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Resumo Geral

RESUMO GERAL

A batata (Solanum tuberosum L.) é um dos mais importantes alimentos na
dieta humana em decorréncia de sua disponibilidade e caracteristicas nutricionais.
As batatas sdo ricas em carboidratos, vitamina C, niacina e minerais, como
fosforo, céicio e potassio, além de conter em elevada propor¢cao o aminoacido
essencial lisina em suas proteinas. Entretanto, membros da familia Solanaceae
tém como caracteristica, durante crescimento e apos colheita, a produgdo de
compostos potencialmente téxicos denominados glicoalcaldides. No presente
estudo, os principais glicoalcaldides da batata, o-solanina e a-chaconina,
doravante denominados de glicoalcaléides totais (GAT), foram determinados em
amostras de tubérculos in natura comercializados na cidade de Campinas, SP.
Foram também realizados dois experimentos para verificar o efeito da luz e
temperatura na formagao dos glicoalcaléides. Tubérculos de batatas da variedade
Monaliza, de diferentes tamanhos, foram submetidos por até 16 dias aos
seguintes tratamentos: 1) exposicdo a iluminagdo natural, 2) exposicdo a
iluminacéo artificial (fluorescente), 3) estocagem no escuro sob refrigeracao (7-
8°C) e 4) estocagem no escuro a temperatura ambiente. A técnica utilizada para
quantificag&o foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detetor de
arranjo de diodos. Os niveis de GAT foram dependentes da variedade, do
tamanho do tubérculo e do aspecto visual (textura, cor e presenca de pontos
pretos). Em amostras individuais de tubérculos das variedades Bintje, Monaliza,
Asterix e Kennebeck, e do tipo Bolinha, o teor médio de GAT variou de 224 a
246,9 mg/kg batata, sendo o tipo Bolinha aquele que apresentou a maior
concentragao de GAT. Considerando-se apenas o teor de glicoalcaldides no inicio
e final da exposicéo a diferentes condicdes de luz e temperatura, verificou-se que
0 mesmo aumentou em todos os tratamentos, muito embora os resultados
intermediarios nao tenham sido consistentes. A exposicao a luz fluorescente foi a
que mais induziu a formagéo de GAT. Ao final dos experimentos, os tubérculos de
menor tamanho foram os que apresentaram os maiores teores de glicoalcaldides
totais, independente da fonte Iuminosa e da temperatura. Em ambos
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experimentos, os niveis de GAT determinados foram inferiores a 200 mg/kg

batata, valor considerado como concentragao segura para consumo humano.
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INTRODUGAO GERAL

Nutricionalmente, as familias Solanaceae e Lycopersicon englobam muitas
plantas importantes para o homem, incluindo batata, beringela e tomate. Alguns
membros destas familias, entretanto, produzem compostos potencialmente téxicos
durante crescimento e apés colheita, sendo os mais importantes os denominados
glicoalcaldides esteroidais (Bushway & Ponnampalam, 1981; Friedman & Dao,
1992).

A cultura da batata (Solanum tuberosum L.) constitui uma das mais
importantes fontes de alimento em decorréncia de sua disponibilidade e
caracteristicas nutricionais. As batatas sdo ricas em carboidratos, vitamina C,
niacina e minerais, como fosforo, calcio e potassio, além de conter em elevada
proporgao o aminoacido essencial lisina em suas proteinas (Maga, 1980).

Os principais glicoalcalbides presentes em batatas sdo a-solanina e a-
chaconina, os quais correspondem a 95% ou mais dos glicoalcaldides totais (GAT)
(Bushway & Ponnampalam, 1981). Os glicoalcaldides presentes em batatas
apresentam reconhecido potencial téxico aos homens e aos animais, sendo
formados e concentrados nas células do parénquima da periderme e cortex dos
tubérculos e em areas de alta atividade metabdlica, como aquelas onde ocorrem
os brotamentos (Morris & Lee, 1984; Slanina, 1990). De acordo com Maga (1980)
os glicoalcalbides podem ser encontrados praticamente em todas as partes de
uma planta normal. Dentre os tecidos que contém glicoalcaldides estdo incluidos
folhas, caules, flores, tubérculos, peles e brotos, sendo que as mais altas
concentragbes ocorrem na casca ou pele dos tubérculos e em seus brotos (Morris
& Lee, 1984; Smith et al., 1996).

Estes compostos parecem ter duas agdes toxicas no organismo humano:
uma sobre a acetilcolinesterase, afetando o sistema nervoso central, e outra sobre
as membranas celulares, causando ruptura das membranas do trato
gastrointestinal, com danos hemoliticos e hemorragicos (Maga, 1980: Morris &
Lee, 1984; Slanina, 1990).
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Alguns estudos tém ainda associado niveis de glicoalcal6ides totais acima
de 220 mg/kg batata com alteragées nas caracteristicas sensoriais em batatas,
incluindo sabor amargo e sensacao de ardéncia na garganta (Morris & Lee, 1984;
Slanina, 1990).

Willimott (1933) relatou 810 possiveis casos de intoxicagao por ingestao de
batatas com niveis elevados de glicoalcaldides, ocorridos em Glasgow, Strasbourg
e Berlin. Entre eles, inclui-se o caso de intoxicagao de uma familia constituida por
8 pessoas que, doze horas apds a ingestdo de batatas, apresentaram varios
sintomas como: gastroenterite, dor de cabega, coélica abdominal e estomacal,
febre, pulso acelerado, vomito, ardéncia na garganta e depressdo, havendo uma
vitima fatal.

Os glicoalcaléides foram avaliados pelo JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives) em 1992, tendo o Comité concluido que as
informagdes disponiveis sobre a-chaconina e a-solanina ndao eram suficientes
para o estabelecimento de uma ingestéo diaria aceitavel (IDA) e que os niveis de
ocorréncia natural em batatas (20-100 mg solanina e/ou chaconina/kg) nao
representavam uma preocupagcao toxicologica (FAO/WHO, 1999).

Normalmente, os teores de GAT encontrados em batatas comercializadas
in natura sao inferiores a 200 mg GAT/kg batata, valor recomendado por Slanina
(1990) como concentragdo segura. Porém, os niveis de glicoalcaldides nas
batatas podem variar em decorréncia de diferenciagdo genética dos varios
cultivares existentes, do tipo e umidade do solo, de tratamentos com fertilizantes e
pesticidas, poluicdo do ar e condicdbes de armazenamento (Patil et al., 1971,
Jadhav & Salunke, 1975; Friedman & Dao, 1992).

A sintese de glicoalcaldides é rapidamente estimulada quando tubérculos
de batata sdo expostos a condicdes de estresse como iluminagdo ou injuria
mecénica (Sinden, 1987; Jadhav & Salunkhe, 1975; Jadhav et al., 1981; Dale et
al., 1993). A exposicdo dos tubérculos a luz e a baixas temperaturas em alguns
estagios do processamento e venda resulta em mudancas fisiologicas dos

tubérculos, como o esverdeamento (formacao de clorofila) e sintese de
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glicoalcaldides esteroidais nas camadas mais periféricas da batata, sendo que a
taxa de acumulacao de glicoalcaldides é dependente do cultivar, da temperatura

de estocagem e do tipo de fonte de luz (Griffiths et al., 1997; Griffiths et al., 1998;
Percival, 1999).

Os glicoalcaléides podem estar envolvidos no mecanismo de defesa da
planta contra a agdo de insetos e microrganismos (Jadhav et al., 1997).
Resultados de estudos onde se avaliaram os efeitos danosos provocados por
insetos (Leptinotarsa decemlineata e Empoasca fabae) em plantas de batatas
indicaram que os cultivos nao protegidos de pragas comuns podem produzir
elevados niveis de toxinas, possivelmente afetando o grau de seguranca alimentar
(Hlywka et al., 1994).

No Brasil, Spoladore et al. (1983) e Spoladore et al. (1985) verificaram que
os teores de glicoalcaldides totais encontrados em tubérculos expostos a luz
natural eram dependentes do cultivar, do periodo de armazenamento e da
interagao entre essas variaveis.

A batata € uma das principais hortalicas cultivadas no Brasil. Na década de
90, a area de cultivo oscilava entre 157,7 e 187,6 mil hectares e o volume de
produgao no ano 2000 atingiu 2,5 milhes de toneladas’.

Em vista do potencial toxico dos glicoalcaldides, da continua variacao
genetica entre os cultivares de batata, das condicdes inadequadas de colheita e
armazenamento ainda existentes e da falta de estudos no pais, torna-se
importante a determinagéo dos niveis de glicoalcaldides em tubérculos de batatas
usuaimente comercializados no mercado nacional. Também é importante o
conhecimento do efeito de diferentes condigdes de luz e temperatura na formagao
desses compostos, de forma a possibilitar a recomendacao de condicbes mais
adequadas de armazenamento.

" Fonte: IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — Levantamento Sistematico da
Producao Agricola. Disponivel na intemete: http://www.ibge.gov.br. Capturado em 23/07/2001.
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Capitulo 1

1. Estruturas dos Principais Glicoalcaléides em Batata

Os principais glicoalcaldides presentes em batatas sdo a-solanina e o-
chaconina, ambos formas glicosiladas do alcaléide esteroidal solanidina, e estes
correspondem a 95% ou mais dos glicoalcaldides totais (Bushway &
Ponnampalam, 1981). A razdo a-chaconina : a-solanina € cerca de 60:40 e a
concentragdo resultante da soma destes dois compostos & expressa como
glicoalcaldides totais (GAT) (Maga, 1980; Morris & Lee, 1984; Slanina, 1990).

A estrutura molecular dessas substancias é formada de duas fracdes, uma
alcaldide e outra glicosidica. A fragao alcaldide € a mesma para a-solanina e para
a-chaconina, sendo constituida de um “esqueleto” esteroidal conhecido como
solanidina (Figura 1). O que diferencia os glicoalcaldides € a sua fragédo
glicosidica, a qual pode ser formada por mono, di ou trissacarideos, os quais estao
ligados a solanidina e entre si por ligagdes glicosidicas. Conforme apresentado na
Tabela 1, o nimero e natureza dos sacarideos € o que diferencia as formas
estruturais a, p e vy, embora todas tenham em comum pelo menos um agucar, que

no caso das solaninas € a galactose, e para as chaconinas é a glicose.

Tabela 1: Composi¢ao das formas estruturais o, B e y de solaninas e chaconinas.

Composto Composigao

a-Solanina solanidina + galactose + glicose + ramnose
B-Solanina solanidina + galactose + glicose
y-Solanina solanidina + galactose

a-Chaconina solanidina + glicose + ramnose + ramnose
pB-Chaconina solanidina + glicose + ramnose
y-Chaconina solanidina + glicose

Fonte: Maga, 1980

10



Capitulo 1

solanidina

a-solanina

a-chaconina

Figura 1: Estruturas dos principais glicoalcaléides presentes em batata, o-solanina e a-chaconina,
€ a aglicona solanidina.
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2. Biossintese

Segundo Maga (1980), para ocorrer a sintese dos glicoalcaléides sao
necessarios precursores como leucina, alanina, acido B-hidroxi B-metilglutarico e
D-glicose, este ultimo importante para que haja glicosilagdo da solanidina, a qual
ocorre por agao enzimatica. As glicosilagcdes do alcaléide solanidina em batatas
sdo consideradas etapas finais na sintese dos glicoalcaléides a-solanina e a-
chaconina. Para melhor entendimento desta biossintese, Stapleton et al. (1991)

isolaram e caracterizaram a enzima que catalisa tais etapas, identificada como
solanidina glicosiltransferase.

Estudos que relacionam a sintese de clorofila e atividade fotossintética com
a sintese de glicoalcaldides evidenciaram a necessidade da participagao de

intermediarios para a fixagao de COg, entre os quais glicina, serina e piruvato
(Maga, 1980).

Griffiths et al. (1998) observaram que o acumulo de glicoalcalbides pode
ocorrer quando tubérculos de batata sdo expostos a baixas temperaturas. A
magnitude deste efeito na biossintese de glicoalcaldides depende do cultivar, do
tempo de exposicdo relativo a pds-colheita e da temperatura real do local de
estocagem. Tubérculos colocados imediatamente apés a colheita em temperatura
de estocagem de 4°C podem acumular glicoalcaldides rapidamente, como é o
caso de batatas das variedades Brodick, Pentland Crown e Pentaland Dell,
enquanto outras variedades, como Torridon e Eden, sao relativamente insensiveis
a este tratamento.

A fim de entender o mecanismo de hidrélise acida dos glicoalcaldides e a
subsequente formacdo de compostos menos polares, Friedman & McDonald
(1995) estudaram o efeito de alcoois estruturalmente diferentes na hidrolise parcial
de a-chaconina para Bs-chaconina, B>-chaconina, y-chaconina e solanidina, tendo
sido observada a seguinte ordem de velocidade de hidrélise de a-chaconina em
solucdes alcéolicas: metanol > etanol = 1-butanol > propanol > pentanol >> agua.

Fatores eletronicos e estéricos, incluindo o tamanho do anel, configuracao,
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conformagao e polaridade do agucar e da aglicona influenciaram as taxas de
hidrélise.

3. Aspectos Toxicolégicos

3.1. Toxicidade

Inimeros casos de intoxicagdo por solanina em humanos resultaram em
enfermidades graves e, em alguns casos, mortes em varias partes do mundo.
Similarmente, perdas de gado e aves tém sido atribuidas a ingestdo de diversos
subprodutos derivados de batata, os quais foram expostos a luz ap6s terem sido

descartados pelo processamento ou deixados no campo (Hanses, 1925; Willimott,
1933).

Acredita-se que os glicoalcaléides tenham duas agdes téxicas no organismo
humano: uma sobre a acetilcolinesterase, afetando o sistema nervoso central e
considerada responsavel por varios dos sintomas neurolégicos observados apos
ingestao de glicoalcaldides, e outra sobre as membranas celulares, causando
ruptura das membranas do trato gastrointestinal com danos hemoliticos e
hemorragicos e excesso de fluido nas cavidades corpéreas (Maga, 1980; Morris &
Lee, 1984; Slanina, 1990).

Os sintomas de envenenamento por glicoalcaléides sdo varios, incluindo
vomito, diarréia (as vezes sanguinolenta), dores abdominais severas, sonoléncia e
apatia (em alguns casos: inquietacao, tremores e calafrios), confusao, fraqueza e
visao distorcida, seguida por inconsciéncia. Estes sintomas aparecem 8 a 12
horas ap6s a ingestdo, num tempo relativamente mais longo que aquele
observado para a maioria das toxinas de plantas (15 minutos a 2 horas) e mais
rapido que intoxicagdo bacteriana (18 a 24 horas). Os sinais vitais incluem febre,
pulsacéo fraca e rapida, pressdo sangiinea baixa e respiracéo rapida. Ha ainda
estudos indicando a associagdo de glicoalcaldides com anencefalia, spina bifida e
outros efeitos teratogénicos (Morris & Lee, 1984; Slanina, 1990).
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Em geral, humanos parecem ser mais sensiveis a intoxicagcao por
glicoalcaldides do que outros animais. Através de relatos de intoxicagbes em
humanos decorrentes do consumo de batatas, a dose téxica estimada para o
homem encontra-se na faixa de 2 a 5 mg/kg peso corpéreo (p.c.). Esses valores
de toxicidade se comparam aqueles observados para venenos bem conhecidos,
tais como estricnina (5 mg/kg p.c.) e arsénico (8 mg/kg p.c.) (Morris & Lee, 1984;
Slanina, 1990).

