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Resumo

A batata doce é a raiz tuberculosa adventicia da planta dicotiledénea Ipomoea batatas (L.)
Lam. (syn. Batatas edulis), pertencente a familia das Convolvulacea. Esta planta € uma importante
cultura agricola, tanto pela area geografica que ocupa, como pelo rendimento da sua producéo.
Mundialmente, a batata doce é considerada a sexta cultura agricola alimentar mais importante. Para
além das suas caracteristicas nutritivas, a batata doce é considerada como um alimento funcional,
devido a ter na sua composi¢cdo compostos bioactivos. Em Portugal, na regido de Aljezur realiza-se o
cultivo de batata doce da variedade Lira. Devido as suas caracteristicas distintivas, ao seu cultivo
tradicional e a regido especifica onde € cultivada, a batata doce de Aljezur € uma cultura de Indicacéo

Geogréfica Protegida (IPG).

As micorrizas sao associa¢des benéficas entre raizes de plantas e fungos micorrizicos. A maior
parte das plantas agricolas e horticolas vivem em simbiose com fungos endomicorrizicos. A
associagdo simbidtica aumenta a absorcdo, em condigcbes de baixa disponibilidade, de vérios
nutrientes minerais, tais como o fésforo, por parte das plantas hospedeiras, levando ao melhoramento
do seu crescimento, sendo uma alternativa aos fertilizantes. A batata doce cresce usualmente em
solos com baixa disponibilidade em fésforo e é colonizada por fungos endomicorrizicos, verificando-
se um aumento de rendimento em relagdo a producgdo de raizes tuberculosas. Tornou-se importante
compreender de que forma ocorre a interacgéo entre o fungo e a planta, através da identificacdo dos
compostos quimicos bioactivos envolvidos na sinalizagdo entre os dois organismos. O primeiro

evento desta interac¢do é causado pelos compostos que sdo produzidos constitutivamente pelas

raizes hospedeiras. A analise das bases quimicas do “dialogo” entre os dois parceiros € uma

pesquisa que continua em aberto.

Neste trabalho, para o estudo destes compostos de interesse, implementaram-se pela primeira
vez culturas in vitro da batata doce de Aljezur, micropropagacao e raizes transgénicas, e culturas
monoxénicas de fungos do género Glomus. Verificou-se um maior crescimento da batata doce in vitro
no meio MS (Murashige & Skoog, 1962) sem fitoreguladores. No meio minimo MSR (modified Strullu
Romand) para além de se ter verificado o crescimento de raizes, observou-se a mudancga de cor das
folhas dos explantes para roxo. As raizes transgénicas de batata doce produziram-se a partir da raiz
tuberculosa através da inoculagdo com Agrobacterium rhizogenes e demonstraram ter um
crescimento vigoroso. Duas espécies de Glomus, Glomus intraradices e Glomus clarum, foram
inoculados em caixas de Petri contendo raizes transgénicas de batata doce e de cenoura. Observou-
se gque ndo houve crescimento das hifas dos fungos na presenca de raizes transgénicas de batata
doce, ao contrario do que aconteceu para as raizes transgénicas de cenoura, em que se observou a
formacgdo de esporos. Os compostos presentes nos exsudados das raizes transgénicas de batata

doce e de cenoura, crescidas nos meios liquidos MS e SH, foram extraidos através de extraccao
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liquido-liquido e também por micro-extraccdo em fase sélida em headspace (HS-SPME). A andlise foi
realizada recorrendo a cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (GC-MS).
Verificou-se a presenca de 2-metil-1-butanol nos extractos relativos ao meio MSR para as raizes
transgénicas das duas espécies. ldentificou-se ainda a presenca de outros dois compostos de
interesse, o0 acido benzéico e acido fenilacetaldeido, nos extractos das raizes transgénicas de batata
doce, facto que pode estar relacionado com a resisténcia desta planta e com o ndo crescimento dos

fungos endomicorrizicos in vitro.

A ingestdo da batata doce faz-se essencialmente depois de confeccionada, evidenciando um
aroma caracteristico. Para o aroma da batata doce contribui a presenca de compostos derivados do
furano produzidos através da reaccdo de Maillard. Alguns destes compostos estao associados a uma
potencial toxicidade. Apesar de ser conhecida a presenca de furfurais no aroma, o teor destes
compostos na batata doce nunca foi estudado, ndo se sabendo a quantidade ingerida pelos
consumidores. No presente trabalho, realizou-se o estudo dos compostos de Maillard presentes na
batata doce de Aljezur, usando como técnica de preparacdo de amostra a extrac¢cdo em fase sélida,
SPME, headspace (HS) e imersao directa (DI); efectuou-se o estudo qualitativo e quantitativo dos
compostos da batata doce confeccionada de trés maneiras diferentes: assada, cozida e no micro-
ondas. A andlise realizou-se por cromatografia gasosa associada ao detector de ionizacéo de chama
(GC-FID) e ao espectrémetro de massa (GC-MS). Identificou-se a presenca de 2-furaldeido, 2-
acetilfurano, benzaldeido, 5-metilfurfural, fenilacetaldeido e &lcool furfurilico no aroma da batata doce.
Pela primeira vez, observou-se que a batata doce depois de confeccionada apresenta na sua
composicao 2-furaldeido, 5-metilfurfural, alcool furfurilico e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF). Verificou-se
que a presenca destes compostos é qualitativa e quantitativamente diferente nos diferentes métodos

de confecc¢éo culinaria utilizados.

Palavras chave: Ipomoea batatas, batata doce de Aljezur, reaccdo de Maillard, micorrizas, exudados.
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Abstract

The sweet potato is the tuberous root of Ipomoea batatas (L.) Lam. (syn. Batatas edulis), which
belongs to the family of Convolvulacea. This root is an important crop, due both to its yield of
production and the geographical territory its production extends to. It is considered the sixth most
important food crop worldwide. Alongside its nutritive value, sweet potato is also considered a
functional food source, due to the presence of bioactive compounds. Lira is a variety of sweet potato
cultivated in Aljezur, Portugal. This variety is considered a product of Protected Geographical
Indication (PGI) due to its distinctive features, longstanding tradition of cultivation and specific region

of production.

Mycorrhiza are beneficial associations between plant roots and mycorrhizal fungi. Most
agricultural and horticultural plants live in symbiosis with mycorrhizal fungi. The symbiotic association
increases the absorption of several nutrients by the plant host, such as phosphorus, in conditions of
low availability, leading to improvement in its growth and acting as an alternative to fertilizers. Sweet
potato usually grows in soils with low phosphorus availability and is colonized by mycorrhizal fungi,
which induces a yield increase of tuberous roots. It has become important to understand how the
fungus-plant interactions occur, through the identification of bioactive chemical compounds involved in
signaling between these two organisms. The first event is caused by the compounds which are
produced constitutively by the host roots. The search for the chemical bases of dialogue between both

organisms is still ongoing.

To study these compounds, we implemented for the first time in vitro cultures of Aljezur's sweet
potato, micropropagation and hairy roots, as well as monoxenic cultures of fungi of the genus Glomus.
The sweet potato cultivated in vitro in MS (Murashige & Skoog 1962) medium without growth
regulators yielded the highest growth. With the MSR (modified Strullu Romand) medium, we observed
root growth as well as a purple discoloration within the leaves. Hairy roots of sweet potato were
produced from the tuberous root by inoculation with Agrobacterium rhizogenes and showed vigorous
growth. Two species of Glomus, Glomus intraradicesand Glomus clarum, were inoculated in Petri
dishes containing hairy roots of sweet potato and carrot. It was observed that there was no growth of
fungal hyphae in the presence of sweet potato hairy roots, contrasting to what happened to carrot
roots' hairy roots, where spore formation was observed. The compounds present in the exudates of
hairy roots of carrots and sweet potatoes, grown on MS and SH liquid media, were extracted by liquid-
liquid extraction and solid-phase microextraction in headspace (HS-SPME). The analyses were
performed using gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). The presence of 2-
methyl-1-butanol was found in both sweet potato and carrot hairy root exudates of MSR medium
extracts. Benzoic acid and phenylacetic acid, were also identified in sweet potato hairy root exudates,

which might be related to the plant's resistance and the absent growth of mycorrhizal fungi in vitro.
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The consumption of sweet potato is essentially undertaken after cooking, which allows the
enhancement of a characteristic aroma. The presence of furan compounds produced by the Maillard
reaction contributes to the sweet potato's flavor. Some of these compounds have a potential
toxicological risk. Although furfurals are known to be an integral component of the sweet potato's
aroma, the contents of these compounds, as well as the specific amounts ingested by consumers,
have never been studied. In this PhD Thesis, Maillard compounds present in Aljezur's sweet potato
were studied, using solid-phase microextraction, SPME, headspace (HS) and direct immersion (DI); a
gualitative and quantitative study was conducted on several sweet potato's compounds, prepared in
three different culinary ways: baked, boiled and microwaved. The analyses were performed by gas
chromatography coupled with flame ionization detection (GC-FID) and mass spectrometry (GC-MS).
2-Furaldehyde, 2-acetylfuran, benzaldehyde, 5-metilfurfural, phenylacetaldehyde and furfuryl alcohol
were identified in sweet potato's aroma. To our knowledge, the presence of 2-furaldehyde, 5-
metilfurfural, furfuryl alcohol and 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF) was documented for the first time as
part of sweet potato's constituents after cooking. It was found that the contents of these compounds

vary qualitatively and quantitatively, depending on the method of cooking.

Keywords: I[pomoea batatas, Aljezur sweet potato, Maillard reaction, mycorrhiza, exudates.
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1. Introducao

1.1. Objectivos

A batata doce (Ipomoea batatas) € uma importante cultura agricola, sendo considerada um
alimento funcional, devido a incluir na sua composicdo moléculas bioactivas com propriedades
medicinais e terapéuticas.

As micorrizas arbusculares representam a mais comum simbiose existente nas plantas,
formando-se na maior parte das culturas agricolas, melhorando a absorcdo de agua e nutrientes
minerais. Alguns estudos demonstram o aumento do rendimento da cultura agricola de batata doce
através desta simbiose. A utilizacdo de fungos endomicorrizicos na agricultura podera vir a ser um
modo ambientalmente sustentavel de nutricdo das plantas, sendo por isso importante compreender a
interaccdo entre o fungo e a planta, identificando os compostos quimicos bioactivos envolvidos na
sinalizacdo entre estes dois organismos. Estas moléculas naturais estimulam a formacédo de
micorrizas, pelo que poderao vir a ser utilizadas na agricultura promovendo a eficiéncia da simbiose e
contribuindo assim para o desenvolvimento de sistemas agricolas sustentaveis.

Tendo em conta que a raiz tuberculosa da planta utilizada neste estudo faz parte da alimentacéo
diaria das populacdes de muitos paises do mundo, este trabalho teve também como objectivo o
estudo das caracteristicas aromaticas deste alimento. A batata doce & essencialmente consumida
depois de cozinhada, adquirindo aromas caracteristicos e dominantes, resultantes da ocorréncia de
reaccdes de Maillard que levam a produgdo de compostos volateis e semi-volateis caracteristicos. No
entanto, alguns destes compostos apresentam uma potencial toxicidade. Tratando-se a batata doce
de um alimento funcional, tornou-se importante estudar e identificar os compostos que se encontram
presentes na batata doce crua e cozinhada e avaliar as quantidades em que séo ingeridos pelos

consumidores.

Neste contexto, pretendeu-se com este trabalho:

a) Implementar culturas in vitro de batata doce de Aljezur (propagacéo vegetativa in vitro, raizes
excisadas e raizes transgénicas) para o estudo da sinalizagdo quimica entre fungo e planta.

b) Implementar culturas monoxénicas de fungos endomicorrizicos do género Glomus em raizes
transgénicas de batata doce.

¢) Realizar a extraccdo dos compostos bioactivos através de extraccdo liquido-liquido classica e
microextraccdo em fase sélida (HS-SPME) de modo a compreender de que modo diferentes meios de
cultura, SH (Schenk & Hildebrandt 1972) e MSR (modified Strullu Romand), influenciam a

composicao quimica dos exsudados das raizes transgénicas.



d) Identificar os compostos volateis bioactivos existentes nos exsudados das raizes, que se
encontram pouco estudados e estdo potencialmente envolvidos nas interac¢des entre a planta e o
fungo simbionte.

e) Compreender de que modo os diferentes métodos de confeccdo alimentar influenciam a
sintese (aparecimento) de novos compostos do aroma; para tal, procedeu-se a identificacdo e
quantificacdo dos compostos libertados no aroma da batata doce, em particular os derivados das
reacgBes de Maillard, confeccionada de trés modos diferentes (assada na coloche, cozida e
cozinhada em micro-ondas). No método analitico foi utilizada pela primeira vez para esta matriz
(batata doce) como preparacdo de amostra a microextraccdo em fase sélida em headspace (HS-
SPME).

f) Identificar e quantificar, pela primeira vez, os compostos derivados da reaccdo de Maillard que
permanecem na batata doce depois de confeccionada, utilizando-se para tal como método de
preparacdo de amostra a microextrac¢do em fase solida por imerséo directa (DI-SPME), de modo a

poder avaliar-se o consumo (ingestao) dos compostos com uma potencial toxicidade.

1.2. A batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.)

A batata doce é a raiz adventicia da planta dicotiledonea Ipomoea batatas (L.) Lam. (syn.
Batatas edulis), pertencente a familia das Convolvulacea (Srisuwan, et al., 2006), que por
tuberculizacdo se torna carnuda. Existem cerca de 50 géneros e mais de 1000 espécies nesta familia,
no entanto, s6 a |. batatas possui raizes tuberculosas ricas em amido, bastante nutritivas e
energéticas, com um sabor doce, sendo por isso considerada uma importante cultura agricola de
interesse comercial (Chel-Guerrero, et al., 2011; Woolfe, 1992).

Actualmente, a batata doce é também muito valorizada pela suas folhas e caules, que sdo uma
fonte concentrada de vitaminas, minerais essenciais e proteinas. A parte aérea da planta é por isso
cada vez mais consumida como uma hortalica (Woolfe, 1992) ou como uma fonte proteica na
alimentacédo de gado (Van An, et al., 2003). Estudos recentes sugerem que 0s animais alimentados
nos campos de batata doce, com niveis proteicos elevados, produzem menos gas metano do que
quando alimentados com outra ra¢do, contribuindo potencialmente para uma reducdo importante das
emissdes nocivas a nivel global (CIP, 2010).

Esta planta foi pela primeira vez descrita em 1753 por Lineu como sendo Convolvulus batatas.
No entanto, em 1791 Lamarck classificou esta espécie como sendo do género Ipomoea, com base na
forma do estigma e da superficie dos seus graos de pélen. O seu nome foi, por este motivo, alterado
para Ipomoea batatas (L.) Lam (Huaman, 1999). Apesar de ser denominada vulgarmente por batata,
esta planta ndo se encontra relacionada taxonomicamente com a batata comum. Ao contrario da
batata comum, que se trata de um tubérculo (caule de armazenamento), a batata doce é uma raiz
tuberculosa (raiz de armazenamento). Embora tenha também semelhancas com o inhame, as duas

plantas ndo sdo da mesma familia (CIP, 2010).



As raizes tuberculosas tém duas propriedades ou papéis biolégicos: armazenam carbono, numa
forma que pode ser mobilizada quando necessario e comportam-se como propagulos, sendo capazes
de brotar, permitindo a cultura por propagacao vegetativa, dando origem a novas plantas. As raizes
tuberculosas apresentam uma quantidade de nutrientes suficiente para suportar as necessidades da
planta antes desta ser capaz crescer independentemente (Shewry, 2003). O sistema radicular é
constituido ainda por raizes fibrosas que absorvem nutrientes e agua, e servem de suporte a planta.

A espécie l.batatas inclui plantas que séo varidveis na morfologia das suas raizes e da parte
aérea, 0 que leva a existéncia de diferentes variedades (Huaman, 1999). A raiz tuberculosa
comestivel pode possuir uma forma que varia entre o longo e o afilado, oval ou redonda, eliptica,
obovada, oblonga ou mesmo uma forma irregular. A cor da pele varia entre o branco, amarelo,
laranja, laranja acastanhada, rosa, avermelhado ou arroxeado. Pensa-se que a intensidade da cor da
pele dependa muitas vezes das condicdes ambientais onde a planta é cultivada (Woolfe, 1992;
Huaman, 1999). A superficie da pele é usualmente suave mas algumas variedades demonstram ter
alguns defeitos, como pele de corcodilo, veios proeminentes, constricdes horizontais e sulcos
longitudinais (Huaman, 1992). A cor da polpa pode variar entre o branco, creme palido, amarelo ou
laranja. Algumas variedades podem apresentar também pigmentacdo vermelha ou pdrpura, com
pontos dispersos, anéis pigmentados ou, em alguns casos, ao longo de toda a polpa da raiz (Woolfe,
1992; Huaman, 1999). Relativamente a parte folhosa desta espécie, a forma geral das folhas de
batata-doce pode ser arredondada, reniforme (em forma de rim) cordada (em forma de coragéo),
triangular, rastiforme (trilobular e em forma de lan¢ca com dois lobos basais divergentes), lobuladas e
quase divididas. A cor das folhas pode variar entre o verde-amarelada, verde ou roxa e a
pigmentacado pode dar-se em parte ou em todo o limbo foliar. Algumas variedades podem apresentar
folhas jovens roxas e folhas maduras verdes. O tamanho da folha e o grau de pilosidade varia
também de acordo com a variedade e as condi¢cdes ambientais. Os tricomas sdo glandulares e,
geralmente, sdo mais numerosos na superficie abaxial da folha. As nervuras da folha podem ser
verdes ou totalmente pigmentadas com antocianinas, 0 que por vezes se torna uma caracteristica
essencial a diferenciacdo entre variedades. Em relagdo ao caule, este é cilindrico e o0 seu
comprimento depende do habitat de crescimento e da disponibilidade de agua no solo. A cor do caule
€ normalmente verde ou de cor roxa (pigmentacao por antocianinas) (Huaméan, 1999). As variedades
de batata doce diferem na sua capacidade de darem flor. Nas condi¢cdes normais, em alguns campos,
algumas variedades nédo florescem, outras produzem algumas flores e algumas produzem flores
abundantemente. A flor é bissexual, possuindo androceu e gineceu. O célice é constituido por 5
sépalas, 2 exteriores e 3 interiores. A corola consiste em 5 pétalas, que se encontram fundidas
criando uma espécie de funil, sdo de cor lilas ou arroxeada. Algumas variedades apresentam flores

brancas (Huaman, 1992).



1.2.1. Histéria

Pensa-se que a batata doce é nativa da regido tropical da América do Sul, e que foi domesticada
ha pelo menos 5000 anos. Com base na andlise das caracteristicas morfolégicas da planta e das
espécies selvagens do mesmo género, é provavel que o centro geografico da sua origem se encontre
entre a peninsula de Yucatan no Mexico e o leito do rio Orinoco na Venezuela (Srisuwan, et al., 2006;
Chel-Guerrero, et al.,, 2011). Recentemente, a utilizacdo de marcadores moleculares revelou a
existéncia de uma grande diversidade de parentes selvagens nesta regido, levando a crer que a
Ameérica Central sera o centro de origem e diversidade desta espécie (Srisuwan, et al., 2006). Um
estudo, com base na morfologia, citologia, e evidéncias genéticas, revelou que uma espécie de
Ipomoea, identificada como |. trifida (HBK) G.Don, podera ser considerada como sendo o ancestral
da batata doce. Esta hipétese é ainda mais consistente com a existéncia de compatibilidade
reprodutiva com a batata doce, originando hibridos F1 férteis (Nishiyama & Teramura, 1962).

A batata doce foi introduzida na Europa a partir das indias ocidentais, denominacéo atribuida ao
continente Americano na época dos Descobrimentos, depois da primeira viagem de Cristovao
Colombo em 1492. No século XVI, os exploradores portugueses levaram a batata doce para Africa,
India, sudeste da Asia. A partir deste século a batata doce passou a ser cultivada em Portugal e
Espanha, onde se tornou um alimento diario muito antes da popularizacdo da batata comum
(Solanum tuberosum L.) no século XVIII no resto da Europa (Escalante-Sanchez & Pereda-Miranda,
2007). Pensa-se que a transferéncia directa da planta tenha sido feita pela primeira vez pelos galedes
comerciais espanhois do México para as Filipinas. No entanto, alguns estudos recentes sugerem que
a introducdo da batata doce na Oceénia podera ter ocorrido na pré-histérica a partir da Mesoamerica
através de dispersao natural (Srisuwan, et al., 2006).

Actualmente a batata doce é cultivada em varias partes do Mundo, tendo sido e continuando a
ser responsavel pela subsisténcia de muitas populagdes e como recurso ao cultivo de outras culturas
agricolas. No Japao, por exemplo, foi cultivada como recurso aos campos de arroz, depois de uma
catastrofe natural os ter destruido. No inicio de 1960, foi o alimento responsavel pela sobrevivéncia
de milhBes de pessoas na China. Na década de 1990, no Uganda, foi a cultura que substituiu a

cultura de mandioca, quando um virus a devastou (CIP, 2010).

1.2.2. Producdo e Distribuicdo geografica

A batata doce € uma importante cultura agricola, tanto pela area geogréafica que ocupa como
pelo rendimento da sua producgéo. Esta cultura é bastante produtiva, de facil crescimento e apresenta
poucos problemas no campo quando comparada com outras espécies agricolas alimentares de
importancia comercial. Embora seja adaptavel a varios climas agrarios, apresentando muitas vezes
uma produtividade elevada num periodo de tempo pequeno (Zuraida, 2003), o rendimento desta

cultura ndo deixa de ser dependente das diferentes condi¢cbes do solo e do clima (Van An, et al.,



2003). Tendo em conta a sua produtividade, a batata-doce pode representar uma maior producdo de
energia comestivel por hectare por dia do que qualquer outra cultura (Hijmans, et al., 2000).

Relativamente a sua distribuicdo geografica, a batata doce encontra-se distribuida pelas regides
tropicais, subtropicais e temperadas do Mundo (Srisuwan, et al., 2006), verificando-se que o seu
crescimento pode ocorrer até altitudes de 2500m acima do nivel do mar (CIP, 2010). Embora seja
originaria das regides tropicais e subtropicais, actualmente, a maior parte da batata doce cresce nas
zonas temperadas, sendo de 70% a area ocupada por esta cultura entre as latitudes de 20°N e 40°N
(Hijmans, et al., 2000).

Apesar de ser uma planta herbacea e perene, a batata doce, é cultivada anualmente ou vérias
vezes durante 0 mesmo ano, através de propagacdo vegetativa por estaca, que consiste na
plantagdo das suas raizes tuberculosas ou dos seus caules. O modo de crescimento é semelhante ao
crescimento de uma vinha, que se expande rapidamente horizontalmente no chdo. Nos climas
quentes e tropicais a batata doce é cultivada ao longo do ano. A colheita é realizada normalmente 4
meses depois da plantacdo e pode prolongar-se por varios meses. Nas regibes temperadas, tendo
em conta a pouca resisténcia da batata doce a geada, a colheita tem que ser realizada antes do
comeco do Inverno e por isso a cultura € anual (Peters, 2006). Geralmente, estes dois sistemas de
cultivo (sazonal vs todo ano) tém associados diferentes problemas. Por exemplo, as doengas
associadas a fungos patogénicos s@o proeminentes nas areas em que a producdo € sazonal,
enquanto que as pestes por insectos ocorrem principalmente nas areas em que o cultivo se realiza
durante todo o ano (Hijmans, et al., 2000). Uma das maiores ameacas da cultura de batata doce em
algumas regides € o gorgulho da batata doce (sweetpotato weevil), que pode causar perdas de 60% e
de 100% em periodos de seca (CIP, 2010).

Mundialmente, a batata doce é considerada a sexta cultura agricola alimentar mais importante,
depois do arroz, trigo, batata comum, milho e mandioca (CIP, 2010), sendo cultivada em mais de 100
paises (Kays, et al., 2005). Mais de 103 milhGes de toneladas de batata doce sdo produzidas
globalmente por ano, segundo o FAOSTAT (2012) (FAO, 2013). Segundo dados da Organizacéo das
Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) para o ano de 2002, a batata doce é a quinta
cultura agricola produzida em paises em desenvolvimento (Kays, et al., 2005), registando-se uma
concentracdo notavel de batata doce no leste Africano, em paises como o Uganda, Ruanda, Burundi
e Quénia (Huaccho & Hijmans, 2000).

Apesar de ser originaria da América Latina, o continente asiatico é actualmente o maior produtor
mundial de batata doce, representando 78% da area global de cultivo de batata doce (Huaccho &
Hijmans, 2000). A China encontra-se no topo da lista de produtores de batata doce no Mundo (CIP,
2010). Segundo dados da Organizagcdo das Nacdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura, registou-
se em 2004 neste pais uma producdo de 113,6Mt, que representou, nesse mesmo ano, 88,9% da
producdo mundial (Srisuwan, et al., 2006; FAO, 2013). Apesar da producéo ter vindo a decrescer,
em 2012 a producao foi ainda de 73,3 Mt (FAO, 2013). O Vietname, a Indonésia, a India e as Filipinas

s&o também paises importantes paises produtores de batata doce na Asia. Existe também uma



elevada producéo per capita em paises como a Papua Nova Guiné, As llhas Cook e Tonga, onde a
batata doce tem um importante papel na dieta das populagbes (Huaccho & Hijmans, 2000).

Em Africa houve um crescimento de area cultivada de batata doce (Huaccho e Hijmans 2000),
sendo de 2,9Mha em 2002 segundo 0 FAOSTAT (2002) (FAO, 2013) e dez anos depois de 3,4Mha
(FAO, 2013), particularmente junto a densa bacia povoada do Lago Victéria, em paises como o
Burundi, Ruanda, Uganda e Republica Democratica do Congo, principalmente na ultima década do
século XX (Hijmans, et al., 2000; FAO, 2013). O aumento demografico sera possivelmente a principal
razao para a crescente importancia desta cultura na regiao (Hijmans, et al., 2000). O cultivo de batata
doce é feito em &reas com secas frequentes, onde os cereais tém uma produtividade pequena
(produtividade marginal) e os agricultores procuram aumentar a biodiversidade de plantas cultivadas,
na tentativa de combater estes eventos de stress. A cultura de batata doce tem varias vantagens no
contexto dos sistemas agricolas em Africa: € um alimento possivel de produzir num periodo de tempo
relativamente curto e s@o alcancados bons rendimentos em condi¢bes de cultura sub-6ptimas, em
campos marginais, com solos pobres e abastecimento de agua limitado (Hijmans, et al., 2000,
Oswald, et al., 2009). Na area da Africa ocidental, a cultura de batata doce serve como complemento
aos periodos de menor producdo de mandioca e inhame (Thiele, et al., 2009).

Em alguns paises, como o Quénia, o Ruanda e o Uganda onde existe um padrdo de chuvas
bimodal, a batata doce contribuiu para a subsisténcia alimentar das familias, estando disponivel 11
meses do ano, e possui também uma importancia econdémica e monetaria, visto que as batatas sao
vendidas frescas em muitos mercados locais (Oswald, et al., 2009; Thiele, et al., 2009).

No entanto, a produtividade desta cultura em Africa esta dependente das técnicas agronémicas
utilizadas, que sdo por vezes inapropriadas. O acesso a fertilizantes e a pesticidas é limitado e ndo se
realiza uma monotorizacdo e controlo relativamente a virus ou pragas de insectos que podem pbr em
risco as culturas. No entanto, no Uganda e Quénia ocidental, por exemplo, em que a cultura de batata
doce comeca a ter uma orientacdo comercial, comeg¢am também a existir este tipo de preocupacdes
(Oswald, et al., 2009).

No continente de origem da batata doce, poderia pensar-se que o México, antiga col6nia
hispanica em que o consumo deste alimento se realiza ha mais de trés séculos, seria o maior
produtor de batata doce (60000t) (Escalante-Sanchez, et al., 2008). No entanto, o principal pais
produtor de batata doce no continente Americano séo os Estados Unidos da América (1,2Mt segundo
FAOSTAT de 2012) (FAO, 2013), seguido do Brasil e da Argentina. Outros paises como o Peru, Cuba
e o Uruguai também sao produtores de batata doce em quantidades significativas (FAO, 2013).

Na Europa os (nicos paises produtores de batata doce sédo a Grécia, Portugal, Itélia e Espanha.
No total a producéo anual é de cerca de 57900t, encontrando-se a maior producéo e area de cultivo
na Peninsula Ibérica (FAO, 2013). Em Portugal, tanto a produgdo como a area de cultivo tém vindo a
aumentar nos ultimos anos.

Apesar do grande aumento demografico mundial dos Ultimos anos, a producdo mundial de
batata doce tem vindo a diminuir, segundo o FASTAT de 136Mt em 2002 para 103Mt em 2012, nos

Gltimos dez anos (FAO, 2013). Em oposicao, a producdo de arroz, por exemplo, tem crescido com o
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aumento da populacao (Kays, 2006). Pensa-se que este decréscimo do cultivo de batata doce nédo se
devera a problemas no crescimento da cultura, mas que esteja relacionado com o pouco consumo
per capita em alguns paises desenvolvidos que por sua vez blogueiam o aumento da producéo (Kays,
2006).

1.2.3. Utilizacéo e processamento

A ingestdo de batata doce crua pode produzir flatuléncia, diarreia, sendo mesmo considerada um
laxante natural, devido ao seu elevado teor em resinas glicosidicas (Escalante-Sanchez, et al., 2008).
Além disso, 0 amido presente nas raizes cruas € muito resistente a hidrélise por parte da amilase, e a
existéncia de inibidores da tripsina diminuem também a digestibilidade das proteinas. A cozedura da
batata leva ao aumento da hidrélise do amido e reduz os inibidores de tripsina levando a uma melhor
digestibilidade da batata doce (Dominguez, 1992). Estas raizes tuberculosas séo por isso consumidas
essencialmente depois de cozinhadas (cozidas, assadas ou fritas). Contudo, sdo também
processadas em amido, farinha ou purés na confeccdo de produtos alimentares secundarios. As
papas para bebés com uma base de batata doce sdo eleitas em muitos paises como a primeira
comida solida para as criancas (Woolfe, 1992).

A batata doce ndo é utilizada apenas para consumo humano, mas também crua para a producao
de alcool e na alimentacdo animal (Van An, et al., 2003; Srisuwan, et al.,, 2006). Na China, por
exemplo, 40% da produgdo € usada para o consumo humano e usos industriais, sendo a restante
producéo utilizada na alimentacdo do gado (Woolfe, 1992). O papel da batata doce na China tem
vindo a sofrer alteragdes, tendo passado de um alimento de consumo diario para uma matéria prima
na industria de producdo de alimentos processados, como noodles, amido ou alcool através da
secagem e desidratacdo das raizes (Woolfe, 1992). Nas regies mais ricas da China, tornou-se por
isso um alimento suplementar e um snack. No entanto, continua a ser um alimento utilizado
tradicionalmente na alimentacdo das populacdes dos distritos mais pobres e regibes montanhosas
rurais (Huaccho & Hijmans, 2000) onde a densidade demografica é elevada e a terra irrigavel é
escassa. Nos paises africanos, principalmente nos centros urbanos, a batata doce também é vista
como o “alimento do homem pobre”, e por isso é processada noutros produtos alimentares ou
utilizada em substituicdo da farinha de trigo na producéo de biscoitos e péo, para que haja um
aumento do seu consumo (FAO, 2010). Nas zonas rurais a batata doce € essencialmente consumida
cozida ou assada e muitas vezes é seca (raizes desidratadas), como forma de preservacéo da batata
doce para uso doméstico durante a época baixa (Kidmose, et al., 2007; Bengtsson, et al., 2008).

Em contraste com a China, no México, a batata-doce é sobretudo utilizada na alimentacao
humana sendo consumida diariamente em varios pratos doces e salgados. Cozinhada em calda de
acucar, por exemplo, é consumida acompanhada com leite ao pequeno almoco (Escalante-Sanchez,
et al., 2008). A grande diversidade de variedades mexicanas, que leva a existéncia de raizes

tuberculosas com diferentes cores e sabores, levou a que a batata doce tenha sido redescoberta pela



cozinha contemporanea deste pais. Este alimento tem assim um papel importante na dieta base dos
mexicanos, mas também como um futuro ingrediente culinario gourmet (Escalante-Sanchez, et al.,
2008).

Nos Estados Unidos da América, apesar de ser preferencialmente processada noutros produtos
alimentares, a batata doce é também consumida, essencialmente assada (Wang e Kays, 2001). No
entanto, houve um decréscimo de consumo de batata doce, essencialmente devido ao aroma e sabor
dominantes que apresenta depois de cozinhada (Huaccho & Hijmans 2000). Os consumidores Norte
Americanos véem a batata doce como um ingrediente dificil de incluir diariamente nas suas refeicGes
devido ao sabor e aroma dominantes, que consideram limitar o seu uso na culinaria, diminuindo a
flexibilidade de utilizacdo em diferentes pratos (Sun, et al., 1994; Wang & Kays, 2001; Wang & Kays,
2003).

O decréscimo da producdo mundial anteriormente referido, deve-se essencialmente a perda de
popularidade da batata doce nos paises industrializados e zonas urbanas, onde é considerada muitas

vezes um alimento indicativo de pobreza e pouco flexivel na culinéria.

1.2.4. A batata doce como alimento funcional

Um alimento funcional é aquele que, para além de fornecer a nutricdo basica, tem atributos
adicionais com um efeito positivo directo na saude e bem estar do ser humano. A batata doce € uma
importante fonte de hidratos de carbono e outros nutrientes benéficos para a salde e possui uma
quantidade significativa de compostos quimicos bioactivos, que lhe atribui um poder antioxidante
maior do que outros vegetais da dieta tipica ocidental (Guan, et al., 2006). As diferentes variedades
de batata doce, por exemplo, devem as suas cores caracteristicas (amarela intensa, laranja e roxa) a
antocianinas e carotenoides que possuem propriedades benéficas para a manutencao e promocao da
saude humana (Teow, et al., 2007).

Na China, a populacao utiliza a batata doce como planta medicinal ha centenas de anos (Yin &
Kong, 2008). Na medicina tradicional chinesa, as raizes tuberculosas da Ipomoea batatas sdo
utilizadas para promover a producédo de fluidos corporais, a homeostasia e a apocenose (Yin, et al.,

2008) e a infusé@o das suas folhas para tratar ou prevenir diabetes (Li, et al., 2012) tratar patologias na
boca e tumores da garganta (Escalante-Sanchez & Pereda-Miranda, 2007). No México, os

curandeiros tradicionais utilizam a infusdo das folhas para reduzir a temperatura do corpo (febres),
tratar doencas do coracgédo, disenteria, diarreia, problemas de estémago, infec¢cées gastrointestinais e
doencas provocadas por parasitas (Escalante-Sanchez &e Pereda-Miranda, 2007).

Actualmente é sabido que, o extracto de batata doce exibe uma forte ac¢do antioxidante (Oki, et
al.,, 2002; Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2003) e possui actividade antimutagénica
(Yoshimoto, et al., 1999; Yoshimoto, et al., 2001), reduz significativamente a pressdo sanguinea e a

lesdo hepatica produzida por tetracloreto de carbono, apresentando também actividades anti-
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inflamatérias, anti-microbianas e possui efeitos protectores contra radiacdo UV (Guan, et al., 2006).
Para além disso, foi ainda identificado um efeito anti-hiperglicémico (antidiabético) em ratos através
da retardacéo da actividade da maltase (Matsui, et al., 2002).

1.2.4.1. Componente nutricional

As raizes tuberculosas da batata doce sdo uma fonte de vitamina C, vitamina B, vitamina E,
niacina (vitamina B3), riboflavina (vitamina B2), tiamina (vitamina B1), fosforo, célcio, potassio, ferro e
zinco (Dominguez, 1992; Zuraida, 2003; CIP, 2010), apresentam um baixo conteddo em proteinas,
gordura e fibras e um baixo indice glicémico comparativamente a batata comum. A batata doce
possui um elevado teor em hidratos de carbono (80-90%) indicativo do seu principal e potencial valor
como fonte energética (Dominguez, 1992), sendo a forma predominante o amido. O amido presente
na batata doce é considerado como tendo efeitos fisiol6gicos e beneficios para a sadde similares aos
das fibras, prevenindo contra o cancro do colon, aumentando a tolerancia a glucose e sensibilidade a
insulina, diminuindo a concentracéo de colesterol e triglicéridos no plasma, aumentando a saciedade
e possivelmente reduzindo o armazenamento de gorduras (Olubobokun, et al., 2013). Apesar do
baixo teor em proteinas, as raizes tuberculosas de batata doce possuem como proteina maioritaria, a
sporamina, que constitui 80% do conteldo total. A sporamina é uma proteina de armazenamento,
que tem como principal papel acumular azoto, enxofre e carbono, nutrientes importantes para a
sobrevivéncia em condi¢cdes adversas e para 0 crescimento de novas plantas a partir das raizes
tuberculosas (Shewry, 2003). Esta proteina de armazenamento € também um inibidor da tripsina e
apresenta capacidade antioxidante in vitro (Houa, et al., 2005). A parte folhosa da planta possui um
baixo conteddo em hidratos de carbono mas um conteddo elevado em fibras e proteinas, tendo
também um elevado valor vitaminico e sendo ricas também em célcio, ferro e zinco (Dominguez,
1992; Islam 2006).

1.2.4.2. Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo um grande grupo de metabolitos secundarios distribuidos de forma
ubiqua no reino vegetal, que se encontram divididos em dois subgrupos: flavonoides e acidos
fendlicos. Os flavonoides constituem o grupo mais importante de compostos fenoélicos presentes nos
alimentos, constituido por cerca de 4000 compostos identificados em plantas arométicas, e que inclui
antocianinas, proantocianinas, flavonois e catequinas. Os acidos fendlicos, por outro lado,
compreendem os acidos hidroxicinamicos (ex. conjugados do acido cafeico e acido ferulico, acido
sinapico) e acidos hidroxibenzoicos (ex. gentisico ou p-anisico) (El Far & Taie, 2009; Carvalho, 2010).

A batata doce possui uma grande diversidade de compostos fenélicos em varios tecidos, como
as suas flores, folhas, caules, raizes ndo tuberculosas e raizes tuberculosas (Carvalho, 2010). Tanto

as folhas batata doce como as raizes tuberculosas possuem um grande conteldo em &cidos
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fendlicos e flavonoides, maioritariamente antocianinas, que possuem um potencial valor medicinal
significativo no combate a algumas doencas humanas e podem também ser utilizados como corantes
naturais (Carvalho, 2010).

