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RESUMO

SANTOS, Gabriel Casimiro Lopes Silva. Determinacdo de atividade antioxidante,
compostos fendlicos totais e teor de resveratrol em cinco cultivares brasileiras de
Arachis hypogaea L. com a utilizacdo de duas metodologias extrativas. 2013. 101f.
Dissertacao (Mestrado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

O amendoim A. hypogaea L. é a quarta oleaginosa mais consumida no
mundo e suas sementes sdo altamente energéticas, com grandes quantidades de
lipidios, proteinas, vitaminas e carboidratos. Diversas atividades farmacoldgicas ja
foram observadas em extratos de raizes, folhas e sementes, sendo a principal delas
a atividade antioxidante. Neste trabalho, foi realizada a comparacdo entre duas
metodologias (por maceragdo e assistida por micro-ondas) para a extracdo de
compostos antioxidantes, incluindo o resveratrol. Também foi realizada a
comparacao entre extratos de diferentes 6rgdos de cultivares brasileiras (IAC 886,
IAC Caiapd, IAC Tatu ST, IAC 8112 e IAC 99-1) quanto a atividade antioxidante, por
DPPH, ao teor de compostos fendlicos, por Folin-Ciocalteu, e ao teor de resveratrol,
por HPLC. Por fim, foram estabelecidos protocolos de cultura de tecidos para
explantes de sementes, visando a producado de calos e plantas in vitro para posterior
dosagem de compostos de interesse, tendo em vista a possibilidade de modulacéo
das condicdes in vitro. As melhores condicdes determinadas para a extracdo por
maceracao de antioxidantes de A. hypogaea foram 80% de etanol em agua como
solvente, trituragdo com almofariz e pistilo, 50 mL solvente por grama de material
vegetal seco, 120 minutos de incubacédo e dois estagios de extracdo. As melhores
condicBes para a extracdo de resveratrol assistida por micro-ondas foram o uso de
37 mL de solvente/g material vegetal seco, com agitacdo de 1200 rpm por 15
minutos, a 37°C. De uma maneira geral, 0os extratos de raizes e oriundos de micro-
ondas apresentaram maior atividade antioxidante (até 92,36 + 2,71%), teor de
compostos fendlicos (até 54,15 + 1,39 mg EAG/g extrato) e teor de resveratrol (até
1,614 + 0,356 mg/g extrato). Dentre as cultivares estudadas, IAC Tatu e IAC 99-1
foram as que apresentaram o0s teores mais elevados. Brotos e calos friaveis foram
obtidos a partir de cotilédones, eixos embrionarios e foliolos embrionarios cultivados
em meios suplementados com BAP e picloram, respectivamente.

Palavras-chave: Arachis hypogaea. DPPH. Folin-Ciocalteu. Cultura de tecidos.
Resveratrol. Micro-ondas.



ABSTRACT

Peanut A. hypogaea L. is the fourth most consumed oleaginous in the world
and its seeds are high energetic, with high amounts of lipides, proteins, vitamins and
carbohidrates. Several pharmacological activities have been observed in extracts of
roots, leaves and seeds, especially an antioxidant activity. In this work, the
comparison between two extraction methodologies (by maceration and microwave
assisted extraction) for the extraction of antioxidant compounds, including
resveratrol, was studied. We also carried out a comparison between extracts from
different organs of Brazilian cultivars (IAC 886, IAC Caiapd, Tatu ST IAC, IAC 8112
and IAC 99-1) for antioxidant activity by DPPH, the content of phenolic compounds
by Folin-Ciocalteu and the resveratrol content by HPLC. Finally, we established
tissue culture protocols for seed explants, aiming at the production of in vitro plant
material for future measurement of compounds of interest in the view of possible
modulation of in vitro conditions. The best conditions for the extraction of antioxidant
from A. hypogaea compounds by maceration were 80% of ethanol in water as a
solvent, trituration by mortar and pestle, 50 mL solvent/g dry plant, 120 minutes of
incubation and two stages of extraction. The best conditions for the extraction of
resveratrol assisted by micro-wave were the use of 37 mL of solvent for each gram of
dry plant, with 1200 rpm of agitation for 15 minutes, with 37°C. In general, root
extracts and assisted by microwave showed higher antioxidant activity (until 92,36 *
2,71%), phenolic (untill 54,15 + 1,39 mg AGE/g extract) and resveratrol content (untill
1,614 + 0,356 mg/g extract). Among the studied cultivars, IAC Tatu and IAC 99-1
showed the best results. In tissue culture, shoots and friable calli were obtained from
cotiledons, embryonic axis and embryonic leaflet cultured in media supplemented
with BAP and picloram, respectively.

Keywords: Arachis hypogaea. Antioxidant activity. Phenolic content. Tissue culture.
Resveratrol. Microwave.
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INTRODUCAO

O género Arachis

O amendoim (Arachis hypogaea) pertence a familia Fabaceae (Leguminosae)
e a subfamilia Faboideae (Papilonoideae). A familia Fabaceae inclui também varias
espécies que produzem graos dispostos em vagens, tais como a ervilha (Pisum
sativum), o feijdo (Phaseolus vulgaris), o grédo-de-bico (Cicer arietinum) e a soja
(Glycine max).

O género Arachis € originario da América do Sul, sendo a ocorréncia natural
das espécies restrita a Argentina, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Brasil
(KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). Acredita-se que os membros da tribo indigena
Arawak, um povo pacifico que vivia no norte da América do Sul a época da chegada
de Cristévdo Colombo, tenham sido os primeiros a domesticar 0 amendoim
(HOFMAN, 1993). As espécies sdo divididas em nove sec¢des, cujas areas de

ocorréncia distribuem-se conforme mostrado na Figura 1.

Seccoes taxondomicas
- Arachis
Heteranthae

- Triseminatae

Extranervosae
- Trierectoides

&Hﬁ Procumbentes

%ﬁ Rhizomatosae
- Caulorrhizae

Figura 1 — Area de ocorréncia das secées do género Arachis.
Fonte: KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pisum
http://pt.wikipedia.org/wiki/Phaseolus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gr%C3%A3o-de-bico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cicer
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Os estudos taxonGmicos sobre o amendoim iniciaram-se em 1841, quando
George Bentham descreveu cinco espécies silvestres (KRAPOVICKAS; GREGORY,
1994). Atualmente o género é constituido por 81 espécies, agrupadas nas secoes de
acordo com sua morfologia, grau de cruzabilidade e distribuicdo geografica (VALLS;
SIMPSON, 2005) (Quadro 1).

Quadro 1 — Secdes e espécies do género Arachis.

Secbes Espécies

Trierectoides | A. guaranitica, A. tuberosa
A. archeri, A. benthamii, A. brevipetiolata, A. cryptopotamica, A. douradiana, A.
Erectoides gracilis, A. hatschbachii, A. hermannii, A. major, A. martii, A. oteroi, A.
paraguariensis, A. porphyricalyx, A. stenophylla
Extranervosae | A- burchellii, A. lutescens, A. macedoi, A. marginata, A. pietrarellii, A. prostrata
A. retusa, A. setinervosa, A. submarginata, A. villosulicarpa

Triseminatae | A. triseminata

Heteranthae | A. dardani, A. giacomettii, A. interrupta, A. pusilla, A. seridoensis, A. sylvestris
Caulorrizhae | A. pintoi, A. repens
Procumbentes | A- appressipila, A. chiquitana, A. hassleri, A. kretschmeri, A. lignosa, A.
matiensis, A. pflugeae, A. rigonii, A. subcoriacea, A. vallsii
Rhizomatosae | A. burkartii, A. glabrata, A. pseudovillosa, A. nitida
A. batizocoi, A. benensis, A. cardenasii, A. cruziana, A. correntina, A. decora, A.
diogoi, A. duranensis, A. glandulifera, A. gregoryi, A. helodes, A. herzogii, A.
Arachis hypogaea, A. hoehnei, A. ipaensis, A. kempff-mercadoi, A. krapovickasii, A.
kuhlmannii, A. linearifolia, A. magna, A. microsperma, A. monticola, A. palustris,
A. praecox, A. schininii, A. simpsonii, A. stenosperma, A. trinitensis, A. valida, A.
vallsii, A. villosa, A. williamsii

Fonte: KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994.

O pais com a maior diversidade genética do género € o Brasil, que possui
representantes de todas as nove sec¢bes (STALKER; SIMPSON, 1995), encontrados
entre o sudoeste do estado de Mato Grosso do Sul e o sul de Goias (VALLS, 2000).
As secdes Caulorrhizae, Extranervosae, Heteranthae e Triseminatae sao exclusivas
do pais, que possui 64 das 81 espécies, sendo 47 endémicas. A area geografica de
distribuicdo das sec¢bes é bastante limitada, exceto a da se¢éo Arachis, considerada
a mais evoluida (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994).

Embora Arachis hypogaea (secdo Arachis) seja a espécie economicamente
mais importante, outros representantes do género também possuem valor
agrondmico. A. glabrata Benth. e A. pintoi Krapov & W.C. Greg. séo utilizadas como

fonte de proteinas para a alimentagcdo animal, no controle de erosdo e ervas
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daninhas e na cobertura de solos (KERRIDGE; HARDY, 1994; VALLS, 2000).
Arachis repens Handro (grama amendoim) é bastante usada como planta
ornamental, possuindo folhas verde-escuras e flores amarelas que surgem no verao
(STALKER; SIMPSON, 1995). Além dessas, A. stenosperma e A. villosulicarpa ainda
sao utilizadas na alimentacdo por comunidades indigenas (KRAPOVICKAS et al.,
1985; FREITAS, 2004).

O amendoim foi levado do México para o oeste da Africa durante o século XV.
Nesta mesma época, foi transportado pelos portugueses para Portugal e Espanha,
de onde foi introduzido na China, quase no inicio do século XVI. No século XVIII, foi
difundido para outros paises da Europa e, posteriormente, para os Estados Unidos
(KRAPOVICKAS, 1969). Atualmente, espécies do género Arachis sé@o cultivadas em
mais de 100 paises, em todos os seis continentes (NWOKOLO, 1996).

A planta do amendoim (Figura 2) possui uma coloracdo verde clara nos
peciolos, que séo firmes e finos, e verde escura nas folhas, que sdo extremamente
pilosas. As folhas (Figura 2A) sao formadas por quatro foliolos cada uma, pareados
dois a dois. Os foliolos superiores sdo geralmente maiores que os inferiores, sendo
sempre simétricos e elipticos (VEIGA et al.,, 1994). As flores (Figura 2B), que
costumam aparecer de quatro a seis semanas ap0s a germinacdo em campo,
contém cinco pétalas e dez estames (COFFELT, 1989). Possuem cor amarelada,
por vezes com estrias vermelhas (SILVA, 1997), sdo hermafroditas e costumam
fazer autopolinizacdo (GODOQY et al., 1989). Os frutos (Figura 2C) sdo vagens de
coloracdo amarelo-palha e o nimero de sementes em seu interior pode variar de um
a quatro (SILVA, 1997). As sementes possuem dois cotilédones (que correspondem
a 96% do peso total) e um eixo embrionario formado por hipocétilo, epicétilo e
radicula (MOSS; RAO, 1995).

As espécies do género Arachis, assim como varias outras leguminosas,
possuem importante papel ecologico na fixacdo do nitrogénio atmosférico no solo,
pela acdo de bactérias do género Rhizobium, que formam ndédulos em suas raizes.
Tal relacdo simbidtica faz com que o nitrogénio seja o0 elemento quimico mais
absorvido pelo amendoim, seguido por potassio, calcio, magnésio, fosforo e enxofre
(MIRANDA et al., 2003).
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Figura 2 — Planta de amendoim.
Legenda: (A) Folhas; (B) Flor; (C) Frutos e sementes. Fonte: PHITOHERB, 2007.

Arachis hypogaea

A espécie A. hypogaea é a mais cultivada do género, sendo subdividida em
duas subespécies. A subespécie fastigiata € dividida em quatro variedades
(fastigiata, vulgaris, peruviana e aequatoriana), enquanto a subespécie hypogaea é
dividida em duas variedades (hypogaea e hirsuta). As duas subespécies diferem
entre si por caracteristicas que incluem floragdo, nimero de sementes por vagem e
tamanho das sementes. As variedades da subespécie fastigiata possuem flores no
eixo principal, crescimento ereto, formacdo de vagens em sequéncia continua ao
longo dos ramos primarios e ciclos de 90 a 110 dias. As variedades da subespécie
hypogaea nédo possuem flores no eixo principal, apresentado porte rasteiro e ciclo
longo (130 dias) (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994; GODOY et al., 1996; GODOY
et al., 2001).

Arachis hypogaea também é agronomicamente classificada como pertencente
aos grupos Spanish, Valéncia e Virginia. As cultivares inseridas nos grupos Spanish
(var. fastigiata) e Valéncia (var. vulgaris) possuem eixo central com flores, aspecto
ereto ou semiereto, poucos ramos secundarios, ciclo curto e vagens com duas
(Spanish), trés ou quatro sementes (Valéncia). As cultivares pertencentes ao grupo
Virginia (var. hypogaea) possuem habito rasteiro, muita ramificacdo, ciclo longo,
auséncia de flores no eixo principal e vagens com duas sementes (BORGES, 2006).
A Figura 3 mostra o diagrama taxonémico contendo as subespécies, variedades
botanicas e tipos agronémicos de A. hypogaea.
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Arachis hypogaea

Arachis hypogaea subs hypogaea Arachis hypogaea subs fastigiata
I_I_I |
[ | | l
hypogaea hirsuta fastigiata vulgaris aequatoriana peruviana
Virginia Valéncia Spanish

Figura 3 — Subespécies, variedades botanicas e tipos agronémicos de Arachis hypogaea.
Fonte: HERSELMAN, 2003.

