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Resumo

A industria hortofruticola é um dos setores que mais tem contribuido para o
desperdicio alimentar, uma vez que é responsavel por produzir toneladas de biorresiduos,
levando a graves e preocupantes questdes econdmicas e ambientais.

Varios estudos tém destacado os biorresiduos agroalimentares como fontes ricas
em compostos bioativos responsaveis por apresentarem beneficios para a saude e com
potencial de aplicacdo industrial, nomeadamente nas industrias alimentar, farmacéutica,
cosmetica e téxtil.

Estes tipos de compostos existem abundantemente na natureza em diversas
matrizes vegetais, 0 que vai de encontro as expectativas atuais do consumidor que
procura, cada vez mais, produtos rotulados como mais saudaveis e mais naturais.

Consideradas biorresiduo do processo de colheita da batata-doce (Ipomea batatas
L.), as folhas de batata-doce, sdo descartadas pelos agricultores que priorizam a colheita
e armazenamento das raizes, devido ao seu maior valor econémico, mesmo podendo ser
consumidas como alimentos e apresentando alto valor nutricional.

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizacéo nutricional,
quimica e bioativa do biorresiduo de I. batatas, bem como a validacdo do seu potencial
como ingrediente natural funcionalizante, valorizando desta forma, o biorresiduo oriundo
da colheita da batata-doce.

Para a avaliacdo do valor nutricional foi determinado o teor em lipidos, proteina,
cinzas e calculados os teores de humidade, hidratos de carbono e energia seguindo as
metodologias oficiais de analise de alimentos (AOAC). A composicdo quimica foi
avaliada através de técnicas cromatograficas, englobando a analise do perfil individual de
acucares livres, acidos gordos, acidos organicos e compostos fendlicos. Ja o potencial
bioativo foi testado no extrato hidroetandlico obtido a partir do biorresiduo de 1. batatas,
avaliando através de ensaios in vitro, o potencial antioxidante, antimicrobiano, anti-
inflamatorio e citotoxico.

Em termos nutricionais, a folha de batata-doce apresentou uma composicao
nutricional relevante, podendo ser considerada uma fonte de proteina promissora. Na
composi¢do quimica foram identificados os monossacarideos frutose e glucose e 0s
dissacarideos sacarose e trealose como os agucares livres presente na amostra. Também
foram identificados os &cidos quinico, oxalico e malico como os acidos organicos mais
representativos. Foram identificados 7 acidos gordos dos quais se destacam 0s acidos

gordos polinsaturados, nomeadamente o acido a-linolénico e o &cido linoleico, como os
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maioritarios. Em relacédo ao perfil fendlico individual foram identificados e quantificados
8 compostos, sendo maioritariamente &cidos fenolicos.

Na atividade antioxidante, o extrato hidroetandlico obtido a partir do biorresiduo
de 1. batatas demonstrou acdo satisfatéria em todas as metodologias aplicadas. Na
atividade antimicrobiana, testada contra bactérias e microfungos, verificou-se melhor
capacidade inibitoria frente aos fungos quando comparada as bactérias. Dentre as 6
estirpes de bactérias testadas, Bacilus cereus mostrou-se mais suscetivel ao extrato e
dentre os 5 microfungos, Aspergillus fumigatus, apresentou maior sensibilidade ao
extrato, para ambos os casos, quando comparados aos conservantes sintéticos E211
(benzoato de sdédio) e E224 (metabissulfito de potassio). No que concerne ao potencial
citotoxico verificou-se atividade apenas numa das linhas celulares tumorais testadas, no
entanto, ficou demostrada a auséncia de toxicidade na concentracdo testada, visto ndo
afetar a linha ndo tumoral.

De acordo com os resultados apresentados, o biorresiduo da colheita de batata-
doce apresentou resultados relevantes que destacam o potencial de aplicacdo como
ingrediente conservante natural na inddstria alimentar, devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, além de néo apresentar toxicidade para consumidor.

No entanto, é necessaria a realizacdo de mais estudos no biorreisuduo de 1. batatas
sobre processo de otimizacdo da extracdo dos compostos fendlicos, a fim de aumentar sua
concentracdo, avaliar sua biodisponibilidade e garantir sua estabilidade antes da aplicacédo

efetiva em produtos alimentares e/ou farmacéuticos.

Palavras-chaves: Biorresiduos; Compostos fendlicos; Ingrediente natural; Ipomea

batatas (L.) Lam; Propriedades bioativas.



Abstract

The horticulture industry is one of the sectors that has contributed most to food
waste, as it is responsible for producing tons of bio-waste, leading to serious and worrying
economic and environmental issues.

Several studies have highlighted agrifood biowaste as a rich source of bioactive
compounds responsible for health benefits and with potential for industrial application,
particularly in the food, pharmaceutical, cosmetic, and textile industries.

These types of compounds exist abundantly in nature in various plant matrices,
which meets the current expectations of consumers who are increasingly looking for
products labeled as healthier and more natural.

Considered bio-waste from the sweet potato (Ipomea batatas L.) harvesting
process, sweet potato leaves are discarded by farmers who prioritize harvesting and
storing the roots due to their higher economic value, even though they can be consumed
as food and have high nutritional value.

In this sense, the present work aimed at the nutritional, chemical and bioactive
characterization of |I. batatas bio-waste, as well as the validation of its potential as a
natural functionalizing ingredient, thus valorizing the bio-waste from sweet potato
harvesting.

To evaluate the nutritional value, the lipids, protein and ash contents were
determined, and the moisture, carbohydrate and energy contents were calculated
following the official food analysis methodologies (AOAC). The chemical composition
was evaluated through chromatographic techniques, including the analysis of the
individual profile of free sugars, fatty acids, organic acids, and phenolic compounds. The
bioactive potential was tested in the hydroethanolic extract obtained from the bioresidue
of I. batatas, evaluating through in vitro tests, the antioxidant, antimicrobial, anti-
inflammatory and cytotoxic potential.

In nutritional terms, the sweet potato leaf showed a relevant nutritional
composition and can be considered a promising source of protein. In the chemical
composition the disaccharides sucrose and trehalose and the monosaccharides fructose
and glucose were identified as the free sugars present in the sample. Quinic, oxalic and
malic acids were also identified as the most representative organic acids. Seven fatty acids
were identified of which polyunsaturated fatty acids, namely a-linolenic acid, and linoleic
acid, were identified as the majority. Regarding the individual phenolic profile, 8

compounds were identified and quantified, being mostly phenolic acids.
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In the antioxidant activity, the hydroethanolic extract obtained from the bioresidue
of I. batatas showed satisfactory action in all methodologies applied. In the antimicrobial
activity, tested against bacteria and fungi, it was verified a better inhibitory capacity
against fungi when compared to bacteria. Among the 6 bacterial strains tested, Bacillus
cereus was the most susceptible to the extract and among the 5 micro fungi, Aspergillus
fumigatus presented the highest sensitivity to the extract, for both cases, when compared
to synthetic preservatives E211 (sodium benzoate) and E224 (potassium metabisulfite).
Regarding the cytotoxic potential, there was activity only in one of the tumor cell lines
tested, however, the absence of toxicity was demonstrated at the concentration tested,
since it did not affect the non-tumor line.

According to the results presented, the bioresidue from the sweet potato harvest
showed relevant results that highlight the potential for application as a natural
preservative ingredient in the food industry, due to its antioxidant and antimicrobial
properties, besides not presenting toxicity to consumers.

However, further studies are needed in the I. batatas bioresidue on process
optimization of the extraction of phenolic compounds to increase their concentration,
evaluate their bioavailability, and ensure their stability before effective application in

food and/or pharmaceutical products.

Keywords: Biowaste; Phenolic compounds; Natural ingredient; Ipomea batatas (L.)

Lam; Bioactive properties.
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1. Introducéo
1.1. Biorresiduos agroalimentares

Os biorresiduos do setor agroalimentar constituem, atualmente, uma problematica
transversal a todas as etapas da cadeia de valor. Segundo a Agéncia Portuguesa do
Ambiente (APA, 2021), os biorresiduos sdo classificados como “residuos biodegradaveis
de jardins e parques, os residuos alimentares e de cozinha das habitacBes, dos
escritorios, dos restaurantes, dos grossistas, das cantinas, das unidades de catering e
retalho e os residuos similares das unidades de transformacéo de alimentos”.

Um dos setores onde se geram elevadas quantidades de residuos solidos organicos
é o setor agroindustrial, sendo oriundos do processo de industrializacdo. Estes residuos
sdo gerados em todo o seu processo, desde a colheita até a distribuicdo e consistem em
matérias-primas que ndo se enquadram nos padrbes de qualidade predefinidos, assim
como de partes ndo comestiveis (folhas, caules, entre outros) (Gaspar et al., 2020). A
agricultura é responsavel por gerar aproximadamente 700 milhdes de toneladas de
desperdicio, apenas na Europa, do total de 1,3 bilhdes de toneladas que sdo gerados
anualmente, sendo na maior parte das vezes residuos do processamento das frutas e
horticolas (Toop et al., 2017).

De acordo com a Diretiva (UE) 2018/851 do Parlamento Europeu e do Conselho,
de 30 de maio de 2018, é estabelecido que até 31 de dezembro de 2023, os biorresiduos
sejam separados e reciclados na origem, ou recolhidos seletivamente e ndo sejam
misturados com outros tipos de residuos. Entretanto, os Estados Membros poderdo
revogar a essa decisdo de recolha seletiva caso seja técnica, e/ou econdémica e/ou

ambientalmente inviavel.

1.1.1. Representatividade dos biorresiduos

As definicbes de desperdicio alimentar presentes na literatura sao variadas, o que
faz com que as avaliagdes de quantificacdes do desperdicio variem em relagdo aos tipos
de materiais abrangidos, como por exemplo, considerar apenas partes comestiveis dos
alimentos, o que dificulta a quantificacdo (Javier et al., 2020).

O Programa das NagGes Unidas para 0 Ambiente, no seu Relatorio de 2021 sobre
o Indice de Desperdicio Alimentar, estimou que foram geradas, em 2019, cerca de 931
milhGes de toneladas de desperdicio alimentar, provenientes de agregados familiares

(61%), de servigos alimentares (26%) e do retalho (13%). Estes dados mostram que 17%



da producdo global total de alimentos esta a ser desperdicada (Environment, 2021).
Estima-se que um terco da producao alimentar no mundo é desperdigada por ano, sendo
22% composto por perdas e desperdicios agroalimentares de frutas e vegetais (Rodrigues
etal., 2022).

Portugal Continental produziu no ano de 2021, aproximadamente, 38% de
biorresiduos. Pode salientar-se, que mais de 60% dos Residuos Urbanos, no qual se
incluem os biorresiduos, tem como destino final os aterros sanitarios (Agéncia Portuguesa
do Ambiente, 2021).

Um estudo realizado na Unido Europeia (UE) sobre a quantificacdo do desperdicio
alimentar por grupo de produtos ao longo da cadeia de abastecimento, relataram que 0s
setores que maior representam o desperdicio de alimentos sdo os das frutas e hortalicas,
no qual estima-se que metade da producao possa ser perdida devido a alta perecibilidade
das mesmas (Caldeira et al. 2019).

As industrias de sumo, vegetais, 6leos, féculas de batata, acucar, frutas, legumes
e vegetais enlatados estdo entre os principais produtores de biorresiduos. Cerca de 38%
do peso da matéria-prima equivale ao subproduto, como cascas, sementes, folhas, polpas
e bagacos (Ueda et al., 2022).

1.1.2. A problemética do impacto ambiental e o descarte desadequado

O aumento da demanda por alimentos, tem levado consequentemente a um
aumento da producdo de biorresiduos que se acumulam no meio ambiente. Na UE o0s
métodos mais comumente utilizados para o tratamento de residuos sdo compostagem
aerobica, digestdo anaerébica ou uma combinacdo destes, no qual podem ocorrer a
libertacdo de gases com efeito de estufa (Jensen et al., 2017).

Os biorresiduos podem seguir diferentes destinos, sendo 0s mais comuns e
economicamente mais acessiveis 0s aterros sanitarios e a incineracdo ou descarte em
locais préximos da producgdo. Contudo, estas praticas podem originar produtos de
lixiviacdo e liberacdo de metano e didxido de carbono, que sdo prejudiciais a0 meio
ambiente (Ueda et al., 2022). Os biorresiduos agroalimentares sdo responsaveis pela
perda de 25% de agua e solo utilizados na agricultura, 23% do consumo de fertilizantes e
por 8 a 10% das emissdes de gases com efeito de estufa (Rodrigues et al., 2022).

Em alguns paises da UE, mais de 60% dos residuos domeésticos ainda séo
descartados em aterros sanitarios e apenas 38% séo reciclados (European Commission,
2022). De acordo com a Diretiva (UE) 2018/851 do Parlamento Europeu e do Conselho
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de 30 de maio de 2018 que altera a Diretiva 2008/98/CE relativa aos residuos (2018),
estabelece que até 2035 deve ocorrer a redugdo da deposi¢do em aterro para um maximo
de 10% de todos os residuos, reforcando a necessidade de recolha seletiva dos
biorresiduos que representam uma fracéo significativa dos residuos urbanos.

No entanto, o processo de tratamento de biorresiduos também é dispendioso, uma
vez que, impacta social, econdmica e ambientalmente (Weidner et al., 2020). Dentro dos
impactos sociais estd incluido o desperdicio de alimentos, visto que 795 milhdes de
pessoas, ou cerca de 11% da populacdo mundial, sofrem com a fome (FAO, 2021). Os
impactos econdmicos sao causados pelas perdas de recursos que afetam agricultores e
todos os interessados na cadeia de valor alimentar, além de resultar no aumento dos precos
dos alimentos que afetam diretamente os consumidores. A producédo de biorresiduos e o
ndo tratamento ou tratamento inadequado pode originar impactos ambientais relacionados
com as perdas de recursos naturais e poluicdo ambiental pela liberacdo de gases com
efeito de estufa (Brusselaers & Linden, 2020).

Neste sentido, a comunidade cientifica tem vindo a aliar-se ao setor agroalimentar
com a finalidade de desenvolver e aplicar estratégias resolutivas para esta problematica,
isto porque os residuos devem ser reaproveitados ou descartados corretamente para
tratamentos ndo nocivos, a fim de evitar problemas ambientais e perdas de matérias-

primas que podem ser (re)aproveitadas (Domenici et al., 2020).

1.1.3. Estratégia de valorizacao

Nos ultimos anos tem-se observado ndo s6 uma preocupacao geral na reducéo da
producdo de residuos solidos gerados pela maioria dos processos agroindustriais, mas
também uma busca por formas de reaproveitamento dos mesmos (Domenici et al., 2020).

Dentre os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel proposto em 2015, pelas
NacGes Unidas, encontra-se o que diz respeito a Produgdo e Consumo Sustentaveis. Uma
das propostas deste objetivo ¢ “reduzir para metade o desperdicio de alimentos per capita
a nivel mundial, de retalho e do consumidor, e reduzir os desperdicios de alimentos ao
longo das cadeias de producéo e abastecimento, incluindo os que ocorrem pos-colheita”,
até ao ano de 2030 (ONU, 2019).