Caldwell et al. (1991) utilizaram a atividade da Descarboxilase Ornitina
Hepatica (DOH) como marcador na proliferacéo de células hepaticas em resposta
aos glicoalcaldides. A indugao de atividade da DOH em figado de ratos por acédo
dos glicoalcaldides de batata, a-solanina e a-chaconina, e a aglicona solanidina,
em doses de 7,5; 1,5 e 30 mg/kg p.c., respectivamente, foi observada 4 horas
apos tratamento, com uma curva dose-resposta linear. A atividade induzida da
DOH para o-solanina correspondeu a 2/3 do observado para a-chaconina,
enquanto a aglicona solanidina nao induziu nenhum aumento na atividade quando
comparada com o controle dimetilsulfoxido (DMSQO). A atividade da DOH foi
medida 1, 2, 3, 4, 5, 6, e 24 horas apds exposicdo a a-solanina. Um aumento
estatisticamente significativo na atividade enzimatica foi evidente 3 horas apds
tratamento; a atividade maxima ocorreu apés 5 horas e foi aproximadamente 12
vezes maior do que a indugéo provocada pelo controle DMSO.

Os dois glicoalcaléides, a-chaconina e a-solanina, e sua aglicona solanidina
produziram repostas negativas no teste de Ames com Salmonella typhimurium.
Estes compostos também foram negativos nos testes de microndcleos de
eritrécitos em ratos (adulto e fetal), sugerindo a auséncia de danos ao DNA
intracelular decorrentes da toxicidade induzida por alcaldides presentes em
batatas (Friedman & Henika, 1992).

Em decorréncia de um programa de melhoramento na seguranga de
batatas utilizando genética molecular de plantas e seguranca alimentar, Friedman
et al. (1991) avaliaram o efeito de diversos glicoalcaldides e agliconas de batatas

no teste de teratogenicidade em embrido de ras. Os resultados sugeriram que a a-
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chaconina é teratogénica e mais embriogénica do que a-solanina indicando uma
maior toxicidade por um fator de trés. Uma vez que estes dois compostos diferem
apenas na natureza do carboidrato ligado ao grupo 3-OH de solanidina, a cadeia
lateral parece ser um fator importante no comando da teratogenicidade. A aglicona
solanidina foi menos téxica do que a-chaconina e a-solanina. Segundo os autores,
a menor toxicidade da aglicona pode ser uma funcéo da estrutura deste composto,

visto que caracteristicas estruturais parecem governar propriedades quimicas e
teratogénicas.

Com objetivo de avaliar a influéncia do carboidrato dos glicoalcaldides de
batata na manifestagao de toxicidade por estes compostos, Rayburn et al. (1994)
avaliaram comparativamente as triglicosidases a-chaconina e a-solanina, as
diglicosidases B+ e B>-chaconina e B2-solanina, e as monoglicosidases y-chaconina
e y-solanina. Os resultados mostraram que a atividade biol6gica é influenciada
pela estrutura quimica do carboidrato (galactose, glicose ou ramnose), pelo
numero de carboidratos agrupados formando a cadeia lateral ligada & posicao 3-
OH da aglicona solanidina e pela orientagdo estereoquimica das diglicosidases
chaconinas. Em geral, a manifestacéo de toxicidade destes compostos em FETAX
(Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus) diminuiu apés remog¢ao dos
carboidratos das triglicosidases.

Hellenas et al. (1992% estudaram possiveis efeitos teratogénicos de o-
chaconina em ratos tratados com este composto durante a gestacdo. Nao foram
observadas malformacdes entre os 143 fetos expostos & a-chaconina e os
resultados da investigagdo ndo mostraram evidéncia de embriotoxicidade ou
efeitos teratogénicos deste glicoalcaléide em ratos. Estes registros apoiam a idéia
de que glicoalcaldides de batata, nos niveis normalmente encontrados, nao
representam um risco teratogénico em humanos.

Friedman et al. (1993) observaram que aproximadamente 1% de o-
chaconina e 1% de a-solanina s&o hidrolisados em sistemas aquosos apés 1 hora,

sob condigbes presentes no trato digestivo de animais (HCI 1 N, 38°C), sendo que
este valor aumenta para 5% apés 3 horas.
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Em estudos realizados com ratos, observou-se que durante as primeiras 24
horas 78% da dose de glicoalcaldides totais administrada oralmente eram
excretadas na urina e fezes, sendo o restante eliminado nos 4 dias seguintes
(Dalvi & Bowie, 1983).

Hellends et al. (1992 avaliaram a aplicabilidade da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na determinagdo das
concentragdes de glicoalcaldides em amostras de soro de sangue coletadas de 7
voluntarios, apdés o consumo de batatas. Os glicoalcaldides foram detectados no
periodo de 1 a 25 horas ap6s a ingestdo de uma unica refeicao de batatas,
equivalente a exposicédo a 0,4 e 0,6 mg/kg p.c. de a-solanina e a-chaconina,
respectivamente. Os picos de concentragdo no soro para o-solanina e o-
chaconina tiveram meédias de 7,7 e 14,4 ng/mL (8,8 e 16,9 nmol/L), e foram
alcangados apés 5,1 e 6,0 horas, respectivamente. A vida média biologica para o~
chaconina foi maior do que para a-solanina (19,1 e 10,7 horas, respectivamente).
Em amostras coletadas 1 hora apds a ingestdo, o quociente médio de a-

solanina/a-chaconina foi 0,81 e, apés 25 horas, este valor caiu para 0,29.

Os glicoalcaldides possuem agado sinergistica diferenciada na ruptura de
membranas, dependendo do tipo e concentragdo na mistura. Tal fato sugere nao
ser possivel predizer o potencial toxico de uma mistura de 2 glicoalcaléides a partir
de efeitos individuais conhecidos. Em conclusao, o sinergismo observado entre a-
chaconina e a-solanina demonstra uma necessidade adicional de estudos sobre
interacdes entre glicoalcaldéides, bem como estudos de mecanismos celulares e
fisiologicos sobre como estas interagdes ocorrem (Roddick et al. 1988; Rayburn et
al. 1995). Segundo Rayburn et al. (1995), estudos de avaliagdo do risco de
ingestdo de glicoalcaléides devem levar em consideragéo interagbes quimicas
entre estes compostos e componentes da dieta para predizer com precisao os
danos em humanos. O consumo de alimentos como batata, tomate e beringela
pode resultar na ingestdo de, no minimo, cinco glicoalcaldides diferentes
estruturalmente (a-chaconina e a-solanina de batata, o-tomatina de tomate e

solamargina e solasonina de beringela), resultando em interagdes adicionais.
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Phillips et al. (1996) analisaram folhas de cinco variedades de batata quanto
ao teor de glicoalcaldides e citotoxidade. As concentragbes médias de o-
chaconina e a-solanina variaram de 42 a 316 mg/kg folhas e de 40,4 a 104 mg/kg
folhas, respectivamente. Na maioria das amostras de folhas, o contetido de o-
chaconina foi aproximadamente 2 a 4 vezes o conteudo de a-solanina. Os
resultados deste estudo sugeriram que a-solanina e, particularmente, a-chaconina
sao citotoxinas potentes com rapida agéo na indugao de ruptura celular, e que a
mistura era mais citotoxica do que os compostos individualmente, indicando uma
acao sinergistica dos dois glicoalcaldides.

Keukens et al. (1996) avaliaram os efeitos da a-solanina e da a-chaconina
em diferentes membranas biolégicas. Os autores observaram que os lipideos das
biomembranas eram o principal alvo para os glicoalcaléides e que estas tornavam-
se permeabilizadas, resultando em escape de varios tipos de compostos. Os
autores sugeriram que o efeito de ruptura de membrana induzido por
glicoalcaléides € o causador dos diferentes sintomas apos intoxicagdo, como
disturbios gastrointestinais e hemoliticos, e que os efeitos neurotéxicos sio
provavelmente causados pela inibigo da acetilcolinesterase.

Os glicoalcaléides das plantas da familia Solanaceae alteraram o potencial
i6nico da membrana de embrides de ras (Xenopus laevis) e o transporte ativo de
sodio através da pele (Blankemeyer et al., 1992; Blankemeyer et al., 1995). Esses
resultados sugerem que um possivel mecanismo de acao dos glicoalcaldides deve
envolver efeitos diretos ou indiretos no transporte ativo através das membranas
celulares. Segundo McWilliams et al. (2000), o potencial da membrana celular é
afetado pelas concentragées idnicas dentro e fora da célula e pelas atividades de
moléculas transportadoras e bombas idnicas localizadas na membrana ou em sua
proximidade. Segundo os mesmos autores, a consequéncia da variagdo no
potencial ibnico da membrana é a morte celular, sendo que as alteragées nos
canais i6nicos poderiam explicar a toxicidade dos glicoalcaléides, inclusive sua
teratogenicidade.
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Em estudo realizado por Friedman et al. (1997) constatou-se que o acido
folico protegia as membranas celulares dos embrides de ras da agao de ruptura,
mortalidade e malformagéo provocadas pela exposigdo a a-chaconina. Neste
estudo verificou-se também que para se obter um efeito protetor do acido félico
era necessaria uma concentragao elevada (10 mg/mL).

A inibigao da enzima acetilcolinesterase pelos glicoalcaldides a-chaconina e
a-solanina foi testada em sistema in vitro (Bushway et al., 1987). Os autores
observaram que 33,8 ppm de a-chaconina e 33,4 ppm de a-solanina induziam
26% de inibicdo na atividade da acetilcolinesterase. O alcaldide solanidina
apresentou menor agao anticolinesterase (15,4%) em relacao aos glicoalcaldides.

Roddick (1989) observou que a-solanina e o-chaconina inibiam
significativamente a acetilcolinesterase bovina e humana na concentracdo de
100uM, independentemente do valor de pH. Tratamentos com a enzima
acetilcolinesterase durante varios periodos de tempo (acima de 2 horas) nao
resultaram em intensificacdo de inibigdo. Este estudo verificou que estes
compostos eram igualmente efetivos na agao inibitéria da enzima e que 0s
tratamentos com os dois glicoalcaléides combinados n&o evidenciavam
sinergismo.

3.2. Ingestao Diaria Aceitavel (IDA)

A IDA, conceito introduzido pelo JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives), representa a quantidade de uma substancia quimica que se
pode ingerir diariamente, por toda a vida, sem riscos apreciaveis a saide humana,
a luz dos estudos toxicolégicos disponiveis na época da avaliacdo, sendo

expressa em mg/kg peso corpéreo (WHO, 1987).

A IDA é calculada dividindo o NOEL (No Observed Effect Level), dose
experimental sem efeitos adversos observados em animais de laboratério, por um
fator de seguranca que leva em consideragao possiveis diferencas entre as

espécies animais e 0 homem e entre a espécie humana.
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Os glicoalcaléides foram avaliados pelo JECFA em 1992, tendo o Comité
concluido que as informagées disponiveis sobre a-chaconina e a-solanina nao
eram suficientes para o estabelecimento de uma IDA e que os niveis de
ocorréncia natural em batatas (20-100 mg solanina ef/ou chaconina/kg) nao
répresentavam preocupagao toxicoldgica (FAO/WHO, 1999).

Entretanto, Slanina (1990), levando em conta o histérico de consumo de
batata pelo homem e os dados de intoxicagdo em humanos, estimou em 1 mg
GAT/kg p.c. a IDA para um adulto com peso corpdreo de 60 kg. Este valor foi
obtido com base em uma concentragdo maxima de 200 mg de glicoalcaldides
totais/kg de batatas e uma ingestéo diaria média de 300 g deste tubérculo.

Nas investigagées com humanos, a dose de 2 mg de glicoalcaldides/kg p.c
foi identificada como a mais baixa dose associada a inducao de sintomas téxicos
(LOEL - Lowest Observed Effect Level) (Slanina, 1990). De acordo com o autor, a
comparacdo dos valores estimados de LOEL e de IDA indica que o fator de
seguranca incorporado na IDA é igual a 2, evidenciando uma grande discrepancia
entre a avaliagao de risco de toxinas que ocorrem naturalmente e de substancias
quimicas sintéticas, como os residuos de pesticidas, cujos valores de IDA
incorporam, geralmente, um fator de seguranca de pelo menos 100.

4. Niveis de Glicoalcaldides em Batatas in natura e Processadas

De acordo com Maga (1980) os glicoalcaldides podem ser encontrados
praticamente em todas as partes de uma planta normal. Entre os tecidos que
contém glicoalcaléides estio incluidos folhas, caules, flores, tubérculos, peles e
brotos, sendo que as mais altas concentragdes ocorrem na casca ou pele dos
tubérculos e em seus brotos (Morris & Lee, 1984; Smith et al_, 1996).

O teor de glicoalcaldides totais (GAT) pode variar consideravelmente nos
diferentes 6rgaos da planta de batata (Tabela 2) (Smith et al., 1996).
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Tabela 2. Niveis de glicoalcaldides totais (GAT) em varias partes da planta de

batata.
Local na planta de batata GAT
(mg/kg)
Flores 2150-5000
Folhas 230-1000
Caules 23-33
Raizes 180-400
Tubérculo inteiro 10-150
Pele 150-1068
Polpa 12-125
Brotos 2000-7300

Fonte: Tabela adaptada de Smith et al. (1996)

Varios estudos indicam que descascando-se as batatas ocorre uma
remocao significativa de glicoalcaléides. Por outro lado, se os glicoalcal6ides estao
presentes na pele em concentragoes elevadas, eles podem difundir-se através de
todo o tubérculo (Maga, 1980).

Estudos realizados com os cultivares Pentland Dell e Estima, colhidos de
campos experimentais na Irlanda do Norte em 2 anos consecutivos (1994 e 1995),
indicaram que a concentragdo de glicoalcaldides no tubérculo era altamente
afetada pelo genétipo, sendo muito maior em plantas do cultivar Pentland Dell
(100 e 163 mg/kg batata in natura em 1994 e 1995, respectivamente) do que no
cultivar Estima (40 e 43 mg/kg batata in natura em 1994 e 1995, respectivamente).
Observou-se ainda que a posi¢gdo do tubérculo na planta nao influenciava a
concentragdo de glicoalcaldides em tubérculos de tamanhos similares. Uma
relacdo inversa entre concentracéo de glicoalcaldides totais e peso dos tubérculos

individuais foi encontrada para os dois cultivares (Papathanasiou et al., 1999).
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Os glicoalcaldides estdo normalmente presentes em niveis baixos em
batatas saudaveis disponiveis para consumo. Entretanto, segundo Friedman &

Dao (1992), altos niveis podem ser encontrados em batatas esverdeadas,
estocadas ou danificadas.

Analisando mais de 300 lotes comerciais de batata da variedade Magnum
Bonum cultivada na Suécia no ano de 1986, Hellenas et al. (1995") encontraram
em amostras individuais niveis de GAT variando entre 61 e 665 mg/kg batata in
natura, com uma média de 254 mg/kg. Destas amostras, 66% excederam o valor
de 200 mg GAT/kg de batata, considerado como limite seguro para ingestao
(Slanina, 1990) e 8% continham teores de GAT acima de 400 mg. Segundo os
autores, a retirada da pele ndao removeu significativamente os glicoalcaléides em
tubérculos com alto teor destes compostos. A variabilidade dos niveis de
glicoalcaldides nas amostras analisadas foi atribuida a variagoes climaticas e a
predisposicdo da variedade.