1.2.4.2.1. Antocianinas

As antocianinas, compostos fenodlicos do grupo dos flavonoides, sdo pigmentos hidrossoliveis
gue ocorrem naturalmente nos vegetais, frutos e flores responsaveis pelas suas cores vermelha,
purpura e azul (Miyazaki, et al., 2008). As antocianidinas (Figura 1.1.) sdo as estruturas quimicas
basicas das antocianinas. As antocianidinas consistem num anel aromatico ligado a um anel
heterociclico que contem oxigénio, que também se encontra ligado através de uma ligagédo carbono-
carbono a um terceiro anel aromatico. Quando as antocianidinas se encontram na sua forma
glicosidica, ligadas a uma molécula de agucar, sdo denominadas por antocianinas (Castafieda-
Ovando, et al., 2008). Pelo menos mais de 600 tipos de antocianinas foram isoladas da natureza
derivadas das antocianidinas, cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina, pelargonidina e petunidina,
em maior quantidade em frutos e vegetais (Tian, et al., 2005).

Figura 1.1. Estrutura quimica da antocianidina peonidina.

Relativamente ao papel das antocianinas nas plantas, estes compostos protegem as folhas de
Varios stresses, como a luz intensa e a contaminacdo por metais pesados, desempenham um papel
na entomofilia nas flores, e inibem o ataque por parte de organismos patogénicos e predadores de
sementes (Mano, et al., 2007). A sua fungéo nas raizes tuberculosas ainda néo é claro, mas pensa-se
que sera semelhante ao seu papel nas sementes (ex. proteccdo contra organismos patogénicos e
predadores) aumentando a sua preservacdo e a vantagem reprodutiva, visto que as raizes
tuberculosas possuem de igual modo um papel reprodutor (Mano, et al., 2007).

As antocianinas sdo poderosos antioxidantes e possuem uma boa biodisponibilidade, ou seja,
sdo facilmente absorvidos a partir do tracto digestivo para a corrente sanguinea. A aplicacao de
antocianinas como corantes alimentares naturais em alternativa aos corantes sintéticos, muitas vezes
prejudiciais a saude, ndo aumenta apenas o valor e bom aspecto dos alimentos como |Ihes pode
atribuir propriedades nutracéuticas (El Far & Taie, 2009; Carvalho, 2010).
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Tendo em conta que se verificou que a capacidade antioxidante das raizes tuberculosas varia
entre as diferentes variedades de batata doce, pensa-se que esta esteja relacionada com a
pigmentacdo da sua polpa, que pode variar entre o branco e o vermelho, com um menor e maior
contetido em antocianinas respectivamente (Teow, et al., 2007).

Uma variedade de polpa vermelha cultivada na regido dos Andes, no Peru, revelou ter uma
maior actividade antioxidante e contetdo fendlico do que a baga de mirtilo, uma fruta com um elevado
teor em antioxidantes (Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2003; Teow, et al.,, 2007). As raizes
tuberculosas da batata doce com polpa roxa da variedade “Ayamurasaki”’, uma variedade
desenvolvida no Japdo e muito estudada pelo seu elevado conteddo em antocianinas, acumula
antocianinas mono e diaciladas em grandes quantidades (Tian, et al., 2005; Mano, et al., 2007),
verificando-se que 0 seu extracto tem uma maior actividade antioxidante que extractos de repolho
vermelho ou milho roxo (Rumbaoa, et al., 2009). Da polpa desta variedade de batata doce foram
extraidas e identificadas as antocianinas cianidina e peonidina e os seus derivados acilados com
acidos fenolicos como o cafeico, ferulico e acidos hidroxibenzoicos (Figura 1.2.) (Tian, et al., 2005;
Rumbaoa, et al., 2009).

Figura 1.2. Estrutura das antocianinas isoladas da batata doce de polpa roxa. Cianidina: R1=0OH; peonidina: R1 =
OCHS3; R2,R3 = H, acido p-hidroxibenzoico, acido cafeico, acido p-coumarico e acido ferdlico (adaptado de Tian,
et al., 2009).

As variedades de batata doce com folhas verdes, como é o caso das variedades que se podem
encontrar em Portugal (ex. Lira), apresentam quantidades pouco significativas ou mesmo inexistentes
de antocianinas neste tecido. No entanto, se as plantas forem expostas a uma certa quantidade de
luz durante um determinado periodo, as folhas apresentam uma cor avermelhada encontrando-se no
seu extracto a antocianina delfinidina-3-glucosido (Carvalho, et al., 2010).

Para além do poder antioxidante, as antocianinas apresentam outras actividades biol6gicas,
como a actividade anti tromboética, a actividade antimutagénica, actuam na prevencao e
melhoramento da carcinogénese (inibicdo do crescimento de células cancerigenas), no

melhoramento das fung¢fes visuais, possuem um potencial anti-hipertensivo, actuam na reducgéo de
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lesbes hepaticas, no tratamento da obesidade, hiperglicemia e asma, e no melhoramento da fungdo
endotelial (Konczak-Islam, et al., 2003; Miyazaki, et al., 2008; El Far & Taie, 2009).

1.2.4.2.2. Acidos fendlicos

Em adicdo as antocianinas, a batata doce é abundante noutros compostos fendlicos como os
acidos fendlicos (ex.acido cafeico e derivados) que possuem uma elevada actividade antioxidante e
outras actividades biolégicas benéficas para a satde humana (Takenaka, et al., 2006; Padda &Picha,
2008). Tanto as raizes tuberculosas como as folhas de batata doce demontraram ser excelentes
fontes naturais destes compotos bioactivos com actividades anticancerigenas, antidiabéticas,
antihipertensas, antimutagénicas, anti-replicagdo de virus (ex. HIV-1), e antibacterianas (Li, et al.,
2012).

O &cido clorogénico e os seus derivados sdo acidos fendlicos presentes em grande quantidade
na raiz tuberculosa da batata doce. S8o uma ampla familia de esteres formados entre o &cido quinico
e um a quatro residuos de &cidos trans cindmicos, como o 4cido cafeico, p-cumarico e ferulico (Figura
1.3.). Estes acidos tém revelado interessantes propriedades como a actividade antiviral (anti-HIV), a
inibicdo de absorcao de glucose in vitro, a modificagdo de secrecdo de hormona intestinal e tolerancia
a glucose em humanos (Dini, et al., 2006; Zheng &Clifford, 2008). Estudos realizados a uma
variedade de batata doce dos Estados Unidos revelaram a presenca de &cido clorogénico e
isoclorogénico, sendo compostos fendélicos maioritarios dessa mesma variedade (Teow, et al., 2007).
Numa variedade chinesa foram encontrados derivados do &cido clorogénico como, o &cido 5-
cafeoilquinico, o acido 3,5-dicafeoilquinico e o &acido 4,5-dicafeoilquinico, e ainda pequenas
quantidades de acidos feruloilquinicos. Pensa-se que o perfil de derivados do acido clorogénico varie
com a origem da batata doce (Zheng & Clifford, 2008).

O acido clorogénico também se encontra nas folhas de batata doce, embora se tenha registado
num estudo com uma batata doce portuguesa, que o acido sinapico é o composto fendlico maioritario.
Foram identificados também em quantidades significativas os &cidos hidroxibenzdicos,
nomeadamente 0s acidos p-anisico e gentisico. Assim como no caso das antocianinas, a exposi¢ao a
luz durante um longo periodo leva ao aumento da concentragdo destes &cidos fendlicos nas folhas
(Carvalho, et al., 2010).
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Figura 1.3. Estrutura de alguns acidos clorogénicos isolados da batata doce. Acido quinico: R3,R4,R5=H; 5-
cafeoilquinico: R3,R4=H, R5=4cido cafeico; 3,5-dicafeoilquinico: R4=H, R3,R5=acido cafeico, 4,5-
dicafeoilquinico: R3=H, R4,R5=4cido cafeico, 3- feruloilquinico: R4,R5=H; R3=acido ferulico. (Adaptado de Dini,
et al., 2006).

1.2.4.3. Carotendides

Os carotenodides sdo moléculas lipossoliveis, responsaveis pela cor de alguns alimentos
(Castafieda-Ovando, et al., 2009). A maioria sdo tetraterpenos compostos por oito unidades de
isoprenos, como o B-caroteno (Figura 1.4.) (Liaaen-Jensen, 2004). Este composto é responsavel
essencialmente pela cor das variedades de batata doce com polpas amarela e cor de laranja
(Kidmose, et al., 2007). Algumas variedades de batata doce sdo mais ricas em pro-vitamina A do que
o0 arroz, devido ao seu elevado contetado em [-caroteno, precursor desta vitamina no corpo humano
depois da sua absor¢do (Dominguez, 1992; Zuraida, 2003; CIP, 2010).

NP U G G U

Figura 1.4. Estrutura quimica do -caroteno

Em muitos paises em desenvolvimento, a maior contribuicdo para a absorcéo de vitamina A tem
origem nos carotenoides contidos nos alimentos vegetais, que contribuem para cerca de 82% do total
de vitamina A absorvida, visto que a contribuicdo da carne e do peixe € de menor importancia, porque
estes alimentos sdo bastante dispendiosos e/ou ndo se encontram acessiveis a maior parte da
populacdo (Kidmose, et al., 2006; Kidmose, et al.,, 2007). A deficiéncia de vitamina A (VAD) é
galopante na Africa Subsaariana, principalmente nas zonas rurais, sendo um dos maiores problemas
de saude nos paises em desenvolvimento. Esta deficiéncia vitaminica afecta milhdes de criangas com

menos de 5 anos de idade, contribuindo para elevados indices de cegueira, nanismo, diarreia, de
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doencgas respiratorias, da diminuigdo da capacidade cognitiva (diminuicdo do QI) e de deficiéncia
imunitaria (Kidmose, et al., 2007; CIP, 2010), esta Ultima, associada a diminuicdo da capacidade
destas criancas de lutarem contra doencas bastante presentes nestes paises como a malaria,
sarampo, pneumonia e a SIDA (CIP, 2011). Esta ma-nutricdo leva ainda a morte prematura de
criancas, gravidas e mulheres lactantes e aumenta significativamente os riscos para a mée e para a
crianca durante o parto (CIP, 2011). Segundo dados de algumas organizacdes humanitarias
internacionais (WHO/UNICEF), pelo menos 254 milhSes de criangas em idade pré-escolar, em todo o
mundo, sofrem de deficiéncia clinica e subclinica de vitamina A (VAD) (Kidmose, et al., 2006;
Kidmose, et al., 2007).

Vérias estratégias de intervencdo para combater a deficiéncia em vitamina A tém sido
promovidas nos paises em desenvolvimento, como a fortificagdo de alimentos, utlizagdo de
suplementos, tentativa da diversificacdo da dieta e utilizagdo de culturas agricolas ricas nesta
vitamina (Bengtsson, et al., 2008). Verificou-se que somente 125g de batata doce fresca da maior
parte das variedades com polpa laranja contém B-caroteno suficiente para providenciar a dose diaria
de vitamina A de que necessita uma crianca em idade pré-escolar (CIP, 2010). A batata doce de
polpa amarela, que possui um maior conteddo em [3-caroteno que a cenoura, pode fornecer a um
adulto a dose diaria recomendada de vitamina A se consumidas trés a seis por¢des/fatias (slices) de
batata doce (Escalante-Sanchez, et al., 2008).

Em 1999, investigadores do CIP (International Potato Center) identificaram um pequeno niamero
de batata doces de polpa laranja em Africa com elevado teor em B-caroteno, que consideraram como
sendo uma variedade biofortificada (CIP, 2003; Bengtsson, et al., 2008). Esta variedade foi vista
como tendo potencial na prevengdo e combate a deficiéncia de vitamina A e foi colocada & prova dos
consumidores africanos. Um estudo Sul Africano revelou a sua eficdcia em criancas em idade
escolar, que a consomem cozida ou em puré (Bengtsson, et al., 2008).

No entanto, apesar dos efeitos benéficos que estas variedades de batata doce apresentam, no
continente Africano a batata doce de polpa branca, com um contetido em carotenoides reduzido, é a
preferida pelos consumidores. A estratégia de reducéo da prevaléncia da deficiéncia de vitamina A
nesta regido passa, néo so, pela introdugdo de batata doce de polpa laranja e amarela, mas também
por informar as populacdes sobre os beneficios para a saude destas variedades, tentando que se
tornem cada vez acessiveis e sejam preferidas pelos consumidores e produtores em detrimento da

batata doce de polpa branca (Kidmose, et al., 2007).

1.2.4.4. Resinas glicosidicas

As resinas glicosidicas encontram-se presentes unicamente na familia das convolvulaceas, e a
sua diversidade quimica tem um potencial elevado em aplicacBes terapéuticas (Escalante-Sanchez,
et al.,, 2008, Pereda-Miranda, et al., 2010). Varios estudos remetem para a presenca destes
metabolitos secundéarios na batata doce (Escalante-Sanchez & Pereda-Miranda, 2007; Escalante-

Sanchez, et al., 2008). Algumas resinas glicosidicas demonstraram ter propriedades antifungicas,
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antibacterianas, citotdxicas, e alelopaticas (inibicdo do crescimento de outras plantas) (Yin, et al.,
2009).

As resinas glicosidicas séo derivados glicosidicos dos acidos gordos mono- e di-hidroxilados em
C-14 e C-16, séo por isso conhecidas por glicolipidos ou lipo-oligossacarideos. Estes metabolitos
anfipaticos, com estruturas quimicas pouco comuns, sdo constituidos por moléculas hidrofobas
(agliconas de acidos gordos) e por moléculas hidrofilas (um acucar). A parte hidrofila € composta por
um heteropolissacarideo, constituido por até seis residuos de quatro monossacarideos diferentes. As
unidades de aglcares ja encontradas nesses metabolitos sdo D-glucose e epimeros de pentoses (L-
ramnose, D-fucose, D-quinovose e D-xylose) na sua forma de piranose (um atomo de oxigénio no
anel). A ligacdo O-glicosidica é o Unico tipo de conexao entre os residuos de monossacarideos, e
entre eles com a aglicona. A complexidade destas estruturas resulta da posi¢édo das ligagbes. Entre
0s substituintes éster que mais frequentemente se encontram ligados aos nucleos de oligosacarideos
estdo os acidos alifaticos de cadeia pequena (acético, propiénico, n-butirico, isobutirico, metilbutirico,
3-metilbutirico etc.), acidos gordos saturados com diferentes tamanhos de cadeias (n-hexandéico ou
caproico, n-octandico (octa) ou caprilico, n-decandico ou caprico, n-dodecanéico ou laurico, n-
hexadecandico ou palmitico, etc.) e acidos araquidicos. Estes nulcleos encontram ligados a uma
aglicona, parte hidrofoba da resina glicosidica, frequentemente acido jalapinélico ou acido (11S)-
hidroxihexadecanéico, que se encontram dispostos de modo a formar um anel de macrolactona,
abrangendo sempre duas ou mais unidades de sacarideos (Yin, et al., 2009; Pereda-Miranda, et al.,
2010).

No seu conjunto, um grande nimero de compostos afins as resinas glicosidicas tém sido
identificados na familia Convolvulaceae bem como um namero notavel em cada espécie (Yin, et al.,
2009; Pereda-Miranda, et al., 2010).

Um dos primeiros estudos relativos a verificacdo da presenca de resinas glicosidicas na batata
doce foi realizado no Japdo, em que se identificaram cinco estruturas diferentes, uma tetrassacaridica
e as restantes pentassacaridicas de acido jalaponico, no extracto de raizes tuberculosas de uma
variedade brasileira (Simon) e por isso nomeadas por simoninas (Escalante-Sanchez & Pereda-
Miranda, 2007).

Dois estudos realizados com extractos da variedade de batata doce Picadito de origem
Mexicana, de polpa e pele branca, permitiram a identificacdo de cinco lipo-oligossacarideos de acido
jalapénico, aos quais foi dado o nome de batatinosidos; estes sdo constituidos por um residuo
esterificado, composto por uma cadeia longa de um acido gordo, acido n-decandico ou n-
dodecandico (Figura 1.5.) (Escalante-Sanchez, et al., 2008). No segundo estudo foram isolados dois
dimeros do tipo éster de pentassacarideos acilados, aos quais foram dados os nomes de batatina | e
batatina Il, constituidos por duas unidades monomeéricas pentatassacaridicas de batatinosidos (Figura
1.6.) (Escalante-Sanchez & Pereda-Miranda, 2007).
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Figura 1.5. Exemplo da estrutura de resinas glicosidicas presentes na batata doce. Batatinosido II: R1,R2,R4=H,

R3=n-decanoil; batatinosido Ill: R1=n-dodecanoil, R2,R3,R4=H. (adaptado de Escalante-Sanchez & Pereda-
Miranda, 2007)
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Figura 1.6. Estrutura quimica das resinas glicosidica presentes na batata doce, batatina | e Il. Batatina I:
R1=trans-cinamoilo, Batatina Il: R1=H, R1=trans-cinamoilo (adaptado de Escalante-Sanchez & Pereda-Miranda,
2007).
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1.3. A batata doce de Aljezur

A batata doce de Aljezur é uma variedade classificada pela Unido Europeia, como Produto de
Indicacdo Geografica Protegida (IPG) (Figura 1.7.). Para este reconhecimento contribuiu o
associativismo de cerca de 60 agricultores, produtores desta batata doce nos municipios de Aljezur e
Odemira, que fundaram em 1997 a Associacdo de Produtores de Batata Doce de Aljezur.
Actualmente, estima-se que sejam cultivados cerca de 400 hectares nesta regiao, sendo colhidas 20
toneladas de batata doce por hectare anualmente. A batata doce de Aljezur é comercializada

essencialmente na regido do Algarve.

Indicacao Geografica

Figura 1.7. Log6tipo da Batata doce de Aljezur

1.3.1. A historia e a tradicao

O cultivo e a histéria da batata doce no concelho de Aljezur é reveladora de uma forte tradi¢éo
desta cultura agricola na regido e nos habitos alimentares da populagéo. A utilizagdo da batata doce
neste concelho encontra-se tdo enraizada que é associada a uma lenda da regido, que se mistura
com a histéria da tomada de Aljezur aos mouros no reinado de Afonso Il em 1249, pelo Mestre da
Ordem de Santiago. Reza a lenda que os Cavaleiros de Santiago, antes de cada importante batalha
utilizavam como complemento alimentar uma pocéo elaborada a partir de batata doce que lhes dava
vigor e forca e que por isso Ihes permitiu conquistar com rapidez o castelo de Aljezur. Apesar do
lapso cronoldgico, visto que a batata doce s seria introduzida na Europa séculos mais tarde, esta
lenda demonstra a importancia dada pela populacdo desta regido a este alimento (Associacdo de
Produtores de Batata Doce de Aljezur, 2008; EU, 2008).

Em meados do século XX, a batata doce tinha uma consideravel importancia na alimentacéo das
populacdes rurais de alguns concelhos da regido do Algarve, chegando a constituir 50%, e por vezes

mais, dos alimentos consumidos diariamente durante um longo periodo do ano, que se estendia
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geralmente de Outubro a Marco. Em pequenas povoag¢des, onde 0s recursos dos trabalhadores rurais
eram excassos, era frequente que praticamente todas as refeicbes fossem constituidas
exclusivamente por batata doce, que substituia muitas vezes o pdo. Tendo em conta também que a
confeccao da batata doce € muito simples e barata (ndo necessita de nenhum aditivo, tempero ou
condimento, basta um tacho, agua e lenha, que estéo ao alcance de qualquer familia) a batata doce
é, desde sempre, conhecida na regido de Aljezur como o "pdo dos pobres" (Associacdo de
Produtores de Batata Doce de Aljezur, 2008; EU, 2008).

A batata doce de Aljezur é consumida “suada”, cozida com casca ao vapor, assada com casca
no forno, como sobremesa ou como acompanhamento, nos guisados e nas “sopas de batata”, mas
também frita, cortada em rodelas. A tradicdo da batata doce em Aljezur é facilmente demonstrada
pelos inUmeros pratos tipicos da gastronomia regional, como a sopa de feijdo com batata doce, a
feijoada de batata doce, o lombo de peixe recheado com batata doce e coentros, etc. A batata doce é
também preparada sob a forma de um puré que € utilizado como recheio para pastéis, na preparagdo
da torta de batata doce e como aditivo para a massa do péo, permitindo que o pdo se mantenha
macio por mais tempo. A parte aérea da planta € também utilizada na alimentagdo humana, para a
elaboracdo do designado "esparregado”. A fraccdo de batata de menor calibre € aproveitada para
alimentacdo de suinos. Anualmente entre os meses de Outubro/Novembro a Associagdo de
Produtores de Batata Doce de Aljezur organiza o Festival da Batata Doce e dos Perceves, onde é
possivel provar os variados pratos tradicionais de batata doce acima referidos, e que tem como
objectivo a promocéo dos dois produtos da terra, a batata doce de Aljezur e 0s perceves (Associagédo
de Produtores de Batata Doce de Aljezur, 2008; EU, 2008).

1.3.2. Produto de Indicacdo Geogréfica Protegida

A Batata doce de Aljezur possui caracteristicas especificas e é produzida numa determinada
area geografica através de um processo de cultivo tradicional, tendo sido classificada como produto
de Indicacdo Geogréfica Protegida (EU, 2008). A area geogréfica de producao fica situada na costa
sudoeste na zona mais ocidental do Algarve e Alentejo, a norte do cabo de S. Vicente, delimitada a
norte pelos concelhos de Sines e Santiago do Cacém, a Este pelas freguesias interiores do concelho
de Odemira e pelos concelhos de Monchique e Lagos, a Sul pelo concelho de Vila do Bispo e a Oeste
pelo oceano Altantico (Figura 1.8.). As varzeas de Aljezur, Odeceixe e charneca do Rogil
representam a area de maior cultivo da batata doce de Aljezur. Esta regido é referida muitas vezes
por quem a conhece, como a "terra da batata doce" (Associacado de Produtores de Batata Doce de
Aljezur, 2008; EU, 2008).

A batata doce de Aljezur pertence a variedade Lira (Figura 1.9.). Esta batata tem uma forma
periforme alongada, a epiderme € de cor pUrpura ou castanha-avermelhada e a polpa é amarela. O
seu calibre pode variar entre os 8,5 cm x 4,0 cm e 0s 16,5 cm x 7,1 cm e 0 seu peso entre os 50g e

os 450g. As caracteristicas organolépticas mais representativas e que distinguem a batata doce de
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Aljezur de outra, sdo o seu sabor adocicado caracteristico, a sua textura menos fibrosa e o sabor
semelhante ao da castanha quando consumida crua. Um painel de provadores avaliou 0 aspecto em
cru, 0 aroma, a textura e o sabor desta batata doce, atribuindo uma nota de 4 valores a todos estes
parametros (1=Mau, 5=Optimo). Em relacdo a batata doce cozinhada, a primeira preferéncia deste
painel foi para a batata assada, a segunda para a cozida e a terceira para a frita (Associacao de
Produtores de Batata Doce de Aljezur, 2008; EU, 2008).
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Figura 1.8. Mapa representativo da area geogréafica de producdo, preparacdo e acondicionamento de batata
doce de Aljezur.

Todas estas caracteristicas sdo resultado ndo s6 da componente genética desta variedade, mas
também das condi¢cbes edafo-climaticas da zona de cultivo, do modo de cultura tradicional e do
armazenamento. Em toda a area geogréfica de producdo da Batata doce de Aljezur, o tipo
predominante de solos séo os Podzois com surraipa de areias ou arenitos (Pz) e Podzois sem
surraipa de areias ou arenitos (Ap). Estes solos sdo na sua maioria constituidos por uma camada
superficial, pouco espessa (30 — 50 cm), de textura arenosa, seguindo-se uma camada compacta.
Este tipo de solo permite que as raizes reduzam o seu tamanho e engrossem, sendo o habitat
perfeito para o cultivo desta planta e para a obtencéo de bons calibres. O clima da regido dada a sua
localizacdo a sudoeste da Europa e sua proximidade com o mar caracteriza-se por ter elevadas
temperaturas, pela auséncia de geadas e por amplitudes térmicas muito baixas. Em Aljezur, no

periodo em que a cultura é praticada (Marco a Outubro / Novembro), ndo se verifica a ocorréncia de
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geadas e a temperatura média do ar varia entre os 14° C e os 20,5°C. Estas condi¢Bes sao bastante
especificas desta area geografica, podendo observar-se que areas vizinhas apresentam tipos de solo
e um clima significativamente diferente (Associacao de Produtores de Batata Doce de Aljezur, 2008;
EU, 2008).

Figura 1.9. Aspecto exterior das raizes tuberculosas de Batata doce de Aljezur

1.3.3. O cultivo tradicional

A preparacdo da cultura de batata doce em Aljezur comega em Fevereiro com a instalacéo do
viveiro. Neste processo sdo colocadas em cultura raizes tuberculosas de batata doce seleccionadas
da colheita anterior. Por rebentacdo estas produzem vegetacao aérea de onde se retira uma porcao
de caule, vulgarmente designado por “poda”, sendo estas podas plantadas no local de cultura
(propagacéao vegetativa por estaca). Em média cada 15kg de raizes tuberculosas em viveiro podem
produzir cerca de 3 mil podas trés meses depois. Na preparacdo do terreno é realizada uma
fertilizacdo organica, maioritariamente com estrume, com origem na pecuaria da regido. Por vezes
sdo necessarias fertilizagcdes quimicas para a correc¢do dos niveis de fésforo. A planta é bastante
resistente e ndo necessita de grandes quantidades de agua, com excepc¢ao de alguns terrenos de
menor capacidade hidrica, ndo se procede, na maioria dos casos a regas (Associacdo de Produtores
de Batata Doce de Aljezur, 2008; EU, 2008).

Relativamente a problemas fitossanitarios, os ataques esporadicos de aranhigo vermelho e
alguns fungos sao raros e por norma nao levam a realizacdo de tratamentos quimicos na cultura, uma
vez que ndo representam perda economica representativa para os agricultores. Numa primeira fase
da cultura realiza-se um controlo manual de plantas infestantes (Associacao de Produtores de Batata
Doce de Aljezur, 2008; EU, 2008).

A colheita da batata doce realiza-se normalmente entre meados de Setembro a meados de

Novembro, quando as raizes atingem a maturacéo e nao existe excesso de humidade no solo. Estes
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factores sdo determinantes para a qualidade final do produto. Uma colheita precoce ou tardia
prejudica o sabor, apresentacdo e conservagdo do produto. O armazenamento da batata doce é feito
em local arejado e fresco, com temperaturas médias de 13/14°C (Associacdo de Produtores de
Batata Doce de Aljezur, 2008; EU, 2008).

Embora se considere que esta cultura apresenta bons rendimentos, cerca de 30% da producéo

anual nao é comercializada por ter um baixo calibre.

1.4. Micorrizas

As micorrizas s@o associa¢des benéficas entre raizes de plantas e fungos especializados. Esta
simbiose é caracterizada essencialmente pela troca bidireccional de macro e micronutrientes do solo,
absorvidos pelo fungo, por hidratos de carbono (10% a 20% compostos fotossintetizados), fornecidos
ao fungo pela planta hospedeira (Gadkar, et al., 2001; Sebastiana, et al., 2009; Cwala, et al., 2010).
Os fungos micorrizicos sdo considerados importantes componentes dos ecossistemas terrestes que
colonizam as raizes das plantas e penetram o solo envolvente, estendendo a zona das raizes e o
sistema radicular através do seu micélio extraradicular ramificado (Akhtar & Siddiqui, 2008), levando a
maior absor¢do de 4gua e nutrientes e beneficiando o estabelecimento, crescimento e reproducgédo da
planta (Cwala, et al., 2010), melhorando a qualidade do solo e aumentando a resisténcia da planta a
stresses ambientais (Wang & Shi, 2008). Estes microorganismos tém também um papel importante
na biodiversidade vegetal e variabilidade do ecossistema (Wang & Shi, 2008; Azul, et al., 2008),
mediando a coexisténcia de diferentes espécies e influenciando a competicao entre estas (Oliveira, et
al., 2006).

A classificagédo das micorrizas reflete a existéncia de diferentes caracteristicas anatémicas, que
permitem distinguir duas categorias principais: as ectomicorrizas e as endomicorrizas (Figura 1.10.)
(Bonfante & Genre, 2010). As espécies de fungos que formam com as raizes da planta ectomicorrizas
incluem aquelas que revestem a superficie da raiz por um manto de micélio e s6 penetram a raiz
intercelularmente, enquanto que as espécies que formam as endomicorrizas sdo caracterizadas pela
penetracdo das hifas do fungo endomicorrizico nas raizes da planta inter e intracelularmente sem a
formagdo de um manto fungico exterior (Azul, et al., 2008). Os fungos endomicorrizicos sao ainda
caracterizados pela presenca de estruturas denominadas por arbusculos que se formam nas células
corticais da raiz, e que séo o local principal de transferéncia de nutrientes entre os dois parceiros
simbiéticos (Gianinazzi-Pearson, 1996; Gadkar, et al., 2001; Akhtar & Siddiqui, 2008; Gutjahr, et al.,
2008). Devido a existéncia destas estruturas, os fungos endomicorrizicos sdo muitas vezes

denominados por fungos arbusculares.
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Figura 1.10. llustracdo da estrutura de colonizacdo das raizes nas interac¢des ectomicorrizicas (azul) e nas
interac¢des endomicorrizicas (rosa). (Adaptado de Bonfante & Genre, 2010).

As ectomicorrizas sdo caracteristicas dos ecossistemas florestais (angiospérmicas lenhosas e
gimnospérmicas das familias Pinaceae, Fagaceae, Dipterocarpaceae e Caesalpinoidaceae) e
possuem uma funcao indispensavel na absor¢do de nutrientes por parte das arvores, estimando-se
que mais de 95% das raizes nestes ecossistemas formem ectomicorrizas. Esta simbiose é ainda
essencial na protec¢cdo do sistema de raizes do ataque de patogeneos e na resisténcia a condi¢des
abidticas adversas do solo como o stress hidrico (Gianinazzi-Pearson, 1996; Sebastiana, et al.,
2009). Além disso, os fungos ectomicorrizicos parecem estar envolvidos no desenvolvimento das
raizes de algumas arvores. O crescimento das raizes de pinheiro (Pinus spp.), por exemplo, é
regulado por fungos ectomicorrizicos. A sua presenca no sistema de raizes estimula a formacéo de
raizes laterais e suprime o alongamento de pélos radiculares (Niemi, et al., 2002).

As endomicorrizas sdo simbioses extremamente comuns nos ecossistemas terrestres,
associadas a cerca de 80% das familias de plantas em todo o mundo, incluindo as de interesse
agricola. Este tipo de associacdo pode encontrar-se nos mais diversos habitats desde desertos a
florestas tropicais, em altitudes e latitudes elevadas e em ecossistemas aquaticos, sendo a sua
distribuicdo considerada, por isso, global (Guerrieri, et al., 2004; Chabaud, et al., 2006; Brito, et al.,
2007; Wang & Shi, 2008; Akhtar & Siddiqui, 2008). Pensa-se que as endomicorrizas tenham tido
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origem h& cerca de 400 milhées de anos (St-Arnaud, et al., 1996; Gadkar, et al., 2001; Azul, et al.,
2008).

A evolucdo da simbiose micorrizica é bastante complexa. A mesma espécie de fungo micorrizico
pode estar associado a diferentes hospedeiros, tendo caracteristicas estruturais e funcionais
diferentes e plantas individuais podem ser colonizadas por diferentes espécies de fungos. Existe
ainda a possibilidade de fungos ectomicorrizicos e endomicorrizicos estabelecerem ligacdes entre
diferentes plantas da mesma espécie ou de diferentes espécies através das suas hifas, permitindo a
transferéncia de nutrientes e de carbono entre plantas hospedeiras (Azul, et al., 2008). Em relacdo a
especificidade entre as plantas e os fungos micorrizicos, os fungos endomicorrizicos possuem uma
grande gama de hospedeiros, fazendo com que as parcerias existentes entre a maioria dos fungos
arbusculares e as plantas herbaceas ndo sejam especificas, enquanto que os fungos ectomicorrizicos
e as arvores revelam algum grau de especificidade (Azul, et al., 2008).

A associacdo entre fungos endomicorrizicos e plantas vasculares foi observada em
aproximadamente 1000 géneros e cerca de 300 mil espécies de plantas. S6 algumas familias, como
as Cyperaceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Juncaceae, Chenopodiaceae e Amaranthaceae, sao
consideradas como néo formando ou formando raramente este tipo de simbiose (Wang & Shi, 2008).
Os fungos endomicorrizicos pertencem ao filo Glomeromycota, que inclui 4 familias e 12 géneros,
sendo e 0s géneros mais comuns o Acaulospora, Gigaspora, Glomus e Scutellospora. No entanto, sé
cerca de 200 espécies de fungos endomicorrizicos foram descritos (Wang & Shi, 2008).

Ao contrario dos fungos ectomicorrizicos, que podem viver independentemente das raizes das
plantas, os fungos endomicorrizicos sdo microorganismos biotroficos obrigatérios e dependem da
planta hospedeira para o fornecimento de energia (Neumann, et al., 2009; Bonfante & Genre, 2010)
ndo podendo completar o seu ciclo de vida sem a presenca desta (Gadkar, et al., 2001). Os fungos
arbusculares podem usar um numero diferente de propagulos para colonizar novas raizes. Estes
propagulos consistem em componentes da fase extraradicular, micélio e esporos. As hifas do micélio
crescem ao longo e entre 0os segmentos de raizes formando novos pontos de infec¢do. Os esporos
desenvolvem-se a partir do micélio extraradicular e também séo altamente infecciosos. No interior
das raizes infectadas também podem existir componentes da fase intraradicular que séao
componentes de infec¢do, como as vesiculas, intumescimentos terminais das hifas que ocorrem no
interior da raiz (Klironomos & Hart, 2002). Apesar da manipulacdo deste tipo de fungos nédo ser
simples, varias espécies de fungos endomicorrizicos do género Glomus e Gigaspora s&o
commumente utilizados (ex. G. intraradices, G.caledonium, G.versiforme, Gigaspora rosea, Gi.
Margarita, Gi.gigantea, etc.) em laboratério, utilizando-se inoculo preparado a partir da germinacao de
esporos ou de raizes micorrizadas (Chabaud, et al., 2006).

A simbiose entre o fungo endomicorrizico e a planta comeca quando a hifa entra em contacto
com raiz hospedeira. Este passo é seguido pela indugdo de um apressorio, seguindo-se a penetracéo
da hifa de infeccdo no cortex parenquimatoso da raiz, onde a proliferacdo inter e intracelular do
micélio € intensa. O desenvolvimento do fungo culmina na diferenciacdo de um haustério intracelular,

conhecido como arbusculo. Os arbulsculos sé@o estruturas efémeras, que sofrem senescéncia depois
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terem alcancado o seu desenvolvimento total, que ocorre dias apés a infeccdo. O desenvolvimento
dos fungos endomicorrizicos continua no sistema de raizes, espalhando-se para novas raizes
emergentes. Neste sentido, a colonizacdo pelo fungo ocorre concomitantemente em raizes diferentes
de uma maneira ndo sincronizada (Gianinazzi-Pearson, 1996). A rapida e precoce coloniza¢cédo é um
bom principio de efectividade da simbiose micorrizica. Por outro lado, a relacéo a longo termo entre
os simbiontes, sendo também uma prova de efectividade desta interaccdo, permite a manutencao das
redes de hifas, que favorecem a resisténcia da planta a varios stresses, melhorando e promovendo o

seu crescimento (O’Keefe & Sylvia, 1993).

1.4.1. Fungos micorrizicos na agricultura

A maior parte das plantas agricolas e horticolas vivem em simbiose com fungos
endomicorrizicos. Com o aumento do custo dos fertilizantes inorganicos e os riscos ambientais e de
salide publica associados aos pesticidas, os fungos endomicorrizicos tém recebido bastante atencédo
e parecem ser uma alternativa mais adequada e ambientalmente aceitavel, visto que se tem vindo a
considerar essencial a existéncia de uma comunidade biblogica do solo activa e diversificada no
aumento da sustentabilidade dos sistemas agricolas (Ryan & Graham, 2002; Akhtar & Siddiqui,
2008). Os fungos endomicorrizicos sdo provavelmente os fungos mais abundantes nos solos
agricolas, correspondendo a entre 5 a 50% da biomassa dos microorganismos presentes no solo
(Ryan & Graham, 2002), colonizando as raizes das plantas através de colonizagdo natural e por
vezes artificial, realizada pelo Homem (Cwala, et al., 2010). A simbiose endomicorrizica ocorre em
importantes culturas agricolas como o milho (Zea mays), o trigo (Triticum aestivum) e o arroz (Oryza
sativa) (Gutjahr, et al., 2008).

A associacao simbiética das plantas com os fungos endomicorrizicos ou arbusculares aumenta a
absorcao, em condi¢des de baixa disponibilidade, de varios nutrientes minerais por parte das plantas
hospedeiras, levando ao melhoramento do seu crescimento. A aquisicdo de nutrientes a partir do
fungo involve a transferéncia destes numa primeira fase entre o solo e o micélio extraradicular (ERM)
do fungo e numa segunda fase entre o micélio intraradicular do fungo (IRM) e as células do cortex da
raiz (Cruz, et al., 2007). A colonizagdo das plantas pelos fungos endomicorrizicos esta também
associada a producdo de substancias que promovem 0 crescimento da planta, o aumento da
fotossintese, 0 aumento da tolerancia a seca e salinidade (melhoramento do ajustamento osmético),
a mudancas de pH e a promocdao de interacg¢des sinergisticas com outros microorganismos benéficos
(Ryan & Graham, 2002; Paiva, et al., 2003; Bi, et al., 2004; Akhtar & Siddiqui, 2008; Cwala, et al.,
2010). Para além disso, esta simbiose pode proteger as raizes das culturas agricolas de certos
patégeneos (nematodes, fungos, bactérias) e pestes (Ryan & Graham, 2002; Guerrieri, et al., 2004;
Akhtar & Siddiqui, 2008; Cwala, et al., 2010) e promover a resisténcia a metais pesados e outros
compostos téxicos presentes no solo (Azul, et al., 2008; Akond, et al., 2008), podendo ainda melhorar

a adaptacao das plantas apds transplante (Brito, et al., 2007).
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A importancia atribuida a simbiose micorrizica na absorcdo de nutrientes e agua resulta
essencialmente da existéncia de uma rede densa e extensa de micélio que se espalha pelo solo
aumentando o volume de solo explorado pelas raizes. A rede de hifas extraradiculares medeia o
estabelecimento de novas ligacbes micorrizicas e interage com herbivoros, comunidades bacterianas
e muitos outros organismos do solo (Finlay, 2008; Azul, et al., 2008), contribuindo ainda para a
agregacao e estabilidade estrutural de alguns tipos de solo (Ryan & Graham, 2002). O tamanho dos
poros do solo varia, e como resultado, 0 acesso aos nutrientes e dgua € em parte dependente do raio
das estruturas de absorcao de nutrientes. A estimativa do raio das raizes, dos pelos radiculares e das
hifas dos fungos micorrizicos € necesséria para avaliar como € que as estruturas exploram os poros
do solo (O’Keefe & Sylvia, 1992). Estudos recentes indicam que a extensdo do micélio dos fungos
endomicorrizicos no solo é determinante para a performance da planta em casos de stress hidrico,
visto que as hifas, com didmetro entre 1 a 20 um, tém acesso a finos poros do solo que permanecem
cheios de solugcdo do solo (fase aquosa do solo), mesmo em periodos de baixa humidade do
substracto (Neumann, et al., 2009).

