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Considerando que a cor vermelha da acerola decorre da presenga de antocianinas,
objetivou-se caracteriza-las em frutos maduros provenientes de 12 gendtipos. O teor de
antocianinas e caracteristicas cromaticas foram determinados pelo método pH diferencial e
sistema CIELAB (L*a*b*), respectivamente, e os resultados submetidos a correlagdo de
Pearson. Pigmentos hidrolisados, separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
foram identificados tendo como base os padrdes de referéncia. As antocianinas isoladas
foram testadas quanto ao potencial antioxidante através do método [-caroteno/acido
linoléico e do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). O teor de antocianinas
variou de 64,65 mg/100g (008-CPA) a 6,45 mg/100g (002-SPE). A polpa do genotipo 015-
CPA foi caracterizada amarelada, enquanto a do 005-APE, a mais vermelha. Foram
encontradas correlagdes positivas entre a concentracdo de antocianinas € o parametro a* e
negativas com L*, b* C* e hy. A cianidina e pelargonidina foram as antocianidinas
identificadas em todos os gendtipos. A atividade antioxidante situou-se entre 28,58 a
47,07% e a capacidade de seqliestrar o radical livre DPPH, variou em funcdo dos
genotipos, da concentragdo e do tempo de reagdo. Os resultados demonstraram que a
influéncia da concentracdo das antocianinas na expressao da cor € parcial; as antocianinas
possuem diferentes graus de glicosilacdo e auséncia de acilagdo; os genotipos apresentam
diferentes propor¢des de cianidina e pelargonidina; as antocianinas isoladas exibem
capacidade antioxidante e o gendtipo 008-CPA, pelo elevado teor de antocianinas,

apresenta maior potencial antioxidante.
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Since acerola’s red color is due to anthocyanins presence, the aim of this reseach was to
characterize these pigments in mature fruits from 12 genotypes. Total anthocyanins and
chromatic characteristics were evaluated by pH differential method and CIELAB (L*a*b*)
color system, respectively, and the results were submitted to the Pearson correlation.
Hydrolyzed pigments, separated by high-performance liquid chromatography, were
identified based on standard compounds. The antioxidant potential of isolated
anthocyanins was measured according to the P-carotene bleaching method and 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay. Anthocyanin contents varied from 64,65
mg/100g (008-CPA) to 6,45 mg/100g (002-SPE). The pulp of genotype 015-CPA was
characterized as yellow whereas the pulp of 005-APE was the reddest. Positive correlations
were found between anthocyanin contents and a* parameter and negatives with L*, b*, C*
e hgp. Cyanidin and pelargonidin were anthocyanidins identified in all genotypes.
Antioxidant activity ranged from 25.58 to 47.04% a and the free radical scavenging
capacity varied according to the genotypes, the concentration and the reaction time. The
results showed that the influence of anthocyanin concentrations on color expression is
partial; anthocyanins have different glycosylation patterns and absence of acylation;
genotypes show different proportions of cyanidin and pelargonidin; isolated anthocyanins
exhibit antioxidant capacity and the genotype 008-CPA, due to the high anthocyanin

content, shows strong antioxidant potential.
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A aceroleira (Malpighia emarginata D.C.), cujos frutos sdo conhecidos pelo
elevado conteudo de vitamina C, foi introduzida no Brasil na década de 50. No entanto,
apenas a partir do inicio da década de 80, seus plantios ganharam expressao econdmica
face a crescente demanda do mercado interno e externo (PAIVA; ALVES; BARROS,
1999).

Em decorréncia da forma de propagacdo, inicialmente utilizada por sementes, os
pomares comerciais de acerola no pais apresentam acentuada variabilidade genética
facilmente identificada em termos de produtividade, caracteristicas das plantas e qualidade
dos frutos (OLIVEIRA; SOARES FILHO, 1999).

A tdnica dominante das pesquisas, iniciadas em 1950, sobre o seu fruto e produtos
foi a avaliacdo do teor ¢ estabilidade da vitamina C em relagdo aos diferentes estadios de
maturagdo, condi¢cdes de processamento e armazenamento (ASENJO; MOSCOSO, 1950;
FITTING; MILLER, 1960; LEME Jr., FONSECA; NOGUEIRA, 1973; ROCHA, 1988;
CARVALHO; MANICA, 1994; MATSUURA et al., 1997; MACIEL et al., 1999; MELO;
LIMA; NASCIMENTO, 1999). Nao obstante a importancia da cor, pardmetro
freqlientemente utilizado para avaliar o ponto 6timo de colheita dos frutos ¢ como
argumento de escolha pelo consumidor na hora da compra, a importancia das antocianinas,
pigmentos responsaveis pela cor vermelha da acerola madura, ganhou destaque a partir da
década de 90 face ao conhecimento dos efeitos benéficos a saude (KONG et al., 2003;
LILA, 2004).

Os artigos cientificos publicados sobre este tema, com vistas a identificar e
caracterizar as antocianinas, em sua maioria, se reportam a frutos de clima temperado tais
como: morango, framboesa, cereja doce, “blueberry, cranberry, chokeberry, lingonberry”,

(13

“bue honeysuckle” (Lonicera caerulea L.), amora negra, groselha negra, uvas, “sea
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buckthorn (Hippohaé rhamnoides), “Chinese bayberry” (Myrica rubra), Rhamnus
alaternus L., Ruscus aculeatus L.

Os resultados gerados evidenciam diferencas qualitativas € quantitativas entre os
frutos da mesma espécie e de diferentes espécies, com reflexo sobre suas propriedades
funcionais e aceitabilidade. No que diz respeito a identificacdo, caracterizagao e atividade
antioxidante das antocianinas presentes em gendtipos de acerola verifica-se que as
informagdes sdo, além de escassas, incipientes. Desta forma, considerando o potencial do
fruto quanto a esta propriedade, bem como a comprovada diversidade entre as espécies
cultivadas foi implementada esta pesquisa com o objetivo de gerar novos conhecimentos,
inclusive avaliar a influéncia genética sobre a atividade antioxidante deste fruto, de

expressivo cultivo e consumo em nosso Pais.



REVISAO DA LITERATURA

Parte desta Revisdo da Literatura foi publicada no Boletim da Sociedade Brasileira de

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 37 (Supl.), p, 121-128, 2003.
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CONSIDERACOES GERAIS SOBRE ACEROLA

A euforia inicial que caracterizou a explosao do cultivo da aceroleira no Brasil, cujo
crescimento rapido e desordenado dos pomares pela utilizagdo de mudas obtidas por via
sexuada, originou alta segregacao no porte e produgdo da planta, € no tamanho, forma, cor
e teor de vitamina C dos frutos (GONZAGA NETO, 1995; GONZAGA NETO;
MATTUZ; SANTOS, 1999; SEMENSATO; PEREIRA, 2000; LOPES; PAIVA, 2002;
BRUNINI, et al., 2004).

Programas de melhoramento da aceroleira vém sendo conduzidos por diversas
instituicdes de pesquisa, visando selecionar genétipos de interesse agrondmico, baseado,
principalmente, na qualidade do fruto e na alta produtividade (LOPES; PAIVA, 2002).
Como resultado, foi langada em 1998, a cultivar Sertaneja, indicada para cultivo nas areas
irrigadas do Submédio Sao Francisco, cujos frutos apresentam, dentre outras caracteristicas
agronomicas, teor de vitamina C superior a 1.500 mg/100g de polpa (GONZAGA NETO;
BEZERRA, 2000), e a cultivar Olivier, que produz frutos maduros de coloragdo vermelho-
intensa, com teor de vitamina C de 2.022,5 mg/100g e periodo de pds-colheita mais
prolongado selecionada em pomar comercial instalado no Municipio de Junqueirépolis-SP,
(KANNO; RIZZI; KAVATI, 2000).

A elevada producdo e perecibilidade destes frutos motivaram os tecnologistas a
realizarem pesquisas tendo em vista a sua conservagdo e geracdo de novos produtos
industrializados. O congelamento tem sido um dos principais métodos utilizados na
conservagdao de polpas, cujos efeitos sobre a estabilidade de constituintes bioativos tém
sido avaliados por diversos autores: teor de antocianinas (LIMA et al.,, 2003), de
carotendides (AGOSTINI-COSTA; ABREU; ROSSETTI, 2003) e de vitamina C

(YAMASHITA et al, 2003). Recentemente, Matta, Moretti e Cabral (2004)
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desenvolveram um processo para obter suco de acerola clarificado por microfiltragcdo e
concentrado por osmose reversa; Alves et al. (2005) aplicaram a desidratacdo osmética aos
frutos com o objetivo de diversificar as alternativas de consumo e ainda polpa de acerola
em po, obtida por secagem em leito de jorro, que teve sua estabilidade avaliada por Gomes,
Figueirédo e Queiroz (2004). O suco de acerola também tem sido utilizado na elaboracao
de “blends” como forma de enriquecer o suco integral de abacaxi com vitamina C
(MATSUURA; ROLIM, 2002). Estes e outros produtos demonstraram a potencialidade
industrial deste fruto.

Esta tendéncia também tem acompanhado as pesquisas voltadas para as fungodes
bioldgicas exercidas pelos seus constituintes. Hoje se sabe que além da prevengdo do
escorbuto e da acdo redutora da vitamina C, esta também atua como agente antioxidante
(VANNUCCHI; JORDAO Jr., 1998) sendo secundada por outros constituintes presentes
no fruto. Hwang, Hodis e Sevanian (2001) relataram que a adi¢do de extrato de acerola aos
extratos de soja e de alfafa potencializou a inibi¢do da oxidagdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL). Este efeito protetor foi atribuido a um possivel sinergismo entre os
flavonodides presentes nos extratos de soja e de alfafa e ao acido ascorbico no extrato da
acerola. Estudos recentes demonstram que extratos de acerola também contém substancias
biofuncionais, como as antocianinas, cuja atividade bioldgica, sugere uma possivel
aplicacdo na reducdo de doencas degenerativas, inclusive cancer (MOTOHASHI et al.,

2004).
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ANTOCIANINAS
Estrutura quimica e estabilidade

As antocianinas, pigmentos soluveis em dgua, sdo compostos fenolicos
pertencentes a classe dos flavondides que apresentam uma estrutura formada por dois anéis
aromaticos ligados através de trés carbonos, que normalmente formam um heterociclo
oxigenado (BRAVO, 1998; ROBARDS et al., 1999). Esses pigmentos conferem as varias
nuancas entre laranja, vermelho e azul, exibidas pelas frutas, hortalicas, flores, folhas e
raizes (FRANCIS, 1989). Esta diversidade justifica a énfase dada as pesquisas relacionadas
com a identificagdo das estruturas quimicas e a estabilidade destas substancias nas décadas
de 60, 70 ¢ 80 do século passado (SAKAMURA; FRANCIS, 1961; FRANCIS;
SERVADIO, 1963; DARAVINGAS; CAIN, 1965; FRANCIS; HARBORNE; BARKER,
1966; DARAVINGAS; CAIN, 1966; FRANCIS, 1967; STARR; FRANCIS, 1968;
FULEKI; FRANCIS, 1968; WROLSTAD; PUTNAM; VARSEVELD, 1970; DEKAZOS,
1970; SIEGEL; MARKAKIS; BEDFORD, 1971; WROLSTAD; ERLANDSON, 1973;
SKALSKI; SISTRUNK, 1973; SAKELLARIADES; LUH; 1974; PALAMIDIS;
MARKAKIS, 1975; BARRIT; TORRE, 1975; FLORA, 1976; CHAN IJr.; KAO-JAO;
NAKAYAMA, 1977, WILLIAMS; HRAZDINA, 1979; POEI-LANGSTON;
WROLSTAD, 1981; MACCARONE; MACCARRONE; RAPISARDA, 1985).

O termo “antocianinas”, derivado do grego (anthos, flores e kyanos, azul), foi
criado por Marquart, em 1835 para designar os pigmentos azuis das flores (MARKAKIS,
1974; MAZZA; MINIATI, 1993). Quimicamente, apresentam como estrutura basica o
cation 2-fenilbenzopirilium, também denominado cation flavilium (BOBBIO; BOBBIO,
1995). As antocianinas s3o glicosideos que por hidrolise 4cida, liberam agliconas também

denominadas de antocianidinas e, dentre as encontradas na natureza, apenas seis estao
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presentes nos alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e

malvidina, que diferem entre si quanto ao ntimero de hidroxilas e grau de metilagdo,

presentes no anel B (Figura 1) (FRANCIS, 1989).

