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Il Resumo

Folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) sdo residuos agroindustriais que apresentam potencial para o consumo
humano, sendo fontes de proteinas, vitaminas, minerais e de substancias antioxidantes, com destaque para 0s compostos
fendlicos. No presente estudo, o objetivo foi identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes em diferentes extratos
da farinha de folhas de mandioca (FFM), cultivar P&do da China, e avaliar seu potencial antioxidante. A extracao dos compostos
fendlicos foi realizada utilizando trés métodos de extracdo: a) refluxo com metanol/agua (50:50, v/v); b) maceracdo com
etanol/agua (50:50, v/v) seguido de refluxo com acetona/agua (70:30, v/v); c) maceracdo com metanol PA. A caracterizacdo
e quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia e a atividade antioxidante, determinada pelos
métodos ABTS e B-caroteno/acido linoleico. Foram encontrados cinco compostos fendlicos nos extratos da FFM: acido galico,
galocatequina, catequina, acido clorogénico e epigalocatequina, sendo a extracdo com metanol/agua (50:50, v/v) a que revelou
a presencga do maior numero destes compostos e 0 maior potencial antioxidante. Entre os fendlicos da FFM, independentemente
do extrato, a catequina foi 0o majoritario. Pode-se inferir que a atividade antioxidante dos extratos da FFM esta relacionada com a
presenca de compostos, pois a extracdo com maior teor desses compostos foi a que demonstrou maior potencial antioxidante.

Palavras-chave: Manihot esculenta Crantz, cv Pdo da China; Residuos agroindustriais; Atividade antioxidante; Catequina.

Il Summary

Cassava (Manihot esculenta Crantz) leaves are agroindustrial residues with the potential for human consumption, being
sources of protein, vitamins, minerals and antioxidant substances, especially phenolic compounds. The objective of the present
study was to identify and quantify the phenolic compounds present in different cassava leaf flour (FFM) extracts, from the Pao
da China cultivar, and evaluate their antioxidant potential. The phenolic compounds were extracted using the following three
methods: a) refluxing with methanol/water (50:50, v/v); b) maceration with ethanol/water (50:50, v/v) followed by refluxing with
acetone/water (70:30, v/v); c) maceration with methanol PA. The compounds were identified and quantified by high performance
liquid chromatography, and the antioxidant activity determined by the ABTS and B-carotene/linoleic acid methods. Five phenolic
compounds were found in the FFM extracts: gallic acid, gallocatechin, catechin, chlorogenic acid and epigallocatechin, extraction
with methanol/water (50:50, v/v) revealing the presence of the greatest number of these compounds and the highest antioxidant
potential. Of the phenolic compounds found in FFM, catechin was the major one, independent of the extraction method. It can
be inferred that the antioxidant activity of the FFM extracts is related to the presence of phenolic compounds, since the sample
with the highest content of these compounds demonstrated the highest antioxidant potential.

Keywords: Manihot esculenta Crantz; cv Pdo da China; Agroindustrial residues; Antioxidant activity, Catechin.
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Il 1 Introducao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma
planta perene, arbustiva, pertencente a familia das
Euforbiaceas. Originaria do continente americano,
provavelmente do Brasil central, € cultivada em todo o
mundo, principalmente em regiées pobres, onde constitui
uma das principais exploragdes agricolas, tendo elevada
importancia social, como principal fonte de carboidratos
para mais de 700 milhdes de pessoas, essencialmente
em paises em desenvolvimento (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA, 2014).

Nos ultimos anos, tem-se dado destaque para a
parte aérea da planta (folhas), que até entéo era tratada
como subproduto agricola, mas que, nutricionalmente,
apresenta grande potencial para o consumo humano e
animal. Essas folhas séo ricas em proteinas, vitaminas
A e C (CORREA et al., 2004; WOBETO et al., 2008) e
minerais, especialmente Mg, Fe, Zn e Mn (WOBETO et al.,
2006), obtidos a baixo custo, quando comparadas a
hortalicas folhosas convencionais. Além disso, seu uso
pode proporcionar renda extra a diversos produtores que
vivem da cultura da mandioca.

Uma das propriedades mais almejadas em alimentos
e plantas medicinais é a ac&o antioxidante. Antioxidantes
sdo substancias que combatem os radicais livres, que sdo
espécies extremamente reativas que causam a oxidagao
de varias biomoléculas presentes em nosso organismo.
Os antioxidantes sédo considerados coadjuvantes na
reducao do risco de desenvolvimento de doengas como
aterosclerose, diabetes, hipertensao, doencas coronarianas,
neurolégicas degenerativas e alguns tipos de cancer
(ARUOMA, 2002; VALKO et al., 2007).