Um dos mais importantes papéis do micélio extraradicular € a absorcdo e translocagcédo de
nutrientes que ndo se encontram biodisponiveis as raizes das plantas, como o fosfato huma situacéo
de stress edéfico. O fésforo é um macronutriente essencial para o crescimento, desenvolvimento e
reproducdo das plantas e € absorvido do solo quase exclusivamente na forma de anibes de fosfato
solaveis (Mosse, 1973; Harikumar & Potty, 2007). A disponibilidade de fésforo no solo é muitas vezes
insuficiente para o crescimento maximo de uma cultura sendo em muitas regiées do Mundo um factor
limitante na produgéo agricola. Para aumentar a nutricdo das plantas, a abordagem convencional
baseia-se na aplicacao nos solos de grandes quantidades de fertilizantes contendo fésforo. Estima-se
que cerca de 36,78 milhdes de toneladas de fertilizantes de fésforo (P20s) sdo aplicados
mundialmente todos os anos (International Fertilizer Industry Association 2006) (Harikumar & Potty,
2007). No entanto, para além da eficiéncia na utilizacdo de fésforo aplicado ser geralmente muito
baixa, variando de 10 a 30%, a utilizagdo convencional de fertilizantes é grandemente limitada nas
regides sub-desenvolvidas devido ao seu custo (Antunes, et al., 2007; Harikumar & Potty, 2007).
Pensa-se que uma utilizacdo eficiente da simbiose micorrizica podera substituir efectivamente as
aplicac6es de fosforo de mais de 222kg de P20Os/ha (Douds Jr., et al., 2005).

A fixacé@o de fésforo nos solos, que diminui a sua biodisponibilidade, € maioritariamente causada
pela forte adsorcdo de H2PO4 a hidroxidos de aluminio (Al) e ferro (Fe), que faz com que grandes
proporcdes deste nutriente se encontrem em formas indisponiveis para plantas (Harikumar & Potty,
2007). Os fungos endomicorrizicos sdo considerados microorganismos solubilizantes de fosfato,
aumentando a sua biodisponibilidade para as plantas, permitindo que as raizes micorrizadas
adquiram a capacidade de utilizar fontes de fosforo inorgénico do solo que ndo se encontram
disponiveis (Antunes, et al., 2007; Harikumar & Potty, 2007). Pensa-se ainda que o papel dos fungos
endomicorrizicos seja o de aumentar a disponibilidade de fosforo através da retencéo de Fe e Al nas

hifas, evitando o seu contacto com o H2PO4 (Harikumar & Potty, 2007). Para além disso as hifas de
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raizes micorrizadas estao distribuidas no solo de forma a potenciar a capacidade de absorcdo de
fésforo por parte das raizes (Mosse, 1973; O’Keefe & Sylvia, 1992).

Um estudo coloca a hip6tese de que a formacé&o de micorrizas leve a promoc¢éo da expresséo do
gene que leva a producdo da fosfatase acida e da exsudacdo desta enzima pelas plantas
micorrizadas, acelerando a mineralizacdo de fésforo organico presente na rizosfera que resulta no
aumento da absorcédo deste nutriente pelas hifas extraradiculares e raizes. Em solos com deficiéncias
nutritivas em fosforo, as plantas segregam para a rizosfera a fosfatase acida, presente em muitas
plantas crescidas em solos com deficiéncia em fosforo. Nas plantas que ndo formam micorrizas,
como por exemplo o Lupinus albus, a exsudacédo da fosfatase acida para o solo é tida como uma
parte importante nas estratégias de aquisicdo de fosforo das plantas ndo micorrizadas. O estudo
referido prop8e um novo mecanismo em que o parceiro fangico activa o sistema de adaptacédo da
planta aos niveis baixos de fosforo melhorando a eficiéncia da absor¢éo de fésforo. No entanto, o
mecanismo molecular envolvido continua por clarificar (O’Keefe & Sylvia, 1992; Ezawa, et al., 2005).

Espécies diferentes de fungos endomicorrizicos podem produzir diferentes quantidades de
micélio e por isso possuirem diferentes eficiéncias na captacdo de fosfato. Para além disso, pensa-se
que as espécies de fungos endomicorrizicos possam diferir em relagdo ao metabolismo de fosfato no
micélio extraradicular e demonstrar diferencas espaciais na sua absorcdo. Estas diferencas na
absorc¢éo de fosfato, o tamanho do micélio e a sua arquitectura podem contribuir para o crescimento
diferencial e coexisténcia de diferentes plantas (Oliveira, et al., 2006; Harikumar & Potty, 2007).

O efeito dos fungos micorrizicos na absor¢cdo de nutrientes, no entanto, parece estar
inversamente relacionada com a sua disponibilidade (Azul, et al., 2008). A maior parte dos estudos
que testam a relagdo entre a disponibilidade de fésforo e a colonizagdo micorrizica sugerem que o
aumento da disponibilidade de fésforo no solo, assim como no tecido das plantas leva ao decréscimo
da colonizacdo (Menge, et al., 1978; Douds Jr., et al., 1998; Douds Jr., et al., 2005; Harikumar &
Potty, 2007; Ortas, 2012). A grande concentracao de fosfato nas plantas parece fazer com que estas
fiqguem imunes a infeccdo. Experiéncias com plantulas transplantadas com teor diferente em fésforo
confirmaram que a incapacidade de infeccdo é um resultado do metabolismo da planta ou estrutura
transformada e n&o um efeito directo de fosfato no fungo (Mosse, 1973). A adicdo de azoto,
fertilizantes completos e fertilizantes bacterianos também reduzem a infecgdo micorrizica no campo
(Mosse, 1973). Muitas plantas absorvem mais fosfato e crescem melhor quando inoculadas com
fungos endomicorrizicos em solos contendo menos fosfato disponivel. Sdo exemplo disso a cebola, o
milho, o morango, a soja, o trigo, a videira (Mosse, 1973), o tomate, a pimenta, a beringela, a
melancia, o pimento, o pepino e o feijdo verde (Ortas, 2012).

Os fungos micorrizicos aumentam a absorgdo de outros nutrientes para além do fésforo, como o
zinco (Zn), o cobre (Cu), o molibdénio (Mo), o cobalto (Co) e o0 azoto (Mosse, 1973; Ryan & Graham
2002; Douds Jr., et al., 2005; Akond, et al., 2008; Lambers, et al., 2009). A grande capacidade de
absorgdo de azoto por parte dos fungos endomicorrizicos foi confirmada usando sistemas modelo in
vitro (Cruz, et al., 2007).
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A actividade agricola provoca alterag6es quimicas, fisicas e da componente biolégica ao nivel do
solo, interferindo deste modo na formagdo e desempenho dos fungos endomicorrizicos de um
determinado local. Em solo sujeito a mobilizacdo tem-se observado que a taxa de colonizacdo
micorrizica das plantas € menor, uma vez que a mobilizacdo provoca a ruptura do micélio
extrarradicular, fazendo com que o estabelecimento de novas colonizacdes dependa de formas de
in6culo de crescimento mais lento (esporos e fragmentos de raiz colonizados). Em solos néo
perturbados o aumento da colonizacdo por fungos arbusculares encontra-se associada a uma
vantagem comparativa das plantas desde os estados iniciais da cultura (Brito, et al., 2007). E
necessario por isso que sejam utilizadas praticas de cultura que aumentem a actividade dos fungos
endomicorrizicos indigenos como a reduzida preparacdo do solo, a rotacdo de culturas, a utilizacéo
de culturas de cobertura e a gestdo da quantidade de fosforo (Douds & Johnson, 2003). A reducgédo da
preparacao do solo, por exemplo, permite que a rede de micélio extradicular se mantenha intacta, o
gue promove a rapida colonizagdo de uma nova cultura e aumenta o inicio da temporada mediada
pela captacdo de fosforo pelas micorrizas (Douds Jr., et al., 2005).

Tendo em conta a natureza biotréfica obrigatéria dos fungos endomicorrizicos, a dificuldade de
producdo de in6culo impde uma limitagdo maior na manipulacdo da simbiose na agricultura.
Usualmente, sdo utilizadas raizes micorrizadas, sempre misturadas com meio de crescimento
contendo hifas e esporos, para inocular novas plantas. No entanto, verifica-se que este tipo de
in6culo pode conter contaminantes. Outros métodos como a cultura aeroponica (Hung & Sylvia, 1988)
e encapsulacdo em alginato de fragmentos de raizes foram desenvolvidos de modo a aumentar a
gualidade e seguranca do indculo. Estes fungos podem ser crescidos ainda com plantas hospedeiras
em culturas de pote contendo solo, areia, ou argila expandida, em hidroponia e cultura de 6rgdos
(Sylvia & Jarstfer, 1992). No entanto, a producdo de propagulos em condi¢des assépticas continua a
ser o modo mais promissor para produzir grandes quantidades de in6culo de qualidade, livre de
patégeneos para posterior introducdo em campos de cultura (Sylvia & Jarstfer, 1992; St-Arnaud, et
al.,, 1996). O objectivo ultimo dos estudos em laboratério e em estufa é estender a utilizagdo dos
fungos endomicorrizicos aos campos agricolas e a um nivel comercial (Singh, 2002).

Os fungos endomicorrizicos tém um grande potencial na sua utilizacdo como biofertilizantes na
agricultura, floricultura, horticultura e silvicultura. No entanto, apesar do custo dos fertilizantes
quimicos ter aumentado e da observacédo do desaparecimento das reservas de fésforo no mundo, o
progresso no uso de fungos endomicorrizicos simbiéticos na producdo de plantas tem sido lento.
Embora as causas da baixa performance sejam diversas, as condices para a expressao efectiva das
micorrizas é ainda pobremente conhecida, levando a inconsisténcia da resposta a inoculagdo com
fungos endomicorrizicos por parte das plantas de interesse (Herrera-Peraza, 2011). Existem dois
modos principais para assegurar os beneficios da associacdo com fungos micorrizicos na producéo
das culturas: a inoculagdo com um fungo micorrizico eficiente e previamente seleccionado e a
promocéao da actividade de fungos micorrizicos existentes no campo de cultivo através de praticas de
cultura adequadas (Douds Jr., et al., 2005).
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1.4.2. Papel dos fungos micorrizicos na cultura de batata-doce

A batata doce é uma importante cultura agricola, visto que tanto as suas raizes tuberculosas
como as suas folhas sdo importantes alimentos em varios paises do mundo. Esta cultura cresce
usualmente em solos com baixo teor em fésforo (Mulongoy, et al., 1988). Nestas condicdes, a batata
doce é usualmente colonizada por fungos endomicorrizicos. Os efeitos da inoculagdo com fungos
endomicorrizicos € mais evidente quando as plantas produzem raizes de armazenamento (O’Keefe &
Sylvia, 1993). Relativamente a batata doce verifica-se que o aumento de rendimento em relagédo a
producdo de raizes tuberculosas esta grandemente relacionado com a colonizacdo por parte de
fungos endomicorrizicos (Negeve & Roncadori, 1985; Paula, et al., 1992; O’Keefe & Sylvia, 1993; Gai,
et al., 2004; Gai, et al., 2005; Gai, et al.. 2006).

Um estudo demonstrou que depois de 8 semanas de inoculacéo de plantulas de batata doce
com Glomus intraradices em condi¢des de campo, o peso seco dos caules, das raizes tuberculosas e
0 seu peso fresco, assim como a absor¢éo de fésforo pela planta aumentaram significativamente. O
aumento da densidade das hifas extraradiculares e intraradiculares e a mudanga da distribuicdo do
padréo do fungo depois da inoculag&o pode ser a razdo principal para o crescimento e melhoramento
da batata doce (Gai, et al., 2005). Uma experiéncia realizada em solos &cidos, com batata doce
inoculada com Gigaspora margarita, revelou que a simbiose micorrizica pode melhorar o
desenvolvimento da raiz e o crescimento do caule nas plantas de batata doce crescidas neste tipo de
solo, indicando assim o papel da simbiose micorrizica no alivio do stress edéfico desta planta (Yano &
Takaki, 2005).

Geralmente a inoculagdo micorrizica resulta num aumento da biomassa da batata doce, no
entanto, diferentes espécies de fungos endomicorrizicos podem ter diferentes eficiéncias. Gai e
colaboradores verificaram que as espécies Acaulospora morowea e Scutellospora gilmorei tiveram
pouco efeito no aumento da biomassa, e as espécies do género Glomus demonstraram maiores
efeitos do que outro género de fungos endomicorrizicos, sendo os mais eficientes na promocao do
aumento da biomassa desta cultura (Gai, et al., 2006). Dentro deste género verificou-se ainda a
existéncia de espécies mais eficientes que outras, existindo assim uma evidéncia crescente de que
0S mecanismos para o estabelecimento da micorriza funcional podem diferir entre espécies e
géneros, apesar de se assumir que todas as espécies de fungos arbusculares tém a mesma fungéo
(Mulongoy, et al., 1988; Gai, et al., 2006). Hung e Sylvia verificaram que a batata doce industrial
inoculada com Glomus deserticola apresentou cerca de 50% de raizes colonizadas, enquanto que a
colonizagdo com Glomus etunicatum e Glomus intraradices foi de 45% e 20% respectivamente (Hung
& Sylvia, 1988). Para além disso, duas espécies de indculo, como por exemplo, Glomus etunicatum e
Glomus mosseae, demonstraram ter uma maior eficiéncia a promover a biomassa da batata doce se
inoculados juntos, do que uma espécie sozinha (Gai, et al., 2006). Uma explicagdo para este
resultado pode estar relacionada com a existéncia de uma fungdo complementar dos nichos

ecolégicos ou pelo desempenho de diferentes funcBes das duas espécies. Pensa-se ainda que a
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inoculacdo com dois fungos pode melhorar a compatibilidade total da planta com o fungo. Por esta
razao, o inéculo comercial é constituido usualmente por dois ou mais fungos (Gai, et al., 2006).

O aumento da biomassa das plantas de batata doce parece estar relacionado com o aumento do
conteddo em fosforo nas raizes tuberculosas (O’Keefe & Sylvia, 1993; Gai, et al., 2006). A maior
parte dos isolados de fungos endomicorrizicos aumentam grandemente a concentracdo de fosforo
nas raizes tuberculosas, e as espécies do género Glomus demonstraram ter efeitos positivos na
concentracao de fésforo nos caules (Gai, et al., 2006).

Os diferentes cultivares de batata doce diferem na sua capacidade para se associarem aos
fungos micorrizicos (Mulongoy, et al., 1988). A auséncia de resposta a infec¢cdo micorrizica pode ser
causada pela pobre compatibilidade simbiética ou inefectividade entre o fungo micorrizico e a batata
doce (Mulongoy, et al., 1988). Vérias publicacdes referem a variacdo da colonizagdo por fungos
endomicorrizicos dependendo do gendétipo da batata doce (Harikumar & Potty, 2002; Harikumar &
Potty, 2007). No entanto, a batata doce parece ser um bom candidato para a producéo de indculo de

fungos arbusculares em cultura aeropdnica (Hung & Sylvia, 1988).

1.5. Compostos bioactivos envolvidos na sinalizagdo quimica da interaccéo
micorrizica

Na rizosfera as plantas interagem com um grande ndmero de microorganismos. Em interac¢cdes
favoraveis, como com as micorrizicas arbusculares e nas simbioses fixadoras de azoto (Rhizobium), é
necessario existir um “didlogo” progressivo estabelecido entre os dois organismos que interagem para
fazer a escolha apropriada do parceiro. Esta comunicac¢éo bidirecional consiste no intercambio de
sinais quimicos transmitidos por ambos o0s potenciais simbiontes. Depois da percepc¢do das
moléculas sinalizadoras, uma via de transdugdo de sinal é induzida, conduzindo a activagdo do
programa genético e de desenvolvimento adequado em ambos os parceiros (Rosu, et al., 2007;
Navazio & Mariani, 2008). Esta compatibilidade implica que a selectividade e os processos de
reconhecimento em plantas discriminem entre microorganismos benéficos e prejudiciais e que estes
determinantes genéticos essenciais para o estabelecimento de fungos endomicorrizicos sejam
comuns a uma parte extensa do reino vegetal (Gianinazzi-Pearson, 1996).

O primeiro passo no desenvolvimento da simbiose micorrizica corresponde a um “didlogo”
molecular antes do contacto entre o fungo e a planta que permite o reconhecimento dos dois
organismos (Gianinazzi-Pearson, 1996; Gadkar, et al., 2001; Gutjahr, et al., 2008). O primeiro evento
de interaccdo € causado pelos compostos que sdo produzidos constitutivamente pelas raizes
hospedeiras. Pensa-se que estes compostos sinal ndo sdo induzidos por um sinal transmitido pelo
fungo porque estes se encontram presentes nos exsudados dos sistemas de raizes que nunca foram
expostas a fungos endomicorrizicos (Nagahashi & Douds Jr., 2000). A analise das bases quimicas e

genéticas do diadlogo entre os dois parceiros € uma pesquisa que continua em aberto, tendo em conta
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a caracteristica biotréfica do fungo simbiético, a sua condicdo multicelular e a variabilidade (Rosu, et
al., 2007; Lambers, et al., 2009).

1.5.1. Exsudados de raizes

Em adicdo aos seus papéis classicos em que fornece um apoio mecénico e permite a absorcao
de agua e nutrientes, as raizes também se especializaram na sua capacidade de sintetizar, acumular,
e segregar uma grande diversidade de compostos. Os compostos quimicos segregados pelas raizes
das plantas para o solo sdo referidos como exsudados das raizes (Walker, et al., 2003).

Algumas das mais complexas interac¢fes quimicas, fisicas e bioldgicas que ocorrem nas plantas
terrestres sdo aquelas que acontecem entre as raizes e o ambiente do solo que as envolve (rizosfera)
(Bais, et al., 2006). A passagem da maioria dos exsudados para a rizosfera é feita por difusdo passiva
como resultado do gradiente de concentragdo elevado que existe entre o citoplasma e a solugéo do
solo (Kuzyakov & Jones, 2006). Através da exsudacdo de uma grande variedade de compostos, as
raizes regulam a comunidade microbiana do solo na sua vizinhanga, controlam a herbivoria,
estimulam a associagéo a simbiontes benéficos, alteram as propriedades quimicas e fisicas do solo e
inibem o crescimento das espécies de plantas competidoras (Walker, et al., 2003).

As raizes das plantas exsudam uma enorme gama de compostos com valor potencial para a
rizosfera. Os exsudados das raizes encontram-se divididos em duas classes de compostos:
compostos de baixo peso molecular, como aminoacidos, acidos organicos, agucares, compostos
fendlicos e outros metabolitos secundarios que contribuem para a diversidade dos exsudados das
raizes, e exsudados de alto peso molecular, como a mucilagem (polissacaridos) e proteinas, que séo
menos diversas mas que fazem parte de uma grande porcao dos exsudados das raizes (Flores, et al.,
1999; Bais, et al., 2006; Steinkellner, et al., 2007).

O efeito da rizosfera, descrito pela primeira vez por Hiltner em 1904, assume que muitos
microorganismos sao atraidos pelos nutrientes exsudados pelas raizes das plantas. Hiltner observou
que o nimero e actividade dos microrganismos aumentava junto as raizes. As raizes iniciavam uma
comunicagdo com 0s microorganismos do solo através da producéo de sinais que eram reconhecidos
por estes, que em seguida produziam sinais para se iniciar a coloniza¢do (Bais, et al., 2006).

A sinalizacdo quimica entre as raizes das plantas e outros organismos do solo, incluindo as
raizes das plantas vizinhas, baseia-se sempre nos compostos quimicos exsudados pelas raizes. Os
mesmos sinais quimicos podem provocar respostas diferentes, podendo repelir um organismo
enquanto que atraem outro, ou pode ocorrer a atrac¢do de dois organismos muito diferentes com
diferentes consequéncias para as plantas (Bais, et al.,, 2006). Os fungos endomicorrizicos
reconhecem a presenca de um hospedeiro compativel através dos exsudados das raizes, um
processo semelhante ao que acontece para as bactérias do género Rhizobium (Bais, et al., 2006;
Bonfante & Genre, 2010).
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Muitos estudos tém sido conduzidos para determinar a influéncia dos exsudados das raizes na
colonizagdo por parte dos fungos endomicorrizicos. Em geral, os exsudados ndo melhoram a
germinacao dos esporos, mas estimulam o crescimento dos fungos e a taxa de colonizacdo (Bécard
& Piché, 1989). A germinacdo dos esporos geralmente ndo requer a presenca de uma raiz
hospedeira (fase ndo simbiética) ou de condicdes especificas. Os esporos da maioria das espécies
de fungos endomicorrizicos podem germinar in vitro, no entanto, o subsequente desenvolvimento das
hifas é limitado. O crescimento da hifa continua num periodo de tempo relativamente pequeno e
cessa antes do esgotamento total das reservas dos esporos, ficando dependente da presenca, mas
sem contacto fisico de um hospedeiro adequado (Bécard & Piché, 1989; Gadkar, et al., 2001; Fortin,
et al., 2002). As hifas alongam 20 vezes mais devagar na auséncia de raizes hospedeiras do que na
sua presenca (Bécard & Piché, 1989). Se o micélio do fungo ndo contactar com as raizes do
hospedeiro ou se o sinal do hospedeiro nao for reconhecido pelo fungo, o crescimento das hifas para
depois de alguns dias (Eskandari & Danesh, 2010). O primeiro fendbmeno de reconhecimento do
fungo e de resposta aos exsudados das raizes é desta forma, o crescimento e indu¢éo da ramificacéo
das hifas. Esta resposta pode ocorrer antes das 36h depois da inoculacdo da planta hospedeira
(Gianinazzi-Pearson, 1996; Bais, et al., 2006; Steinkellner, et al., 2007). O factor de ramificacédo esta
presente nos exsudados das raizes de todas as plantas micotroficas, mas ausente naquelas que néo
sé@o consideradas hospedeiras (Gianinazzi-Pearson, 1996; Bais, et al.,, 2006). Apesar do grande
crescimento micelar, na presencga das raizes, as hifas nao parecem exibir sempre um “crescimento
direcional” até se encontrarem muito perto do hospedeiro (St-Arnaud, et al., 1996). Assim que o
mutualismo é reconhecido, a raiz e a hifa do fungo crescem em direccao um ao outro estabelecendo
contacto fisico (iniciacdo) com a formacao do apressério na superficie da raiz (Gianinazzi-Pearson,
1996; Gadkar, et al., 2001; Sebastiana, et al., 2009). Os exsudados das raizes tém ainda um papel
importante na diferenciagdo do micélio extrarradicular dos fungos endomicorrizicos nas primeiras
fases da formacgéo da simbiose (Akiyama, et al., 2005), e é possivel que estas substancias sinal
influenciem a arquitectura do micélio também nas fases posteriores da associagdo fungo-planta
(Neumann, et al., 2009).

A producéo e qualidade dos exsudados das raizes, em relagcao aos seus efeitos estimulantes no
crescimento dos fungos endomicorrizicos é directamente afectado pela nutricio em fosforo da planta
hospedeira. Os exsudados produzidos pelas plantas com uma quantidade de fésforo adequada séo
menos estimulantes para os fungos endomicorrizicos do que os exsudados produzidos em condi¢des
de stress edéfico, o que é consistente com a grande percentagem de quantidade de raizes
colonizadas por fungos arbusculares em solos com pouco fésforo (Nagahashi & Douds Jr., 2000;
Bais, et al., 2006). E sugerido ainda que a deficiéncia em fosforo aumenta a permeabilidade da
membrana das raizes, que resulta num aumento da perda de metabolitos e desta maneira um
aumento das infec¢@es por parte do fungo (Graham, et al., 1981).

O fraccionamento dos exsudados das raizes sugere que existem diferentes classes quimicas de

compostos de ramificacdo que vdo desde os hidrofilos aos hidrofobos, parecendo evidente que os
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exsudados das raizes possuem mais do que um tipo de compostos que pode estimular a ramificacéo

das hifas dos fungos arbusculares (Nagahashi & Douds Jr., 2000).

1.5.1.1. CO2 e compostos volateis

A planta hospedeira pode estimular o crescimento das hifas através de diferentes tipos de
moléculas sinal em varios pontos durante a colonizagdo por parte do fungo. Pensa-se que algumas
destas moléculas possam ser compostos volateis (Lei, et al., 1991; Gadkar, et al., 2001).

Foi demonstrado primeiro com Gigaspora rosea, e depois confirmado com outras espécies de
Gigaspora, que a fase pré-simbiotica necessita da presenca simultinea de exsudados de raizes e
CO2. Verificou-se que o CO: parece estimular o crescimento das hifas de alguns fungos
endomicorrizicos in vitro (Becard & Piche, 1989; Gadkar, et al., 2001). Becard e Piché (1989)
sugeriram que Gigaspora rosea era capaz de fixar CO2 como sendo uma fonte mineral de carbono
(Becard & Piche, 1989). Outro estudo in vitro com 14CO2 marcado radioactivamente e espectrocopia
de NMR confirmou a fixagdo as escuras de CO: durante a germinacdo de esporos de Glomus
intraradices (Lei, et al., 1991; Fortin, et al., 2002). Assim, a possibilidade de um papel duplo de CO:
na biologia das endomicorrizas tanto como um estimulante da germinagdo e uma fonte de carbono
ndo pode ser excluida (Gadkar, et al., 2001).

Gemma e Koske (1988) propuseram a implicagdo de outros volateis com origem nas raizes
durante a fase pré-simbidtica do crescimento do fungo. A quimioatrac¢ao dos tubos germinantes de
Gigaspora gigantea é observada quando é usado um conjunto de plantas in vitro em que as hifas de
fungo séo cultivadas aeroponicamente (Bécard & Piché, 1989; Fortin, et al., 2002). No entanto, esta

hip6tese encontra-se pouco estudada.

1.5.1.2. Fitorreguladores

Os fitorreguladores sé@o conhecidos por desempenharem um papel nos diferentes processos de
desenvolvimento das plantas. Estes compostos possuem uma grande variedade estrutural e
encontram-se em pequenas quantidades, regulando quase todos os aspectos da vida da planta,
incluindo o crescimento e desenvolvimento e a resposta a stresses abidticos e biéticos (Lu, et al.,
2010). Pouco é sabido sobre a funcdo dos fitorreguladores durante o processo de colonizacao
micorriizica; no entanto, existe a evidéncia que estes estdo envolvidos nos eventos de sinalizacdo
entre os fungos arbusculares e ectomicorrizicos e as plantas hospedeiras, sendo também possiveis
intervenientes na regulacdo da simbiose (Kaldorf & Ludwig-Muller, 2000; Herrera-Medina, et al.,
2007).

O papel dos fitorreguladores na colonizagdo micorrizica sempre foi um foco de atencédo dos
investigadores desde a descoberta das auxinas (Gogala, 1991). As auxinas sdo uma classe de

fitorreguladores presentes em todas as plantas, que estdo associados a muitos processos de
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crescimento e desenvolvimento da planta, incluindo o alongamento do caule, a iniciacdo e
crescimento da raiz, divisdo celular, biossintese de etileno, vascularizacdo dos tecidos, diferenciacéo
de tecidos, dominancia apical, desenvolvimento de frutos e das flores, fototropismo e geotropismo
(Ribnicky, et al., 1998; Reinecke, 1999; Campanella, et al., 2004; Lu, et al., 2010). As auxinas que
ocorrem naturalmente nas plantas incluem o acido 3-indole-acético (IAA), acido 3-indole-butirico
(IBA), acido fenilacético (uma auxina fraca) e acido 4-cloro-indole-acético (4-Cl-1AA) (Figura 1.12.)
(Nordstrom, et al., 1991; Reinecke, 1999).

A auxina IAA foi o primeiro fitorregulador a ser usado no enraizamento de caules. Mais tarde, foi
descoberta um segundo fitorregulador, o IBA, que também promove o enraizamento sendo mais
eficaz do que o acido 3-indole-acético, possuindo uma grande actividade no crescimento de raizes
adventicias. Este facto € atribuido a maior estabilidade deste fitorregulador em solucao e nos tecidos
das plantas do que o IAA (Nordstrom, et al., 1991; Epstein & Ludwig-Muller, 1993; Ludwig-Muller, et
al., 2005). Para além disso, o IAA e o IBA (Figura 1.11.) podem ser interconvertidos, verificando-se

gue o IBA pode actuar como precursor do IAA (Minorsky, 2005).
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Figura 1.11. Representacdo da estrutura quimica dos fitorreguladores acido 3-indole-acético (IAA), acido 3-
indole-butirico (IBA), acido fenilacético (PAA) e acido 4-cloro-indole-acético (4-CI-1AA).

Um estudo verificou que as auxinas podem afectar o crescimento dos fungos endomicorrizicos
directamente. O IAA em concentracdes micromolar tem um efeito inibidor na proliferacdo de hifas
intraradiculares de Glomus fistulosum (10puM reduz a proliferacdo das hifas para quase zero),
enquanto que 10uM de IBA nao é inibidor do seu crescimento. Estes resultados suportam a hipotese

de que o fitorregulador IBA é um factor de alguma forma envolvido positivamente e importante na
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colonizacéo das raizes pelos fungos endomicorrizicos (Kaldorf & Ludwig-Muller, 2000). Um estudo
refere a actividade aumentada da IBA sintetase durante os primeiros estadios da colonizacdo por
fungos arbusculares, levando ao aumento da biossintese do IBA nas raizes (Kaldorf & Ludwig-Muller,
2000). Embora o papel do IBA durante a formacéo da simbiose seja ainda especulativo, pensa-se que
antes ou mesmo depois do inicio da colonizacéo, a producédo de IBA na planta aumenta de modo a
promover a producdo de um grande numero de raizes laterais, que serdo mais facilmente
colonizaveis pelo fungo de modo a aumentar as taxas de infeccdo. Coloca-se a hipétese de que o
aumento desta hormona possa ser induzida pelo fungo (Kaldorf & Ludwig-Muller, 2000).

Alguns estudos referem a alteracdo das concentrac6es de outro fitorregulador nas plantas
micorrizadas, o acido abcisico (ABA) (Figura 1.12.). O ABA regula a resposta da planta a varios
stresses abidticos, como a seca, 0 sal e o frio. Tendo em conta que alguns destes stresses séo
aliviados pela presenca de fungos arbusculares nas plantas, sugere-se que o mecanismo das plantas
micorrizicas em relagdo ao alivio de um determinado stress possa ser mediado por este
fitorregulador. O aumento das concentragBes de ABA foi demonstrado nas plantas micorrizadas e
verificou-se que um mecanismo activo da biossintese de ABA pelas plantas é necesséario para
assegurar o desenvolvimento micorrizico apropriado (Herrera-Medina, et al., 2007). Herrera-Medina e
0s seus colaboradores demonstraram que as plantas de tomate mutantes para a biossintese de ABA
sd0 menos susceptiveis a infeccdo com Glomus intraradices do que as plantas selvagens, verificando
gue a adicdo de ABA exdgeno aumenta a susceptibilidade do tipo selvagem ao fungo arbuscular.
Concluindo-se desta forma, que o ABA enddgeno é necessario para o estabelecimento dos fungos
arbusculares, e que o ABA aplicado exogenamente pode modular a taxa de colonizagdo no tomate,
promovendo o crescimento dos fungos arbusculares. Este estudo sugere ainda que o ABA é
necessario para o processo de formacéo de arbisculos (Herrera-Medina, et al., 2007). Nas raizes das
plantas mutantes, os parametros de frequéncia e intensidade de colonizacdo das raizes e a
abundancia de arbusculos foi reduzida para aproximadamente 70% a 80% comparando com as
plantas selvagens, estes resultados podem significar que o ABA é necessario para a penetragdo da

planta e para a sua dispersdo no cortex da raiz (Herrera-Medina, et al., 2007).
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Figura 1.12. Representagao da estrutura quimica do acido abscisico.
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1.5.1.3. Compostos fendlicos - Flavonoides

Os flavonéides podem ser encontrados em diferentes grupos de plantas e o seu papel como
compostos de sinalizagdo durante o estabelecimento das micorrizas arbusculares é questionavel
(Steinkellner, et al., 2007). Embora se tenha verificado que estimulam o crescimento dos fungos
endomicorrizicos, como é o caso por exemplo, da quercitina (Becard, et al., 1992), o campferol e a
morina (Chabot, et al., 1992) e da apigenina (Scervino, et al., 2006); estes compostos fendlicos
(Figura 1.13.) foram colocados de parte como sendo candidatos a factores de ramificacdo porque os
exudados das raizes de milho mutante, deficientes na chalcona sintase, demonstraram ter uma
actividade comparavel com os exudados das raizes do tipo selvagem (Akiyama, et al., 2005; Bais, et
al., 2006). Além disso, experiéncias in vitro e in vivo demonstraram que na formacao micorrizica, o
normal desenvolvimento e crescimento dos fungos simbibticos, pode ser obtido na auséncia de
flavonoides, ndo sendo estes essenciais na interacgdo fungo-planta (Fortin, et al., 2002; Gianinazzi-
Pearson, 1996). No entanto, existem vérias indicacdes que revelam que nas fases finais da
associacdo micorrizica, quando os fungos arbusculares se encontram bem estabelecidos, as

mudancas na composicao flavonoide da planta tem um efeito regulador (Steinkellner, et al., 2007).
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Figura 1.13. Representacdo da estrutura quimica de alguns flavondides envolvidos na estimulacdo do
crescimento de hifas de fungos micorrizicos.
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1.5.1.4. Acidos gordos

A analise da composi¢do do solo em acidos gordos é (til para o estudo do estado e das
mudancas das comunidades microbianas do solo, entre elas as simbioses micorrizicas (Laczko, et al.,
2003). Os ésteres metilicos dos acidos gordos sao reconhecidos como sendo biomarcadores das
raizes endomicorrizadas (Grigera, et al., 2007). A presenca de lipidos nos exsudados das raizes ja foi
demonstrada, mas pouca atencao foi prestada sobre os possiveis efeitos biol6gicos deste grupo de
compostos. Alguns fungos ectomicorrizicos demonstraram ter reagido aos 6leos vegetais e a alguns
acidos gordos puros pelo aumento da sua taxa de crescimento (Fries, et al., 1985). Um estudo refere
a presencga de varios acidos gordos na fraccao lipidica dos exsudados de raizes de pinheiro e o seu
efeito no crescimento de trés fungos ectomicorrizicos (Laccaria amethystina, Laccaria bicolor e
Leccinum aurantiancum). Os exsudados de Pinus demonstraram ter como compostos dominantes o
acido palmitico, estearico, oleico e linoleico (Figura 1.14.). Foi também observado que a quantidade
de lipidos exsudada foi maior do que a quantidade presente nos tecidos das raizes (Fries, et al.,
1985). Outro estudo refere que o crescimento de varias ectomicorrizas € estimulado depois da adi¢édo
de acido palmitico ou estearico (Laczko, et al., 2003). Laczko e colaboradores colocaram ainda a
hipotese de que a planta produz quantidades aumentadas de lipidos neutros contendo acidos gordos
saturados em resposta ao fungo e que o fungo absorve estes acidos gordos nos sitios de contacto
iniciais e os transporta para o micélio extrarradicular, de modo a promover o crescimento do micélio
(Laczko, et al., 2003).
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Figura 1.14. Estrutura quimica de acidos gordos presentes nos exsudados de raizes e que influenciam o
crescimento das hifas de fungos micorrizicos.
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1.5.1.5. Estrigolactonas

A primeira descricdo da estrutura das estrigolactonas data dos anos 1960 (Walter, et al., 2010).
Estes compostos foram descritos como sendo lactonas sesquiterpénicas, primeiramente identificadas
como sendo estimulantes da germinacdo de sementes das plantas parasitas da familia
Orobancheaceae, como a Striga, Orobanche e Phelipanche spp. (Akiyama, et al., 2005; Steinkellner,
et al.,, 2007; Walter, et al., 2010). Recentemente, as estrigolactonas foram reconhecidas como
factores de ramificacdo das hifas de fungos arbusculares (Akiyama, et al., 2005; Bais, et al., 2006;
Steinkellner, et al., 2007; Walter, et al., 2010; Ruyter-Spira, et al., 2011). Estes compostos foram
descritos pela primeira vez como desempenhando este papel em 2005 por Akiyama e colaboradores,
gue identificaram estrigolactonas nos exsudados de raizes da planta hospedeira Lotus japonicus
(Akiyama, et al., 2005; Walter, et al., 2010). A estrigolactona isolada do exsudado de L. japonicus &
derivada do estrigol, (+-)-5-desoxi-estrigol (Akiyama, et al., 2005). Além disso, pensa-se que as
estrigolactonas ndo estdo s envolvidas na ramificacdo das hifas dos fungos arbusculares mas
também actuam como sinais no crescimento direcional destes fungos através das raizes
(intercelularmente); no entanto, ainda ndo existem dados que o comprovem (Akiyama, et al., 2005;
Steinkellner, et al., 2007).

S
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Figura 1.15. Estrutura quimica das estrigolactonas naturais e da estrigolactona sintética GR24.

37



As estrigolactonas estéo presentes nos exsudados de plantas de diversas familias, incluindo as
monocotiledoneas sorgo, milho e milho mitdo e das dicotiledéneas algodao, ervilhas, trevo vermelho
(Akiyama, et al., 2005) e também s&o encontradas em exsudados de raizes de plantas nao
hospedeiras (Steinkellner, et al., 2007). Foram isoladas cinco estrigolactonas naturais. A sorgolactona
foi a terceira estrigolactona natural a ser isolada dos exudados de raizes de sorgo e também se
observou ser bastante activa no crescimento e ramificacdo dos fungos endomicorrizicos. O estrigol foi
isolado de uma cultura aséptica de raizes de planta Menispermum dauricum, uma planta chinesa
medicinal, que também induz a ramificacdo das hifas. A estrigolactona sintética, GR24 demonstrou
ser menos activa que as estrigolactonas naturais (Akiyama, et al., 2005). Na Figura 1.15. pode
observar-se a estrutura quimica das diferentes estrigolactonas naturais e sintéticas mencionadas.