Antocianidinas R' R’
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCHj; H
Petunidina OCH; OH
Malvidina OCH; OCHj

Figura 1: Estrutura das seis antocianidinas mais comuns

Estes pigmentos podem estar glicosilados por diferentes agucares, sempre ligados

na posicao 3. No caso de diglicolisacdo, o segundo agucar geralmente encontra-se na
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posi¢do 5 e, de outras glicosilagdes, nas posi¢goes 7, 3°, 4> ¢ 5° (SHRIKHANDE, 1976;
TIMBERLAKE, 1980; BROUILLARD, 1982). Os agtcares mais comumente ligados as
estruturas das antocianidinas sdo, por ordem de ocorréncia: glicose, ramnose, xilose,
galactose, arabinose e frutose (FRANCIS, 1989). Dissacarideos e trissacarideos, formados
pela combinacdo destes monossacarideos, podem, também, estar glicosilados a algumas
antocianidinas. Por sua vez, os residuos de acgtcares podem estar acilados com o acido p-
cumarico e, ocasionalmente, com os acidos caféico, ferulico ou sindpico e, algumas vezes,
com os acidos p-hidroxibenzodico, maldnico, acético, succinico, oxalico e malico, que
geralmente se encontram ligados ao C-4 da molécula do agticar (MARKAKIS, 1974;
BROUILLARD, 1982; FRANCIS, 1989; FRANCIS, 1982). A luz destas diferenciagdes,
Jackman, Yada e Tung (1987) relataram a ocorréncia de, pelo menos, 247 diferentes
antocianinas na natureza, numero que, segundo Strack e Wray, em 1994, foi alterado para
aproximadamente 300.

Quanto a localizacdo das antocianinas, Dekazos (1970) encontrou-as em maior
propor¢do na pelicula (0,4%) do que no fruto (aproximadamente 0,05%) de cerejas
maduras. No que foi secundado por Gross (1987), que relatou a presenga das mesmas no
mesocarpo, a exemplo dos relatados para cerejas, morangos, groselhas e framboesa. Esta
constatagdo também foi recentemente observada na pitanga roxa madura, que apresentou
0,42% e 0,03% de antocianinas na pelicula e na parte comestivel, respectivamente (LIMA;
MELO; LIMA, 2002).

Segundo Brouillard (1982), as antocianinas sdo pigmentos muito instaveis,
podendo ser destruidas por diversos fatores, tais como: presenca de oxigénio, temperatura,
pH do meio, teor de vitamina C, entre outros. Destes, o pH ¢ o fator que mais afeta a cor da

maioria das antocianinas em solugdo: vermelha, em pH 4&cido, azulada, em pH
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intermediario, e incolor, em alcalino (MAZZA; BROUILLARD, 1987). A cor desses
compostos também ¢ influenciada pela presenca de acgucares isolados e/ou agucares
acilados, dos grupos metoxil e hidroxil. A estabilidade das antocianinas ¢ diretamente
proporcional ao grau de metilagdo e, indiretamente, ao nimero de hidroxilas, encontrando-
se também associada ao nivel de glicosilagdo, uma vez que as moléculas diglicosiladas sdo
mais estaveis do que as monoglicosiladas. Tendo em vista a baixa estabilidade das
antocianinas, fator que tem limitado seu emprego como corante natural, pesquisas vém
sendo conduzidas com o intuito de minimizar a perda de cor (GARZON; WROLSTAD,
2002; REIN; HEINONEN, 2004), bem como de avaliar a estabilidade desses pigmentos de
diferentes fontes (KAMMERER; CARLE; SCHIEBER, 2004; TORSKANGERPOLL;
ANDERSEN, 2005; RUBINSKIENE et al., 2005; BAO et al., 2005; LIMA; MELO;
LIMA, 2005). Estudos tém demonstrado que as antocianinas aciladas retém melhor a cor e
aumentam a estabilidade do pigmento em pH alcalino ou sob ac¢do de outros fatores, como
aquecimento, luz e SO, (JACKMAN et al., 1987; FRANCIS, 1989; DELGADO-
VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPES, 2000), sendo, portanto, uma alternativa
promissora de corante natural para aplicagdo em alimentos (GIUSTI; WROLSTAD, 2003).

De um modo geral, a diferenga da cor ¢ dependente do tipo e concentragdo das
antocianinas, cuja percentagem de participagdo, de acordo com Gross (1987), ¢ de
aproximadamente: 55% de cianidina, 12% de peonidina, 12% de delfinidina, 8% de
pelargonidina, 8% de malvidina, e 6% de petunidina. Entretanto, nem todos esses tipos
encontram-se presentes nos vegetais: em uvas, por exemplo, foram identificadas cianidina,
delfinidina, petunidina, peonidina e malvidina (LAMIKANRA, 1988); em cerejas acidas,

Dekazos (1970) relatou a presenga de cianidina e peonidina e, em suco de framboesa
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vermelha, Boyles e Wrolstad (1993) demonstraram a presenca de cianidina e
pelargonidina.

Esta diversidade gerou inumeras pesquisas que confirmaram a presenca de
antocianinas em diversos produtos alimenticios, tais como: casca de maracuja roxo
(PRUTHI; SUSHEELA; LAL, 1961), casca de manga (PROCTOR; CREAZY, 1969),
folhas de ruibarbo e rabanete (FULEKI, 1969), cebola roxa (FULEKI, 1971), berinjela
(IGARASHI; YOSHIDA; SUZUKI, 1993), jambo do Parda (CARDOSO, 1994), morango
(BAKKER; BRIDLE; BELLWORTHY, 1994), cereja doce (GAO; MAZZA, 1995), casca
de magd (CURRY, 1997), batata vermelha (RODRIGUEZ-SAONA; GIUSTI;
WROLSTAD, 1998), batata doce roxa (OKI et al., 2002), repolho roxo (CHIGURUPATI
et al., 2002), entre outros. No que diz respeito a identificagdo de antocianinas, apesar de
escassas, algumas pesquisas foram implementadas no Brasil, conforme Tabela 1. Nao
obstante os esforcos dependidos no desenvolvimento de pesquisas realizadas com o
objetivo de quantificar e identificar as antocianinas constata-se a existéncia de uma
consideravel lacuna, face a diversidade de hortaligas e frutos, inclusive, os silvestres,
consumidos no Pais e, particularmente, no Nordeste.

Recentemente, o interesse por esses pigmentos tem sido intensificado uma vez que
pesquisas tém demonstrado que as antocianinas e suas respectivas agliconas, sio
compostos bioativos e que, entre os varios outros efeitos fisioldgicos, possuem capacidade
antioxidante (KAHKONEN; HEINONEN, 2003), propriedade anti-inflamatoria (SEERAM
et al., 2001), promovem vaso-dilatagdo (BURNS et al., 2000), atuam na prevengao da
hiperglicemia (MATSUI et al., 2002), inibem crescimento de células cancerigenas
(MEIRES et al., 2001), estimulam a secrecdo de insulina (JAYAPRAKASAM et al., 2005)

e melhoram a adaptag¢do da visdo noturna e previnem a fadiga visual (NAKAISHI et al.,
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2000). Trabalhos recentes como, por exemplo, o desenvolvido por Hou et al. (2004)
revisou o mecanismo molecular da acdo anti-carcinogénica e anti-inflamatoria e da
inducdo do apoptose de células malignas pelas antocianidinas e o de Zhang, Vareed e Nair
(2005) que constatou o efeito inibitorio da cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina

e malvidina na proliferacdo de células humanas cancerigenas, originadas do estdomago,

colén, mama, pulmao e sistema nervoso central.

Tabela 1: Principais compostos antocidnicos presentes em alimentos consumidos no Brasil

Fontes Principais Referéncias
Antocianinas/Antocianidinas
Silva, Guedes e
Acerola Malvidina, pelargonidina e cianidina Menezes (1998)
(Malpighia glabra)
Caju Delfinidina, cianidina e Agostini-Costa et al.

(Anacardium ocidentale L.)

Ameixa
(Prunus salicina L.)

Acai
(Euterpe oleracea)

Jambolao
(Eugenia jambolana

Lamarck)

Jaboticaba
(Myrciaria jaboticaba L.)

Amora
(Rubus sp.)

Feijao preto
(Phaseolus vulgaris L.)

Frutos de baguagu
(Eugenia umbelliflora Berg)

pelargonidina

Cianinidina 3-glicosideo e cianidina
3-sambubiosideo

Cianidina 3-arabinosideo e cianidina
3-arabinosil-arabinosideo

Cianinidina 3-glicosideo

Peonidina e peonidina 3-glicosideo

Cianidina glicosilada na posi¢ao 3
por um trissacarideo composto por
glicose, xilose e arabinose

Malvidina 3-glicosideo, cianidina 3-
glicosideo e delfinidina 3-glicosideo

Delfinidina, cianidina, petunidina,
pelargonidina, peonidina e
malvidina glicosiladas com glicose,
xilose e arabinose

(2000)

Draetta et al. (1985)

Bobbio et al. (2000)

Bobbio e Scamparini
(1982)

Trevisan, Bobbio e
Bobbio (1972)

Fadelli e Bobbio
(2000)

Chiaradia, Gomes e
Stringheta (2000)

Kuskoski et al. (2002)
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Atividade antioxidante

A atividade metabolica humana produz, normalmente, radicais livres, moléculas ou
fragmentos de moléculas que possuem, em sua Orbita externa, elétrons livres, bastante
reativos (JACOB; BURRI, 1996, PIETTA, 2000). Embora o organismo humano possua
mecanismos para se proteger da acdo desses radicais, incluindo a defesa enzimatica
(glutation-peroxidase, catalase, superoxido dismutase) e ndo enzimatica (glutation,
melatonina, albumina sérica, acido trico, caroteno, a-tocoferol, coenzima Q, retinol ¢
acido ascorbico, entre outros) (CHEESEMAN; SLATER, 1996; ROBARDS et al., 1999;
PIETTA, 2000), estes, face a excessiva producdo e a elevada reatividade dos referidos
radicais livres, nem sempre sdo eficazes. Em conseqiiéncia, os radicais livres gerados “in
vivo” reagem com os lipideos, proteinas, DNA, RNA, e outras substincias, oxidando-as e
promovendo danos que podem contribuir na patogénese de muitas doengas, como cancer,
aterosclerose, artrite reumatoide, mal de Parkinson, mal de Alzheimer, entre outras
(NAMIKI, 1990; JACOB; BURRI, 1996; HALLIWELL, 1996; POLLONIO, 1999;
LANGSETH, 2000).

Estas constatagdes, aliadas as evidéncias epidemioldgicas que apontam para uma
estreita correlagdo entre o consumo de frutas ¢ hortalicas e a reducao de risco de doencas
(AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993), incentivaram a realizacdo de pesquisas voltadas
para a identificacdo de antioxidantes, substancias que, de acordo com Bianchi e Antunes
(1999), tém a capacidade de inibir e reduzir as lesdes causadas pelos radicais livres nas
células.

Em revisdo sobre o tema, Mélo e Guerra (2002) relatam varias pesquisas que
comprovam a a¢do antioxidante de especiarias (alecrim, canela, coentro, orégano, erva-

doce) e de outros vegetais (alho, gengibre, soja e cevada). No mesmo ano, Ou et al., ao
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avaliarem a capacidade antioxidante de 927 amostras de 13 vegetais, verificaram que esta
propriedade ¢ dependente da espécie, origem geografica e época de colheita e que, dos
vegetais estudados, o pimentdo verde, o espinafre, a cebola roxa, o brocolis, a beterraba e a
couve-flor apresentaram maior potencial antioxidante.