O amendoim € a quarta oleaginosa mais plantada e consumida no mundo,
sendo também uma otima opcdo para a rotacdo de culturas (FAGUNDES, 2002;
RIOS, 2010). Os maiores produtores sdo a China, a india e os Estados Unidos, com
uma producdo anual de mais de 35 milhdes de toneladas. Isso corresponde a 70%
da producdo mundial. O Brasil ainda ocupa um lugar pouco expressivo nesse
cenario, sendo responsavel por menos de 0,7% da producdo mundial, oriunda
principalmente do estado de Sao Paulo (AGRIANUAL, 2012).

Além de saborosas, as sementes de amendoim possuem elevado teor de
lipidios (cerca de 50%) e proteinas (22% a 30%). Contém ainda sais minerais,
vitaminas e carboidratos, sendo também altamente energéticas, possuindo, em
média, 585 calorias em cada 100 gramas do grdo. Podem ser consumidas sob a
forma natural, como salgadinhos, preparados na industria de doces, ou ainda podem
ser utilizadas para a extracdo de Oleos, na preparacdo de farmacos e até
combustiveis (LOURENZANI; LOURENZANI, 2006). O subproduto da extracdo do
Oleo, a torta de amendoim, ainda € utilizado na fabricacdo de racdo animal, devido a

sua riqueza em proteinas.
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Metabdlitos secundarios em Arachis

Estudos recentes tém demonstrado a importancia medicinal e fitofisiologica de
metabdlitos secundarios presentes no amendoim. Os metabolitos secundarios (ou
especiais) sdo substancias de baixo peso molecular, que ndo séo diretamente
relacionadas a vida dos vegetais. A habilidade para a sintese dos metabdlitos foi
selecionada ao longo da evolucéo, e apenas poucas linhagens de plantas produzem
um tipo de metabdlito especifico (DUDAREVA; PICHERSKY, 2000). A funcdo de um
mesmo metabolito em diferentes linhagens pode variar (KNUDSEN; TOLLSTEN,
1993). Muitos vegetais sao fontes de metabdlitos secundarios amplamente utilizados
para fins medicinais e industriais, entre outros (KARUPPUSAMY, 2009).

A principal classe de compostos presentes no género Arachis sdo o0s
derivados de fenilpropanoides, principalmente estilbenos e flavonoides. Podem ser
encontrados em todas as partes da planta e estdo envolvidos em mecanismos de
defesa contra injurias mecanicas, contaminacdo microbiana, danos provocados por
insetos e radiacdo ultravioleta. (LEE et al., 2008; LOPES et al., 2011; PENDSE et al.,
1973). Entretanto, os estilbenos, hidrocarbonetos aromaticos que possuem duas
isoformas (cis e trans), também podem ser encontrados em partes ndo elicitadas de
diversos vegetais, mas em concentra¢cdes menores (SOBOLEV et al., 2007).

Desde que varios beneficios a saude humana comecaram a ser atribuidos
aos estilbenos, como o efeito anti-inflamatério, as plantas produtoras dessas
substancias, como o amendoim, passaram a ser alvo de diversas pesquisas
cientificas (STERVBO et al., 2007). Diversos trabalhos ja detectaram a presenca de
estilbenos em diversos orgaos de A. hypogaea, tais como folhas (CHUNG et al.,
2003), raizes (CHEN et al., 2002) e sementes (SANDERS et al., 2000). Entre esses
estilbenos pode-se citar, além do trans-resveratrol, o trans-piceidio (SALES;
RESURRECCION, 2009), o isopentenilresveratrol (KU et al., 2005), o piceatanol, o
araquidin-1, o araquidin-2, o araquidin-3 e o trans-SB-1 (Figura 4) (SOBOLEYV et al.,
2009).
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Figura 4 — Principais estilbenos encontrados em A. hypogaea.
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Os flavonoides e seus derivados podem ser encontrados tanto em plantas de
amendoim infectadas como em plantas ndo infectadas. Correspondem a um dos
grupos de metabdlitos secundarios mais presentes no Reino Plantae, e possuem
propriedades anti-inflamatoérias, anticarcinogénicas e hormonais, entre outras
(HARBORNE et al., 1975). Entre os flavonoides, as isoflavonas sdo os mais
presentes nas leguminosas. Diferentes flavonoides ja foram isolados a partir de
diferentes o6rgdos do amendoim, incluindo a diidroxicromona, o eriodictiol e a
luteolina, na vagem (PENDSE et al., 1973; LEE et al., 2008), a isoramnetina
glicosidica no tegumento (LOU et al., 2001) e a isomedicarpina nas partes aéreas
(LIU et al., 2009).

Além dos derivados de fenilpropanoides, outros grupos de metabdlitos
secundarios também ja foram estudados dentro do género Arachis. Alguns tipos de
acidos fendlicos, tais como o cafeico, o p-cumarico, o feralico e o vanilico (Figura 5),
que estao associados a diversos processos antioxidantes do metabolismo humano,
ja foram detectados em raizes inoculadas com bactérias do género Rhizobium (LEE
et al., 2008). Da mesma forma, varios tipos de fitosterois também ja foram
identificados na manteiga e no 6leo do amendoim. Importantes na reducdo do
colesterol, os fitosterois ndo s&o produzidos pelo corpo humano. Nas plantas,
possuem funcgbes estruturais semelhantes as do proéprio colesterol (FRANCISCO;
RESURRECCION, 2008). O campesterol, o estigmasterol e o avenasterol (Figura 5)
estdo entre os fitosterois mais presentes nos alimentos. Entretanto, o B-sitosterol
(Figura 5) é o fitosterol mais encontrado no amendoim, estando presente também
em espécies silvestres do género Arachis (GROSSO et al., 2000; PHILLIPS et al.,
2005).

Também ja foram detectados, em concentracdes menores, outros grupos de
metabodlitos secundarios em diferentes partes da planta de A. hypogaea: i)
triterpenos, tais como o cicloartanol e o lupeol (Figura 5) (GAYDOU et al., 1983); ii)
alcaloides, como por exemplo a colina e a miosmina (Figura 5) (MOLL, 1961,
ZWICKENPFLUG et al., 1998), e iii) &cidos graxos, como o palmitico, o estearico e 0
oleico (Figura 5) (CARRIN; CARELLI, 2010; WANG et al., 2010).
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Figura 5 — Metabdlitos secundarios ja identificados em espécies do género Arachis.
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A producdo de metabdlitos secundarios nas plantas in vivo pode apresentar
variacbes na qualidade e no tipo de substancias produzidas, que sao influenciadas
principalmente por: a) fase do ciclo, pois boa parte dos metabdlitos secundarios é
produzida nos estagios iniciais de crescimento da planta; b) periodo de coleta, diante
da tendéncia de algumas espécies em produzir mais metabdlitos durante seu
fotoperiodo; e c) estacdo de coleta, uma vez que em épocas mais ensolaradas as
espécies tendem a produzir mais metabdlitos (ABDIN et al, 2003). O
desenvolvimento de técnicas de cultivo in vitro permite contornar essas questdes

para a producado de plantas medicinais e seus extratos (NASIM et al., 2010).

Cultura de tecidos vegetais

Na cultura de tecidos vegetais, pequenos fragmentos (explantes) séo isolados
da planta doadora, desinfestados e cultivados sob condi¢des assépticas. A aplicacdo
mais utilizada na cultura de tecidos vegetais é a micropropagacao, que possui esse
nome devido ao tamanho dos propagulos utilizados. O objetivo principal da
micropropagacdo € a obtencdo de novos individuos, com genotipos idénticos
(TORRES et al., 2000).

Os explantes sdo mantidos em condi¢des controladas de luz e temperatura,
que podem variar muito conforme a espécie. Na fase de multiplicacdo, com o
objetivo de renovar o meio de cultura, séo realizadas subculturas (ou repiques) para
gue o material micropropagado continue a se desenvolver (EMBRAPA, 2009).

Existem trés sistemas de micropropagacao: i) proliferacdo a partir de
meristemas apicais e gemas axilares; ii) organogénese, que € 0 surgimento e a
proliferacdo de gemas, e iii) embriogénese somatica, que € o processo de formacao
de embrides a partir de células somaticas dos explantes. Tanto a organogénese
como a embriogénese podem ocorrer de duas maneiras: direta, sem a formacéo de
calo (massas celulares desorganizadas que se originam da proliferacdo
desordenada a partir de tecidos ou érgdos cultivados in vitro), ou indireta, com a
formacdo de calo. Os calos podem ser compactos, quando as células estdo muito
aderidas entre si, ou fridveis, quando as células estdo pouco aderidas entre si
(GEORGE et al., 2008).
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Cultura de tecidos em Arachis

Nos dultimos anos a cultura de tecidos em A. hypogaea foi bastante
investigada, com a obtencdo de sistemas de regeneracdo com base em diferentes
explantes e fitorreguladores. Em geral, a inducado de organogénese é eficiente em
resposta a citocininas isoladas, tais como BAP (6-benzilaminopurina) e TDZ
(thidiazuron), ou em combinacdo com auxinas, a partir de eixos embrionarios
(MCKENTLY et al.,, 1990; MORRIS et al., 1995; RADHAKRISHNAN et al., 2000),
cotilédones (MCKENTLY et al., 1990; PESTANA et al., 1999; RADHAKRISHNAN et
al., 2000) e folhas (MCKENTLY et al., 1991; SARKER; ISLAM, 2000; JOSHI et al.,
2003).

A embriogénese somatica foi obtida em estudos com eixos embrionérios
(SELLARS et al., 1990; EAPEN; GEORGE, 1993; RANI et al., 2005), cotilédones
(GILL; SAXENA, 1992; OZIAS-AKINS, 1992; BAKER; WETZSTEIN, 1995) e foliolos
(BAKER; WETZSTEIN, 1992; CHENGALRAYAN et al., 1994; BAKER; WETZSTEIN,
1998), utilizando-se auxinas isoladas ou em combinag¢do com citocininas.

No caso das espécies silvestres do género, também foram obtidas diferentes
vias regenerativas, com o0 objetivo principal de preservar e aumentar a
disponibilidade de germoplasma para utilizacdo em programas de melhoramento. A
organogénese foi obtida a partir de cotilédones em meio contendo BAP (GAGLIARDI
et al., 2000) e BAP com ANA (MANSUR et al.,, 1993), em espécies da secédo
Extranervosae. Utilizando o mesmo explante, mas com espécies da secdo Arachis,
também foi observada organogénese em meios suplementados com BAP e AIA
(RANI; REDDY, 1996). A producao de brotos em espécies da secao Extranervosae
foi também obtida a partir de eixos embrionéarios na presenca de BAP (GAGLIARDI
et al., 2000) e de segmentos nodais, em resposta a baixas concentragces de ANA
(GAGLIARDI et al., 2002). Adicionalmente, o processo foi induzido em foliolos da
secdo Arachis na presenca de ANA e BAP, utilizados separadamente ou em
conjunto (MCKENTLY et al., 1991; MANSUR et al., 1993; REY et al., 2000) e TDZ
(MROGINSKI et al., 2004).

A embriogénese somatica em espécies silvestres de Arachis foi obtida em
resposta a combinacdo de PIC e BAP, incluindo A. pintoi (REY et al., 2000), A.
glabrata (VIDOZ et al., 2004) e A. correntina (VIDOZ et al., 2006). Esta também foi
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induzida por BAP em A. archeri, A. porphyrocalix (secdo Erectoides) e A.
appressipila (se¢cdo Procumbentes) (PACHECO et al., 2007a).

