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RESUMO

O resveratrol € um dos principais compostos bioativos do amendoim (Arachis
hypogaea L, Fabaceae), presente também na uva e no vinho, e € associado a
reducgéo do risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares e cancer destes
alimentos. Neste trabalho foi realizada a determinacdo de trans-resveratrol em folhas
de espécies silvestres desse género por CLAE. O estudo para definicdo e validacéo
da metodologia envolveu a avaliacdo do solvente de extracdo, a técnica de
preparacdo da amostra para anélise e o método analitico. Apés a padronizacdo da
metodologia, foi realizada a determinagéo de resveratrol em folhas de dez espécies
silvestres de Arachis, estressadas por radiacdo UV. As espécies estudadas foram A.
kuhlmannii, A. cardenasii, A. duranensis, A. cruziana, A. gregoryii, A. batizocoi, A.
simpsonii, A. ipaensis e A. kempff-mercado,utilizando A. hypogaea, como referéncia.
Os extratos foram obtidos utilizando EtOH 80% como solvente e posteriormente
foram submetidos a extracao liquido-liquido para eliminacédo de pigmentos e outros
interferentes. A analise por CLAE foi realizada com coluna Zorbax XDB Agilent (250
mm x 4,6 mm, 5 ym), com gradiente de eluicdo, acetonitrila:acido fosférico 0,02%. O
método apresentou linearidade entre 5,75 e 217,6 pg/mL, coeficiente de correlacdo
(r2 0,9998) e repetibilidade de 1,18% (a 23 pg/mL). Todas as espécies do estudo
expressaram resveratrol apos a inducdo com UV e nenhuma apresentou teor de
resveratrol significativamente mais elevado do que a espécie cultivada A. hypogaea.
Contudo na analise de cluster as espécies A. kuhlmannii, A. cardenasii, A.
duranensis, foram agrupadas no grupo de maior teor de resveratrol juntamente com
a espeécie cultivada. Os teores médios de resveratrol observados foram 808,75 +
177,6 pg/g para A. kuhlmannii, 752,24 + 305,4 pg/g para A. cardenasii, 639,93 *
224,7 ug/g para A. duranensis, 564,67 + 205,1 ug/g para A. cruziana, 524,54 + 131,1
Kng/g para A. batizocoi, 484,77 £ 167,8 ug/g para A. magna, 370,14 + 103,7 ug/g para
A. gregoryii, 318,37 + 146,9 ug/g para A. simpsonii, 314,07 + 76,8 pg/g para A.
ipaensis e 299,49 + 89,1 ug/g para A. kempff-mercadoi. Os resultados obtidos nesse
trabalho sugerem que é possivel agregar valor as folhas de amendoim, utilizando-as
para a extracdo de resveratrol, apis o processo de inducdo por radiacdo ultravioleta.
Considerando as varias atividades biologicas do resveratrol e sua ampla utilizacao
nas industrias farmacéutica, cosmética e de suplementos alimentares, a utilizacao

de folhas de amendoim pode constituir-se em um novo nicho nesse mercado.



Palavras chaves: Arachis silvestres, amendoim, resveratrol, CLAE, metodologia
analitica.



ABSTRACT

Resveratrol, main active component of peanut (Arachis hypogaea L, Fabaceae), is
present also in grape and wine. Resveratrol present in these foods is associated to
risk reduction of cardiovascular diseases and cancer. In this work, it was developed
the HPLC determination of trans-resveratrol in leaves of wild species of Arachis. The
study for method selection and method validate was based on the solvent extraction
valuate, on the sample preparation for analysis and on the analytical method. After
methodology standardization, it was carried out the determination of resveratrol in
leaves of 10 Arachis wild species, stressed by UV light. The species studied were A.
kuhlmannii, A. cardenasii, A. duranensis, A. cruziana, A. gregoryii, A. batizocoi, A.
simpsonii, A. ipaensis e A. kempff-mercadoi, A. hypogaea, using A. hypogaea as a
reference Resveratrol was extracted with 80 % EtOH and cleaning of extract was
done by liquid-liquid extraction to remove pigments and others interfering. HPLC
analysis was done using a Zorbax XDB Agilent (250 mm x 4.6 mm, 5 ym) and a
gradient of acetonitrile : 0.02 % phosphoric acid. The method was linear between
5.75 and 217.6 upg/mL, the correlation coefficient (r2 0.9998) and injection
repeatability was 1.18% (at 23 pug/mL). All species of the resveratrol study expressed
after induction with UV and none specie showed levels of resveratrol significantly
more high than the cultivated species A. hypogaea. . However in cluster analysis, the
species A. kuhlmannii, A. cardenasii, A. duranensis were statistically grouped in the
highest group content of resveratrol, along with the cultivated species. . The
concentration of resveratrol observed were 808.75 £ 177.6 pg/g to A. kuhlmannii,
752.24 + 305.4 ug/g to A. cardenasii, 639.93 + 224.7 ug/g to A. duranensis, 564.67 +
205.1 pg/g to A. cruziana, 524,54 + 131.1 pg/g to A. batizocoi, 484.77 + 167.8 ug/g to
A. magna, 370.14 + 103.7 pg/g tol A. gregoryii, 318.37 + 146.9 pg/g to A. simpsonii,
314.07 £ 76.8 pg/g to A. ipaensis and 299.49 + 89.1 ug/g to A. kempff-mercadoi.
The present results suggest that it is possible to add value to the peanut leaves,
using them to extract resveratrol, after the process of induction by ultraviolet
radiation. Considering the various biological activities of resveratrol and its wide use
in the pharmaceutical, cosmetic and food supplements, the use of peanut leaves can
form themselves into a new niche in this market.

Keywords: Arachis wild, peanut, resveratrol, HPLC, analytical methodology.
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1 INTRODUCAO

O género Arachis L. (Fabaceae) possui provavel origem na regido central do
Brasil e é composto por 80 espécies descritas, reunidas em nove secdes
taxondémicas, sendo a de maior destaque a se¢do Arachis, que abriga 0 amendoim
cultivado (A. hypogaea L.), além de outras 26 espécies (1). A espécie A. hypogaea ¢é
a de maior importancia econdémica, sendo considerada a quarta oleaginosa mais
plantada no mundo (2) e em 2009 estava em quinta posicdo quanto a producao de
oleo vegetal (3). As sementes podem ser consumidas in natura ou processadas, e
utilizadas diretamente na alimentacdo humana, nas industrias de conservas
(enlatado), confeitarias, oleoquimica e na producédo de biodiesel (2, 4). O Brasil € um
grande produtor e também exportador de amendoim, em 2007 o pais exportou cerca

de 40,463 toneladas de produtos de amendoim (Tabela 1) (5).

Tabela 1. Exportacao brasileira de produtos de amendoim no ano de 2007

Produtos exportados Quantidade Quantidade em casca
Amendoim em casca 246 toneladas 246 toneladas
Amendoim em gréaos 28.120 toneladas 40.142 toneladas
Oleo de amendoim 9.151 toneladas 32.682 toneladas
Industrializados 3.946 toneladas 13.153 toneladas
TOTAL 41.463 toneladas 86.223 toneladas

Fonte: Préamendoim, 2011 (5)

O amendoim é um alimento com grande valor nutricional, apresentando alto
teor de proteinas (33,44%) e 6leo (44,78%), sendo considerado um dos alimentos

humanos mais nutritivos e de facil digestao (6-8).

A planta do amendoim pode produzir fitoalexinas (classe de compostos com
funcdo antibibtica) derivadas do estilbeno, entre as quais o resveratrol & encontrado
em maior quantidade (9), podendo ser encontrado em diferentes partes dessa

planta, tais como sementes, folhas e raizes (10,12).

Os efeitos benéficos do polifenol resveratrol (3,5,4-triidroxiestilbeno) ndo se
restringem apenas as plantas, mas também a salde humana; estudos
epidemiologicos e clinicos tém mostrado que este composto estd associado com a

reducdo de doencas cardiovasculares e a reducao de risco de cancer (9, 13).



Determinacdo de resveratrol em folhas de amendoim silvestre (Arachis sp.) 17

Por ser uma das poucas plantas a sintetizar o resveratrol, o0 amendoim pode
ser considerado um alimento funcional, que é definido por Pimentel e colaboradores
(2005) (14) como qualquer alimento, natural ou preparado, que contenha uma ou
mais substancias, classificadas como nutrientes ou néo nutrientes, capazes de atuar
no metabolismo e na fisiologia humana, promovendo efeitos benéficos para a saude,
podendo retardar o estabelecimento de doengas crénico-degenerativas e melhorar a
qualidade e a expectativa de vida das pessoas. Com o avanco dos estudos nesta
area, cresce o interesse dos consumidores e das politicas publicas por alimentos
que possam fornecer beneficios fisioldgicos adicionais, como prevencdo de
doencas, além de atender as necessidades basicas nutricionais. A caracterizacao de
substancias bioativas com forte potencial antioxidante, como o resveratrol, pode
favorecer o desenvolvimento de novos produtos com propriedades funcionais

agregadas.

Uma das alternativas mais aceitas para aumentar o contetddo de resveratrol
no amendoim cultivado (A. hypogaea) € o cruzamento com espécies silvestres em
programas de melhoramento do amendoim. O nivel de resisténcia a fungos em
acessos de amendoim esta relacionado a concentracdo de resveratrol, sendo que 0s
resistentes produzem maiores concentracdes do que 0s susceptiveis (16). As
espécies silvestres da sec¢do Arachis sdo fortes candidatas a também produzirem
resveratrol e em quantidades até maiores que o amendoim cultivado, uma vez que
sdo geneticamente muito relacionadas a ele e possuem niveis de resisténcia a
fungos maiores (15). Outra vantagem do cruzamento reside no fato que o aumento
dos niveis de resveratrol em A. hypogaea pode fazer com que essa espécie tenha
um papel maior como nutracéutico e como matéria-prima para indastria farmacéutica
e dependendo dos niveis de resveratrol, as espécies silvestres e a cultivada podem

também ser utilizadas diretamente na producdo dessa substancia.
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HIPOTESE

Devido a maior resisténcia a infec¢cdo fungica das espécies silvestres da
secdo Arachis, presume-se que estas, possuam contetdo de resveratrol maior do

que o encontrado em A. hypogaea.

OBJETIVOS

Considerando:

Que as especies silvestres do género Arachis sdo fonte potencial de producao
de resveratrol;

A crescente demanda de material genético melhorado, com a presenca de

substancias bioativas, com forte potencial antioxidante para atender as

necessidades da industria de alimentos e farmacéutica;

Os obijetivos desse trabalho consistiram em:

OBJETIVO GERAL

Determinar o teor de resveratrol em folhas de cinco espécies silvestres do
genoma A e cinco do genoma B da seccédo Arachis, apos inducdo por radiacdo

ultravioleta, avaliando e comparando o potencial funcional das diferentes espécies.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Definir metodologia para determinacao de resveratrol em folhas de Arachis.

e Induzir a producdo de resveratrol em folhas de Arachis através da radiacao

ultravioleta.

» Identificar e quantificar o resveratrol em folhas de 10 espécies nativas de

Arachis.
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CAPITULO 2 - REVISAO DE LITERATURA
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2.1 O GENERO ARACHIS L.

O género Arachis L. (Fabaceae) é tipicamente sul-americano, sendo seu
provavel ponto de origem a regido central do Brasil, a qual se estende do sudeste do
Estado do Mato Grosso do Sul a regido sul do Estado de Goias, distribuindo-se
naturalmente por mais quatro paises além do Brasil - Bolivia, Paraguai, Argentina e
Uruguai (1, 17).

Engloba 80 espécies descritas, reunidas em nove secodes
taxonOmicas:Arachis, Heteranthae, Caulorrhizae, Erectoides, Extranervosae,
Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides, e Triseminatae; as duas primeiras sao

endémicas do Brasil (17, 18).

A secdo Arachis é a maior e a mais heterogénea secdo do género,
abrangendo 32 espécies, as demais secdes apresentam de 1 a 14 espécies (1,17).
Também é a de maior interesse econdmico, por abrigar o amendoim cultivado

(Arachis hypogaea L.) (15).

O Brasil € o pais com maior numero de espécies, sao 64, com representantes
de todas as sec¢Oes das quais 47 sao exclusivas do Brasil (19). As espécies sao
perenes ou anuais, com folhas estipuladas, quatro (ou raramente trés) foliolos, flores
com corola papilionada e frutos subterraneos; a maioria possui dois segmentos de
frutos, sdo consideradas autdgamas com ocasional fecundacdo cruzada feita por
insetos, e ha evidéncias de partenogénese (15). Lineu, em 1753, foi o primeiro a
descrever a planta do amendoim e Bentham observou que existiam formas um
pouco diferentes da planta estudada por Lineu, entdo as classificou como espécies

silvestres do amendoim (6).

O interesse pelo género Arachis tem crescido com intensidade devido ao
grande potencial demonstrado por algumas espécies silvestres no melhoramento do
amendoim (A. hypogaea L.). No Brasil, os principais problemas da cultura de
amendoim sdo as doencas fungicas, porém estudos tém mostrado que varias
espécies silvestres do género possuem resisténcia a pragas e doencas, superior a
A. hypogaea (4, 20).

2.1.1 Recursos genéticos de Arachis
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Entende-se por recursos genéticos a variabilidade de espécies de plantas,
animais e microrganismos integrantes da biodiversidade, de interesse socio-
econdbmico atual e potencial para utilizacdo em programas de melhoramento
geneético, biotecnologia e outras ciéncias afins (21). A espécie, unidade basica de
classificacdo dos seres vivos, abrange individuos com grandes semelhancas fisicas
e fisiologicas, capazes de cruzarem entre si, originando descendentes férteis (21).

Acesso é uma amostra de germoplasma representativa de um individuo ou de
varios individuos da populacdo. Em carater mais geral, qualquer registro individual
constante de uma cole¢ao de germoplasma, como por exemplo, uma plantula, uma

maniva (21).

O germoplasma de espécies de amendoim no Brasil € amplo. Germoplasma &
a base fisica da heranca genética que é transmitida de uma geracéo para a outra
(22). Os bancos de germoplasma se destinam a preservacdo da maxima
variabilidade genética vegetal existente, desde as modernas cultivares até as
espécies silvestres, tendo como objetivos: conservar fontes genéticas para 0 uso
futuro em melhoramento e estudos em genética; manter colecbes de diferentes
gendtipos devidamente caracterizados e avaliados para uso em programas de
melhoramento; prevenir e evitar a perda de recursos genéticos (23).

O Banco Ativo de Germoplasma de amendoim (BAG-amendoim) esta
localizado no IAC - |Instituto Agrondmico de Campinas, responsavel pela
manutencao das colecbes conservadas a curto e médio prazo. A Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia é responsavel pela conservagéo a longo prazo; seu banco
de germoplasma de Arachis é constituido de 928 acessos, 847 dos quais originarios
do Brasil, 48 do Paraguai, 13 da Bolivia, 13 da Argentina e 7 do Uruguai; sendo o

maior do mundo quando se trata de espécies silvestres (24-26) .

Dentro de uma mesma espécie pode existir diferentes cultivares. Cultivar
trata-se de um conjunto de gendtipos cultivados, o qual se distingue por
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, citologicas, bioquimicas ou outras de
grupos relacionados da mesma espécie, e que, quando multiplicado por via sexual
ou assexual, mantém suas caracteristicas distintivas (21). Cultivar € sinénimo de
variedade, pode ser representada na forma abreviada por cv, € a menor categoria

taxondmica para nomes reconhecidos pelo Cédigo Internacional de Nomenclatura
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de Plantas Cultivadas, é expressa em uma lingua moderna e ndo no latim, ndo deve

ser escrita em italico e nem sublinhada (21, 27).

A espécie Arachis hypogaea possui diferentes cultivares, como por exemplo,
A. hypogaea cv. Caiap0, lancada em 1997 pelo IAC. As caracteristicas que a
diferenciam das demais s&o o porte rasteiro, as sementes de coloragéo castanha, a
alta produtividade, a resisténcia moderada a doencgas foliares (mancha-castanha,
mancha-preta, ferrugem, verrugose e mancha-barrenta) e o alto teor de 6leo, 44%,

qualidade interessante para a industria de producéo de oOleo (24, 28).