Hellenas et al. (1995%) avaliaram o teor de o-solanina e a-chaconina em oito
variedades de batatas precoces normalmente comercializadas na Suécia. As
variedades estudadas e seus teores de glicoalcaléides estao apresentados na
Tabela 3. A concentragdo média de glicoalcaldides totais variou de 51 a 221 mg/kg
batata in natura e o percentual médio de o-solanina esteve entre 35 a 41% deste
valor. A concentracdo de glicoalcaléides totais em cada amostra variou de 31 a
344 mg/kg. Os resultados obtidos foram consistentes com os valores encontrados
em tubérculos cultivados em campo experimental em dois diferentes anos, 1986 e
1987.
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Tabela 3: Niveis de glicoalcaldides totais (GAT) em batatas in natura

comercializadas na Suécia.

Variedade Peso médio dos GAT
tubérculos (g) (mg/kg batata)

Meédia + DP Min. — Max.
Ulster Chieftain 30 221+ 50 154 — 344
Silla 39 162 + 26 116 - 215
Early Puritan 34 143 £ 24 110 - 199
Maria 46 98 + 23 57 — 143
Evergood Eldorado 50 95 + 29 49 - 132
Provita 42 85+ 22 58 — 139
Ukama 43 60 + 14 44 - 96
Maria Bard A 5112 31-75

Fonte: Tabela adaptada de Hellenis et al. (19957

“a-solanina + a-chaconina

Sotelo & Serrano (2000) determinaram os teores de glicoalcaléides na pele
e polpa de 12 variedades comerciais de batatas mexicanas utilizando CLAE. Em
comparacéo as amostras de polpa, as amostras de pele apresentaram niveis mais
elevados dos glicoalcaldides a-solanina e a-chaconina, sendo que a-chaconina
correspondeu a 65-71% do total dos glicoalcaldides. Os teores de glicoalcaldides
totais em amostras de pele das variedades Alpha, Juanita, Michoacan, Nortena,
Rosita e Tollocan foram maiores do que o limite maximo recomendado para
consumo humano, que é 200 mg GAT/kg batata. Ja para as variedades Atzimba,
Lopes, Marciana, Montsama, Murca e Puebla, os teores de GAT foram inferiores a
este valor. Em face a estes resultados, os autores concluiram que o consumo das
12 variedades comerciais de batatas mexicanas nao representava dano a saude
humana.
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Com relacdo ao processo de cozimento, os estudos disponiveis indicam
que os niveis de glicoalcaldides apdés cozimento a vapor ndo se alteram
significativamente, embora os teores encontrados em batatas cozidas sejam mais
baixos que aqueles presentes em batatas cruas (Maga, 1980). Um outro estudo
conduzido por Bushway & Ponnampalam (1981) sobre a estabilidade de
glicoalcaloides submetidos a quatro tipos de cozimento (microondas, fritura,
assadura e fervura) indicou que apenas a fritura parece diminuir significativamente
o contetdo de glicoalcaléides. Em contrapartida, estudo semelhante indicou que
durante a fritura de batatas o nivel de glicoalcaléides aumentava, provavelmente
pela desidratagdo das mesmas (Morris & Lee, 1984).

Friedman & Dao (1992) obtiveram um fator de variagéo ao redor de 500
para as concentragbes de o-solanina e a-chaconina nas varias partes dos
tubérculos e de brotos de batata, e ampla variagdo na razao entre esses
glicoalcaldides: 1,2 a 2,7, sendo esta faixa mais estreita para batatas processadas
(1,0 a 2,2). Também neste estudo verificou-se uma variagdo no teor destes
glicoalcal6ides entre amostras de varios produtos de batata, como batatas fritas

nao congeladas, com faixa de 25 a 110 mg de glicoalcaldides totais/kg de produto.

O uso de irradiagao gama para controlar a brotagéo e aumentar o tempo de
estocagem de batatas tem sido proposto como uma alternativa a estocagem
refrigerada ou a utilizagdo de supressores quimicos de broto. Em pesquisa
realizada para avaliar os efeitos de diferentes niveis de irradiacdo gama (50450
Gy) no controle da sintese de glicoalcaléides e clorofila induzida pela luz, verificou-
se que a redugao dos teores de glicoalcalbides nos diferentes cultivares estudados
foi variavel, indicando que cada cultivar respondeu distintamente aos diferentes

niveis de irradiacao (Dale et al., 1997).
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5. Efeito da Luz e Temperatura na Formagao de Glicoalcaléides

Segundo Salunkhe et al. (1972), a exposicdo de batatas a luz, seja ela
natural ou artificial, aumenta a sintese de glicoalcaldides para niveis 3 ou 4 vezes
superiores aos encontrados quando as batatas sao mantidas no escuro.

A exposicdo dos tubérculos a luz e a baixas temperaturas em alguns
estagios do processamento e venda resulta em mudancas fisiolégicas dos
tubérculos, como o esverdeamento (formacao de clorofila) e sintese de
glicoalcaléides esteroidais nas camadas mais periféricas da batata, sendo que a
taxa de acumulagdo de glicoalcaléides é dependente do cultivar, da temperatura
de estocagem e do tipo de fonte de luz (Griffiths et al., 1997: Griffiths et al., 1998;
Percival, 1999).

Embora a sintese de clorofila e de solanina ocorra por processos
independentes, alguns estudos demonstraram que estas substancias estio
relacionadas e que batatas esverdeadas contém mais solanina que aquelas nao
esverdeadas (Patil et al., 1 971; Jadhav & Salunke, 1 975). Entretanto, estudo
realizado por Percival et al. (1994) constatou que todos os tubérculos
gradualmente produziam clorofila em conseqiéncia da exposicdo a luz,
independente da formagao de glicoalcaldides.

Em estudo realizado por Percival et al. (1994) com o intuito de verificar a
influéncia de trés diferentes fontes de iluminagdo na concentracdo de
glicoalcaldides em tubérculos de batatas do cultivar Pentland Hawk, constatou-se
© aumento da concentragdo dos glicoalcaldides apos 13 dias de exposicao,
independente do estado do tubérculo (brotado ou nao) e da fonte luminosa. A
concentracdo inicial de GAT em relacdo as fontes de luz (mercurio, sédio e
fluorescente) aumentou de 22,8 para 558,4;: 698 .0 e 211 .5 mg/kg batata in natura,
respectivamente. Os valores para tubérculos nio brotados excederam aqueles
encontrados para tubérculos brotados, indicando uma maior sensibilidade a luz
dos tubérculos imaturos na formacéo de glicoalcaldides. Tubérculos de batata

(brotados ou nao) expostos a iluminagdo por merctrio apresentaram uma reducao
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da sintese de glicoalcaldides apés 5 dias de exposigdo. A iluminacdo por luz
fluorescente e de sédio contribuiu para a sintese de glicoalcaléides durante os 13
dias de experimento sem interrupgdo. A partir destes resultados os autores
concluiram que as condigdes de comercializagdo dos tubérculos de batata,
normalmente submetidos a luz fluorescente, tém importancia fundamental no
acumulo destes compostos e na manutengéo da concentracdo de GAT abaixo do
valor de 200 mg/kg sugerido por Slanina (1990) como concentragao segura.

Em estudo realizado por Rosenfeld et al. (1995), o conteido de
glicoalcaldides em tubérculos de batata aproximadamente duplicou em amostras
estocadas por 1 semana a 23°C quando comparadas com amostras estocadas por
1 semana a 5°C.

Maine et al. (1988) observaram aumento significativo (p<0,001) da
concentragao de glicoalcaldides totais em 8 dos 10 cultivares estudados (Kingston,
Estima, King Edward, Maris Piper, Moira, Pentland Squire, Desirée, Pentland
Ivory, Record e Dr. Mcintosh) apés exposi¢cao a luz (9600 lux) por 42 horas,
quando comparados com tubérculos mantidos no escuro. Exposi¢ao a luz néo
resultou em aumento do conteido de GAT para os cultivares Maria Piper e
Désiree, nos quais ocorreu leve diminui¢ao no teor destes compostos. De acordo
com o mesmo estudo, a identificacdo da variedade de batata amostrada é
importante em decorréncia das diferencas nos niveis iniciais de glicoalcalbides e
na sensibilidade a luz.

No Brasil, em estudo realizado por Spoladore et al. (1985), os teores de
glicoalcaléides na porgcao superficial dos tubérculos de batatas dos cultivares
Aracy (IAC-2), Bintje e Porta, armazenados a luz natural por 24 dias, variaram de
57,3 a 119,7; 544 a 105,1 e 62,7 a 144,1 mg GAT/kg batatas, respectivamente.
Verificou-se também que os teores dessas substancias eram dependentes do
cultivar, do periodo de armazenamento e da interagéo entre essas variaveis.

Ao pesquisar a relagao entre a luz natural e a sintese de glicoalcaldides em
tubérculos de trés diferentes variedades de batata (Kerrs Pink, Pentland Hawk e

Desirée), Percival et al. (1996) verificaram que, independentemente do cultivar, as
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concentragdes de glicoalcal6ides aumentavam apés exposigao a luz natural por 21
dias. Em todos os cultivares as concentragbes de GAT flutuaram durante o
periodo de exposicdo, ndo tendo sido observado o acimulo continuo de
glicoalcalbides no decorrer do experimento.

Na Jordania, em virtude da pratica de se deixar, apés colheita, tubérculos
de batatas expostos diretamente a luz do sol nos campos ou em locais de venda,
Haddadin et al. (2001) determinaram os teores de glicoalcaldides em batatas apés
exposicao a diferentes graus de intensidade luminosa natural por um periodo de
até trés semanas. Os autores compararam as concentragdoes de GAT
determinadas em tubérculos inteiros expostos a luz solar direta, a luz solar
refletida por objetos ao redor e estocados no escuro, e verificaram que os
tubérculos expostos a luz solar direta apresentavam teores de glicoalcaléides
totais superiores ao limite maximo recomendado de 200 mg/kg batata in natura,
conforme dados da Tabela 4.

Tabela 4: Teor de glicoalcaléides totais (mg/kg) em tubérculos de batata apds trés
semanas de tratamento.

Variedade
Tratamento
Sponta Draga
Estocagem no escuro 31 84
Exposicao indireta a luz solar 178 209
Exposicao direta a luz solar 294 445

Fonte: Haddadin et al. (2001).
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6. Metodologia

As primeiras determinagbes de glicoalcalbides empregaram métodos
gravimétricos, seguidos por extragao em Soxhlet, utilizando-se volumes elevados

de alcoois e tempo excessivo para o ensaio (Maga, 1980).

Fitzpatrick et al. (1978) utilizaram na determinacdo de GAT em batatas
extragdo com metanol-cloroférmio, seguida de precipitagao em meio alcalino,
digestao com é&cido sulfurico 2N (a aproximadamente 70°C por 30 minutos) e
centrifugagdo. A separagdo de o-solanina e a-chaconina foi obtida com

cromatografia de camada delgada em placa de silica gel.

Coxon et al. (1979), através da extracao com &cido sulfarico e quantificagao
pela adigao de azul de bromotimol, desenvolveram um procedimento mais simples
e rapido para a determinagao de glicoalcaléides por colorimetria.

Em face as limitacdes apresentadas pelos reagentes utilizados na
determinagdo colorimétrica dos glicoalcaloides, incluindo custo, corrosividade,
toxicidade e potencial para reagir com esteréides, varias outras técnicas foram e
estio sendo utilizadas para a determinagéo do teor de glicoalcaldides em batatas
(Maga, 1980). Dentre elas, destacam-se as andlises cromatograficas, como a
cromatografia gasosa, que separa os glicoalcaldides apés derivagao. Entretanto, a
desvantagem desta técnica ¢ a utilizagdo de altas temperaturas para analise dos
compostos, limitando o tempo de vida da coluna.

Um dos primeiros métodos para determinacdo dos glicoalcaldides a-
solanina e a-chaconina utilizando CLAE foi descrito por Bushway et al. (1979). Os
autores utilizaram uma coluna para analise de carboidratos e fase mével composta
por tetrahidrofurano-agua-acetonitrila (56:14:30, VAV/V).

Kobayashi et al. (1989) utilizaram CLAE com coluna uBondapak de NH,
detetor UV (leitura a 205 nm) e fase mével contendo etanol para analise dos
glicoalcaldides a-solanina e a-chaconina. O uso de coluna de silica gel e cartucho

Sep-Pak C18 foi efetivo nos procedimentos de purificacao e extracao. Utilizou-se
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etanol em substituicdo ao tetrahidrofurano na fase movel em virtude de sua baixa
absor¢ao no UV.

Segundo Carman et al. (1986) e Saito et al. (1990), a utilizagcdo de
tetrahidrofurano na fase mével pode ocasionar a presenca de interferentes, devido
a formagdo de produtos de decomposicdo como os perdxidos. A utilizacdo de
coluna C8 (5um) e fase moével composta por acetonitrila-agua-fosfato de aménio
proporcionaram boa definigdo na separacao dos glicoalcaléides, com valores
médios de recuperacdo de 90% para a-solanina e 96% para a-chaconina.
(Carman et al., 1986).

Saito et al. (1990) descreveram um método por CLAE para a determinacéo
de a-solanina e a-chaconina em produtos comerciais de batata e amido de batata.
Os glicoalcaléides foram extraidos com metanol e purificados utilizando cartuchos
Sep Pak C18 e NH. com adequada sensibilidade e reprodutibilidade. A coluna
empregada foi a Nucleosil 5-NH. e a fase mével constituida por acetonitrila-fosfato
de potassio 20 mM (75:25, VvN). Os valores de recuperagao variaram de 824 a
92,6% para o-solanina e de 86,5 a 97,4% para a-chaconina. Os autores
verificaram que o uso de coluna com fase reversa nao é apropriado para a
separagao de a-solanina e a-chaconina, uma vez que estes glicoalcaléides

possuem a mesma aglicona, solanidina, em suas estruturas.

Entretanto, varios autores tém empregado CLAE com coluna de fase-
reversa para determinacdo do teor de glicoalcaldides em batatas, conforme
apresentado na Tabela 5:
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Tabela 5: Utilizagdo de CLAE com coluna de fase-reversa na determinagao de a-

solanina e a-chaconina.