Instituicdes de pesquisa da India e dos Estados Unidos possuem o maior
namero de trabalhos envolvendo cultura de tecidos no género Arachis.
Universidades do Canada, Brasil e Argentina também possuem um numero elevado
de publicacdes. Nesses dois ultimos, onde se situam centros de origem de algumas
espécies, a maior parte das publicacdes envolve espécies silvestres. Alguns paises
asiaticos (Bangladesh, China, Coréia do Sul, Japdo e Paquistdo), europeus
(Alemanha, Eslovaquia e Turquia), além de Quénia e Australia, também possuem
instituicbes de pesquisa com ao menos uma publicacédo relacionada ao tema. No
Brasil, o Nucleo de Biotecnologia Vegetal (NBV) da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro tem uma contribuicAo bastante importante na area. O Quadro 2
apresenta um levantamento em ordem cronolégica dos trabalhos publicados sobre

cultura de tecidos de espécies do género Arachis.
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Referéncia Espécies Explantes Fitorreguladores Sistemas
RUSSO; A. hypogaea Gema apical 2,4D + KIN Organogénese
VARNELL, 1978
MROGINSKI; A. villosa e A. Antera ANA + BAP Organogénese
FERNANDEZ, correntina indireta
1979
MROGINSKI; A. lignosa Antera ANA + BAP Inducéo de calos
FERNANDEZ,

1980
BAJAJ etal., 1980 | A. hypogaea e | Antera ANA + BAP Organogénese
A. glabrata
MROGINSKI et al., | A. hypogaea Folha ANA + BAP Organogénese
1981 indireta
BAJAJ etal.,, 1981 | A. hypogaeae | Antera AlA; ANA+ BAP e Organogénese
A. villosa KIN
SASTRI et al., A. hypogaea Cotilédone e BAP + ANA Organogénese
1981 eixo
ROLFS et al., 1981 | A. hypogaea Cotilédone 2,4D Cultura de calos
NARASIMHULU; A. hypogaea Cotilédone, BAP + ANA Organogénese
REDDY, 1983 hipocotilo e
eixo
PITTMAN et al., Vérias Folha BAP + ANA Organogénese
1983 especies
silvestres
PITTMAN et al., A. villosulicarpa | Folha BAP + ANA Organogénese
1984
ATREYA et al., A. hypogaea Eixo e ANA + BAP Organogénese
1984 cotilédone
BURTNIK; A. pintoi Folha BAP + ANA Organogénese
MROGINSKY, indireta
1985
BATHIA et al., A. hypogaea Cotilédone BAP + ANA Organogénese
1985 desembrionado
ILAHI; AMEEN, A. hypogaea Hipocotilo BAP + ANA Organogénese
1986
JOHNSON; A. villosulicarpa | Segmento BAP + ANA Organogénese
PITTMAN, 1986 foliolar
STILL et al., 1987 A. Estame BAP + PIC Organogénese
paraguariensis
SEITZ et al., 1987 A. hypogaea Foliolo BAP + ANA Organogénese
embriondrio indireta
ROLFS et al,, 1987 | A. hypogaea Cotilédone 2,4D Cultura de
células em
suspensao
PRADO et al., 1988 | A. major Antera BAP + ANA Inducéo de calos
HAZRA et al., 1989 | A. hypogaea Eixo 2,4D Embriogénese
embrionério direta
CHEN etal,, 1990 | A. hypogaeae | Gema apical BAP + ANA Organogénese
A. villosulicarpa
SELLARS et al., A. hypogaea e | Cotilédone e PIC Embriogénese
1990 A. eixo
paraguariensis
MCKENTLY etal.,, | A. hypogaea Cotilédone e BAP Organogénese
1990 eixo
MCKENTLY, 1991 | A. hypogaea Eixo PIC Embriogénese
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Referéncia Espécies Explantes Fitorreguladores Sistemas
MCKENTLY et al., | A. glabrata Folha BAP + ANA Organogénese
1991
DAIMON; MII, A. hypogaea N6 cotiledonar | ANA + BAP Organogénese
1991 indireta
WILLCOX et al., A. hypogaea Anteras BAP + ANA Organogénese
1991
SAXENA et al., A. hypogaea Cotilédone TDZ Embriogénese
1992 somatica
GILL; SAXENA, A. hypogaea Folha e BAP e TDZ Embriogénese
1992 Cotilédone e

Organogénese
CHENG et al., A. hypogaea Peciolo e BAP + ANA Organogénese
1992 epicétilo
OZIAS-AKINS et A. hypogaea Cotilédone e PIC + BAP Embriogénese
al., 1992 eixo
embriondrio
DUNBAR; A. burkartii, A. Folha ANA+BAP Organogénese
PITTMAN, 1992 lignosa, A.
paraguariensis, A.
repens, A. rigonii,
A. tuberosa, A.
villosa e A.
villosulicarpa
DURHAN; A. hypogaea Cotilédone 2,4D Embriogénese
PARROT, 1992 somatica
EAPEN; A. hypogaea Folha AlA + BAP Organogénese
GEORGE, 1993
MANSUR et al., A. villosulicarpa Folha e PIC + BAP Células em
1993 cotilédone suspensao
Ll et al., 1993 A. paraguariensis Folha BAP + ANA Organogénese
indireta
Ll etal., 1994 A. hypogaea Cotilédone e TDZ Organogénese
eixo
embrionério
KANYAND et al., A. hypogaea Hipocodtilo e TDZ Organogénese
1994 cotilédone
BRAR et al., 1994 | A. hypogaea Eixo BAP + ANA Organogénese
embrionério
CHENGALRAYAN | A. hypogaea Folha 2,4D Embriogénese
etal.,, 1994 indireta
CHENGALRAYAN | A. hypogaea Folha ANA + BAP e 2,4D | Embriogénese
et al., 1995 Organogénese
LIVINGSTONE; A. hypogaea Foliolo BAP + ANA Organogénese
BIRCH, 1995 embrionério indireta
ILAHI et al., 1995 | A. hypogaea Eixo 2,4D, KIN, BAP e Organogénese
ANA
MURTHY et al., A. hypogaea Seedlings TDZ Embriogénese
1995 somatica
BAKER,; A. hypogaea Cotilédone 2,4D Embriogénese
WETZSTEIN,
1995
MORRIS et al., A. hypogaea Eixo BAP + ANA Organogénese
1995 embrionério
MCKENTLY, 1995 | A. hypogaea Eixo PIC Embriogénese
GUPTA,; A. hypogaea Calos ABA Cultura de
SINGHAL, 1996 calos
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Referéncia Espécies Explantes Fitorreguladores Sistemas
RANI; REDDY, 1996 | A. hypogaea Cotilédone BAP + AIA Organogénese
direta
FENG et al., 1996 A. hypogaea, A. Gema apical ANA, GA; e BAP | Organogénese
giandulifera, A.
duranensis , A.
batizocoi e A.
valida
VENKATACHALAM; | A. hypogaea Protoplastos de | 2,4D + BAP e Cultura de
JAYABALAN, 1996a foliolos ANA + BAP calos e
Embriogénese
VENKATACHALAM; | A. hypogaea Cotilédone, ANA ou AIA + Organogénese
JAYABALAN, 1996b eixo e KIN
hipocétilo
VENKATACHALAM A. hypogaea Hipocétilo 2,4D + BAP Embriogénese
et al., 1997 indireta
VENKATACHALAM; | A. hypogaea Cotilédone e né | BAP + IBA Organogénese
JAYABALAN, 1997 cotiledonar indireta
CHENGALRAYAN et | A. hypogaea Foliolo 2,4D Embriogénese
al., 1997 embrionério indireta
MHASKE et al., 1998 | A. hypogaea Folha 2,4D Embriogénese
PONSAMUEL et al., | A. hypogaea Eixo BAP + ANA Organogénese
1998 embrionério e
foliolo
BAKER,; A. hypogaea Foliolo 2,4D + KIN Embriogénese
WETZSTEIN, 1998
VENKATACHALAM A. hypogaea Folha 2,4D, ANA e BAP | Cultura de
etal., 1998 células em
suspensao
VENKATACHALAM | A. hypogaea Cotilédone ANA + BAP Embriogénese
et al.,, 1999a direta
VENKATACHALAM A. hypogaea Folha ANA + KIN Organogénese
et al., 1999b indireta
PESTANA et al., A. hypogaea Cotilédone BAP Organogénese
1999 direta
RADHAKRISHNAN A. stenosperma. e | Apice caulinar BAP + ANA Amplificacao
etal., 1999 A. otavioi meristemética
RANI; REDDY, 1999 | A. hypogaea Folha BAP + AIA Organogénese
direta
VICTOR et al., A. hypogaea Cotilédone BAP e TDZ Embriogénese
1999a Organogénese
VICTOR et al., A. hypogaea Semente TDZ Embriogénese
1999b somatica
MURCH et al.,, 1999 | A. hypogaea Semente TDZ Embriogénese
somatica
GILL; OZIAS-AKINS, | A. hypogaea Cotilédone e TDZ Organogénese
1999 eixo
embrionario
REY et al., 2000 A. pintoi Folha PIC + BAP Embriogénese
indireta
CUCCO; JAUME, A. hypogaea Cotilédone, 2,4D Embriogénese
2000 epicotilo indireta
e foliolo
AKASAKA et al. A. hypogaea Segmento TDZ Organogénese
2000 foliolar




Quadro 2 — Cultura de tecidos de espécies do género Arachis (continua).
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Referéncia Espécies Explantes Fitorreguladores Sistemas
GAGLIARDI et al., | A. villosulicarpa, Cotilédone e BAP Organogénese
2000 A. macedoi, A. eixo embrionario direta

retusa, A.
burchellii, A.
pietrarellii e A.
prostrata,
LITTLE et al. 2000 | A. hypogaea Epicdtilo PIC, Dicamba ou Embriogénese
Centrofenoxina somatica
CHENGALRAYAN | A. hypogaea Folha 2,4D Embriogénese
et al., 2001
HLINKOVA, 2001 A. hypogaea Hipocoétilo BAP Organogénese
GAGLIARDI et al., | A. retusa, A. Gema apical e ANA e BAP Amplificacdo
2002 macedoi e A. segmento nodal meristematica
burchelli
LAXMI; GIRI, A. stenosperma e | Cotilédone e BAP + AIA + TDZ | Organogénese
2003a A. villosa eixo
LAXMI; GIRI, A. stenosperma, Cotilédone e BAP + AIA + TDZ | Organogénese
2003b A. duranensis, A eixo
paraguariensis, A.
villosa e A.
monticola
JOSHI et al., 2003 | A. hypogaea Eixo embrionario | 2,4D Embriogénese
HE; BIN, 2003 A. hypogaea Epicétilo ANA + BAP Organogénese
indireta
FURTADO et al., A. hypogaea Hipocotilo BAP + ANA Organogénese
2003 indireta
REY; MROGINSKI, | A. pintoi N6 e apice ANA + BAP Desenvolvime
2003 caulinar nto de
meristemas
VIDOZ et al., 2004 | A. glabrata Folha PIC Embriogénese
indireta
MROGINSKI et al., | A. correntina Folha TDZ Organogénese
2004 indireta
VASANTH et al., A. hypogaea Eixo embrionério | BAP + ANA Organogénese
2004
OZUDOGRU et al., | A. hypogaea Gema apical ANA e BAP Organogénese
2004
RANI et al., 2005 A. hypogaea Eixo embrionario | 2,4D Embriogénese
direta
OZUDOGRU et al., | A. hypogaea Gema apical BAP + ANA Organogénese
2005
REY; MROGINSKI, | A. pintoi Foliolo PIC + BAP Embriogénese
2006 indireta
VIDOZ et al., 2006 | A. correntina Gema apical e PIC Embriogénese
foliolo
MATHUSAMY et A. hypogaea Hipocatilo 2,4D + BAP Embriogénese
al., 2007
BANERJEE et al.,, | A. hypogaea N6 BAP Organogénese
2007 indireta
KANYAND; A. hypogaea Eixo embrionario | TDZ Organogénese
PRAKASH, 2007
FURTADO et al., A. hypogaea Hipocatilo e BAP, TDZ e KIN Organogénese
2007 gema indireta

cotiledonar




Quadro 2 — Cultura de tecidos de espécies do género Arachis (concluséo).
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Referéncia Espécies Explantes Fitorreguladores Sistemas
PACHECO et A. archeri, A. Eixo e foliolo BAP Embriogénese
al., 2007a porphyrocalix e A. indireta

appressipila
PACHECO et 17 espécies Eixo embrionario, BAP Organogénese
al., 2007b silvestres foliolo e cotilédone direta
PACHECO et A. stenosperma Eixo embrionario, BAP Organogénese
al., 2008 foliolo e cotilédone indireta
BERA; BHATT, | A. hypogaea e Antera ANA + BAP Organogénese
2008 espécies

silvestres
JOSHI et al., A. hypogaea Eixo embrionario 2,4D Embriogénese
2008
TIWARI; TULI, A. hypogaea Cotilédone 2,4D + BAP Organogénese
2008 desembrionado
FONTANA et A. villosa Folha BAP + TDZ Organogénese
al., 2009
RANI et al., A. hypogaea Eixo embrionério 2,4D Embriogénese
2009 direta
SINGH; HAZRA, | A. hypogaea Porcéo final da 2,4D Organogénese
2009 plimula e

Embriogénese

SHAN et al., A. hypogaea Epicétilo e eixo BAP + GA; Organogénese
2009 embrionério indireta
TIWARI; TULI, A. hypogaea Folha imatura BAP + ANA Organogénese
2009
SRINIVASAN et | A. diogoi, A. N6 cotiledonar BAP + ANA Organogénese
al., 2010 stenosperma, A.

duranensis, A.

cardenasii e A.

correntina
MAINA et al., A. hypogaea Cotilédone BAP e 2,4D Organogénese
2010
MAINA, 2011 A. hypogaea Cotilédone BAP e 2,4D Organogénese
ROBINSON et A. hypogaea Cotilédone 2,4D + KIN Embriogénese
al., 2011
NAZIR et al., A. hypogaea Cotilédone BAP + ANA Organogénese
2011 desembrionado
IQBAL et al., A. hypogaea N6 cotiledonar PIC Embriogénese
2011
GENG et al., A. hypogaea Foliolo ANA + TDZ Organogénese
2011
CASTRO etal.,, | A. hypogaea Eixo embrionario BAP Organogénese
2012

A busca por métodos que permitam otimizar a producdo de metabolitos
especiais que possam ser utilizados para fins medicinais ou industriais € um tema
que tem recebido ampla atencdo de pesquisadores da area (PHILIPSON, 1990).
Dentro desse contexto, a cultura de tecidos vegetais € uma alternativa que tem sido
bastante investigada (RAO; RAVISHANKAR, 2002).
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As vantagens do uso da cultura de tecidos com esse objetivo incluem: i)
possibilidade de eliminacdo da influéncia de fatores ambientais que afetam a
producdo de metabdlitos secundarios; ii) selecdo de cultivares com producdes mais
altas; e iii) possibilidade do uso de agentes eleitores (JHA et al. 1998; ABDIN et al.
2003; KARUPPUSAMY, 2009; JUNAID et al., 2009). A producdo de metabdlitos ja
foi analisada em diferentes sistemas de cultura de tecidos, principalmente cultura de
calos e de células em suspenséo.