Entre os antioxidantes, os compostos fendlicos
tém sido alvo de muitos estudos, devido as suas agdes
biolégicas associadas a prevencédo de doencas e ao
seu potencial curativo. A protecao contra doencas por
esses compostos € mediada por propriedades tais como
a acao de captura de radicais livres, capacidade de
quelar metais de transicao e reatividade como agente
doador de hidrogénio e elétrons (BARREIROS et al., 2006;
DIMITRIOS, 2006).

Em relac&o a composicéo fendlica das folhas de
mandioca, poucos estudos s&o encontrados na literatura,
havendo praticamente apenas relatos do seu teor
(16,46 a 63,77 mg.g~' de matéria seca) (CORREA et al.,
2004; SIMAO et al., 2013a) e auséncia de estudos sobre
a melhor forma de extracdo destes compostos. Assim, é
importante avaliar a sua composicéo e diferentes formas de
extracao destes compostos tendo em vista que as folhas
de mandioca, consideradas até entdo como subprodutos
agricolas, podem ser uma boa fonte dessas substancias,
0 que despertaria grande interesse das industrias
farmacéutica, alimenticia e de cosmeéticos, acarretando
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valorizacdo desse subproduto agricola. Desta forma,
0 objetivo deste trabalho foi identificar e quantificar os
compostos fendlicos presentes em diferentes extratos
da farinha de folhas de mandioca e avaliar seu potencial
antioxidante.

I 2 Material e métodos

Folhas maduras de mandioca (Manihot esculenta
Crantz cv. Pao da China) livres de pragas e doencas foram
coletadas no periodo da manh&, no més de abril de 2012,
aos 12 meses de idade no Departamento de Agricultura
da Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais
(21°14’'06” de latitude Sul e 45°00°00” de latitude Oeste,
a uma altitude média de 918 m). As folhas, lavadas em
agua corrente e agua destilada, foram, em seguida,
submetidas a secagem em estufa com circulacao de ar, por
periodo de 48 horas, a temperatura de 35 + 2 °C. Depois
da secagem, as folhas tiveram seus peciolos retirados e
foram moidas em moinho do tipo Willey para a obtencéo
da farinha de folhas de mandioca (FFM).

Os compostos fendlicos presentes na FFM foram
extrafdos de trés formas. A primeira extracao foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Simé&o et al.
(2013b), em que 1 g de FFM em 50 mL de metanol/agua
(50:50, v/v) foi mantido em refluxo por 15 minutos a 80 °C,
por trés vezes consecutivas, e os extratos foram reunidos
e evaporados, a 80 °C, até 25 mL.

Na segunda extracao, seguiu-se a metodologia de
extracdo de antioxidantes descrita por Rufino et al. (2006).
A FFM foi mantida sob maceragéo em etanol/agua (50:50, v/v)
na proporgéo 1:40 (m/v) por 30 minutos e, em seguida,
centrifugada a 2.500 x g durante 15 minutos. O sobrenadante
foi recolhido e o precipitado foi novamente submetido ao
processo de extracao descrito acima, porém desta vez
com acetona/agua (70:30, v/v). Os dois sobrenadantes
foram reunidos e concentrados em evaporador rotatério
a 60 °C até 25 mL.

Na terceira extracdo, a FFM foi mantida sob
maceracao em metanol PA durante 48 horas na proporcéo
de 1:1,5 (m/v) e, em seguida, filtrada com algodao
hidrdfilo. Ao residuo foi adicionado mais metanol, sendo
esse procedimento repetido sete vezes para garantir um
bom rendimento da extracao.

Os reagentes, metanol e etanol, usados na extracao
dos compostos fendlicos presentes na FFM, foram da
Merck® (Darmstadt, Germany).

As analises cromatogréaficas de compostos fendlicos
foram realizadas utilizando-se um cromatografo a liquido
(Agilent, modelo 1100, USA), equipado com uma bomba
binaria, injetor automatico e detector com arranjo de
diodos, no comprimento de onda 280 nm. Os extratos
fendlicos e os padrdes foram separados em uma coluna
ascentis C,, (250 mm x 4,6 mm, 5 um), conectada a uma
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pre-coluna ascentis C, (20 mm x 4,0 mm, 5 um). A fase
maovel foi composta pelas solucdes: acido acético 2%
(A), e metanol:agua:acido acético 70:28:2 (v/v/v) (B).
Foi utilizado o seguinte sistema gradiente: 100% do solvente
A até 5 minutos, 70% de A até 25 minutos, 60% de A em
43 minutos, 55% de A em 50 minutos. Empregaram-se
vazao de ImL.min", temperatura de 15°C e o volume de
injecéo foi de 20 pL.