2.1.2 Amendoim (A. hypogaea L.)

Acredita-se que a domesticacdo do amendoim se deu por volta de 6 a 7 mil
anos atras, havendo registros de seu plantio na regido andina, desde o periodo pré-
colombiano. Consta que suas sementes podem ter sido levadas, por vias
transpacificas da América até a China e a India, antes da chegada de Cristovao

Colombo a América (29).

O amendoim é uma planta cultivada, cujas sementes sdo produzidas abaixo
do solo. E uma espécie alotetrapléide, ou seja, apresenta o nimero basico de
cromossomos de cada um dos progenitores repetido duas vezes (2n=4x=40
Cromossomos), que por sua vez provém de um cruzamento espontaneo entre dois
genomas distintos, tecnicamente designados A e B. Supfe-se que o amendoim
originou-se da unido de gametas de duas espécies diploide, provavelmente A.
ipaénsis Krapov. & W. C. Greg. e A. duranensis Krapov. & W. C. Greg.; cada uma
com 2n=20 cromossomos, que teria resultado um hibrido estéril (2n=20
cromossomos e de genoma AB). Este processo foi seguido de duplicacdo do dos
cromossomos por mutacdo natural, levando a restauracao da fertilidade do hibrido,

formando assim uma nova espécie tetrapldide fértil (6, 19).

A espécie se subdivide em duas subespécies, Arachis hypogaea L.
subespécie hypogaea e Arachis hypogaea subespécie fastigiata. A flor € completa,
perfeita, hermafrodita, com corola papilionacea, de coloracdo amarela, esta
agrupada em nameros variaveis ao longo do ramo principal ou secundario, conforme

a cultivar (2).



Determinacdo de resveratrol em folhas de amendoim silvestre (Arachis sp.) 23

E a quarta maior cultura oleaginosa plantada no mundo. Estima-se que a
producdo mundial esteja em mais de 30 milhdes de toneladas por ano, sendo que o
Brasil possuia, em 2006, cerca de 90.000 hectares plantados com amendoim com

producdo de aproximadamente 220.000 toneladas (4).

2.1.3 Espécies silvestres de Arachis

Algumas espécies silvestres de Arachis sdo cultivadas para producdo de
grdaos e como forrageiras, ornamentais ou para o controle da erosdo. Muitas
apresentam grande variabilidade genética com caracteres Uuteis para o
melhoramento do amendoim cultivado (30). Ja foi obtido sucesso com melhoramento
relacionado a resisténcia a nematdides, a manchas foliares e a ferrugem por

introgressao interespecifica entre espécies silvestres e o0 amendoim cultivado (31).

O tamanho das sementes, folhas e flores das espécies silvestres se diferencia
do amendoim cultivado, geralmente sdo menores (31). Apesar das flores menos
vistosas que o comum, algumas espeécies silvestres sao utilizadas como plantas
ornamentais, como € o caso de A. repens e A. pintoi, qgue possuem numerosas flores
amarelas e folhas sempre verdes; sdo indicadas para a forracdo do solo como se

fosse um gramado, dando um efeito decorativo.

Considerando o risco de extincdo de espécies como A. williamsii, A. cruziana,
A. ipaénsis, A. matrtii, A. pietrarellii, A. vallsii, e A. monticola, a literatura apresenta
um apelo de conservacdo destas (32). A conservagdo em longo e médio prazo de
recursos genéticos de Arachis € feita em Bancos Base de Germoplasma (BBG),
conceito que se refere a manutencdo em camaras frias, in vitro, em salas de
climatizacdo ou em crioconservacao por nitrogénio liquido. Ja o termo Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) refere-se a colecdes ativas, onde 0s acessos além de
serem conservados a curto prazo, sao plantados a campo ou em casa de vegetacao,

caracterizados e intercambiados (29).

2.1.4 Composigao nutricional de Arachis
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As sementes de Arachis representam uma importante fonte de proteina e
6leo, podem ser consumidas cruas e possuem facil digestdo. Tais caracteristicas
permitiram que homem pré-histérico, que ainda ndo conhecia a ceramica e nem
dominava o fogo, necessarios para 0 cozimento de muitos alimentos, pudesse

utilizar essa planta como alimento (6).

O teor proteico da espécie cultivada varia entre 23,67% a 33,44% (8, 33), e
nas especies silvestres entre 25,8 a 30,1% (34) (Tabela 2). Esses dados mostram
gue os graos de Arachis constituem-se excelente fonte proteica na alimentacao de
adultos e criancas (34). Cerca de 40% dos aminoacidos presentes no amendoim sao
compostos por acido aspartico, acido glutamico e a arginina (35).

A umidade nos graos € baixa (5,93%), o conteudo de cinzas esta entre 2,5 e
3,4%, o de carboidratos esta em torno de 23,0%; os minerais mais abundantes sao
fosforo (263,60 mg/100g) e potassio (328,00-1359 mg/100g). A composicdo
completa esta expressa na Tabela 3 (8, 33, 34). O amendoim pode ser considerado
uma boa fonte dos demais minerais apresentados, se comparado com outros

alimentos normalmente consumidos (36).

O teor lipidico da espécie cultivada € elevado, cerca de 40 %; nas espécies
silvestres € maior (Tabela 2) (7, 33, 34). Aproximadamente 80% do 6leo € composto
por &cidos graxos insaturados, o que indica que € um Oleo saudavel, com
predominéancia de acido oléico e de acido linoleico (Tabela 4) (7, 34, 37, 38).
Algumas variedades de A. hypogaea podem fornecer cerca de 80% de acido oléico

e apenas 2% de acido linoléico (39).

Segundo estudo de Giannuzzo e colaboradores (2000) (40) sobre a
composicao lipidica e protéica de espécies silvestres de Arachis (A. correntina, A.
duranennensis, A. monticola, A. batizocoi, A. cardenasii, A. helodes, A. chacoensis e
A. villosaque), as que mais se aproximam de A. hypogaea para essas caracteristicas

sdo A. monticola e A. batizocoi.
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Tabela 2. Composi¢ao de 0Oleo, proteinas, carboidratos e cinzas de Arachis sp.

Espécie Secéo Proteina % Oleo % Carboidratos % Cinzas%
A. hypogaea** Arachis 334 34,1 _ 3,4
A. hypogaea*** Arachis 23,7 48,9 23.0 _
A. hypogaea**** Arachis _ 35,8 _ _

Média espécie cultivada 28,6 39,6 23,0 34
A. trinitensis* Arachis 26.6 49,9 21,1 2,4
A. kempff-mercadoi* Arachis 25,8 50,8 20,9 2,6
A. diogoi* Arachis 28,6 47,0 22,5 2,6
A. benensis* Arachis 27,1 48,5 21,8 2,6
A. valida * Arachis 25,8 51,1 20,7 2,4
A. helodes * Arachis 29,0 45,8 23,3 2,3
A. kuhlmannii * Arachis 27,8 49,4 20,3 2,5
A. williamsii * Arachis 28,7 48,7 20,1 2,5
A. hoehnei * Arachis 28,6 47,1 21,3 2,5
A. villosa* Arachis 29,5 48,6 19,4 2,5
A. stenosperma* Arachis 25,0 51,8 20,0 2,5
A. sylvestris * Heteranthae 30,1 457 21,7 2,5
A. pintoi * Caulorrhizae 27,1 497 21,4 2,5
A. chiquitana * Procumbentes 28,1 47,3 22,4 2,5
A. appressipila* Procumbentes 26,4 50,4 20,6 2,6
A. kretschmeri * Procumbentes 27,4 48,8 21,4 2,5
A. matiensis* Procumbentes 28,9 46,2 23,1 2,5

Media espécies silvestres 27,7 48,6 21,3 2,5

* Grosso et al. (2000)(34) ** Araljo et al. (2008)(8) ***Asibuo et al., (2008)(33) ****Pighinelli et al. (2008) (7)

Tabela 3.Composi¢do mineral na espécie cultivada (A. hypogaea).

Minerais mg/100g A. hypogaea * A. hypogaea ** Média
Ferro 2,3 2,8 2,5
Fésforo 263,6 _ 263,6
Sadio 63,3 29,0 46,1
Potassio 328,0 1359,0 843,5
Célcio _ 78,0 78,0
Magnésio _ 364,0 364,0
Manganés _ 2,1 2,1
Cobre _ 1,9 19
Zinco 5,2 5,2

* Aragjo et al. (2008)(8) **Asibuo et al. (2008)(33)
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Tabela 4. Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos em Arachis.

Acidos graxos %

Especie C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C20:0 C20:1 C22:0 C24:.0 SAT MONO POLI

A. hypogaea** 104 35 395 36,0 1,7 11 3,7 13 20,6 40,6 36,0
A. hypogaea*** 10,5 2,9 41,3 37,2 1,6 1,2 3,5 15 20,0 425 37,2
A. hypogaea**** 10,2 2,0 46,7 320 1.2 1,4 3,7 2,2 193 48,1 32,0
Média espécie cultivada 10,4 2,8 425 351 1,5 1,2 3,6 1,6 20,0 43,7 351
A. trinitensis* 105 26 351 453 1,0 1,3 2,0 19 18,0 36,4 453
A. kempff-mercadoi* 104 18 374 433 11 2,5 2,1 1,1 16,5 39,9 433
A. diogoi* 103 16 364 442 10 2,3 3,0 1,2 17,1 38,7 4472
A. benensis* 111 24 316 433 18 2,3 5,8 1,8 229 339 433
A. valida * 9,8 1,8 416 357 20 2,1 54 1,7 20,7 43,7 357
A. helodes * 104 22 40,5 406 1.3 14 2,7 10 176 419 40,6
A. kuhlmannii * 10,2 2,0 415 379 13 2,1 3,7 14 186 436 379
A. williamsii * 11,7 18 355 398 15 15 5,7 1,7 224 370 398
A. hoehnei * 9,6 19 381 421 172 1,2 4,0 1,4 18,1 39,3 421
A. villosa* 10,7 25 468 34,1 13 1,3 2,1 1,1 17,7 48,1 34,1
A. stenosperma* 105 1,7 380 408 1.2 2,1 4,1 1,7 19,2 40,1 40,8
A. sylvestris * 10,0 16 395 412 1,0 1,9 3,2 1.6 174 414 4172
A. pintoi * 9,9 1,7 355 447 13 15 4,0 15 184 37,0 4477
A. chiquitana * 10,2 22 363 449 09 1,8 2,4 1,3 17,0 38,1 449
A. appressipila* 10,0 2,3 30,8 474 1,3 2,1 4,2 20 198 329 474
A. kretschmeri * 9,8 19 375 401 13 2,9 4,9 1,7 19,6 404 40,1
A. matiensis* 9,6 19 306 446 13 3,2 6,2 23 21,3 338 446

Média espécies silvestres 10,3 2,0 37,2 418 1,3 2,0 3,9 16 190 392 418

* Grosso et al. (2000)(34) ** Berry (1982) ***Fernandez & Rosolem (1998 )(37) ****Pighinelli et al. (2008)(7)
SAT= acidos graxos saturados, MONO= &cidos graxos monoinsaturados, POLI = 4cidos graxos poliinsaturados

2.1.5 Composicao quimica de Arachis

Nas plantas de Arachis ja foram detectados diferentes compostos, tais como
derivados de fenilpropandides, principalmente estilbenos e flavondides. Estes
compostos estdo envolvidos no mecanismo de defesa da planta contra lesdes

fisicas, contaminacdo microbiana e protecdo contra radiacéo ultravioleta.

Derivados de estilbenos. Sao sintetizados por um grande grupo de espécies

de plantas, entretanto ocorrem com frequéncia em plantas nao utilizadas
rotineiramente como alimento ou ocorrem em partes ndo comestiveis. O amendoim
e a manteiga de amendoim sdo considerados o maior recurso de estilbenos na dieta

humana, junto com a uva e seus derivados (41).

Apesar dos estilbenos estarem associados a resisténcia do amendoim a
doencas, em particular a contaminacéo fungica, eles podem ser encontrados tanto

em plantas infectadas como em plantas sadias, porém em menor quantidade.
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Estilbenos (Tabela 5) tém sido detectados em muitas variedades de A. hypogaea em

diferentes 6rgaos da planta, como folhas, raizes e sementes.

Tabela 5. Derivados de estilbenos em Arachis.

Composto Estrutura Referéncia
trans-resveratrol la (13)
pteroestilbeno 1b (45)
piceido 2 (12)
isopentadienilresveratrol (IPD) 3 (119)
piacetanol 4 (9)
Arachidina-1 5
Arachidina-2 6
Arachidina-3 7
trans-SB-1 8
chiricanina A 9 (43)
Arahipina-1 10
Arahipina-2 11
Arahipina-4 12
Arahipina-3 13
Arahipina-5 14
cis-3,5,4'-triidroxi-4-isopentanilestilbeno 15 (44)
cis-resveratrol 16 (42)
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Derivados de flavondides. Flavonodides e seus derivados (Tabela.6) podem

ser encontrados em plantas de Arachis doentes ou sadias.
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Tabela 6. Derivados de flavonodides de Arachis.

Composto Estrutura Referéncia
eriodictiol 18a (120)
diidroxiquercetina 18b (46)
luteolina 19a
quercetina 19b (49)
crisoeriol 19¢c 47
8-isopentanil-luteolina 20a
8-isopentanilcrisoeriol 20b
4,5-dihidroxi-2",2"-dimetilpirano[5",6":7,8]- 21
flavona
glicosideo de isorhamnetina 22 (48)
biochanina A 23a (50)
daidzeina 23b
genisteina 23c
formonetina 23d (51,52)
glicosideo de formonetina 24 (48)
desmetilmedicarpina 25a
medicarpina 25b (51,52)
isomedicarpina 25¢ (53)
aracarpeno-1 26a (54)
aracarpeno-2 26b
catequina 27a (55)
epicatequina 27b
condensacédo entre catequina e epicatequina 28
proantocanidina Al 29a (56)
proantocianidina A2 29b
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Acidos fendlicos. Foram detectados em diferentes partes da planta como

raizes, folhas e sementes torradas (Tabela.7).

Tabela 7. Acidos fendlicos detectados em Arachis.

Composto Estrutura Referéncia
acido vanilico 33a
acido protocatechuico 33b
acido 3,4-diidroxibenzoico 33c (57)
acido ferrulico 34a
acido caféico 34b
acido clorogénico 36
acido neoclorogénico 37 (58)
acido 1-cafeoil-4- 38
deoxiquinnico
acido chicérico 39 (59)
(e}
(@] R \)J\
OH
R OH
HO
HO
R R
33a OMe acido vanilico 34a OMe A&cido fertlico
33b OH  A4cido protocatechuico 34b H  acidop-coumarico
33c H acido 3,4-diidroxibenzoico 34c OH acido caféico
0]
NN HO \/\k
(0]
N
HO Ho" O G 0.,
OH
R
HO COOH

35a OMe cis- Acido ferdlico

35b H Cis acido p-coumarico L. .
35¢c OH cis- Acido caféico 36 acido clorogénico



Determinacdo de resveratrol em folhas de amendoim silvestre (Arachis sp.) 34

0 HO
HO \/\k
O

HO HO
H , COOH

HO"" OH

37 acido neoclorogénico 38 acido 1-cafeoil-4-deoxiquinnico
o]
o——<—‘
HO,

HO OH

39 acido chicérico

Fitoesterdis. Na manteiga, no 0Oleo e sementes de A. hypogaea foram
encontrados [-sitosterol [40], campesterol [41], estigmasterol [42], espinasterol [43],
A°-avenasterol [44], A’-avenasterol [45], sitostanol [46], e campestanol [47].
Composicdo de esterdides similar foi encontrada em outras espécies de Arachis
como A. sylvestris, A. pintoi, A. chinquitana, A. appresipila, A kretschmeri, A.
matiensis, A. trinitensis, A. kempff-mercadoi, A. diogoi, A. benensis, A. valida, A.
helodes, A. kuhlmannii, A. williamsii, A. hoehnei, A. villosa, A. stenosperma, A.

fastigiata var. fastigiata, e A. fastigiata var. peruviana (62) (Tabela 8).
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Tabela 8. Fitoesterois encontrados em Arachis.