Esta acdo esta relacionada a presenga de compostos bioativos, como [-caroteno,
vitamina C, vitamina E e flavonodides. A eficacia destes ultimos como antioxidantes tem
sido comprovada por diversas pesquisas (TOREL; CILLARD; CILLARD, 1986; YUTING
et al., 1990; SICHEL et al., 1991; KANDASWAMI; MIDDLETON Jr., 1994; RICE-
EVANS et al., 1995; BROWN et al., 1998). A propriedade antioxidante das antocianinas
vem sendo estudada por diversos pesquisadores, face a sua presenca em um significativo
nimero de alimentos de origem vegetal e pela diversidade de sua estrutura quimica
(MORAZZONI; MALANDRINO, 1988; SAUTE-GRACIA; HEINONEM; FRANKEL,
1997; PRIOR et al., 1998; KALT et al., 1999; WANG et al., 1999; ESPIN et al., 2000;
KALT; McDONALD; DONNER, 2000; SEERAM et al., 2001; TSAI et al., 2002; OKI et
al., 2002; SEERAM; NAIR, 2002; STINTZING et al., 2002; MATSUMOTO et al., 2002;
ZHENG; WANG, 2003).

De acordo com Bors et al. (1990) e Pietta (2000), um flavonoide, para ser eficaz,

deve apresentar um ou mais das seguintes caracteristicas:

a) a presenca de 3’,4’-dihidroxil na estrutura do anel B;
b) uma dupla ligacdo no C-2,3 conjugado com um grupo carbonila presente no
carbono 4 (anel C);

c) apresenga adicional de grupos hidroxilas no C-3 e C-5.
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As diferentes metodologias empregadas para avaliar a capacidade antioxidante de
uma substancia apresentam, em comum, o fato de utilizarem, como padrio, antioxidantes
sintéticos ou compostos de comprovada a¢ao antioxidante, como, por exemplo, o Trolox
(RAJALAKSHMI; NARASIMHAN, 1995; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). Na
execucdo dos ensaios ¢ necessario considerar, dentre outros aspectos, a composi¢do do
sistema, o tipo de substrato oxidavel, o modo de acelerar a oxidacdo e a forma de
quantificar a atividade antioxidante, cuja eficiéncia deve ser comparada utilizando a
mesma concentragdo da substincia “teste” e do padrio (FRANKEL, 1993; FRANKEL;
MEYER, 2000).

A importancia das estruturas das antocianinas tem sido evidenciada por diversos
pesquisadores: Igarashi et al. (1989) demonstraram que a malvidina, isolada de uva
silvestre, apresentou maior capacidade antioxidante do que a malvidina 3,5-diglicosideo,
através do método de tiocianato férrico; Shahidi e Wanasundara (1992), em revisdo sobre o
tema, referem que a glicosilagdo dos flavonodides no C-3, com mono ou dissacarideos,
também reduz a atividade antioxidante, em relacdo a sua correspondente aglicona; Wang,
Cao ¢ Prior (1997), ao avaliarem a capacidade antioxidante de 14 antocianinas, incluindo
delfinidina, cianidina, pelargonidina, malvidina, peonidina e suas estruturas ligadas a
diferentes acucares, pelo teste ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity) e o radical
peroxil (ROO®), constataram que a cianidina 3-glicosideo apresentou um valor de ORAC
3,5 superior ao do Trolox. No que diz respeito as demais cianidinas, a ordem foi a
seguinte: cianidina-3-glicosideo > cianidina-3-ramnoglicosideo >cianidina> cianidina-3-
galactosideo> cianidina-3,5-diglicosideo.

Igarashi, Yoshida e Suzuki (1993) verificaram, com relagdo as antocianinas da

beringela, que a atividade antioxidante da nasunina (delfinidina-3-(p-cumaroil-
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rutinosideo)-5-glicosideo), presente na pele do fruto deste vegetal, foi maior que a da sua
aglicona, através da inibi¢do da oxidacdo do P-caroteno induzida pelo sistema acido
linoléico-lipoxigenase, provavelmente devido a presenca do acido p-cumérico na sua
estrutura, acdo que posteriormente foi corroborada por Noda et al., em 2000. Tamura e
Yamagami (1994) testaram a capacidade antioxidante de malvidina 3-glicosideo,
malvidina 3,5-diglicosideo e estas, aciladas com acido p-cumarico, extraidas de cascas de
uva, e registraram, para a malvidina 3-p-cumaroilglicosideo-5-glicosideo, um maior
percentual de inibi¢do da peroxidagdo do acido linoléico, demonstrando que a presenca de
um grupo acil na molécula aumenta a atividade antioxidante e pode agir como sinergista
intramolecular. Mufoz-Espada et al. (2004) relataram que em cascas de uvas das
variedades “Concord”, “Marechal Foch” e “Norton”, embora a malvidina 3,5-diglicosideo
estivesse presente em todas as amostras, constataram que esta ltima, apresentou o maior
teor de antocianinas, a mais elevada concentragdo de malvidina 3,5-diglicosideo e a maior
capacidade de seqiestrar o radical livre 1, 1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

No que diz respeito a capacidade de capturar espécies reativas de oxigénio, Tsuda
et al. (1996), ao avaliarem a agdo das antocianinas pelargonidina, cianidina e delfinidina,
todas glicosiladas no C-3, isoladas e purificadas, de feijao vermelho e preto, bem como
suas respectivas agliconas, de fontes comerciais, constataram uma superioridade da
delfinidina 3-glicosideo em capturar o radical superdxido (0’2_), que foi atribuida ao
nimero de grupos hidroxilas no anel B. Quando se tratou da captura do radical hidroxila
(OH®), o melhor efeito foi apresentado pela pelargonidina. A influéncia das estruturas
quimicas sobre a resposta do teste também foi demonstrada por Sichel et al. (1991), que

estabeleceram, no que diz respeito a eficacia em capturar o radical superdxido (0% ), a
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seguinte ordem: pelargonidina > malvidina 3-glicosideo > malvidina 3-5-diglicosideo >
cianidina > pelargonidina 3-5-diglicosideo > pelargonidina 3-glicosideo > peonidina.

A posi¢do ¢ o grau de hidroxilagdo ¢ de importancia primdria na capacidade
antioxidante dos flavonodides, sendo a estrutura o-dihidroxila presente no anel B, a
caracteristica determinante da capacidade antioxidante desses compostos (SHAHIDI;
WANASUNDARA, 1992; PIETTA, 2000). Em 2002, Noda et al., ao relatarem a
capacidade de sequiestrar radicais livres (hidroxila, OH® e superoxido, O'z_) e de inibir a
peroxidagdo lipidica, em homogenato de cérebro de ratos, induzida por H,O,, com
antocianidinas da roma, registraram uma superioridade da delfinidina em relacdo a
cianidina e pelargonidina, provavelmente pela presenga dos grupos hidroxilas no C-3°, 4’ e
5’ do anel B.

Em 2000, Youdim, Martin e Joseph demonstraram que antocianinas, obtidas de
extrato de “elderberry” (Sambucus nigra L.), sdo incorporadas na membrana e no citosol
de células endoteliais vasculares, conferindo um significativo efeito protetor contra o
estresse oxidativo. A modificagdo oxidativa da lipoproteina de baixa densidade (LDL),
molécula constituida por um complexo de lipideos, uma proteina de grande peso molecular
(apolipoproteina B), e antioxidantes lipofilicos, principalmente a-tocoferol e B-caroteno,
tem sido apontada como o principal mecanismo relacionado com a patogénese da
aterosclerose (BATLOUNI, 1997). Neste contexto, as antocianinas podem exercer efeito
benéfico sobre a aterogénese, por serem capazes de inibir a oxidacdo in vitro de LDL
humana (SAUTE-GRACIA; HEINONEN; FRANKEL, 1997). Embora nio tenham
quantificado o teor de antocianinas no extrato aquoso de Vaccinium myrtillus, Laplaud,
Lelubre e Chapman (1997) registraram um efeito desse extrato contra a oxidagao in vitro

de LDL humana.
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A evidéncia de que, ndo obstante o elevado consumo de gordura saturada, certas
regides da Franca apresentam uma baixa incidéncia de doencas cardiovasculares em
relacdo aos Estados Unidos e Reino Unido, encontra-se correlacionada ao consumo de
vinho tinto ("paradoxo francés") (RENAUD; de LORGERIL, 1992). Saint-Cricq de
Gaulejac, Glories e Vivas (1999) levantam a hipotese de que este beneficio advém das
antocianinas presentes nesta bebida.

No entanto, apesar do crescente avango cientifico sobre a atividade bioldgica das
antocianinas, ainda é pouco o conhecimento sobre a biodisponibilidade e destino
metabolico desses compostos em humanos. Pesquisas realizadas por Miyazawa et al.
(1999) e Matsumoto et al. (2001), demonstraram que as antocianinas mantém sua estrutura
de glicosideo, e que, no plasma e na urina de voluntarios, ndo foram encontradas agliconas
nem conjugados ou metilados de antocianinas. Esta tendéncia foi confirmada por Pérez-
Vicente; Gil-Izquierdo; Garcia-Vigueira (2002) que, ao avaliarem, in vitro, a digestao
gastrointestinal de antocianinas da roma, ndo constataram a presenca de agliconas,
comprovando a inexisténcia de hidrélise da ligagdo glicosidica durante o referido processo.

Entretanto, alguns pesquisadores relataram a existéncia de possiveis metabolitos e
Miyazawa et al. (1999) alertaram sobre a possibilidade de algumas antocianinas serem
absorvidas e metabolizadas a formas ndo coloridas, ndo detectaveis nas condigdes por eles
empregadas. Cao et al. (2001) e Milbury et al. (2002), constataram que apds a ingestao de
extrato de “elderberry”, contendo cianidina 3- sambubiosideo e cianidina 3-glicosideo,
além das antocianinas glicosiladas, apresentaram outros picos, identificados como
cianidina e malvidina hexosideo em baixas concentragdes no plasma e, na urina, quatro
picos, que por ndo apresentarem espectro tipico de antocianinas, foram considerados

possiveis metabolitos. Apds 4h do consumo de extrato de “elderberry”, Wu, Cao e Prior
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(2002), encontraram na urina, a presenca de quatro metabolitos e a ocorréncia de metilagao
da cianidina a peonidina, através da detec¢do de peonidina 3-glicosideo e peonidina 3-
sambubiosideo; e de glicuronidacdo, pela presenca de peonidina monoglicuronideo e
cianidina 3-glicosideo monoglicuronideo. Segundo Felgines et al. (2003), na urina de
voluntarios que consumiram morango, além de ser detectada a pelargonidina 3-glicosideo,
cinco metabdlitos foram identificados: trés como pelargonidina monoglicuronideo, um
sulfoconjugado de pelargonidina e um, como pelargonidina. Esses autores verificaram,
ainda, que a taxa de excrecdo dos metabolitos das antocianinas do morango foi 1,8% da
pelargonidina 3-glicosideo ingerida e mais de 80% dessa excre¢do foi representada por
monoglicuronideos. Entretanto, Bitsch et al. (2004) relataram, apos cinco horas da ingestao
oral de suco de “elderberry”, que a taxa de metabolicos de antocianinas detectadas na
urina, em relacdo a dose administrada, foi de 0,053% como cianidinas glicosiladas e
apenas 0,003% como cianidina glicuronideos e, que a glicuronidagdo da cianidina
representa uma etapa negligenciavel de conversdo no metabolismo da cianidina presente
nesse fruto.

Ainda que os experimentos com humanos tenham sido realizados com um ntimero
restrito de voluntarios, variando entre 1 (CAO; PRIOR, 1999; MURKOVIC; ADAM,;
PFANNHAUSER, 2000) a 16 (MULLEDER; MURKOVIC; PFANNHAUSER, 2002),
essas pesquisas vém contribuindo para demonstrar a biodisponibilidade desses compostos.
No entanto, as pesquisas implementadas, em sua maioria, a partir da década de 90,
levantam, face a complexidade do tema, algumas controvérsias que necessitam ser
dirimidas.

