentes se utilizado nos pH’s ideais para as antocianinas de batata-doce. E, o método CLAE-
DAD s6 pode ser usado nos casos em que os picos das antocianinas separadas ficam dentro da
faixa da curva de calibragdo, mesmo antes de serem somados.

A Tabela 48 do APENDICE A mostra os valores das concentragdes de equivalentes de
cianidina-3-glicosideo obtidas através dos métodos de leitura em espectrometria UV/Vis, do
pH diferencial e por CLAE-DAD para as amostras da variedade de batata-doce de pele e polpa
roxas cozidas. Para o método da espectrometria UV/Vis a média de equivalentes de cianidina-
3-glicosideo foi de 92,46 mg 100! g'! em BS, enquanto pelo pH diferencial foi de 55,85 mg
100! g em BS e por CLAE-DAD foi 67,75 mg 100! g'! em BS, sendo estes dois tltimos sem
diferenca significativa (Quadro 18 do APENDICE A).

A Tabela 49 do APENDICE A mostra os valores das concentragdes de equivalentes de
cianidina-3-glicosideo obtidas através dos métodos de leitura em espectrometria UV/Vis, do
pH diferencial e por CLAE-DAD para as amostras da variedade de batatas-doce de pele e polpa
roxas fritas. Para o método da espectrometria UV/Vis a média de equivalentes de cianidina-3-
glicosideo foi de 87,91 mg 100! g'! em BS, enquanto pelo pH diferencial foi de 34,35 mg 100
I'g'l em BS e por CLAE-DAD foi 33,11 mg 100! g! em BS, sendo estes dois ultimos sem
diferenca significativa (Quadro 19 do APENDICE A).

Os mesmos erros explicados anteriormente ocorreram para as quantificagdes realizadas
através dos métodos do pH diferencial e por CLAE-DAD nas amostras in natura cozidas e fritas
das duas variedades de batata-doce de polpa roxa.

Para a variedade de pele branca e polpa roxa in natura, a Tabela 50 do APENDICE A
mostra que para o método da espectrometria UV/Vis a média de equivalentes de cianidina-3-
glicosideo foi de 27,44 mg 100! g'! em BS, enquanto pelo pH diferencial foi de 13,23 mg 100
U'g'l em BS e por CLAE-DAD foi 24,88 mg 100! g'! em BS, sendo estes dois tltimos diferentes
significativamente enquanto os dois primeiros valores nao foram diferentes significativamente
(Quadro 20 do APENDICE A).

Para a variedade de pele branca e polpa roxa cozida, a Tabela 51 do APENDICE A
mostra que para método da espectrometria UV/Vis a média de equivalentes de cianidina-3-
glicosideo foi de 91,71 mg 100! g'! em BS, enquanto pelo pH diferencial foi de 50,26 mg 100
I'g'l em BS e por CLAE-DAD foi 68,08 mg 100! g'! em BS, sendo apenas os valores dos
métodos da espectrometria UV/Vis e pH diferencial significativamente diferentes (Quadro 21
do APENDICE A).

Para a variedade de pele branca e polpa roxa frita, a Tabela 52 do APENDICE A mostra
que para o método da espectrometria UV/Vis a média de equivalentes de cianidina-3-glicosideo
foi de 105,35 mg 100! g'! em BS, enquanto pelo pH diferencial foi de 44,72 mg 100! g! em
BS e por CLAE-DAD foi 55,86 mg 100! g! em BS, sendo que estes dois ultimos valores ndo
foram diferentes significativamente (Quadro 22 do APENDICE A).
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Sabendo dos problemas que causaram a subestimacao dos resultados de antocianinas
totais pelos métodos do pH diferencial e por CLAE-DAD, considerou-se correto comparar os
resultados obtidos apenas pelo método da espectrofonometria UV/Vis, que se mostrou mais
apropriado para os casos das variedades de batata-doce estudadas. Sendo assim, o Quadro 23
do APENDICE A apresenta o resultado dessa comparagao, evidenciando que os resultados de
antocianinas totais em equivalentes de cianidina-3-glicosideo ndo foram significativamente
diferentes nas amostras in natura de ambas as variedades. Também, os resultados para ambas
as variedades cozidas e fritas ndo foram significativamente diferentes, embora foram bem mais
altos (3 vezes maiores) do que aqueles das amostras in natura.

Os teores esperados de antocianinas em variedades de batata-doce de polpa roxa variam
de 32 a 1390 mg de equivalentes de cianidina-3-glicosideo por 100 g do material seco (WANG;
NIE; ZHU, 2016). Sendo assim, os teores encontrados para as variedades de pele roxa e de pele
branca in natura, 27,47 ¢ 27,44 mg 100! g! em BS, respectivamente, ficaram abaixo do
esperado. Porém isso ocorreu devido a dificuldade de extra¢do das antocianinas no material in
natura, mesmo depois do processo de liofilizagdo, que facilita a extra¢do, porém observou-se
que grande parte das antocianinas ficam retidas no amido e ndo sdo esgotadas mesmo apds
varios ciclos de extragdo. Esse problema ndo ocorreu com os materiais que passaram por
cozimento ou fritura antes da liofilizagao.

Ficou evidente que os teores de antocianinas totais aumentaram muito em fun¢do do
cozimento e fritura. Durante a extracdo dos materiais cozidos e fritos foi notavel a facilidade na
extracdo com maior libera¢ao das antocianinas adsorvidas ou ligadas ao amido em comparagao
aos materiais in natura. Os processos de cozimento e fritura, pela gelatinizagdo do amido podem
ter substituido as antocianinas adsorvidas ao amido por moléculas de dgua, tornando-as livres
para a extragdo. Lemos, Aliyu e Hungerford (2015) observaram também o aumento de teores
de antocianinas em amostras de Purple Magesty potato (Solanum tuberosum) apds processos
de cozimento em agua, em forno, em micro-ondas e a vapor quando comparados ao material
cru. Os autores também perceberam maior facilidade na extracdo das antocianinas apos
cozimento e atribuiram o fendmeno ao rompimento celular com maior liberacdo das
antocianinas.

Durante os processos de extracdo, ao perceber essa caracteristica foram testadas
extracdes utilizando aquecimento brando para tentar extrair mais antocianinas dos materiais in
natura, cozidos e fritos, apds a liofilizagdo. Porém, em temperaturas mais altas do que 40 °C
ocorre a gelatinizagdo do amido com aumento brusco da viscosidade dos materiais tornando
invidvel o trabalho com as soluc¢des, sem aumento da liberagdo das antocianinas para a solugao.
Percebeu-se que apos o processo de liofilizagdo, as antocianinas sdo extraidas com maior
facilidade, porém no material in natura, ainda permanecia uma grande quantidade adsorvida no
amido, mesmo apds varios ciclos de extracdo, impossibilitando a extragdo total. Os autores
citados também liofilizaram suas amostras cruas e cozidas antes da extra¢do com solucao de
metanol:agua 50%.

Ao analisar os resultados ndo foi possivel observar transformagdes, degradagdes ou
perdas de antocianinas devido ao cozimento ou fritura, ja que os teores aumentaram devido a
estes processamentos. O mais provavel € que ndo tenha ocorrido perdas e degradagdes, ja que
os perfis cromatograficos dos materiais e os espectros de UV/Vis dos picos ndo se alteraram
apos 0s processamentos.

Sendo assim, ja que as antocianinas destas variedades de batatas-doces sdo estaveis ao
aquecimento da forma como foram submetidas nos processos de cozimento e fritura, pode ser
sugerido um novo método para a extracdo mais eficiente e completa das antocianinas em
batatas-doces de polpa roxa in natura, que inclua uma etapa de cozimento dos materiais antes
da liofilizacdo para facilitar a desor¢do das antocianinas do amido.
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4 CONCLUSOES

Este estudo gerou informagdes agrondmicas do cultivo de quatro variedades de batata-
doce coloridas sob o manejo organico, que sdo ainda muito escassas, além de informagdes
inéditas acerca da elucidacdo estrutural dos pigmentos investigados e, finalmente, do
comportamento dessas substancias diante das formas de consumo e o grande potencial para uso
como corante natural com propriedades funcionais (antioxidante e pré-vitaminicas) em
substitui¢do aos corantes sintéticos.

As variedades que apresentaram maiores rendimentos neste cultivo organico foi a
IAPAR 69 com 26,21 t ha'! e a batata-doce de pele e polpa roxas, com 24,86 t ha!, com
resultados que nao foram significativamente diferentes. A variedade de pele branca e polpa roxa
com rendimento de 11,06 t ha'! e a de pele roxa e polpa amarela com 9,03 t ha'! ndo foram
significativamente diferentes. Apenas as variedades roxas tiveram rendimentos de cultivo de
batata-doce um pouco abaixo da média brasileira em 2009, que foi de 11,51 t ha'! de acordo
com Melo et al. (2009). O que comprova que o cultivo organico dessas quatro variedades
estudadas possui condi¢des de competir com 0s convencionais, com as vantagens de ser
organico e possuir 0s pigmentos naturais antioxidantes.

Os valores médios dos pesos secos para as batatas-doces in natura das quatro variedades
variaram entre 40,90% para a variedade de pele roxa e polpa amarela a mais rica em matéria
seca; 31,10 para a de pele branca e polpa roxa; 30,55% para a de pele e polpa roxas e 25,66%
para a IAPAR 69. O processo de fritura acarreta desidratacdo e absor¢do de 6leo com aumento
do peso seco em todas as amostras fritas em relacdo as amostras in natura e cozidas. Ja o
processo de cozimento a vapor, ndo causou alteragdes significativas na hidratacdo das amostras
em relacdo as amostras in natura.

A variedade IAPAR 69 in natura obteve em seu perfil de carotenoides apenas o
majoritario todo-trans-p-caroteno com 59.276 pg 100! g'! em BS e 0 minoritario Zeinoxantina
com 4.398 pug 100! g'! em BS, sendo a presenca deste ultimo um diferencial inédito em relagdo
as batatas de polpa alaranjada relatadas na literatura disponivel. Foi possivel constatar redugao
do teor de ambos os carotenoides devido aos processos de cozimento e fritura, sem diferenca
significativa entre eles, com surgimento de 13-cis-f-caroteno como evidéncia da isomerizagao
térmica.

Os carotenoides da batata-doce de pele roxa e polpa amarela apresentou 11 carotenoides.
Entre os minoritarios foi identificado o todo-trans-p-caroteno. Os demais ndo foram
identificados e possuiam caracteristicas de xantofilas que podem ser os carotenoides chamados
de Ipomoeaxantinas entre outras xantofilas identificadas em uma variedade com as mesmas
caracteristicas, chamada de “Benimasari”, bastante consumida no Japdo, porém com muitos
carotenoides ainda sem identifica¢do e apenas um trabalho com identificacdes (Maoka et al.,
2007). Seria necessario o isolamento e andlises por RMN além das analises por IES-QTdV-
EM? para identifica-los. Ja os teores nesta variedade in natura, cozida e frita foram bem
menores do que na IAPAR 69, com 2.257 ug 100! g1, 1.750 ug 100! g ¢ 1.833 ug 100! g,
em BS, respectivamente, com retencdes maiores que 80% apds cozimento e fritura, sem
diferenga entre os processos. Com provavel isomerizagdo térmica, cujos isomeros nao foram
separados dos carotenoides originais nos cromatogramas.

As antocianinas identificadas na batata-doce de pele e polpa roxas eram derivadas de
peonidina. As majoritarias foram peonidina 3-O-(6"-O-feruloil soforosideo)-O-5-glicosideo,

peonidina 3-0-(6-O-feruloil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, cianidina 3-O-(6",6""-
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O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo e peonidina 3-O-(6"-p-hidroxibenzoil soforosideo)-5-
O-glicosideo.

Uma caracteristica marcante das variedades de batata-doce de polpas roxas estudas foi
a auséncia de antocianinas nao aciladas, diferente de todas as batatas-doces estudadas em outros
trabalhos. As caracteristicas unicas destas variedades de batata-doce com perfis Unicos de
antocianinas bem como a presen¢a de antocianinas nunca antes detectadas, auxiliam na
identificacdo dessas variedades e s3o uma evidéncia de que sdo de variedades geneticamente
diferente daquelas estudadas nos trabalhos disponiveis na literatura.

Foi possivel constatar que a maior parte das antocianinas identificadas na batata-doce
de pele branca e polpa roxa eram derivadas de cianidina, diferente da variedade estudada
anteriormente. Este fato explica também a diferenca nas tonalidades de roxo das polpas das
variedades. A variedade de pele e polpa roxas cuja maior parte das antocianinas presentes
derivaram da peonidina, apresenta coloracdo roxa com tonalidade avermelhada. J& esta
variedade de pele branca e polpa roxa, cuja maior parte das antocianinas derivaram de cianidina,
apresenta colora¢ao roxa com tonalidade azulada.

As antocianinas majoritarias encontradas nessa variedade de batata-doce de pele branca
e polpa roxa foram cianidina 3-O-(6-O-feruloil-6-O-cafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo,
cianidina 3-O-(6",6"""-O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo, cianidina 3-O-(6-O-cafeoil
soforosideo) 5-O-glicosideo, cianidina 3-O-(6-O-cafeoil-6-O-p-hidroxibenzoil soforosideo) 5-
O-glicosideo.