Composto Estrutura Referéncia
B-sitosterol 40a (60, 61)
daucosterol 40b (53)
campesterol 41
estigmasterol 42
a-spinasterol 43
A’-avenasterol 44 (60, 61)
A’-avenasterol 45
sitostanol 46
campestanol a7
lofenol 48a
24-etillofenol 48b
obtusifoliol 49
31-noricloartenol 50 (63, 64)
cicloleucalenol 51
gramisterol 52
citroestadienol 53

X

R
40a H [-sitosterol
40b glu daucosterol 41 campesterol

RO
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42 stigmasterol 43 a-spinasterol

44 A5-avenastenol 45 A’-avenastenol

R
48a H Lofenol

48b et 49 obtusifoliol
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50 31-noricloartenol 51 cicloleucalenol

52 gramisterol 53 citrostadienol

Triterpenos. A presenca de triterpenos no 6leo de amendoim n&o € surpresa,
considerando que triterpenos e esterdis sao sintetizados via uma mesma rota
metabdlica e o 6leo de Arachis é rico em B-sitosterol. Os triterpenos mais comuns no
amendoim sdo cicloartanol, cicloartenol, ciclobranol, 24-metilenecicloartenol, B-
amirin, e lupeol (Tabela 9) (63-65).
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Tabela 9. Triterpenos encontrados em Arachis.

Composto Estrutura Referéncia
cicloartanol 54
cicloartenol 55a
ciclobranol 55b
. . (63-65)
24-metilenocicloartenol 56
B-armirin 57
lupeol 58
soforadiol 59a
: (49)
soiasapogenol B 59b
soiasaponina | glicosideo 59c (66)

R
55a H cicloartenol

55b Me ciclobranol

54 cicloartanol

56 24-metilenocicloartenol 57 B-armirin
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R R1
5%9a Me H Soforadiol
59b CHOH H Soiasapogenol B
58 lupeol 59c CHOH glu-gal-rham Spiasanonina

Alcaldides. A ocorréncia de alcaldides em Arachis € pouco reportada.
Provavelmente a primeira referencia deste grupo em Arachis foi feita por Mooser
(1904), quando descreveu o alcaldide chamado arachina. Entretanto Moll (1961)
mostrou que arachina era, na verdade, colina (68). A Tabela 10 mostra este e outros

compostos nitrogenados que ocorrem no género Arachis.

Tabela 10. Derivados nitrogenados presentes em Arachis.

Composto Estrutura Referéncia
colina 60 (68)
miosmina 61 (69)
acido 2-hidroxi-3-[3-(1-N-metil)indol]propidnico 62a (48)
Acido 2-metoxi-3-(3-indol) propiénico 62b
OR
COOH
~
CH3 N
CHa_ | NN N |
N{_—OH H
CH3/ R
62a H

60 colina 61 miosmina 62b Me
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Outros compostos. O inositol D-pinitol [63)] foi isolado das sementes (70). Da

vagem do amendoim foi isolada a cumarina 5,7-diidroxicromona [17] (71). Entre as
vitaminas, foi encontrado 5-formiltetraidrofolato, a mais importante vitamina do tipo

folato do amendoim, que também € uma boa fonte de tocoferol (vitamina E) (72).

O odor caracteristico do amendoim torrado € devido a varios compostos como
2- e 3-metilbutanal, fenilacetaldeido, 2-metilbutanoato de etila, 3-metilbutanoato de
etila, acido butandico , acido metilbutanoico, 4-vinilfenol, 2-metoxifenol, 2-metoxi-4-
vinilfenol, B-pineno, limoneno, a-terpineol, e compostos de enxofre como 3-(metiltio)-
propionaldeido, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, 2,5-dietil-3-dimetilpirazina, 2,3-
dietil-5-metilpirazina, (Z)-2-nonenal, (E,E)-2,4-decadienal, (E)-B-damascenona, 4-

hidroxi-3-metoxibenzaldeido, e outros (73).

HO OH
HO

Me|_?
OH

OH 0]
OH

17 5,7-diidroxicromona 63 D-pinitol

2.1.6 Atividade bioldgica de Arachis.

7

O uso tradicional do amendoim para fins medicinais é relatado desde os
tempos antigos. A pele do amendoim € utilizada para tratar hemorragias e
bronquites cronicas na China (56).

Extratos de amendoim foram utilizados no tratamento de pacientes diabéticos
no norte Nigeria (74). Arachis é utilizado para reduzir o colesterol, auxiliar na perda

de peso e na prevencao de doencas cardiovasculares e cancer (75).

O amendoim apresenta um perfil nutricional interessante, com varios
componentes alimentares valorizados, incluindo fibras dietéticas, proteinas,
micronutrientes e fitoquimicos, tais como fitoesterdis, compostos fendlicos,
estilbenos e arginina (76, 77), com varios efeitos bioldgicos, incluindo cardioprotetor,
antiinflamatorio, anticancer, entre outros. O resveratrol [la], a luteolina [19], a

guercetina [19b], e muitos outros compostos foram isolados a partir de tecidos de
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amendoim, incluindo residuos industriais (cascas, folhas, raizes, etc), e apresentam

muitas atividades bioldgicas.

As folhas de A. hypogaea tém acdo adstringente, além de vérias outras
propriedades bioldgicas. Elas sdo usadas terapeuticamente contra dor abdominal,
bronquite, constipacdo e flatuléncia (77). O amendoim também tem efeitos
terapéuticos em processos hemorragicos em hemofilicos (78).

O amendoim é uma rica fonte de magneésio, folatos, fibras, a-tocoferol, cobre,
e arginina (79), e o consumo de amendoim tem sido estimulado (75).

Embora a atividade biol6gica dos compostos puros tenha sido provada, o
consumo de amendoins ou de seus extratos pode as vezes ser mais favoravel do
que a ingestdo de fitoquimicos puros. Por exemplo, a absor¢cdo de luteolina [19]
mostrou-se mais eficiente a partir de extrato de casca de amendoim do que do

composto puro (81).

Atividade antiinflamatéria. Para praticamente todos os estilbenos presentes no

amendoim foi relatada atividade antiinflamatoria; o que poderia ser atribuido ao fato
de que os estilbenos apresentam o grupo hidroxila em posicdo 4, como o
determinante mais importante dessa bioatividade (82). Arachidina-1 [5], piceatanol
[4] e resveratrol [1a] podem inibir a producéo de lipopolissacarideo (LPS) induzida
pelo 6xido nitrico (NO) (82).

Resveratrol [la], em um modelo ex vivo, inibiu o anticorpo TNF-R (fator
receptor de necrose tumoral) e IL-6 (interleucina-6) liberados de macréfagos,
suprimindo assim macrofagos CM, induzindo uma resposta inflamatdria no
adipécitos (83). Além disso, o resveratrol exerceu efeitos anti-inflamatérios em
microglia e astrécitos, inibindo diferentes citocinas pré-inflamatérias e sinalizacao
chave de moléculas (84). No tratamento de camundongos com resveratrol [1?]
ocorreu protecao contra colite por meio do aumento da regulacdo de SIRT1 (enzima

sirtuina 1) em células do sistema imunolégico no colon (85).

Atividade antitumoral. Ha evidéncias quanto ao pape protetor dos fitosterais,

principalmente B-sitosterol [40], no cancer do célon, de prostata e de mama (86).
Como o amendoim e seus produtos, tais como o 6leo, a manteiga e a farinha, séo
boas fontes de fitoesterdis, o consumo destes produtos pode trazer beneficios a
saude (86).
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Piceatanol [4], arachidina-1 [5] e resveratrol [1a] também apresentaram alta
citotoxicidade em macrofagos de ratos (82). Com base em estudos in vitro e ex vivo,
e estudos em animais, o resveratrol [1a] e seus derivados inibem eventos celulares
associados com o0 inicio, apromocdo e a progressao de tumores (87, 88). O
resveratrol inibe a formagéao de radicais livres, o que inibe a formagéo do tumor,
atuando como antimutagénico, pois induz a quinina redutase capaz desintoxicar

cancerigenos, além disso, inibe o desenvolvimento de lesoes pré-neoplasicas (89).

Dependendo da concentragdo e do tipo de célula, o resveratrol [18] pode atuar
como uma molécula pro-oxidante, e esse efeito pode ser um mecanismo de acao
importante para a sua propriedades anticancer e pro-apoptotica (90). Arachidina-1
[5], arachidina-3 [7], isopentadienylresveratrol [3] e resveratrol [la] tém sido
caracterizados como agentes antioxidantes e anti-inflamatérios. Alguns estudos tém
indicado que o resveratrol induz a morte celular programada (MCP) em células
leucémicas HL-60 humanas, e a atividade anticancer destes estilbenos foi
determinada em células de mesma linhagem. Arachidina-1 [5] apresentou maior
eficacia na inducdo da MCP em células HL-60, com ECsy cerca de 4 vezes menor
que o resveratrol [13], causando danos na membrana mitocondrial, ativacdo de
caspases, e translocagédo nuclear de fator de inducdo de apoptose que resultam na
degradacgéo de cromossomos e morte celular. Portanto, arachidina-1 induz MCP em

células HL-60 através de vias caspase-dependente e caspase-independente (91).

A administracéo oral de resveratrol na dose diaria de 15 mg/kg foi eficaz como
tratamento quimiopreventivo para metastase pulmonar das células CT26. Mais de
57,1% das células CT26- de camundongos BALB / tratados com resveratrol ficaram

livre de nodulos tumorais nos pulmdes (92).

Hipotina, uma proteina isolada de sementes de Arachis, mostrou atividade
antiproliferativa em células hepatoma Bel-7402 do figado humano. As isoflavonas
sdo um importante grupo de fitoquimicos, ndo sé por apresentarem propriedades
anticancerigenas, mas também por desempenhar um papel na reducdo da

osteoporose em mulheres na pés-menopausa (93).

Atividade antifungica. A proteina hipogina, isolada do sementes de amendoim,

apresenta atividade inibitoria sobre o crescimento dos fungos Mycosphaerella
arachidicola, M. berkeleyii, Fusarium oxysporum, e Coprinus comatus (94, 95).

Hipotina exerce potente acdo antifingica contra varias espécies de fungos, incluindo
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Pythium aphanidermatum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Physalospora

piricola, Fusarium solani e F. oxysporum (93).

Das raizes do amendoim duas proteinas antifungicas denominadas PFPA-I e
PFPA -II foram purificadas e caracterizadas, e mostraram forte inibic&do in vitro do
crescimento de Trichoderma viride, B. cinerea, e Cladosporium spp (96). A cromona
17 apresentou atividade antimicrobiana contra fungos patogénicos do solo R. solani
e Sclerotium rolfsii (97). Tal fato sugere que [17] desempenha papel na protecdo
contra fungos na contaminagdo do amendoim, juntamente com resveratrol [1a3] e

seus derivados.

Atividade antibacteriana e antiproliferativa. O extrato aquoso das folhas de

amendoim apresentou atividade antibacteriana contra Enterobacter aerogenes e
Klebsiella pneumoniae (77). O extrato etandlico também foi ativo contra K.
pneumoniae. Em contrapartida, essas extratos foram inativos contra Escherichia coli,

Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium (77).

Hipotina apresentou atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus. No
entanto, esta proteina ndo apresentou qualquer efeito contra bactérias gram-

negativas (93).

2.2 RESVERATROL

O resveratrol € um dos principais compostos bioativos do amendoim, presente
também na uva e no vinho, e € associado a reducéo do risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e cancer destes alimentos (98). Entre os estilbenos, o
resveratrol € o de maior destaque, podendo ocorrer na forma de isbmero cis ou
trans, o isbmero trans-resveratrol é convertido para cis-resveratrol em presenca da
luz visivel, pois esta forma € mais estavel (13, 99). O resveratrol, 3,5,4-
trildroxiestilbeno (1a) ocorre naturalmente em varias familias vegetais e tem a fungéo

de conferir resisténcia a patbgenos aos vegetais (12).

Em algumas espécies de plantas a biossintese do resveratrol é via rota dos
fenilpropandides, utilizando quatro enzimas: fenilanina amonioliase (PAL), 4-
hidroxilase acido cinamico (C4H), 4-coumarato:CoA ligase (4CL) e estilbeno sintase
(STS) também chamada de resveratrol sintase. As duas primeiras enzimas PAL e

C4H, transformam o aminoécido fenilanina a acido p-coumarico. A terceira enzima
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4CL, liga o acido p-coumarico ao grupo panteteina da Coenzima-A (CoA) para
produzir 4-coumaroil-CoA. A Ultima enzima da via, estilbeno sintase, cataliza a
condensacao entre uma molécula de 4-coumaroil-CoA e trés moléculas de malonil-

CoA, formando o resveratrol (Figura 1) (123).

HO,
/ﬁ( SCoA
o]
p-cumaroil-SCoA
/7~ 3 X malonil-SCoA
estilbenossintase
v OH
HO,

OH

trans-resveratrol

Figura 1. Rota biossintética do resveratrol

O resveratrol é encontrado em 31 géneros e 12 familias, totalizando 72
espécies; suas principais fontes na dieta humana sdo a uva (Vitis vinifera L.) e o
amendoim (A. hypogaea). A mais rica fonte é a espécie Polygonum cuspidatum,
cujas suas raizes sao usadas na medicina chinesa e japonesa, para a prevencao de

problemas cardiovasculares e para a saude em geral (100, 101).

A capacidade do resveratrol de inibir o progresso de infec¢cbes causadas por
fungos o inclui na classe dos compostos conhecidos como fitoalexinas — metabdlitos

secundarios de baixo peso molecular com atividade antimicrobiana, sintetizados



Determinacao de resveratrol em folhas de amendoim silvestre (Arachis sp.) 45

pelos vegetais em resposta a estresses fisicos, quimicos ou biolégicos, acumulando-

se ao redor de uma infeccéo (102, 103).

2.2.1 Resveratrol e Saude

Os beneficios cardiovasculares associados ao consumo moderado de vinho
tém sido atribuidos ao resveratrol, que pode ser também umas das explicacfes para
0 “paradoxo francés”, isto é, a baixissima mortalidade devido a doencas
coronarianas na Franca, apesar da dieta rica em gorduras e pelo tabagismo (104).
Estudos in vitro e em modelos animais sugerem que o resveratrol pode proteger
contra doengas cardiacas por diferentes mecanismos: inibicdo de oxidagdo da
lipoproteina LDL, inibicdo da agregacgéo de plaquetas, inibicdo da proliferacéo celular

e aumento da vaso-dilatacao (104).

O resveratrol possui atividade antioxidante, inibindo a acdo de radicais livres;
sua estrutura quimica € similar ao estrogénio sintético, dietilestilbestrol, portanto
apresenta propriedades parecidas com as desse hormoénio, podendo ser usado nos
tratamentos de pds-menopausa (104-107). O resveratrol pode ser convertido a
piceatanol pela enzima CYP1BI, encontrada em tumores (108) ), composto que no
estudo de Weider e colaboradores (2001) (109) mostrou ser um potente indutor de
apoptose, morte programada de células, em analises de linfoblastos primarios.

Alguns estudos mostraram a atividade anticancerigena do resveratrol,
impedindo o crescimento do tumor através da inibicdo da enzima cycloxigenase-1
(COX-1), responsavel pela conversdo do acido araquidbnico a substancia pro-

inflamatoria que estimula o crescimento tumoral (101, 105, 110).

2.2.2 Mercado do resveratrol

Entre 2002 e 2009, 93 novos produtos contendo resveratrol foram lancados
no mercado mundial (117). Em 2010, considerando somente produtos alimenticios,
16 novos produtos contendo resveratrol foram introduzidos no mercado mundial. E
0s produtos nessa categoria, lancados de janeiro a abril de 2011, ja ultrapassou o

namero de todo o ano de 2009 (5 novos produtos - alimentos e bebidas) (118).

De acordo com o Datamonitor’s Product Launch Analytics, citado pelo Instituto
of Food Technologist (118), o niumero de alimentos e bebidas contendo ingredientes
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com propriedades antioxidantes triplicou em 2010. Considerando essa tendéncia,

resveratrol tem um grande potencial de mercado na area de alimentos funcionais.

2.2.3 Resveratrol em amendoim (Arachis hypogaea L.)

Em 1976, Ingham, citado por Chen e colaboradores (2002) (11), identificou
pela primeira vez o resveratrol no amendoim, analisando hipocatilos infectados por
fungos. Estudos posteriores mostraram o acumulo de resveratrol também em
diferentes partes da planta em resposta a infec¢ao fungica, como em cotilédones em
diferentes estagios de maturidade em resposta a agressdao mecanica (111), em
calos em resposta a luz ultravioleta C (112), e em raizes, comparando as estacdes

de outono e primavera (11).