Com base no proposto pelas Nac¢6es Unidas, tem-se vindo a notar um aumento na
conscientizacao sobre a tematica do desperdicio alimentar e com isso, consequentemente
um aumento dos estudos com vista a definir novas estratégias de combate a esta
problematica (Caldeira et al., 2019).



A revisdo efetuada por Caldeira et al. (2020) diz que um mesmo produto de valor
agregado pode ser obtido a partir de diferentes residuos alimentares, como residuos de
cereais, lacticinios, pescados, frutas, vegetais, carnes, culturas oleaginosas e amiléceas.

A Figura 1 apresenta um diagrama de acordes onde descreve as vias de
valorizagéo dos residuos alimentares, produtos de valor acrescentado e respetiva area de
aplicacdo. Por exemplo, dos biorresiduos das frutas (cascas, bagacos e sementes)
destacados com a cor roxa, ao lado esquerdo do circulo e dos biorresiduos vegetais
(cascas, talos, bagacos e folhas) destacados em azul ao lado esquerdo do circulo, podem
ser obtidos os compostos fendlicos, polissacarideos e acidos organicos, que por sua vez

podem ser aplicados em diferentes indUstrias, como alimentar, farmacéutica, cosmética.
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valor acrescentado e respetiva area de aplicagdo. (Fonte: Adaptado de Caldeira et al. 2020).

Os métodos para a recuperacdo dos compostos bioativos, obtidos a partir de
biorresiduos, tem vindo a ser cada vez mais explorado e estudado, visando a reducgédo do
impacto ambiental. Para a extracdo dos mesmos, tem-se apostado em tecnologias verdes
capazes de obter um rendimento de compostos bastante satisfatdrio. Alguns exemplos

dessas metodologias sdo a extragdo com CO; supercritica, extracdo de agua subcritica,



extracdo com liquidos pressurizados, extracao assistida por ultrassons e extragéo assistida
por micro-ondas (Caldeira et al., 2020).

Moreira et al. (2022) estudaram os subprodutos do abacaxi, a casca e coroa, COmo
fontes de compostos bioativos com potencial para aplicacdo em produtos alimentares. O
extrato da casca mostrou ser mais promissor comparado com o da coroa, sendo
posteriormente incorporado num bolo de pastelaria tradicional portuguesa, no qual néo
alterou os parametros nutricionais e promoveu atividade antioxidante durante o periodo
de armazenamento.

Para além do abacaxi, também os biorresiduos das principais frutas portuguesas,
maca, laranja e pera, sdo potenciais fontes de compostos bioativos/funcionais que podem
ser obtidos nas formas de extratos ou de 6leos essenciais para aplicacdes na industria
alimentar, nutracéutica, farmacéutica e cosmética (Pascoalino et al., 2021).

Né&o obstante, também a beringela e os seus biorresiduos, sdo fontes de nutrientes,
compostos bioativos e corante alimentar natural (antocianinas), que podem ser obtidos
através de metodologias de extracdo assistida por ultrassom e apresentam potencial de
aplicacdo na industria alimentar (Silva et al., 2021). Da mesma forma, a casca de
marmelo, também apresenta na sua composicao compostos funcionais de valor comercial,
e 0 seu extrato demonstrou atividade antioxidante e antimicrobiana, que pode ser
aproveitada como conservante natural em produtos alimentares (Othman et al., 2022).

A realidade nos proximos anos € a crescente valorizacdo energética dos
biorresiduos e o aproveitamento dos compostos derivados do seu tratamento. Por se tratar
de um importante servico ambiental, a gestdo dos residuos urbanos passa a ter maior
relacdo com a promocéo da economia circular (Secretaria de Estado do Ambiente, 2020).

De acordo com European Commission (2018) a economia circular, consiste na
“manutencdo do valor dos produtos, materiais e recursos na economia 0 maximo de
tempo possivel e reduzir ao minimo os residuos, nomeadamente pela aplicacdo da
hierarquia dos residuos”, que inclui a prevencao e reducao, a reutilizacdo, a reciclagem,
a valorizacéo e eliminacéo.

A industria agroalimentar tem vindo a demonstrar, cada vez mais, 0 Seu interesse
em estudos de investigacdo que procuram novas formas de potencializar o
aproveitamento dos biorresiduos, transformando-os em novas matérias-primas de valor
agregado para aplicagdes industriais, contribuindo para o incremento da economia

circular (Plasencia et al., 2023).



1.2. Compostos de interesse presentes nos biorresiduos agroalimentares

Os biorresiduos podem apresentar importantes compostos de interesse a serem
explorados e recuperados para novas aplicacGes industriais. Esta hipOtese tem
desencadeado estudos que visam a sua valorizacdo. Desta forma, os estudos podem
contribuir para agregar valor aos biorresiduos industriais e também colaborar com a
reducdo do impacto ambiental causado pelo descarte destes compostos (Caldeira et al.,
2020; Domenici et al., 2020).

Os biorresiduos sdo matérias primas que representam importantes fontes de
matéria organica e nutrientes, podendo apresentar proteinas, fibras, além dos
micronutrientes como vitaminas e minerais, e outras substancias benéficas a satide, como
compostos fenolicos bioativos (Domenici et al., 2020).

No caso do processamento de tomates sdo gerados residuos com valores
nutricionalmente semelhantes ao produto processado. Um estudo de Kehili et al. (2016)
indica que os subprodutos do tomate séo fontes de licopenos, de proteinas de qualidade
nutricional e de lignocelulose com potencial para producdo de bioetanol.

Também no processamento de azeitonas, onde se gera 0 bagaco da azeitona (que
€ um subproduto importante para paises do Mediterraneo) obtém-se compostos bioativos
de elevado valor na sua composicao, nomeadamente compostos fendlicos (Fermoso et al.,
2018).

N&o obstante, as sementes, cascas e polpa das uvas presentes no bagaco da uva
também tém vindo a despertar grande interesse de aplicacdo nas industrias alimentar,
cosmética e farmacéutica, devido a presenca de diversos compostos como &cidos
fendlicos, antocianinas, taninos e flavonoides simples. A industria quimica também tem
vindo a explorar a lignina extraida das sementes de uvas (Yedro et al., 2015).

Outro importante residuo da industria hortofruticola é o bagaco gerado do
processamento da maca, que apresenta na sua composi¢do varios compostos fenolicos
destacados por apresentarem excelente potencial bioativo nomeadamente, atividade
antioxidante, anti-inflamatdria, antimutagénica e antimicrobiana (Zardo et al., 2021).
Adicionalmente, este subproduto contém cerca de 10 a 15% de pectina, que apresenta
propriedades gelificantes (Ferrentino et al., 2018).

As cascas de abacaxi tém na sua composic¢do, compostos fendlicos como acido
galico, catequina, epicatequina e acido ferulico, caracterizados por apresentam excelente
atividade antioxidante (Li et al., 2014).



A industria de processamento de batatas tém as cascas como residuos, que
normalmente sdo descartadas, no entanto, as mesmas séo fonte de lipidios, polifendis,
acidos gordos, &cidos fenolicos, amido, polissacarideo ndo amilaceo, proteina, lignina
soltvel e insoltvel em &cido e lipidios que podem apresentar valor agregado (Pathak et
al., 2018).

Outro importante biorresiduo gerado na industria alimentar sdo as cascas de
citrinos, um importante grupo de frutas, que sdo ricas em ingredientes funcionais, como
oOleos essenciais, fibras, fenois e vitamina C (M’hiri et al., 2017).

Estes sdo alguns exemplos de compostos de interesse oriundos de processamento

dos alimentos que podem ser reaproveitados dos biorresiduos.

1.2.1. O caso particular dos compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo considerados os metabolitos secundarios estando
associados ao processo de defesa das plantas. Quimicamente podem ser definidos como
substancias que possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxilos
(OH), incluindo os seus derivados funcionais. Estes compostos atuam com acao
antibidtica e contra radiacdo UV nas plantas, podendo alguns destes contribuir para a
coloragéo das mesmas (Shahidi & Naczk, 2003).

O contetido de compostos fendlicos nos alimentos e nos seus residuos depende de
uma série de fatores intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos (0s que mais
interferem nas diferentes composi¢des) incluem o género, a espécie e a cultivar, enquanto
os fatores extrinsecos incluem questBes geogréficas, agrondmicas e ambientais, para além
da forma como sdo manuseados e armazenados (Dias et al., 2021). Os compostos
fenolicos, considerados compostos bioativos, dividem-se em 4&cidos fenolicos,
flavonoides, cumarinas, taninos e estilbenos (Figura 2) (Ferreira & Abreu, 2007).

Os acidos fendlicos, uma das principais classes de compostos fendlicos, sdo
caracterizados por possuirem o &cido carboxilico na sua estrutura e por estarem presentes
em frutas, folhas e vegetais. E considerada uma classe chave de polifendis dietéticos,
como antioxidantes naturais e precursores de outras moléculas bioativas significativas
usadas regularmente nas industrias farmacéuticas, cosméticas e alimentares. Os acidos
fenolicos sdo divididos principalmente em dois subgrupos, &cidos hidroxibenzdicos e

hidroxicinamicos (Kumar & Goel, 2019).
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Figura 2- Classes de compostos fendlicos. (Fonte: Adaptado de Ferreira & Abreu, 2007).

Os flavonoides, também uma importante classe de polifendis, pode ser encontrada
em frutas, vegetais, graos, cascas, raizes, caules, flores, cha e vinho. Apresentam baixo
peso molecular e cerca de 6.000 flavonodides contribuem para pigmentacdo de frutas,
ervas, vegetais e plantas medicinais. As subclasses de flavonoides que se destacam séo:
flavonas (sendo as principais: luteolina, apigenina e tangeritina), flavonois (os mais
estudados sdo: kaempferol, quercetina, miricetina e fisetina), flavanonas (tais como:
hesperidina, naringenina e eriodictiol), isoflavonas (como: genisteina e daidzeina),
antocianinas (cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina e peonidina séo as mais
estudadas) e flavandis (ou flavan-3-dis ou catequinas) (Panche et al., 2016).

As cumarinas, também conhecidas por a-benzopirona, podem ser encontradas
amplamente no reino vegetal, classificam-se em quatro grupos conforme sua estrutura
quimica, sendo eles: as cumarinas simples, as furanocumarinas, as piranocumarinas € as
cumarinas substituidas no anel de lactona (Dias, 2015).

Tambeém os taninos podem ser encontrados na maioria das espécies vegetais com
a funcdo de regular o crescimento e proteger as plantas, geralmente divididos em dois

grandes grupos: os hidrolisaveis e o0s condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo



compostos de &cidos galicos e elagicos com um nucleo de agucar, principalmente glucose,
e sdo limitados na natureza. Ja os taninos condensados sdo compostos de flavonoides sem
um nucleo de agucar (Das et al., 2020).

Por fim, os estilbenos também estdo relacionados com o0 mecanismo de defesa das
plantas e sdo produzidos apds infecdes por agentes patogénicos ou exposicdo a radiacao
UV. J& foram identificadas mais de 400 derivacdes de estilbenos, sendo o mais conhecido
e caracterizado o resveratrol (Khawand et al., 2018).

A Tabela 1 apresenta as principais fontes de cada classe dos compostos fendlicos.

Tabela 1- Compostos fenolicos, estrutura quimica, subclasses e alimentos que podem ser encontrados.

Compostos Estrutura Alimentos que apresentam 0s compostos
. o Subclasses o .
fendlicos quimica fenolicos em sua composicio
Acid Frutas vermelhas, cebola, rabanete preto,
cidos
. H 0 ] . ] salsa, alface, cascas de cebolas, folhas de
Acidos hidroxibenzdicos e
o HO N rabanete, couve-flor, cascas de batata,
fendlicos acidos
) L repolho roxo, couve de bruxelas, cascas de
hidroxicinamicos )
batatas e beringela
Flavonas, ) )
B Aipo, salsa, pimentdo vermelho,
o flavonois, ) B
s camomila, horteld, cebola, couve, alface,
) HOL o O A~ flavanonas,
Flavonoides LT _ tomate, mac, uva, frutas vermelhas,
\L; ‘g‘ isoflavonas,

o cranberry, banana, péssego frutas citricas,
antocianinas e . .
. soja e outras oleaginosas
flavondis

Cumarinas simples,

Cumarinas furanocumarinas, Frutas, sementes, raizes e nas folhas

L
O 0
(o]

HO O
Taninos HO Q O of
o OH

piranocumarinas

Taninos
o Uvas, amoras, morangos, nozes, castanha
hidrolisaveis e . .
de caju, avelas, mangas e cha

o

condensados

Estilbenos

OH
EN !

HO,

¢

OH

Resveratrol

Uvas, vinho tinto, amendoins e alguns

tipos de bagas

(Fonte: Rashmi & Negi, 2020; Panche et al., 2016; Dias, 2015; Das et al., 2020; Khawand et al., 2018).

Os compostos bioativos apresentam propriedades antioxidantes que s&o
importantes para a reducéo dos danos oxidativos induzidos por radicais livres que estéo

relacionados a ocorréncia de varias doencas cronicas (Ferreira & Abreu, 2007). Os



alimentos funcionais, aléem da presenca dos nutrientes, também apresentam na sua
composi¢do moléculas bioativas, que oferecem beneficios para a saide, desempenhando
papéis importantes na prevencao de algumas doengas (Liu, 2003).

A recuperacao de compostos de valor agregado dos biorresiduos apresenta uma
oportunidade de introduzir novos ingredientes naturais para serem aplicados nas

industrias.

1.2.2. Aplicabilidade industrial
Os compostos fendlicos sdo importantes fontes de propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, e representam promissores ingredientes corantes. Sao muito aplicados
na inddstria alimentar, farmacéutica, cosmética, téxtil e de embalagens (Figura 3)
(Albuquergue et al., 2021).
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Figura 3- Aplicagdes industriais dos compostos fenolicos.
(Fonte: Adaptado de Albuquerque et al., 2021).

A maioria dos alimentos/produtos alimentares precisam da adicdo de compostos
conservantes para garantir uma extensdo do tempo de prateleira. Os compostos fendlicos
surgem como uma alternativa aos conservantes sintéticos, dado que apresentam
caracteristicas conservantes com capacidade de inibir o crescimento e a atividade de
microrganismos, e de antioxidantes que reduzem oxidacOes lipidicas. Adicionalmente,

sdo compostos extraidos de fontes naturais, 0 que tem atraido cada vez mais interesse por
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parte da indudstria que procura alternativas aos compostos existentes no mercado (Aziz &
Karboune, 2018).

Os alimentos ou ingredientes que oferecem beneficios a saude, além das funcGes
nutricionais basicas sao definidos como alimentos funcionais (Cafias & Braibante, 2019).
Os compostos fenolicos tém sido associados a prevencao de algumas doencas cronicas e
degenerativas nomeadamente diabetes tipo 11, doencas cardiovasculares, alguns tipos de
cancro ou distarbios neurodegenerativos como as doencas de Alzheimer e Parkinson,
podendo ser considerados ingredientes alimentares funcionais (Santos-Buelga et al.,
2019).