Em ambas as variedades de polpa roxa estudadas, a maior parte das antocianinas eram
diaciladas com os acidos cafeico, ferulico e p-hidroxibenzoéico. Sendo que aquela de pele e
polpa roxas apresentou mais acilagdes com acido ferulico em suas antocianinas do que esta
variedade de pele branca e popa roxa. As analises dos acidos fendlicos obtidos por hidrélise das
batatas ja indicavam maiores quantidades de acido fertlico na variedade de pele e polpa roxas.

As antocianinas minoritdrias encontradas na variedade de pele branca e polpa roxa
Pelargonidina 3-O-(6",6""-O-dicafeoil soforosideo)-5-O-glicosideo e Pelargonidina 3-cafeoil
feruloil soforosideo 5- glicosideo s6 foram encontradas e identificadas em uma publicagdo e
em uma unica variedade de batata-doce chamada de Borami (Lee et al, 2013). As antocianinas
aciladas com acido p-cumarico identificadas aqui foram encontradas em batatas-doces por
poucos autores. As antocianinas detectadas em batata-doce pela primeira vez nesse trabalho
devem ser investigadas por outras técnicas para identificagcdo estrutural que permitam a
elucidacdo de suas estruturas moleculares. A deteccdo dessas antocianinas mostra que 0s
estudos existentes ainda sdo insuficientes para descrever todas as antocianinas das variedades
de batatas-doces de polpas roxas.

O cultivo organico ndo teve influéncia na biossintese das antocianinas e carotenoides
uma vez que os mesmos pigmentos majoritarios também foram encontrados em batatas-doces
de cultivo convencional estudadas nos trabalhos utilizados como referéncia. Nao foi possivel
determinar se o cultivo organico teve influéncia na quantidade de antocianinas e carotenoides
em relacdo ao cultivo convencional, ja que as quantidades obtidas destes pigmentos estavam
dentro das faixas relatadas na literatura para cultivo convencional.

As antocianinas das variedades de batata-doce de polpa roxa se mostraram resistentes
aos processos de cozimento e fritura, que facilitaram a desor¢do das antocianinas do amido,
aumentando a eficiéncia do processo de extragdo, fendmeno que também deve representar uma
vantagem em termos digestivos, pois da mesma forma que facilitou a extragdo com solugao
aquosa acida, provavelmente facilitard a liberagdo da matriz nos fluidos digestivos. E, como
nao foi observada degradagdo pelo aquecimento no cozimento ou na fritura, sugere-se que uma
etapa de aquecimento (cozimento) anterior a liofilizagao seja incluida nos métodos de extragao
de antocianinas dessas matrizes in natura, possibilitando a completa extragdo do material que,
ficaria adsorvido no amido na falta desta etapa.
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Finalmente, as variedades de batata-doce estudadas nesta Tese, apresentam potencial
promissor para serem utilizados como ingredientes funcionais para a industria brasileira, como
alternativa ao uso de corantes sintéticos. As antocianinas apresentaram-se completamente
estdveis aos processos térmicos, com manuten¢do da cor e das suas propriedades. Ja os
carotenoides, apresentaram perda parcial de cor e degradagdo aos tratamentos térmicos, porém
com retencdes ainda significativas que garantiriam a preservagdo de cor e de propriedades
antioxidantes e pro-vitaminicas em niveis desejaveis nos alimentos.
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APENDICE A - TRATAMENTO ESTATISTICO

Al - Rendimento dos Cultivos de Batatas-doces sob Sistema Organico

Quadro 1 - Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar diferencas significativas
entre os rendimentos (p<0,05) e TUKEY para saber quais rendimentos (valores médios em
Kg/2,4 m?) foram diferentes ou iguais com nivel de significancia alfa < 0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Variedade 3 5595 18.65 17.76 0.000104
sksksk
Residuals 12 12.60 1.05

Signif. codes: 0 “#**>0.001 “**>0.01 “*> 0.05°. 0.1 “’ 1

Study: anova.rendimento ~ "Variedade"
HSD Test for Producao

Mean Square Error: 1.050122
Variedade, means

Producao std r Min Max
A 2.65425 0.3274786 4 2.305 20935
B 6.29000 0.8154447 4 5215 7.180
C 5.96600 1.1901207 4 4.650 7.219
D 2.16750 1.4184175 4 0.755 3.545

Alpha: 0.05 ; DF Error: 12

Critical Value of Studentized Range: 4.19866

Minimun Significant Difference: 2.151298

Treatments with the same letter are not significantly different.

Producao groups
B 6.29000 a
C 5.96600 a
A 2.65425 b
D 2.16750 b

Tabela 9 - Quantidades colhidas de cada repeti¢do de campo na area central do plantio (3 m x
0,8 m ou equivalente a 2,4 m?) de acordo com as classificagdes comerciais: Extra A (251-500
g), Extra (151-250 g), Diversos (80-150 g) e Tubérculos (10-79 g) (CEAGESP, 2003) para a
batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarela - D.

Batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarela - D

Classificag¢do Extra A Extra Diversos Tubérculos TOTAL
Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso
Amostras (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio Peso (kg) Quant.

(kg) (kg) (kg) (kg)

1 Bloco I-D 1,295 4 0,324 1,235 6 0,206 0,750 8 0,094 0,265 5 0,053 3,545 23

8 Bloco II-D 0 0 0,000 0,555 3 0,185 0,330 3 0,110 0,265 9 0,029 1,150 15

11 Bloco III-D 0 0 0,000 0,325 2 0,163 0,415 3 0,138 0,015 1 0,015 0,755 6

13 Bloco IV-D 1,040 3 0,347 1,570 3 0,523 0,360 4 0,090 0,250 5 0,050 3,220 15

Total 2,335 7 0,334 3,685 14 0,263 1,855 18 0,103 0,795 20 0,040 8,670 59

% 26,9 42,5 21,4 92 Rendimento 9,031

médio (t ha'')
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Tabela 10 - Quantidades colhidas de cada repeti¢ao de campo na area central do plantio (3 m x
0,8 m ou equivalente a 2,4 m?) de acordo com as classificagdes comerciais: Extra A (251-500
g), Extra (151-250 g), Diversos (80-150 g) e Tubérculos (10-79 g) (CEAGESP, 2003) para a
batata-doce da variedade de pele branca e polpa roxa- A.

Batata-doce da variedade de pele branca e polpa roxa - A

Classificagdo Extra A Extra Diversos Tubérculos TOTAL
Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso
Amostras (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio Pk) Quant. médio (Kkg) Quant. médio Peso (kg) Quant.
8 kg 8 (k) (k) & (k)
2 Bloco I-A 1,775 7 0,254 1,025 6 0,171 0,095 1 0,095 0,037 5 0,007 2,932 19
7 Bloco II-A 0,970 2 0,485 1,280 7 0,183 0,195 1 0,195 0,000 0 0,000 2,445 10
10 Bloco III-A 0,975 3 0,325 0,635 3 0,212 0,410 4 0,103 0,285 6 0,048 2,305 16
16 Bloco IV-A 1,255 3 0,418 0,575 3 0,192 0,635 6 0,106 0,470 9 0,052 2,935 21
Total 4,975 15 0,332 3,515 19 0,185 1,335 12 0,111 0,792 20 0,040 10,617 66
Rendimento
o
%o 46,9 33,1 12,6 7,5 médio (t ha™) 11,059

Tabela 11 - Quantidades colhidas de cada repeticdo de campo na area central do plantio (3 m
x 0,8 m ou equivalente a 2,4 m?) de acordo com as classificagdes comerciais: Extra A (251-500
g), Extra (151-250 g), Diversos (80-150 g) e Tubérculos (10-79 g) (CEAGESP, 2003) para a
batata-doce da variedade de pele e polpa roxas - C.

Batata-doce da variedade de pele e polpa roxas - C

Classificag¢do Extra A Extra Diversos Tubérculos TOTAL
Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso
Amostras (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio Peso (kg) Quant.
8 kg 8 kg 8 kg ® (k)
3 Bloco I-C 0,265 1 0,265 0,520 3 0,173 2,265 28 0,081 1,600 27 0,059 4,650 59
6 Bloco II-C 2,265 11 0,206 0,690 2 0,345 3,059 26 0,118 1,205 31 0,039 7,219 70
12Bloco II-C 1,135 4 0,284 0,520 3 0,173 2,305 20 0,115 1,350 33 0,041 5,310 60
15 Bloco IV-C 1,465 4 0,366 2,355 12 0,196 1,655 15 0,110 1,210 30 0,040 6,685 61
Total 5,13 20 0,257 4,085 20 0,204 9,284 89 0,104 5,365 121 0,044 23,864 250
Rendimento
o
%o 21,5 17,1 38,9 22,5 médio (t ha™) 24,858

Tabela 12 - Quantidades colhidas de cada repeti¢ao de campo na area central do plantio (3 m x
0,8 m ou equivalente a 2,4 m?) de acordo com as classificagdes comerciais: Extra A (251-500
g), Extra (151-250 g), Diversos (80-150 g) e Tubérculos (10-79 g) (CEAGESP, 2003) para a
batata-doce da variedade IAPAR 69 de pele e polpa alaranjadas — B.

Batata-doce da variedade IAPAR 69 de pele e polpa alaranjadas - B

Classificagdo Extra A Extra Diversos Tubérculos TOTAL
Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso
Amostras (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio (kg) Quant. médio Peso (kg) Quant.
8 kg 8 kg 8 kg ® (k)
4 Bloco I-B 1,225 4 0,306 0,975 5 0,195 1,580 13 0,122 1,435 38 0,038 5,215 60
5 Bloco II-B 2,165 5 0433 0,715 4 0,179 2,870 22 0,130 1,43 34 0,042 7,180 65
9 BlocoIlI-B 2,645 7 0,378 1,495 8 0,187 1,730 15 0,115 0,635 18 0,035 6,505 48
14 BlocoIV-B 0,425 1 0,425 2,075 11 0,189 2,070 17 0,122 1,69 40 0,042 6,260 69
Total 6,46 17 0,380 5,26 28 0,188 8,250 67 0,123 5,19 130 0,040 25,16 242
Rendimento
o
%o 25,7 20,9 32,8 20,6 médio (t ha™) 26,208
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A2 - Peso seco da batatas-doces in natura, cozidas e fritas

Quadro 2 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar diferencas significativas
(p<0,05) entre os pesos secos das variedades in natura e TUKEY para saber quais pesos secos
foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Variedade 3 489.2 163.08 165 5.11e-10 ***
Residuals 12 11.9 0.99
Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01 “** 0.05°°0.1 "1

Study: anova.pesoseco ~ "Variedade"
HSD Test for Peso_seco

Mean Square Error: 0.9885413
Variedade, means

Peso_seco std r Min Max

A 31.09926 1.4625570 4 28.95310 32.09866
B 25.66293 0.7357450 4 24.97260 26.65091
C 30.55497 0.6078342 4 29.93181 31.30207
D 40.90318 0.9509515 4 39.82745 41.72427

Alpha: 0.05 ; DF Error: 12

Critical Value of Studentized Range: 4.19866

Minimun Significant Difference: 2.087268

Treatments with the same letter are not significantly different.

Peso_seco groups
D 40.90318 a
A 31.09926 b
C 30.55497 b
B 25.66293 c

Tabela 13— Peso seco das batatas-doces da variedade de pele roxa e polpa amarela — D, in

natura.
variedade de pele roxa e polpa amarela - D
. Recipiente o o o Média das
Repeticio Rec;;; 1)ente An(l;))stra + amostra b (g)B rp (g)° 3p (g)° Umidade sel;f)s?g) S::;s'z/ duplicatas
o
(8) (4] (%)
1.1 42,4070 2,0005 44,4075 43,2203 43,2171 43,2229 1,1846 0,8159 40,78 4038
1.2 41,9381 2,0016 43,9397 42,7269 42,7426 42,7382 1,2015 0,8001 39,97
8.1 41,1697 2,0028 43,1725 42,0166 41,9926 42,0078 1,1647 0,8381 41,85 .72
8.2 48,4451 2,0011 50,4462 49,2925 49,2655 49,2776 1,1686 0,8325 41,60
11.1 33,4514 2,0017 35,4531 34,3048 34,2787 34,2866 1,1665 0,8352 41,72 41.68
11.2 41,3890 2,0029 43,3919 42,2384 42,2126 42,2230 1,1689 0,8340 41,64
13.1 41,1051 2,0024 43,1075 41,9112 41,8930 41,9068 1,2007 0,8017 40,04 39.83
13.2 41,2487 2,0049 43,2536 42,0611 42,0345 42,0430 1,2106 0,7943 39,62
média 40,90
desvio padrio 0,95
Cv (%) 2,32
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Tabela 14— Peso seco das batatas-doces da variedade de pele branca e polpa roxa - A, in

natura.
variedade de pele branca e polpa roxa - A
. Recipiente N o o Média das
Repeticio Rec1(;; 1)ente An(l;))stra + amostra "p (g)B rp (g)° 3p (g)° Umidade sel;f)s?g) S:::)s'z/ duplicatas
o
(8) (8 (%)
2.1 31,7498 2,0001 33,7499 32,3704 32,3598 32,3667 1,3832 0,6169 30,84 3139
2.2 57,0462 2,0028 59,0490 57,6878 57,6875 57,6860 1,3630 0,6398 31,95
7.1 34,3118 2,0026 36,3144 34,8924 34,8850 34,8820 1,4324 0,5702 28,47 28.95
7.2 32,6279 2,0025 34,6304 33,2281 33,2168 33,2173 1,4131 0,5894 29,43
10.1 37,5235 2,0029 39,5264 38,1637 38,1524 38,1585 1,3679 0,6350 31,70 31.95
10.2 35,1630 2,0020 37,1650 35,8185 35,8080 35,8076 1,3574 0,6446 32,20
16.1 51,2865 2,0047 53,2912 51,9496 51,9342 51,9359 1,3553 0,6494 32,39 3210
16.2 49,9575 2,0045 51,9620 50,6077 50,5978 50,5950 1,3670 0,6375 31,80
média 31,10
desvio padriao 1,46
Cv (%) 4,70