Varios estudos ja avaliaram a composicdo e as propriedades biologicas de
extratos de materiais in vitro de A. hypogaea (Quadro 3). A classe de compostos

mais encontrada sdo os estilbenos, incluindo o resveratrol.

Quadro 3 — Cultura de tecidos e producé@o de metabdlitos secundéarios no género

Arachis.
Fonte Sistema Metabolitos
secundarios
PARK et al., 2003 Diferentes tecidos da Resveratrol
plantula
KU et al., 2005 Cultura de calos Piceatanol
CHANG et al., 2006 Plantas in vitro Araquidin-1, araquidin-3 e
isopentadienilresveratrol
SOBOLEV et al., Planta nos primeiros Estilbenos e acidos
2006 estagios de crescimento fendlicos
MEDINA-BOLIVAR et | Cultura de raizes Resveratrol
al., 2007
ABBOTT et al.,, 2010 | Cultura de raizes Araquidin-1, araquidin-3 e
resveratrol
CONDORI et al., Cultura de raizes Araquidin-1, araquidin-3 e
2010 resveratrol
KIM et al., 2010 Cultura de raizes Resveratrol
YANG et al., 2010 Cultura de calos Resveratrol
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Resveratrol

O resveratrol esta presente em mais de 70 tipos de plantas, tais como Kojo-
kon (Polygunum cuspidatum), Kashuwu (Polygunum multifiorum) (KUBO et al.,
1981), eucalipto (Eucalyptus spp.) (HILLIS et al.,, 1974), pinheiro (Pinus spp.)
(PASSOS et al., 2001), uva (Vitis vinifera e Vitis labruscae) (LANGCAKE et al., 1979)
e amendoim, no qual foi descoberto hd pouco mais de trés décadas (INGHAM,
1976). O resveratrol € um polifenol (hidroxilas ligadas a um anel aroméatico) nao
flavonoide (DAVID et al., 2007), e sua sintese € efetuada pela enzima resveratrol
sintase, a partir de uma molécula de coumaroil-CoA e trés moléculas de malonil-
CoA, em um processo regulado pelos genes RS (CHUNG et al., 2003). O resveratrol
€ sintetizado em duas isoformas: trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilboeno) e
cis-resveratrol (cis-3,5,4' trihidroxiestilbeno). Apesar de o isbmero trans ser
convertido a forma cis, mais estavel em presenca de luz visivel, as pesquisas sdo
geralmente direcionadas a investigacdo das propriedades do isémero trans
(SAUTTER et al., 2005).

Em A. hypogaea, o resveratrol € produzido em plantulas, hipocétilos (ARORA,;
STRANGE, 1991), sementes (SANDERS et al. 2000), raizes (CHEN et al., 2002),
folhas, vagens, tegumento (PARK et al., 2003), brotos e calos produzidos in vitro
(CHANG et al., 2006). Também ja foi relatado que a planta jovem possui uma
capacidade maior de producéo de resveratrol do que a planta madura (DORNER et
al., 1989).

Dentre as diversas atividades farmacoldgicas do resveratrol, pode-se citar a
atividade antioxidante, por meio da inibicdo da atividade da enzima lipoxigenase ou
remocao de radicais livres (PINTO et al.,, 1999; CHATTERJEE et al., 2011); a
capacidade anti-inflamatoria (anticoagulante), pela inibicio das enzimas
ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), assim inibindo a sintese de tromboxinas
(SUBBARAMAIAH et al., 1998; O'LEARY et al.,, 2004); a reducdo do risco de
aterosclerose, aumentando os niveis de colesterol sob a forma de HDL e diminuindo
os sob a forma de LDL, ajudando a desobstruir as artérias (GALFI et al., 2005); o
aumento do apetite e atraso do envelhecimento celular (DAVID et al.,, 2007) e a

capacidade de atuar de maneira analoga ao estrogénio, ja que possui estrutura



36

quimica similar, assim podendo ser considerado em estudos de reposi¢do hormonal
(RATNA; SIMONELLI, 2002).

O resveratrol possui também atividade anticarcinogénica, tendo sido
sugeridas diversas possibilidades para seu mecanismo de atuacao (SAUTTER et al.,
2005): i) inibicdo da proteina C-quinase, mediadora no surgimento de tumores
(STEWART et al.,, 2000); ii) inducdo de apoptose (morte celular programada),
inibindo a proliferacdo de tumores (RATNA; SIMONELLI, 2002); iii) inibicdo da
génese de tumores pelo bloqueio da cascata do acido araquidonico
(SUBBARAMAIAH et al., 1998) e iv) inibicdo da proteina NF Kappa [3, reguladora da
proliferacédo celular, contendo o avanco de tumores (MANNA et al., 2000; RIVAS et
al., 2008).

Um dos fatores que mais influenciaram as pesquisas sobre o resveratrol foi o
chamado “Paradoxo Francés”, formulado no final do século XX. Pesquisas
indicavam que, mesmo possuindo as mesmas taxas de colesterol que o0s
americanos, os franceses morriam muito menos por aterosclerose. Este fato foi
atribuido ao habito francés de beber vinho, uma vez que a uva possui elevados
teores de resveratrol. A partir de ent&o, fontes alternativas de resveratrol passaram a
ser buscadas (SAUTTER et al., 2005).

Metodologias de extracao

A metodologia de extragdo é um fator que pode influenciar consideravelmente
a obtencdo do metabdlito de interesse. O processo de extracdo pode ser precedido
por um pré-tratamento, e ambos podem ser realizadas de diferentes formas
(STALIKAS, 2007).

O pré-tratamento pode ser efetuado por homogeneizagdo, moagem ou
secagem. Os dois primeiros tipos aumentam a superficie de contato entre o solvente
e a amostra. Por outro lado, a secagem aumenta o rendimento por unidade de
massa e a durabilidade do material vegetal, diminuindo o espaco utilizado para a
estocagem. As etapas de pré-tratamento podem ser utilizadas em conjunto ou de
forma isolada (ROUTRAY; ORSAT, 2012).
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O método mais apropriado para a extracdo depende da origem e do tipo de
material a ser extraido. A eficiéncia da extracdo pode ser influenciada por
parametros que incluem tempo de incubacdo, tipo de solvente, proporcao
solvente/material vegetal, entre outros. Os principais sistemas para a extracdo de
compostos fenodlicos a partir de frutas e vegetais pode ser classificados em
tradicionais e modernos (GARCIA-SALAS et al., 2010).

Os métodos de extracao tradicionais incluem a extracdo por maceracao, a
extracdo por soxhlet e a extracdo de fase sélida. Na extracdo por maceracdo, o
material vegetal é colocado em contato com o solvente extrator, em um recipiente
preferencialmente fechado. E um método amplamente utilizado, por ser facil e
barato. Entretanto, os gastos com solventes organicos e com tempo sao maiores
que nos outros métodos (MAHUGO et al. 2009). No caso de compostos fendlicos, a
extracdo por maceragao costuma ser realizada em temperatura ambiente, para
evitar a degradacédo. O tempo total de extracdo depende dos periodos determinados
para a incubacédo com o solvente, a centrifugacao e a evaporacdo (GARCIA-SALAS
et al., 2010).

A extracdo por soxhlet € uma das técnicas mais antigas, sendo amplamente
utilizada para o isolamento de substancias de baixa volatilidade, como os lipidios.
Proporciona um alto rendimento, mas necessita de um longo periodo de tempo,
além de gastos elevados com solvente e energia elétrica. O aparelho utilizado € um
sistema continuo com dois compartimentos, no qual o solvente é aquecido em um
baldo volumétrico com o auxilio de uma manta térmica. Ap0s evaporar, o solvente
condensa, extraindo o constituinte de interesse do material colocado no
compartimento superior (ROMANIK et al., 2007).

A extragdo de fase solida € uma técnica que vem sendo cada vez mais
utilizada, embora seus custos sejam mais elevados do que a extracdo por
maceracao. O aparelho € constituido por uma fibra de silica fundida e recoberta com
filmes de adsorventes poliméricos (polidimetilsiloxano ou poliacrilato) ou soélidos
adsorventes (carvao ativado ou resina poliestireno-divinilbenzeno) em aglutinantes
poliméricos. A fibra recoberta € colada na ponta de um microtubo de acgo inox
adaptado com uma agulha hipodérmica, formando o conjunto de fibra. O conjunto de
fibora € montado em um aplicador similar a uma microsseringa convencional. A
pressdo no émbolo do aplicador faz com que o microtubo com a fibra de silica presa

corra no interior da agulha hipodérmica, expondo a fibra coberta com adsorvente. A
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extracdo de fase solida dispensa o uso de solventes organicos, e 0s componentes
extraidos sao imediatamente analisados em cromatografo (VALENTE; AUGUSTO,
2000).

As extracdes de fluido supercritico, liquido pressurizado e assistidas por
ultrassom e micro-ondas sdo os métodos modernos, e apresentam varias vantagens
em relacdo as técnicas tradicionais. A extracao de fluido supercritico utiliza baixas
temperaturas, evitando a degradacdo da amostra e reduzindo o consumo de
energia. No entanto, essa técnica € limitada a constituintes de baixa ou média
polaridade. O solvente mais utilizado € o diéxido de carbono supercritico, por ndo
ser toxico nem inflaméavel, além de quimicamente estavel (CASTRO-VARGAS et al.,
2010). Inicialmente as amostras sdo colocadas em contato com o solvente em um
cartucho, que é inserido na célula do aparelho para a extracdo e submetido a
resfriamento, devido a expansdo do CO,. Em seguida, os extratos sao evaporados,
dissolvidos na fase mével, e imediatamente injetados em cromatografo (MAHUGO et
al., 2009).

A extracdo de liquido pressurizado é feita com solventes orgéanicos em altas
pressdes e temperaturas acima do ponto de ebulicdo. A amostra sélida é embalada
em uma célula de extracdo de aco inoxidavel e extraida sob altas temperaturas
(entre 40 e 200°C) e pressodes (entre 500 e 3000 psi), em um curto periodo de
tempo. A amostra € levada para um tubo com o auxilio de um gas comprimido,
filtrada, seca e injetada em cromatografo (KLEJDUSA et al., 2009).

A extracdo assistida por ultrassom é utilizada tanto para amostras organicas
como para amostras inorganicas, e requer tempos de extracdo bem menores do que
as outras técnicas (DOBIAS et al., 2010). E considerada uma das metodologias de
extracdo mais simples, pois é facilmente exequivel em qualquer laboratorio,
necessitando apenas de um banho ultrassonico. A amostra triturada € misturada
com o solvente e colocada no banho ultrassdnico, com ajuste de temperatura e
tempo (KLEJDUSA et al., 2009).

Na extracdo assistida por micro-ondas (EAM), ondas eletromagnéticas com
energia muito baixa, entre 0,3 e 300 GHz, séo utilizadas para gerar uma oscilagao
no campo elétrico. A capacidade extrativa é determinada pelo aumento da
probabilidade de choques intermoleculares, devido as sucessivas mudancas de
orientacdo das moléculas polares. Os aparelhos de micro-ondas também sao

utilizados em processos de sintese organica, e proporcionam o controle de fatores
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qgue influenciam a eficiéncia de extracao, tais como agitacédo, temperatura, pressao,
poténcia e tempo (DE SOUZA; MIRANDA, 2011).

Assim como na extracdo de fluido supercritico e de liquido pressurizado, a
EAM é realizada na auséncia de luz, fator ao qual os compostos fendlicos séo
bastante sensiveis. Dessa forma, evita a conversdo de trans-resveratrol em sua
isoforma que nao € bioativa, o cis-resveratrol. Outras importantes vantagens da EAM
sao os curtos periodos de extracdo, que raramente superam uma hora de duracao, e
a possibilidade de extracdo simultdnea de varias amostras (SUTIVISEDSAK et al.,
2010).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Comparar duas metodologias extrativas (maceracdo e micro-ondas) para
posterior determinacdo de atividade antioxidante, compostos fendlicos totais e teor
de resveratrol em raizes, folhas e sementes de cinco cultivares brasileiras de Arachis

hypogaea L.

1.2 Objetivos especificos

» Determinar as condicbes mais adequadas para a extracdo de substancias

antioxidantes por maceracdao, utilizando partes aéreas da cultivar IAC Caiap0;

 Estabelecer as melhores condi¢cdes para a extragao de resveratrol assistida

por micro-ondas, utilizando partes aéreas da cultivar IAC Caiap0;

« Comparar a atividade antioxidante, o teor de fendis totais e de resveratrol
em extratos de raizes, folhas e sementes de cinco cultivares de A. hypogaea obtidos

por extracdo por micro-ondas e maceracao;

» Obter culturas in vitro a partir de explantes de sementes (cotilédone, eixo
embrionério e foliolo) de cinco cultivares de A. hypogaea, visando a producgéo de

metabolitos secundarios.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Sementes das cultivares de A. hypogaea IAC 886 (Virginia Runner), 1AC
Caiap6 (Virginia Runner), IAC Tatu ST (Valéncia), IAC 8112 (Spanish) e IAC 99-1
(Virgina Bunch) foram cedidas pelo Dr. Ignacio José de Godoy (Instituto Agrondmico
de Campinas) em janeiro de 2011. As sementes foram armazenadas na auséncia de
luz, em baixa umidade e mantidas a -4°C até sua utilizacao.

Parte das sementes foi plantada em vasos contendo Plantmax® HA (n&o
aditivado com fertilizante), para a obtencdo de plantas. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacao, protegidas por Sombrite®, com reducéo de 70%.