Um exemplo para a aplicacdo de compostos fendlicos como conservantes em
alimentos é proposto por Caleja et al. (2016). Os autores enriqueceram iogurtes com
extratos aquosos a partir de plantas aromaticas como camomila (Matricaria recutita L.)
e funcho (Foeniculum vulgare Mill.) e compararam o seu desempenho com aditivos
sintéticos normalmente utilizados pela industria alimentar. Concluiram que a adi¢ao dos
compostos naturais pode substituir os conservantes sintéticos e melhorar as propriedades
antioxidantes do iogurte, sem alterar o perfil nutricional e perfil em &cidos gordos e
acucares, bem como o seu aspeto exterior e pH.

No estudo de Alakomi et al. (2017), verificaram o potencial antimicrobiano de
extratos fendlicos derivados de bagas de espinheiro-marinho, airelas e folhas de orégéos
em cortes de frango armazenados em atmosfera modificada. Os extratos demonstraram
capacidade de inibicdo do crescimento de bactérias acido-lacteas e de Brochothrix
thermosphacta bem como a reducéo do crescimento de bactérias aerdbias psicrotréficas.

Outra forma de aplicacdo dos compostos fenolicos em alimentos é como
compostos corantes naturais, destacando como mais importante as antocianinas,
betalainas, acido carminico, clorofila, carotenoides, curcuminas e riboflavina (Schiozer
& Barata, 2013). Pires et al. (2021) estudaram as flores comestiveis do género Impatiens,
que podem representar ingredientes corantes naturais promissores para aplicacdo em
industria alimentar e ainda contribuir com propriedades antioxidantes.

A aplicacdo de conservantes naturais para o desenvolvimento de embalagens para
alimentos tém vindo a ter um crescimento exponencial, uma vez que, 0S corantes
sintéticos tém vindo a ser associados a efeitos de toxicidade e nocivos para a saude
humana. A utilizacdo de compostos naturais em embalagens inteligentes € uma maneira
facilitada de monitorar a frescura dos alimentos (Zhai et al., 2017). Os estudos cientificos

em torno desta tematica tém vido a ser profundamente estudados, principalmente sobre
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compostos extraidos de biorresiduos, como antocianinas, curcumina, betalainas, taninos,
clorofila, brasilina e outros compostos fendlicos, que além de corantes, também
contribuem para propriedades antioxidantes e antimicrobianas, aumentando o tempo de
prateleira dos alimentos embalados (Bhargava et al., 2020).

Por sua vez, na industria téxtil, os corantes naturais tém vindo a despertar grande
interesse devido aos novos potenciais que estes podem fornecer aos tecidos,
nomeadamente propriedades desodorizantes, antioxidantes, antimicrobianas e protegao
UV (Che & Yang, 2022). Liman et al. (2021) avaliaram a aplicacdo de dois extratos
fendlicos, oriundos de biorresiduos da banana e da melancia como forma de conferir
protecdo UV e coloragdo a estrutura de algoddo do tecido. Concluiram que o tecido no
qual foi aplicado o extrato com polifendis derivados do caule floral da bananeira tem boas
perspetivas para a fabricacdo de roupas com protecdo UV.

Na area da cosmética tém-se verificado uma crescente procura por compostos
naturais para aplicacdo em produtos cosméticos que garantem efeitos benéficos no
tratamento de envelhecimento da pele, como rugas e hiperpigmentacéo (Dias et al., 2021).
Num estudo desenvolvido por Diaconeasa et al. (2017) concluiu-se que as antocianinas
podem inibir a proliferacdo de células de melanoma e, portanto, recomendam a sua

utilizacdo como ingrediente ativo pra a industria cosmética.

1.3. Ipomea batatas L..: folhas
1.3.1. Caracterizagao botanica, origem e producéo

|. batatas (batata-doce), ou também popularmente conhecida como batata-da-
terra, batata-da-ilha, € uma dicotiledonea, herbacea de caule rasteiro, apresenta
ramificacGes de tamanho e coloracdes variaveis. As suas folhas apresentam larguras,
formato (Figura 4), cor e recorte variaveis, com peciolo longo (UFSC, 2019; Almargem,
2022).

A raiz pode apresentar diferentes coloracdes na sua parte externa (casca) e interna
(polpa), podendo ser rosada, salmé&o, branca, caramelo, roxa, rosa e creme para as partes
externas e além dessas citadas, a parte interna pode apresentar polpa de coloragéo laranja.
A raiz com suas diferentes coloragdes é o que da origem a diferentes classificagdes de
variedades de batatas-doces conhecidas (da Silva et al., 2012; UFSC, 2019).
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Figura 4- Principais diferencas morfologicas no contorno das folhas de batata-doce.

(Fonte: Lopez-Martinez et al., 2023).

A batata-doce, oriunda da América Central, é uma hortalica tuberosa muito
popular, de facil cultivo, tendo ampla adaptacdo, alta tolerancia a seca, sendo por isso
considerada uma planta rustica. Chegou a Europa no século XVI, considerada tdo antiga
quanto a batata em Portugal (Miranda et al., 1995; PNPAS, 2015).

Em Portugal, mais precisamente no municipio de Aljezur, apresenta as condigdes
climaticas ideias para o desenvolvimento desta cultura, sendo considerada, nesta regiao,
um produto de Indicacdo Geografica Protegida desde 2005 (PNPAS, 2015).

Dependendo de qual cultivar é plantada e conforme as condigBes ambientais, o
ciclo da cultura da batata-doce pode variar de 90 a 240 dias. S&o identificadas trés fases
fisiolégicas durante o crescimento anual da planta, sendo a segunda fase ou fase
intermediaria a que ocorre o desenvolvimento maximo das folhas. A colheita ocorre,
normalmente, apos 4 meses da data de plantagdo, sendo em Portugal por meados dos
meses de setembro e de outubro. E nesta etapa de colheita que geram os biorresiduos das
folhas de batata-doce (Figura 5), que sdo as primeiras a serem eliminadas numa fase

conhecida como Leaf pulling (Associagdo dos Jovens Agricultores de Portugal, 2018).
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Figura 5- Folhas de I. batatas L.
(Fonte: Global Biodiversity Information Facility, 2022).

As folhas sdo importantes sinalizadoras do estado nutricional das plantas, pois o
seu aspeto permite verificar sintomas de caréncia ou toxicidade de um determinado
nutriente e, com isso, ajustar a fertilizacdo ao longo do ciclo vegetativo. E possivel
também, através das folhas, evitar que sintomas provocados por doenga, pragas, seca ou
encharcamento sejam confundidos com desequilibrios nutricionais (Ferreira, 2021).

Os agricultores, em geral, dao prioridades para a colheita e armazenamento das
raizes da batata-doce, devido ao maior valor econémico, e com isso acabam por descartar
as folhas e caules, que se transformam em biorresiduos, mesmo podendo ser consumidas
como alimentos e apresentando alto valor nutricional (Eldiehy et al., 2022).

Segundo a FAOSTAT (2022), estima-se que aproximadamente 98 milhdes de
toneladas de batata-doce foram produzidas mundialmente no ano de 2020, contando com
a participacdo de mais de 100 paises que a cultiva, sendo a China o Pais com maior

destaque na producédo, com cerca de 80% do total.

1.3.2. Composic¢ado nutricional e quimica
De acordo com dados disponiveis na literatura as folhas de batata-doce sdo
caracterizadas como fonte de vitaminas, fibras, proteinas, compostos com propriedades
antioxidantes, tais como polifendis e carotenoides, clorofila, agUcares redutores e
minerais como K, P, Ca, Mg, Fe, Mn e Cu (Cioloca et al., 2021; Sawazaki, 2020; Suarez
et al., 2020; Sun, et al., 2014).
Podem ter aspetos nutricionais, como vitaminas e minerais, comparaveis aos do

espinafre, dependendo da variedade e das condi¢des de crescimento da batata-doce.
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Também superam o teor de proteinas, por unidade calorica, do feijdo (Salasar et al., 2019).

A Tabela 2 apresentada contempla a composicao da folha de batata-doce.

Tabela 2- Composicao da folha de batata-doce.

Componente Folha de batata-doce em base seca
Calorias 49 em 100g
Hidratos de Carbono 10,20 g/100g
Proteinas 4,60 g/100g
Lipidos 0,20 g/100g
Vitaminas (mg/100 g peso seco)
Vitamina B3 (Niacina) 0,856—1,498
Vitamina B6 0,12-0,329
Vitamina B2 0,248-0,254
Vitamina B1 0,053-0,128
Vitamina C 0,0627-0,081
Vitamina E 0,00139-0,00284
Vitamina B5 0,32-0,66
B-caroteno 0,273-0,4
Biotina 0,003-0,008
Minerais (mg/100 g peso seco)
Sédio 8,06-832,31
Magnésio 220,2-910,5
Faésforo 131,1-2639,8
Calcio 229,7-1958,1
Potassio 479,3-4280,6
Cobre 0,7-1,9
Zinco 1,2-3,2
Manganés 1,7-10,9
Ferro 1,9-21,8

(Fonte: Adaptado de Salasar et al., 2019 e Nguyen et al., 2021)

De acordo com um estudo levado a cabo por Nguyen et al. (2021) as folhas de
batata-doce foram consideras alimento funcional, por apresentar na sua composi¢ao
compostos bioativos que fornecem beneficios par a saude. No que diz respeito aos
compostos fendlicos encontrados em extratos provenientes das folhas de batata-doce,
segundo estudos de Chen et al. (2017); Jang & Koh (2019); Makori et al. (2020); Suérez
et al. (2020); Sun et al. (2014) e Chiu et al. (2022) os acidos cafeico e derivados,
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clorogénico e derivados (Figura 6), mirecitina, isoquercitina, quercitina sao apresentados

COmMo 0S mais representativos.
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Figura 6- Estrutura quimica dos principais &cidos fendlicos encontrados na folha de batata-doce.
(Fonte: Adaptado de Chiu et al. 2022).

1.3.3 Aplicagdes e beneficios

O potencial nutritivo das folhas de batata-doce foi, durante muito tempo,
desvalorizado sendo, na maioria das vezes, destinadas apenas a alimentacdo animal. Em
alguns paises, o consumo das folhas como vegetal é uma alternativa importante
no combate & escassez de alimentos e dos problemas de desnutricdo (Fagundes, 2020).

As folhas de batata-doce ja& demostraram propriedades antioxidantes e
antimicrobianas para além de apresentar beneficios a saude comprovados, tais como
antidiabética, anticancerigena, antiobesidade, imunomodulador, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora e cardioprotetora (Alam, 2021; Nguyen et al., 2021).

O conhecimento dos beneficios do consumo das folhas de batata-doce e das suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, pode conduzir ao aumento do interesse da
industria para a sua aplicacdo em produtos alimentares, podendo ser processadas e usadas
como ingrediente funcional em produtos lacteos, de panificacdo, sumos e chas (Truong
etal., 2007).

As folhas de batata-doce apresentam maior eficacia na eliminagdo de radicais
livres, ou seja, atividade antioxidante, quando comparada com outras partes da batata-
doce como caule, casca e polpa, estando isto relacionado com a composigédo fenolica

(Makori et al., 2020). Luo et al. (2021) analisaram o perfil de &cidos fendlicos e
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flavonoides das folhas de batata-doce em relacdo as atividades antioxidante e
hipoglicemiante. Os resultados obtidos foram promissores para ambas as atividades,
mostrando que as folhas de batata-doce apresentam potencial antioxidante e
hipoglicemiante e sdo possiveis de serem aplicadas industrialmente.

José et al. (2015) ao avaliarem a atividade antimicrobiana de extratos alcodlicos
das folhas de batata-doce em microrganismos de interesse em alimentos, como
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 11229), obtiveram inibicdo e/ou inativacdo destas bactérias.
Neste mesmo estudo observaram uma correlacdo positiva entre a concentracdo de
compostos fenolicos e a inibicdo e/ou inativacdo dos microrganismos.

No entanto, a aplicagdo de compostos bioativos obtidos a partir de folhas de
batata-doce como ingredientes funcionais, em produtos alimentares é limitada, devido a
instabilidade destes compostos a temperatura, luz e oxigénio, apresentarem baixa
solubilidade e poderem levar a mudanca de atributos sensoriais, homeadamente cor,
textura, sabor e aparéncia dos produtos (Makori et al., 2020). Também foi observada
dificuldade na absorcdo e biodisponibilidade dos compostos fendlicos das folhas de
batata-doce no trato gastrointestinal (Makori et al., 2022).

O estudo desenvolvido por Sun et al. (2014) pretendeu avaliar os efeitos dos
métodos de cozedura doméstica no contetdo fendlico e na atividade antioxidante das
folhas de batata-doce. Os resultados obtidos destacaram a cozedura a vapor como o Unico
método que aumentou o contetdo fendlico. Relativamente a atividade antioxidante esta
reduziu para fervura e micro-ondas e aumentou para cozedura a vapor, assar e fritar.
Concluiram desta forma que cozedura a vapor ¢ o melhor método para preservar 0s
compostos fendlicos e manter a atividade antioxidante das folhas de batata-doce.

Sui et al. (2019) estudaram o efeito de diferentes métodos de secagem (micro-
ondas, ar quente e congelamento a vacuo) na composicdo nutricional e propriedades
fisico-quimicas e funcionais das folhas de batata-doce. O micro-ondas demostrou ser um
método moderado para preservar as propriedades nutricionais e funcionais das folhas de
batata-doce. Atendendo que este método apresenta baixo custo, apresenta um interessante
potencial como nova tecnologia de secagem para as folhas.

No estudo de Manasathien & Khanema (2022), as folhas de 5 variedades de
batata-doce foram utilizadas para produzir infusdes de ervas e para avaliar a composicao

nutricional e fitoquimica bem como estudar o potencial antioxidante e a citotoxicidade.
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O estudo revelou que as infusdes preparadas podem ser consideradas bebidas saudaveis,
com elevado contetdo de nutrientes, propriedades antioxidantes e sem toxicidade.

Outra forma de aplicacdo das folhas de batata-doce foi estudada por Luo et al.
(2020) , no qual otimizaram a formula e o processamento de uma bebida a base de folha
de batata-doce. O estudo avaliou o efeito do branqueamento e do corte das folhas nos
parametros de cor, composic¢do nutricional e funcional, atividade antioxidante, sabor e
estabilizacdo da suspensdo. Concluiram ainda que, a bebida produzida a base de folhas
ndo cortadas e misturadas com os demais ingredientes (goma xantana, lactato de célcio,
acido ascorbico, maltodextrina, xilitol e esséncia de macd) obteve elevado valor
nutricional com sabor e textura desejaveis.

A crescente demanda por compostos naturais e com potenciais conservantes e
antioxidantes demonstram a necessidade da realizacdo de estudos que apresentem como
objetivo a valorizacdo dos biorresiduos, transformando-o0s em novos ingredientes naturais
para alimentos/produtos alimentares. As folhas da batata-doce, na maioria das vezes, sdo
destinadas a alimentacdo animal ou até mesmo acabam por ser descartadas como
biorresiduos, e apresentam potencial para serem estudadas e transformadas em

ingredientes naturais.
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2. Objetivos

O presente estudo pretendeu caracterizar e valorizar o biorresiduo oriundo da

etapa de colheita da batata-doce (l. batatas). Neste sentido, este trabalho teve como

principais objetivos: a caracterizacdo nutricional, quimica e bioativa do biorresiduo de I.

batatas; e a validacdo do seu potencial como ingrediente natural funcionalizante para

aplicagédo no setor alimentar e farmacéutico.