A literatura, nas ultimas décadas, tem apresentado um consideravel avango

cientifico no que diz respeito a caracterizacdo das antocianinas, bem como quanto a sua
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estabilidade frente aos processos tecnologicos, o que contribui positivamente para a
qualidade dos alimentos e, conseqlientemente, sua aceitabilidade. Mais recentemente,
diante das evidéncias de que as antocianinas atuam como antioxidante, tema dos mais
atuais na ciéncia dos alimentos e da saude, ocorreu um redirecionamento nas pesquisas
sobre estas substancias, com vistas a avaliar esta propriedade funcional. Nao obstante a
diversidade desses compostos ¢ das metodologias empregadas, esta propriedade tem sido
confirmada e demonstrada sua correlacdio com a estrutura quimica. Outros efeitos
fisiologicos propalados pela literatura culminaram com o reconhecimento das antocianinas
como substancias biologicamente ativas, impulsionando pesquisas sobre outros aspectos,
inclusive, a biodisponibilidade. Com relagdo a esta, o conhecimento disponivel sobre a
absor¢do, metabolismo e excrecdo desses compostos ¢, ainda, bastante incipiente,
necessitando de futuros estudos para elucida-los. A maioria destes estudos foi realizada
com frutos de clima temperado, especialmente as “berries”, o que abre a perspectiva de
estendé-los aos frutos nativos brasileiros que apresentam coloracdo tipica destes
pigmentos. As antocianinas, portanto, continuam sendo um tema promissor para novas
investigagdes cientificas, com vistas a uma melhor exploragdo do seu potencial, inclusive

na reducdo de riscos a saude.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar as antocianinas presentes em frutos de 12 genotipos de aceroleiras do

Banco Ativo de Germoplasma da UFRPE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar o teor de antocianinas totais ¢ determinar sua inter-relacdio com os

parametros cromaticos da polpa;

Identificar as antocianidinas presentes nos gendtipos em estudo;

Avaliar atividade antioxidante das antocianinas presentes na acerola.



PLANO DE TRABALHO
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A realizagdo deste trabalho envolveu as seguintes etapas:

Teor de antocianinas e caracterizacdo cromadtica de polpas de 12 genotipos de acerola
(Malpighia emarginata DC.).

1- Determinacdo do teor de antocianinas totais;

2- Caracterizacdo objetiva da cor das polpas;

3- Avaliagdo de possiveis correlagdes entre a cor e o teor de antocianinas.

Identificagdo das antocianidinas em polpas de 12 genoétipos de acerola (Malpighia
emarginata DC.).

1- Extracao, purificagdo e precipitagdo das antocianinas a partir da polpa;

2- Hidrolise 4cida das antocianinas para obtencao das antocianidinas;

3- Separacdo e identificagdo das antocianidinas.

Potencial antioxidante de antocianinas presentes em 12 gendtipos de acerola
(Malpighia emarginata DC.).

1- Extragdo, purificacdo e precipitagdo das antocianinas;

2- Determinacgao da atividade antioxidante.



RESULTADOS




TEOR DE ANTOCIANINAS E CARACTERIZACAO
CROMATICA DE POLPAS DE 12 GENOTIPOS DE

ACEROLA (Malpighia emarginata D.C.)
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RESUMO
Considerando que a cor vermelha da acerola ¢ decorrente da presenca de antocianinas e
que devido a ampla diversidade genética da aceroleira, ocorrem diferengas quanto ao tipo e
teor deste pigmento, com repercussao na cor dos frutos, foi procedida a avaliagao de polpas
de acerolas maduras, obtidas de 12 genotipos cultivados no Banco Ativo de Germoplasma
da Universidade Federal Rural de Pernambuco. O teor de antocianinas totais e
caracteristicas cromaticas foram determinados pelo o método de pH diferencial e sistema
CIELAB (L*a*b*), respectivamente, e os resultados submetidos a correlagdo de Pearson
tendo em vista as possiveis inter-relagdoes entre ambos. Os teores maximos e minimos de
antocianinas de 64,65 mg 100g" a 6,45 mg 100g”, foram apresentados pelos gendtipos
008-CPA e 002-SPE, respectivamente. Segundo a avaliagdo colorimétrica, a polpa do
gendtipo 015-CPA com menor valor de vermelho (a* = 14,37) e os maiores valores de
luminosidade (L* = 44,40), de amarelo (b* = 36,24), de h,, (68,37°) e de C* (38,98)
apresenta-se clara e amarelada, enquanto a do gendtipo 005-APE com menor valor de b*
(14,86) e do angulo hy, (31,38°) foi caracterizada como a mais vermelha. Foram
determinadas correlagdes positivas entre a concentragdo de antocianinas € o componente
a* e negativas com os demais: L* (r = - 0,86), b* (r = - 0,82), C* (r =- 0,61) e hy, (r = -
0,85). Estes resultados demonstram que a influéncia da concentragdo das antocianinas na
expressdo da cor, € parcial, face a interferéncia de complexos fatores envolvidos em

fenomeno de copigmentagao.

Palavras-chave: Antocianinas, Cor, Malpighia emarginata DC., Genotipos.
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INTRODUCAO

A cor ¢ um atributo de importancia fundamental no julgamento da qualidade, uma
vez que seu estimulo atinge precipuamente o sentido da visdo, decisivo na escolha e
aceitacao de um alimento. No homem, a identificacao das cores ¢ obtida a partir de uma
complexa sensag¢ao de brilho, intensidade e luminosidade, dentre outras; o que torna a
percepcao das cores primarias bem como de suas combinagdes, bastante subjetiva.

Dentre os espacos de cores desenvolvidos com o intuito de obter a caracterizagao
objetiva da cor, a Commission Internationale de 1’Eclairage (CIE), em 1976, especificou o
sistema CIELAB (L*a*b*), onde uma particular cor tem uma tnica localizagdo,
especificada numericamente em um espaco tridimensional esférico, definido por trés eixos
perpendiculares; o eixo L* (luminosidade), varia do preto (0%) ao branco (100%); o eixo
a*, do verde (-a) ao vermelho (+a) e o eixo b*, do azul (-b) ao amarelo (+b) (McGUIRE,
1992).

A colorimetria de triestimulos tem sido utilizada para caracterizar a cor de
diferentes pigmentos, a exemplo das antocianinas (MONTES et al., 2005), clorofila
(SINNECKER, et al., 2002) e carotenéides (MELENDEZ-MARTINEZ; VICARIO;
HEREDIA, 2003), bem como para avaliar a cor de alimentos. Em duas cultivares de
abacaxi, Bartolomé, Rupérez e Fuster (1995) encontraram diferengas significativas,
especialmente quanto ao parametro —a*, indicando que a cor verde foi cerca de 2,37 vezes
mais intensa na cultivar “Smooth Cayenne” e que a cultivar “Red Spanish” foi considerada
menos amarela (menor valor de b*) e mais clara (maior valor de L). Em sete variedades de
“sea buckthorn” (Hippohaé rhamnoides), Tiitinen, Hakala e Kallio, (2005) relataram que,
embora as cultivares “Avgustinka” e “Raisa” tenham apresentado os mais altos valores de

a*, ndo apresentaram diferencas no componente b*. O anglo "hue” foi o mais elevado nas
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cultivares “Oranzhevaya” e Prevoshodnaya” enquanto o “Chroma” ndo apresentou
diferenca entre as amostras.

Em frutos maduros da aceroleira, a cor vermelha ¢ decorrente da presenca de
antocianinas cujas caracteristicas dependem, dentre outros fatores da estrutura,
concentracdo do pigmento, do pH e da presenca de copigmentos: polifenois, acidos
organicos, aminoacidos entre outros, bem como das proprias antocianinas que podem,
através da copigmentacdo intensificar e estabilizar a cor desses compostos (MAZZA,
MINIATI, 1993). Considerando, ainda, a assertiva de Macheix, Fleuriet ¢ Billot (1990) que
diferengas no teor de antocianinas podem ocorrer em diferentes cultivares do mesmo fruto
e a ampla diversidade genética da aceroleira, cultivada em varios estados do Brasil, esta
pesquisa teve como objetivo determinar o teor desses pigmentos, avaliar as caracteristicas

cromaticas da polpa de 12 gendtipos de acerola e as possiveis inter-relagdes entre ambos.

MATERIAL E METODOS

Frutos

Os frutos, durante o Verdo/2004, foram colhidos de 12 gendtipos de aceroleira
identificados com os codigos 002-SPE, 003-APE, 004-RPE, 005-APE, 006-TPA, 007-
TPA, 008-CPA, 011-BPA, 012-CPA, 013-CPA, 014-CPA ¢ 015-CPA, cultivados no
Banco Ativo de Germoplasma da UFRPE, instalado na Estacdo Experimental de Cana-de-
Agucar em Carpina. Frutos no estddio maduro foram colhidos de cada genoétipo, no periodo
da manh3, refrigerados, e transportados, em caixa isotérmica, at¢ o Laboratorio de
Experimentacdo e Andlises de Alimentos (LEAAL) “Nonete Barbosa Guerra” do
Departamento de Nutricdo da UFPE, onde foram realizados os experimentos. Apds a

selecdo, os frutos foram processados em centrifuga doméstica e, as polpas resultantes,
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imediatamente armazenadas sob congelamento (-18 £ 1°C). A avaliacdo cromatica ¢ a
determinagdo quantitativa das antocianinas monoméricas foram realizadas no prazo de trés

dias e de um més, ap0s as polpas terem sido obtidas, respectivamente.

Avaliagdo objetiva da cor

A avaliagdo objetiva da cor das polpas foi efetuada através da colorimetria de
triestimulos, no sistema CIELAB, por meio de colorimetro Minolta CR-400 (Konica
Minolta Sensing, Inc.) no modo de reflectancia, utilizando iluminagdo difusa, iluminante C
e os angulos de 0° e de 2° referentes aos angulos de deteccdo e do observador,
respectivamente. Apos a calibragdo do equipamento com placa de azulejo branca
padronizada pelo fabricante (Y= 93,40; x=0,3136; y= 0,3196), as polpas, com temperatura
média de 22+1°C foram colocadas em placa de vidro transparente redonda (S5cm de
diametro e 1,4cm de altura) sobreposta a uma placa branca e com auxilio do acessorio
apropriado para amostras umidas (Glass light, Projection tube, CR-A33f) foram efetuadas
as determinagdes, cujos resultados, expressos como coordenadas de cor no espago
CIELAB (L*a*b*), foram obtidos a partir da média de trés determinagdes em trés
diferentes amostras.

A partir dos valores médios de a* e de b* foram calculados a saturagdo “Chroma”
(C*) que indica a intensidade da cor e o angulo “hue” (hg), atributo no qual a cor ¢é
percebida, utilizando as formulas C* = (a*> + b**) "2 ¢ hy, = arc tg (b*/a*) (McGUIRE,

1992), cujos parametros cromaticos encontram-se ilustrado na Figura 1:
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Figura 1: Espaco de cor CIELAB

Extracdo das antocianinas

As antocianinas foram extraidas com acetona e em seguida, filtradas a vacuo,
procedimento repetido até a completa remog¢ao dos pigmentos. O volume do filtrado foi
quantificado, transferido para um funil de separacdo ao qual foi adicionado o dobro do
volume de cloroférmio, e estocado durante uma noite a 4°C para a separagdo das fases: a
aquosa (superior), foi levada ao evaporador rotativo a temperatura entre 38 + 2°C durante
10-15 minutos para a remocao da acetona residual e o extrato aquoso, estocado a -18 + 1°C

para ser utilizado nas etapas posteriores (RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001).

Determinacdo do teor de antocianinas totais
Efetuada pelo método de pH diferencial, conforme descrito por Giusti e Wrolstad

(2001), os extratos aquosos foram apropriadamente diluidos em dois tampdes; cloreto de



71

potassio 0,025 M, pH 1 e acetato de potassio 0,4 M, pH 4,5 e apos 15 min de repouso a
temperatura ambiente (22 + 2° C), foram feitas as medidas de absorbancia a 510 nm e 700
nm em espectrofotdmetro (Genesys ' 10 vis ) e cubetas de 1 cm de largura. O teor dos
pigmentos foi calculado utilizando absortividade molar (g ) de 26900 L cm ™' mol ' e peso
molecular de 449,2 g mol™ da cianidina 3- glicosideo ¢ os resultados, expressos como mg
de cianidina 3-glicosideo 100g” de polpa. Todos os extratos foram quantificados em

triplicata.