2.2 Preparo de extratos

2.2.1 Extracdo por maceracao

Partes aéreas de plantas da cultivar IAC Caiap6 (Virginia Runner) com 30
dias de idade foram secas em estufa a 45°C, trituradas, pesadas e maceradas em
etanol, sob agitacdo, no escuro e em temperatura ambiente. Apds filtracdo em
papel-filtro e rotaevaporacdo a 45°C, o extrato foi pesado e armazenado em
temperatura entre -10°C e -4°C até sua utilizagao.

Foram testados os seguintes fatores que influenciam a eficiéncia de extracao
(NEPOTE et al., 2005):

a) proporcao etanol-agua como solvente de extracdo: os extratos foram
preparados com 20, 40, 60, 80 ou 100% de etanol em agua. As partes aéreas foram
trituradas com almofariz e pistilo, a relagdo solvente/sdlido para a extragdo foi de
60mL/g, com um periodo de incubacéo de 120 minutos, sendo a extracao realizada

em um unico estagio.
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b) tipo de trituracdo do material vegetal seco: o material vegetal seco foi
triturado com almofariz e pistilo (com ou sem o uso de nitrogénio liquido) ou moinho
elétrico. Nesses experimentos, foi utilizada uma proporcado de etanol em agua de
80%, com uma relacao solvente/sdlido de 60mL/g, incubacdo de 120 minutos e um
estagio.

c) relacao solvente/solido para a extragdo: foram utilizados 30, 40, 50, 60 ou
70 mL por grama de material vegetal seco triturado com almofariz e pistilo, sem o
uso de nitrogénio liquido, utilizando 80% de etanol em agua e 120 minutos de
incubacdo em um estégio.

d) tempo de extracdo: foram testados 15, 30, 45, 60, 120, 240, 720 ou 1440
minutos. A trituracdo do material vegetal foi realizada com almofariz e pistilo, sem o
uso de nitrogénio liquido, A proporcédo de etanol em agua foi de 80%, com uma
relacao solvente/solido de 50 mL/g em um estagio.

€) numero de estagios de extracdo: de um a cinco, sendo o material vegetal
triturado com almofariz e pistilo. A propor¢cdo de etanol em agua foi de 80%, com
uma relacéo solvente/solido de 50 mL/g durante 120 minutos.

As melhores condicbes definidas para a extracdo por maceragdo foram
utilizadas para a realizacdo das etapas descritas nos itens 2.3, 2.4 e 2.5, com

extratos de partes aéreas, raizes e sementes das cultivares selecionadas.

O rendimento dos extratos foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

rendimento (%) = extrato (g) x 100 / material vegetal seco (g)

2.2.2 Extracdo assistida por micro-ondas

Foram utilizadas folhas de plantas in vivo da cultivar IAC Caiap6 (Virginia
Runner), secas em estufa a 45°C e trituradas. Os experimentos foram realizados em
um aparelho de micro-ondas da marca Anton Paar®, modelo Monowave 300, com a
avaliacdo do efeito da temperatura, propor¢cédo solvente/solido e agitagdo. O tempo
de extracéo foi fixado em 30 minutos (CORREA et al., 2012).
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Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial fracionado 2**, no qual
foram realizados sete experimentos, com o objetivo de determinar as variaveis mais
influentes no processo, bem como a melhor faixa de valores para a realizacao dos
experimentos subsequentes. Em seguida, foi realizado um planejamento composto
central rotacional, com 17 experimentos, a fim de estabelecer as condi¢bes 6timas
de extracéo (JUNIOR, 2011).

A cinética do processo extrativo foi avaliada em uma etapa posterior, com
base nos valores 6timos obtidos nos experimentos anteriores, utilizando 5, 10, 15,
30, 60 e 90 minutos. O tempo de extracdo ndo € geralmente considerado como
sendo uma variavel em planejamentos experimentais desta natureza, uma vez que
causa grandes influéncias no sistema e sobre as outras variaveis, podendo
mascarar eventuais respostas (JUNIOR, 2011).

Os extratos dos materiais obtidos a partir das diferentes cultivares foram
preparados utilizando as melhores condigbes definidas nos experimentos descritos

acima.

2.3 Avaliagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos diferentes extratos foi determinada com base na
metodologia de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) (Sigma-
Aldrich®, Milwaukee, Wisconsin, EUA) de acordo com BRAND-WILLIAMS et al.
(1995). Os extratos foram ressuspendidos para um volume final de 25uL, em trés
concentracdes diferentes, e adicionados a 975uL de solucdo metandlica de radical
DPPH (24 pg/mL). As misturas foram inseridas em tubos eppendorfs (1,5 mL) e
mantidas durante uma hora no escuro. Em seguida, a absorbancia foi medida a
515nm, em cubetas de vidro, com espectrofotdmetro UV160A (Shimadzu®, Téquio,
Japéo). O metanol foi utilizado como branco e a solu¢do metandlica de DPPH foi
utilizada como controle negativo. Como controle positivo foi utilizada a quercetina,
cuja capacidade de captura do radical DPPH é mostrada na Figura 6. As amostras
foram preparadas em triplicata e os experimentos foram repetidos duas vezes. A
atividade de captura de radicais foi expressa como percentual de atividade

antioxidante, de acordo com a seguinte formula:
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captura do radical (%) = [(absorbancia do DPPH — absorbancia da amostra) /
(absorbancia do DPPH)] x 100.
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Figura 6 — Curva de concentracdo-resposta da captura do radical DPPH pela quercetina.

2.4 Determinacdo do teor de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos dos extratos foi avaliado pelo método de Folin-
Ciocalteu, de acordo com HOLLAND et al. (2011). Para cada amostra, 180uL de
reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich®, Milwaukee, Wisconsin, EUA) a 10%
(v/v) foram adicionados a 90uL de extrato a 10 mg/mL. ApdOs cinco minutos, foram
adicionados 730uL de Na,CO3; a 100mM, seguindo-se uma incuba¢ao no escuro por
2h apods esse periodo. A absorbéancia da amostra foi medida a 765 nm em
espectrofotdmetro UV160A (Shimadzu®, Téquio, Japéo), utilizando como branco
uma solucdo contendo todos o0s reagentes, com excec¢ao do extrato. As amostras
foram preparadas em triplicata e os experimentos foram realizados duas vezes. Os
resultados foram expressos em miligramas de equivalente em acido galico (EAG) / g

extrato seco, de acordo com a curva-padrdo mostrada na Figura 7.
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Figura 7 — Curva-padréo de acido gélico.

2.5 Determinacdo do teor de resveratrol por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Inicialmente foram testados diferentes métodos para a analise das amostras,
nos quais foram avaliadas diferentes propor¢cdes dos solventes da fase movel e
temperaturas. Foi utilizado um cromatégrafo Dionex®, modelo Ultimate 3000, com
um detector Diode Array e coluna ACCLAIM C18 (Dionex Bonded Silica Products, 5
pm, 120 A, com 4,6 x 250 mm). A fase movel foi constituida pelo seguinte gradiente:
agua:metanol:acetonitrila (90:8:2), por 2 minutos. Aos 2 minutos, o gradiente passou
para agua:metanol:acetonitrila (70:8:22), até 10 minutos. Aos 10 minutos, a relagédo
passou para agua:acetonitrila (5:95), até 18 minutos. A temperatura do aparelho foi
ajustada para 30°C, o volume injetado foi de 20uL, a taxa de fluxo foi de 1 mL/min e
o comprimento de onda utilizado para a comparacao do ultravioleta (UV) foi de 307
nm. Cada amostra foi injetada trés vezes (n=3) (p < 0,05).

O cromatograma do padréo e o espectro de absorcédo de luz UV do trans-
resveratrol por CLAE (Figura 8) foram definidos para fins de comparacdo com as
amostras. A concentracao de resveratrol foi determinada com base na curva padréo

(Sigma®) construida com o mesmo método (Figura 9).
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Figura 9 — Curva-padréo de resveratrol.

2.6 Culturain vitro

Sementes de A. hypogaea das cinco cultivares foram lavadas trés vezes com
agua e detergente. Depois de enxaguadas com agua destilada, foram lavadas com
etanol a 70% e imersas em cloreto de mercurio (HgCl,) a 0,2% durante 30 minutos,
sob agitacdo. Apos esse periodo, foram realizadas trés lavagens em agua destilada,
em camara de fluxo laminar.

Para inducdo de morfogénese in vitro, cotilédones, foliolos e eixos
embrionéarios foram excisados de sementes e inoculados em frascos vedados com
tampas em polipropileno, contendo 25 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) semissolido, suplementado com diferentes concentracbes de BAP (4,4; 8,8;
22; 30,8 e 44uM) ou picloram (1,25; 2,5; 5; 10 e 20uM), sacarose a 3% e solidificado
com agar a 0,75%. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da esterilizacdo em
autoclave (15 minutos a 121°C e 1,0 atm). As culturas foram mantidas a 25+2°C ou
30+2°C, sob fotoperiodo de 16h, com intensidade luminosa média de 46 pmol.m?.s™

fornecida por lampadas fluorescentes do tipo branca fria.
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2.7 Andlise estatistica

A avaliacdo estatistica dos dados experimentais da extracdo por maceracao,
atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos foi realizada através da analise
de variancia (ANOVA) e do teste de comparacdo de Tukey, com o auxilio do
programa Graphpad InStat®. Foram considerados significativos os valores de p <
0,05, tendo sido adotado um intervalo de confianca de 95%.

A analise dos dados referentes a otimizagdo da extracdo assistida por micro-
ondas, foi realizada com o auxilio do programa Statistica 7.0® (Statsoft, Inc., USA). A
significAncia dos coeficientes de regresséo e as probabilidades foram determinadas
pelo teste “t” de student. A variancia explicada pelo modelo é dada pelo coeficiente

de multipla determinacéo, R>.
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3 RESULTADOS

3.1 Extrac&o por maceracgao

Os fatores testados foram a proporcéo etanol-agua do solvente de extracéo, o
tipo de trituracdo do material vegetal seco, a propor¢céao solvente-solido, o tempo e o
namero de estagios de extracdo. A avaliacdo da eficiéncia de extracdo foi medida
através da atividade de captura do radical DPPH e do rendimento dos extratos.

3.1.1 Efeito da proporcao etanol-agua como solvente de extracdo

Quando a concentracdo de etanol aumentou de 20 a 80% (v/v), o percentual
de captura do radical DPPH dos extratos aumentou de 20,36+7,56% para
82,36+0,81%, na concentragéo de 10 mg/mL (Figura 10).
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Figura 10 — Captura do radical DPPH por extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap6 em
diferentes concentragfes (2, 5 e 10 mg/mL), com diferentes propor¢cdes de etanol em agua (20, 40,
60, 80 e 100%).

Os dados representam média + desvio padrdo. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.
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O mesmo pode ser observado para o rendimento dos extratos, que aumentou

de 11,96+0,55% para 21,21+0,83%, quando o conteudo de etanol aumentou de 20

para 80% (v/v) (Figura 11).
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Figura 11 — Rendimento de extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap0, preparados em
diferentes proporcdes de etanol em agua (20, 40, 60, 80 e 100%).

Os dados representam meédia + desvio padrdo. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.

3.1.2 Efeito do tipo de trituracdo do material vegetal seco

N&ao houve diferenca estatisticamente significativa, tanto para a captura do
radical DPPH (Figura 12), como para o rendimento dos extratos (Figura 13). Dessa

forma, a trituracdo por almofariz e pistilo foi escolhida para os experimentos
subsequentes, por ser considerada mais simples.
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Figura 12 — Captura do radical DPPH por extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap6 em
diferentes concentracdes (2, 5 e 10 mg/mL) com diferentes tipos de trituracdo do material vegetal
seco (almofariz e pistilo, moinho e Nitrogénio liquido).

Os dados representam meédia + desvio padrdo. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.
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Figura 13 — Rendimento de extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap6 com diferentes tipos
de trituracdo do material vegetal seco (almofariz e pistilo, moinho e Nitrogénio liquido).

Os dados representam média + desvio padrdo. A mesma letra indica ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.
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3.1.3 Efeito da proporcao solvente-soélido

Com relacédo a atividade de captura do radical DPPH, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras obtidas em diferentes proporgdes
solvente-solido (Figura 14).
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Figura 14 — Captura do radical DPPH por extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap6 em
diferentes concentragbes (2, 5 e 10 mg/mL) com diferentes propor¢des solvente/sélido para a
extracao (30, 40, 50, 60 e 70 mL/qg).

Os dados representam média + desvio padrdo. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.

A proporcéo solvente-sélido de 50 mL/g resultou no maior rendimento da
extragao (Figura 15).
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Figura 15 — Rendimento de extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiapé com diferentes
proporcdes solvente-sdlido para a extracéo (30, 40, 50, 60 e 70 mL/g).

Os dados representam meédia + desvio padrdo. Letras iguais indicam nao haver diferenca

estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.

3.1.4 Efeito do tempo de extracdo

Na concentragdo de 2 mg/mL, os tempos de 120 e 240 minutos

proporcionaram os maiores percentuais de captura do radical DPPH (32,70+12,80%
e 38,78+7,97%, respectivamente) (Figura 16).
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Figura 16 — Captura do radical DPPH por extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap6é em

diferentes concentracdes (2, 5 e 10 mg/mL) com diferentes tempos de extracéo (15, 30, 45, 60, 120,
240, 720 e 1440 minutos).

Os dados representam média + desvio padrdo. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa no rendimento dos extratos
obtidos com tempos de extracao superiores a 120 minutos. Dessa forma, foi adotado

o tempo de 120 minutos, cujo rendimento foi de 17,92+3,84% (Figura 17).
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Figura 17 — Rendimento de extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap6 com diferentes tempos
de extracdo (15, 30, 45, 60, 120, 240, 720 e 1440 minutos).