Sé&o considerados objetivos especificos deste trabalho:

e Determinacdo do valor nutricional do biorresiduo de I. batatas através de

metodologias oficiais de analise;

e Avaliacdo da composicdo quimica do biorresiduo de I. batatas (perfil em

acucares livres, acidos organicos, &cidos gordos e composicdo fendlica),

recorrendo a técnicas cromatogréaficas;

e Anélise do potencial antioxidante, citotoxico, anti-inflamatorio e antimicrobiano

das propriedades bioativas do extrato hidroetandlico obtido do biorresiduo de I.

batatas.

Biorresiduos de

Ipomea batatas L. '

Determinacdo do
Valor Nutricional

Determinagdo da
Composigdo quimica

*Humidade
*Proteinas
eLipidos
*Cinzas
*Hidratos de
Carbono
*Energia

Obtencao de extrato hidro-
etandlico

*Aclicares Livres
*Acidos Organicos
*Acidos Gordos

eDeterminagéo do perfil
fendlico
*Determinacdo das
Propriedades Bioativas:
++Atividade Antioxidante
++Atividade Citotéxica
+»+ Atividade anti-
inflamatdria
++Atividade
antimicrobiana

Figura 7- Representacao esquematica dos objetivos da dissertacao.

(Fonte: Autoria prépria, 2023).
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3. Materiais e métodos
3.1. Aquisicao e preparacao da amostra

O biorresiduo de batata-doce (folhas de I. batatas obtidas apds colheita da batata)
foram cedidos por um produtor da cidade de Amarante-Portugal, tendo sido feita a sua
colheita em outubro de 2021 (Figura 8a). Apos aquisicdo, as folhas foram limpas
(retirada de sujidades como terra e pedras), pesadas, congeladas (-18 °C) e desidratadas
por liofilizacdo (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EU). De seguida foram
trituradas, num triturador de alimentos, para obtencdo de um pé fino (Figura 8b) e

armazenadas num local fresco e seco ao abrigo de luz, até a realizacdo das analises.

Figura 8- Folhas de I. batatas in natura (a) e liofilizadas (b).

(Fonte: Autoria prdpria, 2023).

3.2. Padrdes e reagentes
3.2.1. Analise quimica e nutricional

Os solventes de grau HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) foram
adquiridos na empresa Fisher Scientific (Lisboa, Portugal), sendo eles: acetato de etilo
(99,8%), acetonitrilo (99,9%), etanol absoluto (99,9%) e n-hexano (95%). Os padrGes de
aclcares (D(-)-frutose, D(+)-sacarose, D(+)-glucose, D(+)-trealose, D(+)-melezitose e
D(+)-rafinose pentahidratada), a mistura padrdo com 37 ésteres metilicos de acidos
gordos (FAME) (C4-C24; norma 47885-U) e os padrdes de acidos organicos (L(+)-acido
ascorbico, &cido citrico, &cido malico, acido oxalico, acido succinico, acido fumarico e
acido quinico) foram adquiridos na empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A
purificacdo da agua ocorreu num sistema de purificacdo Milli-Q (TGI Pure Water
Systems, USA).
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3.2.2. Estudo das bioatividades

Atividade antioxidante: Dicloridrato de 2,2'-Azobis (2-amidinopropano) (AAPH)
e 0 padrdo TROLOX (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) foram
adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Atividade antimicrobiana: Agar Mdueller-Hinton (MHB) e dimetilsulfoxido
(DMSO) foram adquiridos na empresa Biolab® da Hungria. O cloreto de p-
iodonitrotetrazolio (INT) foi adquirido da Panreac Applichem em Barcelona (ES). A
ampicilina e antifungico cetoconazol foram obtidos da farmacéutica Janssen na Bélgica.

Atividade anti-inflamatéria: as células RAW 264.7 (Macrofago de mondcitos de
camundongo) foram compradas na ECACC (“European Collection of Animal Cell
Culture”) (Salisbury, UK) e 0 meio de cultura para células animais DMEM (Meio Eagle
modificado por Dulbecco) foi adquirido na Hyclone (Logan, Utah, USA). Ja o Kit de
Reagentes Griess foi adquirido da Promega (Madison, W1, USA).

Atividade citotdxica: estreptomicina (100 mg/mL), L-glutamina, soro fetal bovino
(SFB), solucdo salina equilibrada de Hank (HBSS), solucéo de penicilina (100 U/mL), o
DMEM e o Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) foram adquiridos na
empresa Hyclone (Logan, Utah, USA). Enquanto acido aceético, elipticina, sulforodamina
B (SRB), acido tricloroacético (TCA) e Tris foram adquiridos na SigmaAldrich (St.
Louis, MO, USA). E a agua foi tratada por purificacdo Milli-Q (TGI Pure Water Systems,
USA).

3.3. Determinagdo do valor nutricional do biorresiduo de Ipomea batatas L.

Foram utilizadas metodologias oficiais de analise de alimentos da AOAC (2016)
para determinacdo do valor nutricional, como: humidade, cinzas, lipidos, proteinas,
hidratos de carbono e energia (Kcal e KJ).

Para determinacdo da humidade foi realizado um célculo de diferenca entre o peso
da folha in natura e apds o processo de desidratacé@o por liofilizagcdo, como apresentado

na Equacéo 1.

_ (Amostra in natura — Amostra liofilizada)
Humidade (%) =

100
Amostra in natura x( )

Equacéo 1. Célculo da humidade.
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A analise de cinzas foi realizada pela metodologia descrita na norma AOAC
923.03, na qual 0,25 g de amostra foi incinerado a 550 £ 15 °C durante 12h em mufla
(Figura 9).

Figura 9- Amostra ap06s incineragdo em mufla.

(Fonte: Autoria propria, 2023).

Os lipidos foram determinados como descrito na norma AOAC 920.85, através
do método de extracdo por Soxhlet (Figura 10), no qual foram pesadas 3 g de amostra e
utilizado éter de petrdleo como solvente de extracdo, com uma temperatura de,

aproximadamente, 80 °C durante 7h.

Figura 10- Equipamento utilizado para a determinacéo do teor de lipidos (Soxhlet).
(Fonte: Autoria propria, 2023).

O teor de proteinas foi determinado como descrito na norma AOAC 978.04, pelo
método de macro-Kjeldahl, o qual se baseia na quantidade de azoto presente na amostra.
A analise utiliza &cido sulfurico concentrado (H2SO4) que em contacto com a amostra
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(0,15 g) faz a digestdo da matéria organica (Figura 11a) e leva a formacdo de um sal
inorgénico (sulfato de aménio ((NH4)2SO4), no qual é retido o azoto. De seguida, a
solucdo é alcalinizada pela adicdo de hidréxido de sodio (NaOH), que promove a
libertacdo do azoto na forma de amoniaco (NHs). Este é, posteriormente, destilado e
recolhido numa solucdo de acido sulfurico (H2SO4 a 0,1 M) para, por fim, quantificar o
azoto presente na amostra, realizando uma titulacdo com NaOH (0,1 M) (Figura 11b),
utilizando um indicador vermelho de metilo. Foi utilizado o fator de conversdo N x 6,25

indicado para proteinas vegetais.

Figura 11- Equipamentos utilizados para a determinagdo do teor de proteinas, sendo (a) o digestor e (b) o

equipamento de titulagdo. (Fonte: Autoria prépria, 2023).

Os hidratos de carbono foram calculados com base na diferenca entre os demais

nutrientes, utilizando a Equacéo 2.

Hidratos de carbono = 100 - (ghumidade + Zlipidos + Eproteina + gcinzas)

Equacéo 2. Célculo dos hidratos de carbono

A energia total (Kcal) também foi calculada, utilizando a Equacdo 3,
considerando o valor de cada nutriente multiplicado pelo seu equivalente cal6rico
(hidratos de carbono (4 Kcal/g), proteinas (4 Kcal/g) e lipidos (9 Kcal/g)) e o somatério
representa a quantia de calorias presente na amostra. Com o valor da energia em Kcal é

aplicado um fator de converséo de 4,1868 para se obter a energia em KJ.

Energia (Kcal) =4x (gproteinas + Zhidratos de carbono) + (9 X glipidos)

Equacdo 3. Calculo da energia total (Kcal)

23



3.4. Determinacéo da composic¢éo quimica do biorresiduo de Ipomea batatas L.
3.4.1. Acucares

A determinacdo do perfil em acucares livres foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refragdo (HPLC-IR)
conforme descrito por Barros et al. (2013).

Um padrdo interno (melezitose 25 mg/L) e 40 mL de etanol (80:20, v/v) foram
adicionados a amostra (1g), que durante 1h30 ficaram num banho a 70 °C com agitacao
a cada 15min.

O sobrenadante, posteriormente, foi centrifugado (centrifuga refrigerada
K240R, Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) a 350 rpm durante 10min (Figura
12a) e, em seguida, transferido para um baldo de vidro (Figura 12b) para evaporacao da
fracdo etanolica (60 °C, pressao reduzida) com auxilio de um evaporador rotativo (Biichi
R-210, Flawil, Suica). Apds evaporacdo, a fase aquosa foi lavada 3 vezes com éter
dietilico (10 mL), sendo separada em duas fases (Figura 12c), na qual a primeira foi
recolhida (Figura 12d) e evaporados os restos de éter dietilico. Ao residuo seco obtido
(Figura 12e) adicionou-se agua até perfazer um volume de 5 mL (Figura 12f) filtrando-
se a mistura (filtros de nylon - 0,2 um, Whatman) para um vial (Figura 12g), a fim de

proceder a analise do perfil em agucares através de um sistema de HPLC.

(a)

FB1 FB2

(e) (g)

Figura 12- Procedimento experimental para determinacdo dos aglcares — Tubo apds centrifugacéo (a),
filtracdo para baldo de evaporacdo (b), duas fases aparentes apés lavagem com éter dietilico (c), tubo
contendo a primeira fase ap6s separagdo (d), tubo com residuo seco (e), redissolucdo (f) e filtragem para

vial (g). (Fonte: Autoria prépria, 2023).
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O HPLC foi equipado com uma bomba da Knauer (Sistema Smartline 1000,
Berlim, Alemanha), um sistema de desgaseificacdo (Smartline Manager 5000), um
amostrador automatico (AS-2057 Jasco, Easton, Maryland, EUA) e um detetor de indice
de refracdo (Knauer Smartline 2300). A separacdo cromatografica foi feita utilizando uma
coluna Eurospher 100-5 NH2 (4,6 x 250 mm, 5 um, Knauer), mantida a 35 °C (7971 R
Grace). Uma solucéo de acetonitrilo/agua desionizada (70:30, v/v) foi utilizada como fase
maovel, com um fluxo de 1 mL/min e uma injecdo de 10 uL da amostra. A identificagdo
dos compostos foi feita utilizando o software Clarity 2.4 (DataApex), comparando 0s
tempos de retencdo relativos dos picos da amostra com padrées conhecidos. Os resultados
foram obtidos pelo método do padrdo interno e expressos em gramas de composto por
100 g de massa fresca.

3.4.2. Acidos gordos

Os &cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com detecéo por
ionizagédo de chama (GC-FID) usando a metodologia de Pereira et al. (2012).

Ao extrato lipidico, previamente obtido por extracdo em Soxhlet (Seccédo 3.3),
foram adicionados 5 mL de uma solucdo metanol/acido sulfarico/tolueno na proporc¢édo
2:1:1 (v/viv). A mistura foi mantida em um banho a 50 °C (Julabo, SW22, Seelbach,
Alemanha) com agitacdo de 160 rpm por cerca de 12h. Apds retirar do banho, 3 mL de
agua desionizada foram adicionadas para melhorar a separacdo de fases, seguido da
adicdo de 3 mL de éter dietilico para recuperacdo dos ésteres metilicos de acidos gordos
(FAME), agitando no vortex a cada passo. As fases foram separadas e o sobrenadante foi
transferido para um vial, onde sulfato de s6dio anidro foi adicionado para desidratar. Por
fim, o sobrenadante foi filtrado atraves de filtros de nylon (0,2 xum, Whatman, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para um vial para analise posterior em cromatografia
gasosa (GC).

O perfil dos acidos gordos foi determinado através de um sistema de GC (Modelo
DANI GC 1000) equipado com um injetor split/splitless, um detetor de ionizacdo de
chama (FID) a 260 °C, e uma coluna Zebron-Kame (20 m x 0,18 mm ID x 0,15 um df;,
Phenomenex, Lisboa, Portugal). A temperatura iniciou em 80 °C por 1,5min e foi
aumentada progressivamente: 40 °C/min até 160 °C, 5 °C/min até 185 °C, e finalmente
aumentou 30 °C/min até 260 °C, onde permaneceu por 4min. O géas de transporte usado
foi o hidrogénio com fluxo de 0,6 mL/min medido a 250 °C. A injecdo split (1:80) foi

realizada a 260 °C, injetando 1 xL da amostra.
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A identificacdo de acidos gordos foi realizada comparando os tempos de retengédo
relativos dos picos de FAME das amostras com os padrfes conhecidos. Para o
processamento dos resultados, recorreu-se ao software Clarity DataApex 4.0 (Praga,
Republica Checa) e estes foram expressos em percentagem relativa (%) para cada acido

gordo detetado.

3.4.3. Acidos organicos

Os éacidos organicos foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detetor de foto diodos (UPLC -PDA) como descrito por Barros
et al. (2013).

Realizou-se a extracéo ao abrigo da luz adicionando 25 mL de 4cido metafosforico
(4,5%) a 1,5 g de amostra, colocando-a sob agitacdo magnética durante 20min, a
temperatura ambiente. Apos a extracdo, a mistura foi filtrada através de papel de filtro
(Whatman N°4) para um tubo de ensaio (Figura 13) e, posteriormente, filtrada
novamente através de filtros de nylon (0,2 um; Whatman) para um vial ambar (1,5 mL)
para ser analisada por UPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo).

A separacdo dos componentes foi realizada usando uma coluna de fase reversa
SphereClone C18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm i.d., Phenomenex, Torrance, California,
EUA) mantida a 35 °C, sendo a eluicéo feita com &cido sulfarico (3,6 mM) com um fluxo

de 0,8 mL/min e injetando 20 xL da amostra.

T ackc

Figura 13- Filtracdo de acidos orgéanicos.

(Fonte: Autoria prdpria, 2023).

A identificacdo e quantificacdo dos acidos orgénicos foram realizadas utilizando

um sistema DAD (detetor de diodos). A detecdo foi realizada mediante a aplicacdo dos
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comprimentos de onda 215 nm e 245 nm, sendo que o ultimo foi usado apenas para o
acido ascorbico. A quantificacdo foi determinada comparando a area dos picos registados
com as curvas de calibracdo obtidas dos padrdes respetivos. Os resultados foram

expressos em g de composto por 100 g de massa fresca (g/100g extrato).

3.4.4. Perfil individual de compostos fendlicos

O perfil individual de compostos fendlicos foi determinado por HPLC (sistema
Dionex Ultimate 3000 UPLC -Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) equipado com
uma bomba quaternaria, um injetor automatico a 5 °C, um desgaseificador e um
compartimento de coluna com termostato automatizado acoplado a um detetor de arranjo
de diodos (DAD). O DAD realizou a detecdo dos compostos usando os comprimentos de
onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm. Este sistema também estava conectado a um
espetrometro de massa (EM) com uma fonte de ionizacdo de electrospray, conforme
metodologia descrita por Bessada et al. (2016).

Foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 (4,6 x 150 mm, 3 um) (Waters
Spherisorb S3 ODS-2, Milford, USA) termostatizada a 35 °C para a separacdo dos
compostos. Como fases moveis foram utilizados (A) acido formico/agua (0,1%) e (B)
acetonitrilo.

Foi estabelecido um gradiente de eluicdo isocratico: 10-15% B (5min), 15-20% B
(5min), 20-25% B (10min), 25-35% B (10min), 35-50% B (10min) e reequilibracdo da
coluna por 10min, usando uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min.

Para a espectrometria de massa, utilizou-se um espectrémetro de detecdo de MS
conhecido como lon Trap Linear LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA),
equipado com uma fonte de ionizacéo electrospray (ESI).

Azoto (50 psi) foi utilizado como gas de arraste e o sistema iniciou com uma
temperatura de 325 °C, voltagem de spray de 5 kV e tenséo capilar de -20 V. O tube lens
offset manteve uma voltagem de -66 V. Foram gravados os espetros em modo de ido
negativo (100-1500 m/z). A energia de colisdo foi de 35 unidades arbitrarias. Os dados
foram recolhidos e analisados pelo programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA,
USA).

Para a identificacdo dos compostos presentes no extrato obtido do biorresiduo de
I. batatas (Seccéo 3.5.1.) foi necessario realizar a compara¢do com compostos padrdo em
relacdo a tempos de retencdo, espetros UV-Vis e espetros de massa, e também realizar a

comparagao com dados disponiveis na literatura.
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Ja para a andlise quantitativa, foram obtidas curvas de calibragcdo através da
injecdo de solucdes-padrdo com concentragfes conhecidas (2,5-100 ug/mL): &cido
clorogénico (y = 168823x - 161172), quercetina-3-O-rutindsido (y = 13343x + 76751) e
acido p-cumarico (y = 301950x + 6966,7), com base nos sinais de UV-Vis e no
comprimento de onda maximo de absorcdo de cada composto padréo. A disponibilidade
de alguns padrdes de determinados compostos, em alguns casos, ndo foi possivel de serem
verificados. Desta forma, a quantificacdo foi realizada através de curvas de calibracdo de
compostos do mesmo grupo fenolico. Os resultados foram apresentados em mg de

composto por g de extrato (mg/g extrato).

3.5. Avaliacao das propriedades bioativas do extrato hidroetanolico obtido a partir
do biorresiduo de Ipomea batatas L.

O potencial bioativo do extrato hidroetandlico obtido a partir do biorresiduo de
batata-doce (folhas) foi avaliado através da determinacao das propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatorias e citotoxicas. O extrato hidroetanolico foi obtido e
preparado para cada uma das analises conforme descrito na proxima seccdo (seccao
3.5.1).

3.5.1. Extragdo da amostra por maceragao
Através da amostra liofilizada foi preparado um extrato, na qual 1g da amostra foi
submetida a extracdo por maceracao com 30 mL de uma solucédo de etanol/agua (80:20,
v/v) a temperatura ambiente e com agitacdo constante (150 rpm) durante 1h (Figura 14).
Recorrendo a um papel de filtro (Whatman No. 4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
a mistura foi filtrada e o processo de extracdo foi novamente repetido, com 30 mL da

mesma solucdo hidroetandlica.

Figura 14- Extracdo hidroetandlica. (Fonte: Autoria propria, 2023).
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Por fim, a fracdo alcodlica dos extratos obtidos foi rotaevaporada a presséo
reduzida (Biichi R-210, Flawil, Suica) e a fracdo aquosa foi liofilizada (47 °C; 0,045 bar;
FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA) para posterior realizacdo das analises
do potencial bioativo.

Ap0s a obtencdo do extrato seco, 10 mg desse extrato foram dissolvidas em 2 mL
de uma solucdo de etanol/agua (20:80, v/v) e seguidamente, filtrado através de discos de
LC (Cromatografia Liquida) descartaveis de 0,22 um para posterior analise em HPLC
para determinacdo do perfil individual de compostos fendlicos (Seccéo 3.4.4).

Para a avaliacdo da atividade antioxidante (Sec¢do 3.5.2.) o extrato seco foi
dissolvido em solugdo hidroetandlica (EtOH/H20; 80:20 (v/v)) numa concentracdo de 5
mg/mL. Para o ensaio de atividade antimicrobiana (Sec¢éo 3.5.3.), o extrato seco foi
dissolvido diretamente em meio de cultura (10 mg/mL). Ja para as avaliacdes da atividade
anti-inflamatoria (Seccéo 3.5.4.) e citotdxica (Seccéo 3.5.5.) o0 extrato seco foi dissolvido
em agua destilada numa concentracdo de 8 mg/mL. Para cada analise individual, estas
solugdes foram sendo diluidas sucessivamente de forma a obter as concentragdes ideais
de trabalho.

3.5.2. Atividade antioxidante
A atividade antioxidante foi avaliada atraves de dois ensaios in vitro, usando:
TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) para a avaliacdo da peroxidacdo
lipidica determinada pela reacéo entre os produtos de oxidacao e o acido tiobarbitdrico
(TBA) (Barros et al., 2010); e AAC (atividade antioxidante celular), na qual é medida a
atividade antioxidante através da prevencdo da formacdao dos radicais peroxil, que causam

stress oxidativo na linha celular (Wolfe & Liu, 2007).

3.5.2.1. TBARS

Os cérebros de porcos utilizados nesta analise foram adquiridos num matadouro
local, de seguida dissecados e homogeneizados com um Polytron em tampéo Tris-HCI
gelado (20 mM, pH 7,4), para produzir um homogeneizado de tecido cerebral 1:2 (p/v)
que foi centrifugado a 3500 rpm por 10min. Para a analise, 0,1 mL do sobrenadante
(cérebro) foi incubada com 0,2 mL das diferentes concentragdes do extrato hidroetandlico
obtido do biorresiduo de batata-doce (0,019 — 5 mg/mL) na presenca de 0,1 mL de sulfato
de ferro FeSO4 (10 uM) e 0,1 mL de acido ascorbico (0,1 mM) durante 1h a 37 °C. Apos

esse periodo de incubacdo, a reagdo foi interrompida pela adicdo de 0,5 mL de acido
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tricloroacético (28% p/v), seguido por 0,38 mL de acido tiobarbitdrico (TBA, 2%, p/v), e
a mistura foi novamente aquecida, mas sendo desta vez a 80 °C durante 20min. Apos
centrifugacdo a 3000 rpm durante 5min para remover a proteina precipitada, a intensidade
da cor do complexo Malodialdeido-Acido tiobarbittrico (MDA-TBA) no sobrenadante
foi medida pela sua absorbancia a 532 nm (Figura 15).

Figura 15- Ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante TBARS. (Fonte: Autoria propria, 2023).

A taxa de inibigdo (%) foi calculada usando a Equacéo 4, sendo A a absorvancia do

controlo e B a absorvancia da solugdo do composto.

Taxa de inibicao (%) = ((A- B)/A) x 100

Equacéo 4. Determinacdo da taxa de inibigdo em ensaio TBARS.

3.5.2.2. Avaliacéo da atividade antioxidante celular (AAC)

Para avaliar a atividade antioxidante celular (AAC), o extrato hidroetanélico do
biorresiduo de batata-doce foi dissolvido em agua para obter uma concentragdo de 8
mg/mL, da qual foram realizadas diluicbes sucessivas usando 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH) preparadas com etanol e diluida com solucéo salina
equilibrada de Hank (HBSS) (50 «M) a fim de obter as concentragdes a serem testadas
(500 - 2000 uM).

Foi utilizada uma linhagem celular de macréfagos de rato conhecida por RAW
246.7, mantida em incubadora a 37 °C, com concentracdo de 5% de CO2 em ar
humidificado e meio de cultura DMEM suplementado com aminoacidos ndo essenciais
(2 mM), estreptomicina (100 xg/ml), L-glutamina, penicilina (100 U/ml) e soro fetal
bovino (10%).
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Com um raspador de células os macrofagos foram separados e o conteudo foi
transferido para um tubo de Falcon. A solucéo foi centrifugada a 1200 rpm durante 5 min.
O meio foi descartado e uma nova quantidade de meio foi adicionada com base na
quantidade de precipitado obtido ap6s centrifugacdo. Foram entdo preparados e
transferidos 300 xL de uma solucdo com densidade celular de 70000 células/mL para
microplacas pretas com fundo transparente (SPL Lifesciences) e incubadas durante 48h.
Ap0s o periodo de incubagdo, foi descartado o meio e as células foram lavadas 2 vezes
com 100 uL de HBSS, tratadas com diferentes concentracdes do extrato (200 uL; 32,5 -
2000 «M) e incubadas durante 1h. Novamente, as células foram lavadas 2 vezes com 100
uL de HBSS e adicionada 100 xL de uma solugdo de AAPH (600 uM). A fluorescéncia
foi lida a cada 5min durante 1h (leitor de microplacas Biotek FLx800) a 485 nm de
excitacdo e 538 nm de emissdo. Como controlo positivo foi utilizada a quercetina,
enquanto diclorohidrofluresceina e meio de cultura DMEM foram utilizados como
controlo negativo. O resultado é expresso em % de inibicdo com a concentracdo méaxima

testada.

3.5.3. Atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana, tanto antibacteriana quanto antiflngica, foi avaliada
pelo método de microdiluicdo com o corante INT (cloreto de iodonitrotetrazolio), tal

como descrito por Carocho et al. (2015).

3.5.3.1. Antibacteriana

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foram utilizadas bactérias Gram-
positivos e Gram-negativos. As Gram-positivas foram: Staphylococcus aureus (ATCC
11632), Bacillus cereus (isolado clinico) e Listeria monocytogenes (NCTC 7973). Ja as
Gram-negativas foram: Enterobacter cloacae (ATCC 35030), Escherichia coli (ATCC
25922) e Salmonella Typhimurium (ATCC 13311). Estes microrganismos foram obtidos
no Laboratério de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de
Investigagao Bioldgica “Sinisa Stankovi¢” da Universidade de Belgrado na Sérvia. Foram
determinadas a concentragdo minima inibitéria (CMI) e a concentracdo minima
bactericida (CMB) para o extrato obtido do biorresiduo de batata-doce através da
aplicacdo do método de microdiluicéo.

Com o auxilio do espectrofotdmetro (leitura a 625 nm) as culturas de bactérias

foram ajustadas até obter uma concentracdo de 1x10° UFC/mL, correspondendo a uma
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suspensdo bacteriana. As dilui¢des de indculos foram cultivadas em meio solido para
verificar a auséncia de contaminacédo e verificar a validade do indculo. As diferentes
diluigdes do extrato hidroetandlico obtido dos do biorresiduo de batata-doce foram
pipetadas para os pocos contendo 100 uL de caldo de soja triptico (TSB) e,
posteriormente, foram adicionados 10 uL de indculo. As microplacas foram incubadas
por 24h a 37 °C,

Foram adicionados 40 uL de cloreto de iodonitrotetrazolio (INT) (0,2 mg/mL) e
incubado a 37 °C durante 30min para a determinacdo da CMI (menor concentracdo que
produziu inibicéo significativa de 50% do crescimento da bactéria em compara¢do com
o controlo positivo). As CMIs conseguidas no teste de suscetibilidade de varias bactérias
ao extrato foram determinadas também por um ensaio colorimétrico de viabilidade
microbiana baseado na reducdo da cor do INT e comparado com um controlo positivo
para cada estirpe bacteriana. Colocando 10 xL de cada poco que ndo apresentou mudanca
de cor a 100 uL de TSB foi determinada por subcultura em série a CMB (concentracao
minima bactericida). Apo6s essa subcultura, foi considerada como a CMB a menor
concentracdo que ndo apresentou crescimento. A ampicilina foi usada como controlo
positivo e os resultados de CMI e CMB foram expressos em mg/mL de extrato

hidroetandlico liofilizado.

3.5.3.2. Antifangica

Para a avaliacdo da atividade antifangica foram utilizados seis microfungos, tais
como: Aspergillus fumigatus (isolado clinico), Aspergillus niger (ATCC 6275),
Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Penicillium funiculosum (ATCC 36839),
Penicillium verrucosum var. cyclopium (isolado alimentar) e Trichoderma viride (IAM
5061), adquiridos no mesmo local no qual foram adquiridas as bactérias.

As culturas dos microfungos foram mantidas em malte agar (MA), armazenadas
a 4 °C e sub-cultivadas uma vez por més. Com a solugéo salina esteril (0,85%) contendo
Tween 80 a 0,1% (v/v) foram lavados os esporos fungicos das superficies das placas de
agar. Com uma solucdo salina estéril foi ajustada a suspensdo dos esporos para uma
concentracgdo de aproximadamente 1,0x10° num volume final de 100 uL por pogo. Os
indculos foram armazenados a 4 °C e as dilui¢des dos indculos foram cultivadas em malte
agar (MA) solido para verificar a auséncia de contaminacéo e a validade do inoculo. Foi
realizada a técnica de diluicdo sucessiva em microplacas de 96 pogos, a qual foi

adicionada a amostra ao meio de malte com o indculo fangico e incubadas durante 72h a
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28 °C, para a determinacdo da CMI (menor concentracdo que produziu inibicdo
significativa de 50% do crescimento flngico em comparagdo com o controlo positivo),
utilizando microscopio binocular.

Por subcultura em série de 2 uL de cada poco que nao apresentou atividade, em
microplacas contendo 100 L de caldo de malte por poco e posterior incubagédo durante
72h a 28 °C foram determinadas as concentra¢cdes minimas fungicidas (CMFs). Foi
definida como CMF a menor concentracdo sem crescimento visivel, indicando 99,5% de
morte do indculo original. O dimetilsulféxido (DMSQ) a 5% foi utilizado como controlo
negativo, enquanto o cetoconazol foi utilizado como controlo positivo. Os resultados de

CMI e CMF foram expressos em mg/mL de extrato hidroetandlicos.

3.5.4. Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada em células macréfagas RAW 264.7 de
rato, atraves da capacidade de inibi¢do de producédo de 6xido nitrico (NO) proposto por
Jabeur et al. (2016). As células foram obtidas no DMSMZ - Leibniz - Institute DSMZ -
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH.

O extrato hidroetandlico obtido a partir do biorresiduo de batata-doce foi
dissolvido em agua a fim de obter a concentragdo final de 8 mg/mL (solucdo mae). Foram
feitas dilui¢des sucessivas a partir da solugdo mée com o intuito de obter as concentragdes
de teste (0,125 - 8 mg/mL). Em ar humidificado com 5% de CO,, foram incubadas a 37
°C as culturas de macréfagos RAW 264.7 de rato em meio DMEM, suplementado com
antibidticos, glutamina e 10% de soro bovino fetal (FBS) inativado por calor.