Tabela 15— Peso seco das batatas-doces da variedade de pele e polpa roxas -

C, in natura.

variedade de pele e polpa roxas - C

.. Recipiente o o o Média das
Repeticio Rec1(p 1)ente An(lo)stra + amostra "p ( )" p ( )" 3p ( )° Umidade Sel::]s?) S:::)sg/ duplicatas
o
£ £ @ £ £ £ @ - (%)
3.1 43,8583 2,0075 45,8658 44,4826 44,4709 44,4740 1,3918 0,6157 30,67 30.77
32 37,3265 2,0025 39,3290 37,9511 37,9500 37,9447 1,3843 0,6182 30,87
6.1 30,6349 2,0007 32,6356 31,2436 31,2333 31,2343 1,4013 0,5994 29,96 29.93
6.2 33,4932 2,0024 35,4956 34,1010 34,0884 34,0920 1,4036 0,5988 29,90
12.1 53,4730 2,0025 55,4755 54,0858 54,0775 54,0776 1,3979 0,6046 30,19 30.22
122 50,5269 2,0011 52,5280 51,1427 51,1245 51,1320 1,3960 0,6051 30,24
15.1 33,0337 2,0046 35,0383 33,6655 33,6499 33,6559 1,3824 0,6222 31,04 3130
15.2 40,1196 2,0006 42,1202 40,7641 40,7466 40,7511 1,3691 0,6315 31,57
média 30,55
desvio padrio 0,61
Cv (%) 1,99

Tabela 16 — Peso seco das batatas-doces da variedade IAPAR 69 de pele e

B, in natura.

polpa alaranjadas -

variedade IAPAR 69 de pele e polpa alaranjadas - B

. Recipiente o o o Média das
Repeticio Rec1(;; 1)ente An(l;))stra + amostra "p (g)B rp (g)° 3p (g)° Umidade sel;f)s?g) S:::)s'z/ duplicatas
o
(8) () (%)
4.1 40,7481 2,0069 42,7550 41,2814 41,2804 41,2804 1,4746 0,5323 26,52 26.65
42 43,2298 2,0061 45,2359 43,7729 43,7636 43,7670 1,4689 0,5372 26,78
5.1 33,0487 2,0034 35,0521 33,5505 33,5450 33,5458 1,5063 0,4971 24,81 24.97
5.2 33,3958 2,0018 35,3976 33,9041 33,8950 33,8989 1,4987 0,5031 25,13
9.1 34,7389 2,0030 36,7419 35,2514 35,2403 35,2451 1,4968 0,5062 25,27 2526
9.2 33,2642 2,0030 35,2672 33,7759 33,7661 33,7700 1,4972 0,5058 25,25
14.1 50,6663 2,0038 52,6701 51,2025 51,1872 51,1885 1,4816 0,5222 26,06 2577
14.2 58,3383 2,0034 60,3417 58,8611 58,8495 58,8486 1,4931 0,5103 25,47
média 25,66
desvio padrio 0,74
Cv (%) 2,87
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Quadro 3 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar diferencas significativas
(p<0,05) entre os pesos secos das variedades cozidas e TUKEY para saber quais pesos secos
foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,001.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Variedade 3 313.1 1044 87 2.07e-08 ***
Residuals 12 14.4 1.2

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01 “** 0.05°°0.1 "1

Study: anova.pesosecocozida ~ "Variedade"
HSD Test for Peso_seco

Mean Square Error: 1.199602

Variedade, means

Peso_seco std r Min Max

A 31.32536 1.3348015 4 29.68445 32.93074
B 26.51520 0.5321333 4 26.08653 27.22164
C 30.49857 0.3204089 4 30.10368 30.79186
D 38.75933 1.6220001 4 36.49781 40.01760

Alpha: 0.05 ; DF Error: 12

Critical Value of Studentized Range: 4.19866

Minimun Significant Difference: 2.299319

Treatments with the same letter are not significantly different.

Peso_seco groups
D 38.75933 a
A 31.32536 b
C 30.49857 b
B 26.51520 c

Tabgla 17 — Peso seco das batatas-doces da variedade de pele roxa e polpa amarela — D,
cozidas.

variedade de pele roxa e polpa amarela - D

Recipiente Peso Peso Média
. Recipiente  Amostra 11 1° pesag 2° pesag 3° pesag 4°p Umidad das
Repeticio + amostra seco seco s
® (€3] (€3] (€3] (€3] ® (® o,  duplicatas
® ® Yo o
(%)
1.1 30,6347 2,0605 32,6952 31,4215 31,3879 31,3896 31,3901 1,3051 0,7554 36,66 36.50
1.2 34,7383 2,0680 36,8063 35,5350 35,4892 35,4948 35,4897 1,3166 0,7514 36,33
8.1 41,1696 2,0589 43,2285 42,1310 41,9788 41,9817 41,9772 1,2513 0,8076 39,22 38.67
8.2 33,3972 2,0435 35,4407 34,5030 34,1818 34,1791 34,1762 1,2645 0,7790 38,12
11.1 49,9615 2,0097 51,9712 50,8688 50,7579 50,7630 50,7609 1,2103 0,7994 39,78 40,02
11.2 50,5331 2,0145 52,5476 51,6815 51,3589 51,3479 51,3441 1,2035 0,8110 40,26
13.1 53,0650 2,0858 55,1508 53,9200 53,8876 53,8949 53,8923 1,2585 0,8273 39,66 39.85
13.2 52,6559 2,0210 54,6769 53,6340 53,4610 53,4640 53,4650 1,2119 0,8091 40,03
média 38,76
desvio padrio 1,62
Cv (%) 4,18
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Tabela 18 — Peso seco das batatas-doces da variedade de pele branca e polpa roxa - A,

cozidas.
variedade de pele branca e polpa roxa - A
. Média
. Recipiente  Amostra Recipiente 1° pesag 2° pesag 3° pesag 4°p Umidad Peso Peso das
Repeticio + amostra seco seco .
® (€3] (€3] (€3] (€3] ® (® o,  duplicatas
(® ® ° o
(%)
2.1 33,4932 2,0296 35,5228 34,4651 34,1660 34,1320 34,1259 1,3969 0,6327 31,17 3115
2.2 49,8744 2,0555 51,9299 50,9590 50,6118 50,5195 50,5142 1,4157 0,6398 31,13
7.1 41,2501 2,0660 43,3161 42,2740 41,9290 41,8594 41,8648 1,4513 0,6147 29,75 29,68
7.2 34,3109 2,0560 36,3669 35,3190 34,9967 34,9252 34,9198 1,4471 0,6089 29,62
10.1 50,6662 2,0142 52,6804 51,6567 51,3581 51,3112 51,3046 1,3758 0,6384 31,69 31.54
10.2 49,7482 2,0658 51,8140 50,7160 50,4350 50,4017 50,3964 1,4176 0,6482 31,38
16.1 50,9377 2,0569 52,9946 52,0113 51,7180 51,6265 51,6175 1,3771 0,6798 33,05 1293
16.2 50,5302 2,0450 52,5752 51,6290 51,2960 51,2118 51,2012 1,3740 0,6710 32,81
média 31,33
desvio padrio 1,33
Cv (%) 4,26

Tabela 19 — Peso seco das batatas-doces da variedade de pele e polpa roxas - C, cozidas.

variedade de pele e polpa roxas - C

Recipiente Peso Peso Média
. Recipiente  Amostra p 1° pesag 2° pesag 3° pesag 4°p Umidad das
Repeticio + amostra seco seco .
® (€3] (€3] (€3] (€3] ® (® o,  duplicatas
(€3] ® Yo o
(%)
3.1 58,3471 2,0064 60,3535 59,4279 59,0820 58,9697 58,9651 1,3884 0,6180 30,80 30.79
32 37,5245 2,0044 39,5289 38,6282 38,2636 38,1453 38,1415 1,3874 0,6170 30,78
6.1 33,0485 2,0275 35,0760 340830,0000 33,7427 33,6812 33,6753 1,4007 0,6268 30,91 3072
6.2 33,4521 2,0198 35,4719 34,3582 34,0852 34,0746 34,0688 1,4031 0,6167 30,53
12.1 50,5583 2,0287 52,5870 51,5242 51,2257 51,1751 51,1738 1,4132 0,6155 30,34 30.10
122 51,2872 2,0112 53,2984 52,1630 51,8977 51,8886 51,8879 1,4105 0,6007 29,87
15.1 40,1228 2,0084 42,1312 40,9860 40,7494 40,7418 40,7396 1,3916 0,6168 30,71 3037
15.2 33,0348 2,0367 35,0715 33,9581 33,6743 33,6496 33,6466 1,4249 0,6118 30,04
média 30,50
desvio padrio 0,32
Cv (%) 1,05

Tabela 20 — Peso seco das batatas-doces da variedade IAPAR 69 de pele e polpa alaranjadas -

B, cozidas no vapor por 10 min.

variedade IAPAR 69 de pele e polpa alaranjadas - B

Recipiente Peso Peso Média
. Recipiente  Amostra 11 ° pesag 2° pesag 3° pesag 4p Umidad das
Repeticio + amostra seco seco .
® (€3] (€3] (€3] (€3] ® (® o,  duplicatas
® (® ° o
(%)
4.1 41,3925 2,0162 43,4087 42,3344 41,9855 41,9511 41,9490 1,4597 0,5565 27,60 2722
42 41,1098 2,0360 43,1458 42,0987 41,7296 41,6571 41,6563 1,4895 0,5465 26,84
5.1 53,4753 2,0870 55,5623 54,2880 54,0381 54,0269 54,0309 1,5314 0,5556 26,62 26.09
5.2 39,7501 2,0504 41,8005 40,5911 40,3000 40,2770 40,2740 1,5265 0,5239 25,55
9.1 32,6279 2,0456 34,6735 33,6225 33,2564 33,1747 33,1690 1,5045 0,5411 26,45 26.63
9.2 50,6685 2,0394 52,7079 51,6569 51,4721 51,2199 51,2152 1,4927 0,5467 26,81
14.1 33,2640 2,0075 35,2715 34,2453 33,8774 33,7990 33,7956 1,4759 0,5316 26,48 26.12
14.2 50,7608 2,0372 52,7980 51,8460 51,4223 51,2924 51,2857 1,5123 0,5249 25,77
média 26,52
desvio padrio 0,53
Cv (%) 2,01
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Quadro 4 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar diferencas significativas
(p<0,05) entre os pesos secos das variedades fritas e TUKEY para saber quais pesos secos
foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Variedade 3 655.9 218.62 37.29 2.32e-06 ***
Residuals 12 70.3 5.86

Signif. codes: 0 “****(0.001 “*** 0.01 “*>0.05°.>0.1°" 1

Study: anova.pesosecofrita ~ "Variedade"
HSD Test for Peso_seco

Mean Square Error: 5.862396
Variedade, means

Peso_seco std r Min Max

A 43.21141 1.689561 4 41.78171 45.47128
B 38.11628 0.929773 4 37.03241 39.04856
C 44.70751 2.283894 4 42.46298 47.82779
D 55.67859 3.809767 4 52.16511 59.52482

Alpha: 0.05 ; DF Error: 12

Critical Value of Studentized Range: 4.19866

Minimun Significant Difference: 5.082979

Treatments with the same letter are not significantly different.