Os dados representam média + desvio padrdo. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.
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3.1.5 Efeito do nimero de estagios da extracao

O percentual de captura do radical DPPH néo foi influenciado pelo nimero de

estagios em que foi efetuada a extracéo (Figura 18).
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Figura 18 — Captura do radical DPPH por extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiapd em
diferentes concentragdes (2, 5 e 10 mg/mL) com diferentes estagios de extracao (1, 2, 3, 4 e 5).

Os dados representam média + desvio padrdo. Letras iguais indicam ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.

O rendimento da extracdo de dois a cinco estagios variou de 20,36+0,36% até
21,54+0,16% (Figura 19). Como consequéncia, o uso de mais de dois estagios ndo é
recomendado porque o aumento do volume de solvente utilizado néo é justificado

pelo aumento do rendimento da extracao.
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Figura 19 — Rendimento de extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap6 em diferentes estagios
de extracdo (1, 2, 3,4 e 5).

Os dados representam média * desvio padrdo. Letras iguais indicam néo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os valores, pelo método de Tukey.

3.2 Extracao assistida por micro-ondas

Para o estabelecimento de uma metodologia de extracédo, foram estudadas as
seguintes variaveis: temperatura, proporcdo solvente/material seco e agitacdo, em
extratos de partes aéreas da cultivar IAC Caiap0o, de A. hypogaea. O parametro
adotado para avaliar a eficiéncia do processo foi a quantidade de resveratrol extraido.
Inicialmente, foi realizado o planejamento fatorial fracionado. Os niveis utilizados para
as variaveis nesse planejamento sdo apresentados na Tabela 1, enquanto que o

planejamento experimental com os respectivos resultados é mostrado na Tabela 2.

Tabela 1 — Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 nivel intermediario, - nivel

inferior) para as variaveis independentes utilizadas no planejamento fatorial
fracionado (2°7).

Variaveis -1 0 +1
Temperatura (°C) 30 50 70
Proporcéo solvente/sélido (mL/g) 40 50 60

Agitacdo (rpm) 600 900 1200
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Tabela 2 — Planejamento fatorial fracionado e resultados dos respectivos experimentos para a
extracdo de resveratrol.

Niveis das variaveis

Entrada Resveratrol
Temperatura Proporcao Agitacao (mglg extrato)
1 -1 (30) -1 (30) +1 (1200) 0,6105
2 +1 (70) -1 (30) -1 (600) 0,1814
3 -1 (30) +1 (70) -1 (600) 0,0687
4 +1 (70) +1 (70) +1 (1200) 0,0877
5 0 (50) 0 (50) 0 (900) 0,0579
6 0 (50) 0 (50) 0 (900) 0,0577
7 0 (50) 0 (50) 0 (900) 0,0612

A estimativa dos efeitos e o valor de p sdo mostrados na Tabela 3, onde é
possivel observar que a temperatura e a propor¢cao tiveram efeitos negativos na
faixa estudada, ou seja, quanto mais baixos os valores para essas variaveis, maior a
extracdo de resveratrol. Também foi possivel observar que a agitacdo teve uma
influéncia positiva nesse processo.

Todas as influéncias das variaveis testadas no planejamento fatorial
fracionado foram estatisticamente significativas, pois todas apresentaram um valor
de p<0,05 (Tabela 3).

Tabela 3 — Estimativa dos efeitos das variaveis estudadas para a extracdo de
resveratrol em partes aéreas da cultivar IAC Caiap6, de A. hypogaea.

Varivel Efeito Valor de p
Média 0,802576 0,000269
Curvatura - 0,356367 0,000075
Temperatura - 0,086329 0,006157
Proporc¢éo solvente/sélido - 0,056613 0,014145

Agitaco 0,196407 0,000990
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Apos a realizagdo do planejamento fatorial fracionado, foram determinadas
novas faixas de valores para as variaveis significativas: temperatura de 30 a 50°C,
proporcao solvente/sélido de 30 a 50 mL/g e agitacdo de 900 a 1200 rpm. Em
seguida, foi empregado um planejamento composto central rotacional, para a
obtencdo das condicbes Otimas de extracdo de resveratrol. Os parametros
envolvidos nesse processo sdo 0s mesmos citados anteriormente (p<0.05) e as

variaveis com os valores codificados e ndo codificados sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores reais e codificados (+ nivel superior, O nivel intermediério, - niveé inferior) para
as variaveis independentes utilizadas no delineamento composto central rotacional, 2°.

Variavel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura (°C) 30 34 40 46 50
Proporcao solvente/sélido (mL/g) 30 34 40 46 50
Agitagdo (rpm) 900 961 1050 1139 1200

No planejamento composto central rotacional, cada uma das trés variaveis
apresentou cinco niveis diferentes. Para a determinacdo dos valores a serem
adotados em cada uma das variaveis, a andlise dos dados indicou a necessidade de
realizacdo de 17 experimentos, com seis pontos fatoriais e trés pontos centrais,
permitindo a obtencdo de um modelo quadratico. Os resultados obtidos em cada um

desses experimentos sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Planejamento composto central rotacional e resultados dos experimentos para a
extracdo de resveratrol.

Niveis das variaveis

Entrada Resveratrol
. (mg/g extrato)
Temperatura Proporcao Agitacao
1 -1 (34) -1 (34) -1 (961) 0,1421
2 +1 (46) -1 (34) -1 (961) 0,2257
3 -1 (34) +1 (46) -1 (961) 0,4278
4 +1 (46) +1 (46) -1 (961) 0,6169
5 -1 (34) -1 (34) +1 (1139) 1,0093
6 +1 (46) +1 (46) +1(1139) 0,7210
7 -1 (34) +1 (46) +1(1139) 0,9700
8 +1 (46) +1 (46) +1(1139) 0,4564
9 -1,68 (30) 0 (40) 0 (1050) 0,7454
10 +1,68 (50) 0 (40) 0 (1050) 0,5808
11 0 (40) -1,68 (30) 0 (1050) 0,7345
12 0 (40) +1,68 (50) 0 (1050) 0,7598
13 0 (40) 0 (40) -1,68 (900) 0,5875
14 0 (40) 0 (40) +1,68 (1200) 1,1453
15 0 (40) 0 (40) 0 (1050) 0,7907
16 0 (40) 0 (40) 0 (1050) 0,7677
17 0 (40) 0 (40) 0 (1050) 0,8134

Os dados experimentais foram ajustados ao modelo proposto e a adequacao
foi realizada pela analise da variancia e do coeficiente de multipla determinacéo (R?).
A equacao a seguir representa 0 modelo matematico para a extracdo de resveratrol

em funcado das variaveis.

Y = 0,802 — 0,059T — 0,086T? + 0,030P — 0,056P? + 0.196Agt - 0.134TAgt —
0,122PAgt

Onde Y é a quantidade de resveratrol extraido, e T, P e Agt sdo os valores
nao codificados de temperatura, proporgéo e agitacao, respectivamente.

A Tabela 6 representa a andlise de variancia dos dados pelo teste F. O valor
do F calculado (8,48) foi maior que o F tabelado (3,29), mostrando a validagdo do
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modelo experimental utilizado. A validacdo do modelo pode ser determinada pelo
coeficiente de multipla determinacdo (R?). O coeficiente de determinagédo multipla
(R? = 0.87) indica a capacidade de validacdo do modelo, em funcdo das variaveis
independentes consideradas. No presente experimento, 87% dos valores para a extracao
de resveratrol séo atribuidos as variaveis independentes e podem ser precisamente

explicados pelo modelo.

Tabela 6 — Analise de variancia para a validagdo dos modelos mateméaticos (ANOVA).

Valor

Fator Somados  Graus de - F F
quadrados liberdade quadratico  cajcylado  tabelado Valorde p

médio

Regresséao 0,9500 7 0,1356 8,4783 3,2927 0,0024

Residuos 0,1400 9 0,0159

Falta de ajuste 0,1430 7

Erro puro 0,0010 2

TOTAL 1,0935 16

Na andlise da interacdo entre as variaveis, foi obtido um ponto de étimo para
a variavel temperatura e a proporcao, a partir do qual, um aumento dessas variaveis

gera uma menor extracao de resveratrol (Figura 20).
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Figura 20 — Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extracdo de resveratrol em
fungéo da proporcéo e da temperatura.

Na analise da interacdo entre as variaveis agitacdo e temperatura, observou-
se que a primeira teve uma influéncia positiva no processo de extracdo de

resveratrol, enquanto a segunda teve uma influéncia negativa (Figura 21).
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Figura 21 — Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extragdo de resveratrol em
funcéo da agitacdo e da temperatura.
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Com relacao a interacao entre as variaveis agitacao e proporcao, observou-se
que a maxima agitacdo possivel proporcionou a maior capacidade de extracao,
engquanto a proporc¢des de solvente menores proporcionaram uma maior extracdo de

resveratrol (Figura 22).
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Figura 22 — Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extracdo de resveratrol em
funcéo da agitacéo e da proporcao.

Os resultados mostraram que as melhores condigbes para extragdo foram a
temperatura de 37°C, com propor¢ao solvente/sélido de 37 mL/g e maior agitacdo
possivel (1200 rpm).

Por fim, foi realizada a avaliacdo do melhor tempo de extragdo, com as
condi¢cdes otimizadas. Verificou-se que quinze minutos foram suficientes para a

extracdo da maior quantidade de resveratrol (Figura 23).
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Figura 23 — Otimiza¢&o do tempo de extragcdo assistida por micro-ondas.

3.3 Estudos comparativos entre as cinco cultivares de A. hypogaea.

Uma vez otimizadas as variaveis para a extracdo de antioxidantes por
maceracdo e para a extracdo de resveratrol assistida por micro-ondas, foram
realizados estudos comparativos da eficiéncia das duas metodologias nas cinco
cultivares estudadas, utilizando como parametros a atividade antioxidante, o teor de

fendis totais e o teor de resveratrol dos diferentes extratos.

3.3.1 Atividade antioxidante

A capacidade de captura do radical DPPH foi maior nos extratos de raizes
das cultivares IAC Caiap6 (92,36 *+ 2,71%), IAC 8112 (88,28 + 3,97%) e IAC 99-1
(91,26 + 1,23%), preparados com o auxilio de micro-ondas. Os extratos de sementes
foram os que tiveram menor atividade antioxidante, sendo que o0s extratos de
sementes da cultivar 8112, obtidos por maceracao (17,14 = 0,71%), foram os que

apresentaram a menor atividade antioxidante (Tabela 7).




Tabela 7 — Captura do radical DPPH por extratos obtidos por maceracgéo e assistidos

por micro-ondas de érgédos de diferentes cultivares de A. hypogaea.

Captura de DPPH®

Cultivar Material Vegetal
Maceracao Micro-ondas
Parte aérea 77,20+2,25° 58,25 + 1,69 d
IAC 886 Raiz 62,02 + 7,08 71,79+ 7,52 ¢
Semente 2429+232° 22,17 + 4,12 °
Parte aérea 78,48 + 4,18 *° 80,29 + 4,56 °
IAC Caiap6 Raiz 77,26 +5,41 " 92,36 +2,71 2
Semente 21,28 +2,47 19,28 + 0,17 ¢
Parte aérea 84,17 +1,73° 74,25+ 7,29 ™
IAC Tatu ST Raiz 83,36 + 2,43 ° 82,10 + 3,52 °°
Semente 25,96 + 3,89 & 26,10 + 1,47 °
Parte aérea 78,37 +1,65" 85,19 +2,89°"
IAC 8112 Raiz 66,05 + 3,52 ° 88,28 + 3,97 ®
Semente 17,14 +0,71" 20,45 + 8,68 ¢9"
Parte aérea 83,48+2,31°" 82,96 + 3,59 °
IAC 99-1 Raiz 82,28 + 426" 91,26 +1,23°
Semente 20,66 + 2,73 19,25+ 0,59 ¢

Nota;: Letras iguais indicam ndo haver diferenga estatisticamente significativa entre

os dados, de acordo com o teste de Tukey.

Nota,: Os dados representam média + desvio padrao.

@ Extratos a 10 mg/mL.
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3.3.2 Teor de compostos fendlicos

Os extratos de raizes e partes aéreas foram 0s que apresentaram o maior
teor de compostos fenodlicos. Extratos de raizes das cultivares IAC Caiapo e IAC
8112 assistidos por micro-ondas apresentaram 54,15 + 1,39 e 50,63 + 7,25 mg
EAG/g extrato, respectivamente. Um extrato de raiz preparado com maceracédo, da
cultivar IAC Tatu, também apresentou elevado teor de compostos fendlicos (52,17 *
0,92 mg EAG/g extrato). Dentre os extratos de partes aéreas, os das cultivares IAC
Caiap6 e IAC 8112 assistidos por micro-ondas apresentaram o maior teor de
compostos fendlicos (50,18 + 2,77 e 51,87 + 6,32 mg EAG/g extrato,
respectivamente) (Tabela 8).

O menor teor de compostos fenodlicos foi observado em extratos de sementes
das cultivares IAC 886 e IAC Caiapd processados em micro-ondas (14,82 + 4,25 e
10,58 + 0,29 mg EAG/g extrato, respectivamente). Extratos de sementes da cultivar
IAC 886 provenientes de maceracdo também apresentaram teores baixos de
compostos fendlicos (11,58 + 2,89 mg EAG/g extrato), quando comparados aos
demais (Tabela 8).



Tabela 8 — Teor de compostos fendlicos de extratos obtidos por maceragédo e

assistidos por micro-ondas de 6rgdos de diferentes cultivares de A. hypogaea.