Com o auxilio de um raspador, as células com crescimento ativo foram soltas e a
densidade experimental das células foi estabelecida a 5x10° células/mL e a proporcgdo de
células mortas foi inferior a 5%, de acordo com o teste de exclusdo de azul de tripano.
Numa placa de 96 pocos foram adicionadas 300 L de células (150000 células/pogo) que
foi incubada por 24 h para garantir a aderéncia e multiplicacao das células. Em seguida,
as células foram tratadas com diferentes concentragdes do extrato do biorresiduo de
batata-doce (15 uL; 0,125 - 8 mg/mL) e incubadas durante 1h com a faixa de concentragdo
testada de 6,25 - 400 «g/mL. Posteriormente, uma estimulacéo foi realizada com a adigéo
de 30 uL de lipopolissacéaridos (LPS) (1 mL/mL) e incubado novamente pelo periodo de
1h.
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Como controlo positivo foi utilizada a dexametasona (50 mM) e como controlo
negativo foi utilizada a amostra sem a adi¢do de LPS com o intuito de observar se estes
induzem alteraces a niveis basais de 6xido nitrico (NO).

O Kit de Reagentes Griess (solucbes de nitrofenamida, etilenodiamina e nitrito)
foi utilizado para a quantificacdo do 6xido nitrico juntamente com curva de calibragéo do
nitrito (100 mM nitrito de sodio a 1,6 mM) preparada em placa de 96 pocos. Através da
absorbancia a 540 nm (leitor de microplacas ELX800 Biotek) o 6xido nitrico produzido
foi determinado e comparado com a curva de calibracdo. Os resultados foram calculados
com base na representacédo grafica do percentual de inibi¢do da producéo de 6xido nitrico
versus a concentracdo da amostra, e foram expressos em valores de ICso (concentracao

de amostra que inibe 50% da producéo de 6xido nitrico).

3.5.5. Potencial citotoxico

O potencial citotdxico do extrato hidroetandlico obtido do biorresiduo de batata-
doce (80:20; v/v) foi avaliado utilizando o ensaio da sulforrodamina B (SRB) descrito
por Barros et al. (2013).

Foram utilizadas linhas celulares tumorais humanas, como AGS (adenocarcinoma
gastrico), CaCo (adenocarcinoma colorretal), MCF-7 (carcinoma da mama) e NCI-H460
(carcinoma de pulméo) e também uma linha celular ndo tumoral foi testada, a VERO
(obtida a partir de rim de macaco verde africano), a fim de testar a capacidade
antiproliferativa do extrato. Todas estas linhas celulares foram obtidas no DMSMZ —
Leibniz — Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH. As linhas tumorais foram mantidas como culturas aderentes em meio RPMI-1640
suplementado com estreptomicina (100 xg/mL), glutamina (2 mM), 10% de soro bovino
fetal (FBS) e penicilina (100 U/mL). J& a linha ndo tumoral foi mantida em meio DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS), glutamina (2 mM), penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 xg/mL). Ambas as culturas celulares foram incubadas a 37
°C numa incubadora com ar umidificado e 5% de CO..

A camara de fluxo laminar (TLStar, AV-30/70) foi utilizada em todos o0s
procedimentos para ser evitada possiveis contaminacfes. Cada linha celular foi testada
numa densidade apropriada, sendo as tumorais em 1,0x10* células/pogo e a ndo tumoral
em 1,9x10* células/poco. Através da diluicio em agua foram testadas concentragdes de
0,125 a 8 mg/mL, das quais foram adicionadas 10 xL juntamente com 190 uL da

suspensdo das linhas celulares testadas, em microplacas de 96 pocos incubadas durante
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72h a 37 °C numa incubadora com ar umidificado e 5% de CO,. Ap6s o periodo de
incubagdo, a cada poco foram adicionados 100 L de &cido tricloroacetico 10% frio
(TCA,), incubando-se de seguida durante 1h a 4 °C. As microplacas foram lavadas com
agua desionizada e secas. Em seguida, 100 xL de solucdo de SRB (0,057%, m/v) foi
adicionado, ficando a placa em nova incubacdo durante 30min a temperatura ambiente.
Posteriormente, fez-se a lavagem da placa com &cido acético (1% v/v) para remover o
excesso de SRB e a sua secagem ao ar.

A SRB foi solubilizada com 200 L de Tris (10 mM; pH 7,4) num agitador de
microplacas (Stat Fax-2100). A absorvancia foi medida em um comprimento de onda de
540 nm num leitor de microplacas (Instrumentos Bio-Tek, ELX800, Inc; Winooski,
EUA), utilizando-se a elipticina como controlo positivo. Os resultados foram expressos
em valores de Glso (concentragdo de amostra que inibe 50% de crescimento celular) em

unidades de pg/mL.
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4. Resultados
4.1. Analise nutricional do biorresiduo de Ipomea batatas (L.) Lam

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na determinagéo do valor nutricional
do biorresiduo de batata-doce. Os dados estdo apresentados em valores medios e

expressos em funcéo do peso fresco (pf) e peso seco (ps) das folhas.

Tabela 3- Composicdo nutricional do biorresiduo de 1. batatas; (média + DP).

(9/100g de pf) (9/100g de ps)
Humidade 781 -
Hidratos de Carbono 155+0,3 70+1
Proteinas 43+0,2 20+1
Lipidos 0,97 £ 0,03 45+0,1
Cinzas 1,24 £ 0,05 57+0,.2

Valor Energético
Energia (Kcal/100g) 87,93 £ 0,03 399,7+0,1
Energia (KJ/100g) 367,9+0,1 1672+1

A humidade média do biorresiduo de batata-doce foi 78 + 1 g/100g (pf). No estudo
de Suérez et al. (2020) no qual avaliaram as folhas de batata-doce colhidas em diferentes
épocas, os resultados de humidade variaram de 86,05 + 0,04 a 87,70 + 0,05 g/100g (pf).
Ja no estudo de Sun et al. (2014) onde foram avaliadas as folhas de 40 cultivares
diferentes, obtiveram resultados que variaram de 84,09 + 0,81 a 88,92 + 0,34 g/100g (pf).
Da mesma forma, no estudo de Amagloh et al. (2017) obtiveram valores que variam de
83,91 £ 0,26 a 87,24 + 0,13 g/100g (pf) em 5 cultivares de folhas de batata-doce.

A diferenca entre o valor encontrado nesse estudo e os estudos mencionados pode
estar relacionado com o método utilizado para a determinacédo da humidade, uma vez que
no presente estudo foi determinado através dos valores da secagem por liofilizacéo,
enquanto os restantes foram determinados por métodos de desidratacdo padréo em estufa.
Tanikawa (2021) ao avaliar as folhas de Rumex obtusifolius L. também obteve humidade
inferior pelo método de liofilizacdo do que por estufa elétrica. As vantagens de utilizar
métodos de secagem a baixas temperaturas é o facto de existirem maiores possibilidades
de estabilizar, ndo perder propriedades nutricionais e nem 0s compostos bioativos
presentes na matriz alimentar, apesar de estarem associados a custos mais elevados de

infraestruturas e energia (Lopez-Martinez et al., 2023).
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A média calculada pela equacéo para hidratos de carbono foi 15,5 + 0,3 g/100g
(pf) ou 70 £ 1 g/100g (ps), que se mostrou superior ao encontrado no estudo de Sun et al.
(2014), no qual variaram de 42,03 £ 0,03 a 61,36 + 0,90 g/100g (ps).

No teor de proteinas do biorresiduo de batata-doce obtiveram-se valores médios
de 4,3+ 0,2 g/100g (pf) ou 20 + 1 g/100g (ps). Este resultado é inferior ao teor encontrado
num estudo de Suarez et al. (2020), onde se obtiveram médias entre 26,2 + 0,2 a 30,08 +
0,4 g/100g (ps). J& no estudo de Amagloh et al. (2017) obteve-se uma média de 4,62
0/100g (pf) para as 5 cultivares estudadas, que apresentaram resultados que foram de 3,87
a 5,37 = 0,04 g/100g (pf), resultado este similar ao encontrado neste estudo. Segundo o
Regulamento (CE) N.° 1924/2006 (2006) relativo as alegacdes nutricionais e de saude
sobre os alimentos, um alimento para ser considerado fonte de proteina precisa de ter 12%
do valor energético do alimento fornecido pelas proteinas, enquanto que para ser
considerado de alto teor em proteina é necessario pelo menos 20% do valor calorico ser
representado por proteinas. O teor proteico no biorresiduo de batata-doce € de 19,9% do
valor calérico, o que demonstra ser uma promissora fonte de proteina.

Este mesmo Regulamento, considera que um alimento pode ter alegacédo e é
considerado de baixo teor de lipidos quando 0 mesmo apresentar menos de 3 g de lipidos
por 100 g de produto sélido. Neste estudo, o biorresiduo de batata-doce apresentou uma
média de 0,97 + 0,03 g/100g (pf), ou seja, considerado de baixo teor de lipidos (Tabela
3). Em peso seco essa média fica 4,5 + 0,1 g/100g, 0 que mostra ser concordante com 0s
valores exibidos no estudo de Sun et al. (2014), em que os valores encontrados variaram
de 2,08 £ 0,06 a 5,28 £+ 0,15 g/100g de (ps).

O conteldo de cinzas representa a fracdo inorgénica presente nos alimentos, que
corresponde ao teor de minerais, e auxilia no calculo do valor nutricional dos alimentos
(Ismail, 2017). O biorresiduo de batata-doce no presente estudo apresentou uma média
de 1,24 £ 0,05 g/100g (pf) ou 5,7 £ 0,2 g/100g (ps). No estudo de Fagundes (2020)
obtiveram-se valores que variaram entre 8,79 £ 0,08 a 9,36 £ 0,53 g/100g (ps) nas folhas
de batata-doce normal e melhoradas geneticamente.

A caloria fornecida pelo biorresiduo de batata-doce é de 87,93 + 0,03 Kcal/100g
(pf) ou 399,7 £ 0,1 Kcal/100g (ps) (Tabela 3). Sun et al. (2014) obtiveram uma média de
415,34 + 14,59 kcal/100g (ps), o que mostra condizente com o deste estudo. Segundo o
estudo de Chao et al. (2021), dietas de baixo teor calérico consomem de 800 a 1800 Kcal.
Isso mostra que o biorresiduo de batata-doce pode ser enquadrado em dietas de baixo

valor cal6rico.
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Considerando os resultados obtidos no presente estudo e os resultados disponiveis

na literatura, os valores da composi¢cdo nutricional apresentam variagcbes entre 0S

diferentes estudos, isso mostra que as diferentes cultivares, local de plantagéo, clima,

métodos de cultivo, etc. podem interferir na composicao nutricional do biorresiduo de

batata-doce.

4.2. Analises quimicas do biorresiduo de Ipomea batatas (L.) Lam

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para as analises quimicas do

biorresiduo de batata-doce, para o perfil individual de agucares, &cidos organicos e acidos

gordos. Os dados estdo apresentados em valores médios e expressos em funcao do peso

fresco das folhas (pf).

Tabela 4- Composicdo em acucares livres, acidos gordos e acidos orgénicos do

biorresiduo de I. batatas; (média + DP).

Acucares (g/100g pf)
Frutose 0,680 * 0,003
Glucose 0,60+0,01
Sacarose 0,33+0,02
Trealose 0,100 + 0,005
Total 1,71+0,01

Acidos gordos (%)

C10:0 Acido céprico 52+0,1
C12:0 Acido laurico 5,02 + 0,02
C16:0 Acido palmitico 21,8+05
C18:0 Acido estearico 7,55+ 0,03
C18:1n9c Acido oleico 5,0+0,2
C18:2n6c Acido linoleico 19+1
C18:3n3 Acido a-linolénico 36,71+ 0,01
SFA 39,6 £0,5
MUFA 50+£0,2
PUFA 55,71
Acidos organicos (g/100g pf)
Oxalico 0,34 £ 0,01
Quinico 0,35+0,01
Malico 0,261 + 0,002
Shiquimico 0,00252 £ 0,00004
Citrico 0,126 £ 0,004
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Fumérico 0,00158 + 0,00005
Total 1,08 £0,02

SFA: 4cidos gordos saturados; MUFA: &cidos gordos monoinsaturados; PUFA: acidos

gordos polinsaturados. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrao.

O perfil individual de agUcares demonstrou que o biorresiduo de batata-doce
apresentou os dissacarideos sacarose e trealose com 0,33 + 0,02 e 0,100 + 0,005 g/100g
(pf) respetivamente e os monossacarideos frutose e glucose na sua composicao, com
0,680 + 0,003 e 0,60 + 0,01 g/100g (pf) respetivamente, dando um total de 1,71 + 0,01
0/100g (pf) em acgucares. Por sua vez, um estudo desenvolvido por Tang et al. (2021) que
pretendeu caracterizar 11 cultivares de folhas de batata-doce, observaram apenas a
presenca de glucose com valores que variaram entre 2,94 + 0,08 e 7,91 + 0,33 /100g (ps).

Relativamente ao perfil em &cido gordos, o biorresiduo de batata-doce analisado
apresentou 7 compostos na sua composicao, sendo, o acido a-linolénico (C18:3n3), acido
palmitico (C16:0) e &cido linoleico (C18:2n6c) os maioritarios. Estes representam
aproximadamente 77% dos acidos gordos presentes no biorresiduo de batata-doce, onde
55% sdo &cidos gordos polinsaturados e 22% acidos gordos saturados. O éacido o-
linolénico e &cido linoleico sdo conhecidos como 6mega-3 e dmega-6, respetivamente.
Sabe-se que estes acidos gordos polinsaturados sdo associados a reducdo do risco de
doencas e a melhoria da salde, proporcionando propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, além de reduzirem o risco de doencas cardiovasculares (Djuricic & Calder,
2021).

Napolitano et al. (2007) fizeram a identificacdo da composicdo em acidos gordos
das folhas de batata-doce e os resultados indicaram a presenca dos acidos C16:0, C18:0,
C18:1 [cis n-9], C18:2 [cis n-6, 9], C18:3 [cis n-3, 6, 9], C19: 2, C20:0, C20:1 [trans n-9]
e C21.0, sendo que os ultimos quatro ndo foram identificados no presente trabalho.

Né&o foram encontrados na literatura trabalhos que identificaram o acido caprico
(C10:0) e o &cido laurico (C12:0) que foram detetados neste estudo.

Por fim, no presente estudo foram também identificados 6 acidos organicos no
biorresiduo de batata-doce, com um total de 1,08 g/100g sendo eles: oxalico, quinico,
malico, shiquimico, citrico e fumarico. Os mais representativos foram os acidos quinico
(0,35 £ 0,01 g/100g), oxalico (0,34 + 0,01 g/100g) e mélico (0,261 + 0,002 g/100g).
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Dentre os beneficios para a saude da ingestdo de acidos organicos na alimentacao,
estes compostos podem contribuir com a inibicdo do crescimento de bactérias intestinais
patogénicas e ajudar com a melhora no funcionamento do intestino (Chen et al. 2023).

O &cido quinico, detetado em maior quantidade no biorresiduo oriundo da colheita
de batata-doce, é um &cido organico muito encontrado em partes areas de diversas plantas
e apresenta atividades bioldgicas como antioxidante, antidiabética, anticancerigena,
antimicrobiana e antiviral (Benali et al., 2022).

Ja o &cido malico desempenha um papel importante, aumentando a resisténcia a
fadiga e protegendo 6rgéos vitais como figado, rins e coracdo. Além disso, em contexto
alimentar, o &cido malico apresenta capacidade antioxidante, que ajuda a retardar o
processo de rancidez dos alimentos causado pela oxidagédo (Chen et al., 2023).