Tratamento estatistico dos dados

Os resultados foram submetidos a Andlise de Varidancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo Teste de Tukey, e a correlagdo de Pearson, ambas ao nivel de 5% de
significancia, utilizando o programa estatistico “Statistica” (versdo 5.5, StatSoft, Inc.,

Tulsa, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo quantitativa das antocianinas bem como as caracteristicas cromaticas
da polpa de acerola encontram-se apresentadas na Tabela 1. Os resultados revelam
diferencas significativas, devido a consideravel variagio encontrada 64,65 mg 100g" a
6,45 mg 100g™', apresentados por 008-CPA e 002-SPE, respectivamente.

Estes resultados ratificam os obtidos por Musser et al. (2004) em frutos, desses
mesmos gendtipos colhidos, durante as safras Verao/2000 e Verao/2001, quanto a variagao
registrada (4,6 a 51,5 ¢ 2,4 a 39,9 mg 100g™, respectivamente) embora os valores médios

de antocianinas tinham sido inferiores aos determinados nesse estudo (Figura 2).
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Tabela 1: Concentragdao de antocianinas e caracterizagdo cromatica (CIE L*a*b*) de polpa

de 12 genotipos de acerola.

Genotipos  Antocianinas Parametros de cor
totais *
L* a* b* C* hay?
002-SPE 6,45 ° 42,15° 19,757 3349°  3888°%  5947°
+ + + + + +
0,62 0,09 0,05 0,08 0,05 0,12
003-APE 7,89 ¢ 40,80 ° 22,880 29.71¢  3750° 5240¢
+ + + + + +
0,94 0,03 0,07 0,09 0,10 0,07
004-RPE 31,49 © 26,62 25,02 F 17,547 30,56" 35,048
+ + + + + +
1,97 0,02 0,11 0,08 0,06 0,22
005-APE 56,82 ° 25,571 23,90 & 14,86™ 28147 31,88
+ + + + + +
1,60 0,06 0,06 0,06 0,05 0,16
006-TPA 33,03 ¢ 31,47° 26,94 ¢ 20,818  34,04° 37,69
+ + + + + +
1,72 0,10 0,05 0,10 0,10 0,09
007-TPA 57,08 ° 27,68 27,49 © 19,50  33,70f  3535¢
+ + + + + +
1,19 0,08 0,03 0,04 0,08 0,10
008-CPA 64,65 ° 30,52 & 29,51° 2338°  3765° 3838°
+ + + + + +
1,79 0,10 0,09 0,06 0,13 0,04
011-BPA 54,36 ° 28,930 27,89 ° 18,541 33,498  3361"
+ + + + + +
1,89 0,04 0,02 0,07 0,07 0,11
012-CPA 24,77 ¢ 35,55°¢ 2532°¢ 26,90°  36,95¢  46,73°
+ + + + + +
1,14 0,07 0,05 0,08 0,03 0,13
013-CPA 54,16° 25,341 22,720 1642' 28,04 3586"
+ + + + + +
1,66 0,09 0,05 0,06 0,02 0,16
014-CPA 25,234 39,89 ¢ 21,68 288749  36,11%  53,10°
+ + + + + +
0,86 0,13 0,08 0,03 0,07 0,08
015-CPA 9,13 °¢ 44,40 ° 14,37 3624  3898°%  6837°
+ + + + + +
0,18 0,05 0,04 0,03 0,01 0,07

* expresso em mg de cianidina-3-glicosideo.100 g ' de polpa

C*= (a*2 + b*z) V2. h,, = arc tg (b*/a*)

Dados expressos como média + desvio padrdo.
Meédias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de significancia.
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Figura 2: Teores de antocianinas (mg 100g” de polpa) em frutos de 12 gendtipos de
aceroleira colhidos no verao/2000, verao/2001 e verao/2004. (Os valores das

safras verao/2000 e verao/2001 referem-se aos dados de Musser et al., 2004)

Esta divergéncia ¢ provavelmente decorrente do grau de maturagdo e da
metodologia utilizada na quantificagdo desses pigmentos.

Diferencas, similares, foram referidas por Paiva et al. (1999) ao realizarem selecao
fenotipica de acerola, em um experimento instalado no Campo Experimental de Pacajus da
EMBRAPA Agroindustria Tropical, no qual o teor de antocianinas totais oscilou de 1,97 a
46,44 mg 100g™" e por Lima et al. (2000) em 05 selecdes de acerola, cujos valores ficaram
entre 14,06 a 50,98 mg 100g" de polpa. Diferencas significativas foram, também,
encontradas em outros frutos, como em onze cultivares de amora preta, nos quais os teores
de antocianinas totais variaram de 131 a 256 mg 100g” de fruto (SIRIWOHARN, et al.,
2004); em quatro cultivares de framboesa, que conforme Ancos, Gonzales ¢ Cano (1999)

as variacdes situaram-se entre 31,13 a 122,88 mg 100g” e em diferentes cultivares de
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Rubus fruticosus L., Rubus idaeus L., Ribes nigrum L., Ribes rubrum L. e Aronia
melanocarpa Elliot (BENVENUTI et al., 2004).

Com relacao a analise colorimétrica, ndo obstante a existéncia de variagoes
significativas entre os genotipos, todas as polpas localizaram-se dentro do primeiro
quadrante, apresentando valores positivos de a* e b*, ou seja, cores vermelha e amarela,
demonstrando que os resultados encontram-se relacionados com outros pigmentos
presentes, como carotenoides, cujos teores nesses genotipos, foram objeto de estudo
realizado por Lima et al. (2005).

De acordo com a Tabela 1 a polpa do genotipo 015-CPA apresentou o mais baixo
valor de vermelho (a* = 14,37) e os mais elevados valores de luminosidade (L* = 44,40),
de amarelo (b* = 36,24), de hy, (68,37°) e de C* (38,98) conferindo-lhe uma cor clara e
amarelada enquanto as polpas dos genotipos 013-CPA e 005-APE foram consideradas as
mais escuras, por apresentarem os mais baixos valores de L* (25,34 e 25,57,
respectivamente). Embora a cor vermelha de um consideravel nimero de frutos seja
decorrente da presenca de antocianinas, ha controvérsias quanto a existéncia de correlagao
entre o teor destes compostos ¢ medidas objetivas da cor. Bakker, Bridle e Bellworthy
(1994) observaram, em sucos de 39 gendtipos de morango, que o teor de antocianinas
(333,0 a 20,7 mg/L), ndo influenciou claramente na avaliagdo da cor, citando que nos
genotipos “Toten” e “79RB28” com teores de antocianinas iguais a 330,0 e 62,1 mg/L,
respectivamente, o angulo “hue” calculado foi de 33,1 e 27,4°, caracterizando como mais
vermelho o genodtipo “79RB28”. Em quatro cultivares de framboesa, Ancos, Gonzéles e
Cano (1999), relataram que embora a cultivar “Ceva” tenha apresentado o mais elevado
teor antocianinas, € que o parametro “hue” ndo tenha apresentado diferenga significativa
entre as quatro cultivares, em decorréncia do maior valor de a*, a cultivar “Rubi”, foi

considerada a mais vermelha, se contra pondo aos achados de Lee (2002) que registrou, em
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sete variedades de laranja de polpa vermelha, uma forte correlagdo entre o angulo “hue” e
o teor de antocianinas (r = - 0,927).

Os achados deste ultimo autor foram ratificados por meio da correlagdo de Pearson,
entre o teor de antocianinas e os parametros de cor obtidos nesta pesquisa, que
evidenciaram correlagdes, estatisticamente significativas, em grau moderado a elevado
para hy, (r = - 0,85) e ainda para L* (r = - 0,86) e a*(r = 0,71). Os resultados referentes ao
h,, demonstraram que o aumento do teor desses pigmentos indica uma cor mais vermelha,
uma vez que quanto menor for o angulo h,p, isto é mais proxima ao eixo a*, mais vermelha
sera a polpa. Outros fatores, no entanto, devem ser considerados a exemplo do gendtipo
008-CPA que embora tenha apresentado o maior teor de antocianinas, maior valor do
parametro a*, a intensidade do componente amarelo (b*) interferiu na sua avaliacio
cromatica, resultando em um angulo de 38,38° estatisticamente, mais elevado que o
angulo calculado para a polpa do genotipo 005-APE (31,38°) que conseqiientemente,
caracteriza-se como a mais avermelhada. As correlagdes negativas entre os componentes
b* (r = -0,82) e C* (r = -0,61) demonstraram uma clara interferéncia do componente
amarelo, também observada nos dados dos genotipos 015-CPA e 002-SPE (Tabela 1) que
apresentaram os mais elevados valores de b* (36,24 e 33,49, respectivamente).

Garcia-Vigueira et al. (1998), em duas cultivares de framboesa vermelha
evidenciaram que embora a cultivar “Zeva” tenha apresentado o mais elevado teor de
antocianinas monoméricas que a cultivar “Heritage”, o valor de a* desta ultima foi mais
elevado, confirmando que as espécies monoméricas nao sdao o principal fator na expressao
da cor. Segundo estes autores, isto pode ser, parcialmente, explicado a luz da concentragao
de flavondis tendo em vista o fendmeno de copigmentagao.

Considerando que, em acerola, o pH apresenta baixa variabilidade e, para esses

genotipos foram relatados valores 3,11 a 3,41 (Musser et al., 2004), pode-se afirmar que
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este parametro nao interferiu na avaliacao da cor. No entanto, a presenca de flavonois e de
acidos fenodlicos (VENDRAMINI; TRUGO, 2004; HANAMURA; HAGIWARA;
KAWAGISHI, 2005), em polpas deste fruto, pode ter influenciado na percepcao da cor por
meio da copigmentagdo. Desta forma, além das caracteristicas genéticas inerentes de cada
genotipo, constata-se que complexos fatores exercem um significante papel na expressao

da cor, o que explica os diferentes tons de vermelho exibidos pelas polpas de acerola.

CONCLUSOES
Os resultados confirmam a consideravel variacdo do teor de antocianinas totais
presentes nas polpas dos genotipos e que embora a concentragdo destes pigmentos reflita
sobre nos parametros de cor das polpas por si s6 ndo ¢ suficiente para caracteriza-la devido

a interferéncia da intensidade do componente amarelo (b*) na sua determinagao.
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IDENTIFICACAO DAS ANTOCIANIDINAS EM POLPAS

12 GENOTIPOS DE ACEROLA (Malpighia emarginata D.C.)
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RESUMO
Antocianinas de acerolas, colhidas de 12 gendétipos cultivados no Banco Ativo de
Germoplasma da Universidade Federal Rural de Pernambuco, foram extraidas e
purificadas com o objetivo de determinar a sua composi¢do antocianica. Os pigmentos
foram hidrolisados, separados em coluna de fase reversa C;g através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia e identificados, considerando a ordem de eluigdo e os tempos de
retengdo dos cromatogramas dos padrdes de referéncia e dos de fontes vegetais. Os
cromatogramas obtidos demonstraram que o perfil antocianico dos gendtipos de acerola ¢
relativamente simples, apresentando de trés a cinco picos, na maioria, comuns entre eles,
os quais foram reduzidos a duas agliconas apds a hidrolise acida e identificadas como
cianidina e pelargonidina. Comparando os cromatogramas das antocianinas e das
antocianidinas e, avaliando os tempos de retengdo registrados, constata-se a presenga de
antocianinas com diferentes graus de glicosilagdo e auséncia de acidos acilados em suas
moléculas e que as agliconas identificadas, cianidina e pelargonidina, encontram-se em

diferentes proporgdes nos genotipos estudados.

Palavras-chave: Antocianidinas, Malpighia emarginata DC., genotipos, CLAE.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o foco de interesse pelas antocianinas encontra-se voltado para
seus efeitos fisioldgicos em beneficios a saude atribuidos, principalmente, a sua capacidade
antioxidante. Neste contexto, destaca-se a pesquisa de Kéhkonen e Heinonen (2003) que
demonstrou a eficacia das 6 antocianidinas e de 17 diferentes antocianinas, na prevencao
da oxidagdo, in vitro, da LDL humana, em concentragdoes de 10 e 25 puM, na seguinte
ordem: delfinidina = cianidina> malvidina> peonidina> pelargonidina> petunidina ¢ que
de um modo geral, as formas glicosiladas foram menos ativas que as agliconas. Este
resultado assim como os obtidos de outros pesquisadores (WANG; CAO; PRIOR, 1997;
NODA et al. 2002; MUNOZ-ESPADA et al. 2004), apontam para a necessidade de
quantificar e identificar estes compostos em frutos e hortali¢cas consumidos no Pais.