Os padroes fendlicos utilizados foram preparados em
metanol (Merck®, Darmstadt, Germany) em um intervalo de
concentragéo que variou de: acido gélico (0,34-42,53 mg.L "),
galocatequina (7,32-90,53 mg.L"), 3,4-di-hidroxibenzeno
(12,33-52,53 mg.L"), catequina (2,90-127,72 mg.L"),
acido clorogénico (35,43-177,15mg.L"), epigalocatequina
(0,45-26,21 mg.L"), acido vanilico (8,34-62,53 mg.L™"), cafeico
(15,31-63,06 mg.L"), acido siringico (0,59-7,93 mg.L™),
acido p-cumarico (0,88-52,53 mg.L"), acido ferulico
(0,54-32,53 mg.L") e &cido m-cumarico (0,23-0,72 mg.L "),
todos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os
padrées fendlicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich®
(St. Louis, MO, USA). Os reagentes, acido acético e
metanol, usados na preparacdo da fase moével, foram
da Merck® (Darmstadt, Germany) e a agua ultrapura foi
obtida pelo sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, EUA).

Os extratos fendlicos e os padrdes foram filtrados
em membrana de nylon de 0,45 pym da Millipore®
(Bedford, MA, USA) e diretamente injetados no sistema
cromatografico (n=3). Os compostos fendlicos nos extratos
foram identificados por comparagdo com os tempos de
retencdo dos padrdes e por adicdo de padrdo conhecido
a solugéo para verificacdo da coeluigdo dos padrées com
as amostras. A quantificacéo foi realizada por meio da
construgéo de curvas analiticas para cada padrédo (n=6).

A atividade antioxidante foi medida por duas
metodologias. A primeira consistiu na determinacédo da
inibicdo da peroxidagao lipidica pelo método B-caroteno/acido
linoleico, em que se utilizou a metodologia desenvolvida
por Rufino et al. (2006).

Em tubos de ensaio, 0,2 mL de cada extrato da FFM
(1.000 mg.L") foi adicionado a 2,5 mL da solugéo sistema
B-caroteno/acido linoleico. Foram feitos tubos controle
contendo 2,5 mL da solucéo sistema B-caroteno/acido
linoleico com 0,2 mL de BHT (butil-hidroxitolueno -
antioxidante sintético), quercetina e rutina, que sao
flavonoides com a atividade antioxidante comprovada,
todos na concentragdo de 200 mg.L". Os tubos padrdes
e testes foram colocados em banho-maria a 40 °C e, apés
2 horas, os tubos foram homogeneizados e as leituras
foram feitas em 470 nm, utilizando-se agua para calibrar
0 espectrofotdbmetro modelo UV-VIS, Quimis.

A segunda metodologia empregada (método ABTS)
foi a descrita por Re et al. (1999). Nos extratos foram
feitas quatro diluicdes (500, 1.000, 2.000 e 4.000 mg.L ™)
para 0s ensaios e posterior construcdo de curva analitica.
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O radical ABTS*® forma-se pela adicdo de 5 mL de
solucado estoque de ABTS 7 mmol.L ' com 88 uL de solucao
de persulfato de potassio 140 mmol.L"' e mantidos no
escuro por 16 horas. O radical formado € diluido em etanol
até obter uma absorbancia de 0,70 + 0,05, devendo ser
utilizada apenas no dia da analise. Em ambiente escuro,
3,0 mL do radical ABTS® foram colocados em um tubo
de ensaio com uma aliquota de 30 pL de cada diluicédo
dos extratos, homogeneizados em agitador, e a leitura
(734 nm) foi feita apds 6 minutos de reacao, utilizando-se
etanol na calibracao do espectrofotdmetro.

Foram realizadas curvas analiticas com trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico)
(100 a 200 pmol.L"), além de teste para comparac&o
com os padrdes BHT, rutina e quercetina, preparados na
concentragdo de 200 mg.L".

Todas as andlises foram realizadas em trés repeticdes
e 0s resultados apresentados como a média + desvio
padrdo. Os dados foram avaliados estatisticamente
por andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste Scott Knott (P < 0,05) com o auxilio do software R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).