Relativamente a dados fornecidos pela literatura, ndo foram encontrados estudos
sobre a composicdo em acidos organicos para o biorresiduo de I. batatas, tornando este
estudo pioneiro nesta avaliagéo.

A Tabela 5 apresenta a quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no
extrato hidroetandlico obtido a partir do biorresiduo de batata-doce, juntamente com 0s
dados cromatograficos de cada pico em termos de tempos de retencdo (TR), comprimento
de onda de absor¢do maxima na regido de UV-Vis (Amax), ido pseudomolecular ([M-H]
) e a fragmentacéo do i4o molecular principal (MS?). Foram identificados um total de 8
compostos fendlicos. Relativamente aos compostos fendlicos, o composto 1 ([M-H]- a
m/z 353) foi identificado como acido cis-5-O-cafeoilquinico com base no seu espetro UV
(Amax de 323) e a producéo do fragmento MS? a m/z 191, 179, 173 e 135; 0o composto 2
(IMH]- a m/z 353) foi identificado como acido trans 5-O-cafeoilquinico com base no seu
espetro UV (Amax de 324) e a producio do fragmento MS? a m/z 191, 179, 173 e 135; 0
composto 3 ([M-H]- a m/z 179) foi identificado como &cido cafeico com base no seu
espetro UV (Amax de 324) e a producio do fragmento MS? a m/z 161 e 135; 0 composto
4 (IM-H]- a m/z 609) foi identificado como quercetina-3-O-deoxy-hexosil-hexosideo com
base no seu espetro UV (Amax de 334) e a produgdo do fragmento MS? a m/z 301; o
composto 5 ([M-H]- a m/z 515) foi identificado como &cido 1,4-O-dicafeoilquinico com
base no seu espetro UV (Amax de 326) e a producio do fragmento MS? a m/z 353, 335,
191, 179, 173 e 135; o composto 6 ([M-H]- a m/z 515) foi identificado como &cido 3,5-
O-dicafeoilquinico com base no seu espetro UV (Amax de 325) e a produgao do fragmento
MS? a m/z 353, 191, 179, 173 e 135, o compostos 7 ([M-H]- a m/z 515) foi identificado

como &cido 1,3-O-dicafeoilquinico com base no seu espetro UV (Amax de 327) e a
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producéo do fragmento MS? a m/z 353, 191, 179, 173 e 155, e, por fim, 0 compostos 8
foi identificado como acido O-dicafeoilquinico com base no seu espetro UV (Amax de
325) e a producéo do fragmento MS?2 353.

Relativamente a concentracdo obtida, destacou-se o acido 1,3-O-dicafeiolquinico
(19,83 £ 0,41 mg/g), seguido do acido trans 5-O-cafeoilquinico (13,13 = 0,14 mg/g),
acido 1,4-O-dicafeiolquinico (9,31 + 0,72 mg/g), &cido 3,4-O-dicafeiolquinico (5,63 +
0,07 mg/qg), &cido O-dicafeiolquinico (3,06 £ 0,08 mg/g), acido cis-5-O-cafeoilquinico
(1,51 £ 0,06 mg/g), quercetina-O-deoxy-hexosil-hexosideo (1,17 + 0,01 mg/g) e acido
cafeico (0,32 £ 0,02 mg/g). Observa-se que o extrato hidroetanolico apresenta um total
de 53,96 + 0,42 mg/g, dos quais 52,79 + 0,43 mg/g sdo &cidos fendlicos totais e 0s

restantes 1,17 = 0,01 mg/g sé&o flavonoides totais.
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Tabela 5- Tempo de retencdo (TR), comprimento de onda de méaxima absorcdo na regido UV-Vis (dmax), dados espectrais de massa, fragmento principal, tentativa de

identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos presentes no extrato hidroetandlico obtido a partir do biorresiduo de 1. batatas (média £ DP).

Fragmento principal

. TR  Amax [M-H] . ) L Quantificagdo em Extrato
Pico . ESI- MSn Tentativa de identificacéo
(min) ~ (hm)  (m/2) : : (mg/g)
[intensidade (%0)]
1 5,19 323 353 191(100, pico de base),179(8),173(4),135(5) Acido cis-5-O-cafeoilquinico 1,51+0,06
2 5,78 324 353 191(100, pico de base),179(11),173(9),135(5) Acido trans-5-O-cafeoilquinico 13,13+£0,14
3 8,27 324 179 161(100),135(17) Acido cafeico 0,32 £ 0,02
Quercetina-O-deoxy-hexosil-
4 16,08 334 609 301(100) ] 1,17+ 0,01
hexosideo
353 (100, pico de base),335(15),191(10);179(81),173(100, . o .
5 16,79 326 515 ] Acido 1,4-O-dicafeiolquinico 9,31+£0,72
pico de base),135(5)
MS?: 353 (100, pico de base); 191(77),179(53),173(100, . o
6 17,09 325 515 . Acido 3,4-O-dicafeiolquinico 5,63 £ 0,07
pico de base),155(13)
MS?: 353 (100, pico de base); 191(100, pico de o o )
7 18,15 327 515 Acido 1,3-O-dicafeiolquinico 19,83+0,41
base),179(40),173(25),135(12)
8 20,65 325 515 MS?: 353 (100, pico de base) Acido O-dicafeiolquinico 3,06 £ 0,08
CFT 53,96 + 0,42
AFT 52,79+0,43
FT 1,17+0,01

CFT- contetido fendlico total; AFT — 4cidos fendlicos totais; FT- flavonoides totais. Curvas de calibragéo utilizadas: Acido cis-5-O-cafeoilquinico, acido cis-5-O-

cafeoilquinico, acido 1,4-O-dicafeiolquinico, &cido 3,4-O-dicafeiolquinico, acido 1,3-O-dicafeiolquinico e o acido O-dicafeiolquinico (y = 168823x — 16172); acido cafeico
(y = 388345x + 406369) e quercetina-O-deoxy-hexosil-hexosideo (y = 34843x — 160173).
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A presenca dos compostos fendlicos nas industrias alimentares e farmacéutica tem
contribuido para aprimorar a qualidade dos alimentos e medicamentos. Devido as suas
propriedades antioxidantes, esses compostos desempenham um papel fundamental na
manutencdo da estabilidade oxidativa dos alimentos. Além disso, os compostos fenolicos
tém sido utilizados na industria farmacéutica, sendo aplicados no desenvolvimento de
novos agentes medicinais devido aos seus diversos beneficios para a satde (Rasouli et
al., 2017). Dentre os beneficios descritos na literatura estdo a capacidade antioxidante,
antimicrobiana,  efeitos  anti-alérgicos,  anti-inflamatorios,  antitromboticos,
cardioprotetores e vasodilatadores (Shahidi et al., 2019).

Os derivados dos &cido cafeoilquinico estdo relacionados com propriedades
antimutagénicas e antioxidantes, e as folhas de batata-doce apresentam estes compostos
em maiores niveis quando comparado a outros vegetais comerciais e até mesmo em
relacdo a raiz da propria batata-doce (Amagloh et al., 2017).

Sun, Mu, Xi, Zhang, et al. (2014) avaliaram a composi¢ao nutricional e funcional
de folhas de 40 cultivares de batata-doce. Ao analisarem o conteudo total de compostos
fenolicos por métodos colorimétricos, obtiveram uma média de 7,08 g EAC/100g (ps)
com resultados que variaram de 2,73 + 0,02 a 12,46 £+ 0,62 g EAC/100g (ps). Apesar de
determinados por métodos diferentes, neste estudo o contetdo de fendlicos totais foi de
53,96 * 0,42 mg/g (pf), que condiz com o avaliado pelos autores.

Da mesma forma, Amagloh et al. (2017) realizou a analise colorimétrica para a
avaliacdo do contetdo fenodlico total de folhas de 5 cultivares diferentes de batata-doce e
obtiveram resultados entre 231,44 + 49,77 a 506,93 = 86,76 mg EAG/100g (pf), resultado
este, muito inferior ao obtido por método cromatogréafico neste estudo.

Ja no estudo de Jang & Koh (2019), os autores avaliaram o contetdo fendlico por
método colorimétrico e também a quantificacdo de acidos fenolicos por HPLC de 6
cultivares de batata-doce, tanto das folhas quanto dos peciolos. Para as folhas obtiveram
valores que variaram de 0,65+0,07 a 1,91+0,03 g EAC/100g (pf) para os fenolicos
totais, também um resultado inferior ao encontrado no presente estudo. Os mesmos
autores identificaram 4 acidos fendlicos, sendo eles acido clorogénico, acido 4,5-
dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 3,4-dicafeoilquinico. O Unico
detetado no presente trabalho foi o 3,4-dicafeoilquinico, que apresentou concentracdo
superior ao detetado pelo estudo de Jang & Koh (2019).

Makori et al. (2020) avaliou as diferentes partes de 4 cultivares de batata-doce

com relacdo a composicao fendlica total, flavonoide total e o perfil fendlico individual
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para os acidos fenolicos. Para fenois totais nas folhas obtiverem resultados que variaram
de 6050 £+ 0,16 a 12080 £ 0,58 mg EAC/100g (ps). Para flavonoides totais nas folhas os
resultados variaram de 1560 + 0,41 a 4210 £ 0,74 mg EQ/100g (ps). Ja com relacdo ao
perfil fenolico, os autores identificaram 8 picos de compostos que sdo: acido 5-O-
cafeoilquinico, acido 3-O-cafeoilquinico, acido 4-O-cafeoilquinico, acido cafeico, acido
4,5-di-O-cafeoilquinico, acido 3,5-di-O-cafeoilquinico, acido 3,4-di-O-cafeoilquinico e
acido 3,4,5-tri-O-cafeoilquinico. Destes, 3 também foram detetados no presente estudo
para o extrato obtido da folha de batata-doce.

Os autores Suarez et al. (2020) também avaliaram o conteudo fendlico individual
para as folhas de batata-doce colhidas em 3 tempos diferentes e conseguiram identificar
9 compostos: &cido 5-O-cafeoilquinico, &cido 3-O-cafeoilquinico, é&cido cafeico,
isoquercitina, acido 4,5-di-O-cafeoilquinico, acido 3,5-di-O-cafeoilquinico, acido 3,4-di-
O-cafeoilquinico, &cido 3,4,5-tri-O-cafeoilquinico e a quercetina.

Lopez-Martinez et al. (2023) publicaram um trabalho no qual apresenta uma
compilacdo de varios estudos que envolvem a identificacdo e quantificacdo de compostos
bioativos presentes em folhas de batata-doce. A recolha de dados realizada revelam a
identificacdo de até 15 é&cidos fendlicos para as folhas de batata-doce (&cido 1-
cafeoilquinico, éacido 5-cafeoilquinico, esculina, 3,4-di-hidroxibenzaldeido, acido 3-
cafeoilquinico, acido 4-cafeoilquinico, &cido cafeico, 7-hidroxicumarina, acido 3,4-
dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico, acido 4,5-cafeoilquinico, &cido 3,4,5-
cafeoilquinico, cafeato de etila, acido sinapico e p-cumarico) e de 17 flavonoides
(apigenina, cianidina, miricetina, luteolina, quercetina, isoquercitina, rutina, ombuina,
kaempferol, hiperosideo, astragalina, diosmetina, jaceosidina, crisina, pectolinarigenina,
tiliroside e ramnetina).

Como observado, sdo varios 0s compostos que podem ser encontrados nas folhas
de batata-doce. Esta variedade de compostos extraidos podem ser variadas dependendo
da metodologias de extracao, solventes e técnicas de secagem utilizados, da mesma forma
que o gendtipo da batata-doce também pode originar diferentes compostos (Chiu et al.,
2022). Um estudo realizado por Sasaki et al. (2015), demonstrou que o contetdo de
compostos como acido cafeico e acido cafeoilquinico encontrados nas folhas da batata-
doce, também podem ser alterados devido as condi¢cGes ambientais de temperatura e
intensidade da radiacéo solar.
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4.3. Avaliacao das propriedades bioativas do extrato hidroetandlico obtido a partir
do biorresiduo de Ipomea batatas (L.) Lam
4.3.1. Antioxidantes

O potencial antioxidante das amostras foi determinado atravées dos ensaios in vitro
de inibicdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) e da atividade antioxidante celular (AAC).

Quando analisado o resultado para o ensaio de TBARS, a concentra¢do de amostra
necessaria para garantir 50% de atividade antioxidante (ECso) do extrato hidroetandlico
do biorresiduo de batata-doce foi de 5,3 + 0,3 £g/mL, 0 que mostra que o extrato tem bom
poder antioxidante e exerce efeito protetor contra a peroxidacao lipidica.

A fim de medir a capacidade que 0s compostos antioxidantes possuem em evitar
a formacdo do radical peroxidil, produto reativo a oxidacdo lipidica em células, a maior
concentragdo de extrato testada foi de 2000 x«g/mL, na qual apresentou 28% de inibicao.

Ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliaram a atividade
antioxidante pelos mesmos métodos testados no presente estudo (TBARS e AAC), no
entanto, diferentes métodos de avaliacdo foram realizados para verificar o poder
antioxidante da folha de batata-doce, como ABTS, DPPH, FRAP, ORAC e poder redutor.

Moura et al. (2021) avaliaram as folhas da batata-doce e realizaram os ensaios da
atividade antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH. Obtiveram 76,09 + 1,80 pg/mL
para ABTS e 196,51 + 2,14 pug/mL para DPPH, apresentando bons resultados visto a
baixa concentracdo necessaria para inibicdo de ambos os radicais.

Jang & Koh (2019) avaliaram 6 cultivares diferentes de batata-doce quanto a
atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e poder redutor. Para ambos 0s ensaios
encontraram valores de ECso baixos, o que representa maior atividade antioxidante, e
também verificaram que as folhas sdo melhores antioxidantes que as demais partes da
batata-doce.

Da mesma forma, Makori et al. (2020), também realizaram as mesmas anélises
(FRAP, DPPH e ABTS) em folhas de 4 diferentes cultivares de batata-doce e também nas
restantes partes (talo, caule, casca e polpa). Para a andlise de ABTS obtiveram um
intervalo de 3950 + 0,11 a 5300 + 0,19 mg EAA/100g (ps); para DPPH obtiveram um
intervalo de 2580 = 0,33 a 2920 + 0,34 mg EAA/100g (ps); e para FRAP obtiveram
intervalo entre 440 + 0,52 a 550 £ 0,21 mg ET/100g (ps). Concluiram que as folhas sdo
melhores antioxidantes que as restantes partes da batata-doce e que essa atividade tem

uma forte correlacdo com a composicao fenolica das mesmas.
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Sui et al. (2019) avaliaram o efeito de trés procedimentos de secagem (a vacuo
por micro-ondas, secagem por ar quente e por liofilizagdo) em relagdo aos efeitos nas
propriedades funcionais das folhas de batata-doce. Foi avaliada a atividade antioxidante
pela metodologia ORAC. O procedimento de liofilizacdo obteve destaque para a atividade
antioxidante e os resultados correlacionaram-se com o contetdo total de polifendis.