Entretanto, para identificar e quantificar as antocianinas, individualmente, através
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa, o maior desafio ¢ a
disponibilidade dos padrdes de referéncia para mais de 600 compostos ja identificados;
conforme Wrolstad (2004), ao se referir a apresentagdo de Andersen (2002), durante o
Workshop Internacional de Antocianinas. Esta diversidade ¢ resultante do ntimero de
grupos hidroxila e metoxila, da natureza e do nimero de agucares ¢ de acidos alifaticos
e/ou aromaticos, bem como da localizagdo desse compostos presentes na aglicona
(STRACK; WRAY, 1994). Este nimero, assim como, a complexidade de antocianinas
encontradas na natureza, podem ser reduzidos, por hidrolise 4cida, a apenas seis
antocianidinas mais comumente encontradas em frutos, cujos padrdes encontram-se
comercialmente disponiveis (NYMAN; KUMPULAINEN, 2001).

Considerando a escassez de estudos voltados para esses compostos em acerola, foi
realizado este trabalho com o objetivo de identificar as antocianidinas presentes em frutos

de 12 genotipos de aceroleiras.
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MATERIAL E METODOS

Frutos

As acerolas foram colhidas de 12 genétipos, identificados com os codigos 002-SPE,
003-APE, 004-RPE, 005-APE, 006-TPA, 007-TPA, 008-CPA, 011-BPA, 012-CPA, 013-
CPA, 014-CPA e 015-CPA, cultivados no Banco Ativo de Germoplasma da UFRPE,
instalado na Estacdo Experimental de Cana-de-Agucar em Carpina. Frutos no estadio
maduro foram colhidos de cada gendtipo, no periodo da manhd, refrigerados, e
transportados, em caixa isotérmica, até o Laboratério de Experimentacdo e Analises de
Alimentos (LEAAL) “Nonete Barbosa Guerra” do Departamento de Nutrigdo da UFPE,
onde foram realizados os experimentos. Apos a sele¢cdo, os frutos foram processados em
centrifuga doméstica e, as polpas resultantes, imediatamente armazenadas sob
congelamento (-18 + 1°C). Todos os procedimentos subseqiientes foram realizados sob

reduzida luminosidade.

Extracado das antocianinas

As antocianinas da polpa de acerola, de cada gendtipo, foram extraidas com
acetona, filtradas a vacuo e o residuo re-extraido com acetona até a completa remogao dos
pigmentos. O volume do filtrado foi quantificado, transferido para um funil de separacao
ao qual foi adicionado o dobro do volume de cloroférmio, e estocado durante uma noite a
4°C para a separagdo das duas fases. A fase aquosa (fase superior), foi levada ao
evaporador rotativo (38 £ 2°C) durante 10-15 minutos para a remocao da acetona residual e
o extrato aquoso, estocado a -18°C para ser utilizado nas etapas posteriores

(RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001).
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Purificacdo e precipitacdo das antocianinas

As antocianinas foram isoladas através da técnica de extracdo em fase solida
utilizando cartuchos Sep-Pak C;s (Waters Associates, Milford, MA), conforme a
metodologia descrita por Rodriguez-Saona ¢ Wrolstad (2001), a qual propicia a remogao
de actcares, de acidos e de outros compostos fenolicos das amostras. O extrato metanolico
obtido apds a purificagdo foi concentrado sob pressao reduzida (38 + 2°C) até a obtengao
de um residuo seco ao qual foi adicionado éter dietilico com a finalidade de precipitar os
pigmentos. As antocianinas foram, entdo, coletadas, centrifugadas (20 minutos, 2500g), e
secas sob atmosfera de nitrogénio. Os pigmentos em pd foram acondicionados em vidros
ambar, os quais, antes de serem fechados, receberam um fluxo de nitrogénio, e em seguida,

armazenados sob refrigeragdo (4°C), até o momento das analises (ESPIN et al., 2000).

Preparacgdo das antocianinas

Antocianinas purificadas de cada genotipo (1 mg), dissolvidas em 2-3 gotas de
metanol (0,01% HCI), com posterior adicdo de 1 mL de 4cido fosforico 4% (agua Milli-Q)
foram filtradas em membranas Millipore, de poro de 0,45 pm e 13 mm de didmetro, tipo

HV (Millipore Corp. Bedford, MA) antes de serem injetadas no cromatografo.

Hidrdlise acida das antocianinas

A hidrélise acida das antocianinas foi realizada conforme descrito por Drust e
Wrolstad (2001), com algumas modifica¢cdes. Em tubos de vidro rosqueados, cercade 3 a 5
mg de antocianinas purificadas de cada gendtipo foram dissolvidas em 2-3 gotas de
metanol (0,01% HCI), adicionado um volume 10 ml de HCI 2M e fechados, apds aplicacao
de fluxo de gas nitrogénio. Os pigmentos foram hidrolisados por 60 min em banho de agua

fervente e, entdo, imediatamente resfriados em banho de gelo. O hidrolisado foi purificado
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através da extracao em fase solida utilizando cartuchos Sep-Pak C;g3 (Waters), previamente
ativados com metanol (0,01% HCI) seguida com agua acidificada (0,01% HCI). As
amostras foram aplicadas nos cartuchos, lavadas com 10 ml de 4gua acidificada (0,01%
HCI) e, as antocianidinas, eluidas com 5 mL de metanol acidificado (0,01% HCI), foram
coletadas e conduzidas a um evaporador rotativo (38 £ 2 °C, sob vacuo) até que o metanol
fosse removido até proximo a secura. As antocianidinas foram dissolvidas com 1 mL de
acido fosforico 4% (4dgua Milli-Q) e filtradas em membranas Millipore, de poro de 0,45
um e 13 mm de didmetro, tipo HV (Millipore Corp. Bedford, MA) antes de serem

injetadas no cromatografo.

Separacgdo das antocianinas e das antocianidinas

As antocianinas e antocianidinas foram separadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) segundo metodologia descrita por Drust e Wrolstad (2001). Esta
etapa foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de
Antibidticos/UFPE, utilizando um cromatégrafo analitico Hewlett-Packard série 1100
equipado com desgaseificador, bomba quaternaria e detectores de ultravioleta-visivel e
indice de refragdo. Todo o cromatdgrafo foi controlado através do software Chemstation,
também responsavel pela obtengdo e tratamento dos dados, instalado em um computador
Kayak Hewllet-Packard com o sistema operacional Windows NT. A separa¢dao foi
realizada com uma coluna de fase reversa C;g (Merck, Lichrospher 100RP-18, Darmstadt,
Alemanha) de 250 mm de comprimento, 4 mm de diametro interno e com particulas de 5-
um de diametro médio, acoplada a uma coluna de guarda de 4 mm de comprimento e 3
mm didmetro interno (Merck, Lichrospher 100RP-18, Darmstadt, Alemanha). O volume de
injecdo foi de 20 uL, o comprimento de onda utilizado de 520 nm e, a temperatura ¢ a

vazdo, controladas em 30° C e 1 ml/min, respectivamente. Para elui¢do foi utilizada uma



87

alimentagdo em gradiente formada a partir de duas solucdes: solvente A (100%
acetonitrila, grau HPLC) e solvente B (1% acido fosforico, 10% dacido acético e 5%
acetonitrila (v/v), em agua Milli-Q). A elui¢cdo seguiu um gradiente linear variando de 5%
a 20 % a participacdo do solvente A na composi¢do da fase movel num intervalo de 20 min
e entdo um gradiente linear para este mesmo solvente de 20% a 5% em 5 min, retornando a

composi¢ao inicial da fase movel (5% solvente A e 95% solvente B).

Identificagdo das antocianidinas

A identificagdo das antocianidinas foi realizada a partir da comparagao dos tempos
de retengdo obtidos nos cromatogramas das amostras, com os tempos de retengdo dos
padroes de cloretos de cianidina, pelargonidina e malvidina (Extrasynthese, Genay,
Franga) e com os tempos de retencdo obtidos das antocianidinas de uvas Isabel, Patricia e
Red Globe, ameixa, cebola roxa, morango ¢ manga Tommy Atkins (DONNER; GAO;
MAZZA, 1997; BERARDINI et al., 2005; WU; PRIOR, 2005), adquiridos no mercado
local, com a finalidade de se obter o perfil cromatografico das seis antocianidinas, diante
da impossibilidade de aquisicdo dos padrdes referéncia da delfinidina, petunidina e

peonidina, sendo analisadas de acordo com os procedimentos anteriormente descritos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os perfis antocidnicos das polpas dos diferentes genotipos de acerola sdo
relativamente simples quando comparados aos de frutos como “lowbush blueberries”, nos
quais foram identificadas pelo menos 25 antocianinas (GAO, MAZZA, 1995) e aos

extratos de “bilberry” nos quais ZHANG et al. (2004) encontraram mais de 15 picos
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referentes a presenca de antocianinas, que apds a hidrélise acida, foram reduzidos a cinco,
identificados como delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina.

No que diz respeito as antocianinas das acerolas, Figuras de 1 a 6, verifica-se que
os genotipos 002-SPE, 004-RPE, 005-APE, 006-TPA, 011-BPA, 013-CPA e o 014-CPA
apresentaram trés picos similares, enquanto os 003-APE, 007-TPA, 008-CPA e 015-CPA,
quatro picos com o mesmo perfil e o0 012-CPA que além dos picos comuns aos demais,
apresentou mais um. Tendo como base a area dos picos, constata-se que o registrado em
menor tempo de retencdo, em todos os cromatogramas, encontrava-se, provavelmente,
presente em maior quantidade.

Convém ressaltar que o tempo de retencdo, parametro baseado na hidrofobicidade
da molécula, é influenciado pelo grau de glicosilagdo e pela natureza dos agucares
presentes nesses pigmentos. Chaovanalikit, Thompson e Wrolstad (2004), em frutos de
“blue honeysuckle”, relataram que seis antocianinas foram separadas em CLAE de fase
reversa na seguinte ordem de eluigdo: cianidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3-glicosideo,
cianidina 3-rutinosideo, pelargonidina 3- glicosideo, peonidina 3- glicosideo, peonidina 3-
rutinosideo.

De acordo com a metodologia descrita por Drust ¢ Wrolstad (2001), o tempo de
eluicdo indicado para separacdo de antocianinas aciladas, em CLAE de fase reversa, ¢ de
70 min, devido a presenga de acidos acilados na molécula que aumenta o tempo de
retengdo (STRACK; WRAY, 1994). Como nos cromatogramas obtidos nesta pesquisa 0s
picos foram registrados antes de 15 min, infere-se que esses pigmentos nao possuem acidos
em suas moléculas. Este resultado corrobora os obtidos por Hanamura, Hagiwara e
Kawagishi (2005), os quais relataram, em acerolas cedidas pela Nichirei do Brazil (Recife,

Brasil), a auséncia de acilacdo nas moléculas das antocianinas identificadas.
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Pesquisas realizadas por Longo e Vasapollo (2005) e por Kallithraka et al. (2005),
em frutos de Ruscus aculeatus L. e em uvas, respectivamente, os picos referentes as
antocianinas aciladas foram os ultimos a serem eluidos e que nas uvas, os picos referentes
aos glicosideos de delfinidina, cianidina, petunidina e malvidina foram eluidos antes de 13
min, enquanto o pico referente a malvidina, acilada com acido p-cumarico, foi registrado
no cromatograma, aproximadamente, aos 22 min de eluigao.

Diante da impossibilidade de obter padrdes que permitissem a identificacdo das
antocianinas foi procedida a hidrdlise acida para obtengdo das antocianidinas. Embora
Drust ¢ Wrolstad (2001) recomendem 30 min para hidrélise acida, neste estudo foram
utilizados 60 min, uma vez que em experimentos implementados por Zhang et al. (2004),
foi constatado, ap6s 30 min a 100 £ 2° C, a presenga de 10% de antocianinas, cujo
desaparecimento quase completo ocorreu somente apoés 60 min de hidrolise.
Posteriormente, Longo, Vasapollo ¢ Rescio, (2005) constataram que este tempo também
ndo foi suficiente para hidrolisar totalmente as antocianinas purificadas de “buckthorn”
(Rhamnus alaternus L), cuja hidrélise total foi obtida apenas com cinco horas.