Teor de compostos fendlicos

Cultivar Material Vegetal (mg EAG/g extrato)
Maceracao Micro-ondas
Parte aérea 20,90 +1,71°' 36,98 + 2,51
IAC 886 Raiz 31,44 +1,12°¢ 49,89 +1,53°
Semente 11,58 +2,89" 14,82 + 4,25 9"
Parte aérea 31,80+0,80° 50,18 + 2,77
IAC Caiapo Raiz 31,15+1,72° 54,15+1,39%
Semente 13,28+2,85" 10,58 + 0,29 '
Parte aérea 35,02 +1,34 % 4525+ 329"
IAC Tatu ST Raiz 52,17 + 0,92 ° 4532 +3,16°
Semente 18,65+ 0,58 16,25 + 2,65 9"
Parte aérea 31,34+ 0,87 % 51,87 +6,32%
IAC 8112 Raiz 32,20+ 4,11 % 50,63 + 7,25 2
Semente 18,28 + 4,93 17,21+6,51
Parte aérea 34,72 +1,43 % 43,22 +2,69°
IAC 99-1 Raiz 3850+ 1,70 4498 +3,11°
Semente 19,67 +2,47 16,25 + 5,62 ™
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Nota;: Letras iguais indicam ndo haver diferenga estatisticamente significativa entre
os dados, de acordo com o teste de Tukey.
Nota,: Os dados representam média + desvio padrao.
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3.3.3 Teor de resveratrol

Os extratos de raizes foram 0s que apresentaram maior concentracao de
resveratrol. Na maceracdo, os extratos das cultivares IAC Tatu ST (1,614 = 0,356
mg/g extrato) e IAC 99-1 (1,428 = 0,551 mg/g extrato) foram os que apresentaram
maior concentracao de resveratrol. Na extracao assistida por micro-ondas, além dos
extratos de raizes, os extratos de partes aéreas das cultivares IAC Tatu St (1,074 +
0,099 mg/g extrato) e IAC 99-1 (1,073 + 0,210 mg/g extrato) também apresentaram a
maior concentracéo de resveratrol.

Extratos de sementes apresentaram as menores concentracdes de
resveratrol, tanto na extracdo assistida por micro-ondas, quanto na extragdo por
maceracdo. Para alguns extratos de parte aérea e raiz, em diferentes cultivares, a
extragdo por micro-ondas foi mais eficiente do que a extracdo por maceracao
(Tabela 9).

O cromatograma referente a concentracdo de resveratrol e o espectro de
absorcdo de luz UV pelo extrato de raiz da cultivar IAC Tatu ST oriundo de
maceragao sao mostrados na Figura 24.



Tabela 9 — Concentragdo de resveratrol em extratos obtidos por maceracéo e assistidos
por micro-ondas de érgéos de diferentes cultivares de A. hypogaea.

Resveratrol
Cultivar Material Vegetal (mg/g extrato)
Maceracédo Micro-ondas

Parte aérea 0,299 + 0,054 % 0,739 + 0,027 *°
IAC 886 Raiz 0,536 + 0,291 " 1,228 + 0,104 2
Semente 0,212 + 0,045 © 0,229 + 0,008 &
Parte aérea 0,409 + 0,161 ¢ 0,929 + 0,145 *°
IAC Caiapo Raiz 0,418 + 0,007 ¢ 1,188 + 0,097 &
Semente 0,125 + 0,089 0,318 + 0,070 *
Parte aérea 0,862 + 0,058 *° 1,074 + 0,099 ®°
IAC Tatu ST Raiz 1,614 + 0,356 2 1,371 £ 0,074 2
Semente 0,417 + 0,025 ¢ 0,345 + 0,039 ¢
Parte aérea 0,249 + 0,063 % 0,739 + 0,039 *°
IAC 8112 Raiz 0,432 + 0,092 ¢ 1,281 + 0,026
Semente 0,278 + 0,098 % 0,261 + 0,004 ©
Parte aérea 0,645 + 0,111 °* 1,073 + 0,210 @°
IAC 99-1 Raiz 1,428 + 0,551 * 1,256 + 0,013 *
Semente 0,301 + 0,044 % 0,282 + 0,046 %

Nota;: Letras iguais indicam ndo haver diferenga estatisticamente significativa entre

os dados, de acordo com o teste de Tukey.

Nota,: Os dados representam média + desvio padrao.
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Figura 24 — Cromatograma da concentracao de resveratrol (A) e do espectro de absorcdo de luz UV
(B) pelo extrato de raiz da cultivar IAC Tatu ST oriundo de maceragéo.
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3.4 Cultura de Tecidos

Considerando o potencial de uso de sistemas in vitro para a producao de
metabodlitos em A. hypogaea, foram também realizados estudos de cultura de
tecidos a partir de explantes das cultivares escolhidas para este trabalho. Além dos
fitorreguladores mencionados a seguir, o 2,4D também foi utilizado, mas né&o

apresentou valores significativos para a morfogénese.

3.4.1 Morfogénese induzida por BAP

Alguns padrdes puderam ser observados neste procedimento. Cotilédones e
eixos embrionarios foram o0s explantes mais responsivos, principalmente na
temperatura de 25+2°C (Tabela 10). Dentre as diferentes concentracdes de BAP, as
mais altas foram as que apresentaram os melhores resultados (22 a 44 uM). As
cultivares IAC Caiap6é e IAC Tatu ST (Figura 25) foram aquelas nas quais 0s

explantes mais apresentaram regeneracgao (Tabela 10).

Figura 25 — Formacéo de calos organogénicos a partir de explantes da cultivar IAC Tatu ST em
resposta a BAP 30,8uM, ap6s 45 dias, a 25+2°C. Barra = 1cm.
Legenda: (A) Cotilédone; (B) Eixo embrionario; (C) Foliolo embrionario.



Tabela 10 — Frequéncia de regeneracdo a partir de explantes das cultivares de A. hypogaea em meio MS suplementado com
diferentes concentracdes de BAP, apés 45 dias de cultura a 25+2°C e a 30+2°C.

Explantes responsivos (%)

Exolant Concentracéao IAC 886 IAC Caiapé IAC Tatu ST IAC 8112 IAC 99-1
xplante
P de BAP (uM) 25+2°C 30+2°C 25+2°C 30+2°C 25+2°C 30+2°C 25+2°C 30+2°C 25+2°C 30+2°C
4.4 30 25 35 30 35 30 25 15 25 -
8,8 25 30 45 35 35 30 15 10 35 30
Cotilédone 22 50 45 55 40 35 30 35 25 35 25
30,8 55 35 45 35 40 40 25 30 30 20
44 40 35 45 40 25 25 45 25 45 15
4.4 30 10 50 55 70 50 40 30 15 -
Eixo 8,8 35 30 65 25 65 45 40 40 35 15
. 22 45 45 65 50 75 65 55 45 45 45
embrionario
30,8 45 30 70 55 75 80 45 45 50 45
44 35 15 55 - 75 60 55 - 45 45
4.4 - 10 - 25 50 45 35 35 35 -
3 8,8 - 15 45 20 45 30 40 30 35 20
Foliolo
. 22 35 - 40 - 40 05 20 15 35 20
embrionario
30,8 15 - - 35 45 15 - 15 25 25

44 - - 35 - 45 40 45 40 35 25
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3.4.2 Morfogénese induzida por PIC

A maior parte dos calos friaveis foi formada a partir de cotilédones e foliolos
embrionarios, na temperatura de 25+2°C, nos meios suplementados com as
concentragbes mais baixas de PIC (1,25; 2,5 e 5uM) (Tabela 11). Dentre as
cultivares, IAC Caiap0 (Figura 26) e IAC 8112 foram as que mais formaram calos

friaveis quando comparadas com as demais (Tabela 11).

Figura 26 — Formacéo de calos friaveis a partir de explantes da cultivar IAC Caiapd, em resposta a
PIC 1,25uM, ap0s 45 dias, a 25+2°C. Barra = 1cm.
Legenda: (A) Cotilédone; (B) Eixo embrionério; (C) Foliolo embrionario.



Tabela 11 — Frequéncia de regeneracdo a partir de explantes das cultivares de A. hypogaea em meio MS suplementado com
diferentes concentracdes de PIC, apés 45 dias de cultura a 25+2°C e a 30+2°C.

Calogénese (%)

Exolant Concentracéao IAC 886 IAC Caiapé IAC Tatu ST IAC 8112 IAC 99-1
xplante
P de PIC (uM) 25+2°C 30+2°C 25+2°C 30+2°C 25+2°C 30+2°C 25+2°C 30+2°C 25+2°C 30+2°C
1,25 30 35 40 50 35 35 45 45 35 -
2,5 35 40 55 45 45 30 55 50 40 40
Cotilédone 5 30 25 65 50 50 45 60 55 45 35
10 25 15 55 45 - 40 60 40 40 40
20 - 25 55 - 30 35 40 45 30 30
1,25 20 15 35 40 30 25 35 35 15 15
Eixo 2,5 20 10 30 25 20 25 40 30 15 10
. 5 25 10 40 20 20 15 40 25 20 05
embrionario
10 - 05 - 25 - 20 30 15 20 25
20 - - 30 30 15 - 30 - - 10
1,25 40 30 45 50 35 40 55 45 45 35
3 2,5 35 30 65 45 45 40 65 40 40 25
Foliolo
. 5 35 25 40 45 55 35 50 45 30 -
embrionario
10 - 25 55 45 40 30 55 45 35 -

20 25 - - 45 35 20 55 40 25 15
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4 DISCUSSAO

O estudo dos metabolitos secundarios vem recebendo bastante atencdo da
comunidade cientifica nos dltimos tempos, considerando sua importancia do ponto
de vista social e econémico, incluindo a promoc¢ao de vérios beneficios a saude (LIU
et al., 2011). Um dos principais beneficios é a atividade antioxidante, presente em
diversos grupos de alimentos que possuem a capacidade de minimizar os efeitos
provocados pelo estresse oxidativo, através da captura de espécies reativas de
oxigénio (EROSs). Os radicais livres sdo poderosos agentes oxidantes que podem ser
produzidos como consequéncia das proprias atividades metabdlicas das células,
além de estarem presentes no ar, nos alimentos ou na agua. Embora sejam
importantes em diversos processos, sua producao excessiva pode provocar danos a
uma seérie de biomoléculas, levando ao desenvolvimento de véarias enfermidades.
Nesse sentido, a busca por antioxidantes que sejam capazes de minimizar os efeitos
provocados pelo estresse oxidativo € alvo de varios estudos (LIU; HOTCHKISS,
1995; BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Atualmente, diversos antioxidantes sintéticos sdo aplicados na induastria
alimenticia, como butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e terc-
butilhidroxiquinona (TBHQ). Entretanto, seu uso € controlado devido aos possiveis
riscos a saude, pelo fato de seus mecanismos de acdo ndo estarem totalmente
elucidados. Diante disso, os metabdlitos oriundos de alimentos naturais representam
uma alternativa mais saudavel e econdmica (VALENTAO et al., 2002).

Na obtencéo e andlise de metabdlitos secundarios, a metodologia de extracdo
pode ser crucial para a qualidade e a quantidade obtidas. Além disso, fatores como
solvente, temperatura, tempo, proporcdo solvente/sélido e numero de estagios
devem ser analisados. Outros fatores inerentes a prépria planta, como a espécie, o
genadtipo ou acesso, o local e a época de coleta, a idade e o 6rgdo, também sé&o
bastante importantes (ANDREO; JORGE, 2006). Neste trabalho foram buscadas as
melhores condi¢des para a extracdo de substancias antioxidantes de partes aéreas
da cultivar IAC Caiap0. A atividade antioxidante dos extratos foi determinada atravées
do método do radical DPPH, em uma reacdo onde o extrato atua como agente
redutor e o radical como agente oxidante. Os compostos antioxidantes presentes

nos extratos transferem elétrons para o radical. A mudanca de coloracéo, de roxo
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para amarelo, indica a ocorréncia da reacéo, que é verificada por espectrofotometria
(BRAND-WILIAMS et al., 1995).

Os resultados obtidos mostraram as seguintes condicdes como sendo as
melhores para os extratos preparados por maceracao: i) 80% de proporcao etanol-
agua como solvente; ii) almofariz e pistilo para a trituracdo do material vegetal seco;
iif) 50 mL/g de relacdo solvente-sélido; iv) 120 minutos de tempo de maceracao e V)
dois estagios de extracdo. Em um trabalho similar, que buscou a otimizacdo da
extracdo de antioxidantes em tegumentos de amendoim argentino, foram
encontrados 70% de propor¢do etanol-agua, 20 mg/mL de relagdo solvente/sélido,
10 minutos de tempo de extracdo e trés estagios como sendo as melhores
condicbes para a extracdo (NEPOTE et al.,, 2005). Essas diferencas podem ser
explicadas, em parte, pelo maior teor de lipidios presentes no tegumento.

Foi também estudada a extracdo assistida por micro-ondas, adotando como
parametro o teor de resveratrol obtido. Nesse tipo de extragcdo, uma agitacdo alta
proporcionou maior numero de choques entre o material e o solvente, assim
facilitando a extracdo do composto. A elevacdo da temperatura proporcionou uma
maior extracdo de resveratrol até determinado ponto, a partir do qual houve
degradacdo do composto. Na proporcdo entre solvente e material vegetal, a
quantidade de solvente foi suficiente para atingir todo o material, mas néo téao
grande que permitisse uma diluicdo excessiva dos compostos extraidos. O tempo de
reacao ndo é geralmente considerado como sendo uma variavel em planejamentos
experimentais, uma vez que causa grandes influéncias no sistema e nas outras
variaveis, podendo mascarar ou confundir eventuais respostas. Quanto maior o
tempo, maior tende a ser a extracdo, embora elevados tempos de extragdo possam
promover a degradacéo do composto de interesse (CORREA et al., 2012).