Peso_seco groups
D 55.67859 a
C 44.70751 b
A 43.21141 b
B 38.11628 c

Tabela 21 — Peso seco das batatas-doces da variedade de pele roxa e polpa amarela — D,
fritas.

variedade de pele roxa e polpa amarela - D

Recipiente Meédia
.~ Recipiente  Amostra + 1° pesag; 2°p 3° pesag 4°p Umidad Peso Peso das
Repeticio = = o .
® ® amostra ® ® ® ® (®  seco(g) seco% duplicatas
(4] (%)
1.1 30,6356 2,0284 32,6640 31,7141 31,7002 31,6912 31,6895 0,9745 1,0539 51,96 5217
1.2 34,7389 2,0396 36,7785 35,8304 35,8115 35,8070 35,8071 09714 1,0682 52,37
8.1 41,1703 2,0958 43,2661 42,4399 42,4192 42,4081 42,4103 0,8558 1,2400 59,17 50.52
8.2 33,3964 2,0807 35,4771 34,6711 34,6498 34,6426 34,6424 0,8347 1,2460 59,88
11.1 49,9568 2,0570 52,0138 51,1848 51,1661 51,1581 51,1577 0,8561 1,2009 58,38 5837
11.2 50,5310 2,0032 52,5342 51,7255 51,7032 51,6945 51,7001 0,8341 1,1691 58,36
13.1 53,0640 2,0215 55,0855 54,1415 54,1222 54,1174 54,1171 0,9684 1,0531 52,09 5265
13.2 52,6510 2,0024 54,6534 53,7406 53,7241 53,7163 53,7165 0,9369 1,0655 53,21
média 55,68
desvio padrio 3,81
Cv (%) 6,84
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Tabela 22 — Peso seco das batatas-doces da variedade de pele branca e polpa roxa - A, fritas.

variedade de pele branca e polpa roxa - A

Recipiente Meédia
Repeti¢io Recipiente  Amostra + 1° pesag 2° pesag 3° pesag 4° pesag Umidad Peso Pesg das
(€3] (€3] amostra (€] (€3] (€] (€3] (4] seco (g) seco %  duplicatas
® (%)
2.1 33,4928 2,0484 35,5412 34,4370 34,4235 34,4143 34,4128 1,1284 0,9200 4491 4547
22 49,8728 2,0841 51,9569 50,8533 50,8404 50,8313 50,8321 1,1248 0,9593 46,03
7.1 41,2503 2,0332 43,2835 42,1168 42,1042 42,0960 42,0946 1,1889 0,8443 41,53 4178
7.2 34,3098 2,0346 36,3444 35,1887 35,1749 35,1675 35,1651 1,1793 0,8553 42,04
10.1 50,6645 2,0587 52,7232 51,5551 51,5415 51,5296 51,5328 1,1904 0,8683 42,18 42,07
10.2 49,7478 2,0134 51,7612 50,6152 50,6037 50,5939 50,5925 1,1687 0,8447 41,95
16.1 50,9339 2,0675 53,0014 51,8643 51,8643 51,8412 51,8440 1,1574 0,9101 44,02 153
16.2 50,5274 2,0409 52,5683 51,4273 51,4133 51,4049 51,4057 1,1626 0,8783 43,03
média 43,21
desvio padriao 1,69
Cv (%) 391

Tabela 23 — Peso seco das batatas-doces da variedade de pele e polpa roxas - C, fritas.

variedade de pele e polpa roxas - C

Recipiente Meédia
.~ Recipiente  Amostra + 1° pesag; 2°p 3° pesag 4°p Umidad Peso Peso das
Repeticio = = o .
® ® amostra ® ® ® ® (®  seco(g) seco% duplicatas
(4] (%)
3.1 58,3387 2,0217 60,3604 59,3339 59,3181 59,3080 59,3107 1,0497 09720 48,08 4783
32 37,5222 2,0493 39,5715 38,5216 38,5065 38,4990 38,4972 1,0743 09750 47,58
6.1 33,0489 2,0061 35,0550 33,9953 33,9801 33,9735 33,9739 1,0811 09250 46,11 4477
6.2 33,4510 2,0702 35,5212 34,3707 34,3571 34,3501 34,3499 1,1713 0,8989 43,42
12.1 50,5571 2,0714 52,6285 51,4897 51,4745 51,4664 51,4651 1,1634 0,9080 43,84 377
122 51,2863 2,0042 53,2905 52,1852 52,1690 52,1628 52,1624 1,1281 0,8761 43,71
15.1 40,1199 2,0101 42,1300 40,9977 40,9859 40,9771 40,9780 1,1520 0,8581 42,69 40,46
15.2 33,0337 2,0165 35,0502 33,9064 33,8928 33,8871 33,8854 1,1648 0,8517 42,24
média 44,71
desvio padrio 2,28
Cv (%) 5,11
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Tabela 24 — Peso seco das batatas-doces da variedade IAPAR 69 de pele e polpa alaranjadas -
B, fritas em imersdo por 5 minutos a 190 ° C.

variedade IAPAR 69 de pele e polpa alaranjadas - B

Recipiente Meédia
Repeti¢io Recipiente  Amostra + 1° pesag 2° pesag 3° pesag 4° pesag Umidad Peso Pest‘: das
(€3] (€3] amostra (€] (€3] (€] (€3] (® seco (g) seco %  duplicatas
® (%)
4.1 41,3901 2,0223 43,4124 42,2094 42,1955 42,1855 42,1837 1,2287 0,7936 39,24 3871
42 41,1049 2,0802 43,1851 41,9253 41,9130 41,9808 41,8991 1,2860 0,7942 38,18
5.1 53,4733 2,0049 55,4782 54,2867 54,2764 54,2584 54,2572 1,2210 0,7839 39,10 39,05
5.2 39,7476 2,0078 41,7554 40,5591 40,5469 40,5338 40,5306 1,2248 0,7830 39,00
9.1 32,6267 2,0078 34,6345 33,4066 33,3946 33,3852 33,3829 1,2516 0,7562 37,66 37.67
9.2 50,6671 2,0550 52,7221 51,4635 51,4511 51,4417 51,4415 1,2806 0,7744 37,68
14.1 33,2617 2,0108 35,2725 34,0193 34,0085 33,9955 33,9927 1,2798 0,7310 36,35 37.03
14.2 50,7603 2,0071 52,7674 51,5431 51,5318 51,5195 51,5172 1,2502 0,7569 37,71
média 38,12
desvio padriao 0,93
Cv (%) 2,44

Quadro 5 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas
significativas (p<0,05) entre os pesos secos dos processamentos (in natura, cozida e frita) da
variedade de pele roxa e polpa amarela - D e TUKEY para saber quais pesos secos foram
diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 6789 3394 5642 8.09e-06%**
Residuals 9 54.1 6.0
Signif. codes: 0 “***20.001 “**> 0.01 “*> 0.05°.>0.1 “’ 1
Study: anova.pesosecoprocessamento ~ "Processamento”
HSD Test for Peso_seco
Mean Square Error: 6.016505
Processamento, means
Peso_seco std r Min Max
Dcozida 38.75933 1.6220001 4 36.49781 40.01760
Dfrita 55.67859 3.8097666 4 52.16511 59.52482
Dinnatura 40.90318 0.9509515 4 39.82745 41.72427

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 4.842542

Treatments with the same letter are not significantly different.

Peso_seco groups
D frita 55.67859 a
D in natura 40.90318 b
D cozida 38.75933 b
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Quadro 6 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas
significativas (p<0,05) entre os pesos secos dos processamentos (in natura, cozida e frita) da
variedade de pele branca e polpa roxa - A amarela e TUKEY para saber quais pesos secos foram
diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 384.0 192.02 85.02 1.43e-06***
Residuals 9 20.3 2.26

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01 “** 0.05°°0.1 "1

Study: anova.pesosecoprocessamentoA ~ "Processamento”
HSD Test for Peso_seco

Mean Square Error: 2.258461

Processamento, means

Peso_seco std r Min Max
A cozida 31.32536 1.334801 4 29.68445 32.93074
A frita 43.21141 1.689561 4 41.78171 45.47128
A in natura 31.09926 1.462557 4 28.95310 32.09866

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 2.966932

Treatments with the same letter are not significantly different.

Peso_seco groups
A frita 43.21141 a
A cozida 31.32536 b
A in natura 31.09926 b

Quadro 7- Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas
significativas (p<0,05) entre os pesos secos dos processamentos (in natura, cozida e frita) da
variedade de pele e polpa roxas - C amarela e TUKEY para saber quais pesos secos foram
diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 536.3 268.1 141.4 1.59e-07 ***
Residuals 9 17.1 1.9

Signif. codes: 0 “***70.001 “** 0.01 “** 0.05°°0.1 "1

Study: anova.pesosecoprocessamentoC ~ "Processamento”
HSD Test for Peso_seco

Mean Square Error: 1.896098

Processamento, means

Peso_seco std r Min Max
C cozida 30.49857 0.3204089 4 30.10368 30.79186
C frita 4470751 2.2838938 4 42.46298 47.82779
C in natura 30.55497 0.6078342 4 29.93181 31.30207

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 2.718515

Treatments with the same letter are not significantly different.

Peso_seco groups
C frita 44.70751 a
C in natura 30.55497 b
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Quadro 8 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas
significativas (p<0,05) entre os pesos secos dos processamentos (in natura, cozida e frita) da
variedade IAPAR69 — B e TUKEY para saber quais pesos secos foram diferentes e quais foram
iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 387.2 193.60 3439 3.16e-09 ***
Residuals 9 5.1 0.56

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01 “** 0.05°°0.1 “’ 1

Study: anova.pesosecoprocessamentoB ~ "Processamento”
HSD Test for Peso_seco

Mean Square Error: 0.5629881

Processamento, means

Peso_seco std r Min Max
B cozida 26.51520 0.5321333 4 26.08653 27.22164
B frita 38.11628 0.9297730 4 37.03241 39.04856
B in natura 25.66293 0.7357450 4 24.97260 26.65091

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 1.481327

Treatments with the same letter are not significantly different.

Peso_seco groups
B frita 38.11628 a
B cozida 26.51520 b
B in natura 25.66293 b

A3 - Carotenoides totais da batata-doce da variedade IAPAR 69 in natura, cozida e
frita

Tabela 25 — Calculos dos teores de carotenoides totais em base umida (BU) e em base seca
(BS) da batata-doce da variedade IAPAR 69 in natura.

Volume Carotenoides Média das Média das Média das
Repetigio ﬁ:al Massa Absorvancia totais duplicatas Desvio CV  duplicatas do duplicatas
(mL) (€3] (ng100'g")  (pg100'g')  padrio (%)  pesoseco  (ug100"g")
BU BU (%) BS
4.1 13,20 0,1580 0,654 21079 20936 203.4 1.0 26.65 78555
42 13,00 0,1580 0,655 20792
31 10,70 0,152 0,698 18982 18634 4923 2,6 24,97 74616
5.2 10,00 0,154 0,728 18285
9.1 9,90 0,1408 0,474 12858 13076 3083 24 2526 51762
9.2 9,60 0,1549 0,556 13294
14.1 10,00  0,1487 0,555 14399 14474 1047 0.7 2577 56173
14.2 10,70 0,1538 0,542 14548
Média 65276
Desvio padrio 13280
CV (%) 20,3
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Tabela 26 — Calculos dos teores de carotenoides totais em base umida (BU) e em base seca
(BS) e retencao de carotenoides da batata-doce da variedade IAPAR 69 cozida.

Volume Carotenoides Média das Média das Média das
Repeticio final Massa Absorvancia totais duplicatas Desvio CV  duplicatas do duplicatas Retenca
petls oy ® (g100"g")  (ug100"g')  padrio (%)  pesoseco  (ug1007g') (%)
BU BU (%) BS

41 10,00 0,1523 0,312 7904 7637 3772 4,9 27,22 28054 36
42 10,00 0,1539 0,294 7370

51 10,50 0,151 0,435 11693 12025 468,7 39 26,09 46095 62
52 10,00 0,151 0,482 12356

o1 10,20 0,1506 0.414 10818 11101 400,9 3,6 26,63 41688 81
9.2 10,00 0,1508 0,445 11385

14.1 10,20 0,1533 0,313 8035 8300 375,0 4,5 26,12 31772 57
14.2 10,00 0,1527 0,339 8565

Média 36902 59

Desvio padrio 8407 18

CV (%) 22,8 314

Tabela 27 — Calculos dos teores de carotenoides totais em base umida (BU) e em base seca
(BS) e retencao de carotenoides da batata-doce da variedade IAPAR 69 frita.

Volume Carotenoides Média das Média das Média das
Repeticio final Massa Absorvancia totais duplicatas Desvio CV  duplicatas do duplicatas Retenca
@ ® (1g100"g")  (ug100"g")  padrio (%)  pesoseco  (ugl00Mg') (%)
BU BU (%) BS
41 10,30 0,1542 0,398 10257 10636 536,9 5,0 38,71 27476 35
42 10,00 0,1555 0,444 11016
1 10,70 0,151 0,558 15305 15413 152,0 1,0 39,05 39471 53
52 10,50 0,151 0,577 15520
o1 10,00 0,1533 0,395 9941 10274 471,1 4,6 37,67 27271 53
9.2 10,50  0,1520 0,398 10607
141 10,50 0,585 0,360 9201 9462 369,0 39 37,03 25550 45
14.2 11,00 0,1567 0,359 9723
Média 29942 47
Desvio padrio 6411 8
CV (%) 214 18,1
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Quadro 9 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas
significativas (p<0,05) entre os teores de carotenoides totais entre os processamentos (in natura,
cozida e frita) da variedade IAPAR69 — B e TUKEY para saber quais teores foram diferentes e
quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 2.803e+09 1.401e+09 14.59 0.0015%*
Residuals 9 8.644¢+08 9.604¢+07

Signif. codes: 0 “#*¥%0.001 “**>0.01 “*>0.05°°0.1 " 1

Study: anova.carotenoidetotalB ~ "Processamento"
HSD Test for carotenoide

Mean Square Error: 96044480

Processamento, means

carotenoide std r Min Max
B cozida 36902.21 8406.690 4 28054.17 46094.77
B frita 29942.05 6411.282 4 25549.86 39471.30
B in natura 65276.36 13279.928 4 51761.70 78555.08

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9
Critical Value of Studentized Range: 3.948492
Minimun Significant Difference: 19348.06

Treatments with the same letter are not significantly different.

carotenoide groups
B in natura 65276.36 a
B cozida 36902.21 b
B frita 29942.05 b

Tabela 28 — Estatistica calculada no programa Excel: Teste T (duas amostras com variancias
desiguais) para avaliar diferengas significativas entre as reten¢des de carotenoides totais entre
os processamentos (cozida e frita) da variedade IAPAR69 — B com nivel de significancia
p<0,05.