Sanders e colaboradores (2000) (10) analisaram 15 cultivares de amendoim,
representando trés tipos comerciais e detectaram uma variagao de 0,02 a 1,79 pg/g
de resveratrol em gréos; Tokusuoglu e colaboradores (2005) (13), analisando
cultivares da Turquia, encontraram 0,03 a 1,92 ug/g, valores bastante reduzidos
guando comparado ao encontrado em vinhos tintos, 0,82 a 5,75 pg/mL (113). Chung
e colaboradores (2003) (12), analisando folhas de amendoim submetidas a
estresses bibticos e abidticos, observaram que o teor de resveratrol mais elevado foi
de 0,78 pg/g em folhas submetidas a tratamento com acido salicilico. A raiz foi a
parte da planta que apresentou maior teor deste composto, provavelmente devido ao
maior contato com patégenos, como também ao atrito entre o tecido vegetal e o0 solo
durante o crescimento (12). Chen e colaboradores (2002) (11) encontraram teores
elevados em raizes, variando entre 0,130 e 1,330 mg/g para amostras do outono de
2000 e entre 0,015 e 0,063 mg/g para amostras do inverno de 2001.

Comparando produtos de amendoim comercializados nos Estados Unidos da
América, Sobolev & Cole (1999) (114) encontraram teores de resveratrol variando
entre 0,02 e 0,08 ug/g para produtos torrados; 0,15 e 0,50 ug/g para cremes, e 0,05

a 7,87 ug/g para os produtos cozidos.

Embora as sementes sejam a parte da planta normalmente consumida na
alimentacdo humana, as folhas de algumas espécies de Arachis também séo
consumidas na alimentacdo animal, como a espécie nativa forrageira A. pintoi,

indicando a auséncia de toxicidade das folhas (115). A producé&o de Arachis, visando
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obtencdo de sementes para atender a demanda industrial, gera uma grande
quantidade de residuo agricola na forma de folhas e raizes. A avaliacdo de folhas
com elevado teor de resveratrol pode gerar conhecimento sobre a possibilidade
novos produtos que poderdo ser aplicados no enriguecimento de alimentos
funcionais ou na producdo de extratos para atender demandas da industria
farmacéutica e cosmética. Além disso, o estudo do teor de resveratrol em folhas de
Arachis pode selecionar diferentes espécies nativas com potencial para promover a

biossintese deste composto também nas sementes.
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CAPITULO 3 - PADRONIZACAO DA METODOLOGIA



Determinacao de resveratrol em folhas de amendoim silvestre (Arachis sp.) 49

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Solventes e reagentes . Acetonitrila grau HPLC e acido fosforico foram
obtidos da J.T.Baker; e hexano da Merck. Padrdes de trans-resveratrol (>99%) e
fenolftaleina (>98%) foram obtidos da Sigma-Aldrich; alumina foi obtida da Sigma e
celite hyflosupercel da Diacel. Outros solventes e reagentes foram obtidos de

fornecedores nacionais.

Padrées. Foram preparadas solugbes estoque dos padrbes de trans-
resveratrol (230-460 pg/mL) e fenolftaleina (507,39-5854 ug/mL), em etanol absoluto
e estocadas a -20CT por até trés meses. Para evitar a isomerizacdo da forma trans

para cis, os frascos foram protegidos da luz, com papel aluminio.

Equipamentos . Para a analise foi utilizado cromatografo liquido de alta
eficiéncia - CLAE (Varian®), com bomba ternaria, amostrador automatico e detector
de arranjo de fotodiodos acoplados (PDA Varian® PS-240/PS-410/ PS-335/Software
Galaxie 1.9). Para o preparo das amostras foram utilizados centrifuga (Herolab,

Unicen MR®) e homogeneizador de tecidos Polytron®.

Para a inducdo do resveratrol foi utilizado um Fluxo Laminar: Trox Modelo
FLV série: 235-81, com Lampada: Philips TUV 30W/ 630 TB LONGLIFE.

3.2 PRODUCAO DE MATERIAL VEGETAL

As folhas de Arachis hypogaea cv Caiapé usadas para padronizacdo da
metodologia foram coletadas na casa de vegetacdo da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, em marco e junho de 2010.

As espécies silvestres consideradas neste estudo foram A. cruziana, A.
kuhlmannii, A. magna, A. cardenasii, A. duranensis, A. ipaénsis, A. batizocoi, A.
gregoryii, A. simpsonii e A. kempff-mercadoi (Figura 2). Sementes de A. hypogaea e
das 10 espécies silvestres de Arachis da Colecdo de Trabalho da Embrapa foram
plantadas em vasos e cultivadas em casa de vegetacdo da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia em outubro de 2010 e as folhas foram coletadas entre
fevereiro e marco de 2011. A espécie de amendoim cultivado, A. hypogaea foi usada

neste experimento como referéncia.
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O experimento foi conduzido em trés blocos, sendo que as folhas foram
coletadas em intervalo de uma semana para cada bloco; para cada espécie, as
folhas foram coletadas no mesmo estagio de desenvolvimento vegetal a partir de um

mesmo grupo de plantas.

Figura 2. Algumas espécies utilizadas neste estudo, a) Arachis gregoryii, b) A.
batizocoi, c) A. kempff-mercadoi, d) A. simpsonii e e) A. duranensis. Fotos: Marcos
Gimenes.

3.3 INDUCAO DE RESVERATROL

Padronizacdo com A. hypogaea . Para a padronizacdo da metodologia de
inducdo do resveratrol, foram utilizados trés acessos da cultivar Caiapé de A.
hypogaea, dos quais foram coletadas 30 folhas de cada um. A coleta ocorreu em
junho de 2010 como mostra a Tabela 11. As folhas oriundas dos acessos Caiap6 1 e
Caiap6 2 foram pesadas e ficaram em repouso por trés horas até o momento da
secagem em estufa; como amostra controle foram utilizadas as folhas do acesso
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Caiap6 3, as quais ficaram em repouso por 24h, até o momento da secagem na
estufa, por 44h a 40°C.

Tabela 11. Dados dos tratamentos de inducdo de producdo de resveratrol em

acessos de Arachis hypogaea, cultivar Caiap6

Data e hora do inicio

Acesso Tratamento Data e hora da coleta
da secagem

Caiapo 1 Secagem estufa
24/6/2010 as 11:00h
Caiapo 2 Secagem estufa
Exposicdo a luz UV + 24/06/2010 as 14:00h

Caiapo 3 Secagem estufa

23/6/2010 as 14:00h

Caiap6 3 Controle Secagem estufa sem UV

Para indugcdo da producdo do resveratrol, as folhas do Caiap6é 3 foram
pesadas e colocadas em placas de petri com algoddo umedecido com agua, onde
receberam luz ultravioleta por 2h:30min; depois permaneceram em repouso por 19h.
Em seguida, as folhas foram levadas a secagem em estufa a 40C onde
permaneceram por 44h. Apds a secagem, as folhas foram pesadas novamente para
afericdo da umidade, acondicionadas em saco plastico e estocadas em freezer a -

20T até o momento da extracao.

Caracterizacdo de resveratrol nas espécies silvestr es. Para a
caracterizacdo de resveratrol nas espécies silvestres, as folhas foram divididas em
dois grupos submetidos a dois tratamentos: folhas teste, cuja inducéo de resveratrol
foi conduzida na presenca de radiacdo ultravioleta; e folhas controle, que néo

passaram por processo de inducdo com radiacdo ultravioleta.

Imediatamente apds o corte em casa de vegetacdo, as folhas foram levadas
para o Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. As folhas teste e controle de cada espécie foram colocadas em
algoddao umedecido com agua, onde as folhas teste foram induzidas com luz
ultravioleta por 2h30min, seguido de repouso no escuro por 15h. O controle foi
submetido ao mesmo tratamento, com exce¢ao da indugao com radiagdo ultravioleta
(Figura. 3).
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Figura 3.Folhas de Arachis hypogaea preparadas para inducdo com UV. Fotos:

Marcos Gimenes.

Em cada conjunto de espécies que eram induzidas, foi colocada junto uma

amostra de A. hypogaea, que foi utilizada como referéncia.

Para a avaliacao das espécies silvestres, 1g de folhas induzidas e controle de
cada espécie/bloco foi pesado em tubos tipo falcon, protegido com papel aluminio,
em triplicata. Os tubos com as folhas foram congelados em freezer a -80°C entre 5 e

20 dias, até o momento da extracgao.

3.4 PADRONIZACAO

As analises foram conduzidas no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Todas as etapas do
método analitico, descritas abaixo, foram conduzidas sob protecdo da luz, como

forma de evitar a isomerizacéo e a degradacédo do resveratrol.

Extragao
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Folhas secas - As folhas de A. hypogaea induzidas e ndo induzidas (utilizadas
para avaliar o processo de inducdo de resveratrol) foram secas em estufa
com circulacéo e renovacéao de ar forcado a 40°C por 44h; em seguida foram
trituradas em moinho para obtencdo de um farelo fino e homogéneo
(granulometria 40 mesh). O material botanico pulverizado foi acondicionado
em frasco de vidro e armazenado em geladeira a 4°C até o momento da

analise.

O procedimento de extragcdo do resveratrol foi conduzido conforme
método de Potrebko & Ressurreccion (2009) (100), desenvolvido para
sementes de amendoim. Em um tubo tipo falcon, protegido da luz com papel
aluminio, foram pesados 0,65 g de farelo das folhas com adicédo de 10 mL de
etanol (EtOH) 80 %. O tubo foi levado para um homogeneizador de tecidos
(Polytron) onde o resveratrol foi extraido por 2 min a 20.000 rpm em banho de
gelo. As fases foram separadas em centrifuga a 4.000 rpm, 25 por 6 min
(rotor 6 x 80 G).

Além do EtOH 80 %, foram avaliados outros diferentes solventes na extracao:

mistura de EtOH e acido formico nas propoc¢des 80:0,1; 80:0,25; 80:0,6; e 80:1;

acetona 70 %, mistura de metanol e etanol (80:20) e MeOH 80 %.

Folhas in natura - A eficiéncia da extracdo também foi avaliada utilizando
folnas de A. hypogaea in natura. As folhas foram congeladas em nitrogénio
liquido e submetidas a friccdo com auxilio de um bastédo de vidro. Ao material
pulverizado foram adicionados 10 mL de EtOH 80% e a extracao foi realizada
em Polytron por 2 min a 20.000 rpm; apds a extracdo, o aparelho foi lavado
com 2 mL de EtOH 80% para garantir a completa recuperagdao do material

extraido.

Limpeza do extrato. Considerando a possivel presenca de interferentes

tipicos de folhas presentes no extrato bruto, tais como clorofila, outros pigmentos,

etc., foram avaliados diferentes processos de tratamento do extrato antes da analise

cromatografica por CLAE.

Extracdo em fase sdlida - Conforme método de limpeza empregado para

sementes de amendoim (100), uma coluna com mistura de alumina e celite
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hyflosupercel (1:1), foi montada em uma seringa de plastico de 3 mL. Foram
aplicados 2 mL do sobrenadante do extrato bruto, aqui chamado de extrato
etandlico de A. hypogaea (EEA), seguidos de mais 2 mL de etanol 80% para
garantir a recuperacado da amostra. O extrato purificado foi acondicionado em

frasco de 4 mL.

e Extracao liquido-liquido - Foram adicionados 2 mL de EEA em frascos de 4
mL mais 2 mL de hexano. O frasco foi agitado manualmente em sentido
horéario, de modo que as duas fases se misturassem de forma eficiente; em
seguida o frasco foi mantido em repouso por aproximadamente um minuto
para a separacao das fases. A fase superior, chamada extrato hexanico de A.
hypogaea (EHA), que apresentou coloragédo verde intensa pela presenca de
clorofila, foi extraida cuidadosamente da mistura com auxilio de uma pipeta
de pasteur e descartada. O mesmo procedimento foi repetido. Controle -

Como controle da avaliacdo de limpeza, foi usado o extrato liquido bruto.

Cada processo de limpeza do extrato foi realizado em quatro repeticbes. Apds
0S processos de limpeza do extrato, o solvente do EEA foi eliminado em chapa
guente (60 C) e jato de gas nitrogénio por 35-40 min. Em seguida, os frascos foram
tampados, retirado o ar com o auxilio de uma seringa, vedada a tampa com filme e

por fim estocados por 24 h a -20TC, antes da analis e por CLAE.

Avaliagao de perdas de trans -resveratrol por aguecimento . Para averiguar
perdas por aquecimento, foram preparadas duas solugbes padrdo, com
concentracdo conhecida (2,09 yg/mL). O padrdao A foi submetido ao processo de
limpeza com hexano e secagem em chapa quente, conforme descricdo do método
para amostras, antes da inje¢cdo no CLAE; o padrao B foi injetado diretamente.
Foram comparadas as &reas dos picos de cada padrdo, apos correcao de areas de
acordo com as diluicdes do padrao tratado. Esta analise foi realizada em triplicata. O

calculo de perda foi realizado de acordo com as formulas a seguir:

% {APS X 100} -100 x (-1)
APN

APN é area média encontrada da triplicata do padrdo normal (sem aquecimento);

Onde:
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APS é a area média encontrada da triplicata do padréo seco (com aquecimento).

Preparo da amostra para injecdo no CLAE . Conforme método de Potrebko
& Ressurreccion (2009) (100), o EEA purificado e seco foi diluido em 0,7 mL de
etanol 15 %. O frasco, protegido por papel aluminio, foi agitado manualmente por 30
s para que o extrato desprendesse totalmente da parede, entdo submetido a banho
de ultrassom dentro de um recipiente plastico, onde permaneceu por quatro minutos.
Em seguida o extrato diluido foi transferido para microtubos tipo eppendorf de 1,5
mL e centrifugado por 15 min a 25C a 18.000 rpm. O sobrenadante do material
centrifugado foi acondicionado em frasco de 2 mL, protegido da luz, e
posteriormente utilizado para injecdo em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) com detector de arranjo de diodos acoplado (DAD/PDA).

3.5 ANALISE POR CLAE.

Para a analise, foi avaliada a eficiéncia de dois tipos de coluna: Luna C18 250
X 4,6 mm 5 uym (Phenomenex) com coluna de guarda Varian (4,6 mm e particula de
5 um); e C18 Zorbax XDB Agilent (250 x 4,6 mm, 5 ym).

Para a coluna Luna C18 250 x 4,6 mm 5 ym (Phenomenex) com coluna de
guarda Varian (4,6 mm e particula de 5 um) foi utilizada a seguinte condi¢do de
analise: gradiente acetronitrila e agua. Acetonitrila: 0 min, 5% ; 7 min,78 %; 13 min,
77 %; 18-21 min, 38 % ; 26 min, 63 % ; 28 min, 80 % e 29-34 min, 5 %; fluxo de 1
mL/min. O volume de injecéo foi de 40 pL. A deteccao foi monitorada a 308 nm, 250

nm e também no comprimento de maxima absor¢édo de cada eluente (DAD).

Para a coluna C18 Zorbax XDB Agilent (250 x 4,6 mm, 5 ym). Como fase
movel, foi empregado gradiente acetonitrila e solucdo aquosa de acido fosférico
0,02%. Condicdo de andlise: Acetonitrila: 0 min, 13 %; 6-9 min, 15 %; 17 min, 17 %;
28-33 min, 28 %; 40min, 50 %; 45 min, 60 %; 46-48 min, 80 %; 49-54 min, 13%;
fluxo de 1,0 mL/min. A absorcédo UV foi monitorada a 308 nm, 280 nm e também no
comprimento de maxima absorcéo de cada eluente (DAD); o volume de injecéo foi
de 10 pL.
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Identificacdo. O pico do resveratrol no extrato de Arachis sp foi identificado
por comparacao do tempo de retencdo com o padrao comercial adquirido, pelo perfil
do espectro fornecido pelo detector de arranjo de diodos e por co-eluicdo com o
padrdao. Além disso, a confirmacdo deste composto foi feita por comparacdo dos
cromatogramas das amostras induzidas e controle, apds induc¢éo por UV ocorreu um

aumento expressivo do pico no tempo de retencao correspondente ao do resveratrol.