A partir do momento em que as plantas sdo micorrizadas, a producdo de estrigolactonas é
reduzida (Lépez-Réez, et al., 2011) e como consequéncia a colonizagdo posterior por fungos
arbusculares é reduzida comparando com as plantas ndo micorrizadas. Os niveis alterados de
estrigolactonas nos exsudados das raizes das plantas micorrizadas faz desta forma com que a
colonizagdo seguinte por fungos seja afectada. Para além disso, observou-se que os exsudados das
raizes micorrizadas de sorgum e milho induzem a baixa germinacdo de sementes Striga do que os
exsudados das plantas ndo micorrizadas (Steinkellner, et al., 2007).

Em condi¢des de baixas quantidades de nutrientes, essencialmente fésforo e azoto, as plantas
produzem mais estrigolactonas, aumentando a atrac¢cio em relacdo aos fungos micorrizicos, mas por
outro lado aumentando o risco de crescimento de ervas daninhas (Lambers, et al., 2009; Lopez-Réez,
etal., 2011).

As estrigolactonas foram classificadas como sendo uma nova classe de hormonas vegetais, visto
que em adicao ao seu papel como moléculas sinalizadoras na rizosfera, também estdo associadas a
regulacdo da arquitectura dos caules da planta inibindo a sua ramificagdo lateral (Bonfante & Genre,
2010; Walter, et al., 2010; L6pez-Raez, et al., 2011). Como é esperado de uma hormona vegetal, as
estrigolactonas tém funcdes reguladoras adicionais e podem interagir com outras hormonas vegetais.
Nas raizes, as estrigolactonas podem estar envolvidas no controlo da formacao de pélos radiculares
(Walter, et al., 2010). Este efeito directo no desenvolvimento das plantas é considerado como sendo a
funcéo principal desta classe de moléculas, que séo de facto produzidas por muitos taxa de plantas,
incluindo aquelas que nédo se associam a fungos micorrizicos (Bonfante & Genre, 2010).

Pouco se sabe sobre a via biossintética das estrigolactonas nas plantas devido as suas
concentracbes extremamente baixas (Akiyama et al., 2005; Walter, et al., 2010). O quanto as
estrigolactonas sdo essenciais para 0 estabelecimento da simbiose micorrizica tem sido

frequentemente discutido, mas a sua indispensabilidade nunca foi provada (Walter, et al., 2010).
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1.5.2. Exsudados de fungos micorrizicos

Os fungos endomicorrizicos exsudam também compostos quimicos durante o seu crescimento
pré-simbidtico. Um “didlogo” molecular precede a colonizacdo das raizes, fazendo com que os
parceiros estejam informados da sua proximidade reciproca. No entanto, as moléculas flingicas
bioactivas responsaveis por este fendbmeno ainda ndo foram identificadas, mas pensa-se que sejam
parcialmente lipofilicas e sugere-se que tenham um esqueleto de quitina. Estes sinais difusos,
sempre referidos como factores Myc, factores de micorrizacdo, sdo conhecidos como sendo
precentidos pela planta, da mesma forma que os exsudados das raizes séo precentidos pelo fungo,
com auséncia de contacto fisico entre os dois parceiros (Bonfante & Genre 2010; Maillet, et al., 2011).
Os fitorreguladores também se encontram presentes nos exsudados dos fungos micorrizicos e tém
sobretudo um papel no crescimento das raizes de modo a potenciar o aumento dos locais de

infeccao.

1.5.2.1. Factores Myc

A descoberta da estrutura dos sinais Myc € importante para a compreensdo da evolugdo das
endossimbioses nas raizes das plantas e para o estudo da parte molecular e celular destas
interaccdes. Estes compostos sdo uma mistura de lipoquitooligossacarideos sulfatados e nao
sulfatados que tém semelhancas estruturais com os factores Nod, factores de nodulacdo, das
bactérias do género Rhizobium. Tanto os sinais simbiéticos Nod como Myc sdo constituidos por um
esqueleto de quitina oligossacaridico, que € composto por quatro ou cinco residuos de glucosamina,
N-acilado no residuo de glucosamina na extremidade n&o redutora (Figura 1.16.) A presenca destes
compostos foi identificada nos exsudados do fungo Glomus intraradices (Maillet, et al., 2011).

As experiéncias com Myc sintéticos revelaram que estes aumentam a formag&o de micorrizas
arbusculares, provavelmente estimulando tanto a ramificacdo das raizes como a densidade de
infeccdo (Malillet, et al., 2011). Desta forma, os factores Myc podem ser considerados ndo sdo s6
sinais simbidticos que estimulam a formag¢do micorrizica mas também reguladores de crescimento
das raizes hospedeiras. Isto sugere que a simbiose com fungos arbusculares, no decorrer da
evolucao, selecionou os sinais do fungo que podem modificar o desenvolvimento da raiz, facilitando a
posterior infeccdo simbidtica (Maillet, et al., 2011). Embora os potenciais factores Myc dos fungos
arbusculares estejam correntemente em investigacdo, na base das potenciais semelhancas com o
factor Nod, a biossintese de moléculas similares parece ndo ocorrer nos fungos ectomicorrizicos
(Bonfante & Genre, 2010).
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Figura 1.16. Proposta das estruturas quimicas dos principais factores de micorrizagdo exsudados pelos fungos
endomicorrizicos, Myc-LOCs (lipoquitooligossacarideos) (adaptado de Maillet, et al., 2011)

1.5.2.2. Fitorreguladores

De forma semelhante aos exsudados das raizes, pensa-se que os fungos micorrizicos também
exsudem para a rizosfera fitorreguladores. Na simbiose ectomicorrizica varios exemplos séo
conhecidos em que o IAA é produzido pelo parceiro fungico, podendo resultar no aumento das raizes
laterais e subsequentemente na estimulacdo da formacdo da simbiose. Em adic&o, foi sugerido que o
IAA e citocininas, libertadas pelo fungo podem também contribuir para 0 aumento do crescimento da
planta (Kaldorf & Ludwig-Muller, 2000; Niemi, et al., 2002). A inoculagdo com estirpes especificas de
fungos sdo importantes no enraizamento de algumas plantas in vitro e in vivo, mimetisando o papel
das auxinas nas plantas (Niemi, et al., 2002).

O ABA também foi encontrado nos exsudados de fungos micorrizicos. O aumento das
concentracbes de ABA foi demonstrado nas plantas micorrizadas e quantidades mais elevadas de
ABA foram encontradas nas hifas do fungo do que nas raizes. Estes resultados indicam que o
aumento de ABA detectado nas raizes micorrizadas pode ser, pelo menos em parte, o resultado da
sintese deste fitorregulador pelos fungos arbusculares (Herrera-Medina, et al., 2007). Um estudo
verificou a biossintese de ABA por parte das hifas do fungo Glomus intraradices e que esta levava ao

aumento da biossintese de IBA por parte da planta hospedeira (Kaldorf & Ludwig-Muller, 2000).
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1.5.2.3. Ergosterol

Em contraste com as hormonas vegetais, o esterol ergosterol (Figura 1.17.) é especifico para
fungos e ndo ocorre em plantas, sendo muitas vezes um marcador do conteddo em fungo em

amostras biol6gicas, incluindo raizes ectomicorrizadas e micélio extrarradicular (Laczko, et al., 2003)

e pensa-se que esteja também envolvido no estabelecimento da simbiose mutualista com as plantas.

Figura 1.17. Representacao da estrutura quimica do ergosterol.

O ergosterol é o esterbide principal da maior parte dos fungos, com um papel essencial na
estabilizacdo da membrana. Para além dos fungos micorrizicos, o ergosterol ocorre também em
muitos fungos patégeneos de plantas. A partir de um estudo com estes fungos colocou-se a hip6tese
de que as plantas possuem receptores de ergosterol para a deteccdo de fungos invasores. No
entanto, continua por explicar como estdo os sistemas de percepgcdo das plantas para estes
componentes flngicos conectados com a patogénese e simbiose (Granado, et al.,1995).

1.6. O aroma da batata doce

O sabor e o aroma da batata doce formam-se predominantemente durante a confeccdo deste
alimento. E sabido que a confecgéo culinaria altera substancialmente o sabor e aroma caracteristico
do alimento cru. Esta alteragdo ocorre em fungdo de variaveis como 0 aquecimento (temperatura,
duracéo e método) e a composicao quimica inicial do produto (Kays & Wang, 2000).

O sabor é derivado da sensacao obtida através do contacto dos compostos sollveis em agua
com os quimioreceptores orais. Das quatro sensacdes de paladar, a doce € a dominante na batata
doce cozinhada. Esta dogura € derivada dos acgUcares presentes na raiz crua (principalmente
sacarose, glucose e frutose) e maltose que é formada a partir da hidrolise do amido durante o
processo de confeccdo alimentar (Kays & Wang, 2000; Wang & Kays, 2003; Kays, 2006). Muitos dos

alimentos que consumimos habitualmente apresentam um sabor e aroma pouco dominantes e
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apresentam conteldos de aglcares muito baixos, por exemplo arroz <1%, milho e batata branca 2%
versus 8% a 40% de acUcares na batata doce (Wang & Kays, 2003; Kays, 2006).

Para além da docura caracteristica, a batata doce emite um aroma muito agradavel e intenso
quando cozinhada. O aroma é considerado como tendo um papel predominante em relacéo ao sabor.
Isto deve-se em parte ao maior nimero de receptores odoriferos que possuimos e a sua capacidade
na discriminacédo entre odores. A singularidade de muitas substancias volateis constituintes do aroma
parece depender da sua capacidade para estimularem o 6rgdo olfactivo (Kays & Wang, 2000). Os
constituintes volateis contribuem desta forma para a percepgéo sensorial total (palato e odor) (Purcell,
et al., 1980) e permitem a existéncia de uma grande diversidade de aromas nos alimentos.

Os componentes volateis emitidos pela batata doce quando cozinhada podem ter duas origens:
(1) — o aumento da volatilidade dos compostos presentes nas raizes tuberculosas que coincide com o
aumento da temperatura durante a confecg¢do, (2) - reacgbes quimicas que ocorrem durante a
confeccdo alimentar, das quais resulta a sintese de novos produtos (Wang & Kays, 2001). A reaccao
de Maillard, a degradacdo de Strecker (passo reaccional intermédio da reac¢cdo de Maillard), e a
carameliza¢@o s8o0 0s mecanismos reaccionais mais comuns na sintese induzida termicamente dos
compostos volateis da batata doce (Nakamura, et al., 2013) que contribuem para o aroma, a caramelo
e doce, deste alimento (Wang & Kays, 2003).

Os produtos de reac¢éo de Maillard responsaveis por este aroma caracteristico sdo derivados do
furano (Lee & Shibamoto, 2002), tendo sido os primeiros compostos heterociclicos identificados
resultantes desta reaccgdo. Verificou-se que alguns dos compostos apresentam toxicidade (ex. 2-
furaldeido e o 5-hidroximetilfurfural) (Khan, et al., 1995). O contetido de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF)
nos alimentos tem sido estudado por varios grupos de investigadores, tendo sido encontradas baixas
concentracbes em carne e produtos a base de carne (abaixo de 0,9mg/kg), concentra¢cBes variadas
em péo (acima de 410mg/kg) e café (5 a 420mg/L) e concentragdes mais elevadas em frutos secos e
sumos feitos com fruta seca (25 a 2900 mg/kg) e em produtos com caramelo (110 a 9500 mg/kg).
Com base em estatisticas de consumo, verifica-se que o pdo e o café sdo os que mais contribuem
para a exposi¢cdo ao HMF, visto que sdo consumidos diariamente pela populagcéo (Murkovic & Pichler,
2006). A relevancia toxicolégica do 5-HMF encontra-se ainda pouco estudada em detalhe. Em
concentracdes elevadas, o0 que se pensa nao ser relevante em nutricdo e na sua utilizagdo como um
ingrediente para conferir aroma, o HMF é citotoxico e causa irritagdo nos olhos, no tracto respiratério
superior, na pele e nas membranas mucosas (Adams, et al., 1997; Murkovic & Pichler, 2006).
Janzowski e colaboradores (Janzowski, et al., 2000) concluiram com base numa absor¢édo estimada
de 30 a 60 mg (0,5-1 mg/kg de peso corporal) que os resultados in vitro ndo indicavam um risco para
a saude. Outras publicac¢des, por outro lado, indicam que o HMF para além de mutagénico pode ser
transformado pelas sulfotransferases humanas e de ratos em 5-sulfoximetil-2-furfural (SMF) e que
este composto também demonstrou ser mutagénico (Murkovic & Pichler, 2006; Friedman, 2005).

O 2-furaldeido foi identificado e quantificado em bebidas ndo alcodlicas 4mg/L; bebidas
alcodlicas (10mg/L), gelados (13mg/kg), rebucados (12mg/kg), alimentos assados (17mg/kg),
gelatinas e pudins (0,8mg/kg), pastilha elastica (45mg/kg) e xaropes (30mg/L) (Cary, et al., 2000).
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Pensa-se que o consumo didrio total por pessoa de 2-furaldeido e dos seus precursores (alcool
furfurilico e ésteres furfurilicos), através de alimentos em que estes ocorrem naturalmente, seja de
aproximadamente de 0,3 mg/kg/dia (Adams, et al., 1997). Apesar de ndo existirem muitas referéncias
quanto a toxicidade do composto, um estudo indicou que tanto o 2-furaldeido como o 5-metilfurfural
ndo apresentaram actividade mutagénica para Salmonella typhimurium, mas que danificaram o DNA,
levando a sua quebra na presenca de Cu?* (Khan, et al., 1995; Yamashita, et al., 1998; Janzowski, et
al., 2000). E referido também que apesar dos resultados da actividade mutagénica do 2-furaldeido em
bactérias ser relativamente negativo, este composto é claramente genotéxico in vitro em células de
mamiferos, produzindo aberragdes cromossomicas e mutacdes genéticas (Irwin, 1990). No entanto,
alguns estudos com ratos in vivo e in vitro referem que o 2-furaldeido ndo actua directamente no
DNA, fazendo com que a exposi¢éo a 2-furaldeido tenham pouco potencial genotdxico (Adams, et al.,
1997). Por outro lado, estudos in vivo em ratinhos revelaram que a exposicdo oral crénica ao
furaldeido aumenta a incidéncia de cancro nos ductos biliares, tumores malignos e benignos no
figado (Irwin, 1990). Tumores benignos e malignos foram observados em ratos e ratinhos depois da
exposicdo oral a 60 e 50mg/kg do seu peso corporal, respectivamente, durante 103 semanas (Cary,
et al., 2000). Os dados relativos a toxicidade aguda deste composto em animais sdo variaveis; no
entanto, € sabido que o 2-furaldeido é téxico por inalagédo e por via oral (LDso cerca de 120mg/kg de
peso corporal), sendo a irritagdo do tracto respiratorio e as lesdes pulmonares consistentemente
observadas depois de uma exposi¢do Unica e repetida (Irwin, 1990).

Outro composto resultante da reac¢éo de Maillard com aroma a caramelo é o maltol (3-Hidroxi-2-
metil-4H-piran-4-ona). Alguns aldeidos resultantes da degradacdo de Strecker, como o
fenilacetaldeido e o benzaldeido, sdo também importantes componentes da constituicdo volatil da
batata doce depois de cozinhada (Wang & Kays, 2003).

Pensa-se que a producado destes volateis esteja associada a dogura da variedade, ou seja, uma
variedade com um maior contelldo em acuUcares, é aquela que produz uma maior quantidade de
produtos/compostos de Maillard (Wang & Kays, 2003). A dogura e o aroma tipicos da batata doce
podem divergir de variedade para variedade (Wang & Kays, 2003; Kays, 2006). No entanto, outros
factores para além dos genéticos, como por exemplo as condi¢bes de cultura, a realizacdo de cura e
as condicbes de armazenamento, podem modelar estas duas propriedades (Purcell, et al., 1980;
Wang & Kays, 2001).

1.6.1. Areaccédo de Maillard

Em 1912, um cientista francés, Louis-Camille Maillard (1878-1936) publicou um artigo
descrevendo a reacgdo entre aminoacidos e agucares redutores, com o0 aguecimento da mistura de
reacgao, que resultava na cor caramelo (“browning”) desta mistura (Zhang, et al., 2009). A reaccédo
gue Maillard observou consiste na glicosilagdo ndo enzimatica de aminoacidos ou proteinas (Hidalgo

& Zamora, 2000) que ocorre através da interaccao entre um grupo amina de péptidos ou proteinas e
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um grupo carbonilo de aglcares redutores ou outros hidratos de carbono (Lee & Shibamoto, 2002).
Maillard escreveu um protocolo original envolvendo a reac¢ao quimica entre aminoacidos e aglcares,
descrevendo detalhes sobre o mecanismo desta reaccao, que viriam mais tarde a ser confirmados: a
formacgéo de CO:2 a partir dos grupos carboxilo dos amino&cidos, a desidratacéo de aglcares com a
formacado de ligacBes duplas e por vezes estruturas ciclicas, a formacéo de pigmentos castanhos,
que pensava serem substéncias policiclicas azotadas, o grau de reactividade dos aminoacidos e dos
aclicares (a alanina mais reactiva que o0s outros aminodcidos, pentoses mais reactivas que as
hexoses, monossacaridos mais reactivos que os dissacaridos); e a possibilidade desta reaccao
ocorrer a 37°C. Esta reacgao, que ficou conhecida pelo nome do cientista que pela primeira vez a
descreveu, foi enumerada em 7 artigos cientificos entre 1912 e 1917, mas foi ignorada durante 24
anos (Finot, 2005; Zhang, et al., 2009).

Genericamente, a reac¢do de Maillard € uma reaccdo entre aminas, aminoacidos, péptidos ou
proteinas e acUcares redutores (ex. monossacaridos: glucose e frutose; dissacéaridos: maltose,
lactose) ou vitamina C (Friedman 1996) que ocorre por aquecimento dos alimentos e é denominada
muitas vezes por reacc¢ao de “browning” (acastanhamento) ndo enzimatico. O acastanhamento dos
alimentos pode também acontecer através de uma via enzimética, em que ocorre a oxidacdo de
fendis, através de oxidases polifendlicas e peroxidases, este esta associado a degradacdo dos
alimentos e ao seu processamento a baixas temperaturas, em condicbes em que a actividade
enzimética ndo € comprometida (Shibamoto & Bjeldanes, 2009; Krishnan, et al., 2010). No entanto,
verificou-se que a reac¢do de Maillard também se encontra presente e pode ser responsavel pela
degradacédo dos alimentos durante o seu armazenamento a temperatura ambiente (Lee & Shibamoto,
2002; Friedman, 2005; Somoza, 2005). Produtos da reaccdo de Maillard foram encontrados nas
sementes de rabanete (Raphanus sativum L.) e cevada (Hordeum sp.) com cerca de 1500 anos (Kays
& Wang, 2000). Além disso, esta reacgdo complexa ndo ocorre s6 em alimentos mas também em
papel, téxteis, indUstrias biofarmacéuticas (Zhang, et al., 2009) e in vivo, no corpo humano, onde os
compostos de Maillard sao formados a partir de hidratos de carbono e proteinas endégenos (Somoza,
2005).

Para além da temperatura, que ao aumentar faz com que a velocidade da reaccao aumente, a
reaccao de Maillard pode ser influenciada por outros factores como a natureza dos reagentes (ex.
composicao quimica do alimento cru), a combinacao temperatura-tempo durante o armazenamento, 0
pH, a actividade da agua nos alimentos, a presenca de oxigénio e metais e a presenca de inibidores
da reaccdo, como o diéxido sulfirico. A manipulacdo destas variaveis pode levar a um balanco
diferente das varias vias reaccionais e dos produtos resultantes; no entanto, esta reaccdo é

notoriamente dificil de controlar (Martins, et al., 2001).
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1.6.1.1. Diagrama de Hodge

Desde o seu reconhecimento que o trabalho de investigacéo realizado em torno da reaccéo de
Maillard se focou essencialmente nos alimentos e em sistemas modelo. Estes sistemas modelo
permitiram a descoberta de muitos produtos e vias reaccionais desta reac¢do e consistem no estudo
de reacgOes envolvendo aclcares redutores e aminoacidos, da degradagéo térmica dos produtos, da
degradacdo térmica de acucares, das reaccdes de pirdlise de aminoacidos e dipéptidos (Lee &
Shibamoto, 2002). O esquema basico da reaccdo de Maillard, utilizado ainda hoje, foi publicado por
John Hodge em 1953 (Hodge, 1953). Este esquema € um sumario simples e elementar, mas
consolidado, dos mecanismos da reaccao. Estudos mais recentes estabeleceram que existem outros
mecanismos importantes, que ndo foram tidos em conta no esquema simplista de Hodge (Ames,
1998; Matrtins, et al., 2001).

Segundo o diagrama de Hodge (Figura 1.18.), a fase inicial da reaccdo de Maillard envolve a
condensacgdo de um grupo carbonilo. Por exemplo, a partir de um acucar redutor como a glucose
(aldose) e um grupo amina livre, normalmente o grupo amina de residuos de lisina em proteinas,
forma-se um produto condensado (Martins, et al., 2001). Esta reaccao de glicosilagdo ndo enzimatica
resulta na formagdo de uma base Schiff instavel (aldimina) que espontaneamente se rearranja para
formar uma mais estavel, 1-amino-1-desoxi-2-cetose (cetoamina), que € também conhecida como
produto Amadori, nome atribuido pelo cientista italiano Mario Amadori (Zhang, et al., 2009). Os
produtos Amadori sdo degradados através de varias reacc¢cbes quimicas, levando a formacgédo de
furfurais, reductonas e produtos fragmentados (compostos carbonilo e hidroxicarbonilo). Todos estes
compostos podem também ser formados directamente de reac¢des de degradagdo dos acglcares
(caramelizacao), isto é, sem a intervencdo de um composto amina. No entanto, Hodge considerou
gue o0 grupo amina reage como um catalisador, sendo a reac¢d@o descrita inicialmente mais rapida,
em que mais produtos intermediarios se formam do que aqueles resultantes da degradacédo de
acucares (Hidalgo & Zamora, 2000; Somoza, 2005; Boekel, 2006; Zhang, et al., 2009). A degradacao
dos produtos de Amadori esta dependente do pH do sistema. Por exemplo, a pH igual ou inferior a 7,
estes sofrem 1,2-enoclisacéo e ocorre a formacédo de 2-furaldeido (quando se encontram envolvidas
pentoses) ou hidroximetilfurfural (HMF) (quando estdo envolvidas hexoses). A um pH superior a 7
pensa-se que a degradagcdo de compostos de Amadori ocorre maioritariamente por 2,3-enolisacgéo,
em que reductonas, como o 4-hidroxi-5-metil-2,3-dihidrofurano-3-ona, e uma variedade de produtos
de cisdo, incluindo o acetol, o piruvaldeido e o diacetilo se formam. Todos estes compostos séo
altamente reactivos e participam nas reacc¢des seguintes (Martins, et al., 2001). Os produtos de ciséo
a-dicarbonilo, por exemplo, a butanediona, o glioxal, o metilglioxal, formados na degradacéo dos
produtos Amadori, sdo capazes de reagir com aminoacidos através da degradacdo de Strecker, em
que ocorre a desaminacéo e descarboxilacdo dos aminoacidos, para originar aldeidos Strecker (ex. 3-
metilbutanal da leucina, metional da metionina). Estes aldeidos sofrem condensac&o originando

pirazinas, tiofenos e furanos.

45



+ composto amina
Aldose - > Glucosamina N-substituida

-Agua

rearranjo de Amadori

b

‘ Produte de Amadori (1-amino-1-deoxi-2-cetosel

<ou=pH7
»pH7 =pHT
Bases de Schiff de
Hidroximetilfurfural e ——'-l Produtos de cisdo (acetol, diacetil, piruvaldeido, etc.) |
2-Furaldeide
+ aminodcido

degradagio de
Strecker

r

| Reductonas |;_2—|I;|J Dehidroreductonas ]‘Aflv Aldeides ‘
+

fap)

v "

3

Aldol e polimeros
ndo azotados

| Hidroximetilfurfural e 2-Furaldeido I

+ composto amina + composto + composto + composto + composto
amina amina amina
¥ L

amina

‘ Melanoidinas (polimeros azotados de cor castanha)

Figura 1.18. Diagrama de Hodge (adaptado de Zhang, et al., 2009).

Os aldeidos de Strecker e as pirazinas contribuem para o aroma dos alimentos aquecidos
(Martins, et al.,, 2001; Boekel, 2006; Zhang, et al., 2009). Em adicdo, os fragmentos dicarbonilo
podem actuar como precursores de acrilamida, aminas heterociclicas (Tuohy, et al., 2006). Na fase
final da reaccdo de Maillard formam-se a maior parte dos compostos responsaveis pela cor dos
produtos cozinhados. Nesta fase da-se a condensacéo de aldol resultante dos furfurais, reductonas e
aldeidos. Ao mesmo tempo, as reacc¢fes destes mesmos intermediarios com compostos amina levam
a formacdo de produtos finais da reac¢do, conhecidos na ciéncia alimentar como melanoidinas.
Hodge definiu as melanoidinas como “polimeros azotados e acastanhados” (Hodge, 1953; Hidalgo &
Zamora, 2000; Martins, et al., 2001; Zhang, et al., 2009).

1.6.1.2. O papel da reacc¢do de Maillard na qualidade dos alimentos

Tendo em conta que todos os alimentos possuem proteinas e hidratos de carbono, os produtos
das reaccGes de Maillard estdo presentes diariamente na dieta humana em quantidades
consideraveis. E por isso importante estudar os mecanismos e os produtos desta reacGio e 0s seus
efeitos nas propriedades organolépticas, na aparéncia, na qualidade nutricional e na seguranga

alimentar (Friedman, 1996). Os produtos resultantes das reac¢cbes de Maillard fornecem
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caracteristicas aos alimentos, associadas a sua qualidade e seguranga, que sdo bastante relevantes
na escolha dos consumidores (Somoza, 2005): a formac&o de cor ou perda de cor, a formacdo de
aromas ou desaparecimento de aromas, a producdo de compostos com actividade antioxidante, a
reducdo do valor nutritivo e a formacdo de compostos potencialmente toxicos (Ames, 1998). Estas
duas ultimas possibilidades podem colocar em causa a qualidade e seguranca alimentares (Friedman,
1996, Lee & Shibamoto, 2002).

Como referido anteriormente, a reaccéo de Maillard consiste na modificacdo quimica envolvendo
proteinas e hidratos de carbono, resultando na formagdo de proteinas glicosiladas. Tais reacgfes
podem afectar adversamente o valor nutritivo dos alimentos (Friedman, 1996) levando a modificacéo
quimica irreversivel de alguns aminoacidos, a degradacdo de aminoacidos essenciais na dieta (lisina
e triptofano), a um decréscimo na digestibilidade proteica (Martins, et al., 2001; Tessier & Birlouez-
Aragon, 2010) e a inibicdo de enzimas proteoliticas e glicoliticas (Friedman, 1996; Martins, et al.,
2001; Friedman, 2005). No entanto, para além do decréscimo da digestibilidade proteica, o
tratamento pelo calor dos alimentos pode levar a destruicdo de nutrientes como vitaminas, compostos
fendlicos e acidos gordos polinsaturados (Tessier & Birlouez-Aragon, 2010). A vitamina C (acido
ascorbico), por exemplo, pode reagir com grupos amina livres no lugar de agucares redutores, 0 que
leva & sua perda. Outros nutrientes importantes como alguns metais (cobre, zinco, ferro) podem
formar complexos com produtos das reacc¢des de Maillard (produtos Amadori e melanoidinas) (Zhang,
et al.,, 2009). Para além da degradacdo de micronutrientes, a perda de agua com 0 concomitante
aumento da densidade cal6rica é outra consequéncia das reac¢fes de Maillard no valor nutritivo dos
alimentos (Pouillart, et al., 2008).

Para além da alteracdo do valor nutritivo dos alimentos, os compostos quimicos resultantes da
reaccao de Maillard possuem actividades fisioldégicas e biolégicas que tém recebido muita atencao
nas Ultimas décadas (Irwin, 1990; Lee & Shibamoto, 2002; Tuohy, et al., 2006; Zhang, et al., 2009)
visto que na mesma reaccdo podem originar-se compostos com propriedades carcinogénicas,
mutagénicas e alergénicas (ex. imidazoles, metilglioxal, furfurais, etc.) e a0 mesmo tempo compostos
com propriedades antimutagénicas, antioxidantes, antimicrobianas, e antialergénicas (ex.

melanoidinas) (Friedman, 2005).

1.7. Métodos analiticos

1.7.1. Isolamento e analise de compostos envolvidos na sinalizacédo entre raizes e fungos
micorrizicos

Os compostos bioactivos envolvidos na interac¢cdo simbibtica encontram-se presentes em
pequenas quantidades dificultando o seu isolamento e analise. Para além disso, muitas substancias
interferentes e impurezas podem fazer parte dos exsudados, sendo por isso necessaria a sua

preparacao e purificacdo prévia.
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A extracgdo de fitoquimicos dos exsudados das raizes faz-se essencialmente através de
extraccao liquido-liquido envolvendo a extracgao especifica, utilizando diferentes solventes organicos.
A diferente particdo dos exsudados das raizes resulta no isolamento de varias classes de compostos
guimicos (Bais, et al., 2006) .

Os fitorreguladores sé@o possivelmente os compostos de interesse para a simbiose micorrizica
mais estudados, devido a sua presenca e importancia no desenvolvimento das plantas, existindo por
isso um maior nimero de métodos descritos para o seu isolamento e analise. Usualmente as
hormonas vegetais, sdo extraidas através de métodos como a extraccdo liquido-liquido (LLE),
extraccdo em fase solida (SPE) e cromatografia em coluna (Ek, et al., 1983; Dunlap & Guinn, 1989;
Lu, et al., 2010). Outros processos como a microextracgdo em fase sélida (SPME), microextracgao
em fase liquida e microextraccdo liquido-liquido (DLLME) foram propostas com sucesso e
desenvolvidas para a extraccdo de hormonas vegetais (Lu, et al., 2010). A analise das diferentes
hormonas vegetais ja foi descrita envolvendo a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) (Birkemeyer, et al., 2003; Barkawi, et al., 2008) (com derivatizagdo prévia do
extracto, pentafluorobenzilacdo, metilacéo, trimetilsililacéo (Rolcik et al. 2005)), cromatografia de alta
resolucdo (HPLC) (Dobrev, et al., 2005; Stoll, et al., 2006), electroforese capilar (Liu, et al., 2002),
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) (Durgbanshi, et al., 2005; Pan, et
al., 2008; Lu, et al., 2008) e a utilizacdo de imunoensaios (Wodzicki, et al., 1987; Kaldorf & Ludwig-
Muller, 2000; Rolcik et al. 2005, Lu, et al., 2010).

A extraccdo dos factores de ramificacdo presentes nos exudados das raizes, como as
estrigolactonas, tem sido efectuada através de extraccao liquido-liquido a 4gua de crescimento de
raizes com o solvente acetato de etilo e a analise realizada por HPLC (Akiyama et al. 2005). Mais

recentemente, a andlise de estrigolactonas foi realizada por LC-MS/MS (Lépez-Réaez, et al., 2011).

1.7.2. Isolamento e analise dos compostos volateis do aroma da batata doce

O estudo do aroma da batata doce, principalmente depois de cozinhada, tem tido como objectivo
principal a distin¢cdo de variedades e clones, visando o melhoramento e a selec¢cdo de uma variedade
que seja mais aceite pelo consumidor relativamente a esta caracteristica (Horvat, et al., 1991; Kays,
et al., 1998; Kays & Wang, 2002; Wang & Kays, 2003; Kays, 2006).

A analise do aroma de alimentos é um processo bem estabelecido, desde o trabalho pioneiro de
Powers e Keith (1968) aplicando andlise discriminante dos aromas do café e do amendoim (Wang &
Kays, 2003). Visto que o aroma caracteristico de um determinado alimento deriva de um pequeno
numero de volateis ou, por vezes, de um composto apenas, pensa-se que a correlacdo dos volateis
constituintes com a analise sensorial é essencial para determinar quais os odores activos
determinantes. E por isso usual que os estudos realizados em alimentos cozinhados, incluindo a
batata doce, utilizem a olfatometria acoplada a cromatografia gasosa (GC-O) na identificacao e
determinacéo da importancia de alguns odores (Kays, et al., 1998; Wang, et al., 1998; Wang & Kays,
2000; Wang & Kays, 2001; Wang & Kays, 2003; Kays, 2006; Yang, et al., 2008a; Yang, et al., 2008b).
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Um dos métodos utilizados para compreender a contribuicdo individual de cada composto volatil € o
AEDA (AEDA — aroma extract dilution analysis). Este método permite estimar a contribui¢édo relativa
de cada composto para a globalidade do aroma, através da analise cromatografica de diluicées em
série do extracto do aroma, sendo a presenca de cada composto/odor avaliada por um técnico
através da sniffing port (GC-O). Numa determinada diluigdo do extracto um dado composto pode
deixar de ser sentido pelo técnico como constituinte do odor total, sendo este considerado menos
activo/contributivo que outro composto sentido para a mesma diluicdo (Wang & Kays, 2000; Kays,
2006). Os estudos ja realizados ao aroma da batata doce cozinhada foram também realizados
através da andlise por GC-MS e GC-IST (internal standard methodology), tendo sido possivel a
identificacdo e quantificacdo dos compostos volateis constituintes do aroma (Kays, 2006).

A recolha dos volateis foi realizada depois da confeccdo da batata doce utilizando
essencialmente técnicas de purga e captura (Tenax) ou destilacdo por arrastamento de vapor; no
entanto, verificou-se que estas ndo eram as mais indicadas na quantificagdo. Outra técnica descrita
por Sun et al. (1993) utilizou uma montagem em que o forno onde a batata foi cozinhada se
encontrava ligado a uma coluna de vidro contendo um solvente arrefecido com gelo para a captura
dos volateis. Foi utilizado um gés de arrastamento (hélio) de modo a transportar os volateis do forno
para a coluna. Ao solvente de captura foi adicionado um padrdo interno para posterior quantifica¢&o.
A amostra de volateis recolhida foi depois concentrada num evaporador rotativo e sob corrente de

azoto purificado de modo a poder ser cromatografavel (Sun, et al., 1993).

1.8. Abordagem as metodologias
1.8.1. Cultura de raizes e fungos endomicorrizicos in vitro

O estabelecimento de culturas de raizes in vitro pode influenciar grandemente o entendimento
da simbiose micorrizica (Fortin, et al., 2002), incluindo o desenvolvimento da micorriza, o
metabolismo do carbono, a absor¢do de nutrientes, a morfologia da fase extraradicular, o mecanismo
de sinalizagao/reconhecimento (Bécard & Piché, 1989; Nagahashi & Douds, 2000), e a interaccao
com patégeneos da planta (Douds Jr., 2002).

Em todos os métodos actuais de cultivo de fungos endomicorrizicos, a presenca de uma planta
hospedeira € indispenséavel, devido a ja referida natureza biotréfica obrigatéria destes
microorganismos. Muitos métodos foram desenvolvidos, incluindo o classico sistema com solo,
sistemas de hidro e aeroponia e a recente cultura in vitro de raizes em cultura monoxénica (Gadkar,
et al.,, 2001). A cultura de raizes tem vantagens Obvias em relacdo aos sistemas tradicionais,
permitindo a producéo de propagulos livres de contaminantes (Kandula, et al., 2006).

A tecnologia de culturas monoxénicas é uma ferramenta importante para o estabelecimento
experimental das associagdes micorrizicas. A cultura de raizes foi pela primeira vez desenvolvida por
White (1943) (Fortin, et al., 2002). Estes autores utilizaram raizes excisadas crescidas num meio

sintético mineral suplementado com vitaminas e uma fonte de carbono. No entanto, o crescimento

49



abundante de raizes foi registado em poucas espécies (Fortin, et al., 2002). Um pequeno mas
crescente numero de publicacdes descrevem o estabelecimento com sucesso das associagdes com
fungos micorrizicos usando um pequeno nimero de espécies de fungos arbusculares (Fortin, et al.,
2002; Bi, et al., 2004).

A colonizagédo de fungos micorrizicos em condi¢gBes in vitro foi pela primeira vez descrita no
principio dos anos 1960 (Mosse, 1962), quando a presenca de Pseudomonas foi considerada
necessaria para assegurar a colonizacdo. Pelos anos 1970, a simbiose livre de bactéria foi
conseguida (St-Arnaud, et al., 1996). No trabalho pioneiro de Mosse e Hepper (1975) usando culturas
de raizes de Lycopersicum esculentum Mill. (tomate) e Trifolium pratense L. (trevo vermelho) para o
estabelecimento de micorrizas in vitro com Glomus mosseae, estes autores demonstraram pela
primeira vez que os esporos de fungos endomicorrizicos podem ser usados com sucesso para
colonizar raizes excisadas crescidas num meio de cultura com base mineral. St-Arnaud, et al., 1996).
Mais tarde, Strullu and Romand (1986, 1987) demonstraram que é também possivel reestabelecer
micorrizas em raizes excisadas de FragariaxAnanassa Duchesne (morango), Allium cepa L. (cebola)
e tomate, usando a fase intraradicular (vesiculas e por¢des de raizes micorrizadas) de varias
espécies de Glomus como inéculo (Fortin, et al., 2002).

Vérios sistemas utilizando raizes excisadas de varias espécies hospedeiras assim como
diferentes tipos de formulacdes de meio foram desenvolvidos para cultivar fungos endomicorrizicos
monoxenicamente (Pawlowska, et al., 1999). Um numero crescente de espécies de fungos foi
cultivada monoxenicamente: Acaulospora rehmii (Dalpé & Declerck,2002), Gigaspora rosea,
Gigaspora margarita, Gigaspora gigantea, Glomus etunicatum, Glomus intraradices, Glomus
versiforme, Glomus caledonium, Glomus fasciculatum e Glomus macrocarpum, Glomus proliferum,
Glomus deserticola e Glomus fistulosum (Pawlowska, et al., 1999; Bi, et al., 2004; Kandula, et al.,
2006). No entanto, menos de 5% das espécies de fungos arbusculares conhecidas séo cultivadas
com sucesso através deste processo, limitando o conhecimento da biologia dos fungos arbusculares
(Pawlowska, et al., 1999).