Amostra Extragdo Coluna Fase Moével Referéncia
Batatas in Solugao aquosa Hypersil ODS  Acetonitrila+Agua+ Hellenas (1986)
natura acido acético 2% (250 x 4,6)mm  Etanolamina, pH 4,5

4,6; (35:65:0,05; viv)

Batatas in Sol. aqg. acido Nucleosil 5 C18 Acetonitrila-Agua Houben & Brunt
natura acético 0,17M (250 x 4,0)0mm  (60:40; viv) (1994)

(+ par-iénico)
Batatas Solugéo aquosa Hypersil oDs  AcetonitrilatAgua+ Percival & Dixon

liofilizadas acido aceético 2% (250 x 4,6)mm Etanolamina, pH 4,5- (1996)
4,6; (35:65:0,05; viv)

Batatas in Solucao aquosa Hypersil ODS  Acetonitrila-Tampao Hellenas &
natura acido acético 5% (250 x 4,6)mm  fosfato K,HPO, 0,025 Branzell (1997)
M, pH 7,6; (60:40; v/v)

Batatas in Solucéo aquosa Resolve C18  Acetonitrila-Tampao Friedman et al.,
natura e acido acético 2% (300 x 3,99mm  Fosfato KH,PO, 0,1M, 1998
processadas pH 3,5; (35:65; v/v)

Folhas de Solugédo aquosa Resolve C18  Acetonitrila-Tampao Brown et al.,
batatas acido acético 2% (300 x 3,99mm  Fosfato KH,PO4 0,1M, 1999

pH 3,5; (35:65; viv)

Peles e polpa Solugdo aquosa pBonda-PakC18; Acetonitrila:Tampao Sotelo & Serrano
de batatas acido acético 5% (300 x 3,99mm  Fosfato Amonio 0,05M, (2000)
pH 6,5, (30:70; v/iv)

Batatas Sol. acido acético Ultracarb ODS  Acetonitrila: Tampao Hiywka et al.,
liofilizadas 2% em metanol + (250 x 4,6)mm  fosfato Amonio; (50:50; 1994

agua (80:20, v/iv) viv)
Batatas in Solugao aquosa Spherisorb ODS2  Acetonitrila: Tampao Papathanasiou
natura 4cido acético 5% (250 x 4,6)mm Fosfato K;HPO,4 0,01M, et al., 1999

pH 7,05, (50:50; viv)
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Kuronen et al. (1999) desenvolveram condicoes otimizadas para
cromatografia liquida (LC) de fase-reversa na separacdo simultdnea dos
glicoalcaléides e aglicona. As condicbes empregadas no estudo minimizaram
problemas com compostos basicos e possibilitaram a separagédo dos
glicoalcaldides e aglicona durante uma Gnica corrida cromatografica sob condi¢des
de elui¢do por gradiente. Alfa-solanina, a-chaconina e solanidina foram separados
utilizando as colunas Zorbax-RX C18 e Zorbax-SB C18 e fase moével nas
concentragdes 20, 25, 35, 45 e 65% de acetonitrila em tampao fosfato 25 mM (pH
3,0), nos tempos de 0, 12, 15, 17 e 25 minutos, respectivamente. Os tempos de
retencdo nas duas colunas foram 12,98 e 16,31 para a-solanina, 13,59 e 17,81
para a-chaconina e 19,17 e 20,59 para solanidina, respectivamente. Os espectros

dos compostos foram adquiridos utilizando detetor de arranjo de diodos (190 a 400
nm) e os cromatogramas monitorados a 205 nm.

A fim de desenvolver um procedimento de limpeza em cartucho de extragao
de fase soélida para determinacao de glicoalcaldides por cromatografia liquida,
Vaananen et al. (2000) avaliaram a recuperagao dos glicoalcaléides em diferentes
adsorventes: C18; trocador catidénico benzenosulfonado (SCX); cianopropil (CN);
C8 e SCX combinados (Certify) e copolimero macroporoso (Oasis HLB) (Tabela
6). Os padroes foram dissolvidos em solugdo de acido acético 5% e uma aliquota
de 2mL foi aplicada em cada cartucho. A solucao de acido acético foi utilizada
devido ao baixo custo e a sua nao toxicidade, além de que amostras em acido

acético podem ser aplicadas na maioria dos adsorventes de extracao de fase
solida.
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Tabela 6. Niveis de recuperacao de padrdes dos glicoalcaldides em diferentes

adsorventes.
Adsorvente Recuperagao (%)*
a-Solanina a-Chaconina

C18 (100 mg) 67 £5,4 84+4,0
SCX (100 mg) H+15 96+1,5
SCX (500 mg) 59 +£0,7 69+28
Certify (300 mg) 67 + 38 76+ 32
Oasis (60 mg) 104 +2,9 102+1,3
CN (500 mg) 87 +56,1 63+2,9

Fonte: Tabela adaptada de Vaananen et al. (2000)

? Valores médios das porcentagens de recuperagao dos padroes + Desvio Padrao, onde n = 3.

Estudos utilizando imunoensaios para determinagdo de glicoalcaldides
forneceram dados altamente correlacionados quando comparados com CLAE
(>0,90) (Hellenas, 1986; Glorio-Paulet & Durst, 2000). A vantagem deste teste &
fornecer medidas extra-laboratoriais, bem como uma identificagdo rapida de
amostras que devem ser rejeitadas devido a um elevado teor de glicoalcaléides
totais. Por outro lado, tém a desvantagem de apenas fornecer dados quantitativos
dos glicoalcaldides totais, ndo podendo quantificar separadamente a-solanina e a-
chaconina, fato este importante na avaliagdo de toxicidade dos cultivares de
batatas (Glorio-Paulet & Durst, 2000).
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7. Consideragoes Gerais sobre Parimetros de Validagao de Metodologia

7.1. Introdugiao

A validagdo de metodologias analiticas é amplamente reconhecida como
um importante aspecto do desenvolvimento e/ou utilizacdo de procedimentos
analiticos. A literatura estabelece que determinados pardmetros de validacio,
como exatidao e precisao, sao aplicaveis em todas as situacdes analiticas. Outros
parametros, tais como especificidade e linearidade, sdo menos universalmente
aplicaveis. Os parametros mais citados na literatura, em ordem decrescente, sio:
exatiddo, precisao, especificidade, linearidade, limite de deteccdo, limite de
quantificac@o e robustez (Jenke, 19963).

De acordo com Chasin et al. (1998), a qualidade e a credibilidade de um
trabalho analitico se fundamentam nos cuidados com os quais o analista se cerca
para produzir dados que expressem o valor real da medida obtida. A validagao de
um método analitico pode ser realizada de diversas maneiras e depende do
objetivo da analise. A validagdo tem por objetivo assegurar que o método utilizado
€ adequado ao que se propGe identificar ou quantificar, ou seja, produzir
resultados que atendam as necessidades do problema em questao.

7.2. Exatidio

De acordo com a literatura (Chasin et al. 1994: Chasin et al. 1998), a
exatidao € a concordancia entre o valor real da concentracao da substancia na
amostra e o valor estimado pelo processo analitico. A baixa exatidao é
proveniente de erros sistematicos que contribuem para desvios e tendéncias nos
resultados, sendo avaliada pela diferenca sistematica entre o valor real e o obtido.
A meédia da concentragdo obtida pode ter variacdo de até 20% em relacdo a
concentracao adicionada e o coeficiente de variacao (CV), que corresponde ao
Desvio Padrdo Relativo, deve ser menor que 15%. Para amostras com

32



Capitulo 1

concentracao do analito ao redor do limite de quantificagdo, aceita-se um
coeficiente de variacao de 20%.

Existem, basicamente, dois tipos de amostras para o estudo da exatidao:
a) amostra certificada ou amostra de estudo colaborativo:
b) amostra adicionada de padrao.

Em decorréncia das dificuldades apresentadas na obtencao de amostras de
referéncia certificadas, em geral faz-se o uso do estudo de recuperagido onde
amostras sao adicionadas de quantidades conhecidas de padrio (sdo conhecidas
como amostras fortificadas, pois ja contém o analito de interesse).

A recuperagdo esta relacionada a exatiddo, uma vez que reflete a
quantidade de uma determinada substancia recuperada em processo analitico em
relagdo a quantidade real presente na amostra. Para assegurar a recuperagdo
adequada e consistente, sua determinacao devera ser feita para cada matriz em
separado. Seu calculo pode ser feito da seguinte maneira:

% Recuperacao = [(Cs— Ca) / Cp] * 100, onde:
Cs = Concentragao obtida das amostras fortificadas
Ca = Concentracao obtida da mesma amostra sem adicdo de padrao

Cp = Concentracao do padrao adicionado na amostra

7.3. Precisiao

De acordo com Chasin et al. (1994), a precisdo reflete a variacao dos
resultados quando analises repetidas sao feitas na mesma amostra, e diz respeito
aos erros aleatérios que produzem flutuagcbes ocasionais nos resultados. A
medida da precisdo pode ser expressa através do calculo do desvio padrao e do
coeficiente de variagéo (CV), sendo que este deve ser referido como “impreciséo”,
uma vez que valores elevados de CV refletem elevada imprecisdo e,
consequentemente, baixa precisdo. Para a verificagdo da precisdo intra-
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laboratorial, conhecida como repetibilidade (r), deve-se considerar um coeficiente
de variagdo menor que 15%. Quando se trabalha com concentragdo ao redor do
limite de quantificagdo, aceita-se a variagdo de 20% para a imprecisdao. A
estimativa do desvio padrdao e do coeficiente de variacdo podem ser calculados
como:

i

CV:[i]xloo s:\/Z(x,.—})z /(n-1)

X
onde: s =estimativa do desvio padrao das analises

x =média dos resultados obtidos em n analises

Horwitz (1980) fez uma analise de dados obtidos de estudos colaborativos
inter-laboratoriais conduzidos pela AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) com a utilizagdo de mais de cinqiienta métodos, tendo demonstrado
que o coeficiente de variagao inter-laboratorial de qualquer método nao depende
do instrumento utilizado, da matriz, ou da técnica empregada, e sim do teor em
que o componente analisado se encontra no alimento. Critérios razoaveis para
reprodutibilidade inter-laboratorial (expresso como Coeficiente de Variagdo) de
métodos analiticos utilizados rotineiramente sdo de 16% para compostos
presentes em nivel de mg/kg (ppm) e 32% para pg/kg (ppb). Precisdo intra-
laboratorial ou repetibilidade (r) é usualmente % a 2/3 da reprodutibilidade ao
mesmo nivel ou, seja, aproximadamente 10% e 20-25% para ppm e ppb,
respectivamente. Ainda, segundo Horwitz (1993), quando se trabalha com analitos
)

na ordem de ppm (107) e ppb (10‘9), as variabilidades analiticas sdo da ordem de

magnitude de 10-20% do valor analitico.

7.4. Limite de Detecc¢iao e Limite de Quantificagao

De acordo com Chasin et al. (1998), pode-se utilizar as seguintes
definicoes:

- Limite de detecgdo: menor concentragdo ou quantidade de uma

substancia quimica que pode ser identificada por um procedimento analitico, com
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um nivel de confianga especificado ou, ainda, que pode ser estatisticamente
diferenciada do ruido;

- Limite de quantificagdo: é a menor concentragio do analito que pode ser
medida com uma precisdo especificada e que deve estar incluida na curva de
calibracao.

De acordo com Miller & Miller (1993), pode-se calcular os limites de
deteccéo e de quantificagao utilizando dados da regressao da curva de calibracao

montada para quantificacdo dos compostos de analise, conforme a seguinte
equacgao:

x=(K*S,,)/b

ylx
onde: Syx = estimativa do desvio padrao da curva

K = coeficiente estimado em decorréncia da probabilidade dos
erros o e B acontecerem. E considerado igual a 3 para o limite de deteccéo e

igual a 10 para o limite de quantificacdo
b = inclinacao da curva de regresséao
a = intercepto da curva de regressao

Os valores dos limites de deteccdo e quantificagdo sdo expressos na
mesma unidade de concentragao utilizada nos padrdes da curva de calibracio.

Quando no decorrer do trabalho forem construidas mais de uma curva de
calibragao, os valores finais dos limites de detecgdo e quantificagdo serdo
considerados como sendo as medianas dos limites calculados com as diferentes
curvas de calibragdo, conforme proposto por Currie (1999).

7.5. Linearidade

Chasin et al. (1998) definem linearidade como a capacidade de um método
analitico gerar resultados proporcionais a concentragao da espécie em analise,
dentro de uma faixa analitica especificada. O numero de calibradores (solucdes
padrao do analito em diferentes concentragdes) é definido em funcao da faixa de
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concentracdo de interesse, devendo ser, no minimo, igual a seis. A analise de
regressao normalmente utilizada € a dos minimos quadrados, na qual a variavel
independente refere-se a concentracao teérica da substancia em questao

presente na matriz.

A curva de calibragao deve apresentar tratamento estatistico, com valores
como intersecdo, equacao de regressao linear, coeficiente de correlagéo (r) ou
determinag&o (r?) (Chasin et al., 1994).

De acordo com Jenke (1996°), um método validado por linearidade sé
produz valores exatos na faixa de concentracdao em uso, sendo que a faixa de
concentrag@o da curva de calibragao varia em fung¢ao da concentracao esperada
do analito na amostra e pode ser de 25 a 125%; 10% a 200% ou de 50 a 150% da
faixa de trabalho. Como um dos critérios de aceitacdo da curva de calibragdo, o
coeficiente de correlagao (r) deve estar entre 0,98 e 1,0.
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DETERMINAGAO DE GLICOALCALOIDES EM BATATAS IN NATURA
(SOLANUM TUBEROSUM L.) COMERCIALIZADAS NA CIDADE DE
CAMPINAS, ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO

A batata € uma das principais hortalicas cultivadas no Brasil, constituindo-
se em um dos mais importantes alimentos na dieta humana, em decorréncia de
sua disponibilidade e caracteristicas nutricionais. Entretanto, membros da familia
Solanaceae produzem, durante crescimento e apods colheita, compostos
potencialmente toxicos denominados glicoalcaldides, dos quais a-solanina e a-
chaconina sdo os predominantes. A concentracdo maxima desses compostos
considerada segura para consumo humano ¢ estimada em 200 mg/kg de batata in
natura, expressa como glicoalcaldides totais (GAT). No presente estudo, foram
extraidos e quantificados os GAT em amostras de tubérculos de batata in natura
comercializados na cidade de Campinas, SP. A técnica utilizada foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de fase reversa C18 e
detetor de arranjo de diodos. O valor médio de recuperacao foi 102,6% para o-
solanina e 100,2% para a-chaconina. Os limites de quantificacao foram 2,5 pg/mL
para a-solanina e 1,4 ug/mL para a-chaconina, e os coeficientes de correlacao
foram maiores que 0,999. As concentragées de GAT em amostras individuais de
tubérculos inteiros das diferentes variedades e tipo estudados (Bintje, Monaliza,
Asterix, Kennebeck e Bolinha) variaram de 22,4 a 246,9 mg/kg batata. Das
amostras analisadas, 83% apresentaram niveis de GAT inferiores a 100 mg/kg
batata, o que indica que as variedades de batatas estudadas podem ser
consideradas seguras para consumo humano.

Palavras chaves: batata, glicoalcal6ides, a-solanina, a-chaconina
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DETERMINATION OF GLYCOALKALOIDES IN POTATO TUBERS
(SOLANUM TUBEROSUM L.) MARKETED IN THE CITY OF
CAMPINAS, STATE OF SAO PAULO

ABSTRACT

Potato is included among the main horticultural crops in Brazil. Due to its
broad availability and nutritional characteristics, it has been considered one of the
most important components in the human diet. Nevertheless, members of the
family Solanaceae produce potentially toxic compounds known as glycoalkaloids
during growth and post-harvest, amongst which a-solanine and a-chaconine
predominate. The recommended safety level for these compounds in unprocessed
potato tubers for human consumption, expressed as total glycoalkaloids, is 200
mg/kg. In this study, samples of potato tubers of different commercial varieties
collected in the city of Campinas, State of Sao Paulo, were extracted and analysed
for their total glycoalkaloid (TGA) content using a reversed phase C18 HPLC
column with a photodiode array detector. The mean recoveries of a-solanine and
a-chaconine were 102.6% and 100.2%, respectively. The limit of gquantitation was
2.5 pg/mL for a-solanine and 1.4 ug/mL for a-chaconine, and the correlation
coefficients were greater than 0.999. The levels of TGA in individual samples of
whole tubers of different varieties and type (Bintje, Monaliza, Asterix, Kennebeck,
and Bolinha), ranged from 22.4 to 246.9 mg/kg potato. In 83% of the samples the
levels of TGA were below 100 mg/kg potato, which indicates that the studied
potatoes were safe for human consumption.

Keywords: potato, glycoalkaloids, a-solanine, a-chaconine
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1. INTRODUGAO

Glicoalcalbides sao compostos téxicos naturalmente presentes em todas as
partes da planta de batata (Solanum tuberosum L.) e podem estar envolvidos no
mecanismo de defesa da planta contra a¢édo de insetos e microrganismos (Jadhav
et al., 1997). As mais altas concentragées destes compostos se encontram na

casca ou pele dos tubérculos e em seus brotos (Morris & Lee, 1984; Smith et al.,
1996).