Comparando os cromatogramas, antes e apds a hidrolise, pode-se constatar que
para o fruto em estudo, o tempo utilizado foi efetivo para obter apenas as antocianidinas e
confirmar a presenca de pigmentos glicosilados na medida em que os picos presentes nos
cromatogramas das antocianinas desapareceram apos a hidrdlise acida dando origem, nos
cromatogramas das agliconas, a novos picos, de maior intensidade e de diferentes tempos

de reten¢do (Figuras 1-6).
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Figura 1: Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas e antocianidinas presentes em gendtipos
de acerola. Condi¢des cromatograficas: coluna de fase reversa C;g Lichrospher 100RP-18 (250 x 4 mm),
acoplada a uma coluna de guarda Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetonitrila (grau
HPLC); solvente B: 1% acido fosférico, 10% acido acético e 5% acetonitrila (v/v, em agua Milli-Q).
Gradiente linear de 5% a 20 % do solvente A em 20 min e de 20% a 5% em 5 min, retornando a composic¢ao
inicial da fase movel (5% solvente A e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C , vazdo de 1 ml/min, volume
de injegdo de 20 puL e deteccdo em 520 nm. Pico 1: cianidina; Pico 2: pelargonidina.
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Figura 2: Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas e antocianidinas presentes em genotipos
de acerola. Condicdes cromatograficas: coluna de fase reversa C;g Lichrospher 100RP-18 (250 x 4 mm),
acoplada a uma coluna de guarda Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetonitrila (grau
HPLC); solvente B: 1% acido fosforico, 10% acido acético e 5% acetonitrila (v/v, em agua Milli-Q).
Gradiente linear de 5% a 20 % do solvente A em 20 min e de 20% a 5% em 5 min, retornando a composi¢o
inicial da fase mével (5% solvente A e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C , vazdo de 1 ml/min, volume
de injecdo de 20 uL e detecgdo em 520 nm. Pico 1: cianidina; Pico 2: pelargonidina
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Figura 3: Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas e antocianidinas presentes em genotipos
de acerola. Condi¢des cromatograficas: coluna de fase reversa C;g Lichrospher 100RP-18 (250 x 4 mm),
acoplada a uma coluna de guarda Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetonitrila (grau
HPLC); solvente B: 1% acido fosforico, 10% acido acético e 5% acetonitrila (v/v, em agua Milli-Q).
Gradiente linear de 5% a 20 % do solvente A em 20 min e de 20% a 5% em 5 min, retornando a composi¢ao
inicial da fase movel (5% solvente A e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C , vazdo de 1 ml/min, volume
de inje¢@o de 20 pL e deteccdo em 520 nm. Pico 1: cianidina; Pico 2: pelargonidina
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Figura 4: Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas e antocianidinas presentes em genotipos
de acerola. Condi¢des cromatograficas: coluna de fase reversa C;g Lichrospher 100RP-18 (250 x 4 mm),
acoplada a uma coluna de guarda Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetonitrila (grau
HPLC); solvente B: 1% acido fosforico, 10% acido acético e 5% acetonitrila (v/v, em agua Milli-Q).
Gradiente linear de 5% a 20 % do solvente A em 20 min e de 20% a 5% em 5 min, retornando a composi¢ao
inicial da fase movel (5% solvente A e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C , vazdo de 1 ml/min, volume
de inje¢@o de 20 pL e deteccdo em 520 nm. Pico 1: cianidina; Pico 2: pelargonidina
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Figura 5: Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas e antocianidinas presentes em genotipos
de acerola. Condi¢des cromatograficas: coluna de fase reversa C;g Lichrospher 100RP-18 (250 x 4 mm),
acoplada a uma coluna de guarda Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetonitrila (grau
HPLC); solvente B: 1% acido fosforico, 10% acido acético e 5% acetonitrila (v/v, em agua Milli-Q).
Gradiente linear de 5% a 20 % do solvente A em 20 min e de 20% a 5% em 5 min, retornando a composi¢ao
inicial da fase movel (5% solvente A e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C , vazdo de 1 ml/min, volume
de inje¢@o de 20 pL e deteccdo em 520 nm. Pico 1: cianidina; Pico 2: pelargonidina
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Figura 6: Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas e antocianidinas presentes em genotipos
de acerola. Condi¢des cromatograficas: coluna de fase reversa C;g Lichrospher 100RP-18 (250 x 4 mm),
acoplada a uma coluna de guarda Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetonitrila (grau
HPLC); solvente B: 1% acido fosforico, 10% acido acético e 5% acetonitrila (v/v, em agua Milli-Q).
Gradiente linear de 5% a 20 % do solvente A em 20 min e de 20% a 5% em 5 min, retornando a composi¢ao
inicial da fase movel (5% solvente A e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C , vazdo de 1 ml/min, volume
de inje¢@o de 20 pL e deteccdo em 520 nm. Pico 1: cianidina; Pico 2: pelargonidina
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A natureza e o grau de substituicao no anel B das agliconas influenciam no tempo
de retencdo, tendo em vista que a presenca de grupos hidroxilas aumenta a mobilidade da
molécula enquanto de grupos metoxilas, decresce; caracteristicas que, em analise realizada
em CLAE de fase reversa, estabelecem a ordem de elui¢ao das antocianidinas: delfinidina,
cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina e malvidina (STRACK; WRAY, 1994;
COSTA; HORTON; MARGOLIS, 2000). Considerando a ordem de eluicao e os tempos de
reten¢do exibidos nos cromatogramas dos padroes (Figura 7) e dos vegetais citados em 2.9
(Tabela 1), as duas agliconas presentes em todos os genotipos de acerola, em estudo, foram

identificadas como cianidina e a pelargonidina (Figuras 1-6).

mal

ao0 —
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Figura 7: Perfil cromatografico obtido por CLAE dos padrdes de referéncia. Condigdes cromatograficas:
coluna de fase reversa C;3 Lichrospher 100RP-18 (250 x 4 mm), acoplada a uma coluna de guarda
Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetonitrila (grau HPLC); solvente B: 1% acido
fosforico, 10% acido acético e 5% acetonitrila (v/v, em agua Milli-Q). Gradiente linear de 5% a 20 % do
solvente A em 20 min e de 20% a 5% em 5 min, retornando a composig¢do inicial da fase movel (5% solvente
A e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C , vazdo de 1 ml/min, volume de injegdo de 20 uL e detecgdo em
520 nm. Pico 1: cianidina; Pico 2: pelargonidina; Pico 3: malvidina
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Este achado concorda com Macheix, Fleuriet e Billot (1990), ao afirmarem que a
maioria dos frutos contém duas antocianidinas, das quais a cianidina ¢ a mais encontrada,
acompanhada pela peonidina, delfinidina ou pelargonidina e com Hanamura, Hagiwara e
Kawagishi (2005), ao relatarem que em acerolas, as antocianinas identificadas foram
cianidina 3-ramnosideo e a pelargonidina 3-ramnosideo, as mesmas agliconas encontradas

neste estudo.

Tabela 1: Tempo de retencdao e identificacdo das antocianidinas presentes em diferentes

vegetais.
Tempo de retengdo (min)
Fontes Antocianidinas
Vegetais Df” Cy Pt Pg Pn Myv
Uva Isabel 6,83 10,47 11,47 nd nd 16,88
Uva Patricia 6,77 10,42 nd nd nd 17,04
Uva Red Globe 6,45 9,94 nd nd 16,15 nd
Ameixa nd 10,26 nd nd nd nd
Cebola roxa nd 9,60 nd nd 16,00 nd
Morango nd 10,40 nd 15,16 nd nd
Manga Tommy nd 10,01 nd 15,17 16,03 nd
Atkins

* Df: delfinidina; Cy: cianidina; Pt: petunidina; Pg: pelargonidina; Pn: peonidina; Mv: malvidina

nd: ndo detectada

Em pesquisas anteriormente realizadas por Vendramini e Trugo (2004) e Silva
(1999), em acerolas oriundas de um plantio comercial instalado no Rio de Janeiro (RJ) e
em acerolas de quatro diferentes cultivares, provenientes da regido de Campinas-SP,

respectivamente, além da presenca de pelargonidina e cianidina também foi detectada a
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malvidina. Este resultado pode ser decorrente da diversidade genética gerada pela
propagacdo da aceroleira por sementes (OLIVEIRA; SOARES FILHO, 1999) e de
complexos fatores, como incidéncia de luz solar, pluviosidade, topografia, tipo de solo,
localizagdo geografica, estagdao do ano, fertilizagcao do solo e grau de maturagao (HARRIS,
1977) e ainda, das diferentes técnicas analiticas utilizadas na identificagdo desses
compostos.

Tendo como base a percentagem da area dos picos registrados nos cromatogramas,
constata-se através da Tabela 2 que os gendtipos possuem diferenciadas proporgdes das
agliconas identificadas, as quais variaram de 48,51 a 76,11% de cianidina e 8,16 a 44,56%

de pelargonidina.

Tabela 2: Distribuicao relativa das antocianidinas presentes em 12 genotipos de acerola.

Antocianidinas (% da area do pico registrado a 520 nm.)

Genotipos Cianidina Pelargonidina
002-SPE 64,88 14,98
003-APE 48,51 19,25
004-RPE 71,74 16,93
005-APE 75,27 8,16
006-TPA 54,73 27,35
007-TPA 54,94 38,08
008-CPA 50,72 44,56
011-BPA 76,11 14,26
012-CPA 70,39 14,30
013-CPA 74,95 12,54
014-CPA 67,10 14,32

015-CPA 69,28 12,97
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Boyles e Wrolstad (1993), em 46 amostras de sucos de framboesa vermelha obtidos
de diferentes cultivares, de diferentes locais de origem, de diferentes estadios de maturacao
e de diferentes métodos de processamento, relataram que embora nao tenham encontrado
as mesmas antocianinas, os cromatogramas das antocianidinas revelaram, com diferentes
propor¢des das areas dos picos, que todas as amostras continham cianidina e pelargonidina.

Diferencas qualitativa e quantitativa do perfil antocidnico também foram relatadas
por: Ancos, Gonzales e Cano (1999) em quatro cultivares de framboesa, das quais apenas
na cultivar “Ceva” apresentou a delfinidina; por Kallithraka et al. (2005), em de 17
cultivares de uvas e por Siriwoharn et al. (2004) em 11 cultivares de amora preta. Mozetc,
TrebSe e Hribar, (2002), por meio da CLAE, detectaram um perfil semelhante composto
por oito antocianinas, com pequena variacdo na intensidade relativa dos picos em cinco
cultivares de cereja doce. Resultados similares foram obtidos por Donner, Gao e Mazza
(1997) em quatro cultivares de cebola roxa ao relatarem um perfil cromatografico
qualitativo idéntico, com variacdo na quantidade relativa de antocianinas demonstrando a

complexidade envolvida na determinag@o destes compostos.

CONCLUSOES
O simplificado perfil antocidnico apresentado pelos 12 genotipos sugere a
ocorréncia de diferentes graus de glicosilagdo e auséncia de acidos acilados nas moléculas
das antocianinas e que apenas duas agliconas, cianidina e pelargonidina, em diferenciadas

proporgdes, encontram-se presentes nos genotipos estudados.
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POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE ANTOCIANINAS
PRESENTES EM 12 GENOTIPOS DE ACEROLA

(Malpighia emarginata D.C.)
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RESUMO

Antocianinas de acerolas, isoladas de 12 genoétipos cultivados no Banco Ativo de
Germoplasma da Universidade Federal Rural de Pernambuco, foram testadas quanto a
atividade antioxidante e a capacidade de seqiiestrar radicais livres através do sistema
modelo B-caroteno/acido linoléico e do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
respectivamente. A atividade antioxidante das antocianinas dos gendtipos de acerola
situou-se entre 28,58 a 47,07%, inferior a exibida pelo BHT. No teste de avaliagdo da
capacidade de seqiiestrar o radical livre DPPH, também foi observada uma variacdo entre
os gendtipos, a concentracdo e o tempo de reacdo. Na concentragcdo 16,7 pg/ml e apds 5
min e 2h de reagdo, o percentual variou de 36,97 a 63,92% e de 73,27 a 94,54%,
respectivamente. A especificidade e sensibilidade de cada método utilizado, bem como o
uso de diferentes concentracdes de antocianinas dificulta a comparagdo entre os resultados
obtidos. No entanto, constata-se, independentemente do método utilizado, que as
antocianinas isoladas de todos os gendtipos de acerola exibiram atividade antioxidante e
habilidade de agirem como seqiiestradoras de radical livre e que dentre os genotipos
estudados, o 008-CPA pelo elevado teor de antocianinas totais, apresenta maior potencial

antioxidante por ambos os métodos utilizados.