Quantificacdo. O resveratrol foi quantificado por adicdo de fenolftaleina como
padrdo interno (100). As areas dos picos de trans-resveratrol e fenolftaleina das
analises do padrédo foram usadas para calcular as concentracbes de trans-

resveratrol nas amostras de folhas de amendoim usando a seguinte equacg&o:

T . ™

Mg de r no padrao

- x AP de r na amostra
\_ AP de rno padrao |

= N X Mg de Pl na
Mg de PI no padrao amostra
AP de Pl no padréo x AP do Pl na amostra

N - _/

Hg de r na amostra =

Onde:

r € a concentracao de trans-resveratrol
Pl (Padrdo interno) € a concentragdo de fenolftaleina

AP ¢é a area do pico.

Linearidade . O estudo da faixa de linearidade do resveratrol e da
fenolftaleina (empregada como padrédo interno) foi baseado nas razdes
area/concentracao, calculadas a partir de pontos experimentais disponiveis para a
construcdo da curva: 15 valores entre 0,27 e 9942,03 mAU para resveratrol e 1,47 e
11714,47 mAU para fenolftaleina, associados a uma faixa de 0,01 a 217,6 pg/mL
para trans-resveratrol e 0,15 a 2352,0 pg/mL para fenolftaleina. Foram considerados

na faixa linear os pontos cujas razdes area/concentragdo ndo tivessem apresentado
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diferenca superior a 5% do coeficiente angular da reta. Cada ponto foi injetado trés
vezes. Todas as solucdes foram filtradas em filtros Millipore de 0,45 ym de diametro.

Repetibilidade . Para avaliar a precisdo das injecdes, uma solugcdo com
concentracdo 23 pg/mL de trans-resveratrol e 292,7 ug/mL de fenolftaleina foi
injetada dez vezes (100). A repetibilidade foi expressa usando o coeficiente de

variagao.

3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

PADRONIZACAO DA METODOLOGIA

Inducdo do resveratrol . Nao foi detectado o pico de trans-resveratrol em
qualquer das cinco repeticdes dos acessos Caiapo 1 e 2 e Caiapd 3 controle de A.
hypogaea; porém na amostra do acesso Caiap0 3 tratada com UV foi encontrado um
pico expressivo no tempo de retencdo 32,30 min, com area entre 22075 e 22348
mAU.seg, sendo que o pico apresentou tempo de retencdo e Amax (COmprimento de
onda maximo) em 304 nm na fase moével, compativel com o padrdo de resveratrol
eluido nas mesmas condi¢gbes (Figura 4), mostrando que o tratamento com UV

utilizado foi eficiente na inducéo do resveratrol em folhas de A. hypogaea.

Extracdo . Entre os solventes avaliados, o etanol 80 % e o metanol 80% néo
apresentaram diferenca significativa para a extracdo de resveratrol em folhas, mas
os dois solventes foram mais eficientes na extracdo do que a mistura metanol:etanol
(80:20). A utilizacao de etanol acidificado e de acetona 70% forneceu extratos de
composicado complexa, o que dificultou a quantificagéo.

Com base nos resultados obtidos (Tabela 12), e considerando os dados da
literatura (100), etanol 80%, que apresentou bom potencial de extracdo e € um
solvente de baixa toxicidade, foi selecionado para a extracdo de resveratrol em

folhas de Arachis sp.

Para avaliacdo de resveratrol nas espécies silvestres foi escolhida a indugéao

por UV por 2h30min mais repouso por 15h e extragdo com folhas in natura.
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Figura 4. Cromatograma de extrato de folhas de A. hypogaea controle, sem indugao
de resveratrol (A) e teste (B), utilizando indug&o de resveratrol com UV. Resveratrol
tR 32,3 min.Coluna Zorbax XDB, gradiente acetonitrila: acido fosforico 0,02% e fluxo
1 mL/min.

Tabela 12. Avaliacao de diferentes solventes na extracdo do resveratrol.

Solvente Repeticao mAU.seg Média DP (Y

1 526,4
490,9 512,1 18,7 3,7
518,9
448,7
447,2 445,9 3,6 0,8
441.,8
527,2
499,5 495,1 34,5 7,0
458,6

EtOH80%

MeOH:EtOH(80:20)

MeOH80%

WINNEFP WNEFEWNDN

Limpeza do extrato . A extracdo liquido-liquido (limpeza com hexano)
apresentou melhor eficiéncia, com maior area do pico de resveratrol em relacdo ao
procedimento de extragdo em fase sdlida (limpeza com celite:alumina), sem diferir
significativamente do extrato bruto, como esta expresso na Tabela 13. A pureza dos
picos foi monitorada pelo acompanhamento do perfil do espectro fornecido pelo

detector de arranjo de fotodiodos (Figura 5).
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A extracdo em fase solida resultou em um extrato menos complexo, com
menor grau de impureza detectada no inicio do cromatograma em CLAE (Figura 6);
contudo, no processo, parte do resveratrol presente na amostra foi retido na fase
sélida, resultando, na analise por CLAE, em as areas de picos significativamente

menores do que aquelas apresentadas no cromatograma do EEA bruto.

Assim, a extracao liquido-liquido mostrou ser o processo mais adequado, pois
além de reduzir o teor de interferentes que poderiam comprometer analise sem

comprometer os resultados, foi também o mais pratico e de menor custo.

As areas médias do pico correspondente ao resveratrol nos cromatogramas
da amostra tratada e do EEA bruto foram semelhantes 857,65 mAU.Sec e 857,53
mAU.Sec, respectivamente. O processo de extracdo liquido-liquido mostrou ser
eficiente quanto a limpeza do extrato para injecdo no CLAE, sem levar a perda de

resveratrol, assim foi 0 método escolhido para este trabalho.

Tabela 13. Resultados do teste de purificacdo do extrato bruto de folhas de Arachis

hypogaea
Tipo de purificacdo Area (mAU.Sec) Média DP CVv
888,6
a 883,0 a
Particdo com hexano 824.1 857,65 32,88 3,83
834,9
607,7
Filtragdo com mistura 568,8 b
de alumina e celite 642,1 623,60 45,91 7,36
675,8
842,8
804,2 a
Amostra bruta 861.2 857,53 49,051 5,72
921,9

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa ao nivel de 5 %, segundo teste

de tukey.
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Figura 5. Perfil do espectro de ultravioleta (250 e 360nm) do pico do resveratrol no
apice (tR = 32,52 min) e na base (tR = 0,35 min), A) em solucédo padréao e B) no

extrato de folhas ndo induzidas, apds extracao liquido-liquido.
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Figura 6. Cromatogramas do teste de purificagcdo. A) padréo, B) extrato bruto, C)
particdo com hexano e D) mistura de alumina e celite. Resveratrol tR( aproximado)

22 min.Coluna Luna C18 (Phenomenex), gradiente acetonitrila: agua e fluxo 1
mL/min.
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Perdas por aquecimento. De acordo com a Tabela 14 e com os calculos da
formula mostrada na pagina 41, a analise dos cromatogramas obtidos de amostras
submetidas a limpeza envolvendo aquecimento mostrou que processo resultou em

perda de 6,2% da area do pico.

Tabela 14. Areas do pico referente ao resveratrol nos cromatogramas do padréo

normal e seco, considerando as diluicdes.

Amostra* mAU.seg Média DP CcVv
Padrdo normal 1 1259,7

Padrédo normal 2 1204,9 1234,8 27,8 2,2
Padrédo normal 3 1239,9
Padrao seco 1 1144,2

Padrdo seco 2 1176,4 1158,3 16,5 14
Padrdo seco 3 1154,2

*experimento em triplicata

Andlise por CLAE. Durante o desenvolvimento do trabalho foram
encontradas algumas dificuldades com relacdo a quantificacdo dos picos de
resveratrol e de fenolftaleina, devido a dissociacdo dos mesmos. Embora o0s
cromatogramas obtidos com a coluna Luna C18 250 x 4,6 mm 5 ym (Phenomenex)
tenham apresentado picos simétricos no inicio do trabalho, com o uso da coluna e
aumento do numero de analises, 0s picos passaram a apresentar cauda indicativa
de dissociacado e adsorcao na fase estacionaria, conforme Figura 7.

A andlise por CLAE utilizando coluna C18 Zorbax XDB Agilent (250 mm x 4,6
mm, 5 um), também forneceu cromatogramas com picos bem definidos nas
primeiras injecdes. Com o andamento das analises, conforme mostrado na Figura 8,
0S cromatogramas mostraram picos que apresentaram ombros, indicando uma

possivel dissociacao do resveratrol.

Na busca da resolucéo do problema, foram feitas alteracdes nas condi¢des de

analise, a saber:
» Alteracdo da fase mével:

1) substituicdo da solucdo de acido fosforico 0,02 % por a) solucédo de
acido acético 0,1%; b) solucdo de acido acético 1%; c) solucédo de

acido formico 0,19% ;
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2) substituicAo da acetonitrila por: a) mistura acetonitrila com 0,05 % de

trietilamina; b) metanol (grau CLAE);

3) substituicdo do método utilizando gradiente por método isocratico utilizando

com fase moével acido férmico (solugcéo 1%):Acetonitrila:isopropanol (70:22:8);

Todas as tentativas de alteracdo das condicfes de andlise citadas acima

mostraram ser ineficazes.

goé mAU Reg¥gratrol PVII21_7_19_2010 3_27_49 PM_2.DATA [Max. absorbance between [250.00 ; 360.00] n
85 A) :

75%
703
653
603
553

453
407
353+
303
253
205 ,
15%- /

B

105-
9.5+

8.5
65]
5.5
454

3.5

RT [min,
"T191 192 103 194 195 196 197 198 199 20 201 202 203 204 205 206

Figura 7. Expansdo dos cromatogramas obtidos com a coluna Luna C18 250 x 4,6 mm

5 um (Phenomenex), gradiente Acetonitrila:agua, tR 19,75 min (diferente da figura 6,
pois houve diminuicdo da concentracdo de acetonitrila entre 19 e 22 min), mostrando
os picos referentes ao resveratrol A) primeiras injecbes de resveratrol, B) injecdes

subsequentes.
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Figura 8. Cromatogramas referentes a analise do padrdo de resveratrol em coluna
C18 Zorbax XDB Agilent (250 mm x 4,6 mm, 5 ym). A) 1° dia de injecdo (tR 20,3
min, fluxo 1mL/min), B) 2° dia de injecdo (tR 17,8 min, fluxo 1,5 mL/min), mesmas
condic¢des do dia anterior, com excec¢ao do fluxo.

Ainda no sentido de resolver o problema da perda de resolu¢cdo do pico
referente ao resveratrol, foi avaliada a condicdo de analise na qual foi utilizada a
coluna Zorbax XDB Agilent (250 mm x 4,6 mm, 5 ym), sem a coluna de guarda,
empregando  acetonitrila:acido fosforico 0,02%, com o gradiente de eluicédo
(acetonitrila) 0 min, 13 %; 6-9 min, 15 %; 17 min, 17 %; 28-33 min, 28%; 40 min, 50
%,; 45 min, 60 %; 46-48 min, 80%; 49-54 min, 13 %. Volume de injec&o: 10 pL.

Nestas condicbes 0s cromatogramas apresentaram picos bem definidos.

Assim, as condicdes expressas acima foram utilizadas neste trabalho.
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Linearidade . A faixa linear para quantificacdo do resveratrol permaneceu
entre 5,75 e 217,6 pg/mL (Figura 9 e 10), apresentando um coeficiente de correlagéo
igual a 0,9998 (y = 45,56x + 24,52).

A faixa linear para quantificacdo do padréo interno, fenolftaleina, permaneceu
entre 146,5 e 2352,0 pg/mL (Figura 11 e 12), apresentando um coeficiente de
correlacao igual a 0,999 (y = 4,87x + 457,91).

500
0 *T—0—0—6—0—0—0—0—09¢
-500 +-0,01- #0,07 - 0,35~ --1,38 - - 5,75 -~ 23,00 - -108,80 217,60
o ~1000 - -~~~ - - === e m i mm e
G <1500 -
§ 2000 )
L2500 -
-3000 - f - mm e
8500 - - mmm e m e
-4000
pg/mL
Figura 9. Gréfico de linearidade do resveratrol
12000,00
10000,00 -
g 8000,00 -
2]
>
g 6000,00 -
g
& 4000,00
2000,00 -
0,00 ‘ : : :
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
pg/mL

Figura 10. Curva de calibragao do resveratrol na faixa linear
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Figura 11. Grafico de linearidade da fenolftaleina
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Figura 12. Curva de calibracéo da fenolftaleina na faixa linear

Repetibilidade. Os coeficientes de variagdo apo6s 10 injecdes de trans-
resveratrol (23 pg/mL) e de fenolftaleina (292,7 ug/mL), em concentragdes proximas

aquelas observadas para as amostras induzidas, foram de 1,19 e 1,64 %,
respectivamente.
Limite de deteccdo e limite de quantificacdo . O limite de deteccéo,

calculado automaticamente no CLAE foi de 0,03 pyg/mL. O limite de quantificacéo

calculado a partir da curva de calibragao foi de 5,75 pg/mL.
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CAPITULO 4 — DETERMINACAO DE RESVERATROL EM ESPECIE S
SILVESTRES DE ARACHIS sp.
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4.1 MATERIAIS E METODOS

Material vegetal . As folhas de 10 espécies silvestres de Arachis (A. cruziana,
A. kuhlmannii, A. magna, A. cardenasii, A. duranensis, A. ipaénsis, A. batizocoi, A.
gregoryii, A. simpsonii e A. kempff-mercadoi) com inducgao ultravioleta (teste) e sem
inducao ultravioleta (controle) foram caracterizadas, em trés blocos, com relacdo ao
teor de resveratrol, usando metodologia por CLAE padronizada neste trabalho.
Arachis hypogaea foi utilizada como referéncia.

Andlise de dados . Primeiramente, a expressdao meédia de resveratrol foi
comparada entre os tratamentos UV e controle através do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, considerando que ndo foi possivel encontrar uma distribuicdo
probabilistica capaz de acomodar a variabilidade presente nos dados. Em seguida,
para o tratamento UV, foi avaliado o efeito dos trés blocos experimentais quanto a
expressao do resveratrol. Uma vez detectada que a expressdo média de resveratrol
nao diferia entre os blocos, os trés blocos foram reunidos e foi aplicada a analise de
clusters (método UPGMA) para agrupar as espeécies quanto a similaridade em
relacdo a expressao de resveratrol. Devido a assimetria da distribuicdo dos dados,
0s genomas A, B e Bk foram comparados quanto a expressdao média através da
distribuicBo Gama, considerando o nivel de 5 % de significancia estatistica. O
software estatistico adotado nas andlises foi o programa de linguagem estatistica R,

livre para download no sitio http://www.r-project.org/ (122).

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tratamentos. Todas as espécies de Arachis estudadas responderam
positivamente ao processo de inducdo de resveratrol e apresentaram teores
elevados deste composto apos o tratamento com UV; as amostras controle, ou seja,
ndo submetidas ao tratamento com luz UV, apresentaram baixos teores de

resveratrol (Tabela. 15).

Por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, foi possivel concluir que

houve influéncia do tratamento UV sobre a expressdo meédia de resveratrol para



Determinacdo de resveratrol em folhas de amendoim silvestre (Arachis sp.) 69

todas as espécies do estudo, uma vez que a média deste diferiu ao nivel de

significancia de 5% do controle.

A Tabela 16 mostra as estatisticas descritivas para o0 experimento e nas
Figuras 13 a 23 sdo apresentados os cromatogramas das amostras controle e

induzidas, além do perfil do espectro do pico do resveratrol.

Tabela 15. Teores de resveratrol nas espécies de Arachis em amostras controle e

induzidas com UV.