Os principais glicoalcaléides presentes em batatas sdo a-solanina e a-
chaconina, ambos formas glicosiladas do alcaldide esteroidal solanidina (Figura 1),
e estes correspondem a 95% ou mais dos glicoalcaldides totais (Bushway &
Ponnampalam, 1981). A razdo a-chaconina : a-solanina & cerca de 60:40 e a
concentragao resultante da soma destes dois compostos € expressa como
glicoalcaléides totais (GAT) (Maga, 1980; Morris & Lee, 1984; Slanina, 1990). Os
glicoalcaléides parecem ter duas agdes toxicas no organismo humano: uma sobre
a acetilcolinesterase, afetando o sistema nervoso central e considerada
responsavel por varios dos sintomas neurologicos observados apods ingestao de
glicoalcaléides, e outra sobre as membranas celulares, causando ruptura das
membranas do trato gastrointestinal com danos hemoliticos e hemorragicos e
excesso de fluido nas cavidades corpéreas (Maga, 1980; Morris & Lee, 1984,
Slanina, 1990).

Alguns estudos tém associado niveis de glicoalcaldides totais (GAT) acima
de 220 mg/kg com alteragdes nas caracteristicas sensoriais em batatas, incluindo
sabor amargo e sensacéo de ardéncia na garganta (Morris & Lee, 1984; Slanina,
1990).

Em geral, humanos parecem ser mais sensiveis a intoxicagdo por
glicoalcaléides do que outros animais. Através de relatos de intoxicagdes em
humanos decorrentes do consumo de batatas, estimou-se uma dose téxica para o
homem na faixa de 2 a 5 mg/kg peso corpéreo (p.c.). Esses valores de toxicidade

se comparam aqueles observados para venenos bem conhecidos, tais como
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estricnina (5 mg/kg p.c.) e arsénico (8 mg/kg p.c.) (Morris & Lee, 1984; Slanina,
1990).

CH,
CH,
CH;
R
Solanidina: R=0H
a-solanina: R = a-L-ramnopiranosil-(1 # 2 gal) -B-D-glicopiranosil-
(1-» 3 gal)-B-D-galactopiranosil
a-chaconina: R = a-L-ramnopiranosil-(1-# 2 gli) -a-L-ramnopiranosil-

(1-» 4 gli)-p-D-glicopiranosil

Figura 1: Estruturas dos glicoalcaldides a-solanina e o-chaconina e a aglicona solanidina.

Os glicoalcaléides foram avaliados pelo JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives) em 1992, tendo o Comité concluido que as
informacgdes disponiveis sobre a-chaconina e a-solanina ndo eram suficientes
para o estabelecimento de um valor para uma ingestao didria aceitavel (IDA) e que
os niveis de ocorréncia natural em batatas (20-100 mg solanina efou
chaconina’/kg) ndo representavam uma preocupagio toxicoloégica (FAO/WHO,
1999).
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Entretanto, Slanina (1990), levando em conta o histérico de consumo de
batata pelo homem e os dados de intoxicagcdo em humanos, estimou em 1 mg
GAT/kg p.c. a IDA para um adulto com peso corpéreo de 60 kg. Este valor foi
obtido com base numa concentragdo maxima de 200 mg de glicoalcalbides
totais/kg de batatas e uma ingestao diaria média de 300 g deste tubérculo.

Sabe-se que o0s niveis de glicoalcaldides totais podem variar em
decorréncia da diferenciagao genética dos varios cultivares existentes, do tipo e
umidade do solo, tratamentos com fertilizantes e pesticidas, poluicdo do ar e
condicbes de armazenamento (Patil et al., 1971; Jadhav & Salunke, 1975;
Friedman & Dao, 1992). Além disso, estudos conduzidos para avaliar a
estabilidade de glicoalcaldides submetidos a quatro tipos de cozimentos
(microondas, fritura, assadura e fervura) indicaram que 0S mesmos Ssao
termoresistentes (Bushway & Ponnampalam, 1981; Morris & Lee, 1984).

Em decorréncia do potencial toxico dos glicoalcaldéides e da pouca
disponibilidade de dados sobre o contetudo de a-solanina e de a-chaconina em
batata de variedades nacionais, este trabalho teve como objetivo a determinacao
dos teores desses compostos em tubérculos de batatas in natura comercializados
na regiao de Campinas, Estado de Sao Paulo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostragem

Foram analisados tubérculos de batatas in natura comercializados em
hipermercados, varejoes e feiras-livres da cidade de Campinas. As amostras
foram coletadas em diferentes locais de venda durante o periodo de 18 meses, de
janeiro/2000 a junho/2001.

As variedades de batata analisadas foram: Bintje (com pele e sem pele),
Monaliza lavada (com pele), Monaliza escovada (com pele), Asterix (com pele),
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Kennebeck (com pele), e o tipo Bolinha ou Pirulito (com pele e sem pele).
Analisaram-se também pele e brotos de batatas da variedade Bintje.

Os tubérculos denominados comercialmente Bolinha ndo constituem uma
variedade de batata e sim de um tipo comercial que tem como caracteristica
basica o seu tamanho. Os tubérculos menores das diferentes variedades sao
separados durante lavagem e vendidos como Bolinha ou Pirulito.

Cada amostra consistiu de 600 a 800 g de tubérculos de batata. O nimero
de tubérculos de cada amostra foi varidvel em decorréncia da grande
heterogeneidade de tamanhos. Os tubérculos de cada amostra foram pesados e
registradas as caracteristicas relativas & aparéncia, incluindo textura (firme ou
murcha), homogeneidade da cor (amarela ), uniformidade no tamanho, presenca
de pontos pretos e de manchas esverdeadas.

2.2. Preparagdo da amostra

Os tubérculos de batata de cada amostra foram lavados em agua corrente e
deixados secar em temperatura ambiente. Em seguida, foram cortados em 4
partes, sendo duas delas (correspondentes a posicbes opostas) fatiadas,
congeladas em “freezer” a -15°C por 24 horas e liofilizadas (Liofilizador LabConco
Lyph Lock 18). Apés a liofilizagdo, as fatias foram moidas e misturadas para
compor uma amostra. As amostras trituradas foram estocadas em “freezer’ a -
15°C até o momento da analise. O teor de agua retirado durante o processo de
liofilizagao foi verificado para cada amostra.

Para obtencédo de tubérculos de batata sem pele, esta foi uniformemente
retirada com faca (profundidade de 2-3 mm) e, em seguida, fatiada e congelada
seguindo o procedimento ja descrito.
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2.3. Extragao e Clarificagao

A técnica de extracado utilizada foi baseada em Percival & Dixon (1996).
Pesou-se 0,5 g de amostra liofilizada em tubo de centrifuga, adicionando-se em
seguida 10 mL de solugdo de extragado (1 litro agua purificada em sistema de
purificagéo MilliQ-Plus, 20 mL de acido acético glacial, 5 g de bissulfito de soédio).
Os tubos foram agitados durante 15 minutos e as amostras clarificadas por
centrifugacao (Centrifuga Hitachi himac CR 21) a 4000 rpm por 20 minutos.

As analises de cada amostra foram feitas em duplicata e o valor final de
concentracao foi a média calculada dos dois valores de concentragao
encontrados.

2.4. Limpeza em cartucho de extragdo fase-sélida C18

A limpeza do extrato clarificado em cartucho de extracao fase-sélida C18
(Sep Pak C18 Plus, Waters Co) foi realizada segundo Hellends & Branzell (1997).
Os cartuchos foram pré-condicionados com 5 mL de acetonitrila, seguidos por 5
mL de solugao de extragdo. Foram aplicados 5 mL de amostra clarificada e os
cartuchos foram lavados com 4 mL de acetonitrila:agua (15:85, v/v). A eluicao dos
glicoalcaldides, a-solanina e a-chaconina, ocorreu com 4 mL da solugao
acetonitrila:tampéao fosfato dibasico (K2HPO4) 0,01M (misturaram-se 100 mL de
tampao fosfato dibasico 0,1M, pH ajustado para 7,6, com 300 mL de agua e 600
mL de acetonitrila). O volume final do eluente foi ajustado para 5 mL com a
mesma solucao de eluicdo. Uma aliquota de 20 uL foi injetada no sistema

cromatografico.

2.5. Analise Cromatografica

A técnica cromatografica empregada para a separacao de a-solanina e a-

chaconina foi a cromatografia liquida de alta eficiéencia (CLAE). O sistema
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cromatografico utilizado consistiu de bomba quaternaria (Waters 600E Multisolvent
Delivery System); detector de arranjo de diodos (Waters 996 PDA detector); injetor
automatico (Waters 717 Plus Autosampler) e um degaseficador de linha (Waters
In-Line Degasser). A coluna analitica utilizada foi uma Hypersil ODS 5 um (250 x
4,6) mm e a fase mével empregada foi acetonitrila:agua:etanolamina (35:65:0,05)
com pH ajustado para 4,5 - 4,6 com solugéo de acido ortofosférico 10%. O eluente
foi monitorado a 200 nm numa vazdo de 1 mL/minuto. A faixa de aquisicao dos
espectros foi de 190 a 400 nm. Utilizou-se acetonitrila grau cromatografico e agua

purificada em sistema de purificagdo MilliQ-Plus (Millipore). Os outros solventes
utilizados foram de grau PA.

2.6. Quantificagao e Identificagdo dos Glicoalcaldides

As areas dos picos nos cromatogramas das amostras de batata foram
comparadas com as areas obtidas de analises de solugdes dos padrdes puros de
a-solanina e a-chaconina dissolvidos em tampéao fosfato KH.PO4 0,05 M. Para
tanto, foram utilizadas curvas de calibragdo externa em 7 niveis de concentracoes
para a quantificacdo dos compostos de interesse (a-solanina e a-chaconina),
sendo que cada padrao foi injetado 3 vezes no sistema cromatografico. Os
calibradores (padrbes dissolvidos em solugdo tampdo KH,PO4 0,05 M) foram
mantidos em temperatura de aproximadamente 5°C e utilizados durante o periodo

maximo de trés meses, conforme indicacéo de Hellenas & Branzell (1997).

A concentracao dos padroes variou de 0,7 ug/mL a 61 ug/mL para a-
solanina e de 0,8 ug/mL a 64 pg/mL para a-chaconina, correspondendo a teores
de 2,9 a 244 e 3,0 a 256 mg/kg de batata in natura para a-solanina e a-chaconina,

respectivamente.

A identificag@o dos picos nos cromatogramas das amostras analisadas foi
feita por comparagéo com o tempo de retencdo e com espectros dos padrdes de

a-solanina (C4sH7sNO1s) e a-chaconina (CasHzsNO14), adquiridos da Sigma Co.
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2.7. Validagdo de Metodologia

Em face da n&o disponibilidade de amostras certificadas, a exatidao do
meétodo foi calculada através dos valores de recuperagé@o obtidos a partir das
andlises de amostras fortificadas. Os padrées foram adicionados nas amostras
liofilizadas antes da adi¢ao da solugdo de extracdo, em quantidades equivalentes
a 21,1 - 64,7 mg/kg de batata in natura para a-solanina, e a 19,0 - 59,1 mg/kg de
batata in natura para a-chaconina. A repetibilidade da recuperacéo, realizada para
o maior nivel de fortificacdo, foi obtida através das analises de uma mesma

amostra em dias diferentes.

A fim de verificar a repetibilidade do método, foram realizadas 8
determinacdes em uma Gnica amostra em um mesmo dia, e calculados o desvio
padréo e coeficiente de variacdo. Subseqiientemente, a amostra controle foi
analisada durante o decorrer do experimento.

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram obtidos de acordo com Miller
& Miller (1993), utilizando dados da regresséo da curva de calibracdo montada
para quantificacdo dos compostos de interesse. Como no decorrer do trabalho
varias curvas de calibragdo foram construidas, os valores finais dos limites de
deteccao e quantificacéo foram considerados como sendo as medianas dos limites
calculados com as diferentes curvas de calibragéo, conforme proposto por Currie
(1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A media do teor de agua retirado das amostras pelo processo de liofilizacéo
variou de 75,0 a 88,3%, valores estes utilizados nos calculos de concentragdo. A
fase mével escolhida composta por acetonitrila, agua e etanolamina, resultou em
adequada separagéo e resolugdo dos picos nos cromatogramas das amostras
analisadas, conforme pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2: Cromatogramas: a) padroes a-solanina e a-chaconina; b) extrato de amostra de tubérculo
inteiro de batata /in natura da variedade Monaliza lavada. Condigoes de analise: Coluna Hypersil
ODS 5 um (250 x 4,6) mm; fase moével: acetonitrila : agua : etanolamina (35:65:0,05; viv/iv), pH 4,5
4.6 ajustado com acido ortofosforico 10%; vazao de 1 mL/min.; leitura 2 200 nm.
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A Tabela 1 mostra os valores de recuperacgao de a-solanina e a-chaconina
para cada amostra fortificada. Os valores médios de recuperagao foram 102,6% e
100,2% para a-solanina e a-chaconina, respectivamente. Estes resultados
mostram que os valores médios de recuperagao para estes glicoalcaldides foram
superiores a 94%, concordando com os resultados encontrados em estudo
interlaboratorial realizado por Hellenas & Branzell (1997). Os coeficientes de
variagao (CV) das médias de recuperacao foram condizentes com a literatura, que

sugere para estudos de recuperagao CV inferiores a 15% e médias de
concentracao obtida com variacado maxima de 20% (Chasin et al., 1994; Chasin et
al., 1998).

Tabela 1: Valores de recuperagao dos glicoalcaléides a-solanina e a-chaconina
em amostras de tubérculos de batata.

Quantidade de padriao

— adicionado % recuperagio
(mg /kg batata)
a-solanina a-chaconina a-Solanina a-chaconina

1 51,2 59,1 101,0 92,0

2 25,8 29,7 108,8 97.3

3 i 19,0 107,9 103,2

4 42,6 38,3 100,5 105,3

5 63,9 57,6 1015 97.3

6 64,1 57,7 103,2 107,6

F 64,7 58,2 1044 101,7

8 64,6 58,2 101,3 99,3

9 63,9 1.5 95,6 86,4

10 64,6 58,2 101,8 111,27
x=1026 x=100,2
DP =3,8 DP=74
Cv=37 cv=74

DP = Desvio Padrao
CV = Coeficiente de Variacdo
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A repetibilidade da recuperacgao, avaliada através dos resultados obtidos de
amostras fortificadas com um mesmo nivel de adigéo de padrées e analisadas em

dias diferentes (n=6), resultou em valores de CV iguais a 3,0 % para a-solanina e

8,8 % para a-chaconina.

A precisdo do método, avaliada durante todo o periodo analitico através de
uma amostra controle (n=7), apresentou coeficiente de variagido de 9,7 e 7,1%
para a-solanina e a-chaconina, respectivamente. Estes valores estio abaixo do

valor limite de 15% sugerido por Horwitz (1980) para compostos presentes em
alimentos em niveis de ppm.

Os limites medianos de quantificacdo obtidos para a-solanina e o-
chaconina foram 2,5 ug/mL e 1,4 ng/mL, e os limites medianos de deteccao foram

0,8 ng/mL e 0,4 ng/mL, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Limites de detecgdo e de quantificag&o calculados a partir de curvas de

calibragcéo construidas com os padrdes a-solanina e a-chaconina.