I 3 Resultados e discussao

Na Figura 1, sdo mostrados os cromatogramas
dos compostos fendlicos dos trés extratos da FFM e dos
padrées de compostos fendlicos. Na Tabela 1, constam
os teores dos compostos fendlicos dos trés extratos da
FFM. Verificou-se que os diferentes sistemas de extracéo
utilizados afetaram os tipos e os teores de fendlicos da
FFM. A extracao com metanol/agua (50:50, v/v) revelou a
presenca do maior nimero de compostos fendélicos na FFM,
apresentando também os maiores teores de catequina e
acido galico. Observou-se também que, entre os fendlicos
da FFM, independentemente da técnica de extracéo, a
catequina foi majoritéaria.

Além do processo de extracdo dos compostos
fendlicos, outros fatores afetam o conteddo destes compostos
em folhas de mandioca. Wobeto et al. (2007), estudando
folhas de mandioca na idade de 12, 15 e 17 meses,
verificaram que os niveis de compostos fendlicos
destas folhas aumentaram com a maturidade da planta.
A temperatura de secagem das folhas para a producéo
da farinha de folha de mandioca é outro fator que afeta
os niveis de compostos fenodlicos, tendo sido observado
que temperaturas superiores acarretaram menores teores
(CORREA et al., 2004).

A atividade antioxidante determinada pelo método
ABTS e pelo método B-caroteno/acido linoleico dos extratos
da FFM é mostrada na Tabela 2. Dos extratos analisados, 0
metanol/agua (50:50, v/v) foi o que mostrou maior potencial
antioxidante, tanto para o método ABTS, quanto para o
método B-caroteno/acido linoleico. Tal fato é explicado,
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provavelmente, pelo maior nimero e concentracdo de  Garcinia cambogia e Tournefortia paniculata), Simao et al.
compostos fendlicos neste extrato. Além da concentragdo,  (2013b) observaram que as plantas com maiores teores
o efeito sinérgico entre os compostos fendlicos também  de compostos fendlicos apresentaram o maior potencial
deve ser levado em consideragéo. antioxidante, tanto pelo método ABTS quanto pelo método

Em anélise do potencial antioxidante de cinco plantas ~ f-caroteno/acido linoleico, corroborando com os resultados
medicinais (Aloe vera, Simaba ferruginea, Baccharis trimera, ~ deste trabalho.
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Figura 1. Cromatogramas dos compostos fendlicos em farinha de folhas de mandioca. (A) Identificacdo dos padrdes: 1 = acido
gadlico, 2 = galocatequina, 3 = 3,4 di-hidroxibenzeno, 4 = catequina, 5 = &cido clorogénico, 6 = epigalocatequina, 7 = acido
vanilico, 8 = epicatequina, 9 = acido siringico, 10 = &cido p-cumarico, 11 = acido ferulico, 12 = acido m-cumérico. (B) Extracéo
com metanol/agua (50:50, v/v). (C) Extragdo com etanol/agua (50:50, v/v)/acetona/agua (70:30, v/v). (D) Extracdo com metanol PA.

Tabela 1. Compostos fendlicos, em mg.100 g, em trés extratos da farinha de folhas de mandioca.

Compostos fendlicos Extrato 1* Extrato 2** Extrato 3***
Catequina 208,00 + 2,102 155,96 + 14,072 191,00 + 1,132
Acido galico 43,00 + 1,980 33,00 + 0,428 35,00 + 1,37°8
Epigalocatequina 22,52 + 3,61 19,30 + 1,85 16,1 + 0,998
Acido clorogénico 9,65 + 1,38¢ - -
Galocatequina 9,10 + 0,57 9,10 + 2,379 -

Dados s&o a média de 3 repetigbes + desvio padréo. *extrato 1. Metanol/agua (50:50, v/v); **extrato 2: Etanol/agua (50:50, v/v)/ acetona/agua
(70:30, v/v); ***extrato 3: Metanol PA. Letras minUsculas nas colunas compararam os compostos fendlicos e maiusculas nas linhas compararam
os extratos. Mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Braz. J. Food Technol., Campinas, v. 19, e2015067, 2016 4



http://bjft.ital.sp.gov.br

Efeito de diferentes métodos de extracao sobre a atividade antioxidante e o perfil de compostos fendlicos da folha de mandioca

Isidro Santos, M. A. et al.

Tabela 2. Atividade antioxidante dos extratos da farinha de folhas de mandioca pelos métodos ABTS e B-caroteno/acido linoleico.