Espécie Tratamento BLOCO 1 BLOCO 2 BLOCO 3
yg/lg Média DP CV  ug/g Média DP CV  uyg/lg Média DP CV
531,6 402,0 909,7
uv 472,8 4779 51,4 10,8 389,0 4373 72,7 16,6 NA 886,0 336 3,8
) 429,2 520,9 862.2
(% BEFEIE tragos tragos tra(;o’s
controle  tracos tragos tragos
tragos tragos tragos
1028,5 441,6 831,2
uv 980,3 947,6 101,2 10,7 6764 639,1 181,8 28,4 9408 8395 974 116
Akuhlmanii 834,1 799.3 746,6
tragos tracos 56,7
controle 50,3 37,7 158 41,9 tragos 632 595 34 56
427 NA 58,6
676,5 668,0 4928
uv 7272 751,4 89,5 119 706,7 6330 961 152 o933 5412 60,7 11,2
A.cardenasii o0 R R
25,3 tracos 27,0
controle 32,8 29,1 3,8 12,9 tracos 26,3 25,5 2,1 8,1
29,1 tracos 23,1
601,1 904,1 432,0
uv 786,4 721,7 1046 14,5 801,1 8361 589 7,0 3098 3620 630 174
) 777,6 803,0 344,2
A.duranensis tracos 391 tracos
controle  tragos 358 34,9 4,8 13,7 tragos
tragos 29,7 tragos
262,7 439,7 274,0
uv 251,1 256,9 8,2 3,2 4324 380,8 958 25,2 3044 2855 165 5,8
o NA 270,2 278,0
i [EATEES 13,7 tracos tragos
controle 150 154 1,9 12,4 tragos tragos
17,4 tragos tragos
642,7 550,5 427,7
uv 473,4 586,7 98,2 16,7 7279 602,7 1089 18,1 3251 3842 530 13,8
A batizacoi 644,1 529,8 399,7
tragos tracos tragos
controle  tracos tragos tragos

tragos tragos tragos
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Tabela 15 (continuagcédo). Teores de resveratrol nas espécies de Arachis, em
amostras controles e induzidas com UV.
Espécie Tratamento BLOCO 1 BLOCO 2 BLOCO 3
yg/g  Média DP CV yg/g  Média DP CV Mg/g Média DP CV
355,4 505,4 312,7
uv 283,5 298,2 51,4 17,2 537,7 500,0 40,7 8,1 338,7 3122 26,7 8,6
A. gregonyii 255,9 456,8 285,2
tracos tracos tragos
controle  tracos tragos tragos
tragos tragos tragos
207,3 550,5 189,0
uv 325,0 262,6 59,2 225 382,0 4949 97,8 19,8 203,2 197,6 7,6 3,8
. . 255,5 552,2 200,6
A.simpsonii tracos tracos tragos
controle  tragos tracos tragos
tracos tracos tragos
649,9 471,9 306,6
uv 469,6 520,7 112,8 21,7 794,12 619,8 162,7 26,3 336,7 3139 202 64
A.magna 4425 5933 298,3
tragos tracos 45,0
controle 309 264 81 305 tagos 39 02 46 392 452 62 136
31,2 tragos 51,5
140,3 202,7 371,3
uv 373,8 312,7 1514 484 267,1 2493 40,8 16,4 333,3 3365 334 99
A. kempff- 424,0 278,2 304,8
mercadoi tragos tragos tragos
controle  tracos tracos tragos
tracos tracos tragos
667,0 402,0 833,6
uv 623,8 6195 49,7 8,0 389,0 437,3 72,7 16,6 1165,0 1005,7 166,0 16,5
A. hypogaea 567,8 520,9 1018,4
(Caiap6) tracos tracos tragos
controle  tracos tragos tragos
tragos tragos tragos
533,1 1237,2 730,3
uv 409,5 481,3 64,2 13,3 103855 11225 1028 9,2 823,7 7812 473 6,1
A. hypogaea 501,2 1091,8 789,7
(Caiap6) tracos tracos tracos
controle  tragos tragos tragos
tragos tragos tragos
758,2
uv 700,2 687,0 78,7 115
A. hypogaea 602,5
(Caiap6) tracos
controle  tragos

tragos
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Tabela 16. Média * desvio da concentragdo (g/g) de resveratrol de cada espécie do

género Arachis por tratamento.

Espécie Controle uv

A.batizocoi 548+4,4° 524,54 +131,1°
A.cardenasii 18,18 +13,8 2 752,24 +305,4 °
A.cruziana 4,92 +4,7° 564,67 +205,1°
A.duranensis 16,35+14,5°% 639,93 + 224,7°
A.gregoryii 2,97 +1,5% 370,14 +103,7°
A.hypogaea 6,68+4,8°% 704,10 +270,3°
A.ipaensis 9,48 +6,6° 314,07 +76,8"
A.kempff-mercadoi 9,04+88° 299,49 +89,1°
A kuhlmannii 37,09+252 808,75+ 177,6 "
A.magna 25,16 + 18,6 * 484,77 +167,8°
A.simpsonii 7,73+4,1° 318,37 +146,9"

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas, néo diferem ao nivel de 5% de significancia, segundo o teste ndo-paramétrico

de Kruskal-Wallis.
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Figura 13 . Cromatogramas de A. hypogaea e perfil do espectro, fornecido pelo
detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm) no apice (tR= 31.97 min) e na base
do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A pureza do pico referente ao

resveratrol foi de 99,5%.
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Figura 14. Cromatogramas de Arachis cruziana e perfil do espectro, fornecido pelo
detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm) no apice (tR = 32.18 min) e na base
do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A pureza do pico referente ao

resveratrol foi de 95%.
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Figura 15. Cromatogramas de Arachis kuhlmannii e perfil do espectro, fornecido pelo

detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm) no apice (tR = 31,97min) e na base,

do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A pureza do pico foi 92,0%.
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Figura 16. Cromatogramas de Arachis cardenasii com perfil do espectro, fornecido
pelo detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm,) no apice (tR = 31,89 min) e na
base do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A seta indica composto
ndo identificados (NI), eluidos com tR 10,92 min e com Amax em 313 nm que

apareceu apoés o processo de inducéo. A pureza do pico foi 98,7%.
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Figura 17. Cromatogramas de Arachis magna e perfil do espectro, fornecido pelo

detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm) no apice (tR = 32,66 min) e na base,

do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A pureza do pico foi 95,6%.
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Figura 18. Cromatogramas de Arachis simpsonii com perfil do espectro, fornecido
pelo detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm), no apice (tR = 32,48 min) e na
base do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A seta indica compostos
nao identificados (NI), (tR = 26,30 min, Amax 324 nm; tR = 45 min, Amax 298 nm; tR
= 45,87 min, Amax 296nm ) que apareceram ap0s o processo de inducdo. A pureza
do pico foi 98,1%.
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Figura 19. Cromatogramas de Arachis gregoryii e perfil do espectro fornecido pelo
detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm), no apice (tR = 32,40 min) e na base

do pico referente aoo resveratrol na amostra induzida. A pureza foi 99%.
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Figura 20. Cromatogramas de Arachis ipaénsis e perfil do espectro, fornecido pelo
detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm), no apice (tR = 32,64 min) e na base
do pico referente ao resveratrol na amostra induzida.. A seta indica compostos néo
identificados (NI) (tR = 30,12 min, Amax 329 nm; TR = 38,33 min, Amax 324 nm) que

apareceram apos o processo de inducdo. A pureza do pico foi 98,8%.
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Figura 21. Cromatogramas de Arachis kempff-mercadoi com perfil do espectro,
fornecido pelo detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm), no apice (tR = 32,81
min) e na base do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A seta indica
compostos nao identificados (NI), (tR = 26,85 min, Amax 323 nm; tR = 34,38 min
Amax 323nm) que apareceram apos o processo de indugdo. A pureza do pico foi
97,0%.
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Figura 22. Cromatogramas de Arachis batizocoi com perfil do espectro, fornecido
pelo detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm), no apice (tR = 32,48 min) e na
base do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A seta indica compostos
nao identificados (NI) (tR = 26,44 min, Amax 323 nm; tR = 29,50 min, Amax 328 nm;
tR = 38,17 min, Amax 323nm) que surgiram apos o0 processo de inducdo. A pureza
do pico foi 99,67%.
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Figura 23. Cromatogramas de Arachis duranensis e perfil do espectro, fornecido pelo

detector de arranjo de fotodiodos (250-360 nm), no apice (tR = 32,29 min) e na base

do pico referente ao resveratrol na amostra induzida. A pureza do pico foi 99,65%.
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E possivel perceber, pela analise dos cromatogramas obtidos (Figuras 13 a
23), que em algumas espécies além do resveratrol, o tratamento da amostra com
radiacdo UV induziu a producdo de outros compostos nao identificados,
provavelmente outras fitoalexinas. Arachis cardenasii apresentou um pico nao
identificado no tR = 10,92 min com Anax 313 nm; A simpsonii, A. kempff-mercadoi e
A. batizocoi apresentaram um pico com tR = 26,3-26,9 min, Anax 323-326 nm; A.
batizocoi e A. ipaénsis apresentaram um pico com tR = 29,5-30 min, Anax 328-329
nm e outro pico com tR = 38 min e Amax 323-324 nm; A. kempff-mercadoi apresentou
um pico com tR = 34,38 min, Anax 323 nm; A. simpsonii apresentou dois picos nao
identificados em tR = 45 min; Anax 298 nm e tR = 45,87 min, Anax 296 nm. Estes

compostos nao identificados serdo objeto de estudo futuro.

De acordo com dados da literatura, as fitoalexinas mais prevalentes em folhas
de espécies de Arachis sado resveratrol, dimetilmedicarpina, formononetina, 7,4'-

dimetoxi-2'-hidroxisoflavanona e medicarpina (51).

Andlise dos blocos . O ajuste da distribuicdo Gama aos dados indicou que
nao ha diferenca significativa (5% de significancia) entre as médias dos blocos
quanto a expressao de resveratrol para o tratamento com radiagdo UV. A Figura 24
mostra que a distribuicdo Gama comporta o ajuste dos dados sob investigacéo.

Preciséo e distribuicdo do resveratrol nas espécies . A analise do grafico
apresentado na Figura 25 mostra que as espécies A. batizocoi, A. cardenasii e A.
kuhlmannii apresentaram distribuicdo dos resultados mais proximos da distribuicdo
normal, ou seja, os dados se distribuiram ocupando os quatro quartis ao redor da
mediana, de maneira mais uniforme. Entretanto, para as demais espécies avaliadas
neste estudo, a distribuicdo dos dados foi assimétrica ao redor da mediana; por iSso

a analise de dados deste trabalho foi baseada na distribuicdo Gama.

A Figura 25 também fornece informacéo sobre a precisdo dos dados, para
cada espécie. De acordo com este gréfico, A. ipaénsis apresentou maior precisao de
resposta, com o intervalo de dados mais proximos a mediana, enquanto que A.
hypogaea e A. duranensis apresentaram respostas de indugdo menos precisas, com

intervalo de dados mais dispersos em relacdo a mediana.
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Normal Q-Q Plot
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Figura 24— Grafico normal de probabilidade para o MLG Gama com func¢do de
ligacdo inversa ajustado para a variavel ‘resveratrol’.
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Andlise de agrupamento . Segundo a metodologia de clusterizacdo aplicada
(Figura 26 e Tabela 17), as espécies em estudo se dividem em trés grupos

heterogéneos entre si, com base no teor de resveratrol, a saber:

. Grupo A: Arachis duranensis, A. cardenasii, A. kuhlmannii e o controle
(A. hypogaea). Tais espécies agruparam-se por apresentarem, em media, maiores

valores de resveratrol em relagdo as demais espécies.

. Grupo B: Arachis gregoryii, A. kempff-mercadoi, A. simpsonii e A.

ipaensis, que apresentaram valores baixos de resveratrol,

. Grupo C: formado pelas espécies que apresentaram teores médios de
resveratrol: A. magna, A. cruziana e A. batizocoi, as duas ultimas espécies sao de

genoma B e K.

O teste de Kruskal Wallis confirmou que os 3 clusters sdo realmente

diferentes entre si (p-valor=0,011)
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e maximo de resveratrol para cada agrupamento

Tabela 17. Médias e desvios para grupos de clusters

Grupo A Grupo B Grupo C
Média 726,26 325,52 524,66
Desvio 71,70 30,83 39,95

*Médias seguidas de letras iguais nas mesmas linhas, ndo diferem ao nivel de 5% de
significAncia, segundo o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

No amendoim cultivado ha presenca de dois pares de cromossomos
diferentes dos demais (29). Um par € denominado A, com coloracao diferenciada e
bem menor que os demais cromossomos; 0 outro par, com constricdo secundaria, €

chamado de B (116). As espécies de genoma A sdo aquelas pertencentes a secao
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Arachis e possuidoras do par de cromossomos A. Ja as espécies de genoma B séo
aguelas pertencentes a secdo Arachis que ndo possuem o par A e compartilham o
genoma B do amendoim cultivado (29,116). Dentre as 31 espécies da secao
Arachis, 15 ndo apresentam o par de cromossomo A (29).

Neste trabalho, além da espécie cultivada A hypogaea, foram avaliadas cinco
espécies de Arachis silvestres que apresentam o genoma A (A. kuhlmannii, A.
cardenasii, A. duranensis, A. simpsonii e A. kempff-mercadoi) e cinco espécies do
genoma B (A. magna, A. ipaensis, A. gregoryii e A. batizocoi e A. cruziana), sendo
que, recentemente, A. batizocoi e A. cruziana também foram classificadas como
tendo também o genoma K, além do genoma B (116, 121).

As espécies agrupadas no genoma A apresentaram teores de resveratrol
significativamente superior ao das espécies agrupadas em B. As duas espécies
pertencentes simultaneamente aos genomas B e K apresentaram expressao
intermediaria de resveratrol, estatisticamente igual aos teores fornecidos pelas
espécies do genoma A e estatisticamente maior do que os teores fornecidos pelas
espécies do genoma B. Ao serem consideradas apenas as espeécies dos genomas A
e B, foi possivel observar que esses resultados também sdo estatisticamente
diferentes quanto a expressdo de resveratrol. A Tabela 18 apresenta estes
resultados.

Tabela 18. Expressdo meédia de resveratrol apos inducdo por UV, em folhas de
espécies do género Arachis, por grupos de genoma

Genoma Media
A 608.42 + 289.97 2
Bk 543.43 + 165.68 °
B 392.57 +139.01°

*Letras iguais nado diferem significativamente segundo os contrastes do modelo linear generalizado

Gama.

A Figura 27 mostra que a distribuicdo Gama comporta o ajuste dos dados sob
investigacdo. A assimetria dos dados pode ser visualizada através da Figura 28.

Ao retirar o genoma k do modelo, a expressdo média do genoma A continua
diferindo significativamente do genoma B, segundo o modelo generalizado Gama
(LR Chisg= 16.814,gl=1,p-valor=<0.0001).
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Figura 27— Grafico normal de probabilidade para o MLG Gama com funcédo de

ligacdo inversa ajustado para a variavel resposta * teor de resveratrol’
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De acordo com a analise de agrupamento e a analise de expressdo de
resveratrol entre genomas, o maior teor pode esta associado ao par de cromossomo
A, considerando que todas as espécies agrupadas no grupo de maior teor ( A.
kuhlmannii, A. cardenasii, A. duranensis, hypogaea ) sdo de genoma A.

E possivel sugerir que o genoma K também possa estar associado a
expressdo de resveratrol, pois as espécies A. batizocoi e A. cruziana, que
apresentam este genoma, foram agrupadas no grupo que apresentou teor
intermediario. Além disso, na analise dos genomas, as espécies de genoma A e de
genoma B e K apresentaram teores mais elevados e nao diferiram estatisticamente.

Com relacdo a espécie A. magna, que foi agrupada no grupo de teor
intermediario juntamente com as espécies de genoma B e K, valeria a pena
investigar a possibilidade de presenca do genoma K nesta espécie. Entretanto,
independente do genoma K, as trés espécies agrupadas com teor intermediario de
resveratrol (A. batizocoi, A. cruziana e A. magna) parecem apresentar uma grande
proximidade genética na arvore filogenética apresentada por Bechara et al. (2010)
(116).

Nenhuma das espécies de Arachis silvestres estudadas apresentou teor de
resveratrol significativamente mais elevado que a espécie cultivada A. hypogaea.
Contudo, trés espécies, A. duranensis, A. kuhlmannii, A. cardenasii, foram
agrupadas no grupo de maior teor de resveratrol junto com a espécie cultivada
(Figura 26). Estas espécies silvestres sao diploides e apresentam planta com
estruturas menores em relacdo a Arachis hypogaea que é uma espécie tetrapldide,
isto indica que as espécies silvestres citadas acima possuem potencial para a
producdo de resveratrol, além disso, estas espécies apresentaram resveratrol
mesmo nas amostras ndo induzidas (Tabela 13).

De acordo com o gréfico de caixa para a distribuicdo dos resultados da
inducdo de resveratrol entre as diferentes espécies (Figura 24), a espécie A.
ipaensis, provavel doador do genoma B para espécie cultivada A hypogaea (116),
apresentou uma mediana bastante baixa para o resveratrol e maior precisao de
resultados em relacdo as demais espécies silvestres.