Glicoalcaléide Limite de Detecgéo Limite de Quantificagio
[ng/mL] [ng/mL]
a-Solanina 0,5 1.6
0,8 2.7
0,9 2,9
0,7 2,3
0,6 2.1
0,9 3,0
Mediana = 0,8 Mediana=2,5
a-Chaconina 0,4 i :
0,6 2,0
0,3 0,9
0,4 1,3
0,4 1,4
0,9 2,9
Mediana = 0,4 Mediana=1.,4
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A resposta do detector foi linear na faixa de 0,7 png/mL a 61 pg/mL para a-

solanina e de 0,8 pg/mL a 64 pg/mL para a-chaconina. Estas faixas de

concentragao compreendem o limite de quantificacdo, bem como a concentracdo

mais alta utilizada nas curvas de calibragdo. Todas as curvas de calibracdo

apresentaram, até o nivel de concentragdo mais alto, valores do coeficiente de

Pearson (r) acima de 0,999.

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos das analises das amostras de

batata coletadas em diferentes locais de venda durante o periodo de 18 meses,
compreendendo janeiro/2000 a junho/2001.

Tabela 3: Variagdo dos niveis de glicoalcaléides totais (GAT) (a-solanina +

o-chaconina) em amostras de tubérculos inteiros.

a-Solanina «-Chaconina GAT
. cVv
Variedade /
SRS (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Tipo (%)
Min. — Max. Min. — Max. Min. — Max. Meédia+ D.P.
Bintje 7 7,5-30,3 25,6 -65,0 33,1-953 59,6 + 20,9 1,6=-7,3
Bolinha 9 228 —88,1 384-1588 612-2469 1124+555 0,7-10,1
Monaliza 12 46-31,3 178-69,5 224-100,8 639+233 0,2-7,3
lavada
Monaliza 04 10,29-46,0 28,1-83,1 39,0 -1291 80,3+40,1 0,1-10,5
escovada
Asterix 02 19,7-31,0 426 —-746 62,0 - 105,6 84,0+ 30,6 0,2

n = nuimero de coletas
CV = Coeficiente de Variagio obtido entre duplicatas de uma amostra
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As concentracdes de glicoalcaldides totais (GAT) em amostras individuais
de tubérculos inteiros das diferentes variedades e tipo estudados (Bintje, Monaliza,
Bolinha, Asterix e Kennebeck) variaram de 22,4 a 2469 mg/kg de batata. A
maioria das amostras analisadas (83%) apresentou teor de glicoalcaléides totais
inferior a 100 mg/kg batata, independentemente da variedade/tipo e do tamanho
do tubérculo. Estes valores estdo dentro da faixa de concentragdo de GAT
relatada pela literatura para outras variedades de batata comercializadas no Brasil
(Spoladore et al., 1983).

A concentragdo de GAT determinada para a variedade de batata
Kennebeck (94mg/kg) néo foi incluida na Tabela 1 porque apenas uma amostra foi
analisada. Esta variedade é utilizada com fins industriais e apenas uma amostra
foi obtida através de doacdo da CEASA-Campinas.

A razéo entre a-chaconina e a-solanina nas diferentes amostras variou de
57:43 a 80:20. A importancia de se conhecer a razao entre estes glicoalcaldides
fundamenta-se em estudos que indicam que o potencial téxico de a-chaconina é
maior do que o de o-solanina (Caldwell et al., 1991; Friedman et al., 1991:
Rayburn et al., 1994). Em estudos de rupturas de membranas por a-solanina e o-
chaconina, Roddick et al. (1988) identificaram uma interacdo sinergética entre
estes glicoalcalbides, sugerindo que as proporgdes relativas destes glicoalcaldides
podem influenciar sua toxicidade mais do que as concentracdes absolutas dos
glicoalcaldides totais, com consequente implicagéo para a recomendacdo de 200
mg GAT/kg de batata como concentragdo segura.

O valor de 200 mg GAT/kg batata, estimado por Slanina (1990) como limite
maximo recomendado, foi excedido por uma Unica amostra, do tipo Bolinha, que
continha 246,9 mg GAT/kg. Esta amostra apresentou tubérculos com peso ao
redor de 15 g, com pontos pretos, manchas verdes em sua superficie e
murchamento.
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De acordo com os graficos da Figura 3 e 4 verifica-se que, além de uma
acentuada variagcdo nos teores de glicoalcaldides totais entre as diferentes
variedades, houve diferencas marcantes entre amostras de uma mesma
variedade, evidenciando uma grande variabilidade individual nos niveis destes
compostos em batatas.

m Bintje m Bolinha
S0%1 B0%T
= % o
:‘." 0% § 10%:+
(%] - |
S W% § 0%
o =
o % 8 0%
(T
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Figura 3: Distribuicio da frequéncia (%) dos niveis de glicoalcaléides totais (a-solanina + o-
chaconina) para cada variedade e tipo de batata analisada.
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Figura 4: Distribuicdo da frequéncia (%) dos niveis de glicoalcaldides totais (a-solanina + o-
chaconina) nas diferentes variedades e tipo de batatas analisadas.

Para a maioria das amostras, obteve-se uma relagdo inversa entre
tamanhos de tubérculos de batata e teor de glicoalcaldides totais. No caso da
variedade Bintje, o peso médio dos tubérculos variou de 72 a 145 g, sendo que a
concentragdo de GAT para os respectivos tamanhos foi 95,3 mg/kg e 33,1 mg/kg.
O mesmo foi observado para a variedade Monaliza lavada, sendo que neste caso
a concentragéo foi de 46,6 mg GAT/kg para os tubérculos de maior tamanho (212
g) e 100,8 mg GAT/kg para os tubérculos de menor tamanho (70g).

Acredita-se que esta relacado inversa entre tamanho e concentragdao nao
tenha sido mantida para todas as amostras analisadas de uma mesma variedade
em face ao estado em que o tubérculo se encontrava. Amostras de tubérculos de
batata de uma mesma variedade, mas que apresentavam forma heterogénea,
pontos pretos, pele esverdeada e textura murcha, apresentaram maiores

concentragbes de glicoalcaldides totais em relagdo a tubérculos com pesos
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inferiores, mas que apresentavam caracteristicas homogéneas de forma, cor

amarelada da pele e textura firme (Tabela 4 e Figura 5).

Tabela 4: Aspecto visual dos tubérculos analisados e teor de glicoalcaldides totais

(GAT).
Descricao

Caracteristicas homogéneas de Heterogeneidade na forma,
Variedade / Tipo forma, cor amarelada da pele e pontos pretos, pele esverdeada

textura firme, e textura murcha

n GAT n GAT
(mg/kg) (mg/kg)

Bintje 4 33,1-617 3 65,6 — 95,3
Bolinha 4 61,2-91,8 5 81,4 —246,9
Monaliza lavada 8 224-88,7 4 45,7-100,8
Monaliza escovada 1 39 3 57,9-129,1
Asterix 1 62,3 1 105,6

N = numero de coletas
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Figura 5: Cromatogramas dos extratos das amostras de tuberculos inteiros de batata in natura do
tipo Bolinha. a) amostra com caracteristicas homogéneas de forma, cor da pele amarelada e
textura firme; b) amostra com forma heterogénea, pontos pretos, pele esverdeada e textura
murcha. Condigcdes de analise: Coluna Hypersii ODS 5§ um (250 x 4,6) mm; fase movel:
acetonitrila:agua:etanolamina (35:65:0,05; viviv), pH 4,5-4,6 ajustado com acido ortofosforico 10%;
vazio de 1 mL/min.; leitura a 200 nm.
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O teor de GAT (mg/kg) das amostras de batata da variedade Bintje e tipo
Bolinha analisadas sem a pele foi 14,7 e 3,7 mg/kg, respectivamente. Quando
analisadas com a pele, o teor de GAT foi 61,7 mg/kg para a variedade Bintje e
61,2 mg/kg para o tipo Bolinha, o que confirma a maior concentracdao de
glicoalcaldides na pele relativamente a polpa. Pele e brotos de tubérculos da
variedade Bintie apresentaram niveis de GAT de 342 mg/kg e 1.370 mg/kg,
respectivamente, o que comprova a maior concentracao de «-solanina e o-

chaconina na regido periférica dos tubérculos de batata.

4. CONCLUSOES

Os resultados apresentados indicam que:

1 - A concentracio de glicoalcaldides totais (GAT) em batatas depende da
variedade e do tamanho do tubérculo. Para tubérculos de uma mesma variedade e
de peso semelhante, o teor de GAT varia em funcéo da textura, cor e presenga de
pontos pretos: tubérculos murchos, de cor esverdeada e com pontos pretos
tendem a apresentar niveis mais elevados de glicoalcaloides.

2 - Os teores de glicoalcaldides totais de batatas das variedades Bintje,
Monaliza lavada, Monaliza escova, Asterix e Kennebeck comercializadas na
regiao de Campinas, sdo inferiores a concentracdo maxima recomendada como
segura para consumo humano.
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ESTUDO DO EFEITO DA LUZ E TEMPERATURA NA FORMAGAO DE
GLICOALCALOIDES EM BATATAS /N NATURA

RESUMO

Com o objetivo de estudar o efeito da luz e temperatura na formagao de
glicoalcaléides em batatas, foram realizados dois experimentos com tubérculos da
variedade Monaliza, de diferentes tamanhos. Os tubérculos foram submetidos por
até 16 dias aos seguintes tratamentos: 1) exposicdo a iluminagado natural, 2)
exposicdo a iluminagdo artificial (fluorescente), 3) estocagem no escuro sob
refrigeracdo (7-8°C) e 4) estocagem no escuro a temperatura ambiente. Os niveis
dos glicoalcaldides totais (a-solanina + a-chaconina) foram determinados
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de fase
reversa C18 e detetor de arranjo de diodos. Considerando-se apenas o teor de
glicoalcaléides no inicio e final dos experimentos, verificou-se que o mesmo
aumentou em todos os tratamentos, muito embora os resultados intermediarios
nao tenham sido consistentes. Os tubérculos de menor tamanho foram os que
apresentaram os maiores teores de GAT, independente da fonte luminosa e da
temperatura. A exposicdo a luz fluorescente, relativamente aos demais
tratamentos, resultou nos maiores teores de GAT ao final dos experimentos. Em
todos os tratamentos os niveis de GAT foram inferiores a 200 mg/kg batata, valor
considerado como concentragao segura para consumo humano.

Palavras chaves: batata, glicoalcaldides, luz, temperatura
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EFFECT OF EXPOSURE TO LIGHT AND TEMPERATURE ON THE
GLYCOALKALOID ACCUMULATION IN POTATO TUBERS

ABSTRACT

Two experiments were designed to study the effect of light exposure and
storage temperature on the total glycoalkaloid (TGA) content of potato tubers of
different sizes. Potato tubers of Monaliza variety were exposed during 16 days to
the following conditions: 1) indirect sunlight exposure, 2) fluorescent light exposure,
3) refrigeration (7-8°C), and 4) storage in darkness under room temperature. The
glycoalkaloids o-solanine e a-chaconine were determined using a reversed phase
C18 HPLC column with a photodiode array detector. TGA levels at the end of the
experiments were higher than the correspondent initial content, although the
intermediate results were not consistent. Smaller tubers presented the highest
TGA concentrations, irrespective of the treatment. Exposure of potato tubers to
fluorescent light resulted in the highest TGA levels, as compared to the other
conditions. In both experiments the levels of TGA found in the analysed potato
samples were below 200 mg/kg, value that has been considered the recommended
safety level for human consumption.

Keywords: potato, glycoalkaloids, light, temperature
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1. INTRODUGAO

Os principais glicoalcaldides presentes em batatas sao a-solanina e a-
chaconina, os quais correspondem a 95% ou mais dos glicoalcaléides totais (GAT)
(Bushway & Ponnampalam, 1981). De acordo com Maga (1980) os glicoalcal6ides
podem ser encontrados praticamente em todas as partes de uma planta normal.
Entre os tecidos que contém glicoalcaldides estao incluidos folhas, caules, flores,
tubérculos, peles e brotos, sendo que as mais altas concentragbes ocorrem na

casca ou pele dos tubérculos e em seus brotos (Morris & Lee, 1984; Smith et al.,
1996).

Acredita-se que estes compostos tenham duas agdes téxicas no organismo
humano: uma sobre a acetilcolinesterase, afetando o sistema nervoso central e
outra sobre as membranas celulares, causando ruptura das membranas do trato
gastrointestinal com danos hemoliticos e hemorragicos (Maga, 1980; Morris & Lee,
1984; Slanina, 1990).

Em geral, os teores de GAT encontrados em batatas comercializadas in
natura sao inferiores a 200 mg GAT/kg, que é o valor considerado seguro por
Slanina (1990). Entretanto, os niveis destes compostos podem variar em
decorréncia da diferenciacdo genética dos varios cultivares existentes, do tipo e
umidade do solo, tratamentos com fertilizantes e pesticidas, poluicdo do ar e
condicdes de armazenamento (Patil et al., 1971; Jadhav & Salunke, 1975;
Friedman & Dao, 1992).

Além disto, a sintese de glicoalcaldides é rapidamente estimulada quando
tubérculos de batata sdo expostos a condicées de estresse como iluminagao ou
injuria mecéanica (Sinden, 1987; Jadhav & Salunkhe, 1975; Jadhav et al, 1981;
Dale et al., 1993). A exposicao dos tubérculos a luz e a baixas temperaturas em
alguns estagios do processamento e venda resulta em mudangcas fisiologicas dos
tubérculos, como o esverdeamento (formagcado de clorofila) e sintese de
glicoalcaléides esteroidais nas camadas mais periféricas da batata, sendo que a

taxa de acumulagéo de glicoalcalbdides € dependente do cultivar, da temperatura
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de estocagem e do tipo de fonte de luz (Griffiths et al., 1997; Griffiths et al., 1998:
Percival, 1999).

Maine et al. (1988) verificaram que a concentracao de glicoalcaldides totais
em 8 dos 10 cultivares estudados aumentou significativamente (p<0,001) apés
exposicdo a luz (9600 lux) por 42 horas, quando comparados com tubérculos
mantidos no escuro. De acordo com os mesmos autores, a identificacdo da

variedade de batata amostrada é importante em decorréncia das diferencas nos
niveis de glicoalcaléides e na sensibilidade a luz.

Alguns estudos tém mostrado que a acumulagcao de glicoalcaldides em
tubérculos de batata pode ser influenciada, significativamente, pelo espectro de
composicdo da fonte luminosa. No caso de tubérculos do cultivar Pentland Hawk,
0 acumulo de glicoalcaldides foi 4 a 6 vezes maior quando expostos a fonte
luminosa fluorescente ou sédio, comparativamente a tubérculos expostos a fonte
luminosa de mercurio. Resultados similares foram obtidos com o cultivar Desirée
(Percival et al., 1993; Percival et al., 1994).

No Brasil, Spoladore et al. (1983) e Spoladore et al. (1985) verificaram que
os teores de glicoalcaldides totais encontrados em tubérculos expostos a luz
natural eram dependentes do cultivar, do periodo de armazenamento e da
interac@o entre essas variaveis.

De forma a obter resultados que pudessem ter uma aplicagao pratica no
sentido de orientar as donas de casa e comerciantes sobre como armazenar
corretamente as batatas, com o intuito de reduzir a formagéo de glicoalcaléides, o
presente estudo teve como objetivo determinar o teor de a-solanina e a-chaconina
em batatas in natura, quando submetidas a diferentes condicbes de luz e
temperatura.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostragem

Foram analisados tubérculos de batata in natura da variedade Monaliza,
que € uma das variedades mais consumidas na regido de Campinas. Os lotes de
tubérculos de batata, constituidos de 30 e 50 quilos, foram adquiridos na CEASA —
Campinas, no periodo de Novembro de 2000 a Abril de 2001. De acordo com
informagoes fornecidas pelos atacadistas, os tubérculos haviam sido colhidos trés
dias antes da coleta. A umidade média dos tubérculos, determinada no inicio dos

tratamentos, foi 82% + 0,74.