A utilizac@o de culturas de raizes com o intuito de estudar as questdes relacionadas com as
relagbes bioguimicas, genéticas e fisiolégicas entre os fungos endomicorrizicos e 0s seus
hospedeiros € suportado pelo facto de estes tecidos demonstrarem possuir as mesmas
caracteristicas micorrizicas das raizes in vivo onde estas estruturas se desenvolvem (Fortin, et al.,
2002).

1.8.1.1. Raizes transgénicas

As raizes transgénicas sdo caracterizadas por apresentarem elevadas taxa de crescimento como
as culturas celulares e células ndo organizadas (calli), mantendo um fenoétipo estavel como uma raiz
nao transformada (Tone, et al., 1997), e possuirem uma elevada estabilidade genética, considerada
uma vantagem na cultura de érgaos (Giri & Narasu, 2000; Giri, et al., 2001; Choi, et al., 2004). Muitos
estudos usando diferentes raizes transformadas demonstraram uma estabilidade genética e

bioguimica de mais de 10 anos (Lanoue, et al.,, 2004) ndo produzindo quiméras ou variacdes
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somaclonais como as respectivas culturas celulares (Saxena, et al., 2007). A cultura de raizes
transgénicas possui por isso um grande potencial para o estudo e cultivo de fungos arbusculares que
ndo podem ser cultivados axenicamente em meio sintético na auséncia de um hospedeiro (Nuutila, et
al., 1995) sendo uma alternativa as culturas de raizes excisadas.

Desde os principios dos anos 80, que as raizes transgénicas ou hairy roots sdo utilizadas como
um sistema experimental no estudo do metabolismo das raizes (Robins, 1998) e vistas como uma
alternativa as culturas de suspens@es celulares na producdo de compostos quimicos em larga escala
(Lanoue, et al., 2004). Além disso, sdo uma opc¢ao a colheita destrutiva de espécies em que as raizes
acumulam metabolitos de elevado interesse econémico (Guillon, et al., 2006). As hairy roots sao
também consideradas um bom sistema no estudo da biologia das raizes, na formacédo de raizes
secundérias e pélos radiculares e da interaccdo da raiz com patdgeneos e organismos simbiontes
(Kuzovkina, et al., 2004; Figueiredo, et al., 2006).

As raizes transgénicas formam-se a partir de uma transformacdo genética natural das plantas
pela infeccdo da bacteria gram-negativa existente no solo, Agrobacterium rhizogenes Conn.. A
bactéria do solo Agrobacterium rhizogenes é responsavel pelo sindrome hairy root, que se baseia no
crescimento activo de raizes ramificadas em plantas dicotiledoneas devido a transferéncia de uma
por¢cdo do plasmideo de DNA (Ri T-DNA) para o genoma da planta (Giri & Narasu, 2000; Bourgaud,
et al., 2001; Kuzovkina, et al., 2004; Hu & Du, 2006; Srivastava & Srivastava, 2007). Na natureza
estas raizes favorecem a estabilidade da planta no solo e aumentam a superficie de absorcdo das
raizes. Geralmente este fendmeno favorece um crescimento mais activo e pode ser vantajoso para a
planta (Kuzovkina, et al., 2004).

Quando a bactéria infecta a planta o T-DNA entre as regides TR e TL do plasmideo Ri da
bactéria, indutor da formacdo de raizes, é transferido e integrado no genoma nuclear da planta
hospedeira. Este T-DNA possui um conjunto de genes responsaveis pela producdo de enzimas que
controlam a biossintese de auxinas e citocininas. O novo balango hormonal induz a formag&o de uma
proliferacdo de raizes, denominadas por hairy roots, que emergem do local da infec¢do. O fendtipo
das hairy roots é caracterizado por um crescimento rapido, independente de hormonas, com auséncia
de geotropismo e geneticamente estavel. Estas raizes tém a capacidade de crescer in vitro, na
auséncia da bactéria estabilizadora, e geralmente crescem melhor que as raizes ndo transformadas
da mesma espécie, apresentando uma grande incidéncia de raizes secundarias laterais ao contrario
das raizes nao transformadas (Shen, et al., 1988; Nuutila, et al., 1995; Tone, et al., 1997; Guillon, et
al., 2006; Hu & Du, 2006; Fortin, et al., 2002). As ORFs (open reading frames) 10, 11 e 12 (rol (root
locus) A, rol B e rol C, respectivamente), constituintes da regido plasmideo, sdo consideradas
essenciais para a formacdo das hairy roots (White, et al., 1985). O gene rol B tem um importante
papel na inducdo das hairy roots, enquanto que o rol A e o rol C e as outras ORFs actuam
sinergisticamente para promover a inducéo de raizes (Zdravkovic-Korac, et al., 2004). Foi referido
gue os genes rol do Ri T-DNA induzem um ndmero de mudancas relativamente a sensibilidade a fito-

hormonas e ao metabolismo das fito-hormonas (Ishizaki, et al., 2002). Diferentes estudos sugerem
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que os tumores de hairy roots resultam do aumento da sensibilidade das células transformadas aos
niveis enddgenos de auxinas (Gelvin, 1990).

Mais de 450 espécies de diferentes géneros e familias (Juglandaceae, Lamiaceae, Moraceae,
Ranunculaceae, Solanaceae, Asteraceae, Cucurbitaceae, Plumbaginaceae, Apocynaceae,
Asclepdiadaceae e Apiaceae) sdo conhecidas como sendo susceptiveis a infeccdo com esta bactéria.
As opinas, produzidas pelos tecidos das plantas infectadas, actuam como um substrato nutritivo para
a bactéria na rizosfera (Hamill & Lidgett, 1997; Srivastava & Srivastava, 2007). Baseado nos tipos de
opinas produzidas, as estirpes de A. rhizogenes podem ser separadas em cinco linhas: octopinas,
agropinas, nopalinas, manopinas e cucumopinas (Hu & Du, 2006). As estirpes agropina sdo as
estirpes mais utilizadas devido a sua forte capacidade de inducdo (Hu & Du, 2006). A escolha da
estirpe de A. rhizogenes é conhecida por influenciar a frequéncia de transformacéo, a capacidade de
crescimento, a morfologia, e a qualidade e quantidade de producdo de metabolitos secundarios
(Lourenco, et al.,, 1999; Fu, et al.,, 2005). No estabelecimento de hairy roots podem utilizar-se
diferentes tipos de material vegetal, como folhas, hipocétilos ou protoplastos. O material é ferido e
inoculado com A. rhizogenes. Usualmente dois ou trés dias depois, o explante é transferido para um
meio de cultura com antibiéticos como a cefotaxima, carbencilina, vancomicina, ampicilina ou
tetraciclina de modo a eliminar a bactéria (Hu & Du, 2006).

As espécies Daucus carota L. (cenoura) e Convolvulus sepium L. (bindweed) estdo entre as
primeiras a serem transformadas laboratorialmente com Agrobacterium rhizogenes Conn.. A cultura in
vitro de fungos micorrizicos arbusculares e raizes transgénicas comegou a ser estudada por varios
grupos de investigagdo e a primeira cultura de raizes transgénicas a ser colonizada por fungos
endomicorrizicos foi realizada por Mugnier e Mosse (Mugnier & Mosse, 1987). Estes autores
conseguiram com sucesso colonizar as raizes transgénicas de Convolvulus sepium usando esporos
de Glomus mosseae, mas como aconteceu anteriormente com as raizes nao transformadas (raizes
excisadas) desta espécie, a esporolagdo ndo ocorreu (Mugnier & Mosse, 1987; Pawlowska, et al.,
1999; Fortin, et al., 2002). Outras raizes transgénicas, como as de cenoura, beterraba e cebola foram
utilizadas nestes estudos (Bécard & Piche, 1989; Nuutila, et al., 1995). A primeira esporolagdo in vitro
de um fungo endomicorrizico foi conseguida por Becard e Fortin (Becard & Fortin, 1988) e usando
raizes transgénicas de cenoura colonizadas com Glomus intraradices (Fortin, et al., 2002).

O cocultivo das raizes transgénicas de certas plantas e os fungos micorrizicos permite tracar o
ciclo do estabelecimento e desenvolvimento das micorrizas em condi¢cdes estéreis, desde a
germinacao do esporo a subsequente formacdo de contactos entre as hifas e as raizes, a sua
penetracdo nas raizes das células e a formacdo de vesiculas intraradiculares (Kuzovkina, et al.,
2004). O ciclo de vida de um fungo endomicorrizico cultivado em raizes transgénicas termina na
formagédo de esporos maturos; o seu nimero depende da espécie de fungo. Por exemplo, a espécie
Glomus caledonium forma cerca de 300 esporos por caixa de Petri, enquanto que o Glomus
intraradices cerca de 80000 (depois de 3 a 4 meses de cultivo) (Kuzovkina, et al., 2004; Kandula, et
al., 2006). Os esporos produzidos in vitro podem ser utilizados para inocular novas raizes (Fortin, et

al., 2002). Em alguns casos, a esporolagdo dos fungos endomicorrizicos permite a utilizacdo de
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sistemas de larga escala de producao axénica de inoculo através de culturas em bioreactores (Flores,
et al., 1999).

A aplicacdo de esporos maturos esterelizados e fragmentos de raizes micorrizadas é de
especifico interesse pratico devido a possivel producdo em grande escala de in6culo de fungo de
qualidade, livre de contaminacdes por parte de fungos e bactérias. Este indculo é especialmente
importante quando utilizado para a adaptacdo de plantas estereis produzidas por transformacéo
genética e propagacao microclonal ao campo de cultivo. A introdugdo de in6culo micorrizico estéril
antes da transplatacdo destas plantas para o solo pode eliminar a fertilizagdo do solo devido ao
contacto natural estabelecido entre a planta e a microflora natural (Fortin, et al., 2002; Kuzovkina, et
al., 2004).

A primeira cultura continua de raizes transgénicas com fungos endomicorrizicos in vitro, foi
desenvolvida por Strullu e Romand (1986) e é usada actualmente numa grande gama de espécies de
Glomus e Gigaspora (Gigaspora margarita, G. gigantea, Glomus fasciculatum, G. intraradices, G.
versiforme e G.caledonium) (Fortin, et al., 2002; Eskandari & Danesh, 2010). As culturas continuas
sdo obtidas através da transferéncia de raizes micorrizadas para meio fresco com ou sem esporos
(St-Arnaud, et al., 1996). Depois desta transferéncia, a simbiose preexistente continua a proliferar
(Fortin, et al., 2002).

Apesar da natureza artificial do sistema de culturas in vitro, existem varias razées legitimas para
se continuarem a usar no estudo dos fungos endomicorrizicos. O fungo forma estruturas tipicas de
colonizacédo (ex. apressorio, arbusculo e vesiculas) e produz micélio extraradicular e esporos. A
producdo de esporos, morfologicamente e estruturalmente semelhantes aqueles produzidos nas
culturas de pote, e estruturas intraradiculares capazes de iniciar novas simbioses micorrizicas
seguida de subcultura indica que o fungo é capaz de finalizar o seu ciclo de vida. Pode ser assim
assumido que os mecanismos que controlam os passos iniciais da colonizagéo in vitro refletem aquilo
que ocorre in vivo (Fortin, et al., 2002), possibilitando o estudo dos aspectos moleculares e também

bioguimicos da simbiose micorrizica arbuscular.

1.8.1.2. Importancia do meio de cultura nas culturas in vitro

Os componentes do meio de cultura de culturas in vitro em condi¢cdes axénicas controlam a
fisiologia da planta hospedeira e consequentemente influenciam as relagcfes entre o fungo e a planta,
influenciando a colonizag&o das plantas pelos fungos endomicorrizicos (Bressan, 2002). Os fungos
endomicorrizicos foram estabelecidos pela primeira vez por Jensen (1942), num meio inorgéanico
communmente usado em estudos de nodulagdo, este meio ndo possuia azoto e continha 265mg de
fosforo (as CaHPO4 e KoHPO4)/L (Mosse & Phillips, 1971).

Segundo a literatura, e como ja foi referido anteriormente, as espécies de plantas e os niveis
disponiveis de fésforo no solo determinam a resposta das plantas aos fungos endomicorrizicos. O

fésforo adicionado ao solo aumenta o tamanho das plantas, mas decresce a infeccdo micorrizica em
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50% e a producdo de esporos em 80% em relacdo directa com a quantidade de fertilizante
adicionado (Mosse, 1973; Bressan, 2002). De igual modo, a concentracdo de fésforo no meio de
cultura tem influéncia na micorrizacdo (Mosse, 1973). No entanto, verificou-se que a adicao de
pequenas quantidades de fésforo ao meio agarificado melhoram a germinacédo dos esporos e do
crescimento do tubo germinativo dos fungos endomicorrizicos. Para além disso, alguns estudos
sugerem que o controlo da colonizacdo micorrizica esta ligada a presenca de fésforo no tecido do
hospedeiro e néo no meio de cultura (Bressan, 2002).

A concentracdo de azoto também tem uma importancia relevante na colonizacdo das raizes.
Uma concentracdo acima dos 2mM inibe o crescimento dos tubos germinativos dos esporos.
Concentracfes entre 1 e 2 mM permitem o desenvolvimento dos tubos germinativos mas estes nao
se ligam a superficie das raizes. No entanto, quando o meio de cultura contem menos de 0,2mM de
azoto, o fungo demonstra algum crescimento direccional para a raiz e a fixagdo da hifa a superficie da
raiz € observada (Bressan, 2002).

A concentracdo de acUcar no meio de cultura também afecta a colonizacéo da raiz por parte do
fungo. Uma baixa concentracdo de sacarose (4g/L) aumenta o crescimento do tubo germinativo
enquanto que uma concentracdo maior que 20g/L deste aclcar leva a que o crescimento das hifas
cese e que nao haja fixacdo destas a superficie da raiz (Bressan, 2002).

As culturas de raizes transgénicas e fungos micorrizicos in vitro com o objectivo de producao de
esporos comegou por isso a ser realizada pela redugéo de concentracdo de certos nutrientes no meio
de cultura evitando a inibicdo micorrizica, mas ndo afectando o crescimento e desenvolvimento das
raizes (Fortin, et al., 2002). O meio M (Becard & Fortin, 1988), por exemplo, € um meio de cultura
modificado do meio White inicialmente desenvolvido para as culturas de raizes de tomate. A
composicdo em macronutrientes do meio White é consideravelmente mais baixa que a do meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) e B5 (Gamborg, et al., 1968), usado vulgarmente na cultura de plantas in
vitro (Bécard & Piché, 1992). No entanto, este meio diluido é adequado para o crescimento das
raizes. A composi¢cdo do meio M é ainda mais pobre e foi desenvolvida depois de realizados ensaios
gue compararam os efeitos de diferentes concentracdes de elementos na formagdo micorrizica
(Becard & Fortin, 1988). Um meio similar ao meio M é o meio MSR (Modified Strullu-Romand)
(Declerck, et al., 1996). Este é também um meio de cultura modificado, que foi desenvolvido para
optimizar o crescimento da fase intraradicular do fungo in vitro. A composicdo de macronutrientes do
meio MSR é similar a do meio M. As diferencas entre os dois meios de cultura ocorre na
concentracdo dos oligoelementos e vitaminas (Fortin, et al., 2002; Eskandari & Danesh, 2010).

Um estudo com vista a uma producdo mais efectiva de esporos e que teve em conta a
importancia da constituicdo do meio de cultura na colonizagdo micorrizica, descreve um método que
consiste na compartimentalizacdo da caixa de petri onde se desenvolve a cultura monoxénica (St-
Arnaud, et al., 1996; Douds Jr., 2002, Singh, 2002). Uma metade da caixa é suplementada com
sacarose onde sao colocadas as raizes transgénicas micorrizadas e a outra metade da caixa ndo é
suplementada com o aclcar. A colonizacdo do compartimento sem raizes pelo micélio do fungo

ocorre geralmente entre as seis e as oito semanas depois da inoculacdo das raizes micorrizadas no
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compartimento proximal. O micélio comega a crescer vigorosamente, formando uma frente de hifas
visivel e que coloniza inteiramente este compartimento, levando a formagédo de esporos, que coincide
com um abrandamento consideravel do crescimento das raizes e 0 seu acastanhamento. Os efeitos
estimulantes envolvidos na densidade de esporos e hifas no compartimento distal estdo associados
possivelmente a auséncia de sacarose (St-Arnaud, et al., 1996). Este método parece ser interessante
para a producdo de esporos, visto que permite a producdo de um maior nimero destas estruturas do
que os métodos que ndo envolvem a compartimentalizacdo do meio de cultura (St-Arnaud, et al.,
1996).

1.8.2. Métodos analiticos
1.8.2.1. Colunas cromatograficas de liquidos iénicos

Os liquidos i6nicos representam uma classe de solventes organicos ndo moleculares que séo
liquidos a temperaturas relativamente baixas (ponto de fusdo<100°C), e sdo usualmente compostos
por um catido organico contendo N ou P (ex. imidazélio, piridinio, grupo amonio quaternario e grupo
fosfénio quaternério) e por um anido de natureza organica (ex. trifluorometilsulfonato [CF3SOg3],
bis[(trifluorometil)sulfonillimida [(CF3S02)2N], trifluroetanoato [CFzCOz2]) ou inorganica (ex. CI, Br,
[BF4], [PFe]). Teoricamente, as combina¢Bes disponiveis entre anides e catibes podem dar origem a
1018 tipos diferentes de liquidos iénicos (Poole & Poole, 2010; Ragonese, et al., 2012; Tan, et al.,
2012). Os liquidos i6nicos tém sido largamente empregues em varios campos da quimica, como na
sintese, catalise, industria quimica e quimica analitica (Ragonese, et al., 2012; Tan, et al., 2012). As
propriedades especificas destes solventes organicos ndo moleculares, como a baixa volatilidade
(pressao de vapor desprezivel), elevada estabilidade térmica e excelente selectividade relativamente
a classes quimicas especificas e boa capacidade de cobertura sobre a parede interior de capilares de
silica fundida, fez com esta classe de compostos fosse considerada como adequada as fases
estacionarias de GC, bem como para o revestimento de fibras de microextragdo em fase sélida
(SPME) (Qi & Armstrong, 2007; Ragonese, et al., 2011; Ragonese, et al., 2012; Tan, et al., 2012). As
fases estacionarias de liquidos i6nicos diferem fisicamente e quimicamente das outras fases
estacionarias, porque sdo mais pequenas comparadas com as grandes fases poliméricas de
polisiloxano e polietilenoglicol e n&o possuem grupos hidroxilo activos. Pensa-se que estas
caracteristicas permitam com que possuam uma grande estabilidade mesmo na presenca de
humidade ou de oxigénio (Sigma-Aldrich, 2013).

Pacholec e Poole foram os primeiros a avaliar os sais orgéanicos liquidos como fases
estacionérias no principio dos anos 1980s. As colunas demonstraram ter uma boa selectividade para
grupos funcionais polares e com ligagdes hidrogénio, mas tinham uma baixa eficiéncia para analitos
ndo polares e uma temperatura de degradacéo relativamente baixa. Nos finais dos anos noventa, o
grupo do Prof. Daniel W. Armstrong estudou a dualidade da natureza dos liquidos iénicos como fases
estacionarias para cromatografia gasosa e as fases estacionarias de liquidos i6nicos com base

imidazolica demonstraram ter uma maior eficiéncia confirmando as diferentes selectividades obtidas

55



tanto para solutos polares como apolares (Sanchez-Prado, et al., 2012; Tan, et al., 2012). Além disso,
as investigagdes preliminares sobre a estabilidade dos liquidos i6nicos relativamente a natureza do
catido revelou que os catides com base imidazélica exibem grandes estabilidades térmicas
(Ragonese, et al., 2012). Outra classe de fases estacionarias que tém merecido muita atencédo sdo as
fases estacionarias com base fosfonio, desenvolvidas pela primeira vez por Poole e colaboradores, e
avaliadas como fases estacionarias para GC, demonstrando grande estabilidade térmica (Ragonese,
etal., 2012).

Tabela 1.1. Caracteristicas principais das colunas de liquidos iénicos SLB™-IL utilizadas neste trabalho.

Liquido iénico Temp. maxima (°C) Observages
IL-59 1,12-Di(tripropilfosfonio)dodecane 300 Considerada semelhante as
bis(trifluorometilsulfonil)imida colunas de polietilenoglicol
H,C ;
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P/\/CHx comercialmente por WAX)
NN AN
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HyC F
=« F CH, F><s’o
Z
F 540 CH; o7 \N
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_ . . . N Coluna de polaridade
IL-76 Tri(tripropilfosfoniohexanamido)trietilamina 270 P
o . o elevada. Diferengas de
bis(trifluorometilsulfonil)imida &
selectividade mesmo quando
H,C CH,
2 i el ) comparada com colunas
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: £ com 0s mesmos valores de
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bis(trifluorometilsulfonil)imida extremamente polar
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Desde 2008, varias colunas cromatograficas contendo vérias fases estacionéarias de liquidos
i6nicos com diferentes polaridades foram introduzidas no mercado pela Supelco Sigma Aldrich Inc
(Tabela 1.1.). As colunas sédo comercializadas com o nome SLBTM-IL seguidas pelos nimeros de 59
a 111. A polaridade destas colunas, determinada através da classificacdo de McReynolds, aumenta
com o aumento do nimero da coluna, sendo a SLBTM-IL59 embora polar, a coluna menos polar de
liquidos idnicos (com uma polaridade semelhante a uma coluna de polietilenoglicol, PEG) e a SLBTM-
IL111 a mais polar.

A coluna IL-59 é também utilizada na analise de compostos apolares, visto que um estudo
verificou que os indices de retengdo obtidos usando n-alcanos, eram similares aos das fases
estacionarias apolares (Ragonese, et al.,, 2011). A capacidade selectiva desta fase estacionaria é
explicada pela dualidade da natureza dos liquidos iénicos, ja acima referida, que confere as fases
estacionarias polares a capacidade de separarem ndo s6 moléculas polares mas também de se
poderem comportar como fases estacionérias apolares na separagcdo de moléculas apolares (Tan, et
al., 2012). Relativamente a coluna IL-111, esta é considerada como extremamente polar, sendo esta
polaridade maior do que a coluna cromatografica TCEP (1,2,3-tris(2-cianoetoxi)propano), uma fase

estacionaria com polaridade elevada (Sanchez-Prado, et al., 2012).

1.8.2.2. Microextraccdo em fase sélida (SPME)

A microextraccdo em fase sdlida, SPME (solid-phase microextraction), € uma técnica de
extracgao relativamente recente e parece ser uma alternativa valida aos métodos tradicionais para a
preparacdo de amostra e na extrac¢cdo de compostos organicos, porque é um meétodo em que o
tempo de extraccdo € curto e ndo necessita da utilizacdo de solventes. Este método desenvolvido por
Arthur e Pawliszyn em 1990 (Arthur & Pawliszyn, 1990) consiste numa fibra de silica fundida,
revestida por uma fase estacionaria polimérica que pode ser introduzida numa amostra gasosa ou
liquida (Gorecki & Pawliszyn, 1997). A extraccdo de uma matriz aquosa com a fibra de SPME
directamente exposta € usualmente utilizada para a extraccdo de compostos semivolateis (Eisert &
Pawliszyn, 1997). A amostragem na SPME pode ser feita ainda do headspace sobre amostras
liquidas ou sélidas (Gorecki & Pawliszyn, 1997).

Devido a sua fragilidade a fibra de SPME encontra-se montada numa espécie de seringa para a
sua protecgdo (Xie, et al., 2007) (Fig 1.19.). A fase estacionaria constituinte da fibra pode ser um
liguido com grande viscosidade (por exemplo, polidimetilsiloxano, PDMS) ou um solido poroso
(Gérecki & Pawliszyn, 1997). Este método de extraccdo encontra-se dependente da composigdo
guimica das fibras. A maior parte das fases de SPME para GC adsorvem solutos de uma maneira
relacionada com o seu comportamento como fases estacionarias de GC: as fases polares, como
aquelas que contem polieteres ou acrilatos vdo aumentar adsorcdo dos constituintes polares e

discriminam as moléculas nédo polares. As camadas adsortivas constituidas por carbono activo, por
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exemplo, retém sobretudo componentes volateis, mais fortemente do que as fases constituidas por de

dimetilsilicones néo polares (Hinshaw, 2003).

Embolo

Agulha de perfuragéc do septo

[ \ Tubo de ligagido
da fibra

Bitola para
ajuste da agulha

Fibra de silica fundida
revestida

Figura 1.19. Representacdo de um dispositivo de extrac¢do de SPME.

O método de microextracgcdo em fase sélida baseia-se no principio de particdo (Zhang &
Pawliszyn, 1993), envolvendo dois processos: a particdo dos analitos entre o revestimento da fibra e
a amostra até ser atingido o equilibrio no sistema e a desadsorcdo através de temperatura dos
analitos no cromatografo gasoso (Arthur & Pawliszyn, 1990; Zhang & Pawliszyn, 1993; Ibafiez, et al.,
1998; Giordano, et al., 2003). A quantidade extraida sobre estas condigcbes € dependente do
coeficiente de particdo entre a amostra e o revestimento (Gorecki & Pawliszyn, 1997). A particdo
entre a amostra e o revestimento da fibra é comandado pelo coeficiente de particdo, que também
pode ser denominado por constante de distribuicdo. Num sistema de duas fases (amostra e
revestimento da fibra) em equilibrio, a quantidade inicial do analito presente na amostra é distribuida
entre a amostra e o revestimento da fibra de SPME. No caso das amostras liquidas o balanco de
massas é aplicado s6 ao sistema sem headspace (Goérecki & Pawliszyn, 1997). No caso de um
sistema de trés fases (amostra liquida-headspace-revestimento da fibra) a presenca de um
headspace gasoso sobre a amostra faz com que o soluto sofra particdo para o headspace em
competicdo com o processo de extrac¢do da SPME (Hinshaw, 2003).

A alteracdo de certas condicdes podem optimizar este tipo de extracgcdo, por exemplo: a
agitacdo das amostras durante a adsorcao pode reduzir os tempos de extraccdo visto que aumenta a
difuséo dos analitos para o revestimento das fibras. Na SPME por headspace, a transferéncia de

massa da fase aquosa para o headspace pode ser feita mais rapidamente pela agitacdo da fase
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aquosa (King, et al., 2003; Hinshaw, 2003). A adicao de sal ou ajuste do pH também podem alterar os
rendimentos da SPME. A adicdo de sal aumenta a eficiéncia da extraccdo para alguns analitos,
especialmente compostos polares e volateis, no entanto, ndo é necessario para analitos com
constantes de distribuicdo elevadas. Os compostos acidicos e os basicos sao extraidos de forma
mais efectiva em condicGes acidicas ou alcalinas, respectivamente. Uma combinacdo de sal com
modificacdo do pH aumenta sempre a extrac¢éo de analitos do headspace (King, et al., 2003). A
temperatura é outro dos factores que podem alterar o rendimento deste método, no entanto, visto que
0 passo de desadsorcéo é exotérmico, 0 aumento da temperatura pode levar a redugéo da constante
de distribuicao, tendo isto em conta, uma temperatura 6ptima tem que ser identificada (King, et al.,
2003).

Embora, inicialmente este método tenha sido usado em associa¢cdo com GC, a sua utilizagdo foi
alargada para a LC e a cromatografia de fluido supercritica (Gérecki & Pawliszyn, 1997; Hinshaw,
2003). A SPME permite a quantificacdo de um numero alargado de moléculas com limites de
detecc¢do baixos e uma boa linearidade ao longo de uma gama dindmica de concentra¢des (Boutou &
Chatonnet, 2007), e tem sido utilizada em muitas aplicacdes como na andlise de agentes quimicos na
area farmacéutica, pesticidas em alimentos, poluentes ambientais em amostras de agua, aminas
alifaticas volateis no ar e herbicidas em amostras aquosas (Hinshaw, 2003, Cavalli, et al., 2004). Esta
técnica tem sido também muito utilizada na andlise de aromas de alimentos, como frutos (Song, et al.,
1997; Ibafiez, et al., 1998), café (Yang & Peppard, 1994), sumo de fruta (Rega, et al., 2003), vinho
(Bonino, et al., 2003), azeite (Cavalli, et al., 2004), cha (Wang, et al., 2008), queijo (Frank, et al.,
2004), leite (Mounchili, et al., 2005) e na analise e quantificacdo de compostos resultantes da reaccao
de Maillard, nomeadamente furfurais em varias matrizes alimentares (Giordano, et al., 2003; Gaspar &
Lopes, 2009).

Embora a SPME seja um método de extrac¢do mais amigo do ambiente, apresentando tempos
de extracgcdo muito curtos, tem também algumas desvantagens, este processo continua a ser

monetarimente dispendioso e as fibras possuem um tempo de vida limitado (Lu, et al., 2010).

1.8.2.3. Extracgéo liquido-liquido (LLE)

A extracc¢do liquido-liquido (LLE), ou a extracg¢do por solvente, € uma das mais antigas e
utilizadas técnicas na preparacdo de amostra para a analise qualitativa e quantitativa, particularmente
para a extracdo de compostos organicos de matrizes aquosas. Esta técnica baseia-se na solubilidade
relativa dos analitos e envolve a distribuicdo dos componentes da amostra entre duas fases liquidas
imisciveis. Na sua forma mais classica consiste na utilizacdo de uma ampola de decantagéo e realiza-
se através da agitacdo da mistura e a posterior separacéo das duas fases liquidas. O procedimento é
realizado manualmente recorrendo desta forma a passos repetitivos de separacdo de fases
(Pawliszyn, 2002).
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Este método extracgdo trata-se de um processo moroso e rotineiro de grande consumo de
solventes organicos toxicos e de producdo de grandes quantidades de residuos organicos. Além
disso, devido a baixa seletividade da LLE, pode ser necessario realizar um passo adicional de
limpeza e/ou concentracdo do extracto antes da andlise instrumental, sobretudo para a determinacao

de compostos presentes em baixas concentragdes (Lu, et al., 2010).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Material vegetal

Nos varios ensaios realizados utilizou-se a batata doce (Ipomoea batatas) da variedade Lira,
cultivada na regido de Aljezur (Indicacdo Geografica Protegida) (European Union, 2008) e fornecida

pela Associagdo de Produtores de Batata Doce de Aljezur.

2.2. Batata doce em hidroponia

Colocaram-se 6 batatas doces da variedade Lira a crescer em agua da torneira em gobelés de
2500 mL. A &gua da torneira foi trocada todas as semanas, e algumas das 4guas guardadas em
frascos de vidro e congeladas. Este procedimento que coincidiu com o crescimento e senescéncia da

planta decorreu ao longo de 2 meses.

2.2.1. Andlise da componente volatil das plantas de batata doce em hidroponia

Os compostos volateis foram isolados da parte aérea da planta e da raiz tuberculosa, por
hidrodestilagédo, efectuada durante 3h num aparelho do tipo Clevenger. A componente volatil foi
isolada com uma velocidade de destilagdo de 3 mL/min e, sempre que necessario, concentrada, a
temperatura ambiente, num evaporador rotativo (Rotary Evaporator RE-51 Water Bath BM-51
Yamato), sendo, posteriormente concentrada a um volume minimo em vial, sob fluxo de azoto. As

amostras da componente volatil foram armazenadas a -20°C até analise.

2.2.1.1. Condigdes cromatogréaficas

Na analise por GC-MS utilizou-se um Autosystem XL equipado com uma coluna de silica fundida
DB-1 (30mx0,25mm d.i., d.f. 0,25uym; J & W Scientific Inc.) ligado a um Perkin-Elmer Turbomass
(versdo de programa 4.1). A temperatura do forno foi programada de 45°C a 175°C, com incrementos
de 3°C/min, e subsequentemente a 15°C/min até 300°C. A temperatura foi mantida durante 10 min
quando atingidos os 300°C. A linha de transferéncia foi programada para a temperatura de 280°C e a
fonte i6nica para uma temperatura de 220°C. O injector encontrava-se programado para a
temperatura de 290°C. Como gas de arrastamento foi utilizado o hélio, ajustado para uma velocidade
linear de 30cm/s, sendo a relagdo de reparticdo de fluxo, 1:40, a energia de ionizagdo, 70eV, a
corrente de ionizagao, 60uA; gama de massas, 40-300 amu e o tempo de varrimento de 1s.

A identidade dos compostos foi determinada por comparacdo dos seus indices de retencdo e
espectros de massa, com os de padrdes comerciais e compostos de referéncia presentes em 6leos
existentes no laboratério e por comparagdo com uma biblioteca de espectros de massa existente no

laboratério do Centro de Biotecnologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias de Universidade de Lisboa.
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2.3. Culturas in vitro
2.3.1. Meios de cultura

Foram utilizados quatro meios de cultura, com diferentes composi¢des, no desenvolvimento das
culturas in vitro deste trabalho (Tabela 2.1.). O meio SH (Schenk & Hildebrandt 1972), o meio MS
(Murashige & Skoog 1962) e o meio White (Said & Murashige, 1979) foram adquiridos a Duchefa
Biochemie B.V., e preparados a partir de solu¢cbes stock. O meio MSR (modified Strullu Romand)

(Cranenbrouck et al. 2005) foi preparado no laboratério segundo Cranenbrouck et al. (2005).

Tabela 2.1.- Composicdo dos meios de cultura utilizados nas culturas in vitro

Composicéo Concentragao (mg.l_l)

SH MS White MSR

Macronutrientes
CacCl, 151,00 332,02 - -

Ca(NOs3)2.4H20 - - 208,47 359
KNO, 2500,00 1900,00 80,00 76
MgsoO, 195,05 180,54 351,60 (MgS04.7H20) 739
(NH)H,PO, 300,00 - - -
NH,NO, 1650,00 - - -

KCI - - 65,00 65
KH2PO4 - 170,00 - 4,1
NaH2PO4 - - 16,80 -
Micronutrientes

CoCl,.6H,0 0,10 0,025 -
CuS0,.5H,0 0,20 0,025 0,001 0,022
FeS04.7H20 - - 3,47 -
FeNaEDTA 19,80 36,70 8,00
H,BO, 5,00 6,20 1,50 0,555
Kl 1,00 0,83 0,75 -
MnSO,.H,0 10,00 16,90 5,31 0,558
Na,MoO,.2H,0 0,10 0,25 - 0,002
Na2S0O4 - - 200 -
MoO3 - - 0,0001 -
ZnsO,.7H,0 1,00 8,60 2,67 0,084
(NH4)6M07024.4H20 - - - 0,034
Vitaminas

Mio-inositol 1000,00 100,00 100,00 -
Glicina - 2,00 2,00 -
Pantotenato Ca - - - 0,900
Biotina - - - 0,0009
Acido nicotinico 5,00 0,50 0,50 1
Piridoxina HCI 0,50 0,50 0,50 0,9
Tiamina HCI 5,00 0,10 0,10 1
Cianocobalamina - - - 0,4
Sacarose 30000 30000 20000 10000
pH 5,7 5,7 5,7 5,5
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O pH dos meios SH, MS e White foram ajustados a 5,7 e o0 do meio MSR a 5,5 antes da
esterilizacdo. Ao meio sélido foi adicionado 8g/L de agar ou 5g/L de Phytagel de acordo com o meio

gelificante utilizado. A esterilizacdo dos meios realizou-se por autoclavagem, a 120°C durante 25min.

2.3.2. Raizes excisadas de batata doce
2.3.2.1. Preparacao do Material Vegetal

As raizes de batata doce crescidas em agua da torneira a partir da raiz tuberculosa em
hidroponia, foram cortadas com um bisturi estéril, colocadas em agua com detergente e deixadas
nesta solu¢éo durante 2min. Em seguida, colocaram-se as raizes excisadas numa solugéo aquosa de
etanol (96%) onde permaneceram durante o mesmo tempo. Por fim as raizes foram mergulhadas
numa solugdo aquosa de lixivia concentrada, durante 5min. Em ambiente estéril as raizes foram

passadas por 4gua destilada esterilizada antes de colocadas em meio de cultura.

2.3.2.2. Condic¢bes de cultura

As raizes excisadas de batata doce foram mantidas em Erlenmeyers com 100 mL meio White
liguido e em placas de Petri com meio White sélido, em escuriddo permanente, a 24°C, sob agitacao
(em meio liquido), numa agitadora orbital Pilot-Shake RC-6-U (Adolf Kiihner AG, Suica) a 80r.p.m..

2.3.3. Micropropagacéo
2.3.3.1. Preparagao do Material Vegetal

Cortaram-se 2 ramos da planta de batata doce em crescimento em agua. As folhas foram depois
retiradas e dividiram-se os caules em pedacgos mais pequenos (4-5 cm) tendo em conta a localizacao
das gemas axilares. Estes foram em seguida lavados com detergente e dgua da torneira e colocados
numa solugdo aquosa de lixivia (70%) durante cerca de 30 min. Na cAmara de fluxo laminar estes
pedacos de caule foram passados por agua estéril e com o auxilio de um bisturi cortadas as suas
extremidades.

2.3.3.2. Condic¢bes de cultura

ApGs o processo de esterilizacdo, colocaram-se os explantes em tubos com meio MS sélido com
os fitoreguladores BAP (0,5mg/L) e IBA (0,1mg/L), previamente preparado. Depois de 2 repicagens
em tubos, os explantes foram passados para contentores (8 explantes por contentor) contendo meio

MS com fitoreguladores (BAP e IBA), meio MS e meio MSR. Foram também colocados explantes em
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cerca de 100mL meio liquido MS num erlenmeyer de 500mL. As culturas foram mantidas a 24°C, sob
condi¢bes de iluminagéo de luz branca com lampadas Philips TLD 36W/84, sob fotoperiodo de 16h

de luz. As repicagens foram realizadas uma vez por més.

2.3.4. Raizes transgénicas
2.3.4.1. Preparacdo de Agrobacterium rhizogenes

Duas estirpes de Agrobacterium rhizogenes (A4 e Biovar) foram inoculadas em duas caixas de
Petri com 30ml de meio MYB sdélido (1g de agar estéril por 30mL) cada. Cerca de 10uLde cada
estirpe foi colocada sobre 0 meio de cultura e realizou-se o seu espalhamento com uma ansa de
inoculacdo. As estirpes encontravam-se congeladas a -80°C e a sua inoculagéo foi realizada antes do
seu descongelamento completo. As duas caixas de Petri foram colocadas numa camara de cultura a
28°C durante dois dias, o periodo suficiente para atingir a fase exponencial do crescimento da
Agrobacterium.

Passados dois dias, com o auxilio de uma ansa de inoculacao realizou-se a passagem das duas
estirpes (A4 pRiA4::70GUS e Biovar) das respectivas caixas de Petri para dois erlenmeyers estéreis
com 20 mL de meio de cultura MYB liquido, sendo recolhidas as partes mais jovens das colbnias de
cada uma das estirpes. Os dois erlenmeyers foram colocados em agitacdo numa camara de cultura
(28°C a 90rpm) durante uma noite. No dia seguinte foi realizada a diluicdo das duas culturas
crescidas durante a noite em meio SH liquido (diluicdo de 1:10), visto ser este o meio de cultura
utilizado no crescimento das raizes transgénicas. As solucdes diluidas foram utilizadas na infec¢do do

material vegetal.