O tratamento estatistico dos resultados na mesma Figura também mostrou
gue A. duranensis, provavel doador do genoma A para a espécie cultivada A
hypogaea (116), apresentou uma mediana de resveratrol bastante elevada, com

resultados bastante dispersos, assim como A hypogaea. Estes dados reforcam a
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idéia de que o maior teor de resveratrol pode esta associado ao par de cromossomo
A. Por outro lado, o conhecimento sobre a diferenca entre os genomas destas
espécies ainda nao € suficiente para explicar a menor mediana de resveratrol

fornecida para A simpsonii, ou mesmo para A. kempff-mercadoi, que também séao

portadoras do genoma A.
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CAPITULO 5. CONCLUSOES
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Nesse trabalho é proposto um método de analise de resveratrol em folhas de
espécies do género Arachis, por CLAE, que mostrou ser eficiente. Para isso foram
avaliadas e otimizadas, além das condi¢cdes analiticas, as condi¢cdes de extracdo do

composto e tratamento de amostras.

Pela primeira vez foi avaliada a presenca de resveratrol em folhas de
amendoim silvestre. As espécies silvestres avaliadas, néo induzidas, apresentaram
baixos teores de resveratrol. Porém foi possivel induzir a producao de resveratrol em

folhas de Arachis sp. por radiagéo UV.

Todas as espécies silvestres de Arachis expressaram resveratrol apés a
inducdo com luz UV; apesar deste fato, nenhuma espécie apresentou expressao
superior ao amendoim cultivado. Porém A. kuhlmannii, A. cardenasii e A.
duranensis, espécies de genoma A e dipldides, foram agrupadas no grupo de maior
teor de resveratrol, junto com A. hypogaea que uma espécie de genoma AABB,
tetraploide. Além disso, estas espécies apresentaram resveratrol até nas amostras
nao induzidas, o que reforca a idéia delas terem potencial para a producdo de

resveratrol.

Os teores de resveratrol entre os genomas A e BK foram estatisticamente

iguais.

Folhas de amendoim é subproduto do amendoim cultivado para a producdo
de 6leo ou outro fim e geralmente sdo subutilizadas. Contudo, os resultados obtidos
mostram que € possivel agregar valor aos subprodutos (folhas) oriundos do
processamento do amendoim, utilizando-os para obtengdo de resveratrol.
Considerando as varias atividades biolégicas do resveratrol e sua ampla utilizacdo
nas industrias farmacéutica, cosmética e de suplementos alimentares, a utilizacao

de folhas de amendoim pode constituir-se em um novo nicho nesse mercado.

Estudos posteriores deverdo ser desenvolvidos para complementar a
padronizacdo e validar a metodologia analitica. A determinagdo de resveratrol em
outras espécies da secao Arachis e em espécies de outras sec¢les, também deve

ser avaliada, como também o tempo de exposicao das folhas a luz ultravioleta.
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ABSTRACT: Arachis hypogaea, known as the peanut, is native to South America. Peanut contains several active components
including flavonoids, phenolic acids, phytosterols, alkaloids, and stilbenes. Some therapeutic effects have been reported for peanut
seed extracts, such as antioxidative, antibacterial, antifungal, and anti-inflammatory activities. This paper aims to give an overview of
the chemical composition, focusing on secondary metabolites, and of the biological activity of A. hypogaea, to stimulate new studies

about species of the Arachis genus.
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B INTRODUCTION

The genus Arachis L. (Fabaceae) is native to South America
with a probable center of origin in Brazil, in a region extending
from the southwest of Mato Grosso do Sul State to the south of
Goias." The genus has 80 described species, grouped into 9
taxonomic sections. The most remarkable section is Arachis,
because it includes A. hypogaea, the most economically important
species, considered the fourth oleaginous plant in the world. This
species is cultivated in Asia, Africa, and America, mainly for high-
quality vegetal oil production, as a feedstock, and as natural or
processed food for human consumption."” Beyond its nutritional
characteristics and commercial value, several studies have pointed
to the biological properties of A. hypogaea. Thus, the present review
aims to examine the chemical composition and biological activity
of Arachis species to stimulate new studies about this genus.

B ACTIVE CONSTITUENTS

The class of compound most found in this genus is that of
phenylpropanoid derivatives, mainly stilbenes and flavonoids.
These compounds are involved in a defense mechanism against
physical injuries and microbial contamination. Indeed, the cor-
relation between the concentration of several compounds and
their effects on injuries or contamination has been fully reported.
Therefore, this review does not intend to discriminate the
described active compounds as having been isolated from healthy
plants or from injured ones, considering that it is not rare for the
same compounds to be found in both injured (mainly fungal
contamination) and healthy specimens.”~

Stilbene Derivatives. Since resveratrol was postulated to be
involved in the health benefits associated with a moderate
consumption of red wine, plant stilbenes have received notable
interest.'” Stilbenes are characterized by a 1,2-diphenylethylene
backbone, usually derived from the basic unit trans-resveratrol
(3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene, la) although other structures
are found in particular plant families.'* Ring A usually carries two
hydroxy groups in the m-position, whereas ring B is replaced by

v ACS Publications ©2011 american chemical Society

hydroxy and methoxy groups in the o-, m-, or p-position. They are
synthesized from cinnamic acid derivatives, and the substitution
pattern of the cinnamic acids determines that of ring B of the adduct."

Stilbenes are synthesized by a wide range of plant species;
however, they are often in plants that are not routinely consumed
for food or in the edible tissue. Peanuts (1.3—3.7 ug of
resveratrol/g) and peanut butter are considered major dletary
sources of stilbenes, along with grapes and their derivatives."®

Stilbene synthesis has been associated with resistance to some
common peanut diseases, in particular to fungal contamination.
As long as peanuts had the ability for phytoalexin production,
they were not contaminated with aflatoxins.” Also, stilbene
production is elicited by injuries, fungal contamination, insect
damage, and other attacks. 916 However, stilbenes can be found in
uninfected and uninjured plants, albeit in minor amounts.

The stilbenes that have been reported for several varieties from
A. hypogaea in different organs from the plant, such as leaves,
roots, and seeds, seem to be derived from trans-resveratrol
(1a), such as piceid (2),"”” " isopentadienylresveratrol (IPD)
(trans-3'-isopentadienyl-3,5,4'-trihydroxystilbene, 3),>° picea-
tannol (3,4,3',5'-tetrahydroxy-trans-stilbene, 4), arachidin-1
[trans-4-(3-methyl-1-butenyl)-3,5,3' 4’ -tetrahydroxystilbene, 5],
arachidin-2 (6), arachidin-3 [trans-4-(3-methyl-1-butenyl)-
3,5,4 -trihydroxystilbene, 7] 2122 9nd trans-SB-1 (8).2

After an experiment using spores of Aspergillus caelatus NRRL
to elicit phytoalexin production in peanuts, the stilbenes 1a, 3,
and 5—8 were isolated, as well as chiricanine A (trans-4'-
deoxyarachidin-2, 9), arahypin-1 (trans-4'-deoxyarachidin-3, 10),
arahypin-2 [trans-3'-(2",3"-dihydroxy-3"-methylbutyl)resveratrol,
11], arahypin-4 [trans-4-(2",3"-dihydroxy-3"'-methylbutyl)-4'-
deoxyresveratrol, 12], arahypin-3 [trans-4-(2”,3"-dihydroxy-
3"-methylbutyl)resveratrol, 13], and arahypin-5 (14).° Keen
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and Ingham characterized the cis-3,5,4'-trihydroxy- 4—1sopente—
nylstilbene (15) from American varieties of Arachis.>® Ingham
also isolated the cis-isomer of resveratrol (16) from the infected
hypocotyls of A. hypogaea.”*
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RO Q
OH HO o
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R OH
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From hairy roots of A. hypogaea were isolated resveratrol (1a)
and its derivative pterostilbene (1b).*®

Flavonoid Derivatives. Flavonoids and derivatives can be
found in both infected and uninfected Arachis plants. From
peanut pods S,7-dihydroxychromone (17), eriodictyol (18a),
and luteolin (3/, 4/ 5',7-tetrahydroxyflavone) (19a), 16 dihydro-
quercetin (18b),%° and chrysoeriol (19¢) were isolated, as well as
the derivatives 8-isopentenyl-luteolin (20a), 8-isopentenylchrysoer-
iol (20b), and 4',S-dihydroxy-2",2"-dimethylpyrano[5",6":7,8]-

flavone (21).”” The isorhamnetin glucoside (22) was also
isolated from the water-soluble fraction of peanut skin,*® whereas
quercetin (19b) was isolated from the exudate of germinating
peanut.

The isoflavones biochanin A (23a), daidzein (23b), and
genistein (23¢)*” and formonetin (23d)>"** can also be found,
besides glucoside (24) *% and medicapin (25b) and demethylme-
dicarpin (25a).>"** It is important to consider that demethylme-
dicarpin (25a) seems to be a degradation product from
medicarpin (25b). Isomedicarpin was isolated from aerial parts

of A. hypogaea (25¢).
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Medicarpin (25b) was able to promote bone mass and
strength achieved at the end of the growth period, commonly
designated peak bone mass (PBM), in a ex vivo model
and likely acts via estrogen receptor 3 (ERf) in osteoblasts.”*
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This compound was also isolated from fungus-infected leaves
of A. hypogaea, as well as the pterocarpans aracarpene-1 (26a)
and aracarpene-2 (26b).>° Pterocarpans are a class of com-
pounds considered to have the highest antifungal activity
among the phytoalexins in the flavonoid-based group of
compounds.

The ethyl acetate fraction from aqueous extract of peanuts skin
gave catechin (27a), epicatechin (27b), the condensation pro-
duct 28, and the proanthocyanidins A; (29a) and A, (29b).

Roasted peanut skins exhibit a considerable content of
proanthocyanidin.”” Six A-type proanthocyanidins were isolated
from the water-soluble fraction of peanut skins, the proantho-
cyanidins A; (29a), A, (29b), and 29a epimer (30), as well as
compounds 31, 32a, and 32b.**

29a

29 o =

OH
OH
31

OH

Phenolic Acids. From exudate of germinating peanut were
isolated the phenolic acids vanillic (4-hydroxy-3-methoxyben-
zoic acid, 33a), protocatechuic (3,4-dihydroxybenzoic acid,
33b), ferulic (4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid, 34a), and
caffeic (4-hydroxycinnamic acid, 34b).>

From peanut roots inoculated with mycorrhizal and Rhyzo-
bium, besides vanillic (33a), protocatechuic (33b), ferulic (34a),
and p-coumaric (34b) acids, 4-hydroxybenzoic acid (33c), caffeic
acid (34c), the cis-isomers from 34a, 34b, and 34c (35a—35c,
respectively), and chlorogenic acid (36)° were isolated. Ferulic
(33a) and p-coumaric (33b) acids were also isolated as major
compounds from dry-roasted peanuts.”” Compounds 1a, 2, and
34a—34c were also detected in peanuts submitted to combined
ultrasound and ultraviolet treatments.*’

Chlorogenic acid (36) was also isolated from leaves of A.
paraguariensis, besides neochlorogenic (37) and 1-caffeoyl-4-
deoxyquinnic acid (38).*!

o
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Chicoric acid (39)* was isolated from partially opened
vegetative quadrifoliate leaf buds of peanuts presenting late leaf
spot disease fungus (Cercosporidium personatum), insect tobacco
thrips (Frankliniella fusca), and potato leathopper (Empoasca
fabae).

Phytosterols. In peanut butter, oil and groundseed were
found [3-sitosterol (40a), campesterol (41), stigmasterol (42), ot-
spinasterol (43), A’-avenasterol (44), A’-avenasterol (45), sitos-
tanol (46), and campestanol (47).*~%° A similar steroid composi-
tion was found in other Arachis species such as A. sylvestris, A. pintoi,
A. chinquitana, A. appresipila, A kretschmeri, A. matiensis, A. trini-
tensis, A. kempff-mercadoi, A. diogoi, A. benensis, A. valida, A. helodes,
A. kuhlmannii, A. williamsii, A. hoehnei, A. villosa, A. stenos;ﬂerma, A
fastigiata var. fastigiata, and A. fastigiata var. peruviana.***” Accord-
ing to the authors,"” there were no significant changes in steroid
content. 3-Sitosterol (40a) was also isolated from aerial parts of A.
hypogaea, as well as daucosterol (40b).3

Other phytosterols can be found in Arachis: lophenol (48a), 24-
ethyllophenol (48b), obtusifoliol (49), 31-norcycloartenol (50),
cycloleucalenol (51), gramisterol (52), and citrostadienol (53).*>°".

Triterpenes. The presence of triterpene in peanut oil is not
surprising, considering that triterpenes and sterols are synthe-
sized via the same metabolic route and Arachis oil is rich in
sterols, mainly [3-sitosterol (40a). The most usual triterpenes in
peanut seem to be cycloartanol (54), cycloartenol (55a), cyclo-
branol (55b), 24-methylenecycloartenol (56), S-amyrin (57),
and lupeol (58).455152

From roots were isolated sophoradiol (59a) and soyasapo-
genol B (59b)*>. Soyasapogenol B (59b) was also isolated from
aerial parts.*® From groundnuts were isolated 59b and its gluco-
side soyasaponin I (59¢).>*
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Alkaloids. There are few reports of the occurrence of alkaloids
in the Arachis genus. Probably the first report of these com-
pounds in Arachis was made b;r Mooser (1904), which described

s

However, Moll (1961) showed
).56

the alkaloid named arachine.
that arachine was, in fact, choline (60

R
40a H Bsitosterol

40b glu daucosterol 41 campesterol
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R i
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Myosmine [3-(1-pyrroline-2-yl)pyridine, 61] was first struc-
turally identified as a tobacco alkaloid present along with nicotine
in tobacco smoke, presenting low toxicity to mammals.®” Myos-
mine (61) was detected in untreated and roasted groundnuts, as
well as in the oil from both untreated and roasted grounclnuts.57

From the water-soluble fraction of peanut skins were isolated
2-hydroxyl-3-[3-(1-N-methyl)indolyl]propionic acid (62a) and
2-methoxyl-3-(3-indolyl)-propionic acid (62b).*®

Fatty Acids. The following fatty acids were detected in several
varieties of peanut (A. hypogaea): palmitic (16:0), stearic (18:0),
oleic (18:1), linoleic (18:2), arachidic (20:0), eicosenoic (gadoleic)
(20:1), behenic (22:0), and lignoceric (24:0) acids.*® %
However, no significant differences could be found among
varieties.**>> The same fatty acid composition was found
in other species from the Arachis genus, such as A. sylvestris,
A. pintoi, A. chinquitana, A. appresipila, A. kretschmeri, A. matiensis,
A. trinitensis, A. kempff-mercadoi, A. diogoi, A. benensis, A. valida, A.
helodes, A. kuhlmannii, A. williamsii, A. hoehnei, A. currentina, A.
durannensis, A. monticola, A. batizocoi, A. cardenasii, A. villosa,
A. stenosperma, A. fastigiata var. fastigiata, and A. fastigiata var.
peruviana.***7°! Peanut, peanut oil, and peanut butter from six
varieties of A. hypogaea from Nigeria and two from Turkey also
presented capric (10:0), lauric (12:0), myristic (14:0), palmito-
leic (16:1n-7), and linolenic acids (18:3).5%
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The fatty acid com;)osition usually varies among species,
except for stearic acid.*” Oleic and linoleic acids were the major
components of the fatty acid fraction from groundnut oil.>>**

Other Compounds. The inositol p-pinitol (63) was isolated
from groundnuts.64 Among vitamins, 5-formyltetrahydrofolate
was found to be the most important folate vitamin in geanut.65
Peanuts are a good source of tocopherol (vitamin E).*

The characteristic odor from raw or roasted peanut is due to
several compounds such as 2- and 3-methylbutanal, phenylace-
taldehyde, ethyl 2-methylbutanoate, ethyl 3-methylbutan-
oate, butanoic acid, methylbutanoic acid, 4-vinylphenol,
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2-methoxyphenol, 2-methoxy-4-vinylphenol, [-pinene, limo-
nene, 0-terpineol, and sulfur compounds such as 3-(methylthio)-
propionaldehyde, 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone, ethyl
2-methylbutanoate, 2,5-ethyl-3-dimethylpyrazine, 2,3-diethyl-
S-methylpyrazine, (Z)-2-nonenal, (E,E)-2,4-decadienal, (E)-f-
damascenone, 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, and others.*®

OH
HO
OH

OH
63 D-pinitol

H BIOLOGICAL ACTIVITIES OF A. HYPOGAEA

The traditional use of peanuts for a medicinal purpose has
been reported since ancient times. In 2003, a Qualified Health
Claim was approved, stating that eating 42 g of nuts per day may
reduce the risk of heart disease.” Peanut skins are used to treat
chronic hemorrhage and bronchitis in China.*®* Groundnut
extracts have been used in the management of diabetic patients
in northern Nigeria.68 In fact, Arachis is used to lower cholesterol,
aid weight loss, and prevent cardiovascular diseases and cancer.””