Em um primeiro ensaio utilizaram-se, para cada tratamento, 30 tubérculos
lavados e pesados. O intervalo de amostragem foi: 0, 4, 8, 12 e 16 dias. As
meédias dos pesos dos tubérculos em cada tratamento e seus respectivos desvios
padroes estao relacionados na Tabela 1.

Tabela 1: Peso médio do tubérculo para cada tratamento.

Tratamento Peso Médio do Tubérculo
Exposicao a iluminacao natural = 220,66 + 54,05
Exposigéo a iluminagéo artificial X =204,84 + 4689
Estocagem no escuro sob refrigeracao ¥ = 212,35 +37,48
Estocagem no escuro a temperatura ambiente ¥ 216,46 +51,06

Em cada amostragem, cerca de 4 batatas (600 a 800 gramas) foram

retiradas e cortadas em 4 partes, sendo uma das partes (correspondente a uma
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posicao previamente definida) fatiada, congelada e liofilizada. Apés a liofilizacgao,

as fatias foram moidas e misturadas para compor uma amostra.

Com base nos resultados do primeiro experimento, foi delineado um

segundo ensaio, utilizando-se tubérculos de batata pré-selecionados, os quais
foram separados em dois tamanhos, pequeno (A) e médio (B). Tal procedimento
foi adotado para minimizar a influéncia do tamanho das batatas nos resultados do

experimento. As médias dos pesos dos tubérculos utilizados em cada tratamento e
seus respectivos desvios padrdes estdo relacionados na Tabela 2:

Para cada tratamento, em diferentes intervalos de tempo durante o periodo

de 14 dias, foram retirados quatro tubérculos de tamanhos A e B, os quais foram

fatiados, congelados a -15°C e liofilizados. Apds a liofilizacdo, as fatias foram

moidas e misturadas para compor as amostras.

Tabela 2: Peso médio do tubérculo para cada tratamento e tamanho.

Tratamento

Peso Médio do Tubérculo

A

B

Exposic&o a iluminagao natural

Exposicdo a iluminacao artificial

Estocagem no escuro sob refrigeragéo

Estocagem no escuro a temperatura

ambiente

X =73.29+49,50
X =7033+344
X =63,72+7,.29

X =67,76+9,72

X =123,80+18,79

X =112,24+1791

X =121,44+23,06

X =112,98+13,64
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2.2. Tratamentos

Os tubérculos de batata foram submetidos as seguintes condicdes :

1) Exposicdo & iluminagdo natural. as batatas foram deixadas em ambiente

coberto, onde apenas houve incidéncia indireta da luz solar;

2) Exposigdo a iluminagdo artificial (lampadas fluorescentes de 40 W): os
tubérculos de batata foram deixados em bancada de laboratério, onde a
distancia entre a fonte de luz e as amostras foi aproximadamente dois metros.
A exposicdo das batatas a luz foi de forma ininterrupta (dia e noite), a
temperatura ambiente. Através de entrevistas, verificou-se que esta fonte de
luz € a mais utilizada tanto nos locais de venda (hipermercados e varejdes)
como em residéncias (cozinha e area de servico).

3) Estocagem no escuro sob refrigeragdo (7-8°C): as batatas foram armazenadas
em geladeira, sendo expostas a luz somente quando a porta era aberta para
retirada de amostras.

4) Estocagem no escuro a temperatura ambiente: as amostras foram estocadas

dentro de armarios ventilados, sem exposicéo a luz.

Os tubérculos de batata foram colocados em bandejas retangulares (uma
para cada tratamento) e mantidos nas diferentes condi¢es por até 16 dias, tempo
estimado de permanéncia do alimento nas prateleiras dos hipermercados e
varejdes na regido de Campinas. Este também é o periodo aproximado de
estocagem de batatas em residéncias, e corresponde ao tempo necessario para o
tubérculo de batata produzir brotos e adquirir a coloragao verde, comprometendo a
sua comercializagao e/ou consumo.

As batatas expostas a luz (natural ou artificial) foram viradas a cada vinte e
quatro horas, de modo a proporcionar a exposicao uniforme do tubérculo. A cada
amostragem as batatas foram retiradas ao acaso, através de sorteio, e em
seguida preparadas para liofilizacdo e posterior analise por cromatografia liquida
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de alta eficiéncia (CLAE). No caso dos tratamentos 1 e 2, a area de apoio das

batatas foi demarcada em quadrados para se efetuarem as medidas de
intensidade luminosa.

Ao final de cada tratamento, as batatas foram avaliadas visualmente quanto

a aparéncia (brotamento, manchas verdes e presenca de pontos pretos) e textura
(murchamento).

2.3. Medigao da intensidade de luz

As medigcbes da intensidade luminosa foram realizadas com o aparelho
Luximetro (testo 545 — Lux, fc). As medidas no experimento com luz natural (luz
do sol) foram feitas em dias que apresentaram temperatura e luminosidade
diferentes (dias ensolarados e nublados). O experimento com as lampadas
fluorescentes foi realizado longe de janelas e, portanto, ao abrigo da luz natural.
Foram feitas medidas em dias e horarios intercalados.

2.4. Preparagao das Amostras, Extragido e Analise Cromatografica

As amostras de tubérculos de batata correspondentes a cada tratamento
foram analisadas por CLAE, conforme metodologia ja descrita no capitulo 2, itens
2.2 a 2.5 (paginas 55 a 57).

2.5. Recuperacgio

Os valores de recuperagdo foram obtidos ao longo do experimento. A
amostra correspondente ao tempo zero foi utilizada como controle em todas os

testes, que foram conduzidos em trés niveis de fortificacdo (em quantidades

81



Capitulo 3

equivalentes a 21,1 — 64,7 mg/kg batata para a-solanina e 19,0 — 58,2 mg/kg

batata para a-chaconina).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros Monitorados e Recuperagao

A tabela 3 apresenta os resultados das medidas de temperatura e
intensidade luminosa, feitas no decorrer dos diferentes tratamentos.

Tabela 3: Variagédo dos parametros monitorados nos diferentes tratamentos

Tratamentos Temperatura @ Intensidade Luminosa ®
(°C) (Lux)

lluminagao natural 23-29 131 - 868

lluminagao artificial 24 - 30 458 - 960

Estocagem no escuro sob 7-8 —

refrigeracao

Estocagem no escuro a 19-26 -

temperatura ambiente

@ Temperaturas medidas durante o decorrer do experimento
® A intensidade luminosa foi medida pelo aparelho Luximetro (testo 545 — Lux, fc)

O valor médio de recuperacao foi 102% para a-solanina e 101,6% para o-
chaconina, e o coeficiente de variagao das concentracdes de glicoalcaldides das
analises realizadas em duplicata para cada amostra fortificada variou de 0,3 a

5,2% para a-solanina e de 0,6 a 8,6% para a-chaconina.
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3.2. Experimento 1

A Tabela 4 apresenta os niveis de glicoalcaléides totais obtidos nos
diferentes tratamentos. Os resultados indicam uma flutuagdo de valores no
decorrer do experimento, o que dificultou a interpretacdo dos dados e a
comparagéo do efeito dos diferentes tratamentos na formagéo dos glicoalcaldides.
Entretanto, quando se considera apenas o teor de glicoalcaléides no inicio e final
dos experimentos, verifica-se que 0 mesmo aumentou, muito embora o0s

resultados intermedidrios ndo tenham sido consistentes.

Tabela 4: Concentracdo de Glicoalcaloides Totais (mg/kg batata in natura) em

tubérculos de batata da variedade Monaliza submetidos a diferentes

tratamentos.
Tratamento Periodo de exposicdo (dias)
0 4 8 12 16

Exposigdo a luz natural 46,6@ 40,5 38,2 49 1 97,8

(+3,4)" (+1,2) (+5,2) (+7,7) (+3,1)
Exposicao a luz 46,6 70,3 44 4 74,3 67,8
fluorescente

(+ 3,4) (+4,5) 1,1 (+ 4,5) (+4,2)

Estocagem no escuro 46,6 44 6 57,1 42,3 73,9
SOLLIS TR (+ 3,4) (+2.5) *52) (+1,0) +9,2)
Estocagem no escuro a 46,6 63,7 40,8 54,8 87,0
temperatura ambiente

(+34) (£ 2,5) *1,7) (+3,7) (+6,6)

@)h\/alor médio de duplicatas para cada amostra
® Desvio padréo das duplicatas para cada amostra
(
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Conforme ilustrado na Figura 1, a formacdo de glicoalcaldides foi
evidenciada mesmo nos tubérculos estocados no escuro, em niveis comparaveis
aqueles obtidos nos demais tratamentos. Apds 16 dias, os tubérculos mantidos no
escuro apresentaram manchas pretas (podriddo) e formagdo de brotos, o que
confirma o metabolismo ativo da batata, independente da presenca de luz. Alguns
autores (Maine et al., 1988; Percival, 1999; Griffiths et al., 2000; Haddadin et al.,
2001) utilizaram a estocagem no escuro como tratamento controle a fim de avaliar
a variagao da concentragdo de glicoalcaldides em tubérculos de batatas expostos
a luz. Entretanto, tendo em vista os nossos resultados, considera-se que este

procedimento pode ndo ser adequado para todas as variedades de batata.

0 - controle

1004 =i 14 dias estocagem
., [8dias estocagem
o go- 112 dias estocagem
= .
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E w
0 i : |
Q - g -
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O ’
2 ]
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Luznatural  Luz artificial Refrigeragéo Escuro
Tratamentos

Figura 1. Concentracdo de GAT (mg/kg batata in natura) da variedade Monaliza submetida aos
seguintes tratamentos: exposicdo a iluminagio natural, exposicdo a luz fluorescente, estocagem no

escuro sob refrigeracdo e estocagem no escuro. O periodo de exposic3o foi de 16 dias.

De acordo com Percival & Dixon (1996) e Spoladore et al. (1985), durante o
armazenamento de batatas no escuro pode ocorrer atividade residual de
crescimento, permitindo assim que acontecam as reagées de sintese e de

degradagao de compostos e, portanto, a biossintese de glicoalcaldides.
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Os tubérculos que foram expostos a luz artificial (fluorescente)
apresentaram maior intensidade de cor esverdeada em sua superficie, denotando
uma maior producao de clorofila relativamente aqueles mantidos no escuro a
temperatura ambiente (ANEXO 5). Os tubérculos mantidos no escuro e expostos a

luz natural, por sua vez, apresentaram grande formacdo de brotos e
murchamento.

A variabilidade dos teores de glicoalcaléides evidenciada no decorrer de
todos os tratamentos pode ter sido decorrente de diferencas individuais no teor de
glicoalcaldides e da heterogeneidade de distribuicdo dos glicoalcaléides num
mesmo tubérculo. Conforme mencionado anteriormente, a amostragem dos
tubérculos para andlise foi aleatéria e incluiu 4 tubérculos de diferentes tamanhos.
Estes, por sua vez, foram cortados em por¢cdes e apenas uma porcdo de cada
tubérculo foi liofilizada, combinada com as outras porcoes (4 porcdes foram
utilizadas para compor uma amostra) e entdo analisada.

Acredita-se, portanto, que a amostragem tenha sido insuficiente e ou
inadequada para refletir o efeito dos diferentes tratamentos na formacdo dos
glicoalcaldides. Além disso, ao final do experimento os tubérculos apresentaram
pontos pretos (podriddao) e aparéncia imprépria ao consumo. Concluiu-se,
portanto, que o tempo de exposicao de 16 dias foi demasiado longo.

3.3. Experimento 2

A fim de minimizar a influéncia do tamanho dos tubérculos na formacéao de
glicoalcaldides ao final dos tratamentos, e de evitar que 0s mesmos se
apresentassem improprios para o consumo (brotos e murchamento) ao final do
tratamento, decidiu-se por uma pré-selecdo dos tubérculos em tamanhos mais
uniformes e uma redugdo do periodo de exposicdo de 16 para 14 dias,
respectivamente. Os teores de glicoalcaldides determinados nas diferentes
amostras estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Concentracdo de Glicoalcaldides Totais (mg/kg batata in natura) em

tubérculos de batata da variedade Monaliza expostos a diferentes

tratamentos.
Tratamento Tamanho Periodo de exposi¢ao aos tratamentos (dias)
0 3 7 14
51,4@ 1+ 059" 96,9 +0,51 733+238  925+011
m (68:32)
Exposicao a luz (72:28) (71:29) (70:30)
natdral 514+050 427+102 646+475 589+226
(72:28) (73:27) (67:33) (70:30)
51,4 +0,59 59,9 + 0,71 103,6 +1,44 107,8 +11,60
Exposicao a luz (72:28) (72:28) (64:36) (61:39)
fluorescente 514+050 49,8+457 67,9+156 103,2+841
(72:28) (72:28) (67:33) (66:34)
51,4 +059 749 +1,75 87,2 +4,30 81,8 +8,70
Estocagem sob (72:28) (73:27) (71:29) (69:31)
refrigeragao 514:050 587+349 5084484 650122
(72:28) (72:28) (68:32) (70:30)
51,4 +0,59 76,5 +4,53 76,9 +2,57 60,8 +2,96
e — (72:28) (72:28) (72:28) (73:27)
euio 514+050 722+296 59,6+737 57,0+144
(72:28) (73:27) (71:29) (72:28)

@ v/alor médio de duplicatas para cada amostra

) RazZo entre a-chaconina:a-solanina
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Analisando-se o perfil dos gréaficos na Figura 2, observa-se novamente que
os teores de glicoalcaldides flutuaram durante os experimentos, apesar da
alteracao feita na selecao dos tubérculos. Apenas os tubérculos expostos a luz
fluorescente apresentaram aumento continuo do teor de glicoalcaldides.

As concentragbes finais de glicoalcaléides nos tubérculos de menor
tamanho (A) foram maiores do que as concentracées nos tubérculos de maior
tamanho (B), independente do tratamento. Estudos realizados com os cultivares
Pentland Dell e Estima indicaram que a concentracdo de glicoalcaldides no
tubérculo era altamente afetada pelo genétipo, e que havia uma relagao inversa
entre concentragao de glicoalcaldides totais e peso de tubérculos individuais para

os dois cultivares (Papathanasiou et al., 1999).

Para ambos os tamanhos de tubérculos, o tratamento com exposigéo a luz
fluorescente foi o que mais induziu a formacéo de glicoalcaldides totais, dobrando
praticamente sua concentragéo inicial (maximo de 107,8 mg GAT/kg batata) ao
final dos 14 dias de experimento.