Luo et al. (2021) avaliaram a atividade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP) dos
acidos fenolicos individuais e compostos flavonoides das folhas de batata-doce. Para
ABTS obtiverem 54 + 1 ug/mL para &cidos fenolicos e 70 = 2 ug/mL para os flavonoides;
para DPPH obtiveram 49 + 2 ug/mL para acidos fendlicos e 50 + 1 para os flavonoides;
e FRAP obtiveram 5,13 + 0,00 g ET/g ps para acidos fendlicos e 5,41 + 0,01 g ET/g ps
para os flavonoides. Para as trés metodologias testadas, tanto os acidos fendlicos como
os flavonoides extraidos das folhas de batata-doce se mostraram fontes promissoras de
compostos antioxidante.

Com base nos estudos realizados, observa-se que as folhas de 1. batatas s&o fontes
favoraveis de compostos antioxidantes, que podem vir a ser mais explorados para

obtencdo de um ingrediente funcional com potencial conservante.

4.3.2. Antimicrobiana

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para os ensaios de atividade
antibacteriana do extrato hidroetandlico obtido a partir do biorresiduo de batata-doce. Os
resultados sdo apresentados em relacdo a menor concentracdo necessaria (mg/mL) para

inibir 50% do crescimento bacteriano (CMI) e a menor concentracdo bactericida (CMB).

Tabela 6- Atividade antibacteriana (CMI e CMB mg/mL) do extrato obtido a partir do biorresiduo de I. batatas.

S.aureus B.cereus L. monocytogenes E.coli S.typhimurium En. cloacae

CMI 4 1 2 2 2 2
Extrato

CMB 8 2 4 4 4 4

CMI 4 0,5 1 1 1 2
E211

CMB 4 0,5 2 2 2 4

CMI 1 2 0,5 0,5 1 0,5
E224

CMB 1 4 1 1 1 0,5

Extrato: Extrato obtido a partir do biorresiduo de Ipomea batatas (L.) Lam; S. aureus: Staphylococcus aureus;
B. cereus.: Bacillus cereus; L. monocytogenes: Listeria monocytogenes; E.coli: Escherichia coli; S.
typhimurium: Salmonella typhimurium; En. cloacae: Enterobacter cloacae; CMI: concentracdo minima
inibitdria e CMB: concentracdo minima bactericida; E211- Benzoato de sodio e E224- Metabissulfito de
potéassio.
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Através dos resultados obtidos, foi possivel observar que as estirpes estudadas
foram afetadas quando analisadas com extrato, 0 que mostra que o extrato apresenta
capacidades bacteriostatica e bactericida. Tanto para CMI quanto para CMB, a bactéria
mais suscetivel ao extrato foi a Bacillus cereus, com uma concentracao de 1 mg/mL e 2
mg/mL, respetivamente. Para as demais estirpes, com excec¢do da Staphylococcus aureus,
as concentracoes para CMI e CMB foram 2 e 4 mg/mL, respetivamente.

Quando analisada a atividade antibacteriana do conservante E211, usado como
controlo positivo, comparada a atividade antibacteriana apresentada pelo extrato
hidroetandlico do biorresiduo de batata-doce, 0 mesmo apresentou concentracao igual (2
e 4 mg/mL) para as estirpes Enterobacter cloacae e Staphylococcus aureus, enquanto
para as demais a concentracdo necessaria para CMI foi inferior. Ja para CMB, a
concentracdo foi a mesma entre o conservante e o extrato para a estirpe Enterobacter
cloacae (4 mg/mL) e menor para as demais estirpes.

No que diz respeito ao metabissulfito de potassio (E224), usado também como
controlo positivo, o extrato apresentou uma melhor atividade antiproliferativa quando
comparado a este conservante sintético. Observou-se uma concentracdo minima inibitéria
de 1 mg/mL do extrato frente a estirpe de Bacillus cereus e 2 mg/mL para o conservante
(E244).

José et al. (2015) avaliaram a atividade antibacteriana de diferentes extratos de
folhas de batata-doce, frente a bactérias de interesse alimentar (Salmonella Enteritidis
(ATCC 11076), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC
11229)), e correlacionaram a atividade antimicrobiana com os teores de polifendis totais
e de antocianinas. Observaram uma correlacdo positiva entre a concentragdo de
compostos fendlicos e a inativacao e inibicdo de todos as estirpes testadas com os extratos
alcoolicos das folhas de batata-doce, sendo significativamente mais resistente,
Staphylococcus aureus, assim como neste estudo.

O mesmo ndo ocorreu no estudo de Pochapski et al. (2011) que realizou teste de
difusdo em discos de agar e teste de difusdo em poco de &gar para 0s microrganismos
testados (S. mutans, S. mitis, S. aureus e C. albicans) e ndo foram observadas inibi¢do do
crescimento microbiano. Os autores justificaram a auséncia de atividade antimicrobiana
devido as diferencas na composicdo fitoquimica e na metodologia dos testes
antimicrobianos.

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para os ensaios de atividade

antifangica do extrato obtido a partir do biorresiduo de batata-doce. Os resultados sdo
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apresentados em relacdo a menor concentracdo necessaria (mg/mL) para inibir 50% do

crescimento fangico (CMI) e a menor concentracdo fungicida (CMF).

Tabela 7- Atividade antiflingica (CMI e CMF mg/mL) do extrato obtido a partir do biorresiduo de I. batatas.

P. verrucosum

A. fumigatus  A. versicolor  P. fumiculosum ) T. viride
var. cyclopium

CMI 0,125 0,5 0,25 0,5 0,25
Extrato

CMF 0,25 1 0,5 1 0,5

CMI 1 2 1 2 1
E211

CMF 2 2 2 4 2

CMI 1 1 0,5 1 0,5
E224

CMF 1 1 0,5 1 0,5

Extrato: Extrato obtido a partir do biorresiduo de Ipomea batatas (L.) Lam; A. fumigatus: Aspergillus
fumigatus; A. versicolor: Aspergillus versicolor; P. fumiculosum: Penicillium fumiculosum; P. verrucosum
var. cyclopium: Penicillium verrucosum var. cyclopium; T. viride: Trichoderma viride; CMI: concentracéo
minima inibitéria e CMF: concentragdo minima fungicida; E211- Benzoato de sodio e E224- Metabissulfito
de potassio.

Através dos resultados obtidos, pode-se observar que as estirpes estudadas foram
afetadas quando analisadas junto ao extrato, 0 que mostra que 0 extrato apresenta
capacidades fungiostatica e fungicida. Tanto para CMI quanto para CMF, o fungo mais
suscetivel ao extrato foi o Aspergillus fumigatus, com uma concentracgao de 0,125 mg/mL
e 0,25 mg/mL, respetivamente. Para as restantes estirpes as concentra¢fes nao excederam
1 mg/mL para CMI e CMF.

Quando analisados 0s conservantes E211 e E224 (usados como controlos
positivos) e comparados com a atividade do extrato, o extrato mostrou-se superior a E211
em todos os fungos testados, tanto para CMI quanto para CMF. J& comparado ao
conservante E224, o extrato mostrou-se superior para CMI em todas as estirpes e teve
desempenho superior para CMF apenas no fungo Aspergillus fumigatus, sendo para os
demais fungos a mesma atividade.

Como ja mencionado, Pochapski et al. (2011) ndo observaram inibicdo do
crescimento microbiano pelos teste de difusdo em discos de agar e teste de difusdo em
poco de agar para 0s microrganismos testados (S. mutans, S. mitis, S. aureus e C.
albicans), sendo C. albicans um fungo.

Wen et al. (2016) avaliaram os efeitos das antocianinas da batata-doce roxa sobre
o crescimento fungico de Geotrichum candidum e Candida albicans. Os mesmo

aplicaram a metodologia de superficie de resposta para otimizacdo das proporc¢des de
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benzoato de sodio, sorbato de potéssio e extrato a serem testadas. Verificaram que o
extrato antocidnico obtido da folha de batata-doce exibiu propriedades antifingicas
aprimoradas na presencga de conservantes de alimentos, sendo as concentragfes otimas
contra G. candidum 0,300 mg/mL de benzoato de sddio, 0,290 mg/mL de sorbato de
potassio e 13,9 mg/mL de extrato e as concentracfes 6timas contra C. albicans foram
0,380 mg/mL de benzoato de sédio, 0,240 mg/mL de sorbato de potéssio e 3,56 mg/mL
de extrato.

De acordo com um estudo realizado por Ayeleso et al. (2016), foi observado que
as folhas de batata-doce apresentam resultados mais promissores em termos de atividades
antimicrobianas em comparagdo com a raiz, que € mais consumida pela populagdo em
geral. Através dos resultados obtidos para a atividade antimicrobiana, o extrato obtido a
partir do biorresiduo de batata-doce, mostrou maior eficiéncia frente aos fungos do que

para as atividades antibacterianas.

4.3.3. Atividade anti-inflamatoria e potencial citotoxico

A Tabela 8 apresenta os resultados para as atividade anti-inflamatdria testada em
células macréfagas de rato (RAW 254.7) e o potencial citotdxico testado em linhas
celulares tumorais (AGS, CaCo, MCF-7 e NCI-H460) e numa linha celular n&o tumoral
(VERO).

Tabela 8 — Atividade anti-inflamatoria e atividade citotoxica do extrato hidroetanélico obtido a partir

do biorresiduo de I. batatas.

Atividade Anti-inflamatdria I1Cs0 (Mg/mL)
RAW 254.7 > 400
Atividade Citotéxica Glso (ng/mL)
AGS 267 £ 15
CaCo > 400
MCF-7 > 400
NCI-H460 > 400
VERO > 400

RAW 264.7: células macréfagas de rato; AGS: adenocarcinoma gastrico; CaCo: adenocarcinoma
colorretal; MCF-7: carcinoma da mama; NCI-H460: carcinoma de pulm&o; VERO: linha celular ndo

tumoral.
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Através dos resultados obtidos, ndo foi verificada atividade anti-inflamatoria (1Cso
> 400 ug/mL) para o extrato hidroetan6lico nas concentracdes testadas.

Kang et al. (2014), avaliaram o extrato obtido a partir das folhas de batata-doce
em células microgliais BV-2 e obtiveram resultados promissores para atividades neuro-
inflamatdrias, que pode estar relacionada com sua acdo antioxidante.

Quando analisados os resultados obtidos para os ensaios de citotoxicidade,
apresentados na Tabela 8, o extrato hidretandlico obtido a partir do biorresiduo de batata-
doce, ndo apresentou capacidade antiproliferativa nas linhas celulares tumorais CaCo,
MCF-7 e NCI-H460, apenas na linha AGS se verificou a acdo inibitdria do extrato.

O mesmo ocorreu para a linha celular ndo tumoral de rim de macaco (VERO), no
qual o extrato ndo demonstrou atividade na concentragdo maxima testada (G150 > 400
1g/mL), o que indica ser seguro para ingestdo na concentracdo testada, entretanto para
melhor confirmacdo também seria necessario a realizacdo de analises in vivo.

Moura et al. (2021) avaliaram o extrato obtido a partir das folhas de I. batatas e
de outras plantas (Major Gomes (Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn.) e Caruru
(Amaranthus deflexus L.)) e nenhum dos extratos estudados apresentaram citotoxicidade
para as concentracdes testadas (50, 100 e 1000 pg/mL), pois obteve-se uma viabilidade
superior a 70%.

Os resultados obtidos para potencial citotdxico e atividade anti-inflamatdria ndo
foram como esperado, pois, tais atividades ndo se mostraram promissoras para uma
possivel aplicacdo do extrato obtido a partir do biorresiduo de batata-doce nas
concentragOes testadas. Seriam necessarios novos testes com concentracfes maiores de
extrato para verificar se ocorre uma melhor acdo bioativa.

Entretanto, no estudo de Chiu et al. (2022) o extrato obtido das folhas de batata-
doce mostraram um potencial para se tornar um novo ingrediente bioativo para a industria
alimenticia, por sua capacidade antioxidante, podendo ser aplicado na forma seca, em
capsulas ou como infusdes, atuando na reducdo de danos oxidativos e auxiliando na
prevencdo de doencas crénicas induzidas por espécies reativas de oxigénio.

Desta forma, o biorresiduo oriundo do processo de colheita da batata-doce
analisado no presente estudo, também pode ser capaz de atuar como ingrediente para as
diversas industrias e ajudar na reducdo do impacto ambiental causado pelo descarte

(muitas vezes inadequado) deste biorresiduo.
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5. Concluséo

O presente estudo centrou-se na caracterizacdo das folhas de I. batatas (um
biorresiduo obtido na colheita de batata-doce) quanto & sua composicdo nutricional,
quimica e agdo bioativa, no sentido de promover a sua valorizacao.

Com base nos resultados da composicdo nutricional, observou-se que 0
biorresiduo de batata-doce € fonte de proteina e apresenta baixa concentragdo em hidratos
de carbono e lipidos e, consequentemente, baixo valor calérico. Também a composicao
quimica, provou a presenca de varios compostos de interesse, nomeadamente de acidos
gordos polinsaturados e acidos organicos.

Quanto ao potencial bioativo, 0 extrato mostrou uma acdo antioxidante e
antimicrobiana bastante promissora e, apesar de nédo ter sido demostrada atividade
antiproliferativa em todas as linhas celulares tumorais testadas, o extrato mostrou ser
seguro para consumo Vvisto ndo apresentar toxicidade na linha celular ndo tumoral para a
concentragéo testada.

Desta forma, a caracterizagdao do biorresiduo de I. batatas revelou ter potencial
como ingrediente natural funcionalizante para aplicacbes nos setores alimentar e
farmacéutico. Isso indica um caminho para o desenvolvimento de novos produtos
diferenciadores, naturais e saudaveis, que vao de encontro a crescente demanda dos
consumidores.

N&o obstante, é importante ressaltar os pontos positivos deste estudo nas esferas
ambiental, social e econdmica. Do ponto de vista ambiental, a utilizacdo do biorresiduo
de I. batatas pode reduzir potencialmente o impacto ambiental associado a producao do
mesmo, contribuindo com a economia circular e com as medidas da Agéncia Europeia do
Ambiente que preveem a reducdo do descarte inadequado dos residuos agroalimentares
nos préximos anos.

No contexto social, a incorporacdo do biorresiduo de I. batatas na inddstria
alimentar e farmacéutica pode contribuir para a diversificacdo e enriquecimento de
produtos saudaveis & populagdo. Os aditivos sintéticos sdo conhecidos por estarem
associados a danos a salde e o reaproveitamento deste biorresiduo como um ingrediente
natural pode vir a substituir os aditivos sintéticos utilizados no setor alimentar,
contribuindo para a saude do consumidor.

Do ponto de vista econdmico, a valorizagédo/utilizacdo deste biorresiduo como
ingrediente funcional pode representar oportunidades de negdcios e investimentos em

investigacdo e desenvolvimento. A comercializagdo de produtos derivados desse
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biorresiduo pode impulsionar o setor agricola e farmacéutico, criando postos de trabalho
e estimulando a economia local e, mais uma vez, contribuindo para a economia circular.

Entretanto, mais estudos deverdo ser realizados para explorar o processo de
otimizacdo de extracdo de compostos fendlicos, a fim de aumentar a extratabilidade dos
mesmos e obter extratos com maior concentracdo destes compostos. Devem também ser
realizados estudos de incorporacdo, de biodisponibilidade e de estabilidade dos
compostos, para poder responder as necessidades da inddstria com produtos, ndo so

inovadores e diferenciados, mas com uma eficéacia igual aos analogos sintéticos.
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