A otimizagédo da extragdo de resveratrol foi realizada através da metodologia
de superficie de resposta, onde foi possivel avaliar a influéncia da temperatura, da
proporcao solvente/sélido e da agitacdo no processo de extracdo (SANTOS et al.,
2008). Esta é uma ferramenta estatistica para o desenvolvimento e otimizacdo de
processos com uma ou mais respostas influenciadas, ou nédo, por diferentes
variaveis. Este tipo de planejamento experimental permite a coleta de um maior
namero de informagdo a partir de um numero relativamente pequeno de

experimentos. Além disso, 0 uso dessa metodologia também permite a observagéo
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dos efeitos das variaveis individualmente e a combinacdo da interacdo destas na
resposta desejada (JUNIOR, 2011).

As melhores condicbes encontradas para a extracdo de resveratrol foram:
temperatura de 37°C, proporcéao solvente/sélido de 37 mL/g e agitacdo de 1200 rpm.
Quando comparados com trabalhos de otimizacdo da extragéo de flavonolignanas
(DHOBI et al., 2009) e antocianinas (SUN et al.,, 2007), esses resultados sao
similares com relacdo ao tempo. Entretanto, a proporcédo solvente/material vegetal
considerada 6tima nesses outros trabalhos foi inferior & propor¢cdo encontrada no
presente trabalho.

Apés a padronizagcdo das duas metodologias de extracdo, foram realizados
testes de atividade antioxidante, teor de fendis totais e teor de resveratrol para a
comparacao entre oOrgaos das diferentes cultivares, com extratos preparados
utilizando as metodologias otimizadas.

Com relacdo a atividade antioxidante, de uma maneira geral, os extratos de
raizes tiveram os maiores percentuais dentre todos 0os materiais vegetais analisados.
Extratos de raizes da cultivar IAC 8112 (10 mg/mL) processados em micro-ondas
apresentaram 88,28 * 3,97% de captura do radical DPPH. Esse resultado pode ser
considerado muito bom, pois corresponde a 0,39 mg/mL de equivalente em
guercetina, um valor semelhante ao encontrado por DUARTE-ALMEIDA et al. (2006)
em extratos de acerola, e cerca de trés vezes superior ao encontrado pelo mesmo
autor em extratos de amora e acai. Outro trabalho, realizado com cascas e raizes de
A. hypogaea, também apresentou resultados similares (SIM et al., 2012).

A capacidade antioxidante de extratos vegetais esta relacionada,
principalmente, aos compostos fendlicos, que sao divididos em diversos subgrupos,
tais como fendis simples, acidos fendlicos (derivados dos acidos benzoico e
cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis,
ligninas e lignanas (NACZK et al., 2004). Os compostos fendlicos podem apresentar
uma capacidade antioxidante maior que a dos carotenoides e a vitamina E, por
exemplo. Essa capacidade pode ser atribuida & sua habilidade de quelacdo de ions
metélicos envolvidos na producao de radicais livres (YANG et al., 2001).

A dosagem do teor de fendis totais foi realizada com a utilizacdo do reagente
de Folin-Ciocalteu, uma mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, na
qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se em estado de oxidagao. Na presenca

de agentes redutores, como os compostos fendlicos, formam-se o molibdénio azul e
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0 tungsténio azul, nos quais os diferentes estados de oxidagcdo permitem a
determinacao da concentracdo das substancias redutoras (SOUSA et al., 2007). Os
extratos de partes aéreas e raizes foram o0s que apresentaram maior teor de
compostos fendlicos totais. O maior valor foi encontrado em extratos de raizes da
cultivar IAC Caiap0, preparados com auxilio de micro-ondas (54,15 + 1,39 mg EAG/g
extrato). Esses resultados foram similares aos encontrados por NEPOTE et al.
(2002), em um trabalho com extratos de tegumento de amendoim feitos com
diferentes solventes, e superiores aos encontrados por ASHRAF et al. (2011), em
um trabalho realizado com frutas tropicais.

Com relagdo ao teor de resveratrol, foi observado que extratos de raizes
também apresentaram os valores mais elevados, seguidos por extratos de partes
aéreas e de sementes. Enquanto o teor de resveratrol mais alto encontrado em
extratos raizes foi de 1,614+0,356 mg/g de extrato, o maior valor para extratos de
partes aéreas foi de 1,074+0,099 mg/g e para sementes foi de 0,417+0,025 mg/g.
Esses resultados sdo similares aos encontrados em outros trabalhos que também
avaliaram a producédo de resveratrol em plantas in vivo de A. hypogaea. CHUNG et
al. (2003) obtiveram mais resveratrol em raizes (2,8 ug/g de material fresco),
seguidas por folhas (1,2 ug/g) e sementes (0,14 pg/g). PARK et al. (2003)
encontraram valores de resveratrol bastante similares: 2,8 pg/g de material fresco,
para raizes, 2,1 ug/g para folhas e 0,05 ug/g para sementes. Os valores mais
elevados para o teor de resveratrol em raizes foram atribuidos pelos autores ao
maior contato das raizes com agentes patogénicos do solo ou substrato. J& os
valores mais baixos para as sementes podem ser atribuidos ao teor lipidico das
mesmas, o que dificulta a extracdo pelos métodos adotados.

Na comparagéo realizada com a extragdo de resveratrol por maceracgéo, a
extracdo assistida por micro-ondas teve uma maior efichcia em boa parte dos
tratamentos, resultando na obtencdo de maiores concentragdes do composto. No
caso de extratos de raizes da cultivar IAC Caiap6, por exemplo, o valor encontrado
para a extragdo assistida por micro-ondas (1,188+0,097 mg/g de extrato) foi quase
trés vezes superior ao encontrado na maceracado (0,418+0,007 mg/g). Esses
resultados foram similares aos encontrados por CHUKWUMAH et al. (2007), que
também compararam a extragdo de resveratrol e outros compostos fitoquimicos
(genisteina, daidzeina e biochanina), por esses e outros métodos (agitagéo,
sonicagédo, soxtec e micro-ondas) em sementes de A. hypogaea. O valor encontrado



78

para o teor de resveratrol em sementes mecanicamente desengorduradas e
processadas em micro-ondas (1,953+0,228 mg/100 g de amendoim) foi quase 75%
maior do que o encontrado em sementes agitadas (1,120+£0.307 mg/100 g).

De uma maneira geral, os teores de resveratrol encontrados foram bastante
expressivos, tendo em vista que varios trabalhos anteriores com uvas e vinhos, duas
das maiores fontes de resveratrol existentes, encontraram valores similares, ou até
menores. No presente trabalho, extratos de partes aéreas da cultivar IAC Tatu ST,
cujo rendimento foi de cerca de 20%, apresentaram teores de 1,074 = 0,099 mg/g
extrato. TOBAR-REYES et al. (2009) encontraram concentracdes de até 39,5 pg/g
em peso fresco de folhas de uvas silvestres mexicanas. Dessa forma, os extratos de
folhas do amendoim apresentaram teores de resveratrol cinco vezes maiores de que
os apresentados em folhas de uvas silvestres. Em trabalho realizado com diferentes
tipos de vinhos, BOUTEGRABET et al. (2011) encontraram menos de 0,7 mg/L de
resveratrol em algumas variedades. A uma concentracdo de 10 mg/L, extratos de
raiz da cultivar IAC Tatu ST apresentaram 20 vezes mais resveratrol do que o
encontrado em certas amostras daquele trabalho.

Na cultura de tecidos, a maior parte dos estudos com espécies do género
Arachis sdo realizados com A. hypogaea. Por ser a espécie mais cultivada e de
maior importancia econdomica dentro do género, a busca por sistemas de
regeneracao in vitro que permitam a obtencdo de materiais vegetais de interesse
vem desde a década de 70 do século XX (RUSSO; VARNELL, 1978), na mesma
época em que também foi publicado o primeiro trabalho sobre cultura de tecidos
envolvendo outras espécies do género Arachis (MROGINSKI; FERNANDEZ, 1979).
Embora até hoje alguns trabalhos explorem essencialmente a cultura de tecidos no
género (CASTRO et al., 2012), atualmente, diversos estudos utilizam a cultura de
tecidos como ferramenta para a analise dos metabolitos especiais (MEDINA-
BOLIVAR et al., 2007). E importante frisar, conforme ressaltado por ARAFEH et al.
(2006), a importancia dos calos para a producdo de metabdlitos secundarios de
interesse econémico, farmacolégico, medicinal e etc. A cultura de tecidos permite a
modulacdo das condi¢cdes de producdo, através do controle de parametros in vitro
como os fitorreguladores, a luminosidade e a temperatura, além da possibilidade de
uso de substancias elicitoras (KU et al., 2005). Dessa forma, considerando que a
utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas apresenta-se como um recurso alternativo

para a producdo de metabdlitos, neste trabalho foram desenvolvidos sistemas in



79

vitro visando a producdo de materiais vegetais, como calos friaveis e brotos, para
futura avaliacdo de compostos de interesse em A. hypogaea.

Com relacao as respostas in vitro, cotilédones e eixos embrionarios cultivados
em BAP a 22uM foram os explantes que mais geraram brotos. Esse resultado é
similar ao encontrado em diversos trabalhos publicados ao longo das ultimas
décadas, envolvendo a utilizacdo deste fitorregulador em explantes em A. hypogaea
(ATREYA et al., 1984; MCKENTLY et al., 1990; GILL; SAXENA, 1992; PESTANA et
al., 1999; RADHAKRISHNAN et al., 2000; MAINA et al., 2011). A formagéao de brotos
em resposta a BAP € bastante comum para diversas espécies (GRATTAPAGLIA,
MACHADO, 1998).

A formacdo de calos friaveis ocorreu em meios suplementados com PIC,
principalmente a partir de foliolos e eixos embrionarios. Trabalhos anteriores
descreveram a inducdo de embriogénese indireta a partir de eixos e cotilédones
(MCKENTLY, 1991; OZIAS-AKINS et al., 1992; EAPEN et al., 1993). Este tipo de
resposta ja foi observada para outras espécies, inclusive cereais, em resposta a
esse mesmo fitorregulador (BHASKARAN; SMITH, 1990).

Outro fator bastante relevante na regeneracéo in vitro de A. hypogaea, além
das condicdes de cultivo, € o gendtipo. Foi possivel perceber diferencas entre as
cultivares brasileiras avaliadas, de forma similar ao observado em trabalhos
anteriores, com cultivares americanas (MCKENTLY et al, 1990), indianas
(BANERJEE et al., 2007) e chinesas (SHAN et al., 2009).

Em sintese, os resultados descritos ao longo deste trabalho sugerem
diretrizes a serem seguidas nas andlises fitoquimicas e farmacolégicas de A
hypogaea. A analise mais profunda dos parametros testados, bem como a avaliagao
de outros parametros envolvidos nos processos extrativos, tais como o tipo de
solvente e o tipo de elicitacéo, faz-se necessaria na medida em que este campo de
estudo € bastante vasto. Além disso, a producdo de novos materiais in vitro, como
calos friveis e brotos, visando a producdo de compostos bioativos de interesse,

também € uma area a ser explorada.
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5 CONCLUSOES

+ A otimizacdo da extracdo de compostos antioxidantes por maceracao
permitiu o estabelecimento das melhores condi¢cbes de proporgdo etanol/agua como
solvente, trituracdo, proporcdo solvente/sélido, tempo e ndmero de estdgios para

€SSe Processo,

* A otimizag&o da extracao de resveratrol assistida por micro-ondas permitiu o
estabelecimento das melhores condi¢cdes de temperatura, propor¢édo solvente/solido,

agitacdo e tempo para esse processo;

» Os extratos de raizes das cultivares IAC Caiap6, IAC 8112 e IAC 99-1
processados em micro-ondas apresentaram a maior atividade de captura do radical

DPPH quando comparados com extratos obtidos por maceracéo;

* Os extratos processados em micro-ondas foram 0s que apresentaram o
maior teor de compostos fendlicos, quando comparados aos extratos obtidos por

maceracao;

* Os extratos de raizes, principalmente os processados em micro-ondas,
foram os que apresentaram o maior teor de resveratrol, quando comparados com

extratos de folhas e sementes;

* O uso de BAP foi capaz de induzir a formacado de brotos a partir de
cotilédones e eixos embrionarios, principalmente nas cultivares IAC Caiap6 e IAC
Tatu ST,

* O uso de PIC foi capaz de induzir a formagdo de calos friaveis a partir de

cotilédones e foliolos, principalmente nas cultivares IAC Caiap6 e IAC 8112.
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6 PERSPECTIVAS

» Estudar as diferentes metodologias para a extracdo (maceracdo e micro-
ondas) de compostos de interesse em outros materiais obtidos a partir das

diferentes cultivares;

* Analisar o efeito da elicitacdo por diferentes agentes (injaria mecanica,
sonicacdo e luz ultravioleta) em diferentes materiais vegetais (calos compactos,

calos fridveis e brotos), na modulagéo da sintese de compostos de interesse;

* Avaliar as diferentes fracGes obtidas a partir de extratos quanto a atividade

biologica e a natureza fitoquimica;

* Determinar o perfil cromatografico dos diferentes materiais e definir a
natureza fitoquimica dos picos mais significativos encontrados nas amostras de

extratos.
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