Um aumento do teor de glicoalcaldides totais equivalente a 534% e 173%
do teor inicial foi observado em batatas das variedades Brodick e Eden.
respectivamente, apds exposi¢édo a lampadas de sddio por um periodo de 5 dias
(Griffiths et al., 2000). Estudos conduzidos por Percival et al. (1994) com batata da
variedade Pentland Hawk evidenciaram um efeito superior da luz fluorescente
relativamente a luz de mercurio, e inferior em relacéo a de sodio, na formacao de
glicoalcaloides apds 13 dias de exposi¢do. As concentragées de glicoalcaldides
em batatas expostas as fontes de luz fluorescente, sédio e merctrio aumentaram
de 22,8 para 5584, 6980 e 2115 mg GATkg de batata in natura,
respectivamente. Comparando-se estes valores com os obtidos no presente
estudo, verifica-se que a variedade de batata tem uma grande influéncia na
formacao de GAT, independente da fonte de luz.
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Figura 2. Concentracdo de GAT (mg/kg batata in natura) da variedade Monaliza submetida aos
seguintes tratamentos: exposicdo a iluminagao natural, exposigdo a luz fluorescente, estocagem no
escuro sob refrigeracdo e estocagem no escuro. O periodo de exposi¢ao foi de 14 dias: a) tamanho

A; b) Tamanho B.
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Conforme ja comentado, os tubérculos de ambos tamanhos expostos 3 luz
natural apresentaram flutuacdes nos teores de glicoalcaléides durante o periodo
de tratamento. Para os tubérculos de menor tamanho (A), onde se verificou maior
formac&o de glicoalcaldides, a concentracao dos mesmos aumentou de 51,4 para
96,9 mg/kg batata nos trés primeiros dias, diminuindo em seguida para 73,3 e por
ultimo aumentou para 92,5 mg/kg batata. Percival et al. (1996) ao estudar trés
cultivares de batata (Kerrs Pink, Pentland Hawk e Desirée), verificaram que,
independente do cultivar, a concentragéo de glicoalcal6ides era maior em batatas
apés exposicéo a luz natural por 21 dias, quando comparadas com concentracées
iniciais, sendo que em cada cultivar as concentracdes também flutuaram durante o
periodo de exposicdo, ndo tendo sido observada a formacdo continua de
glicoalcaldides.

Os resultados da tabela 5 indicam que o percentual de aumento do teor de
glicoalcaldides totais (GAT) nos tubérculos de menor tamanho (A) ao final dos
tratamentos com luz artificial e natural foi aproximadamente 6 e 4 vezes superior
ao de tubeérculos estocados no escuro, respectivamente. Também Salunkhe et al.
(1972) verificaram que a exposicao de batatas a luz, seja ela natural ou artificial,
pode ocasionar aumento da sintese de glicoalcaléides para niveis 3 ou 4 vezes
superiores aos encontrados quando as batatas sdo mantidas no escuro.

As batatas estocadas sob refrigeracéo (7-8°C), embora também mantidas
na auséncia de luz, sintetizaram glicoalcaldides (maximo de 81,8 mg GAT/kg
batata) em niveis acima daqueles encontrados para tubérculos estocados no
escuro a temperatura ambiente (60,8 mg GAT/kg batata). Griffiths et al. (1998)
observaram que o acimulo de glicoalcaldides pode ocorrer quando tubérculos de
batata s@o expostos a baixas temperaturas (10 e 4°C), e que a magnitude deste
efeito na biossintese de glicoalcaldides depende da variedade.

Os dados obtidos mostram que a exposicdo continua a luz fluorescente
diminuiu a raz&o de a-chaconina:a-solanina de 75:25 para 61:39 para o tamanho
de tubérculo A e para 66:36 para o tamanho B, indicando um aumento da sintese

de a-solanina em detrimento da sintese de a-chaconina.
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Alfa-solanina e a-chaconina possuem acao sinergistica diferenciada na
ruptura de membranas, dependendo do tipo e concentracao na mistura (Roddick
et al., 1988; Rayburn et al., 1995). Phillips et al. (1996) observaram que a mistura
destes glicoalcaldides era mais citotoxica do que os compostos individualmente, e
que estes glicoalcaldides, particularmente a-chaconina, sao citotoxinas potentes
com rapida acdo na inducéo de ruptura celular. Como o potencial toxico de a-
chaconina é maior do que o da a-solanina, a a-chaconina pode ser mais
proeminente em caso de intoxicacao por batatas. Assim, as proporcoes relativas
de glicoalcaldides podem influenciar a toxicidade mais do que as concentragoes
absolutas dos glicoalcaléides totais, com consequente implicagao para a
recomendacao de 200 mg GAT/kg batata como concentragdo segura. Ja na agéo
inibitéria da enzima acetilcolinesterase, estes glicoalcaldéides foram igualmente

efetivos e os tratamentos combinados nao promoveram evidéncia de sinergismo
(Roddick, 1989).

4. CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos neste estudo e, considerando-se as
flutuacdes observadas, pode-se concluir o seguinte:

1 - Nao é possivel recomendar a estocagem sob refrigeracdo efou no
escuro como medidas praticas eficazes para inibir a formagao de glicoalcaldides
em batatas.

2 - Independente das condi¢cdoes de estocagem, tubérculos de batata de
menor tamanho (A) tendem a acumular mais glicoalcaloides que os de maior
tamanho (B).

3 - A exposicao a luz fluorescente favorece a formagéo de a-solanina e a-
chaconina, independente do tamanho do tubérculo, dobrando praticamente sua
concentracao inicial ao final de 14 dias.
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4 - A estocagem de batatas da variedade Monaliza sob luz fluorescente, no
escuro, na geladeira ou sob luz natural por até 14 dias nao resulta em
concentragdes de a-solanina e a-chaconina que possam torna-las impréprias para

0 consumo, tomando-se como referéncia o limite de 200 mg GAT/kg batata
recomendado por Slanina (1990).

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BUSHWAY, R. J.; PONNAMPALAM, R. a-Chaconine and a-solanine content of
potato products and their stability during several modes of cooking. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, Washington, v.29, n.4, p.814-817, 1981.

DALE, M. B. F.; GRIFFITHS, D. W.; BAIN, H.: TODD, D. Glycoalkaloid increase in
Solanum tuberosum on exposure to light. Annals of Applied Biology, Warwick,
v.123, n.2, p.411-418, Oct., 1993.

FRIEDMAN, M.; DAO, L. Distribution of glycoalkaloids in potato plants and
commercial potato products. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
Washington, v.40, n.3, p.419-423, Mar., 1992.

GRIFFITHS, D. W.; BAIN, H.; DALE, M. F. B. Effect of storage temperature on
potato (Solanum tuberosum L.) tuber glycoalkaloid content and the subsequent
accumulation of glycoalkaloids and chrofophyll in response to light exposure.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, Washington, vol.46, n.12, p.5262-
5268, Dec., 1998.

91



Capitulo 3

GRIFFITHS, D. W.;: BAIN, H.; DEIGHTON, N.; ROBERTSON, G. W.; DALE, M. F.
B. Photo-induced synthesis of tomatidenol-based glycoalkaloids in Solanum
phureja tubers. Phitochemistry, Oxford, vol.53, n.7, p.739-745, Apr., 2000.

GRIFFITHS, D. W; BAIN, H.; DALE, M. F. B. The effect of low-temperature
storage on the glycoalkaloid content of potato (Solanum tuberosum) tubers.
Journal of the Science of Food and Agriculture, W Sussex, v.74, n.3, p.301-
307, July, 1997.

HADDADIN, M. S. Y.; HUMEID, M. A;; QAROOT, F. A.; ROBINSON, R. K. Effect
of exposure to light on the solanine content of two varieties of potato (Solanum
tubersoum) popular in Jordan. Food Chemistry, vol.73, n.2, p.205-208, May,
2001.

JADHAV, S. J.; SALUNKHE, D. K. Formation and control of clorophyll and
glycoalkaloids in tubers of Solanum tuberosum L. and evaluation of glycoalkaloid
toxicity. Advances in Food Research, San Diego, v.21, p.307-354, 1975.

JADHAYV, S. J.; SHARMA, R. P.; SALUNKHE, D. K. Naturally occuring toxic
alkaloids in foods. CRC Critical Reviews in Toxicology, v.9, n.1, p.21-104, 1981.

MAGA, J. A. Potato glycoalkaloids. CRC Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, v.12, n.4, p.371-405, July, 1980.

MAINE, M. J.; BAIN, H. & JOYCE, J. A. L. Changes in the total tuber glycoalkaloid
content of potato cultivars on exposure to light. Journal of the Agricultural
Science, Cambridge, v.111, n.1, p.57-58, Aug., 1988.

92



Capitulo 3

MORRIS, S. C.; LEE, T. H. The toxicity and teratogenicity of Solanaceae
glycoalkaloids, particularly those of the potato (Solanum tuberosum): a review.
Food Technology in Australia, North Sydney, v.36, n.3, p.118-124, Mar., 1984.

PAPATHANASIOU, F.; MITCHELL, S. H.; HARVEY, B. M. R. Variation in

glycoalkaloid concentration of potato tubers harvested from mature plants.
Journal of the Science of Food and Agriculture, W Sussex, vol.79, n.1, p.32-36,
Jan., 1999.

PATIL, B. C.; SALUNKHE, D. K.; SINGH, B. Metabolism of solanine and
chlorophyll in potato tubers as affected by light and specific chemicals. Journal of
Food Science, Chicago, v.36, n.3, p.474-476, 1971.

PERCIVAL, G. C. The influence upon glycoalkaloid and chlorophyll accumulation
in potato tubers (Solanum tuberosum L.). Plant Science, Clare, v.145, n.2, p.99-
107, July, 1999.

PERCIVAL, G. C,; HARRISON, J. A. C; DIXON, G. R. The influence of
temperature on light enhanced glycoalkaloid synthesis in potato. Annals of
Applied Biology, Warwick, v.123, n.1, p.141-153, Aug., 1993.

PERCIVAL, G.; DIXON, G. R. Glycoalkaloid concentrations in aerial tubers of
potato (Solanum tuberosum L.). Journal of the Science of Food and
Agriculture, W Sussex, vol.70, n.4, p.439-448, Apr., 1996.

PERCIVAL, G.; DIXON, G. R.; SWORD, A. Glycoalkaloid concentration of potato
tubers following exposure to daylight. Journal of the Science of Food and
Agriculture, W Sussex, v.71, n.1, p.59-63, May, 1996.

o3



Capitulo 3

PERCIVAL, G.; DIXON, G.; SWORD, A. Glycoalkaloid concentration of potato
tubers following continuous illumination. Journal of the Science of Food and
Agriculture, W Sussex, v.66, n.2, p.139-144, Oct., 1994.

PHILLIPS, B. J.; HUGHES, J. A;; PHILLIPS, J. C.; WALTERS, D. G.; ANDERSON,
D.; TAHOURDIN, C. S. M. A study of the toxic hazard that might be associated
with the consumption of green potato tops. Food and Chemical Toxicology,
Oxford, v.34, n.5, p.439-448, May, 1996.

RAYBURN, J. R.; FRIEDMAN, M. & BANTLE, J. A. Synergistic interaction of
glycoalkaloids a-chaconine and a-solanine on developmental toxicity in xenopus

embryos. Food and Chemical Toxicology, Oxford, vol.33, n.12, p.1013-1019,
Dec., 1995.

RODDICK, J. G. The acetylcholinesterase-inhibitory activity of steroidal
glycoalkaloids and their aglycones. Phytochemistry, Oxford, v.28, n.10, p.2631-
2634, 1989.

RODDICK, J. G.; RIUNENBERG, A. L.; OSMAN, S. F. Synergistic interaction
between potato glycoalkaloids a-solanine and o-chaconine in relation to

destabilization of cell membranes: Ecological implications. Journal of Chemical
Ecology, New York, vol.14, n.3, p.889-902, Mar., 1988.

SALUNKHE, D. K; WU, M. T.; JADHAV, S. J. Effects of light and temperature on
the formation of solanine in potato slices. Journal of Food Science, Chicago,
v.37, n.6, p.969-970, 1972.

SINDEN, S. L. Potato glycoalkaloids. Acta Horticulturae, 207, p.41-47, 1987.

94



Capitulo 3

SLANINA, P. Solanine (glycoalkaloids) in potatoes: toxicological evaluation. Food
and Chemical Toxicology, Oxford, v.28, n.11, p. 759-761, Nov., 1990.

SMITH, D. B.; RODDICK, J. G.; JONES, J. L. Potato glycoalkaloids: some
unanswered questions. Trends in Food Science & Technology, Oxford, vol.7,
n.4, p.126-131, Apr., 1996.

SPOLADORE, D. S.; TEIXEIRA, J. P. F.; ZULLO, M. A. T.; TEIXEIRA, P. R. M;;
COELHO, S. M. B. M. & MIRANDA F°., H. S. Ocorréncia de glicoalcaldides e
esverdeamento em tubérculos de batata recém-colhidos e armazenados.
Bragantia, Campinas, v.42, p.221-231, 1983.

SPOLADORE, D. S.; ZULLO, M. A. T.; TEIXEIRA, J. P. F.; COELHO, S. M. B. M;
MIRANDA F°, H. S. Sintese de clorofilas e glicoalcaldides em tubérculos

maduros de batata armazenados a luz natural. Bragantia, Campinas, v.4, n.1,
p.197-208, 1985.

95



g

i =L




Anexos

ANEXO 1: a) Espectros dos padroes a-solanina e a-chaconina (faixa de aquisigao:
190 a 400 nm); b) Cromatograma dos padroes de a-solanina e a-chaconina
(leitura a 200 nm), dissolvidos em tampao fosfato monobasico 0,05 M. Condigbes
de analise: Coluna Hypersii ODS 5 pm (250 x 4,6) mm; fase movel:

acetonitrila:agua:etanolamina (35:65:0,05; v/iviv), pH 4,5-4,6 ajustado com acido
ortofosférico 10%; vazao de 1 mL/min..
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ANEXO 2: Cromatogramas dos extratos das amostras de tubérculos inteiros de
batata in natura das variedades. a) Monaliza escovada: b) Asterix. Condicoes de
analise: Coluna Hypersi ODS 5 pum (250 «x 46) mm; fase movel:
acetonitrila:agua:etanolamina (35:65:0,05; viviv), pH 4,5-4.6 ajustado com acido
ortofosforico 10%; vazao de 1 mL/min.; leitura a 200 nm.

0.025
a
0.020
S
©
g o015
) £
= E
s :
@ 0010 5
& g 9
= s
o
0.005 @
o.ooo\_J 1
200 400 600 800 1000 1200
Tempo (minutos)
0.025
b
0.020]
S
©
4]
O 0015
o 3
° 2
© &
. Q
S 0010 =
E o
o
2 £
..]
0.005 3
o.ooo/—)
\_ T T ~ T N . . T . —~ ‘3 T T T . T T -
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Tempo (minutos)



Anexos

ANEXO 3: Cromatogramas dos extratos das amostras de tubérculos inteiros de
batata in natura das variedades: a)Bintje; b) Kennebeck. Condi¢gdes de analise:
Coluna Hypersi ODS 5 um (250 x 46) mm; fase movel:
acetonitrila:agua:etanolamina (35:65:0,05; viviv), pH 4,5-4,6 ajustado com acido
ortofosférico 10%; vazao de 1 mbL/min_; leitura a 200 nm.
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ANEXO 4: Amostra de tubérculos inteiros de batata in natura do tipo Bolinha: a)
Espectros (faixa de aquisicdo: 190 a 400 nm); b) Cromatogramas (leitura a 200
nm). Condicdes de analise: Coluna Hypersil ODS 5 um (250 x 4,6) mm; fase
movel: acetonitrila:aguazetanolamina (35:65:0,05; viviv), pH 4,5-4,6 ajustado com
acido ortofosférico 10%; vazao de 1 mL/min..
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ANEXO 5: Tubérculos de batata da variedade Monaliza submetidos aos seguintes
tratamentos: estocagem no escuro & temperatura ambiente e exposicdo a

iluminacao artificial (fluorescente). O periodo de exposi¢ao foi de 16 dias.

Tratamento: Estocagem no escuro

Tratamento: Exposi¢do a luz fluorescente
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