B cozida B frita

Meédia 58,647 46,5
Variancia 339,79 71
Observagoes 4 4
Hipotese de diferenga de média 0
gl 4
Stat t 1,1975
P(T<=t) uni-caudal 0,1486
t critico uni-caudal 2,1318
P(T<=t) bi-caudal 0,2972
t critico bi-caudal 2,7764
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A4 - Carotenoides totais da batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarela in

natura, cozida e frita

Tabela 29 — Calculos dos teores de carotenoides totais em base umida (BU) e em base seca
(BS) da batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarela in natura.

Volume Carotenoides Média das Média das Média das
- Massa A totais duplicatas Desvio Ccv . duplicatas
Repeticio final Absorvancia 11 e - o duplicatas do o
oy ® (g 1007 g (ug 100" g™ padrio (%) JIPIEROS (ng 1007 )
BU BU p ° BS
1.1 1,80 0,3554 0,389 760 753 94 12 40538 1866
1.2 1,80 0,3580 0,385 747
8.1 50,00 5,004 0,253 975 973 2.8 03 a7 2333
8.2 50,00 5,005 0,252 971
11.1 3,00 0,3795 0,333 1016 993 325 33 41,68 2381
11.2 2,90 0,3808 0,330 970
13.1 50,00  4,9922 0,246 951 974 337 35 39.83 2447
132 50,00  4,9854 0,258 998
Meédia 2257
Desvio padrio 265
CV (%) 11,7

Tabela 30 — Calculos dos teores de carotenoides totais em base umida (BU) e em base seca
(BS) e retencdo de carotenoides da batata-doce da variedade da variedade de pele roxa e polpa
amarela cozida.

Volume Carotenoides Média das Média das Média das
- Massa A totais duplicatas Desvio Ccv . duplicatas Retencdo
Repeticio final Absorvancia 11 e ~ o duplicatas do g o
o © (g 1007 g (ng 1007 gh)  padrio (%) CRICELIS (ngl00Mgh) (%)
BU BU p ° BS
1.1 50,00 5,0720 0,202 768 751 245 33 36,50 2057 110
1.2 50,00 5,0750 0,193 734
8.1 25,00 5,018 0,434 834 821 18.9 23 38.67 2123 9]
8.2 25,00 5,004 0,419 808
11.1 25,00 5,0680 0,319 607 624 237 38 40,02 1559 65
11.2 25,00 5,0588 0,336 641
13.1 25,00 5,0549 0,257 490 502 16,5 33 39,85 1260 51
132 25,00 5,0687 0,270 514
Média 1750 80
Desvio padrio 412 26
CV (%) 23,6 32,9
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Quadro 10 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se hd diferengas
significativas (p<0,05) entre os teores de carotenoides totais entre os processamentos (in natura,
cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarela — D com nivel de significancia
alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 590735 295368 3.205  0.0889
Residuals 9 829346 92150

Signif. codes: 0 “***>(.001 “***0.01 “** 0.05°.> 0.1 *’ 1

Tabela 31 — Calculos dos teores de carotenoides totais em base umida (BU) e em base seca
(BS) e retencdo de carotenoides da batata-doce da variedade da variedade de pele roxa e polpa
amarela frita.

Carotenoides Média das P Média das
Volume . < . Média das . 5
- Massa A totais duplicatas Desvio Ccv . duplicatas Retencdo
Repeticio final Absorvancia 0 " = o duplicatas do 1 o
(2) (ug 1007 g (ug1007g”)  padrio (%) o (ng 1007 g7) (%)
(mL) BU BU peso seco (%) BS

I 25,00 5,0508 0,535 1022 1000 30,1 3,0 52,17 1918 103
1.2 25,00  5,0829 0,516 979
8.1 25,00 5,048 0,59 1144 1108 51,2 4,6 59,52 1862 80
8.2 25,00 5,066 0,563 1072
1.1 25,00  5,0352 0,611 1170 1164 8.5 07 58.37 1995 84
11.2 25,00  5,0542 0,607 1158
13.1 25,00  5,0524 0,440 840 821 269 33 52,65 1559 64
132 25,00  5,0279 0,418 802
Média 1833 83
Desvio padrio 191 16
CV (%) 10,4 194

Tabela 32 — Estatistica calculada no programa Excel: Teste T (duas amostras com variancias
desiguais) para avaliar se héa diferencas significativas entre as retengdes de carotenoides totais
dos processamentos (cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarela — D com
significancia p<0,05.

D frita D cozida

Média 82,52 79,6
Variancia 257,47 687
Observagoes 4 4
Hipotese de diferenga de média 0
gl 5
Stat t 0,1928
P(T<=t) uni-caudal 0,4273
t critico uni-caudal 2,015
P(T<=t) bi-caudal 0,8547
t critico bi-caudal 2,5706

167



AS - Analises do perfil e quantificacdo dos carotenoides identificados na variedade

IAPAR 69 in natura, cozida e frita

Tabela 33 — Calculos dos teores de carotenoides totais, todo-trans-f-caroteno e Zeinoxantina
em base seca (BS) da batata-doce da variedade IAPAR69 — B in natura.

Carotenoides

Totais Médio todo-trans- todo-trans-p- Zeinoxantina Zeinoxantina
Repeticio (ug 100 gV p-caroteno caroteno Médio (%) Médio (ug 100 g7)
ne BS g (%) (ng 100" g) BS ° BS
41 91,16 6,82
’ 78555 71293 5452
90,35 7,06
4.2
51 90,52 6,36
’ 74616 67822 4742
91,27 6,35
52 ? ’
01 91,06 6,68
’ 51762 47209 3504
91,35 6,86
9.2 ? ’
14.1 90,59 6,52
: 56173 50780 3896
142 90,21 7,35
Meédia 65276 90,81 59276 6,75 4398
Desvio padrio 13280 0,45 12045 0,35 872
CV (%) 20,3 0,49 20 5,14 20

Tabela 34 — Calculos dos teores de carotenoides totais, todo-trans-f-caroteno, 13-cis-p3-
caroteno e Zeinoxantina em base seca (BS) e reten¢do de todo-trans-p-caroteno e Zeinoxantina
da batata-doce da variedade da variedade IAPAR69 — B cozida.

Retencao

Carotenoides todo- todo-trans- . 13-cis-p- . . =
. s Totais Médio  trans-p- p-caroteno de todo- - 13-cis-p- caroteno  Zeinoxantina Zem'm'&antma R(?tencan d y
Repeticio 1 P trans-B-  caroteno 1 o Médio (ng  Zeinoxantina
(ng 100 g caroteno Médio (ng caroteno (%) (ng 100 g™) (%) 100 g) BS (%)
BS (%) 100 g) BS o ° BS g °
(%)
4l 69,18 7,29 5,15
’ 28054 20345 28,54 2091 1509 27,69
42 75,86 7,62 5,61
51 71,82 5,83 4,16
’ 46095 34857 51,39 3247 2226 46,95
79,42 8,26 5,50
52 ’ ? ’
91 81,01 7,13 5,47
’ 41688 32677 69,22 2916 2201 62,81
75,76 6,86 5,09
9.2 ’ : ’
14.1 7412 6,03 522
. 31772 23457 46,19 1981 1616 41,47
142 73,54 6,44 4,95
Média 36902 75,09 27834 48,84 6,93 2559 5,14 1888 44,73
Desvio padrio 8406 3,85 7024 16,74 0,82 620 0,46 379 14,53
CV (%) 22,78 5,13 25 34,28 11,79 24 8,89 20 32,48
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Tabela 35 — Calculos dos teores de carotenoides totais, todo-trans-f-caroteno, 13-cis-f3-
caroteno e Zeinoxantina em base seca (BS) e reten¢do de todo-trans-p-caroteno e Zeinoxantina
da batata-doce da variedade da variedade IAPAR69 — B frita.

todo-trans- Retencao

Carotenoides todo- . . Zeinoxantina =
. Totais Médio trans-p- B -cal:nt.eno de todo- 13-cis-B- 13-cis-B- Zeinoxantina Meédio R(?teng:an d ¢
Repeticao (ng 100 g caroteno Médio trans-p- caroteno  caroteno (ug (%) (ug 100 g Zeinoxantina
ne BS g ) (ng100g™)  caroteno (%) 100 g) BS ° ne BS g (%)
° BS (%)
4l 76,00 9,47 4,70
: 28054 21237 29,79 2859 1218 22,33
75,40 10,91 3,98
42 ’ ’ ’
51 79,54 8,72 491
. 46095 36659 54,05 4174 2229 47,00
79,52 9,39 4,76
5.2 ? ? ’
o1 85,51 7,26 5,34
. 41688 34768 73,65 3235 2228 63,59
81,29 8,26 535
9.2 ? ? ?
14.1 80,90 8,26 4,38
: 31772 25823 50,85 2567 1357 34,83
142 81,65 7,90 4,16
Média 36902,21 79,98 29622 52,08 8,77 3209 4,70 1758 41,94
Desvio padrio 8406,69 3,23 7320 17,96 1,13 699 0,51 546 17,60
CV (%) 22,78 4,04 25 34,48 12,94 22 10,77 31 41,97

Quadro 11 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se hd diferengas
significativas (p<0,05) entre os teores de todo-trans-B-caroteno totais dos processamentos (in
natura, cozida e frita) da variedade IAPAR69 — B e TUKEY para saber quais teores foram
diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 2.495¢+09 1.247e+09 15.09 0.00133 **
Residuals 9 7.440e+08 8.267¢+07

Signif. codes: 0 “****(0.001 “***0.01 ***0.05°.>0.1 <’ 1
Study: anova.betacaroteno ~ "Processamento"

HSD Test for betacaroteno
Mean Square Error: 82665177
Processamento, means

betacaroteno std r Min Max
Bcozida 27834.02 7024.283 4 20344.89 34856.86
Bfrita 29621.64 7319.978 4 21237.01 36659.17
Binnatura 59276.06 12044.621 4 47209.26 71292.66

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 17949.92

Treatments with the same letter are not significantly different.

betacaroteno groups
Binnatura 59276.06 a
Bfrita 29621.64 b
Bcozida 27834.02 b

Quadro 12 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se hd diferengas
significativas (p<0,05) entre os teores de zeinoxantina dos processamentos (in natura, cozida e
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frita) da variedade IAPAR69 — B e TUKEY para saber quais teores foram diferentes
foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq
Processamento 2 17721279 8860640
Residuals 9 3605709 400634

Signif. codes: 0 “***>(.001 “***0.01 ***0.05°.> 0.1 *’ 1

HSD Test for zeinoxantina
Mean Square Error: 400634.4
Processamento, means

zeinoxantina
Bcozida 1888.105
Bfrita 1757.779
Binnatura 4398.353

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9
Critical Value of Studentized Range: 3

zeinoxantina
Binnatura 4398.353
Bcozida 1888.105
Bfrita 1757.779

Study: anova.zeinoxantina ~ "Processamento"

std

378.6638
546.4495
871.7281

.948492
Minimun Significant Difference: 1249.
Treatments with the same letter are not significantly different.

613

groups
a
b
b

R

F value Pr(>F)

22.12  0.000336 ***

Min

1509.314
1217.551
3504.267

Max

2226.377
2228.682
5451.723

e quais

Tabela 36 — Estatistica calculada no programa Excel: Teste T (duas amostras com variancias
desiguais) para avaliar se ha diferengas significativas entre os teores de 13-cis-B-caroteno dos
processamentos (cozida e frita) da variedade IAPAR69 — B com significancia p<0,05.

Bcozida Bfrita
Média 2558,75 3208,75
Variancia 384633,5833 488854,9167
Observagdes 4 4
Hipotese de diferenga de média 0
gl 6
Stat t -1,39096037

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

0,106814292
1,943180281
0,213628585
2,446911851
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A6 - Analises do perfil e quantificacio dos carotenoides nio identificados na variedade de pele roxa e polpa amarela in natura, cozida

e frita

Tabela 37 — Calculos dos teores de carotenoides totais, e dos carotenoides ndo identificados em base seca (BS) da batata-doce da variedade de pele
roxa e polpa amarela in natura.