2.3.4.2. Preparacéo do Material Vegetal

Realizou-se a desinfeccdo do material vegetal, passando as raizes tuberculosas de batata doce
com pele por 4gua da torneira corrente e detergente. Em seguida, colocou-se a batata doce num
recipiente com agua da torneira e lixivia durante 30 min. Em ambiente estéril a batata doce foi

retirada do recipiente e passada varias vezes por agua estéril.

2.3.4.3. Infeccéo do material vegetal com Agrobacterium rhizogenes

Em ambiente estéril, realizou-se o corte transversal da raiz tuberculosa de batata doce com um
bisturi estéril em pedacos cilindricos que foram cortados em seguida em pedacos mais pequenos (3-
4cm). Com o objectivo de assegurar a esterilidade do material vegetal, depois de retirada a pele,

mergulhou-se o pedaco/explante em alcool e este foi passado a chama. Com o auxilio do bisturi
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cortaram-se as partes flamejadas. Assegurada a sua esterilizagdo, estes pedacos de batata foram
cortados em pedacos de cerca de 5 mm de espessura longitudinalmente e transversalmente de forma
a abranger o cértex e o cilindro vascular. Os varios pedacos foram feridos com o bisturi previamente
molhado nas solu¢des diluidas das estirpes de Agrobacterium e foram colocados em meio SH solido.

Dois dias apds a infeccdo do material vegetal, este foi repicado para meio SH sdlido
suplementado com os antibidticos carbenicilina (150mg/L) e cefotaxima (150mg/L), de modo a
eliminar gradualmente a presenca de Agrobacterium. Com o objectivo de limpar o excesso de
bactéria visivel no material vegetal, os pedacos infectados foram passados previamente por papel de
filtro estéril. No caso da estirpe Biovar, foi necesséria a lavagem do material vegetal infectado com
agua estéril e antibiético diluido em agua. As repicagens realizaram-se uma vez por semana, no
entanto, o tempo entre repicagens foi reduzido quando se verificou um maior crescimento bacteriano.

Apbs o crescimento das primeiras raizes transgénicas, procedeu-se ao seu corte em ambiente
estéril e a sua passagem para meio SH sdlido e liquido, em erlenmeyers de 250 mL e 500 mL, com
100mL e 200mL de meio de cultura respectivamente. As culturas de raizes transgénicas foram
mantidas em meio em escuriddo permanente, a 24°C, sob agitacdo (em meio liquido), numa
agitadora orbital Pilot-Shake RC-6-U (Adolf Kilhner AG, Suica) a 80r.p.m., e sujeitas a subculturas
periddicas, com intervalos de 3 semanas. Mais tarde, o meio de cultura MSR (Strullu Romand

Modifié) também foi utilizado para o crescimento de raizes transgénicas de batata doce.

2.3.5. Inoculacdo de fungos endomicorrizicos em raizes transgénicas de batata doce e
cenoura

Os fungos Glomus clarum (Rhizophagus clarus (T.H. Nicolson & N.C. Schenck) C. Walker & A.
Schibler, nrMUCL:46238) e Glomus intraradices (Rhizophagus intraradices (N.C. Schenck & G.S.
Sm.) C. Walker & Schuessler), foram adquiridos a Glomeromycota In vitro Collection (GINCO) da
Micoteca da Universidade Catodlica de Louvain (BCCMTM/MUCL - Bélgica). Estas espécies de fungos
endomicorrizicos foram disponibilizados em vials de 2mL contendo esporos e hifas embebidos em
meio de cultura (Figura 2.1.). A quantidade de esporos é variavel de acordo com a espécie, no
entanto, os esporos disponibilizados permitiram a iniciagdo de 3 a 5 novas culturas in vitro. As raizes
transgénicas de cenoura (Daucus carota) foram também adquiridas a GINCO e disponibilizadas em
caixas de Petri em meio MSR sdlido.

Trés raizes transgénicas de batata doce com cerca de 4-6 cm (com cerca de 6 raizes
secundarias), brancas, saudaveis, com cerca de 2 a 3 semanas de cultura foram colocadas numa
caixa de Petri com meio de cultura MSR sélido. Removeu-se um disco do vial com uma ansa de

inoculacdo, assegurando que pelo menos 5 esporos foram colocados na placa de Petri (Figura 2.1.).
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Cultura de raizes

. Vial com esporos e hifas de fungos
transgénicas

endomicorrizicos em meio de cultura

@

Co-cultura de raizes transgénicas
com fungos endomicorrizicos

Figura 2.1. Procedimento para implementagdo de co-culturas de raizes transgénicas com fungos
endomicorrizicos.

Colocou-se o disco na proximidade da raiz (cerca de 6mm), se possivel de uma raiz secundéria,
de modo a favorecer a associagdo. A associacdo geralmente ocorre perto do apice de crescimento
onde a parede celular é mais fina e mais facilmente penetravel. Selou-se a placa de Petri com
pelicula aderente e incubou-se a caixa de Petri numa posi¢éo invertida no escuro a 27°C. Realizou-se
0 mesmo procedimento para as raizes transgénicas de cenoura.

A anadlise morfolégica das culturas de fungos endomicorrizicos com raizes transgénicas foi
realizada a lupa (Highlight 2000 Olympus Europe) e em microscoépio invertido (Diaphot, Nikon,
Japan).

2.4. Extraccdo de exsudados das raizes transgénicas de batata doce

A extraccdo dos exsudados das raizes transgénicas de batata doce e cenoura foi realizada ao
meio de cultura SH e MSR liguido de raizes com cerca de 15 dias de crescimento (Figura 2.2.). O
peso das raizes transgénicas neste momento foi de cerca de 5g para o meio de cultura SH liquido e
de 1g para o meio de cultura MSR. Também foi realizada a extrac¢cao dos exsudados das raizes nédo
transformadas, de batata doce, crescidas em agua da torneira.
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Extracto da frac¢éo de Pentano

Extracto metilado da frac¢éo de Pentano
Extracto da frac¢éo de Diclorometano

Extracto metilado da fraccéo de Diclorometano

Extraccéo liquide-liquide -

MSR

SPME HS

Raizestransgénicas .
Batata doce e Cenoura Extracto da fraccdo de Pentanc

Extracto metilado da fraccéo de Pentano
Extracto da fraccéo de Diclorometano
Extracto metilado da fraccéo de Diclorometano

Extrac¢éo liquido-liquido

SH

SPME HS

Figura 2.2. Diagrama das extraccdes realizadas aos meios liquidos MSR e SH de crescimento das raizes
transgénicas de batata doce e cenoura.

2.4.1. Extraccao liquido-liquido (LLE)

A extrac¢do liquido-liquido realizou-se ao meio de cultura liqguido SH e MSR de crescimento de
raizes transgénicas de batata doce e de cenoura. Foram utilizados os solventes pentano e
diclorometano na extracgéo (Sigma-Aldrich, 299,9% de pureza).

Cada amostra (100mL) foi previamente filtrada, de modo a separar restos de raizes contidas no
meio e foi submetida a extraccdo com 100mL de pentano e em seguida com 100mL de
diclorometano. Os extractos foram concentrados, hum evaporador rotativo (Rotary Evaporator R-114
Water Bath B-480 Buchi), sendo, posteriormente concentrados a um volume minimo em vial, sob
corrente de azoto. Uma parte de cada um dos extractos de cada amostra foi colocada num vial de
derivatizacdo e derivatizada por metilacdo com uma solucdo etérea de diazometano (CH:2Nz2). O
excesso de diazometano foi eliminado sob corrente de azoto.

2.4.2. Microextraccdo em fase solida — SPME

Na extracgdo dos exudados das raizes transgénicas de batata doce e cenoura por SPME
utilizou-se a fibora DVB/CAR/PDMS (50um), adquirida a Supelco (Bellefonte, PA, USA). A fibra foi
inicialmente condicionada pela inser¢éo no injector do GC-FID durante 1 hora a 260°C, de modo a
remover 0s contaminantes e estabilizar a fase polimérica. Este processo foi repetido antes de todos
0s ensaios para evitar problemas de contaminacdo. As amostras foram previamente filtradas para
evitar a existéncia de raizes no meio de cultura a analisar. Posteriormente foram colocados 25mL de
meio num vial de 50mL, sendo este fechado com um septo de silicone com uma face de PTFE. A
extraccdo realizou-se através de HS-SPME durante 2 horas, utilizando-se agitacdo magnética

continua (250rpm).
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2.4.3. Condi¢des cromatogréficas

Todas as analises foram realizadas por GC-MS, sendo utilizada uma coluna capilar de silica
fundida SLBTM-5ms (Supelco; 60 mx0.25 mm d.i., espessura de filme 0.25 pm) instalada no
cromatografo Agilent 6850 acoplado a um 5975C MSD. A temperatura do forno foi programada de
35°C, durante 5min, a 270°C, com incrementos de 4°C/min. A temperatura final do forno foi mantida
durante 20 min. A temperatura do injector foi de 270°C, a temperatura da fonte foi programada para
250°C e a temperatura da interface para 280°C. Como gas de arrastamento foi utilizado o hélio,
ajustado para um fluxo de 1,0ml/min, sendo a energia de ionizacdo, 70eV, a corrente de ionizagéo,
60uA; gama de massas, 35-550amu (unidade de massa atémica) e o tempo de varrimento de 0,9s.
Utilizou-se o modo de injeccao splitless (2 minutos) com posterior abertura de valvula com razdo de
split de 1/20. O modo de aquisicao foi o full scan.

A identidade dos compostos foi determinada por comparacdo dos seus espectros de massa com
a biblioteca de espectros de massa NIST, tendo em consideracéo a correlagdo espectral reversa e

directa de ambos os espectros.

2.5. Anélise de compostos da reacc¢éo de Maillard
2.5.1. Solventes e padrdes utilizados

Os compostos padréo piridina, 3-furaldeido, 2-furaldeido, benzaldeido, 2-acetilfurano, 5-metil-2-
furfural, @lcool furfurilico (2-furfuriimetanol), fenilacetaldeido, 3-acetil-2,5-dimetilfurano e 5-
hidroximetilfurfural e o solvente utilizado na preparacdo das solu¢des padréo, diclorometano, foram
adquiridos a Sigma-Aldrich (Alemanha). Todos os solventes e padrdes utilizados tém um grau de

pureza superior a 99%.

2.5.2. Extraccéo dos compostos de Maillard presentes na batata doce de Aljezur

Tendo em consideragdo um estudo anterior relativo a analise de furfurais efectuada utilizando a
micro-extraccdo em fase sélida em headspace e por imersao directa, HS-SPME e DI-SPME, (Gaspar
e Lopes 2009) foi utilizada a fibra DVB/CAR/PDMS (50um), adquirida a Supelco (Bellefonte, PA,
USA), na extraccdo dos compostos de Maillard das varias amostras de batata doce. A fibra foi
inicialmente condicionada, sendo para tal inserida no injector do GC-FID durante 1 hora a 260°C, de
modo a remover 0s contaminantes e estabilizar a fase polimérica. Este processo foi repetido antes de
todos os ensaios para evitar problemas de contaminacao.

A batata doce foi confeccionada de trés modos diferentes: assada numa coloche (45min —
200°C), cozida em agua a ferver (20min - +/-100°C), e cozinhada num micro-ondas (Kunft, 700W)

(20min - 700W). Amostras de batata doce crua também foram analisadas.
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Na andlise por HS-SPME (headspace), 1Kg de cada uma das amostras de batata doce,
confeccionada pelos diferentes métodos, foi colocado em pedagos com dimensdes semelhantes num
erlenmeyer de 2000mL. O erlenmeyer foi fechado com um adaptador de vidro roscado e esmerilado e
um septo de silicone com uma face de PTFE (politetrafluoretileno). No procedimento para DI-SPME
(imerséo directa), 50g de batata doce proveniente de cada um dos métodos de confeccdo e 50g de
batata crua foram colocados em erlenmeyers de 200mL com 100mL de agua ultrapura (Mili-Q) e uma
barra magnética para agitacéo continua (500 rpm) durante cerca de 2h. No caso da batata crua, esta
foi anteriormente picada com auxilio de uma picadora, de modo a obter uma mistura mais
homogénea. As fracgdes aquosas obtidas foram depois filtradas com uma gaze. Para a andlise do
extracto, 50 mL das amostras foram colocados num vial de 50mL. O vial foi fechado com um septo de
silicone com uma face de PTFE (politetrafluoretileno).

Tanto no estudo por HS-SPME como por DI-SPME foram realizadas cerca de 8 analises de
amostras diferentes para cada método de confeccdo culindria, de modo a verificar e confirmar a
repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados.

Nos dois tipos de analise das amostras de batata doce, bem como nos ensaios para estudo da
quantificacdo utilizando solucdes padrédo, a agulha do holder foi inserida através do septo e a fibra
exposta ao espaco de cabeca (headspace, HS-SPME) ou imersa directamente na amostra (DI-
SPME). Nos dois casos a extraccao foi de 2 horas, utilizando-se agitagdo magnética continua (250
rpm) no caso da andlise da amostra por imersao directa. Apds a extraccao, a fibra foi recolhida para
dentro da agulha do holder, removida do frasco e imediatamente introduzida no injector do
cromatografo gasoso, GC-FID ou GC-MS, durante 10 min a 240°C para desadsor¢do térmica dos
analitos. Entre cada extracgéo a fibra foi condicionada durante 10 min a 260°C no injector e foi
realizado um branco da fibra.

2.5.3. Condigdes cromatogréficas

Com o objectivo de verificar qual a coluna de liquidos i6nicos que melhor se adequaria a
separacao dos compostos em andlise, uma solugédo da mistura dos varios padrbes, de concentragdo
0,1ul/mL, foi injectada em trés colunas de liquidos i6nicos com diferentes polaridades, SLB™IL59
(Supelco; 30 mx0.25 mm d.i., d.f. 0.2 ym), SLB™IL76 (Supelco; 30 mx0.25 mm d.i., d.f. 0.2 ym),
SLB™IL111 (Supelco; 30 mx0.25 mm d.i., d.f. 0.2 uym). As duas primeiras colunas foram instaladas
no cromatografo Agilent (Santa Clara, CA, USA) modelo 4890D, equipado com um injector
split/splitless e dois detectores de ionizacdo de chama (FID) e a terceira no cromatografo Focus
Series Thermo Finnigan.

A analise por micro-extraccao em fase solida associada a cromatografia gasosa com deteccéo
por ionizacdo de chama, SPME-GC-FID, das diferentes amostras de batata doce realizou-se no
cromatografo Agilent (Santa Clara, CA, USA), modelo 4890D, equipado com um injector split/splitless

e dois detectores de ionizacdo de chama (FID). A separacdo dos compostos de Maillard foi realizada
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simultaneamente usando duas colunas cromatograficas diferentes: coluna SupelcoWAXTM10
(Supelco, Bellefonte, USA; 30m x 0.25mm d.i., d.f. 0.25 ym), composta por uma fase estacionaria de
polietilenoglicol e a coluna de liquidos idnicos SLB™IL76 (Supelco; 30 mx0.25 mm d.i., d.f. 0.2 um),
composta por uma fase estacionaria de  Tri(tripropilfosfoniohexanamido)trietilamina
bis(trifluorometilsulfonil)imida. Tanto para a avaliacdo do comportamento das colunas de liquidos
i6nicos (IL) como na analise das amostras (reais) de batata doce por HS-SPME-FID e DI-SPME-GC-
FID, a temperatura do forno foi programada de 50°C a 240°C, com incrementos de 4°C/min. Nos dois
casos a temperatura final do forno foi mantida durante 10 min. Foi utilizado o hidrogénio, como gas de
arrastamento, ajustado para um fluxo de 1,2mL/min, a uma pressdo de 10psi. O injector e os
detectores encontravam-se programados para a temperatura de 240°C. Na injeccdo de padrfes, o
injector foi utilizado no modo split numa razdo 1/25 e na analise das amostras de batata doce foi
utilizado no modo splitless (2min). As analises por cromatografia gasosa associada a espectrometria
de massa, GC-MS, foram realizadas em condi¢cdes cromatogréficas idénticas. Para HS-SPME-GC-
MS foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida SLB™-5ms (Supelco; 60 mx0.25 mm d.i., d.f.
0.25 ym) instalada no cromatografo Agilent 6850 associado a um 5975C MSD. A temperatura da
fonte idnica foi 250°C e a temperatura da interface 280°C. Como gés de arrastamento foi utilizado o
hélio, ajustado para um fluxo de 1,0mL/min, sendo a energia de ioniza¢do, 70eV; a corrente de
ionizagdo, 60 pA; gama de massas, 35-550 amu (unidade de massa atémica) e o tempo de
varrimento de 0,9s. Na analise por DI-SPME-GC-MS foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida
ZB-WAX (Phenomex) (Macclesfield, UK), (60mx0.32mm d.i., d.f. 0.50um) instalada no cromatografo
TRACE GC associado a um TRACE MS (Finnigan) de quadrupolo. Usou-se o modo de impacto
electrénico positivo 70 eV. A interface foi mantida a 220°C e a fonte i6nica do espectrémetro de
massa a 250 °C. O varrimento de massas usado foi de 40 a 460 amu. O modo de aquisi¢ao foi o full
scan para estes dois ultimos aparelhos cromatograficos.

A identidade dos compostos foi determinada por comparacdo dos seus tempos de retengdo e
espectros de massa com os de padrBes comerciais, obtidos nas mesmas condi¢cdes analiticas, e

ainda por comparagdo com os espectros de massa constantes da biblioteca de espectros NIST.

2.5.4. Desenvolvimento do método analitico

No desenvolvimento do método analitico, a linearidade da resposta para HS-SPME-GC-FID foi
estudada utilizando-se solugdes padrdo com uma concentracdo de 0,116 mg/mL para 2-furaldeido,
0,104 mg/mL para benzaldeido, 0,11 mg/mL para 5-metilfurfural, 0,103 mg/ml para fenilacetaldeido,
0,113 mg/ml para alcool furfurilico, 0,109 mg/ml para 2-acetilfurano. Colocaram-se diferentes
quantidades destas solu¢des padrdo num erlenmeyer de 2L: 1,16mg, 2,32mg, 4,64mg, 9,28mg,
11,6mg, 13,92mg de 2-furaldeido, de 1,04mg, 2,08mg, 3,12mg, 4,16mg de benzaldeido, 1,107mg,
2,214mg, 3,321mg, 4,428mg de 5-metilfurfural, 1,027mg, 2,054mg, 3,081mg, 4,108mg, 5,135mg de
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fenilacetaldeido, 1,132mg, 2,264mg, 3,396mg e 4,528mg de alcool furfurilico e 1,09mg, 2,18mg,
3,27mg e 4,36mg para 2-acetilfurano.

Para DI-SPME-GC-FID a linearidade da resposta foi estudada usando as seguintes quantidades
de solucdes padréo colocadas num vial de 50mL com 50mL de agua Mili-Q: 0,58mg, 1,16mg, 1,45mg
de concentracdo 1,16mg/ml de 2-furaldeido, 2,9mg, 5,8mg, 11,6mg e 14,5mg de concentracdo
5,8mg/ml da solucéo padrao 2-furaldeido; 1,107mg, 5,535mg, 11,07mg e 22,14mg de concentracédo
5,535mg/ml de 5-metilfurfural; 1,132mg, 2,264mg, 3,396mg, 4,528mg de alcool furfurilico e 6mag,
11mg, 20mg, 41mg e 80mg de 5-hidroximetilfurfural.

Na avaliagdo do efeito de matriz, efectuada através de estudos de recuperacao, foram realizadas
fortificac6es com duas solucdes de concentracfes diferentes de cada um dos compostos para cada

um dos métodos de confecc¢édo culinaria, tendo em conta os teores encontrados.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Desenvolvimento de culturas in vitro

Tendo em conta a capacidade da raiz tuberculosa de batata doce de originar caules e raizes,
colocou-se a batata doce em agua da torneira como referido no ponto 2.3. dos Materiais e Métodos
(Figura 3.1.). A parte aérea resultante foi utilizada para o estudo de micropropagagédo, enquanto que
as raizes para o crescimento in vitro de raizes excisadas. Visto que tanto a parte aérea como a raiz
tuberculosa séo estudadas em relacéo a sua importancia ecoldgica, foram extraidos os seus volateis.

A partir da raiz tuberculosa deu-se inicio ao crescimento de raizes transgénicas.

Figura 3.1. Raizes tuberculosas de batata doce de Aljezur em agua para crescimento da parte aérea e raizes.

3.1.1. Propagacao vegetativa in vitro de batata doce de Aljezur

O desenvolvimento das culturas de batata doce de Aljezur in vitro reproduz a propagagéo
vegetativa tradicionalmente realizada nos campos agricolas. A cultura de tecidos é uma das mais
importantes aplicacdes da biotecnologia moderna na horticultura. As técnicas de micropropagacao in
vitro permitem a rapida producéo de elevada qualidade, livre de doengas e material vegetal uniforme
em periodos de tempo curtos (El Far & Ashoub, 2003; El Far, 2007; Kapoor, et al., 2008) e as
plantulas resultantes in vitro podem ser transplantadas para condi¢des in vivo para pequenos vasos
ou directamente para camas de campo (Lizarraga, et al.,, 1992). Algumas publicacdes referem a
micropropagacédo de diferentes variedades de batata doce em diferentes condi¢cbes de cultura, todas
elas mantidas em meio suplementado com fitoreguladores (Jarret & Gawel, 1991; Golmirzaie &
Toledo, 1998; El Far, 2007; Alam, et al., 2010).

A propagacdo vegetativa de plantulas de batata doce de Aljezur realizou-se em primeiro lugar
em meio de cultura MS (Murashige & Skoog 1962) com fitoreguladores (0,5mg/L BAP e 0,1mg/L IBA)
e em seguida em meio de cultura MS sem fitoreguladores. Observou-se que tanto num caso como no
outro, houve crescimento vigoroso da parte aérea das plantulas, verificando-se no entanto, que o

crescimento foi maior no meio sem a adicdo de fitoreguladores. Relativamente ao enraizamento, nos
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dois casos néo se verificou dificuldade de enraizamento dos explantes. No meio com fitoreguladores
observou-se a formacao de estruturas calosas e engrossamento das raizes, ao contrario do que se
verificou no meio sem fitoreguladores em que as raizes se apresentaram mais finas e houve
formacéo de raizes secundérias (Figura 3.2.).

Apesar de o agar ser o agente de suporte mais utilizado na biotecnologia vegetal, € um agente
gelificante convencional que possui algumas desvantagens como um baixo coeficiente de difusédo de
oxigénio, impossibilitando uma maior circulagdo dos nutrientes no meio, sendo por vezes um material
dificil de manipular aguando da extrac¢ao quimica de compostos presentes nos exudados de raizes.
Foi realizada por isso uma segunda experiéncia em que se colocaram os explantes em meio MS
liguido. No entanto, néo se verificou a formacgéo de raizes e houve vitrificacdo ou hiperidricidade das
culturas. Este fenébmeno consiste numa malformacéo fisioldégica que resulta na excessiva hidratagéo,
baixa lignificacdo do material vegetal (Kapoor, et al., 2008) e é um problema associado
frequentemente as culturas liquidas, em condic6es de submerséo (llan, et al., 1995). A literatura
refere no entanto que o meio liquido demonstra ter vantagens para um crescimento mais vigoroso
guando usado com o arejamento e técnicas de suporte apropriadas (Adelberg, et al., 1997) e

utilizacé@o de fitoreguladores como as giberelinas (Lizarraga, et al., 1992).

B1 B2

Figura 3.2. Explantes de batata doce em meio MS (Murashige & Skoog 1962) com fitorreguladores (0,5mg/L
BAP e 0,1mg/L IBA) (Al e B1) e meio MS sem fitorreguladores (B1 e B2).
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Numa terceira fase realizou-se a propagacdo vegetativa de rebentos de batata doce em meio
MSR (modified Strullu Romand), um meio de cultura menos rico nutritivamente e com menos
sacarose (10g/L) do que o meio de cultura MS. Observou-se, como era expectavel, um crescimento
menos vigoroso dos explantes, devido a baixa concentragéo de fésforo e azoto, mas apesar de mais
pequenas, observou-se a formacao de raizes. Verificou-se também que se formaram algumas folhas
de cor arroxeada, o que pode indicar a maior producdo de antocianinas presentes na batata doce
como resposta ao stress nutricional (Figura 3.3.).

Embora no presente trabalho ndo tenha sido possivel a inoculagdo dos explantes com fungos
micorrizicos, devido a pequena quantidade de fungos que se conseguiu produzir in vitro,
implementou-se pela primeira vez um processo/metodologia de propagacdo vegetativa in vitro da
batata doce de Aljezur, da variedade Lira, que pode vir a ser utilizada na conservacao e preservagao
deste germoplasma vegetal e na possivel transplantacdo para o campo de cultura, permitindo a

existéncia de material vegetal permanentemente disponivel para plantacéo.

Figura 3.3. Explantes de batata doce em meio MSR (modified Strullu Romand).

3.1.2. Crescimento in vitro de raizes excisadas de batata doce

A cultura de raizes excisadas in vitro fez-se em meio de cultura White sem fitoreguladores, em
analogia com o referido na literatura para a cultura de outras espécies de plantas como o tomate
(Said & Murashige, 1979). No entanto, para além dos elevados niveis de contamina¢éo das culturas,
0 crescimento das raizes excisadas foi praticamente nulo.
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3.1.3. Volateis da parte aérea e dos tubérculos da batata doce

Um dos maiores problemas da cultura da batata doce no Mundo é o gorgulho da batata doce
(Cylas spp.). Embora ndo existam registos desta espécie de insecto na Europa, as intercepgfes desta
peste devem ser consideradas devido as importagcdes mundiais de batata doce. O desenvolvimento
de variedades resistentes a insectos é visto como um componente viavel na manipulacdo desta e de
outras pestes. A andlise qualitativa e quantitativa dos volateis da planta hospedeira (raiz tuberculosa
e parte aérea) é uma das abordagens para o sucesso da identificacdo da resisténcia nas fontes de
germaplama vegetal (Korada, et al., 2010)

Como ja foi referido anteriormente neste trabalho, raramente se detectam problemas
fitossanitarios na batata doce de Aljezur. De modo a compreender o potencial de resisténcia desta
variedade portuguesa, a composi¢éo volatil foi estudada através da fracgdo resultante da extracgdo
por hidrodestilacdo (Unico método de extraccdo do Oleo essencial) das partes aéreas e raizes
tuberculosas.

A analise realizada por HRGC-MS demonstrou a existéncia de diferentes perfis quimicos de
compostos volateis das partes aéreas e das raizes tuberculosas, com diferencas qualitativas e
guantitativas (Tabela 3.1.). Os sesquiterpenos sdo os compostos maioritarios das partes aéreas (B-
cariofileno e germacreno-D), enquanto que os acidos gordos sdo 0s compostos maioritarios da
componente volatil das raizes, de armazenamento, sendo o acido hexadecandico o componente
maioritario. O a-Humuleno e o trans-B-farneseno sdo compostos bioactivos presentes nas duas
partes da planta. Verificou-se que o trans-2-nonenal se encontra presente nas raizes tuberculosas,
em gquantidades vestigiais. Estes compostos foram descritos como repelentes de insectos, tendo o
trans-2-nonenal ac¢éo insecticida (Wang & Kays, 2002). Por outro lado o monoterpeno nerol foi
identificado na composi¢do das raizes tuberculosas. Este composto foi anteriormente descrito na
literatura (Wang & Kays, 2002) como um composto atractivo dos insectos. Este estudo preliminar
pode contribuir para elucidar o papel dos compostos volateis da batata doce de Aljezur, na resisténcia

desta variedade contra pestes.
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Tabela 3.1. Composicao percentual relativa dos componentes volateis isolados da parte aérea e das raizes
tuberculosas de batata doce de Aljezur, da variedade Lira. v - vestigial (<0,05%); IR — indices de retengao
relativos aos n-alcanos Cs-C2s na coluna DB1,; * - identificagdo baseada apenas no espectro de massa.

Parte Raizes

Compostos )

aérea tuberculosas
Benzaldeido 927 - v a-Humuleno 1447 3,47 0,37
1-Octeno-3-ol g1 - v trans -p-Farneseno 1455 1,09 v
Acido hexandico 989 - v n-Dodecanol 1468 - 1,19
2-Pentil furano 973 - v y-Muuroleno 1469 - v
p-Mirceno ors - v Germacreno D 1474 28,75 0,82
Fenilacetaldeido 1002 - v Biciclosesquifelandreno™ 1476 0,19 -
2,6,6-Trimetil ciclohexanona 1003 - v g-Selineno 1476 - v
Limoneno 1009 - v Valenceno 1484 - v
Nonanal 1073 v v Biciclogermacreno 1487 10,23 -
Linalool 1074 - v B-Bisaboleno 1495 0,13 -
Geijereno 121 v - B-Curcumeno 1500 0,21 -
2-frans-Nonenal 1124 - v &-Cadineno 1505 0,6 v
n-Nonanol 1Ms1 - v trans-y-Bisaboleno* 1501 0,08 -
a-Terpineol 189 - v Germacreno B 1533 0,73 v
Mirtenol 1168 - v trans-Nerclidol 1549 v -
Decanal 1180 - v Acido dodecandico 1551 - v
Nerol 1206 - v Oxido de B-Cariofileno 1561 0,19 -
2-Undecanona 127 - v Viridiflorol 1669 0,03 -
Carvacrol 1286 - v Anidrooplopanona 1576 v -
2.trans-4 trans-Decadienal 1286 - v trans -epi-Cubenol 1600 v -
Mirtenil acetate 1290 - ' trans -Muurolol 1616 0,14 -
cis-B-Damascencna 1323 - v a-Cadinol 1626 0,27 -
frans-2-Undecenal 1323 - v n-Tetradecanol 1659 - 0,24
Acido decanoico 1350 - v Pentadecanal 1688 - v
B-Elemeno 1332 0,88 v Heptadecano 1700 v -
a-Cubebeno 1345 013 - Sulfeto de menta* 1705 v -
Ciclosativeno 1363 v - Acido tetradecanéico 1734 - 0,17
frans-g-Damascencna 1356 - v Octil salicilato 1743 - v
a-Copaeno 1375 1.9 v Hexadecanol 1821 v 5,84
f-Elemeno 1388 2,47 v Acido hexadecanéico 1908 v 42,69
2-Pentadecanona 1390 - v Isopropil palmitato 2064 - 0.5
Cipereno” 1390 0,37 v n-Octadecancl 2071 0,05 0,31
p-Funebreno 1404 0,37 v Acido 9,12-octadecadiensico 2125 - 6,1
B-Cariofileno 1414 37,5 5,38 Fitol acetato 2 2243 0,74 v
p-Copaeno 1426 0,65 - Tricosano 2300 - 0,99
y-Elemeno 1430 024 - Tetracosano 2400 - 0,30
frans -o-Bergamoteno 1434 0,14 - Pentacosano 2500 - 5,48
Geranil acetona 1434 - v
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3.1.4. Crescimento in vitro de raizes transgénicas de batata doce

A cultura de raizes transgénicas possui, como foi anteriormente referido, um grande potencial
para o estudo das interaccdes entre os fungos arbusculares e planta hospedeira, podendo ser
também um modelo para o estudo dos exudados das raizes. Além disso, podem servir de hospedeiro
ao cultivo destes fungos (Nuutila, et al., 1995).

O desenvolvimento de raizes transgénicas de batata doce de Aljezur da variedade Lira foi pela
primeira vez realizada neste trabalho. Apesar de se terem utilizado duas estirpes de Agrobacterium
rhizogenes, A4 e Biovar, e destas terem uma eficiéncia de infec¢cdo semelhante, optou-se por se
realizar os ensaios seguintes apenas com a estirpe A4 visto que a contaminagéo pela bactéria Biovar
se revelou dificil de eliminar. Estudos anteriores referem-se a estirpes do tipo agropina como sendo
as que traduzem uma maior resposta no desenvolvimento de raizes transgénicas (Otani, et al., 1993;
Chandran & Potty, 2008; Chandran & Potty, 2011).

Neste estudo utilizaram-se discos da raiz tuberculosa da batata doce como material vegetal a
inocular. Segundo a literatura, somente um estudo refere a utilizacdo da raiz tuberculosa
(Mugnier,1988), sendo usualmente utilizados cotilédones de batata doce, peciolos de folhas
expandidos, folhas, plantas in vitro, hipocétilos e caules (Nishiyama & Yamakawa, 2004; Araujo, et al.,
2006; Chandran &- Potty, 2008; Chandran & Potty, 2011).

As primeiras raizes transgénicas de batata doce formadas foram observadas cerca de 12 dias
depois da infeccdo com A.rhizogenes, estando de acordo com estudos anteriores para a mesma
estirpe e planta (Chandran & Potty, 2008). Observou-se que as raizes transgénicas de batata doce
colocadas em meio de cultura SH possuem um crescimento vigoroso, sédo finas e amarelas,
ramificadas e com varios pélos radiculares, apresentando um crescimento geotropico negativo
(Figura 3.4.).
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Figura 3.4. Raizes transgénicas da batata doce de Aljezur, variedade Lira. A e B — Formagao das primeiras
raizes a partir dos discos da raiz tuberculosa da batata doce. C — Primeiras raizes seccionadas dos discos da
raiz tuberculosa de batata doce e crescidas em meio SH solido. E — Pormenor a lupa dos pélos radiculares das
raizes transgénicas de batata doce. D — Raizes transgénicas de batata doce em meio SH liquido.

As raizes transgénicas de batata doce crescidas em meio MSR apresentaram um crescimento
lento, uma maior grossura e ndo se verificou a presenca de pélos radiculares. O crescimento lento e o
envelhecimento mais rapido destas raizes, que se identifica pela mudan¢a de cor das mesmas, as
raizes amarelas tornam-se acastanhadas, deve-se a disponibilidade reduzida de nutrientes e
sacarose. Estes resultados observaram-se tanto para as raizes transgénicas cultivadas em meio
liqguido como em meio sélido.

As raizes transgénicas de cenoura, adquiridas a Glomeromycota In vitro Collection (GINCO) da
Micoteca da Universidade Cat6lica de Louvain (Bélgica - BCCM/MUCL), foram também colocadas em
meio SH, demonstrando um rapido crescimento e ramificacdo, e apresentando uma cor semelhante
as raizes de batata doce, mas uma maior espessura. No meio MSR liquido observou-se que depois
de vérias repicagens estas raizes deixam de apresentar ramificacdo, tornando-se mais finas e de cor

acastanhada.
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3.1.5. Inoculagéo de fungos endomicorrizicos em raizes transgénicas de batata doce

A inoculagdo de fungos endomicorriizicos Glomus intraradices e Glomus clarum realizou-se
através da colocacdo de hifas e esporos destes fungos em placas de Petri com raizes transgénicas
jovens de batata doce e de cenoura (Daucus carota) em meio MSR sdlido, visto que este é 0 meio de
cultura geralmente utilizado na producdo de fungos endomicorrizicos. As raizes transgénicas de
cenoura serviram de controlo, visto que estas sdo usualmente utilizadas no cultivo in vitro destes
fungos micorrizicos. Segundo o que se encontra referido, os fungos arbusculares do género Glomus
estdo associados a uma micorrizacdo mais eficiente e a um maior aumento da biomassa da batata
doce (Gai, et al., 2006). Além disso, o fungo Glomus intraradices € uma espécie que se encontra
presente nos solos portugueses (Oliveira, et al., 2005). Observou-se que passadas 2 semanas nao
houve crescimento das hifas do fungo Glomus intraradices e as hifas do fungo Glomus clarum
apresentaram crescimento em algumas placas de Petri. No entanto, o crescimento observado cessou
e nado se observou infec¢do da raiz por parte das hifas do fungo G.clarum. Colocou-se a hipotese de
que o agente gelificante do meio de cultura ndo fosse o adequado ao crescimento dos fungos,
substituindo-se o agar por Phytagel, mas esta mudanca ndo se revelou vantajosa, ndo se verificando
diferencas para o estudo realizado com agar.

Em relagdo a inoculagdo destes fungos nas placas de Petri com raizes transgénicas de cenoura
verificou-se que tanto em agar como em Phytagel ocorreu crescimento das hifas, verificando-se
crescimento de micélio extraradicular, formacg&o de novos esporos passado 1 més e acastanhamento
das raizes (Figura 3.5 e 3.6.). Este acastanhamento das raizes deve-se a presenca de um &cido
dicarboxilico, denominado por micorradicina, que se acumula nas raizes colonizadas por fungos
arbusculares. Em raizes fortemente colonizadas por Glomus intraradices e Glomus mosseae, as
concentracdes deste composto sdo sempre suficientemente altas para se observar a coloracdo a olho
nu (Walter, et al., 2010). Os esporos formam-se e sofrem matura¢cdo com o decorrer do crescimento
do micélio, passando de translicidos para esbranquicados, amarelos e acastanhados uns meses
depois. No entanto, através da observacéo microscépica ndo se observou a formacgéo de arbusculos
e vesiculas. Pensa-se que a ndo formacdo destas estruturas esteja associada a adicdo de sacarose
ao meio de cultura que banha a interface fungo-planta e que pode modificar a bioquimica levando a
escassez de arbusculos e vesiculas (Fortin, et al., 2002). A cultura continua destes fungos em raizes
transgénicas de cenoura foi de dificil realizacdo, observando-se uma diminuicdo da producdo de
esporos com o aumento de repicagens, sendo por isso impossivel ter uma quantidade de fungo
suficiente para a extraccdo dos seus exsudados. Os estudos aos exsudados destes fungos utilizam

cerca de 40 milhdes de esporos germinados (Maillet, et al., 2011).
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Figura 3.5. Imagem em microscopia de inversdo das raizes transgénicas de cenoura (Daucus carota) inoculadas
com Glomus clarum (Al e A2) e Glomus intraradices (B1 e B2).