ABTS

Extratos

B-caroteno/ acido linoleico

(pmol trolox L' g)
383,33 + 0,67¢
330,93 + 1,27¢
233,17 £ 0,75

Extrato 1* (1.000 mg.L™")
Extrato 2** (1.000 mg.L"")
Extrato 3*** (1.000 mg.L")
Padroes

Quercetina (200 mg.L")
Rutina (200 mg.L")

BHT (200 mg.L")

3.984,06 + 117,102
1.043,30 + 11,27¢
1.897,53 + 95,93°

(% de inibicao)
87,568 + 0,57°
83,62 £ 0,53°
79,71 £ 0,83¢

77,33 £ 0,91¢
17,42 £ 0,75
100,40 + 0,342

Dados sé&o a média de 3 repetices + desvio padréo. *extrato 1. Metanol/agua (50:50 v/v); **extrato 2: Etanol/agua (50:50 v/v) seguido de

*kk

acetona/agua (70:30 v/v);

O bom potencial antioxidante dos extratos da FFM
no método ABTS (233,17 a 383,33 pymol trolox L'.g") é
evidenciado quando comparado a outros estudos, nos quais,
independentemente dos extratos, superou o encontrado
por Soares et al. (2008), em duas cascas de uvas, em
umol trolox L.g™' matéria seca: ‘Isabel’ (89,22) e ‘Niagara’
(157,31); e os de residuos agroindustriais de vinho: (98,9)
(CATANEOQ et al., 2008); e os detectados por Wojdylo et al.
(2007), em 32 ervas polonesas, que verificaram potenciais
entre 0,0045 (Archangelica officinalis) e 3,46 (Syzygium
aromaticum) pmol trolox L'.g™" matéria seca.

Observou-se que o potencial antioxidante dos extratos
da FFM no método ABTS em comparacao aos padrées
obteve em média menos que 50% do potencial desses
padrdes. Entretanto, como as substancias presentes nos
extratos da FFM nado se encontram de forma isolada como
0s padrdes, pode-se considerar o potencial apresentado
pelos extratos como um bom potencial antioxidante.

No método -caroteno/acido linoleico, os extratos
da FFM demonstraram maior potencial que a quercetina e
rutina, sendo menor apenas que o BHT. Essas diferencas
de respostas antioxidantes entre os dois métodos, em
relacé&o aos extratos da FFM e aos padrdes analisados,
podem ser inerentes as caracteristicas, mecanismo de
ac&o dos compostos bioativos e também ao principio do
método utilizado para avaliar sua propriedade antioxidante
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; HUANG et al., 2005).

Ramalho e Jorge (2006) realizaram uma reviséo,
reportando estudos sobre potencial antioxidante de
substancias naturais e sintéticas na conservacao de
6leos, gorduras e alimentos gordurosos e verificaram
que os acidos clorogénico, galico, protocatequinico e
cafeico, quando empregados na conservagdo do 6leo
de girassol, apresentaram melhor efetividade que BHA
e BHT, evidenciando a 6tima ac&o antioxidante desses
compostos fendlicos presentes em alimentos e plantas
medicinais. Como na FFM foram identificados alguns
desses compostos fendlicos (acidos gélico e clorogénico),
esta farinha se credencia para ser utilizada como fonte
de antioxidantes naturais.
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extrato 3: Metanol PA. Mesmas letras nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Estudos realizados por Melo et al. (2007) com
FFM obtida da cultivar Cacao mostraram que dietas
contendo 10% e 15% desta farinha propiciaram reducao
nos niveis plasmaticos de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico em ratos Wistar, confirmando o potencial
antioxidante in vivo da FFM. Porém estes autores néo
concluiram quais substancias foram responsaveis pela
reducdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
mas, provavelmente, os compostos fendlicos presentes
na farinha desta cultivar contribuiram para esta acao.

Além dos compostos fendlicos, a vitamina C e
os carotenoides relatados por Siméo et al. (2013a), em
estudo sobre o potencial antioxidante de varias cultivares
de folhas de mandioca, também podem ter contribuido
para a atividade antioxidante observada neste trabalho.

H 4 Conclusao

A extracdo usando o solvente metanol/agua (50:50,
v/v) foi a mais eficaz para a obtencdo dos compostos
fenolicos da farinha de folhas de mandioca, apresentando
também a maior atividade antioxidante. Foram identificados
0s seguintes compostos fendlicos na FFM: catequina,
acido galico, epigalocatequina, 4cido clorogénico e
galocatequina. Entre esses, a catequina foi a majoritaria.

Pode-se inferir que a farinha de folhas de mandioca
¢é fonte de compostos fendlicos e, possivelmente, pode
ser utilizada como fonte natural de antioxidantes em
preparacOes farmacoldgicas e alimenticias.
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