Carotenoides Pico Pico 1 Pico Pico 2 Pico Pico 3 Pico Pico 4 Pico Pico 5 Pico Pico 6 Pico Pico 7 Pico 8 Pico Pico 9 Pico Pico 10 Médio Pico Pico 11
Amostra Totais Médio 1 Médio 2 Médio 3 Meédio 4 Médio 5 Médio 6 Médio 7 Médio Pico Médio Médio 10 (ng 100 1 Médio
(ng 100" g (ng 100'g™) (ng 1007g™) (ng 100g™) (ng 1007g™) (ng 1007g™) (ng 1007g™) (ng1007g")  8(%) (ng1007'gh (ng 100'g™) S (ng 1007g™)
BS %) BS % BS %) BS o) BS o) BS o) BS o) BS BS o) BS o) BS o) BS
6,32 4,71 1,77 16,39 40,95 4,58 8,99 241 3,00 1,99 3,19
1 1866 121 89 32 310 768 88 166 46 56 34 60
6,70 4,81 1,65 16,82 41,39 4,88 8,85 248 2,97 1,69 3,20
12
5,64 4,48 2,57 16,23 43,15 3,86 9,06 1,78 3,00 1,71 2,95
8.1 2333 141 109 49 386 1015 93 213 43 72 41 70
6,43 4,83 1,62 16,90 43,86 4,11 9,21 1,88 3,19 1,82 3,02
8.2
8,00 543 0,00 18,25 41,47 534 10,20 7,95 2,92 0,00 0,00
t 2381 204 132 457 1025 129 22 172 35 0 0
9,13 5,64 0,00 20,12 44,64 5,50 8,44 6,52 0,00 0,00 0,00
11.2
5,50 4,62 1.46 16,15 41,00 429 9,25 1.46 3,74 2,80 3,68
131 2447 136 114 35 402 1025 105 230 37 92 68 91
5,63 4,73 1,44 16,71 42,80 432 9,55 1,53 3,74 2,72 3,75
132
Média das
repeticdes
de campo 2257 6,67 151 4,91 111 1,31 29 17,20 389 42,41 958 4,61 104 9,19 208 3,25 74 2,82 64 1,59 36 2,47 55
Desvio
padrio das
repeticdes
de campo 265 1,28 37 0,40 17 0,88 21 1,35 61 1,41 127 0,59 18 0,52 28 2,52 65 1,19 24 1,07 28 1,55 39
CV (%) das
repeticdes
de campo 11,7 19,23 24 8,21 16 67,36 71 7,86 16 331 13 12,70 18 5,65 14 77,36 88 42,13 38 67,33 78 62,79 71
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Tabela 38 — Calculos dos teores de carotenoides totais, e dos carotenoides ndo identificados em base seca (BS) da batata-doce da variedade de pele
roxa e polpa amarela cozida.

Carotenoides Pico Pico 1 Pico Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Pico 7 Pico Pico 8 Pico 9 Pico Pico 10 Pico Pico 11
Amostra Totais Médio 1 Médio 2 Médio Pico 3 Médio Pico 4 Médio Pico 5 Médio Pico 6 Médio Pico 7 Médio P Médio Pico 9 Médio 0 Médio 1 Médio
(g 1007g) g (g 1007 o (g 1007gY) (%) (g 1007gh) (%) (rg1007g) (%) (ug1007gh) (%) (ug1007gh) (%) (ug100gh) o0 (gl00Tgh) (%) (ugl007gh) o0 (ngl00Tgh) 0 (ng1007gT)
BS BS BS BS BS BS BS BS BS BS BS BS
4,06 7,00 0,00 8,21 24,27 0,00 9,79 3,52 2,75 0,00 345
1 2057 93 197 0 21 596 40 253 92 67 0 82
2 4,95 12,12 0,00 13,29 33,62 391 14,84 5,38 3,76 0,00 4,53
3,94 9,77 2,06 11,73 35,25 2,27 14,59 2,00 3,96 2,73 3,96
8.1 2123 84 207 44 249 748 48 310 42 84 58 84
2 3,94 9,77 2,06 11,73 35,25 2,27 14,59 2,00 3,96 2,73 3,96
1,94 15,05 1,50 13,47 26,74 1,19 16,15 2,77 4,95 3,55 3,01
1l 1559 30 247 23 207 404 18 255 4 81 56 50
12 1,89 16,69 1,40 13,15 25,04 111 16,55 2,83 541 3,69 3,36
3,27 13,47 1,46 12,36 25,38 1,56 16,34 2,52 4,99 3,63 4,47
131 1260 39 162 2 154 316 20 213 31 65 47 57
132 2,94 12,28 2,01 12,09 24,75 1,64 17,45 241 5,30 3,83 4,61
Média das
repeticdes de
campo 1750 3,37 61 12,02 203 1,31 22 12,00 208 28,79 516 1,74 32 15,04 258 2,93 52 4,39 74 2,52 40 3,92 68
Desvio padrio
das repeticoes
de campo 412 1,07 31 3,13 35 0,85 18 1,68 40 4,98 194 1,14 15 2,36 40 1,11 27 0,93 10 1,61 27 0,60 17
CV (%) das
repeticdes de
campo 23,6 31,86 51 26,03 17 65,18 81 14,01 19 17,29 38 65,17 47 15,70 15 37,75 51 21,11 13 63,93 68 15,30 26
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Tabela 39 — Calculos dos teores de carotenoides totais, e dos carotenoides ndo identificados em base seca (BS) da batata-doce da variedade de pele

roxa e polpa amarela frita.

Carotenoides Pico Pico 1 Pico Pico 2 Pico Pico 3 Pico Pico 4 Pico Pico 5 Pico Pico 6 Pico Pico 7 Pico Pico 8 Pico Pico 9 Pico Pico 10 Pico Pico 11
Amostra Totais Médio 1 Médio 2 Médio Médio 4 Médio 5 Médio 6 Médio 7 Médio 8 Médio 9 Médio 10 Médio 1 Médio
(ng1007gh) o (ugl00'gh) (ng1007gh g (ng1007gh (ng100"gh) g (ng1007gh 0 (ng100Mgh 0 (uglootg (ng1007gh (ng1007gh) (ng100'gh (ng 1007'g"")
BS (%) BS (%) BS (%) BS (%) BS (%) BS (%) BS (%) 1) BS (%) BS (%) BS (%) BS (%) BS
3,18 10,61 1,79 11,90 33,05 1,16 13,10 1,95 2,39 331 5,01
I 1918 51 285 28 235 634 21 312 28 56 73 112
- 2,15 19,09 1,10 12,65 16.25 0,99 19,49 1,01 341 430 6,69
1,55 15,00 1,99 12,46 25,55 0,74 16,99 1,95 4,81 4,18 447
8.1 1862 32 360 31 217 389 10 353 27 75 76 96
. 1,93 23,67 1,39 10,83 16,19 0,32 20,89 0,90 3,26 3,99 5,82
1,41 14,22 2,20 12,39 27,33 0,86 15,48 1,88 421 3,98 423
1l 1995 30 291 2 248 527 16 324 38 90 81 87
2 1,55 15,00 1,99 12,46 25,55 0,74 16,99 1,95 4,81 4,18 447
1,20 16,36 127 13,27 19,65 0,67 18,45 1,82 4,59 4,68 6,05
131 1559 17 257 19 204 298 11 292 28 76 74 92
12 1,04 16,63 1,18 12,93 18,56 0,68 18,96 1,74 5,20 4,77 5,73
Média das
repeticoes de
campo 1833 1,75 33 16,32 298 1,61 30 12,36 226 23,70 462 0,77 14 17,54 320 1,65 30 4,09 74 4,17 76 5,31 97
Desvio
padrio das
repeticdes de
campo 191 0,68 14 3,82 44 0,43 9 0,74 19 5,87 148 0,25 5 2,46 25 0,44 5 0,97 14 0,45 4 0,89 11
CV (%) das
repeticdes de
campo 10,4 38,85 43 23,42 15 26,48 31 5,97 9 24,77 32 32,23 35 14,03 8 26,44 18 23,72 19 10,89 5 16,78 11
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Tabela 40 — Carotenoides ndo identificados nos quatro picos majoritarios em base seca (BS)
da batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarelada in natura.

Pico 2 Médio Pico 4 Médio Pico 5 Médio Pico 7 Médio

Amostra (ng 100" g (ng100' g’ (ng100' g’ (ug100'g™)
BS BS BS BS
1.1
89 310 768 166
1.2
8.1 109 386 1015 213
8.2
1.1 132 457 1025 222
11.2
131 114 402 1025 230
13.2
Média das repeticées de campo
(ug 100 g1 111 389 958 208
Desvio padrio das repeticoes
de campo (ng 100 g'') BU 17 61 127 28
CV (%) das repeticoes de
campo 16 16 13 14

Tabela 41 — Carotenoides ndo identificados nos quatro picos majoritarios em base seca (BS) e
suas reten¢des da batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarelada cozida.

Pico 2 Médio Retencdo Pico 4 Médio Retencdo Pico 5 Médio Retencdo Pico7 Médio Retenc¢ao

Amostra (ng100'g") doPico2 (ugl100'g') doPico4 (ng100'g!) doPico5 (ug100'g?!) doPico7
BS (%) BS (%) BS (%) BS (%)

L1 197 220,06 221 71,38 596 77,52 253 152,23
1.2
8.1 207 191,00 249 64,44 748 73,74 310 145,35
8.2
1.1 247 187,71 207 45,42 404 39,37 255 114,85
11.2
131 162 141,82 154 38,32 316 30,81 213 92,56
13.2

Média das

repeticdes de

campo (pg 100 g) 203 185,1 208 54,9 516 55,4 258 126,2

Desvio padrio das
repeticdes de
campo (pg 100 g)
BU

35 32,3 40 15,6 194 23,7 40 27,7
CV (%) das
repeticdes de
campo 17 17,5 19 28,4 38 42,8 15 22,0
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Tabela 42 — Carotenoides ndo identificados nos quatro picos majoritarios em base seca (BS) e
suas reten¢des da batata-doce da variedade de pele roxa e polpa amarelada frita.

Pico 2 Médio Retencio ll\,/llggi‘(‘) Reteng¢do Pico 5 Médio Retencdo Pico 7 Médio Retencio
Amostra (ng 100 g') do Pico 2 (ng 100 g1 doPico4 (ng100'g') doPico5 (ug100'g') do Pico7
BS (%) BS (%) BS (%) BS (%)
I 285 318,62 235 75,97 634 82,50 312 187,75
1.2
8.1 360 331,51 217 56,11 389 38,29 353 165,48
8.2
1.1 291 221,11 248 54,25 527 51,44 324 145,92
11.2
131 257 224,84 204 50,81 298 29,06 292 126,80
13.2
Média das
repeticdes de
campo (pg 100 g) 298 274,0 226 59,3 462 50,3 320 156,5
Desvio padrio das
repeticdes de
campo (pg 100 g)
BU 44 59,2 19 11,3 148 23,3 25 26,1
CV (%) das
repeticdes de
campo 15 21,6 9 19,1 32 46,4 8 16,7

Quadro 13 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se hd diferengas
significativas (p<0,05) entre os teores do pico 2, ndo identificado, nos processamentos (in
natura, cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarelada — D e TUKEY para saber
quais teores foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 70168 35084  30.55  9.73e-05 ***
Residuals 9 10334 1148

Signif. codes: 0 “****0.001 “***0.01 “*> 0.05 0.1 “’ 1
Study: anova.picodois ~ "Processamento”

HSD Test for Picodois

Mean Square Error: 1148.266

Processamento, means

Picodois std r Min Max
Dcozida 203.4269 35.08800 4 162.21696 247.4062
Dfrita 298.3376 43.67804 4 257.17161 359.9600
Dinnatura 111.0365 17.48877 4 89.37997 131.8057

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 66.89944

Treatments with the same letter are not significantly different.

Picodois groups
Dfrita 298.3376 a
Dcozida 203.4269 b
Dinnatura 111.0365 c
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Quadro 14 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se hd diferengas
significativas (p<0,05) entre os teores do pico 4, ndo identificado, nos processamentos (in
natura, cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarelada — D e TUKEY para saber
quais teores foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 79338 39669 21.08 0.000402 ***
Residuals 9 16937 1882

Signif. codes: 0 “****0.001 “***0.01 “*>0.05 0.1 “’ 1
Study: anova.picoquatro ~ "Processamento"

HSD Test for Picoquatro

Mean Square Error: 1881.852

Processamento, means

Picoquatro std r Min Max
Dcozida 207.9246 39.86518 4 154.0274 248.9976
Dfrita 226.0718 19.35606 4 204.2406 247.8493
Dinnatura 388.7672 60.67675 4 309.8443 456.8551

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9
Critical Value of Studentized Range: 3.948492
Minimun Significant Difference: 85.64343

Treatments with the same letter are not significantly different.

Picoquatro groups
Dinnatura 388.7672 a
Dfrita 226.0718 b
Dcozida 207.9246 b

Quadro 15 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se hd diferengas
significativas (p<0,05) entre os teores do pico 5, ndo identificado, nos processamentos (in
natura, cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarelada — D e TUKEY para saber
quais teores foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 593618 296809 11.75 0.0031 **
Residuals 9 227391 25266

Signif. codes: 0 “****0.001 “***0.01 “**0.05°.0.1 °’ 1
Study: anova.picocinco ~ "Processamento"

HSD Test for Picocinco

Mean Square Error: 25265.67

Processamento, means

Picocinco std r Min Max
Dcozida 515.8034 194.0636 4 315.8033 748.2664
Dfrita 461.9070 148.4765 4 297.8638 633.8117
Dinnatura 958.3528 126.8504 4 768.2199 1025.2749

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9
Critical Value of Studentized Range: 3.948492
Minimun Significant Difference: 313.8099

Treatments with the same letter are not significantly different.