A auséncia de resposta a infeccdo micorrizica por parte das raizes transgénicas de batata doce,
neste estudo pode ser causada pela pobre compatibilidade simbiética entre os fungos micorrizicos
utilizados e a batata doce. O facto da batata doce tolerar niveis de fosforo téo baixos como 0,003 ppm
nas soluc¢des de solo, ou seja, da mesma forma concentragbes muito baixas de fésforo no meio de
cultura, também pode explicar o facto da batata doce n&do responder a inoculacdo com fungos
micorrizicos (Mulongoy, et al., 1988). Como foi referido anteriormente neste trabalho, diferentes
cultivares de batata doce diferem na sua capacidade para se associarem aos fungos micorrizicos.
N&o é conhecida a associacdo destas espécies de fungos micorrizicos a batata doce de Aljezur in
vivo e pela primeira vez neste trabalho, tentou-se inocular raizes desta variedade in vitro (Mulongoy,
et al., 1988). Além disso, sO foi encontrada uma referéncia relativa & inoculagdo in vitro de raizes

transgénicas de batata doce por fungos micorrizicos (Glomus microcarpum) (Pratap & Potty, 2009).
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Figura 3.6. Co-cultura de raizes transgénicas de cenoura (A) e de batata doce (B) com fungo o Glomus clarum.

3.2. Extraccao e identificacdo de compostos bioactivos presentes nos exsudados
das raizes de batata doce

A rizosfera representa uma fonte dindmica de interac¢des entre as raizes e microorganismos
benéficos do solo e patogénicos, invertebrados, e sistemas de raizes de plantas competidoras. No
entanto, porque as raizes das plantas estdo no subsolo, muitos destes fendmenos de interacgdo em
gue as raizes se encontram envolvidas estdo ainda por revelar. Em particular, o papel dos sinais
quimicos em mediar as interac¢des sO estd recentemente a ser entendido (Bais, et al., 2006). Os
compostos bioactivos presentes nos exsudados das raizes sao por isso importantes na compreensao
da interaccdo entre as plantas e 0s microorganismos presentes no solo, entre eles os fungos
micorrizicos. Como ja foi referido, o primeiro evento da interaccdo micorrizica é causado pelos
compostos que sdo produzidos constitutivamente pelas raizes hospedeiras (Nagahashi & Douds Jr.,
2000). O seu conhecimento pode vir a ser importante para a sua utilizagdo como estimulantes das
simbioses micorrizicas na agricultura.

Neste trabalho, procedeu-se a extrac¢do dos compostos dos exsudados das raizes transgénicas
de batata doce crescidas em meio MSR e meio SH, durante 15 dias. Escolheu-se este tempo de
crescimento uma vez que a literatura refere que as raizes transgénicas com cerca de 13 dias se
assemelham ao sistema de raizes in vivo, ou seja, verifica-se a existéncia de uma raiz principal
vigorosa, uma zona de alongamento, e desenvolvimento radicular lateral, verificando-se que estas
sdo colonizadas por fungos micorrizicos mais rapidamente do que raizes com 9 dias (Fortin, et al.,
2002).

Através da extrac¢do liquido-liquido e utilizando também HS-SPME como preparacdo de
amostra realizada aos meios MSR liquido e SH liquido sem raizes, verificou-se que os dois meios de
cultura apresentam na sua composi¢ao varios compostos organicos. Esta andlise serviu de controlo

para o estudo dos exsudados das raizes. Para além disso, em todos os extractos verificou-se a
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presenca de possiveis contaminantes, como por exemplo alguns acidos gordos e ftalatos. Estes
ultimos foram, na maior parte das andlises realizadas, os componentes maioritarios. Este facto
dificulta a analise dos compostos de interesse, que na sua maioria estdo presentes em concentracdes
extremamente pequenas. Os contaminantes do meio de cultura podem ter origem no material de
laboratério utilizado, nas solu¢des de nutrientes ou mesmo na agua destilada utilizada.

Relativamente aos diferentes extractos dos exsudados das raizes transgénicas da batata doce
obtidos a partir da extraccao liquido-liquido, observou-se que os perfis cromatograficos para os dois
meios de cultura sdo muito semelhantes. No entanto, verificou-se a presenga do composto volatil 2-
metil-1-butanol nos exsudados das raizes de batata doce crescidas em meio MSR liquido, ndo se
observando a presenca deste composto nos exsudados de raizes crescidas no meio de cultura mais
nutritivo (identificacdo realizada com base na comparagdo com o espectro do composto da biblioteca
NIST, tendo em consideracdo a correlagdo espectral reversa e directa de ambos os espectros). O
mesmo resultado foi obtido para os exsudados de raizes transgénicas de cenoura (Figuras 3.7., 3.8.,
3.9.). Apesar de ser um composto volatil, na extrac¢do por HS-SPME néo se registou a sua presenca.
O 2-metil-1-butanol € um composto produzido por bactérias (Kiviranta, et al., 1998; Wheatley, 2002;
Farag, et al., 2006; Cann & Liao, 2008), fungos (Gallois, et al., 1990; Sunesson, et al., 1995;
Wheatley, 2002) e pelas raizes de plantas (Mazza & Cottrell, 1999). O 2-metil-1-butanol é
considerado um produto minoritario encontrado na cerveja, vinho e outras bebidas fermentadas; isto é
devido a presenca de vérias enzimas piruvato descarboxilase encontradas nas leveduras,
Saccharomyces cerevisiae, usadas para fermentar estas bebidas alcodlicas (Cann & Liao 2008). O
metabolismo deste composto encontra-se bem estudado nas bactérias, tendo importancia industrial.
O 2-metil-1-butanol é produzido através da conversdo enzimatica do aminoacido de cadeia
ramificada, isoleucina através da via metabdlica de Ehrlich. O metabolismo envolve a ac¢cdo de uma
transaminase, uma descarboxilase e uma alcool dehidrogenase. Em Bacillus é um produto de
degradacéo deste aminoacido (Farag, et al., 2006). Segundo a literatura, este metabolito encontra-se
ligado a interaccao entre bactérias e fungos no solo, ndo se tendo encontrado nenhuma referéncia
relativa ao papel deste composto nas raizes das plantas. Um estudo anterior verificou que o 2-metil-1-
butanol produzido pelas bactérias do solo demonstrou ser efectivo na inibicdo do crescimento de
fungos basidiomicetos em concentracfes abaixo dos ppm (Squire & Ritz,2000; Wheatley, 2002). Por
outro lado, outras publicacdes referem que algumas bactérias do solo promovem através dos seus
compostos organicos volateis a simbiose micorrizica, por exemplo na estimulacdo da germinacéo e
crescimento das hifas do fungo Glomus mossae, mas ainda ndo € conhecida a identidade destes

compostos (Wheatley, 2002).

Figura 3.7. Estrutura quimica do composto 2-metil-1-butanol.
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Figura 3.8. 2-Metil-1-butanol identificado nos exsudados de raizes transgénicas de batata doce e cenoura
crescidas no meio de cultura MSR.

Como ja foi referido, a producdo e qualidade dos exsudados das raizes, em relagdo aos seus
efeitos estimulatérios no crescimento dos fungos endomicorrizicos, € directamente afectado pela
nutricdo em fésforo da planta hospedeira. Pensa-se que os exsudados produzidos pelas raizes
expostas a uma menor quantidade de fésforo séo mais estimulantes para os fungos endomicorrizicos
(Nagahashi & Douds Jr., 2000; Bais, et al., 2006) sendo necessario por isso um meio minimo
semelhante ao meio MSR para que ocorra o crescimento das hifas e se efective a colonizacdo. Tendo
em conta que se verifica a producdo do composto volatil 2-metil-1-butanol somente nas raizes
crescidas em meio de cultura MSR e que este se encontra envolvido em interac¢des que ocorrem no
solo, este podera ser um composto volatil de interesse. Serdo necessarios mais estudos para elucidar

o efeito deste composto nos fungos endomicorrizicos. Outro aspecto a ter em conta no futuro é o
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estudo da quiralidade do composto 2-metil-1-butanol, e esclarecer se a batata doce e a cenoura

envolvem 0s mesmos estereoisbmeros na sua actividade.
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Figura 3.9. Espectro de massa do composto 2-metil-1-butanol.
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Em relagdo as duas espécies de raizes transgénicas estudadas, verificou-se a presenca de dois

acidos fenilcarboxilicos, o acido benzéico e o acido 2-fenilacético, no extracto de diclorometano (apos

metilacdo) do exsudado das raizes transgénicas de batata doce crescidas nos dois meios de cultura

(Figuras 3.10., 3.11., 3.12. e 3.13.), ndo tendo sido detectados nos exsudados das raizes

transgénicas de cenoura (identificacdo realizada com base na comparacdo com 0 espectro do

composto da biblioteca NIST, tendo em consideracdo a correlagdo espectral reversa e directa de

ambos os espectros). Estes dois compostos foram também identificados no extracto aquoso das

raizes ndo transformadas de batata doce mantidas e crescidas em agua da torneira.

Acido benzoico

Acido fenilacético

Figura 3.10. Estruturas quimicas do acido benzoico e do acido fenilacético.
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Segundo a literatura, as raizes das plantas exsudam varios tipos de compostos organicos para a
rizosfera, em varias condicbes, podendo alguns destes compostos ser capazes de inibir o
crescimento de outras raizes e outros organismos presentes no solo (Lee, et al., 2006), apresentando
fitotoxicidade, actividade antimicrobiana, nematicida ou insecticida. O acido benzdico e o &cido
fenilacético foram encontrados nos exsudados de raizes de alface (Lactuca sativa L.), e sdo os
compostos maioritarios, juntamente com o acido 3-hidroxihidrocindmico e o acido hidrocindmico que
se acumulam durante o cultivo prolongado desta planta em hidroponia (Lee, et al., 2006). O acido
benzéico e alguns derivados, como o acido p-hidroxibenzéico foram também identificados nos
exsudados de raizes de pepino e apresentaram um efeito toxico no crescimento da alface (Lee, et al.,
2006). O acido benzéico foi ainda identificado como composto maioritario presente nos solos de
crescimento de varias coniferas (Lee, et al., 2006) e os dois acidos na solugdo nutritiva da cultura
hidropénica de tomate (Yu & Matsui, 1993).

O acido benzéico é um precursor biossintético do acido salicilico (acido 2-hidroxibenzéico), que
€ considerado um dos sinais end6genos envolvidos na activacdo de numerosas respostas de defesa
das plantas (Bojérquez-Pereznieto, et al., 2013). O acido salicilico é responsavel pela indu¢do do
sistema de resisténcia adquirida (SAR) das plantas contra fungos patogénicos, bactérias e virus. O
acido cindmico e o &cido benzdico, derivados da fenilalanina, sdo compostos intermediarios na via
biossintética do acido salicilico. A fenilalanina é convertida a acido cinamico pela fenilalanina amonia
liase (PAL) e a chalcona sintase (CHS) é responsavel pela conversdo de acido cindmico em
flavonodides. Pensa-se que um decréscimo no nivel de acido benzodico pode resultar no bloqueamento
parcial da via que leva a produgdo do acido salicilico, sendo compensada por um aumento da
producdo de flavonéides. Esta hipétese sugere que possa existir um mecanismo através do qual
ocorra a supressdo dos mecanismos de defesa da planta aquando da interacgdo com um organismo
simbidtico (Hammad, et al., 2003). No entanto, o acido benzdéico parece ndo estar exclusivamente
associado ao sistema de resisténcia adquirida (SAR), observando-se uma exsudacao constitutiva em
auséncia do patogéneo (Lanoue, et al., 2010). O acido benzbico apresentou actividade antifingica em
relacdo aos fungos Fusarium solani e Macrophomina faseolina (Amal, 2009) e é conhecido como
induzindo a toleradncia ao patogéneo Phytophthora cinnamomi em plantas de Banksia attenuate
(Lanoue, et al., 2010).
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O acido fenilacético também é um composto derivado da fenilalanina. Embora também possa ser
biossintetizado por bactérias, & predominantemente sintetizado nas plantas e exibe uma actividade do
tipo auxinico desempenhando um papel semelhante as auxinas na regulacdo do crescimento das
plantas, contribuindo para o alongamento celular (Hammad, et al., 2003). No entanto, € conhecido
pela sua actividade fraca como fitorregulador, sendo considerado um metabolito secundario derivado
da fenilalanina com efeitos antimicrobianos, inibindo o crescimento de bactérias gram negativas e
gram positivas (Somers, et al.,, 2005) e demonstrando ter actividade antifingica (Slininger, et al.,
2004). Um estudo demonstra a eficacia in vivo do acido fenilacético para o controlo de Phytophthora
capsici ndo so6 inibindo a germinacdo dos zoosporos e 0 crescimento micelar, como evitando a sua
disperséo nas plantas de pimento, sendo anteriormente verificado a sua eficiéncia contra Gibberella
pulicaris (Hwang et al. 2001). Este estudo refere ainda a maior eficiéncia deste acido do que a de um
fungicida sintético no combate a esta espécie de Phytophthora (Hwang, et al., 2001). Cladosporium
herbarum é outra espécie de fungo afectada pela actividade antifingica do &cido fenilacético (Anaya,
et al., 1992). E referido ainda na literatura o efeito téxico in vitro do &acido fenilacético, produzido por
trés espécies de bactérias, contra o nematodo do pinheiro Barsaphelenchus xylophilusi (Hwang, et
al., 2001). Pensa-se que o acido fenilacético possa estar envolvido em mecanismos de defesa dos
organismos, sendo uma forma de resisténcia e sobrevivéncia destes no seu ambiente natural
(Somers, et al., 2005).
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Figura 3.13. Espectro de massa do &cido fenilacético metilado.

Em relagdo a actividade dos compostos fenilcarboxilicos exsudados pelas raizes das plantas na
simbiose micorrizica, poucos estudos relacionam os efeitos destes compostos sobre os fungos
micorrizicos. Um estudo refere a inibicdo do crescimento de dois fungos ectomicorrizicos associados
ao abeto, Cenococcum graniforme e Laccaria laccata, pela solucdo do solo (Pellissier, 1993). O acido
benzoico foi identificado como forte inibidor do crescimento de diferentes espécies de fungos
ectomicorrizicos do género Boletus em meio sintético (Olsen, et al., 1971). O extracto aquoso da
planta Artemisia princeps var. orientalis revelou possuir na sua constituicdo o acido benzoico. Neste
mesmo estudo verificou-se que este extracto inibia a colonizagdo micorrizica em Plantago asiatica e

na planta Oenothera odorata (Yun & Choi, 2002). A concentracdo dos compostos alelopéticos pode
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influenciar o efeito destes nos fungos micorrizicos. O acido cafeico produz um efeito estimulante na
colonizagédo das hifas micorrizicas a uma concentracdo de 5x10-°M, mas produz um efeito inibidor a
5x10 e 5x10-3M. Enquanto que a inibicdo das hifas micorrizicas pelo acido cumarico é proporcional a
sua concentracdo. Outro estudo verificou que o &cido ferdlico levou a inibicdo da colonizacéo
micorrizica de espargos por Glomus fasciculatum, e que é dependente da concentracdo (Yun & Choi,
2002). Por outro lado, o acido p-hidroxibenzoéico aumenta significativamente a colonizacdo por parte
das raizes de Glomus intraradices relativamente ao controlo, quando aplicado numa concentracao de
0,25mM. A uma concentracdo mais elevada (1,0mM) foi observado um decréscimo significativo na
colonizacdo das raizes de todas as plantas tratadas (Fries, et al., 1997). Segundo a literatura, este
composto acumula-se nas raizes transgénicas de cenoura (Daucus carota) (Sircar, et al., 2007).

Tendo em conta a natureza e as actividades antifingicas destes dois acidos fenilcarboxilicos,
pode colocar-se a hip6tese de que a ndo micorrizagao das raizes transgénicas de batata doce por
parte dos dois fungos do género Glomus, observada neste trabalho, poder4 estar associada a
exsudacéo constitutiva destes dois compostos para o meio de cultura. No entanto, serd necessério o
estudo do efeito destes dois compostos ha colonizac¢éo de outra planta por parte destes fungos. Para
além disso, a batata doce é uma cultura reconhecida como sendo muito competitiva em relacéo a
algumas plantas infestantes (Peterson & Harrison Jr., 1991; Reinhardt, et al., 1993; Chon &- Boo,
2005). Varios compostos constituintes dos tecidos da batata doce, como alguns acidos gordos, acido
clorogénico e cafeico sdo compostos quimicos alelopaticos que se encontram bem descritos na
bibliografia (Reinhardt, et al., 1993). A batata doce de Aljezur, estudada no presente trabalho, como
referido anteriormente, ndo apresenta problemas fitossanitarios no campo de cultura. Tendo em conta
que a resisténcia da planta, através dos exsudados das raizes, é baseada na capacidade das
espécies de plantas de sintetizar metabolitos com actividade bioldgica nas raizes e de exsudar estes
compostos para a rizosfera de uma maneira constitutiva ou pela presenca de microorganismos do
solo (Lanoue, et al., 2010). Pode entdo colocar-se a hipotese desta resisténcia poder estar
relacionada com a exsudacgao destes dois compostos, &cido benzoico e acido fenilacético, por parte
das raizes. No entanto, serd necessaria uma analise posterior relativamente ao efeito destes
compostos nos fungos patogénicos existentes nos solos da regido onde esta variedade é cultivada.

Visto que as raizes transgénicas de batata doce de Aljezur possuem um crescimento vigoroso,
sendo faceis de manter, podem tornar-se um bom modelo biotecnol6gico em estudos de alelopatia e
na producdo de alguns compostos importantes para a agricultura e com possivel interesse
econdmico, tais como o acido benzdico e o acido fenilacético.

Na andlise por HS-SPME-GC-MS dos exsudados das raizes transgénicas de batata doce
crescidas nos dois meios de cultura, ndo se verificaram diferencas relativamente aos compostos
volateis extraidos, no respeitante aos dois meios de cultura. Observou-se que as duas espécies de
raizes transgénicas exsudaram para o meio compostos com possivel interesse bioldgico como 1,8-
cineole (eucaliptol), o isopropil palmitato (1-metiletil éster do &cido tetradecandico) e o isopropil

miristato (1-metiletil éster do acido tetradecandico) (Figura 3.14.).
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Verificou-se ainda que as raizes transgénicas de cenoura exsudam para 0 meio 0 composto
carotol, composto identificado pela primeira vez no 6leo essencial da planta Daucus carota
(identificacéo realizada com base na comparacdo com 0 espectro do composto da biblioteca NIST,

tendo em consideracao a correlacdo espectral reversa e directa de ambos os espectros).

/
/
1,8-cineole Isopropil miristato
...... - HyC~
/
HiC
Isopropil palmitato Carotol

Figura 3.14. Estruturas quimicas dos compostos volateis com possivel interesse bioldgico detectados por HS-
SPME.

3.3.  Composicao quimica do aroma da batata doce de Aljezur em funcdo do método
de confeccédo culinéria

3.3.1. Andlise qualitativa e quantitativa dos compostos de Maillard presentes na batata
doce de Aljezur

Na andlise do aroma da batata doce da variedade Lira (batata doce de Aljezur), realizada por
HS-SPME-GC-FID e DI-SPME-GC-FID observou-se que existem diferencas qualitativas e
quantitativas entre os diferentes métodos de confecc¢éo relativamente aos compostos de Maillard em
andlise (Figura 3.15. e Tabela 3.2.). Os trés processos de confeccdo utilizados neste estudo
representam o modo como a batata doce é cozinhada em Portugal. Nos EUA a maior parte dos
estudos existentes referem-se a batata doce assada, a forma mais comum de consumo por parte da
populagdo norte americana, e somente um trabalho refere o efeito destes trés métodos de confeccao
no aroma da batata doce (Wang & Kays, 2001).

Em relacdo aos compostos libertados para o headspace pela batata doce confeccionada,
verificou-se que a amostra de batata doce assada liberta os compostos 2-acetilfurano e 5-
metilfurfural, ndo tendo havido a deteccdo destes dois compostos por HS-SPME na batata doce de

Aljezur cozida e cozinhada no micro-ondas, nas condicfes de analise utilizadas. O 2-acetilfurano ja
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foi associado essencialmente ao aroma da batata doce assada (Nakamura, et al., 2013), havendo
contudo um estudo que refere a sua presenca em amostras cozinhadas por micro-ondas e também
nas amostras cozidas, embora em pequenas e em quantidades vestigiais (Wang & Kays, 2001); o
mesmo estudo refere uma presenca analoga para o composto 5-metilfurfural (Wang & Kays, 2001).

Para todas as amostras de batata doce de Aljezur, assada, cozida e confeccionada em micro-
ondas, nédo foi detectada a presenca de piridina, 3-furaldeido e 3-acetil-2,5-dimetilfurano, ao contrario
do descrito para amostras de batata doce de variedades e clones cultivadas nos Estados Unidos da
América (Jewel, Centennial, etc.) cozinhadas (Kays, et al., 1998; Kays & Wang, 2000; Wang & Kays,
2000; Wang & Kays, 2001; Wang & Kays, 2003), que referem a presenca de piridina e 3-furaldeido
em quantidades significativas. A auséncia destes compostos na batata doce de Aljezur é concordante
com a caracteristica associada a esta variedade (Lira), a qual é reconhecida por ter um aroma
distintivo de outras variedades de batatas doce.

A andlise por HS-SPME-GC-FID da batata doce de Aljezur permitiu também a identificacdo dos
aldeidos fenilacetaldeido e benzaldeido em cada uma das amostras confeccionadas através dos trés
processos diferentes. O fenilacetaldeido possui um aroma perfumado e doce e o benzaldeido um
cheiro forte a améndoa. Estes dois compostos sdo considerados importantes componentes do aroma
da batata doce e formam-se via reaccdo de Maillard, a partir da degradacdo de Strecker do
aminoacido fenilalanina (Wang & Kays 2000; Wang & Kays, 2003; Nakamura, et al., 2013).

Relativamente ao composto 5-hidroximetilfurfural, 5-HMF, a sua presenca foi detectada através
da analise por DI-SPME-GC-FID, ndo sendo possivel a sua deteccdo quando se utilizou headspace.
Este resultado pode estar associado a baixa volatilidade deste composto (temperatura de ebuligdo de
115-C/1 mmHg). Muitas vezes, a analise de 5-HMF tem sido realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC), utilizando como eluente metanol:dgua e detec¢édo por UV
a 280nm (Murkovic & Pichler, 2006; RuWan-Henares, et al.,, 2008) ou tendo como eluente uma
solucdo aquosa de acetonitrilo acidica (90:10, v/v) e na deteccdo UV um comprimento de onda de
285nm (Durmaz & Gokmen, 2010), também por HPLC utilizando derivatizagdo em pré-coluna com
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Lo Coco, et al., 1996), e ainda utilizando a extracc¢do liquido-liquido
e a extraccéo em fase sdlida (SPE) na preparagdo de amostra do composto, seguida de processo de
derivatizacao (sililagéo) e posterior analise por GC-MS (Teixido, et al., 2006). A analise de 5-HMF por
DI-SPME-GC-FID/TOF-MS em matrizes alimentares, sem recurso a derivatizacdo do composto
(Gaspar & Lopes, 2009) foi ja efectuada no laborat6rio. Um anico estudo refere a presenca do 5-HMF
no aroma batata doce assada, variedade Jewel (EUA). A preparacao de amostra foi realizada através
da captura dos volateis num sistema fechado e com auxilio de um solvente (diclorometano), método
descrito anteriormente no ponto 1.6.1.da Introducdo deste trabalho, sendo a andlise realizada por
GC-MS (Sun, et al.,, 1993). A andlise por DI-SPME-GC-FID realizada a batata doce de Aljezur
permitiu também a identificacdo de 2-furaldeido, 5-metilfurfural e &lcool furfurilico nas amostras
sujeitas aos trés métodos de confeccdo culinarios (Figura 3.15. e Tabela 3.2.). Com excepcdo do

composto 5-metilfurfural, estes compostos, encontram-se presentes na batata doce crua. Como ja foi
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referido, as reaccdes de Maillard podem também ocorrer durante o armazenamento dos alimentos,

sendo por isso um resultado compreensivel.

SPME HS
T\/O\ ™
‘l—" / a [s]
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Fenilacetaldeido

o Benzaldeido
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2-Acetilfurano

Figura 3.15. llustragdo representativa das estruturas quimicas dos compostos de Maillard analisados por HS/DI-
SPME-GC-FID. HS — headspace; DI — imerséo directa

Tabela 3.2. Andlise qualitativa por HS/DI-SPME-GC-FID dos compostos de Maillard presentes na batata doce de
Aljezur sujeita a diferentes métodos de confeccdo (assada, cozida e cozinhada em micro-ondas). HS —
headspace; DI — imerséo directa; (+) - presencga; (-) — auséncia.

Método de confeccao alimentar

Preparagéo de Amostra ‘ Crua ‘ Assada ‘ Cozida ‘ Micro-ondas
SPME_ HS DI HS DI HS DI HS DI
Piridina - - - - - - - -

3-Furaldeido - - - - - - - -
2-Furaldeido - +

2-Acetilfurano - -
Benzaldeido - -
5-Metilfurfural - -
3-Acetil-2,5-dimetilfurano - - - - - - - -

+ + + o+
1
1
1
1
1

Compostos

—+
]
+
]
+
]

Fenilacetaldeido - -

Alcool furfurilico - + + + + + + +

W X N U kA WwWN R

10. 5-Hidroximetilfurfural - + - + - + - +

92



1,400

x

1,200

¥

0,800 -

¥

x

0,200 -

x

1800,000

1600,000

1400,000
1200,000

1000,000

800,000

500,000

400,000

200,000

0,000

¥

Figura 3.16. Quantidade de compostos de Maillard libertados (A) (ng/Kg) e presentes (B) (mg/Kg) nas amostras

de batata doce de Aljezur cozinhadas pelos trés métodos diferentes.

93

mAssada
mCozida

mMicro-ondas



Em relagédo as quantidades destes compostos observou-se que, com excepg¢ao do benzaldeido,
presente em maior quantidade nas amostras de batata doce cozida, todos os outros compostos em
estudo séo libertados em maior quantidade pelas amostras de batata doce assada. A diferenca em
relacdo aos outros dois métodos de confeccdo é mais acentuada para os compostos 2-furaldeido e
alcool furfurilico. Verificou-se ainda que as amostras de batata doce cozinhadas no micro-ondas
libertam uma menor quantidade de compostos de Maillard (Figura 3.16. e Tabela 3.3.). Estes
resultados estdo de acordo com o observado em estudos anteriores para variedades dos EUA (Kays
& Wang, 2000; Wang & Kays, 2001).

No respeitante a andlise por DI-SPME, observou-se que as amostras de batata doce assada
apresentaram um maior contetido em furfurais, nomeadamente em 2-furaldeido, 5-metilfurfural, alcool
furfurilico e 5-HMF do que as amostras de batata doce sujeitas aos outros dois métodos de
confeccdo. Verificou-se ainda que as amostras cozinhadas através de micro-ondas apresentam uma
maior quantidade de todos os furfurais identificados do que as amostras de batata doce cozidas.
Relativamente as quantidades destes compostos na batata crua, estas sdo mais pequenas que as
quantidades detectadas quando se aplica um método de confec¢éo e encontram-se abaixo do limite
de quantificacdo do método analitico.

A partir deste estudo observou-se também que a quantidade de furfurais que permanecem na
batata doce de Aljezur depois de cozinhada é maior do que a quantidade encontrada no aroma da
batata doce, ou seja, a maior parte dos compostos produzidos pela reaccdo de Maillard durante a
confeccdo séo ingeridos pelos consumidores de batata doce, o que levanta a questdo da seguranca
alimentar deste alimento tendo em conta a toxicidade in vitro (Irwin, 1990; Khan, et al., 1995; Adams,
et al., 1997; Yamashita, et al., 1998; Janzowski, et al., 2000) atribuida a estes compostos.

Para todos os métodos de confecgdo utilizados e de entre todos 0os compostos, 0 composto 5-
hidroximetilfurfural apresentou os teores mais elevados. A maior quantidade registou-se na batata
assada, sendo de 1,8g de 5-HMF para quilograma de batata doce, Tabela 3.3.. A permanéncia de
grande quantidade deste composto na batata doce em relacdo aos outros compostos pode dever-se
a sua baixa volatilidade, que faz com que néo faga parte ou a sua presencga seja registada em pouca
guantidade no aroma. Relativamente a legislacdo deste composto, o Codex Alimentarius da
Organizagdo Mundial de Salde e a Unido Europeia estabelecem um limite méximo deste composto
somente para o mel (40mg/kg) e para o sumo de maca (50mg/kg), sendo estes valores indicadores
de deterioracao e de tratamento térmico destes dois alimentos (Teixido, et al., 2006; Gaspar & Lopes,
2009).
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Tabela 3.3. Quantidade de compostos de Maillard libertados (ug/Kg) e presentes (mg/Kg) nas amostras de
batata doce assada, cozida e cozinhada no micro-ondas. LOD — limite de detec¢do; LOQ - limite de
guantificagao.

Método de confecgéo

Preparacéo de Assada Cozida Micro-ondas
Amostra

SPME HS DI HS DI HS DI
2-Furaldeido 1,162 10,565 (E’ngg) (gfgg) (ngc?S) (3L906§)
2-Acetilfurano (gl_ogé) - - - - -
Benzaldeido (2]?05;) _ (gif)c?g) - (gif)olg) ;
5-Metilfurfural (gif)gé) 0,894 - (gf)oE)é) ) ((<)i_1(§(§)
Fenilacetaldeido ((<)L1078) - (2 Lloz(g) - ((<)|_OC?S) -
Alcool furfurilico 0,307 159,635 (Sf’o5Q7) ?fgéé‘i (Sf’cfé) 78,683
5-HMF - 1802,45 - 499,77 - 605,802

| wo/Kg | mgKg [ ugKg | moKg | pgiKg | moKg |

As diferencas qualitativas e quantitativas observadas contribuem e explicam o aroma diferente
da batata doce cozinhada pelos trés métodos distintos. Enquanto que a batata assada possui um
forte aroma doce a caramelo, atribuivel a maior quantidade de furfurais, a batata cozida tem um
aroma bastante distinto, mas pouco pronunciado, e a batata cozinhada através de micro-ondas nao
apresenta um aroma a caramelo intenso mas um leve aroma doce. Estas diferencas, estédo
possivelmente relacionadas com o modo como o calor penetra na batata doce e essencialmente com

as diferentes temperaturas utilizadas em cada método (Wang & Kays, 2001).

3.3.1.1. Influéncia da temperatura no aroma da batata doce

As diferentes quantidades de compostos derivados da reaccdo de Maillard obtidas neste estudo,
na batata doce cozinhada na coloche e na batata doce cozinhada no micro-ondas, atribuem-se ao
modo como o calor se difunde neste alimento. O modo como o calor se difunde na batata doce e as
diferentes temperaturas influenciam o funcionamento do sistema enzimético de amilases, essencial
para a hidrélise do amido, presente em grande quantidade na batata doce, que leva a formacéo do
aclcar maltose. Este aglcar, que actua na reacgdo de Maillard como um agente reductor, devido a
possibilidade de formagéo de um grupo aldeido na sua estrutura quimica,é o principal percursor dos
compostos de Maillard na batata doce, principalmente dos compostos derivados do furano (Purcell, et

al., 1980), como o 2-furaldeido, alcool furfurilico, 5-metilfurfural, 2-acetilfurano e 5-hidroximetilfurfural
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(Wang & Kays, 2000). A reacgao de hidrélise do amido envolve duas enzimas, a a-amilase (1,4-a-D-
glucano glucohidrolase) e a B-amilase (1,4-a-D-glucano maltohidrolase). A a-amilase actua nas
ligacdes a-(1,4)-glucosidicas entre as moléculas de glucose internas da amilose e amilopectina
constituintes do amido (Myrback & Neumuller, 1950), produzindo dextrinas e pequenas quantidades
de acucares redutores, incluindo a maltose. A B-amilase reage com o final ndo reduzido da estrutura
quimica das dextrinas hidrolisadas de forma incompleta, produzindo maltose e dextrinas de baixo
peso molecular (Kays & Wang, 2000). Um estudo indica que este sistema enzimatico também se
encontra activo a temperatura ambiente, quando a batata doce se encontra armazenada, podendo
assim explicar-se a existéncia de pequenas quantidades de furfurais na batata crua no presente
estudo (Morrison, et al., 1993).

Na confec¢do numa coloche ou num forno, o calor é transferido por conducado e conveccéo e a
temperatura aumenta gradualmente do exterior para o interior do alimento, existindo ao mesmo
tempo zonas de hidrélise e zonas em que as amilases ndo se encontram no seu pico de actividade,
visto que as temperaturas 6ptimas, de 70°C a 75°C para a a-amilase e de 50°C a 55°C para a B-
amilase, ainda ndo foram alcancadas. Um estudo que testou diferentes temperaturas de confeccao
alimentar de batata doce num forno refere que a concentracdo de maltose aumenta a partir dos 50°C,
atingindo 0 seu maximo a uma temperatura de 80-85°C. Uma temperatura superior a 85°C leva a uma
diminuicdo do conteddo em maltose, o que indica uma menor actividade das duas enzimas acima
deste valor de temperatura (Sun, et al., 1994; Kays & Wang, 2000). Desta forma, a hidrélise do
amido, com a consequente formac¢do de maltose, ocorre até ao centro da batata doce de forma
progressiva e durante um longo periodo de tempo. Relativamente a confec¢do através do micro-
ondas, este € um método cada vez mais utilizado nos paises desenvolvidos, de modo a reduzir o
tempo de confec¢@o em relacdo aos outros métodos culinarios. Num micro-ondas os alimentos sdo
processados através de ondas eletromagnéticas que 0s penetram, causando agitacdo e atrito e,
assim, o calor (Wang & Kays, 2001). Desta forma, o calor € gerado em toda a amostra de forma
simultdnea e o aquecimento ocorre rapidamente em toda a raiz num periodo de tempo muito curto
(Sun, et al.,, 1994; Kays & Wang, 2000; Wang & Kays, 2001). Um estudo verificou que o pré-
tratamento com micro-ondas e a posterior colocagdo da batata doce num forno de conveccéo levou a
reducdo da maltose em 80%, o que pode indicar o efeito do micro-ondas na inactividade das
amilases envolvidas na hidrolise do amido (Sun, et al., 1994). Pensa-se assim que a utilizacdo do
micro-ondas na confeccdo se assemelhe a utilizacdo de um forno previamente aquecido em que o
forno se encontra a uma temperatura elevada, levando a desnaturacdo enziméatica e a reducéo do
rendimento da reac¢do de hidrélise. Uma menor quantidade de maltose representa uma quantidade
inferior de agUcares envolvidos na posterior reac¢ao de Maillard, dando origem por isso a uma menor
quantidade de furfurais na batata doce confeccionada por micro-ondas do que na confeccionada na
coloche (Figura 3.17.).

Em relacdo as diferencas observadas para a batata doce cozida em relacdo a batata doce
assada, o modo de penetracdo do calor neste alimento esté relacionado com agua em ebulicdo. A

elevada condutividade térmica da agua contribui para a inactivacédo das amilases, fazendo com que a
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guantidade de maltose seja menor (Kays & Wang, 2000; Wang & Kays, 2001). Além disso, pensa-se
gue pode ocorrer a perda de acUcares por lixiviagdo quando a batata doce é aquecida na solugéo
aquosa (Kays & Wang, 2000).

Para além das circunstancias propicias a formacéo de maltose, aclcar precursor dos compostos
furfurais, como foi anteriormente referido, observou-se que outras condicdes tém que estar presentes
para que posteriormente ocorra a reaccao de Maillard, entre elas a temperatura maxima atingida no
momento da confeccdo. Pensa-se que as condi¢cfes ideais para que a reac¢do de Maillard ocorra sdo
temperaturas acima dos 100°C. As temperaturas elevadas atingidas na coloche, utilizada no presente
estudo, de cerca de 200°C, sdo satisfatorias para que ocorra para além da reaccdo de Maillard, a
reaccao de caramelizacdo (Wang & Kays, 2001), tendo em conta que é sabido que a maltose e
outros agulcares como a frutose, glucose e sacarose ndo sofrem degradacdo a temperaturas de
cozedura entre 25 e 95°C (Sun, et al., 1994). A temperatura no micro-ondas € muito inferior a que é
atingida na coloche, cerca de 100°C, sendo a reacc¢do de Maillard mais lenta e ndo ocorrendo
caramelizac¢do dos aclcares (Kays & Wang, 2000; Wang & Kays, 2001). Relativamente & batata doce
cozida, as amostras foram também sujeitas a temperatura méxima de 100°C, sendo também neste
caso a temperatura baixa para que se forme um aroma semelhante ao da batata assada (Wang &
Kays, 2001).

Outro factor importante parece ser a quantidade de agua dos alimentos. Pensa-se que a reac¢éo
de Maillard ocorra de uma melhor forma em areas do produto que foram largamente desidratadas, em
que a actividade da agua é mais baixa (0,60 a 0,80) (Wang & Kays, 2001), o que acontece quando a
batata doce é exposta a temperaturas elevadas na coloche, mas ndo quando a batata é cozinhada
num micro-ondas, em que a actividade da agua a superficie € de 1 (Kays & Wang, 2000; Wang &
Kays, 2001).
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3.3.1.2. Toxicidade e metabolismo dos compostos derivados da reac¢do de Maillard

Relativamente ao 2-furaldeido, 5-metilfurfural e &lcool furfurilico, ainda nédo foram estabelecidos e
néo se encontram referenciados limites legais em relagdo a sua presenga em alimentos. No presente
estudo, observou-se que o alcool furfurilico se encontra em maior quantidade relativamente aos
outros dois compostos, tanto na batata doce assada (159,635 mg/kg) como na batata doce cozinhada
no micro-ondas (78,683 mg/kg). Relativamente a sua presenca em outros alimentos, um estudo
refere que se encontra em grande concentracdo no leite aquecido (230mg/Kg) e no café (90-
881mg/Kg) (Adams, et al., 1997). N&o existe referéncia na literatura relativamente a sua toxicidade,
no entanto é sabido que este composto é um precursor do 2-furaldeido, sendo convertido
rapidamente in vivo neste composto (Adams, et al., 1997). E por isso provavel que o alcool furfurilico
existente na batata doce de Aljezur seja convertido em 2-furaldeido aquando do consumo deste
alimento. Observou-se ainda que o composto 5-metilfurfural € o composto que permanece em menor
gquantidade na batata doce assada (0,894mg/kQ).