Peanuts have been shown to have a favorable nutrient profile,
presenting several highly valued dietary constituents, including
dietary fibers, proteins, micronutrients, and phytochemicals such
as phytosterols, phenolics, stilbenes, and arginine,m’71 which
elicit several biological effects, including cardioprotective, anti-
inflammatory, anticancer, and others. Indeed, resveratrol (1a),
luteolin (19a), quercetin (19b), and many other phytochemicals
have already been isolated from peanut tissues, including in-
dustrial residues (shells, leaves, roots, etc.), presenting many
biological activities.

The leaves of A. hypogaea have astringent action and several
biological properties. They are used therapeutically a§ainst
abdominal pain, bronchitis, constipation, and flatulence.”* Pea-
nut also has therapeutic effects as a solvent for bleeding in
hemophiliacs.”

Peanuts are a rich source of magnesium, folate, fiber, o
tocopherol, copper, and arginine,74 and dietary consumption of
peanuts has been stimulated.”® Although the biological activity of
pure compounds has been proved, the intake of peanuts or their
extract may sometimes be more favorable than the ingestion of
pure phytochemicals. For example, the absorption of luteolin
(19a) was proved to be more efficient from peanut hull extract
than that of the pure compound.”

Anti-inflammatory Activity. Usually all tested peanut stilbe-
noids presented anti-inflammatory activities; this could be attrib-
uted to the fact that stilbenoids bear a 4'-hydroxyl group, as the
most important determinant of bioactivity.”® Arachidin-1 (5),
piceatannol (4), and resveratrol (1a) could effectively inhibit
lipopolysaccharide (LPS)-induced nitric oxide (NO) produc-
tion; piceatannol (4) presents strongest inhibitory potency
on LPS-induced prostaglandin E,/NO production, C/ EBPO
gene expression, and nuclear fator-«B activation.”” In general,
arachidin-1 (§), piceatannol (4), and resveratrol (1a) perform
effective anti-inflammatory activity following an identical me-
chanism but with different potencies among molecules. The
authors suggested these compounds might be of importance
in further development for nutraceutical or chemopreventive
applications.”’

Resveratrol (1a), in an ex vivo model, inhibited TNF-ct and IL-
6 released from macrophages, thereby suppressing macrogphage—
CM-induced inflammatory response in adipocytes.”® Also,
resveratrol exerts anti-inflammatory effects in microglia and
astrocytes by inhibiting different pro-inflammatory cytokines
and key signaling molecules.””

Resveratrol (1a) treatment of mice presented protection
against colitis through up-regulation of SIRT1 in immune cells
in the colon.*’

Antitumor Activity. There is evidence suggesting a protective
role of phytosterols, especially [-sitosterol (40a), in colon,
prostate, and breast cancer.®’ Because peanuts and their pro-
ducts, such as peanut oil, peanut butter, and peanut flour, are
good sources of phytosterols, consuming these products can
bring health benefits.*!

Piceatannol (4), arachidin-1 (5), and resveratrol (1a) also
showed high cytotoxicity in mouse macrophages.”” On the basis
of in vitro, ex vivo, and animal studies, resveratrol (1a) and
derivatives inhibit cellular events associated with the beginning,
promotion, and progression of tumors.*>~** Resveratrol inhibits
free radical formation, which will inhibit tumor formation; it acts
as an antimutagen, because it induces the quinine reductase able
to detoxify carcinogens; moreover, it inhibits the development of
preneoplastic lesions."

Depending on the concentration and cell type, resveratrol
(1a) can act as a pro-oxidant molecule, and this effect could be an
important action mechanism for its anticancer and pro-apoptotic
properties.85

Arachidin-1 (5), arachidin-3 (7), isopentadienylresveratrol
(3), and resveratrol (1a) have been isolated from germinating
peanut kernels and characterized as antioxidant and anti-inflam-
matory agents. Some studies have indicated that la induces
programmed cell death (PCD) in human leukemia HL-60 cells,
and the anticancer activity of these stilbenoids was determined in
the same lineage cells. Arachidin-1 (5) had the highest efficacy in
inducing PCD in HL-60 cells, with an approximately 4-fold lower
ECso than resveratrol (1a), causing mitochondrial membrane
damage, activation of caspases, and nuclear translocation of
apoptosis-inducing factor and resulting in chromosome degrada-
tion and cell death. Therefore, § induces PCD in HL-60 cells
through caspase-dependent and caspase-independent pathways.
Arachidin-1 (5) demonstrates its efficacy as an anticancer agent
by inducing caspase-independent cell death, which is an alter-
native death pathway of cancer cells with mutations in key
apoptotic genes.86

Oral administration of resveratrol at a daily dose of 15 mg/kg
was effective as chemopreventive treatment for pulmonary
metastasis of the challenged CT26 cells. More than 57.1% of
the CT26-challenged BALB/c mice treated with resveratrol were
free of tumor nodules in their lungs. Of further merit is the
observation that resveratrol-treated mice that survived were
highly resistant (100%) to tumor colonization by the second
challenge of CT26 cells.”’

Hypotin, a protein isolated from Arachis seeds, showed anti-
proliferative activity toward human liver hepatoma Bel-7402
cells.*®

Isoflavones are an important group of the phytochemicals that
have been reported not only to have anticarcinogenic properties
but also to play a role in the mitigation of osteoporosis in
postmenopausal woman.

Antifungal Activity. The protein hypogin was isolated from
seeds of peanut and shows inhibitory activity on the growth of the
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fungi Mycosphaerella arachidicola, M. berkeleyii, Fusarium oxyspor-
um, and Coprinus comatus.*>*° Hypotin exerted potent antifungal
action against various fungal species, including Pythium aphani-
dermatum, Botrytis cinerea, Alternata alternata, Physalospora pir-
icola, Fusarium solani, and F. oxysporum.*® From roots of peanut
two antifungal proteins named PAFP-I and PAFP-II were
purified to homogeneity and characterized, and these showed
strong in vitro growth inhibition of Trichoderma viride, B. cinerea,
and Cladosporium spp.”*

The chromone 17 presented antimicrobial activity against soil
pathogenic fungi R. solani and Sclerotium rolfsii.”> This suggests
17 plays a role in the protection of peanuts against fungal
contamination, together with resveratrol (1a) and derivatives.
Furthermore, the stilbene derivative 3 was inhibitory to both
spore germination and hyphal extension of the fungus Aspergillus
flavus.”®

Antibacterial and Antiproliferative Activity. The aqueous
extract from peanut leaves presented antibacterial activity against
Enterobacter aerogenes and Klebsiella pneumoniae.”* The ethanol
extract was also active against K. pneumoniae. In contrast, these
extracts were inactive against Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, and Salmonella typhimurium.”*

Hypotin exerted antibacterial activity toward the Gram-posi-
tive bacterium Staphylococcus aureus. However, this grotein did
not present any effect against Gram-negative strains. §

Antioxidant Effects. The antioxidant activity of peanuts has
been widely reported. Several authors describe different models
to assess this activity,”””>"* usually attributed to the phenolic
contents.””> The methanol extract from peanut presented 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging activity.
The isolated stilbenes resveratrol (1a), IPD (3), arachidin-1
(5), and arachidin-3 (7) displayed potent antioxidant activity; in
particular, arachidin-1 (5) showed equivalent or even better
antioxidant activity than BHT did.”® The compounds quercetin
(19b), 3,4-dihydroxybenzoic acid (33b), ferulic acid (34a), and
4-hydroxycinnamic acid (34b) presented potent antioxidant
activity in DPPH as well as ABTS assays.”

In dry-roasted peanuts, p-coumaric acid (34b) seems to be
responsible for the major antioxidant activity among the isolated
polyphenols.®® The antioxidant capacity of whole extracts from
roasted peanut skins was determined by various methods (i.e.,
total antioxidant capacity, ORAC, DPPH test, and reducing
power), and the results showed that these extracts present high
antioxidant activity, mainly due to the polyphenol content.*”

The volatile fraction from a Pakistani cultivar of peanut
exhibits antiradical activities by both DPPH and phosphomo-
lybdenum complex methods, as well as an antioxidant potential
similar to that of butylated hydroxytoluene (BHT).”

Hypoglycemic and Hypolipidemic Activities. Frequent nut
consumption, including that of peanut, is associated with a
reduced risk of developing diabetes and cardiovascular disease.
The exact mechanisms are not known but may relate to beneficial
changes in blood lipids and reduction in oxidative damage and
inflammatory biomarkers.”” The low-density lipoprotein-choles-
terol (LDL-C)-lowering response of peanut studies is greater
than expected on the basis of the blood cholesterol-lowering
equations that are derived from changes in the fatty acid profile of
the diet. Thus, in addition to a favorable fatty acid profile, peanuts
contain other bioactive compounds that explain their multiple
cardiovascular benefits.”!

Peanut shell ethanol extract was screened for inhibitory effects
on pancreatic lipase (PL) and lipoprotein lipase (LPL) activities

as well as on lipolysis of 3T3-L1 adipocytes. Treated Wistar rats
showed increased fecal lipid excretion compared to that of the
control group. Body weight, body weight gain, and liver size were
significantly lower in rats fed the high-fat diet with 1% of extract
than in those fed the high-fat diet alone. Additionally, the rats
treated with peanut extract showed reduced triacylglycerol
content in the liver, as well as serum glucose and insulin. The
observed decline in intracellular lipolytic activity of cultured 3T3-
L1 adipocytes suggests that peanut ethanol extract may reduce
the levels of circulating free fatty acids. The observed effects may,
atleast in part, be attributed to the fat absorption inhibition in the
digestive tract and the decrease in adipocyte lipolysis.”® Also,
resveratrol (la) presented reversed inflammation-related ad-
verse changes in adipokines, facilitated insulin signaling trans-
duction by phosphorylation modification of IRS-1, and improved
insulin sensitivity in 3T3-L1 cells.”®

In an experiment with streptozotocin-induced diabetic rats,
diet supplementation with peanut in the diabetic group led to
significantly higher high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-
C) levels and lower atherogenic index (AI) levels compared to a
control group. In addition, peanut consumption increased glu-
tathione (GSH) levels significantly in both control and diabetic
groups, showing that peanut consumption may improve oxi-
dant—antioxidant status in healthy and diabetic rats without
increasing blood lipids, suggesting that peanut consumption may
have protective effects against cardiovascular complications of
diabetes.”

The aqueous extract from groundnuts was evaluated for
hypoglycemic and hypolipidemic activity on alloxan-induced
diabetic rats. The extract promoted a decrease in glucose level,
as well causing a drop in serum triglyceride, total cholesterol,
LDL-C, and HDL-C in both normal and diabetic rats.°® Because
of their structure, stilbenes, if absorbed, could accumulate at the
water—lipid boundary and might therefore protect LDLs and
cellular membranes from oxidative damage.'® Recent human
clinical trials have demonstrated the cardiovascular protective
properties of A. hypogaea in decreasing LDL-C without reducing
HDL-C."%%'°" Peanut, peanut oil, and fat-free peanut flour
reduced the cardiovascular disease factor and the development
of atherosclerosis in animals consuming an atherosclerosis-
inducing diet.'®"

A 30-week, randomized, crossover trial study conducted with
healthy Ghanaian adults suggested that regular consumption of
peanuts lowers the total cholesterol and triacylglycerol
concentrations.'** In addition, peanut oil consumption can elicit
significant blood pressure reduction in normolipidemic adults.'*

The protein arachin and its hydrolysis products are at least
partly responsible for the hypotensive activity of peanuts, due to
angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibition activity.lo4

Antiplatelet Aggregation Activity. The antiplatelet activity
of phenolic compounds isolated from A. hypogaea was deter-
mined in washed rabbit platelets. Eriodictyol (18), luteolin
(19a), chrysoeriol (19c), 8-isopentenyl-luteolin (20a), 8-iso-
pentenylchrysoeriol (20b), and the luteolin derivative 21 inhib-
ited platelet aggregation induced by arachidonic acid, collagen,
platelet-activating factor (PAF), and thrombin in a concentra-
tion-dependent manner.”’”

Fat-free peanut flour, peanuts, and peanut oil were evaluated
for their effects on cardiovascular disease risk factors in male
Syrian golden hamsters. All samples (fat-free peanut flour, peanuts,
and peanut oil) were able to retard the development of athero-
sclerosis in animals consuming an atherosclerosis-inducing diet.
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In addition, the results showed they were able to retard the
increase of aortic cholesteryl ester, a primary metabolic para-
meter associated with the development of atherosclerosis, sug-
gesting that peanuts, peanut oil, and fat-free peanut flour retard
the development of atherosclerosis.'"!

Enzyme Inhibition. Water-soluble fractions from peanut
skins present the ability to inhibit hialuronidase activity, because
of the presence of tannin and proanthocyanidins.>®

Protease inhibitors presenting low molecular weights were
isolated from peanut seeds. They were able to inhibit bovine
trypsin and chymotrypsin.'* %

The protein hypogin presents suppressive action on human
immunodeficiency virus (HIV) reverse transcriptase and en-
zymes associated with HIV infection, including o- and fS-
glucosidase.®

Sedative and Hypnotic Effect. The aqueous extract from A.
hypogea leaves presented a mildly hypnotic effect on sleep
ameliorations in rats.'

Other Effects. Clinical trials reveal little or no weight change
with inclusion of various types of nuts in the diet over 1—6
months, and mechanistic studies indicate this is largely attribu-
table to the high satiety properties of nuts. Additionally, due to
resistance of the cell walls of nuts to degradation in the intestinal
tract and poor bioaccessibility of lipids, there is a limited
efficiency of energy absorption. The literature suggests nuts
may be included in the diet, in moderation, to enhance palat-
ability and nutrient quality without posing a threat of weight
gain.'? Also, the consumption of peanuts may augment energy
expenditure, suggesting that this food may be useful in the
management of obesity.'*

Allelopathy includes both positive and negative effects of one
plant or substance on another through the environment. It plays
a key role in both natural and managed ecosystems. In agro-
ecosystems, several weeds, crops, agro—forestry trees, and fruit
trees have been shown to exert an allelopathic influence on the
crops, adversely affecting their germination and growth. The
chromone 17, isolated from peanut shells, presents phytotoxicity
(radicle elongation).” Also, 17 can inhibit the germination of
velvetleaf (Abutilon theophrasti Medic) seeds.'"’

The procyanidin level is related to resistance of Arachis species
against Aphis craccivora. The high concentration of procyanidin
can inhibit the fertility of this aphid.'"'

The caffeic acid derivatives 36 —38 and the flavonoid quercetin
19b can inhibit the development of Spodoptera litura larvae. The
resistance of A. paraguariensis to attachment of these larvae seems
to be due to the presence of these compounds.*'

The saponin-rich fraction from hydroethanol extract of pea-
nuts inhibits both the emergence and development of Calloso-
bruchus chinensis larvae, an important pest of stored seeds."'* The
oil of A. hypogaea presented toxicity on the larval development of
C. maculatus." ">

p-Pinitol (63) presents larvicidal activity against Aedes aegypti
and Culex quinquefasciatus.®*

The species A. hypogaea is commonly remembered as a good
source of oil and protein, but studies have shown that peanuts
have a strong potential as functional food besides having
therapeutic and other biological uses. Peanuts present great
diversity of secondary metabolites, and many of them are
responsible for plant defense against herbivores or pathogenic
microorganisms and for response to damage in any plant tissue,
as well as protection against ultraviolet radiation.

Several Arachis wild species have higher resistance levels to
diseases when compared to A. hypogaea germplasm
accessions,''* so it is believed that those species have higher
concentrations of these metabolites. Therefore, phytochemical
and pharmacological studies with wild species are necessary,
seeking new potential genetic resources for application in
medicine, agriculture, and food science as for the commercial
species.
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