Picocinco groups
Dinnatura 958.3528 a
Dcozida 515.8034 b
Dfrita 461.9070 b
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Quadro 16 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se hd diferengas
significativas (p<0,05) entre os teores do pico 7, ndo identificado, nos processamentos (in
natura, cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarelada — D e TUKEY para saber
quais teores foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Processamento 2 25321 12660 12.51 0.00252 **
Residuals 9 9111 1012

Signif. codes: 0 “****0.001 “***0.01 “*> 0.05°.°0.1 “’ 1
Study: anova.picosete ~ "Processamento”

HSD Test for Picosete
Mean Square Error: 1012.31
Processamento, means

Picosete std r Min Max
Dcozida 257.7098 39.75541 4 212.8664 309.7080
Dfrita 320.1446 25.42461 4 291.6275 352.6063

Dinnatura 207.8613 28.46099 4 166.4445 229.9822
Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492
Minimun Significant Difference: 62.81424

Treatments with the same letter are not significantly different.

Picosete groups
Dfrita 320.1446 a
Dcozida 257.7098 ab
Dinnatura 207.8613 b

Tabela 43 — Estatistica calculada no programa Excel: Teste T (duas amostras com variancias
desiguais) para avaliar se ha diferencas significativas entre as retengdes do pico 2, nao
identificado dos processamentos (cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarela — D
com significancia p<0,05.

D cozida D frita

Média 185,148572 274,021134
Variancia 1045,6396 3504,28884
Observacgoes 4 4
Hipotese de diferenga de

média 0

gl 5

Stat t -2,6350897

P(T<=t) uni-caudal 0,0231244

t critico uni-caudal 2,01504837

P(T<=t) bi-caudal 0,04624881

t critico bi-caudal 2,57058184
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Tabela 44 — Estatistica calculada no programa Excel: Teste T (duas amostras com variancias
desiguais) para avaliar se ha diferencas significativas entre as retengdes do pico 4, nao
identificado, nos processamentos (cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarela —

D com significancia p<0,05.

D cozida D frita

Média

Variancia
Observacgoes
Hipotese de diferenga de
média

gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

54,8902375 59,2855192
242,543607 128,604588
4 4

0

5
-0,4562922
0,33365769
2,01504837
0,66731537
2,57058184

Tabela 45 — Estatistica calculada no programa Excel: Teste T (duas amostras com variancias
desiguais) para avaliar se ha diferencas significativas entre as retengdes do pico 5, nao
identificado, nos processamentos (cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarela —

D com significancia p<0,05.

D cozida D frita

Média

Variancia
Observacgoes
Hipotese de diferenga de
média

gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

55,3574688 50,3222737
562,497953  544,66428
4 4

0

6
0,30264999
0,38618731
1,94318028
0,77237463
2,44691185
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Tabela 46 — Estatistica calculada no programa Excel: Teste T (duas amostras com variancias
desiguais) para avaliar se ha diferencas significativas entre as retengdes do pico 7, nao
identificado, nos processamentos (cozida e frita) da variedade de pele roxa e polpa amarela —
D com significancia p<0,05.

D cozida D frita

Média 126,245275 156,487759
Variancia 768,271439 683,613071
Observacgoes 4 4
Hipotese de diferenca de

média 0

gl 6

Stat t -1,5873819

P(T<=t) uni-caudal 0,08176194

t critico uni-caudal 1,94318028

P(T<=t) bi-caudal 0,16352389

t critico bi-caudal 2,44691185

A7 - Comparacgao dos perfis e quantificacio das antocianinas por CLAE-DAD,
quantificacdo de antocianinas totais por Espectrofotometria UV/Vis e pelo método do

pH diferencial das variedades de batatas-doces de polpa roxa in natura, cozida e frita
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Tabela 47 - Quantificacdo de antocianinas por espectrofotometria UV/Vis, pelo método do pH diferencial e por CLAE-DAD da batatas-doces de
pele e polpa roxas in natura.

Concentracao
C traci pelo método Concentragdo
oncentragao por ) ) . do pH por CLAE-
. espectrofotometria Leitura . Leitura Leitura . .
Leitura . Leitura diferencial Soma das DAD (mg de
Massa em UV/Vis (mg de Desv. CV om em om em (mg de Desv. CV areasdos equivalentes Desv. CV
Amostra equivalentes de ~ Média ' 530 530 700  Acorrigida ms Média ' . 4 . Média '
(2) 530 . Sy Pad (%) 700 equivalentes Pad (%) picosem de Cy-3-gli Pad (%)
Cy-3-gli 100™'g nm em nm pH nm pH . 10
nm nm em de Cy-3-gli 530 nm 100"g" de
de amostra em pH 1 4,5 4,5 10
BS pH 1 100'g™ de amostra em
) amostra em BS)
BS)
3.1 1,0856 0,555 22,49 0,394 0,020 0,171 0,021 0,224 9,08 6110238 11,38
32 1,0610 0,530 21,98 2223 036 164 0,374 0,019 0,162 0,020 0,213 8,83 895 017 154 5927586 11,29 11,33 0,06 0,53
6.1 1,0375 0,779 33,03 0,582 0,020 0,244 0,021 0,339 14,38 5905290,5 11,50
6.2 1,0997 0,828 33,12 33,08 0,06 020 0,610 0,019 0,259 0,022 0,354 14,16 1427 0,15 1,06 5874204,5 10,80 LIS 0,50 4,49
12.1 1,0954 0,516 20,72 0,375 0,018 0,164 0,026 0,219 8,80 6523316 12,04
122 1,0681 0,539 22,20 2146 1,04 487 0,378 0,022 0,164 0,023 0,215 8,86 883 004 048 6448165 12,20 12,120,12 0.9
15.1 1,0641 0,808 33,41 0,586 0,019 0,268 0,021 0,320 13,23 9826764 18,69
15.2 1,0451 0,779 32,79 33,10 043 131 0,603 0,018 0,268 0,021 0,338 14,23 1373071 514 9641605 18,67 18,68 0,01 0,07
Média das repeticoes de campo 27,47 11,44 13,32
Desv. Pad. das repeticdes de campo 6,50 2,96 3,60
CV (%) das repeticoes de campo 23,65 25,85 26,99
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Quadro 17 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas significativas (p<0,05) entre as quantificacdes de
antocianinas totais realizadas pelos métodos de analise por UV/Vis, pH diferencial e CLAE-DAD, para as batatas-doces de pele e polpa roxas in
natura — C e TUKEY para saber quais resultados foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
metodo 2 6139 306.93 14.4 0.00157 **
Residuals 9 1919 21.32

Signif. codes: 0 “****(0.001 “*** 0.01 “*>0.05°.>0.1 "1
Study: anova.metodopeleroxainnatura ~ "metodo"

HSD Test for antocianinastotais
Mean Square Error: 21.31671

metodo, means

antocianinas totais std r Min Max
CLAEDAD 13.3200 3.598083 4 11.15 18.68
pHdiferencial 11.4450 2.958891 4 8.83 14.27
UVVis 27.4675 6.499915 4 21.46 33.10

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 9.115098

Treatments with the same letter are not significantly different.

Antocianinas totais groups
UVVis 27.4675 a
CLAEDAD 13.3200 b
pHdiferencial 11.4450 b
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Tabela 48 - Quantificacdo de antocianinas por espectrofotometria UV/Vis, pelo método do pH diferencial e por CLAE-DAD da batatas-doces de
pele e polpa roxas cozida.

Concentracao
Concentracio por pelo método Concentragdo
40 po . . . . do pH por CLAE-
. espectrofotometria Leitura Leitura Leitura Leitura . .
Leitura . diferencial Soma das DAD (mg de
Massa em UV/Vis (mg de Desv. CV om em om em (mg de Desv. CV areasdos equivalentes Desv. CV
Amostra equivalentes de  Média ’ 530 700 530 700  Acorrigida me Média ' . 4 . Média ’
(g) 530 . Sy Pad (%) equivalentes Pad (%) picosem de Cy-3-gli Pad (%)
Cy-3-gli 100™'g nmem nmem nmpH nmpH . T
nm de Cy-3-gli 530 nm 100" g~ de
de amostra em pH 1 pH 1 4,5 4,5 S
BS) 100'g™ de amostra em
amostra em BS)
BS)
3.1 1,1022 0,362 86,70 0,988 0,014 0,357 0,012 0,629 50,21 18076868 66,42
32 1,1473 0,374 86,05 8637 046 053 0,988 0,011 0,356 0,013 0,634 48,62 942 112 228 17718366 62,54 6448 274 425
6.1 1,1060 0,435 103,82 1,421 0,016 0,437 0,013 0,981 78,04 20796135 76,16
6.2 1,0710 0,405 99,82 101,82 283 2,78 1,298 0,012 0414 0,014 0,886 72,79 73,42 372 493 19488293 73,70 7493 174 232
12.1 1,1040 0,368 87,99 0,955 0,011 0,364 0,012 0,592 47,18 17747477 65,10
122 1,0022 0,351 92,45 20,22 3,15 3,50 0,932 0,011 0,342 0,013 0,592 51,97 49,58 3,39 684 16572921 66,97 66,04 1,52 199
15.1 1,0376 0,357 90,82 0,932 0,012 0,365 0,011 0,566 48,00 16868301 65,84
15.2 1,0124 0,353 92,04 o143 086 094 0,930 0,012 0,363 0,020 0,575 49,97 4899 140 285 16311761 65,25 65,54 042 064
Média das repeticoes de campo 92,46 55,85 67,75
Desv. Pad. das repeticdes de campo 6,60 13,05 4,83
CV (%) das repeticoes de campo 7,14 23,36 7,13
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Quadro 18 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas significativas (p<0,05) entre as quantificacdes de
antocianinas totais realizadas pelos métodos de analise por UV/Vis, pH diferencial e CLAE-DAD, para as batatas-doces de pele e polpa roxas
cozidas — C e TUKEY para saber quais resultados foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
metodo 2 2789.7 1394.9 17.64 0.000769 ***
Residuals 9 711.5  79.1

Signif. codes: 0 “***’0.001 “**’0.01 “**0.05°.> 0.1 <’ 1
Study: anova.metodopeleroxacozida ~ "metodo"

HSD Test for antocianinastotais
Mean Square Error: 79.05911

metodo, means

antocianinastotais std r Min Max
CLAEDAD 67.7475 4.832304 4 64.48 74.93
pHdiferencial 55.8525 13.047379 4 48.99 75.42
UVVis 92.4600 6.602429 4 86.37 101.82

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 17.55405

Treatments with the same letter are not significantly different.

Antocianinas totais groups
UVVis 92.4600 a
CLAEDAD 67.7475 b
pHdiferencial 55.8525 b
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Tabela 49 - Quantificacdo de antocianinas por espectrofotometria UV/Vis, pelo método do pH diferencial e por CLAE-DAD da batatas-doces de

pele e polpa roxas frita.

Concentracao
Concentracio por pelo método Concentragdo
¢40 po . . . . do pH por CLAE-
. espectrofotometria Leitura Leitura Leitura Leitura . .
Leitura . diferencial Soma das DAD (mg de
Massa UV/Vis (mg de Desv. CV om em om em (mg de Desv. CV areasdos equivalentes Desv. CV
Amostra equivalentes de  Média ’ 530 700 530 700  Acorrigida me Média ' . 4 . Média ’
(g) 530 . Sy Pad (%) equivalentes Pad (%) picosem de Cy-3-gli Pad (%)
Cy-3-gli 100™'g nmem nmem nmpH nmpH . 10
nm de Cy-3-gli 530 nm 1007g" de
de amostra em pH 1 pH 1 4,5 4,5 S
BS) 100'g™ de amostra em
amostra em BS)
BS)
3.1 1,0259 0,347 89,28 0,669 0,053 0,246 0,047 0,417 35,76 8342482 32,90
32 1,0312 0,362 92,66 2097 239 2,63 0,711 0,054 0,26 0,049 0,446 38,06 3691 1,62 439 9435873 37,03 3496 292 835
6.1 1,0212 0,424 109,60 0,778 0,057 0,32 0,049 0,45 38,77 9646609 38,23
6.2 1,0242 0,402 103,61 106,60 4,24 397 0,800 0,059 0,309 0,049 0,481 41,32 40,05 1,80 4,50 9630572 38,05 38,14 012033
12.1 1,0034 0,316 83,13 0,699 0,047 0,253 0,036 0,435 38,15 9325555 37,61
122 1,0035 0,348 91,54 87.34 595 68l 0,705 0,044 0,263 0,032 0,43 37,70 3792031 082 10349060 41,74 39.67 2,92 736
15.1 1,009 0,273 71,42 0,466 0,047 0,194 0,038 0,263 22,93 4862269 19,47
15.2 1,0513 0,247 62,02 66,72 665 9,96 0,477 0,058 0,195 0,04 0,264 22,10 2252 059 264 5170141 19,87 1967029 145
Média das repeticoes de campo 87,91 34,35 33,11
Desv. Pad. das repeticdes de campo 16,41 8,00 9,17
CV (%) das repeticoes de campo 18,67 23,28 27,71
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Quadro 19 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferencas significativas (p<0,05) entre as
quantificagdes de antocianinas totais realizadas pelos métodos de analise por UV/Vis, pH diferencial e CLAE-DAD, para as
batatas-doces de pele e polpa roxas fritas — C e TUKEY para saber quais resultados foram diferentes e quais foram iguais com
nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
metodo 2 7830 3915 28.14 0.000134 ***
Residuals 9 1252 139

Signif. codes: 0 “****0.001 “***0.01 “*> 0.05 . 0.1 " 1
Study: anova.metodopeleroxafrita ~ "metodo"
HSD Test for antocianinastotais

Mean Square Error: 139.1276

metodo, means

antocianinastotais std r Min Max
CLAEDAD 33.1100 9.172252 4 19.67 39.67
pHdiferencial 34.3500 7.994527 4 22.52 40.05
UVVis 87.9075 16.411588 4 66.72 106.60

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 23.2867

Treatments with the same letter are not significantly different.