Tendo em conta a permanéncia destes compostos na batata doce depois de confeccionada e a
sua potencial toxicidade, é necessario compreender o metabolismo destes compostos in vivo. Em
relacdo ao metabolismo do 5-HMF, um estudo em ratinhos, verificou que este composto demonstrou
ser completamente metabolizado em &cido 5-hidroximetil-2-furoico e N-(5-hidroximetil-2-furoil)glicina
(Murkovic & Pichler, 2006). Em sujeitos alimentados com sumo de ameixa seca e ameixas secas com
cerca de 497mg e 67mg de HMF, respectivamente, foram detectados na sua urina quatro metabolitos
do 5-HMF. Estes foram identificados, usando HPLC-MS-MS, como sendo N-(5-hidroximetil-2-
furoil)glicina, acido 5-hidroximetil-2-furoico, (acido 5-carboxilico-2-furoilo)glicina, (acido 5-carboxilico-
2-furoilo)aminometano (Prior, et al., 2006). Estudos realizados com HMF marcado radioactivamente
demonstraram que a maior parte da radioactividade é acumulada nos rins e na bexiga, observando-
se baixas concentragdes no figado (Murkovic & Pichler, 2006), indicando que o HMF parece ser
assim metabolizado rapidamente em conjugados de glicina e outros metabolitos que séo excretados
pela urina (Prior, et al., 2006). Relativamente ao composto 2-furaldeido, este exibe um tempo de
semi-vida pequeno no plasma e é eficientemente metabolizado in vivo. Os estudos in vivo com ratos,
ratinhos ou humanos levam a crer que o 2-furaldeido ndo € genotdxico e carcinogénico devido a sua
rdpida conversdo metabdlica, ao contrario do que se verifica nos estudos in vitro. Tanto em animais
como em humanos, o 2-furaldeido é metabolizado primeiramente por oxidagdo do aldeido. A
oxidacao do furfural leva a producao de acido furdico, que € conjugado com glicina (2-furoilglicina) e
excretado ou condensado com acetil coenzima A (CoA) para formar o metabolito acido furanacrilico.
A 2-furoilglicina € o metabolito maioritario presente na urina (80%); outros metabolitos em menor
guantidade incluem o &acido furoico, acido furanacrilico (Cary, et al., 2000). Nem o composto 2-
furaldeido, nem nenhum dos seus precursores (alcool furfurilico) séo detectados na urina (Adams, et
al., 1997; Cary, et al., 2000).
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3.3.2. Separacdo cromatografica dos compostos de Maillard

Para a analise e identificacdo dos compostos de Maillard presentes na batata doce de Aljezur,
utilizou-se uma coluna SupelcoWAX 10 (tmax=280°C), cuja fase estacionaria € polietilenoglicol. Esta
coluna tem sido utilizada na separacdo de compostos volateis polares, na analise de aromas,
fragancias e de matrizes alimentares (Poole, et al., 2000). A escolha desta coluna cromatogréafica
deveu-se essencialmente ao tipo de matriz em andlise e a preparacdo de amostra utilizada (SPME).
A literatura indica que amostras derivadas de matrizes ricas em agua Sao maioritariamente
analisadas utilizando uma coluna de polietilenoglicol (WAX) (Santana, et al., 2013). Acresce que, na
analise por imersao directa (DI-SPME), a fibra de SPME se encontra directamente exposta 4 agua, e
que a batata doce liberta agua sob a forma de vapor quando é cozinhada, sendo plausivel a
existéncia de vestigios de agua nas amostras sujeitas a analise por HS-SPME; por tal, considerou-se
ser esta a coluna mais adequada a este estudo (Gaspar & Lopes, 2009; Santana, et al., 2013). Para
além deste facto, a separacdo de alguns compostos derivados da reac¢édo de Maillard, os furfurais (2-
furaldeido, 5-metilfurfural e 5-hidroximetilfurfural), presentes em matrizes alimentares aquosas, foi
anteriormente realizada no laboratério utilizando esta coluna (Gaspar & Lopes, 2009). No presente
estudo verificou-se que a mistura dos compostos de Maillard presentes na batata doce foi
eficazmente separada na coluna WAX em cerca de 20 min (Figura 3.18.) nas condicdes

cromatograficas apresentadas no ponto 2.2.3 dos Materiais e Métodos deste trabalho.
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Figura 3.18. Separagdo dos compostos de Maillard. Coluna cromatografica: SupelcowWax (30mx0,25mm i.d.x
0,2um). Compostos: 1. Piridina, 2. 3-Furaldeido, 3. 2-Furaldeido, 4. 2-Acetilfurano, 5. Benzaldeido, 6. 5-
metilfurfural, 7. 3-Acetil-2,5-dimetilfurano, 8. Fenilacetaldeido, 9. Alcool furfurilico. (Temperatura do forno: de 50 a
240°C a 4°C/min, 20min a 240°C; Gas de arrastamento: Hidrogénio [fluxo=1 mL/min]; Modo injeccao: split 1/25;
Injector: 240°C; Detector: 240°C).
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3.3.2.1. Colunas cromatograficas de liquidos i6nicos

Tendo em conta que as colunas cromatograficas de liquidos i6nicos sdo a mais recente inovagao
no ambito das fases estaciondrias para cromatografia, bem como a existéncia de um protocolo de
colaboracdo entre o Laboratério e a Sigma-Aldrich que visou a experimentacdo e avaliacdo destas
colunas, estudou-se a selectividade e a eficiéncia das colunas SLB™-IL59, SLB™-IL76 e SLB™-
IL111 relativamente aos compostos de Maillard presentes na nossa matriz (batata doce). Observou-
se que as colunas de liquidos iénicos testadas apresentam uma selectividade diferente em relagéo
aos compostos analisados. Relativamente a coluna de liquidos i6nicos menos polar, IL-59, e a coluna
com elevada polaridade, IL-111, observou-se que ndo ocorre a separacdo total da mistura de
compostos (Figura 3.19.).

Na andlise realizada com a coluna IL-59, verificou-se a co-eluicdo dos compostos 2-furaldeido,
alcool furfurilico, benzaldeido e 2-acetilfurano, assim como do composto 5-metilfurfural com o
composto 3-acetil-2,5-dimetilfurano. Na analise com a coluna IL-111, observou-se que o composto 2-
furaldeido e benzaldeido sofreram co-eluicdo, assim como os compostos 3-acetil-2,5-dimetilfurano, 2-
acetilfurano e élcool furfurilico. No entanto, relativamente & forma dos picos, a coluna IL-111
apresentou uma melhor resolucdo. A coluna IL-76 revelou ser a mais eficiente na separacdo da
mistura de compostos de Maillard analisados (Figura 3.19.).

Em relacdo a ordem de elui¢cdo dos compostos, observou-se que tanto na coluna WAX como nas
colunas de liquidos iénicos, a ordem de eluigdo dos trés primeiros compostos € a mesma (piridina, 3-
furaldeido, 2-furaldeido), sendo a eluicdo mais rapida no caso da coluna IL-76. Comparando as
colunas IL-59 e IL-76, a ordem de elui¢cdo é semelhante, com excepcédo do &lcool furfurilico. Embora a
coluna de IL-59 seja considerada semelhante, relativamente a sua polaridade, a coluna WAX
(Ragonese, et al., 2011), observou-se que a ordem de eluicdo dos compostos é diferente - o &lcool
furfurilico, por exemplo, é mais rapidamente eluido na coluna IL-59 do que na coluna de
polietilenoglicol, em que é o Ultimo composto a ser eluido. Verificou-se também que a coluna WAX
apresentou uma melhor resolucdo da mistura de compostos em relagéo a coluna de liquidos ionicos.

A coluna de liquidos iénicos mais polar, IL-111, é a que mais se diferencia da coluna WAX

relativamente a ordem de eluigdo dos compostos (Tabela 3.19.).
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Figura 3.19. Separacao da mistura de compostos de Maillard nas diferentes colunas cromatograficas de liquidos
i6nicos. A - SLB-IL59; B - SLB-IL76; C - SLB-IL111. 1. Piridina, 2. 3-Furaldeido, 3. 2-Furaldeido, 4. 2-
Acetilfurano, 5. Benzaldeido, 6. 5-Metilfurfural, 7. 3-Acetil-2,5-dimetilfurano, 8. Fenilacetaldeido, 9. Alcool
furfurilico. (Temperatura do forno: de 50 a 240-C a 4-C/min, 20min a 240°C; Gé&s de arrastamento: Hidrogénio
[fluxo=1 mL/min]; Modo de injeccao: split 1/25; Injector: 240 -C; Detector: 240 -C).
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Tabela 3.4. Tempos de retengdo (min.) dos compostos analisados em diferentes colunas cromatograficas
(Temperatura do forno: de 50 a 240-C a 4°C/min, 20min a 240°C; Gas de arrastamento: Hidrogénio [fluxo=1
mL/min]; Modo split 1/25; Injector: 240 -C; Detector: 240 -C).

Colunas cromatogréaficas
Compostos WAX IL-59 IL-76 IL-111
1. Piridina 6,172 8,903 4,583 8,093
2. 3-Furaldeido 13,418 13,883 8,674 12,672
3. 2-Furaldeido 14,504 16,190 10,763 15,433
4. 2-Acetilfurano 15,743 18,583 12,597 17,370
5. Benzaldeido 16,249 17,747 11,930 15,490
6. 5-Metilfurfural 17,883 20,913 14,872 19,255
7. 3-Acetil-2,5-dimetilfurano 18,110 20,357 13,736 16,848
8. Fenilacetaldeido 19,942 21,730 16,368 20,102
9. Alcool furfurilico 20,562 16,917 15,354 17,555

A diferenca na selectividade e eluicdo dos compostos em anélise, comparando a coluna WAX e
as colunas de liquidos idnicos, e as colunas de liquidos iénicos entre si, pode ser explicada pela
diferente composicdo das fases estacionarias, que conferem tipos diferentes de interacgdes
moleculares. Enquanto a maioria das fases estacionarias convencionais, onde se inclui a coluna
cromatografica WAX, sdo caracterizadas por um tipo dominante de interaccdo (forcas de dispersao,
dipolo-dipolo, ligacdes hidrogénio, etc.), as fases estaciondrias de liquidos i6nicos possuem a
capacidade de participar com mais de um tipo de interac¢do, fazendo com estas colunas
cromatograficas possam demonstrar selectividades elevadas mesmo para grupos funcionais
diferentes (Ragonese, et al.,, 2012). A bipolaridade caracteristica destas fases estacionérias, ja
anteriormente referida neste trabalho, é também uma consequéncia desta capacidade. As
interaccBes de dispersdo (nas fases estacionarias de liquidos i6nicos) levam a separacdo de
moléculas ndo polares. As interac¢Bes do tipo dipolar, as ligagBes de hidrogénio, e as interac¢bes
ibnicas (atraccdo mutua electroestatica de particulas carregadas) estdo envolvidas na selectividade
de moléculas polares (Anderson, et al., 2006; Han & Row, 2010). A ligacdo Unica entre os catides e
anides, constituintes dos liquidos i6nicos, parece ser responsavel pela possibilidade de existéncia de
uma multiplicidade de interac¢des (Anderson, et al.,, 2006). Segundo a literatura, o anido tem um
grande impacto na solubilizacdo e selectividade das fases estacionarias de liquidos iénicos e
consequentemente na eficiéncia das separacdes cromatogréaficas e na dipolaridade dos liquidos
ibnicos (Armstrong, et al., 1999; Anderson & Armstrong, 2003; Anderson, et al., 2006; Tan, et al.,
2012; Sanchez-Prado, et al., 2012). A natureza do aniao determina ainda a extensao do tailing que é
observado nestas fases estacionarias (Anderson & Armstrong, 2003). O efeito do catido € menor,

podendo influenciar a capacidade dos liquidos i6nicos para interagir através de electrdes ndo ligantes
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e electrbées 1 (Sanchez-Prado, et al., 2012). As diferentes combinacdes entre anido e catides tém por
isso um efeito diferente na retencao e selectividade cromatograficas (Anderson, et al., 2006).

No presente trabalho, a composicao das fases estacionarias de liquidos i6nicos utilizadas é a
mesma relativamente ao anido constituinte (bis(trifluorometilsulfonil)imida), diferindo no catido que é
de base fosfonica para duas das trés colunas, IL-59 (1,12-Di-(tripropilfosfonio)dodecano) e II-76 (Tri-
(tripropilfosfoniohexanamido)trietilamina) e de base imidazoélica para a coluna IL-111 (1,5-Di-(2,3-
dimetilimidazolio)pentano). Desta forma, as diferengas observadas devem ser explicadas tendo por
base as interaccdes moleculares entre os caties e os compostos em analise. Em relagdo as colunas
de liquidos i6nicos de base fosfonica a coluna IL-59 possui um catido apolar, enquanto que a coluna
IL-76 apresenta um catido com uma estrutura polar. Tendo em conta o caracter apolar do catido da
fase estacionaria IL-59, as interac¢des moleculares com os compostos em andlise séo praticamente
inexistentes, sendo provavel que a retencdo destes compostos na fase seja determinada pelo anido,
através de interacgfes dipolo-dipolo com as moléculas de bis(triflurometilsulfonil)imida. Tendo em
conta a estrutura quimica do catido polar da fase IL-76 e dos compostos polares analisados,
possivelmente terdo ocorrido interac¢des do tipo dipolo-dipolo, que permitiram uma maior solubilidade
dos compostos nesta fase estaciondria. A maior solubilidade permitiu assim uma melhor separacéo e
resolucdo cromatografica nesta coluna, IL-76, do que na coluna menos polar. Para além disso, as
diferencas de retencéo do alcool furfurilico relativamente as duas colunas deve-se essencialmente a
possivel formacéo de pontes de hidrogénio entre o grupo —OH do alcool e os grupos —NH do catido
mais polar, constituinte da fase estacionaria IL-76. Da mesma forma, a maior retencdo do alcool
furfurilico na coluna WAX pode ser explicada pela sua maior solubilidade nesta fase estacionaria em
relacdo aos outros compostos, devido a interac¢do polar forte entre os grupos -OH da fase de
polietilenoglicol e o grupo -OH do alcool furfurilico. Pode colocar-se a hipétese de que a pior
separacao e resolugdo observadas na fase IL-59 em relagdo a outra coluna de base fosfénica e a
coluna WAX, se deva a dualidade de comportamento desta fase estacionaria, que faz com que seja
também selectiva para moléculas apolares. Relativamente a coluna IL-111, de base imidazodlica e
mais polar do que as outras trés colunas, as interacc¢des dipolo-dipolo entre as moléculas em estudo
e a estrutura quimica do catido permitiram uma melhor resolu¢éo cromatogréfica do que a coluna IL-
59, mas como anteriormente referido, uma pior separa¢do do que a coluna IL-76 e WAX.

Pode concluir-se que embora todas as colunas de liquidos iénicos testadas tenham um caracter
polar, a estrutura quimica do catido € determinante para a eficiéncia da fase estacionaria na

separacao cromatogréfica desta mistura de compostos em particular.
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Em relacdo a analise do composto 5-HMF (5-Hidroximetilfurfural), verificou-se que este é
cromatografavel na coluna Wax, como ja observado em estudos anteriores (Gaspar & Lopes, 2009) e
nas colunas de liquidos iénicos IL-111 e IL-59. No entanto, na coluna IL-76 n&o se observou a eluicao
deste composto nas condi¢ces cromatograficas referidas (Figura 3.20.). Apesar desta condicionante,
a coluna de liquidos iénicos IL-76 foi a escolhida para o desenvolvimento deste estudo, visto ser a

mais eficiente na separagéo dos restantes compostos.
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Figura 3.20. Andlise do 5-Hidroximetilfurfural (5-HMF) na coluna cromatografica Wax (A) (10. 5-HMF - 42,005
min) e na coluna cromatogréfica de liquidos idnicos IL-76 (B). (Temperatura do forno: de 50 a 240°C a 4°C/min,
20min a 240°C; Gas de arrastamento: Hidrogénio [fluxo=1 mL/min]; Modo injeccdo: split 1/25; Injector: 240°C;
Detector: 240°C).
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3.3.2.2. Aplicacdo a matriz real: batata doce
3.3.2.2.1. Andlise por HS e DI-SPME-GC-FID

A separacdo cromatografica dos compostos de Maillard foi assim efectuada em duas colunas,
Wax e IL-76, agquando da analise por HS-SPME-GC-FID e DI-SPME-GC-FID da batata doce
confecionada pelos diferentes métodos culinarios e pode ser observada nas Figura 3.21. e 3.22..
Embora os compostos de Maillard sejam considerados como sendo 0s responsaveis pelo
caracteristico aroma da batata doce depois da sua confeccéo culinaria, verificou-se que nédo sao os
compostos maioritarios, e que o aroma da batata doce é uma fraccdo complexa quando sujeita a
andlise por HS-SPME-GC-FID. Visto que o objectivo deste estudo se centrou na identificacdo dos
compostos resultantes da reac¢do de Maillard, com destaque para os furfurais, a identificacdo dos
outros compostos volateis presentes na fraccao ndo serd aqui descrita, nem discutida. Alguns destes
compostos encontram-se na batata doce crua e a sua libertacdo € potenciada e favorecida pelo
aguecimento do alimento, contribuindo assim, também, para o perfil aromatico da batata doce depois
de confecionada.

Verificou-se que a coluna cromatografica de polietilenoglicol (WAX) permitiu a separagcdo de um
maior numero de compostos na andlise da matriz real, do que a coluna de liquidos idnicos utilizada
(IL-76), sendo apenas possivel identificar por HS-SPME os compostos 2-furaldeido e benzaldeido
nas amostras de batata doce cozidas ou confeccionadas no micro-ondas. No caso das andlises por
DI-SPME o Gnico composto que ndo é cromatografavel por esta coluna é o 5-hidroximetilfurfural. Este
resultado pode indicar uma menor adequacao da coluna de liquidos i6nicos para 0os compostos em
estudo. Os resultados qualitativos e quantitativos apresentados sdo desta forma os relativos as

andlises realizadas na coluna cromatografica WAX.
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Figura 3.21. HS-SPME-GC-FID na coluna Wax (1) e IL-76 (2) da batata doce de Aljezur sujeita a diferentes
métodos de confecgdo: A-batata crua, B-batata assada, C-batata cozida, D-batata confeccionada no micro-
ondas. Compostos: 3. 2-Furaldeido, 4. 2-Acetilfurano, 5. Benzaldeido, 6. 5-Metilfurfural, 8. Fenilacetaldeido, 9.
Alcool furfurilico (Colunas: SupelcoWax 30mx0,25mm i.d.x 0,2um df; (SLB-IL-76 30mx0,25mm i.d.x 0,2um df;
Temperatura do forno: de 50 a 240°C a 4°C/min, 20min a 240°C; Gas de arrastamento: Hidrogénio [fluxo=1
mL/min]; Modo injeccéo: splitless; Injector: 240 -C; Detector: 240 -C).
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Figura 3.22. DI-SPME-GC-FID coluna Wax (1) e IL-76 (2) da batata doce de Aljezur sujeitas a diferentes
métodos de confecgdo: A-batata crua, B-batata assada, C-batata cozida, D-batata confeccionada no micro-
ondas. Compostos: 3. 2-Furaldeido, 6. 5-Metilfurfural, 9. Alcool furfurilico, 10. 5-Hidroximetilfurfural. Colunas:
SupelcoWax 30mx0,25mm i.d.x 0,2um df; SLB-IL-76 30mx0,25mm i.d.x 0,2um df. Temperatura do forno: de 50 a
240-C a 4-C/min, 20min a 240°C; Gé&s de arrastamento: Hidrogénio [fluxo=1 mL/min]; Modo injeccéo: splitless;
Injector: 240 -C; Detector: 240 -C).
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3.3.2.2.2. Andlise por HS e DI-SPME-GC-MS

Para a confirmacéo da identidade dos compostos, foram comparados os tempos de retencéo
com os obtidos utilizando as respectivas solu¢des padrdo, tendo-se igualmente realizado a analise
das diferentes amostras por HS-SPME-GC-MS e DI-SPME-GC-MS para obtencdo e comparacao dos
espectros de massa dos compostos. Devido a limitagGes instrumentais, a andlise por HS-SPME-GC-
MS foi efectuada numa coluna SLB-5ms. Esta fase estaciondria apolar, constituida por um polimero
de silfenileno equivalente as colunas de poli(5%difenil/95% dimetil siloxano) é sobretudo utilizada na
analise de compostos apolares, como por exemplo pesticidas, herbicidas e semivolateis. A ordem de
eluicdo dos compostos em andlise nesta coluna cromatografica tem por base as suas temperaturas
de ebulicao, o que se verificou para os compostos polares em estudo neste trabalho. Ao contrario do
que acontece nas outras fases estacionarias que foram utilizadas, a composi¢cdo quimica desta
coluna cromatografica faz com que ocorram forgcas de Van der Waals, mais fracas que as forcas
dipolo-dipolo e liga¢des de hidrogénio, entre si e 0s compostos analisados.

Para além dos compostos ja identificados por HS-SPME-GC-FID utilizando as colunas
anteriormente referidas (WAX e IL-76), foi possivel identificar um outro derivado do furano, o
composto 2-pentilfurano (identificacdo realizada com base na comparacdo com o0 espectro do
composto da biblioteca NIST, tendo em consideracdo a correlagdo espectral reversa e directa de
ambos o0s espectros). Observou-se que este composto é libertado pelas amostras de batata doce de
Aljezur cozinhadas através dos trés métodos: cozida, assada e micro-ondas.

Um estudo anterior relativo & variedade norte americana, Jewel, refere a presenca de 2-
pentilfurano na batata doce assada e, em pequenas concentracBes, na batata doce cozinhada por
micro-ondas, ndo sendo no entanto detectado nas amostras de batata doce cozida (Wang & Kays,
2001), ao contrario do que se observou no presente estudo com a batata de Aljezur. O 2-pentilfurano
esta associado a um aroma floral (Nakamura, et al., 2013), e ao contrario dos outros compostos
derivados do furano visados neste trabalho, € um produto resultante da degradacéo de acidos gordos
durante a confeccdo da batata doce (Wang & Kays, 2003), ndo sendo um derivado da reaccdo de
Maillard.

Em relagéo a analise efectuada por DI-SPME-GC-MS, verificou-se a presenga de 5-metilfurfural
na amostra de batata doce crua, a qual ndo tinha sido observada por DI-SPME-GC-FID. Este
resultado deve-se muito provavelmente a maior sensibilidade da espectrometria de massa (MS) em

relagdo a deteccdo por chama (FID).

3.3.3. Microextrac¢do em fase sélida (SPME)

No presente trabalho analisaram-se os compostos de Maillard presentes na batata doce de
Aljezur ap0s a confecgdo culinaria utilizando a microextraccdo em fase sélida em headspace (HS-

SPME), e utilizando igualmente a imerséo directa (DI-SPME), de modo a efectuar-se, pela primeira
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vez, o estudo da existéncia/permanéncia destes compostos na batata doce depois de cozinhada,
podendo assim avaliar-se os teores que séo ingeridos. Como referido no ponto 1.6.1. da Introducéo,
0s compostos do aroma da batata doce foram anteriormente descritos, mas utilizando apenas a
técnica de headspace (Sun, et al., 1993; Kays, et al., 1998; Wang & Kays, 2000; Wang & Kays, 2001;
Wang & Kays, 2003).

A analise por HS-SPME e DI-SPME das amostras de batata doce realizou-se utilizando-se a
fibora DVB/CAR/PDMS, como ja referido no ponto 2.2.2. dos Materiais e Métodos deste trabalho. A
escolha da fibra teve em conta os resultados obtidos em estudos anteriores, em matrizes alimentares,
na andlise de furfurais, 2-Furaldeido e 5-Metilfurfural por HS-SPME (Giordano, et al., 2003) e na
analise de 2-Furaldeido, 5-Metilfurfural e 5-Hidroximetilfurfural usando DI-SPME (Gaspar & Lopes,
2009). Relativamente ao tempo de exposi¢do da fibra, foi tido em consideragdo o modelo dinamico
para o método de preparacdo de amostra com SPME proposto por Ai e colaboradores (Ai, 1997a; Ai,
1997b), em que a quantidade de analito adsorvido pela fibra, a partir da amostra em analise, é
proporcional a concentragdo inicial do analito na amostra, se a agitacdo e o tempo de amostragem for
mantido constante entre as amostras da mesma matriz analisada. Visto que frequentemente o
equilibrio ndo é alcancado ou é alcangcado em periodos de tempo muito longos, esta abordagem
alternativa permite a quantificacdo sob condicbes de ndo-equilibrio que faz com que tempos de
extraccdo mais curtos possam ser desenvolvidos e utilizados. Em estudos anteriores a analise de
compostos de Maillard por SPME teve como tempo de extrac¢do 40 min para HS-SPME (Giordano, et
al., 2003) e 2h para DI-SPME (Gaspar & Lopes, 2009). Neste estudo utilizou-se por isso um tempo de
extraccdo de 2h tanto para o estudo em imersao directa (DI-SPME) como para andlise em headspace

da fibra (HS-SPME) de modo a poderem-se comparar os resultados das duas analises.

3.3.3.1. Desenvolvimento e validacdo do método analitico

De modo a avaliar as diferencas quantitativas dos compostos de Maillard entre os trés métodos
de confeccdo alimentar realizou-se a sua quantificacdo com base nos parametros de qualidade da
metodologia analitica, tais como os limites de detec¢do (LODs) e limites de quantificagdo (LOQSs),
linearidade, precisédo e recuperacdo, nas condicbes anteriormente optimizadas para HS-SPME-GC-
FID e DI-SPME-GC-FID.

3.3.3.1.1. Lineariedade

A linearidade de resposta para HS-SPME-GC-FID e DI-SPME-GC-FID foi estudada usando
solucdes padréo de concentracdes indicadas no ponto 2.2.4..

A variacao de concentracdes, as equacdes de calibracdo e os coeficientes de correlacdo (R2)
obtidos encontram-se apresentados nas tabelas 3.5. e 3.6.. Observou-se uma boa linearidade no
intervalo de concentracdes estudado com valores de R2 entre 0,9849 e 0,9972 para a analise por HS-
SPME-GC-FID, e entre 0,9910 e 0,9996 para analise por DI-SPME-GC-FID, demontrando-se assim a
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relagdo proporcional entre a quantidade extraida pela SPME e a concentragédo inicial dos compostos

de Maillard nas amostras.

3.3.3.1.2. Sensibilidade

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) foram determinados usando as
linhas de regressdo, obtidas a partir do sinal resultante da gama de concentracdes para cada
composto. O LOD é considerado como sendo o sinal mais baixo detectado pelo instrumento de
analise, e pode ser determinado pela equacdo LOD=yB+3,3SB, em que yB e SB sao respectivamente
o sinal obtido da amostra branca (amostra isenta do composto de interesse) e o seu desvio padrdo. O
LOQ representa o sinal mais baixo quantificavel e é igual ao sinal do branco mais 10 vezes o seu
desvio-padrdo (LOD=yB+10SB). O sinal do branco, yB pode ser obtido pela média de varias leituras
de um "campo em branco”, sendo o desvio padrdo das varias leituras representado por SB. No
presente estudo, devido as caracteristicas do aparelho de andlise, que ndo permite a medicao
automatizada do campo em branco, utilizou-se a intercep¢éo da recta no eixo das ordenadas (x=0)
como a medida de yB (sinal do branco) e a estimativa do desvio padrdo absoluto, Sx/y, como uma
estimativa de SB (Miller & Miller, 1988; Miller, 1991; IPAC, 2011). Tanto o LOD como o LOQ foram
convertidos nas suas concentracfes correspondentes através das expressdes LOD=3,3Sx/y/b e
LOQ=10Sx/y/b, em que b é o declive da linha de regresséo/recta de calibracdo (y=bx+a) (Miller &
Miller, 1988; Miller, 1991; IPAC, 2011). Os valores de LOD e LOQ para os diferentes compostos, para
HS-SPME-GC-FID e DI-SPME-GC-FID, encontram-se nas tabelas 3.5. e 3.6.. Verificou-se que para
HS-SPME-GC-FID o limite de deteccdo do composto 2-furaldeido foi de 0,069ug/L, bastante abaixo
do descrito num estudo anterior utilizando a mesma fibra de SPME para andlise do mesmo composto,
que foi de 15ug/L (Giordano, et al., 2003).

A determinacéo estatistica do LOD e LOQ no presente trabalho foi efectuada de acordo com o

guia para a acreditacdo de laboratérios quimicos da IPAC (IPAC, 2011).

3.3.3.1.3. Precisao

A fim de avaliar a precisdo do método analitico aplicado no presente estudo, foi estimada o
RSD.. A percentagem de desvio padrao relativo (RSD), variou entre 5,38 e 19,19 para a andlise com
HS-SPME-GC-FID e entre 14,82 e 17,48 para a analise com DI-SPME-GC-FID. Alguns estudos
referem que para pequenas quantidades analisadas, como € o caso do presente estudo, um limite até
20% de RSD é aceite. A precisdo deste estudo encontra-se por isso dentro dos limites aceitaveis
(RSD<20%) (Ribani, et al., 2004). Em relacdo as directivas da UE 2003/78/EC, os resultados
intralaboratoriais de RSD devem ser <30% para concentracfes abaixo dos 20ppb, <20% para
concentracbes entre 20 a 50ppb e <15% para concentracdes maiores (Unido Europeia 2003)
(Katerere, et al., 2008).
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Tabela 3.5. Parametros analiticos do método HS-SPME-GC-FID, para a analise dos compostos de Maillard na
batata doce cozinhada. LOD — Limite de detecg&o; LOQ — Limite de quantificacéo.

Linearidade Precisé@o
L LOD LO
Composto Variagéo de Q
Equacéo da recta de (ug/L) (uglL) (RSD %)
concentragfes R2
calibracao (n=4)
(ug/L)
2-Furaldeido 0,058-0,696 y =116989,00 x - 3462,9 0,9948 0,069 0,210 16,10
2-Acetilfurano 0,055-0,218 y =217237x - 2617,9 0,9948 0,021 0,062 29,29
Benzaldeido 0,052-0,208 y = 330298x + 655,32 0,9849 0,034 0,100 14,44
5-Metilfurfural 0,055-0,221 y =170997,00x -1949,2 0,9972 0,015 0,050 5,38
Fenilacetaldeido 0,051-0,257 y =126641x -1830,8 0,9902 0,055 0,170 15,77
Alcool furfurilico 0,057-0,226 y = 214732x - 4119,7 0,9935 0,024 0,070 19,19

Tabela 3.6. Parametros analiticos do método DI-SPME-GC-FID para a analise dos compostos de Maillard na
batata doce cozinhada. LOD — Limite de detec¢do; LOQ — Limite de quantificac&o.

Linearidade Precisédo
N LOD LO
Composto Variagéo de Q
Equacéo da recta de (mg/L) (mg/L) (RSD %)
concentragbes R2
calibragéo (n=4)
(mg/L)
2-Furaldeido 0,01-5,80 y = 20375x + 8063,3 0,9910 0,680 2,060 15,07
5-Metilfurfural 0,11-2,21 y = 34734x + 6485,8 0,9996 0,069 0,211 17,48
Alcool furfurilico 22,64-90,56 y =5923,7x +81213 0,9945 8,820 26,700 14,82
5-HMF 120-1600 y = 402,35x -17579 0,9991 69,870 211,740 16,54
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3.3.3.1.4. Efeito de matriz

Relativamente ao estudo para avaliagdo do efeito de matriz, a analise por HS-SPME-GC-FID
revelou que a taxa de recuperacdo para os diferentes compostos é muito baixa e em alguns casos
nao é quantificavel, tendo-se registado percentagens de recuperacao para o benzaldeido de 19% na
batata assada e 8% na batata cozida e para o alcool furfurilico de 9% na batata cozida. Desta forma,
verificou-se a existéncia de um efeito de matriz relativamente a todos os compostos analisados,
através deste método de andlise. Este pode ser devido a natureza dos compostos estudados, pouco
volateis e também a metodologia utilizada. A quantificagéo realizada por este método deve estar, por
isso, subestimada. O efeito de matriz € bem conhecido na analise de residuos de pesticidas em
produtos alimentares (Rantakokko, et al., 2004), e foi também mencionado na analise de patulina em
maca (Katerere, et al., 2008). O mel evidenciou também um elevado efeito de matriz, demonstrando
uma baixa taxa de recuperacdo, em furfurais, especialmente em relagdo ao 5-HMF (Gaspar &
Lucena, 2009).

Na analise por DI-SPME-GC-FID, pelo contrario, as percentagens de recupera¢do encontram-

se entre 0s 87% e os 127%, néo se verificando efeito de matriz (Tabela 3.7.).

Tabela 3.7. Recuperagfes obtidas pelo método DI-SPME-GC-FID utilizado na andlise de batata doce de Aljezur
cozinhada através de trés métodos diferentes

Recuperagéo (%)

Composto Assada Cozida Micro-ondas
2-Furaldeido 89 108 127
5-Metilfurfural 87 115 87
Alcool furfurilico 89 106 99
5-HMF 90 123 85
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4. Conclusbes e perspectivas futuras

A batata doce é uma cultura agricola de importancia global, sendo um dos alimentos mais
consumidos nos paises em desenvolvimento devido ao seu modo de cultivo, a sua produtividade e as
suas caracteristicas nutritivas e nutracéuticas. Em relacdo aos paises desenvolvidos, alguns
consideram-no um alimento gourmet e outros como os EUA, por exemplo, tém vindo a reduzir o seu
consumo devido principalmente as suas caracteristicas organolépticas. Em Portugal, a batata doce &
cada vez mais vista como um alimento saudavel com bastantes utilizacdes na nossa cozinha
mediterranica. A batata doce de Aljezur, objecto de estudo neste trabalho, € um produto alimentar
com caracteristicas distintivas e reconhecidas pela Unido Europeia, sendo um exemplo da qualidade
dos produtos agricolas do nosso pais. Para além do trabalho cientifico realizado, esta dissertagao de
Doutoramento contribui também para a divulgacéo deste alimento e desta variedade.

O reconhecimento de que as func¢des das raizes das plantas envolvem mais do que absor¢éo de
agua e de nutrientes levaram a investigacdo deste 6rgdo relativamente a sua interacgdo com 0s
microorganismos do solo, como aquela que origina o estabelecimento de rela¢des simbidticas com
fungos micorrizicos. As raizes séo reconhecidas como sendo um local de actividade metabdlica
Unica, sendo os seus exudados os principais responsaveis no desenvolvimento de micorrizas. A
batata doce é uma das culturas agricolas que se associa a fungos micorrizicos, verificando-se um
aumento do crescimento da biomassa das raizes tuberculosas e a reducédo de aplicagdo de fésforo
nos campos agricolas. O desenvolvimento de culturas in vitro e a sua utilizacdo para o estudo destas
interaccbes pode contribuir para a compreensdo do didlogo quimico entre a planta e o fungo. O
desenvolvimento de culturas de batata doce in vitro neste trabalho, permitiu mimetizar a propagacéao
vegetativa in vivo da batata doce no campo de cultura. Este trabalho demonstrou que a batata doce
se adaptou aos diferentes meios de cultura, observando-se um maior crescimento dos explantes em
meio MS (Murashige & Skoog, 1962). Esta metodologia podera futuramente permitir a producao
rapida de explantes para plantagdo no campo de cultivo, e 0 estudo da simbiose micorrizica, tendo
em conta que em todos os meios de cultura se verificou o enraizamento das plantulas. Relativamente
a producao de raizes transgénicas de batata doce de Aljezur, observou-se uma grande facilidade na
sua obten¢do, concluindo-se que a raiz tuberculosa é um bom material para a inoculagdo com
Agrobacterium rhizogenes. Os extractos obtidos dos exsudados destas raizes revelaram a existéncia
de diferencas entre os exsudados das raizes crescidas no meio com pouco fésforo e azoto (MSR
(modified Strullu Romand) e o meio SH (Schenk & Hildebrandt,1972), tendo sido identificada a
presenca de 2-metil-1-butanol. Este composto pode indicar o envolvimento, ainda pouco estudado,
dos compostos volateis na interaccéo entre o fungo e a planta. No entanto, serdo necessarios mais
estudos relativamente a sua actividade no desenvolvimento dos fungos endomicorrizicos. Tendo em
conta que este € um composto quiral, terd também muito interesse compreender se existem

diferencas de bioactividade entre estereoisémeros. Por outro lado, a constatacdo da presenca de dois
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compostos com actividade antifingica nos exsudados das raizes transgénicas de batata doce, o
acido benzoico e o acido fenilacético, pode ser a razéo pela qual as hifas dos fungos Glomus clarum
e Glomus intraradices ndo se desenvolveram. Estes compostos foram também identificados nos
exsudados das raizes crescidas em agua, podendo considerar-se que a sua biossintese se realiza
também in vivo e que esta relacionada com a reconhecida resisténcia desta planta em relagcdo a
fungos e patogéneos do solo. Visto que as raizes transgénicas, hairy roots, séo cada vez mais
utilizadas como sistema para o estudo da producdo de metabolitos secundarios, devido a sua
estabilidade genética e bioquimica, ao seu crescimento rapido num meio sem reguladores de
crescimento, sera interessante a futura implementacdo de mais estudos com raizes transgénicas de
batata doce, considerando-se que podera ser também um bom modelo biolégico na investigacdo da
alelopatia entre raizes e organismos do solo.

Relativamente aos compostos de Maillard presentes na batata doce de Aljezur, a analise foi
efectuada por micro-extraccdo em fase sdlida associada a cromatografia gasosa com detec¢édo de
ionizacao de chama e também por espectrometria de massa, HS-SPME-GC-FID/MS e DI-SPME-GC-
FID/MS. Verificou-se a existéncia de diferencas qualitativas e quantitativas na composi¢éo quimica do
aroma obtido nos trés diferentes métodos de confecgéo culinaria utilizados. Este estudo, pela primeira
vez, demonstrou que para além de estarem presentes no aroma da batata doce, alguns dos
compostos permanecem no alimento depois de confeccionado, sendo a sua quantidade maior do que
a encontrada no aroma. A batata doce assada é a que maior quantidade apresenta de compostos
derivados da reaccdo de Maillard. Este facto € devido quer as temperaturas que séo atingidas, como
ao modo como o calor penetra no alimento, usando este método de confeccdo culinéria.
Relativamente a potencial toxicidade dos compostos analisados, para além de existir pouca
legislagédo respeitante ao seu consumo, verifica-se que embora 0s estudos toxicoldgicos in vitro
refiram a existéncia de toxicidade, os compostos 2-furaldeido e 5-hidroximetilfurfural, sdo
metabolizados in vivo, sendo excretados através da urina na forma de outros compostos. Em
trabalhos futuros, seria interessante a aplicacdo do método de analise desenvolvido, no estudo de
outras variedades de batata doce, de modo a identificar diferengas quantitativas que pudessem levar
a distincdo de variedades relativamente ao seu contetdo em furfurais. Este trabalho também tornou
possivel o estudo do comportamento de novas colunas cromatogréficas constituidas por fases
estacionéarias de liquidos i6nicos (IL). Apesar de todas as colunas IL testadas serem polares,
verificou-se que é necessario ter em conta no seu comportamento cromatografico a dualidade da sua
constituicdo funcional na estrutura quimica dos seus liquidos i6nicos, tendo também em consideracao

a natureza quimica dos compostos a analisar.
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