Antocianinas totais groups
UVVis 87.9075 a
pHdiferencial 34.3500 b
CLAEDAD 33.1100 b
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Tabela 50 - Quantificacdo de antocianinas por espectrofotometria UV/Vis, pelo método do pH diferencial e por CLAE-DAD da batatas-doces de

pele branca e polpa roxa in natura.

Concentracao
pelo método Concentragdo
Concentragdo por Leitura Leitura Leitura Leitura . dop H. por CLAE-
Leitura espectrofotometria om om om om diferencial Soma das  DAD (mg de
Amostra M358 sz UV/Vis(mede oy Desve OV 00 5300 700 Acorrigida (P84S hegip Desv. €V dreasdos equivalentes g i DESV- oy 0
(g) equivalentes de Cy- Pad (%) equivalentes Pad (%) picosem de Cy-3-gli Pad
nm . 1 nmem nmem nmpH nmpH . 1
3-gli 100"'g™ de H1 H1 45 45 de Cy-3-gli 530 nm 100"g" de
amostra em BS) P P ’ ’ 100"g" de amostra em
amostra em BS)
BS)
2.1 1,0301 0,558 23,83 0,462 0,021 0,192 0,024 0,273 11,66 13683906 26,89
23,78 0,07 0,30 10,85 1,15 10,62 25,54 1,92 7,51
22 1,0789 0,582 23,73 0,419 0,017 0,173 0,017 0,246 10,03 12887664 24,18
7.1 1,0161 0,841 36,41 3706 091 245 0,702 0,018 0,298 0,022 0,408 17,67 1752 020 115 15169811 30,23 3074 073 237
7.2 1,0480 0,898 37,70 ’ ’ ’ 0,707 0,022 0,297 0,026 0,414 17,38 ’ ’ ’ 16177702 31,26 ’ ’ ’
10.1 1,0288 0,590 25,23 0,574 0,018 0,226 0,026 0,356 15,22 10298696 20,26
2596 1,04 4,00 1430 1,31 9,17 20,92 0,94 4,51
10.2 1,0365 0,629 26,70 0,518 0,018 0,207 0,022 0,315 13,37 11057821 21,59
16.1 1,0448 0,549 23,12 0,408 0,024 0,171 0,023 0,236 9,94 10653154 20,63
22,94 0,24 1,06 10,26 045 4,42 22,33 2,40 10,74
16.2 1,0355 0,536 22,77 0,428 0,020 0,187 0,028 0,249 10,58 12291526 24,03
Média das repeticdes de campo 27,44 13,23 24,88
Desv. Pad. das repeticdes de campo 6,54 3,37 4,36
CV (%) das repeticoes de campo 23,83 25,47 17,51

186



Quadro 20 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas significativas (p<0,05) entre as quantificacdes de
antocianinas totais realizadas pelos métodos de anélise por UV/Vis, pH diferencial e CLAE-DAD, para as batatas-doces de pele branca e polpa
roxa in natura — A e TUKEY para saber quais resultados foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
metodo 2 458.6 229.30 9.407 0.00624 **
Residuals 9 2194 24.37

Signif. codes: 0 “****0.001 “*** 0.01 “* 0.05 . 0.1 *’ 1
Study: anova.metodopelebrancainnatura ~ "metodo"

HSD Test for antocianinastotais

Mean Square Error: 24.37487

metodo, means

antocianinas totais std r Min Max
CLAEDAD 24.8825 4.357342 4 20.92 30.74
pHdiferencial 13.2325 3.368198 4 10.26 17.52
UVVis 27.4350 6.541669 4 22.94 37.06

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 9.747034

Treatments with the same letter are not significantly different.

Antocianinas totais groups
UVVis 27.4350 a
CLAEDAD 24.8825 a
pHdiferencial ~ 13.2325 b
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Tabela 51 - Quantificacdo de antocianinas por espectrofotometria UV/Vis, pelo método do pH diferencial e por CLAE-DAD da batatas-doces de

pele branca e polpa roxa cozida.

Concentragdo
< pelo método Concentragao
Concentragdo por
. . . . . . do pH por CLAE-
Leitura espectrofotometria Leitura Leitura Leitura  Leitura diferencial (m Des Soma das DAD (mg de
Massa em UV/Vis (mg de , .. Desv. CV em530 em 700 em 530 em 700 - R & L g CV  areas dos . g L. Desv. CV
Amostra . Média Acorrigida  de equivalentes Meédia  v. . equivalentes de Média
(g) 530 equivalentes de Pad (%) mnmem nmem nmpH nmpH . (%)  picos em . i Pad (%)
. 0o de Cy-3-gli Pad Cy-3-gli 100
nm Cy-3-gli 100™'g pH1 pH1 4,5 4,5 e 530 nm 11
1007'g™ de g~ de amostra
de amostra em BS)
amostra em em BS)
BS)
2.1 1,0080 0,336 87,99 828 041 047 0,920 0,022 0,344 0,016 0,570 49,76 4914 087 176 17144862 68,88 6777 158 233
22 1,0371 0,348 88,57 ’ ’ ’ 0,904 0,013 0,334 0,015 0,572 48,53 ’ ’ ’ 17069181 66,65 ’ ’ ’
7.1 1,0790 0,473 115,71 1,244 0,013 0,472 0,016 0,775 63,20 23883775 89,67
115,8 0,15 0,13 63,63 0,61 0,96 88,06 228 2,59
72 1,0383 0,456 115,93 1,174 0,014 0,424 0,02 0,756 64,07 22158081 86,44
10.1 1,0606 0,352 87,61 0,936 0,014 0,345 0,025 0,602 49,94 17266675 65,93
89,42 2,56 286 48,81 1,60 3,28 65,30 0,89 1,37
10.2 1,0851 0,375 91,22 0,939 0,015 0,354 0,018 0,588 47,68 17326867 64,67
16.1 1,0856 0,300 72,95 7334 056 076 0,757 0,011 0,31 0,036 0,472 38,26 3044 167 424 13199412 49,22 5121 281 549
16.2 1,0310 0,288 73,74 ’ ’ ’ 0,744 0,012 0,277 0,021 0,476 40,62 ’ ’ ’ 13548550 53,20 ’ ’ ’
Média das repeticdes de campo 91,71 50,26 68,08
Desv. Pad. das repeticdes de campo 17,66 9,99 15,18
CV (%) das repeticdes de campo 19,26 19,87 22,30
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Quadro 21 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferencas significativas (p<0,05) entre as quantificacdes de
antocianinas totais realizadas pelos métodos de anélise por UV/Vis, pH diferencial e CLAE-DAD, para as batatas-doces de pele branca e polpa
roxa cozida — A e TUKEY para saber quais resultados foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
metodo 2 3460 1730.1 8.082 0.00978 **
Residuals 9 1927 214.1

Signif. codes: 0 “****0.001 “***0.01 “** 0.05 0.1 "1
Study: anova.metodopelebrancacozida ~ "metodo"

HSD Test for antocianinastotais

Mean Square Error: 214.0629

metodo, means

antocianinas totais std r Min Max
CLAEDAD 68.085 15.183562 4 51.21 88.06
pHdiferencial 50.255 9.986426 4 39.44 63.63
UVVis 91.715 17.661237 4 73.34 115.82

Alpha: 0.05 ; DF Error: 9

Critical Value of Studentized Range: 3.948492

Minimun Significant Difference: 28.88497

Treatments with the same letter are not significantly different.

Antocianinas totais groups
UVVis 91.715 a
CLAEDAD 68.085 ab
pHdiferencial ~ 50.255 b
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Tabela 52 - Quantificacdo de antocianinas por espectrofotometria UV/Vis, pelo método do pH diferencial e por CLAE-DAD da batatas-doces de

pele branca e polpa roxa frita.

Concentracao
Concentracio por pelo método Concentragdo
¢a0 po . . . . do pH por CLAE-
. espectrofotometria Leitura Leitura Leitura Leitura . .
Leitura . diferencial Soma das DAD (mg de
Massa UV/Vis (mg de Desv. CV om em om em (mg de Desv. CV areasdos equivalentes Desv. CV
Amostra equivalentes de ~ Média ' 530 700 530 700  Acorrigida me Média ' . 4 . Média ’
(g) 530 . 0o Pad (%) equivalentes Pad (%) picosem de Cy-3-gli Pad (%)
Cy-3-gli 100™'g nmem nmem nmpH nmpH . 1
nm de Cy-3-gli 530 nm 100"g" de
de amostra em pH 1 pH 1 4,5 4,5 S
BS) 1007'g™ de amostra em
amostra em BS)
BS)
2.1 1,0389 0,48 121,96 0,874 0,080 0,487 0,195 0,502 42,52 13709981 53,43
117,96 5,66 4,80 43,95 2,03 4,61 52,98 0,64 1,21
22 1,0470 0,452 113,96 0,909 0,075 0,348 0,054 0,540 45,38 13582306 52,52
7.1 1,0714 0,487 119,98 11635 5.14 442 1,074 0,068 0,411 0,043 0,638 52,40 5267 039 073 18035759 68,18 68.09 0.12 018
72 1,0703 0,457 112,71 ’ ’ ’ 1,065 0,058 041 0,047 0,644 52,94 ’ ’ ’ 17972451 68,01 ’ ’ ’
10.1 1,0903 0,414 100,23 0,911 0,047 0,347 0,042 0,559 45,11 15561508 57,79
102,18 2,76 2,70 45,53 0,59 1,29 57,83 0,05 0,08
10.2 1,0495 0,414 104,13 0,896 0,050 0,343 0,045 0,548 45,94 14997436 57,86
16.1 1,1174 0,353 83,39 0,764 0,050 0,284 0,037 0,467 36,77 12314847 44,61
8491 2,15 2,53 36,72 0,08 0,22 44,54 0,11 0,25
16.2 1,0873 0,356 86,43 0,744 0,047 0,282 0,038 0,453 36,66 11941607 44,46
Média das repeticoes de campo 105,35 44,72 55,86
Desv. Pad. das repeticdes de campo 15,36 6,54 9,83
CV (%) das repeticoes de campo 14,58 14,64 17,60
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Quadro 22 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferengas significativas (p<0,05) entre as quantificacdes de
antocianinas totais realizadas pelos métodos de anélise por UV/Vis, pH diferencial e CLAE-DAD, para as batatas-doces de pele branca e polpa
roxa frita — A e TUKEY para saber quais resultados foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
metodo 2 8333 4166 333 6.93e-05 ***
Residuals 9 1126 125

Study: anova.metodopelebrancafrita ~ "metodo"
HSD Test for antocianinastotais

Mean Square Error: 125.133

metodo, means

antocianinas totais std r Min Max
CLAEDAD 55.8600 9.830066 4 44.54 68.09
pHdiferencial 447175 6.543482 4 36.72 52.67
UVVis 105.3500 15.360714 4 84.91 117.96
Alpha: 0.05 ; DF Error: 9
Critical Value of Studentized Range: 3.948492
Minimun Significant Difference: 22.08448
Treatments with the same letter are not significantly different.

Antocianinas totais groups

UVVis 105.3500 a
CLAEDAD 55.8600 b
pHdiferencial 447175 b
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Quadro 23 — Estatistica calculada no programa R: ANOVA para avaliar se ha diferencas significativas (p<0,05) entre as quantidades de
antocianinas pelo método de espectrofotometria de UV/Vis encontradas nos processamentos (in natura, cozida e frita) das variedades de polpa
roxas — A e C e TUKEY para saber quais teores foram diferentes e quais foram iguais com nivel de significancia alfa<0,05.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
processamento 5 24567 4913 31.17 2.91e-08 ***
Residuals 18 2838 158

Signif. codes: 0 “****0.001 “***0.01 “** 0.05 0.1 "1
Study: anova.processamentospolparoxauvvis ~ "processamento"
HSD Test for antocianinastotais

Mean Square Error: 157.6409

processamento, means

antocianinastotais std r Min Max
pelebrancacozida 91.7150 17.661237 4 73.34  115.82
pelebrancafrita 105.3500 15.360714 4 8491 117.96
pelebrancainnatura 27.4350 6.541669 4 2294 37.06
peleroxacozida 92.4600 6.602429 4 86.37 101.82
peleroxafrita 87.9075 16.411588 4 66.72  106.60
peleroxainnatura 27.4675 6.499915 4 21.46 33.10

Alpha: 0.05 ; DF Error: 18

Critical Value of Studentized Range: 4.49442

Minimun Significant Difference: 28.21487

Treatments with the same letter are not significantly different.

antocianinas totais groups
pelebrancafrita 105.3500 a
peleroxacozida 92.4600 a
pelebrancacozida 91.7150 a
peleroxafrita 87.9075 a
peleroxainnatura 27.4675 b
pelebrancainnatura 27.4350 b

192