Palavras-chave: Atividade antioxidante, Antocianinas, Malpighia emarginata DC.,

Genotipos.
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INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o consumo de frutas e hortalicas
exerce efeitos benéficos a saude e contribui para redugdo de risco de doencas degenerativas
(AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993). A prote¢ao atribuida a esses alimentos tem sido
relacionada a presenca de compostos fenolicos, os quais possuem capacidade antioxidante
(WANG; CAO; PRIOR, 1996; VINSON et al., 1998).

Dentre os compostos fenolicos destacam-se as antocianinas, glicosideos
polihidroxilados e polimetoxilados, derivados do 2-fenilbenzopirilium (cation flavilium)
(Francis, 1989). As diferengas entre as antocianinas encontram-se relacionadas: ao numero
de grupos hidroxilas; a natureza, nimero e posi¢do de agucares ligados a molécula e a
natureza e numero de acidos alifaticos ou aromaticos presentes nos acgtcares (STRACK;
WRAY, 1994). Estes pigmentos vém sendo estudados quanto a sua habilidade em reduzir
o risco da oxidagdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), de agir como seqiiestrantes
de radicais livres e de quelar metais (SAUTE-GRACIA; HEINONEN; FRANKEL, 1997;
KAHKONEN; HEINONEN, 2003). Essas a¢des encontram-se relacionadas com a posi¢io
e o grau de hidroxilagdo e metoxilagio (SEERAM; NAIR, 2002), com a glicosilagao
(WANG; CAO; PRIOR, 1997) e com a presenca de acidos acilados na molécula
(TAMURA, YAMAGAMI, 1994).

Grande parte da producdo mundial de acerola, uma das mais ricas fontes naturais de
vitamina C, ocorre no Brasil onde esta cultura tem sido amplamente propagada devido a
boa adaptagdo ao solo e ao clima (JOHNSON, 2003). Embora o conteudo de vitamina C
decresga durante o processo de maturagdo, frutos maduros ainda apresentam altos teores
dessa vitamina. Alves, Chitarra e Chitarra (1995), Vendramini ¢ Trugo (2000), e Assis,
Lima e Oliveira (2001) constataram 1.021; 1.074, e 957 mg de vitamina C/100g de polpa

do fruto maduro, respectivamente. Nao obstante a cor vermelha deste fruto seja decorrente
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da presenca de antocianinas (MAZZA; MINIATI, 1993), a maioria dos artigos publicados
sobre as antocianinas presentes em acerola (CHAN Jr.; YAMAMOTO, 1994; LIMA et al.,
2003; VENDRAMINI; TRUGO, 2004; MUSSER et al., 2004) ndo abordam sua atividade

antioxidante, que serd o objeto desta pesquisa.

MATERIAL E METODOS

Frutos

As acerolas foram colhidas de 12 genoétipos, identificados com os codigos 002-SPE,
003-APE, 004-RPE, 005-APE, 006-TPA, 007-TPA, 008-CPA, 011-BPA, 012-CPA, 013-
CPA, 014-CPA e 015-CPA, cultivados no Banco Ativo de Germoplasma da UFRPE,
instalado na Estacdo Experimental de Cana-de-Agucar em Carpina. Frutos no estadio
maduro (1 a 2 Kg), foram colhidos de cada um dos gendtipos, no periodo da manha,
refrigerados e transportados, em caixa isotérmica, até o Laboratorio de Experimentagdo e
Analises de Alimentos (LEAAL) “Nonete Barbosa Guerra” do Departamento de Nutri¢ao
da UFPE, onde foram realizados os experimentos. Apos a selecdo, os frutos foram
processados em centrifuga doméstica e, as polpas resultantes, imediatamente armazenadas
sob congelamento (-18 £ 1°C). Todos os procedimentos subseqiientes foram realizados sob

reduzida luminosidade.

Extracado das antocianinas

As antocianinas da polpa de acerola (200 a 500g), de cada genoétipo, foram
extraidas com acetona, filtradas a vacuo e o residuo re-extraido com acetona até a completa
remocao dos pigmentos. O volume do filtrado foi quantificado, transferido para um funil

de separacdo, ao qual foi adicionado o dobro do volume de cloroférmio, e estocado durante
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uma noite a 4°C para a separacao de duas fases. A fase aquosa (fase superior), foi levada ao
evaporador rotativo (38 £ 2°C) durante 10-15 minutos para a remog¢ao da acetona residual e

0 extrato aquoso, estocado a -18 + 1°C para ser utilizado nas etapas posteriores

(RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001).

Purificag¢do e precipita¢do das antocianinas

A extracdo em fase solida (SPE, solid phase extraction), em cartuchos Sep-Pak C;g
(Waters Associates, Milford, MA) foi empregada para purificacio das antocianinas de
acordo com a metodologia descrita por Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001), modificada
quanto ao volume de 4gua acidificada (0,01% HCI) utilizada para lavar os cartuchos apos a
aplicacdo do extrato antocianico. Os cartuchos foram ativados com metanol e, apds
lavagem com 4gua acidificada (0,01% HCI), foi aplicado o extrato aquoso de acerola (5 a
10mL). Para assegurar a remoc¢ao do elevado teor de 4cido ascorbico presente na acerola,
os cartuchos contendo os pigmentos adsorvidos foram lavados com &4gua acidificada
(0,01% HCI) em um volume 10 vezes superior ao do volume do extrato aquoso aplicado. A
eficacia deste procedimento foi avaliada em 10 mL da tltima dgua eluida por meio de
método titulométrico utilizando 2,6 diclorofenol indofenol (AOAC, 1990). Apos o término
da lavagem com agua acidificada (0,01% HCI), os compostos fendlicos ndo antocianicos
foram removidos com acetato de etila e, as antocianinas, eluidas com metanol acidificado

(0,01% HCI).

O extrato metanolico foi concentrado sob pressdo reduzida (38 + 2°C) até a
obtencdo de um residuo seco ao qual foi adicionado éter dietilico com a finalidade de
precipitar os pigmentos. As antocianinas foram, entdo, coletadas, centrifugadas (20

minutos, 2500g) e secas sob atmosfera de nitrogénio. Os pigmentos em pd foram pesados,
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acondicionados em vidros ambar, os quais, antes de serem fechados, receberam um fluxo
de nitrogénio e, em seguida, armazenados sob refrigeracao (4°C) até o momento das

anélises (ESPIN et al., 2000).

Determinag¢do da atividade antioxidante utilizando sistema modelo [-caroteno/dacido
linoléico

A atividade antioxidante das antocianinas foi determinada por oxidagdo acoplada
do B-caroteno e do acido linoléico segundo metodologia descrita por Marco (1968) e
modificada por Hammerschmidt e Pratt (1978). Este método avalia a reducdo dos valores
de absorbancia, os quais se encontram relacionados com a perda de cor do B-caroteno,
como resultado dos produtos de peroxidagdo do dacido linoléico. As solucdes de
antocianinas foram preparadas numa concentracdo de 0,2 mg/mL utilizando metanol
acidificado (0,01% HCI), tendo como padrdo, o hidroxi butil tolueno (BHT) em
concentragdo igual a da solucao de antocianinas.

Todas as determinacdes foram efetuadas em triplicata e a atividade antioxidante

(AA), calculada como percentual de inibi¢do relativa ao controle utilizado a seguinte

equacdo (Al-Saikhan; Howard; Miller Jr, 1995):

AA = Taxa de degradacio do controle — Taxa de degradacdo da amostra x 100
Taxa de degradagao do controle
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Determinagdo da capacidade de seqiiestrar radical livre utilizando DPPH (1, 1-difenil-2-
picrilhidrazina)

A capacidade de seqiiestrar radical livre foi realizada de acordo com o método
descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com algumas modificagdes. Neste
método, a reducdo do DPPH pelo composto antioxidante resulta na perda de absorbancia e,
o grau de descoloragdo da solucdo, indica a eficacia do composto testado. Antocianinas em
p6 de cada genotipo foram solubilizadas em metanol e 0,1 mL destas solugdes com
diferentes concentracdes (1,0; 0,5 e 0,1 mg/mL) foram adicionados em tubos de ensaio
rosqueados contendo 5,9 mL de uma solu¢do metandlica de DPPH com concentragdo de
0,lmM, obtendo, no final do teste, as concentracdes de 16,7; 83 e 1,7 pg/mL,
respectivamente. Com o propoésito de estabelecer comparacdo foi utilizada uma solugado
metanodlica de BHT nas mesmas concentragdes das solugdes de antocianinas. Apds leve
agitacdo, os tubos foram deixados no escuro a temperatura ambiente (23 + 1°C) e o
decréscimo da absorbancia foi registrado a 517 nm em intervalos de 05, 15, 30, 60, 90 e
120 min, utilizando metanol para zerar o espectrofotometro e uma solugdo contendo 0,1
mL de metanol e 5,9 mL de DPPH como branco. Todos os experimentos foram conduzidos
em triplicata.

Os resultados foram calculados pela seguinte formula e expressos como percentual

de seqiiestro de radical livre (MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; van BEEK, 2004):

% de seqiiestro de radical livre = [(Ag - Aa)/Ag] x 100,

onde: Ap = absor¢ao do branco (t = 0 min); A, = absor¢do das solu¢des das antocianinas

(t = diferentes intervalos de tempo)
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Tratamento estatistico dos dados

Com o objetivo de comparar a atividade antioxidante bem como a capacidade de
seqliestrar radical livre das antocianinas dos diferentes genotipos, os resultados foram
submetidos a Andlise de Varidncia (ANOVA) e Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando o programa estatistico “Statistica” (versao 5.5, StatSoft, Inc.,

Tulsa, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Remocao do dcido ascorbico

Considerando que os extratos de frutos contém quantidades aprecidveis de
compostos com agdo antioxidante e/ou pro-oxidante, foi utilizada a extracdo em fase sélida
(EFS), técnica de separagdo que promove uma particdo seletiva de um ou mais
componentes. A eficiéncia desta técnica requer adequada escolha do tipo de sorbente, do
sistema de solvente usado e sua relagdo com o analito de interesse (DEAN, 1998).

A eficacia da metodologia empregada neste estudo foi comprovada pela auséncia
de acido ascorbico em todas das amostras, evitando, desta forma, sua interferéncia na
avaliacdo da atividade antioxidante das antocianinas. Este resultado corrobora os
encontrados por Heinonen, Lehtonen e Hopia (1998) e Espin et al. (2000) que relataram a
remocao total do acido ascorbico apds utilizarem a técnica EFS com cartuchos Sep-Pak Cig

na purificagdo de vinho de frutos e extratos de frutos, respectivamente.
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Potencial antioxidante das antocianinas de gendtipos de acerola

Meétodo do sistema modelo [-caroteno/dcido linoléico

A atividade antioxidante das antocianinas isoladas dos 12 gendtipos de acerola,
tendo como padrao o BHT, encontra-se apresentada no Figura 1, na qual constata-se a
superioridade deste ultimo. Este resultado ratifica os obtidos por outros autores os quais
referem o BHT como o melhor inibidor da oxidag¢ao no sistema [-caroteno/acido linoléico
(van GADOW; JOUBERT; HANSMANN, 1997; BURDA; OLESZEK, 2001; KULISK et
al. 2004; GUERRA; MELO; MANCINI FILHO, 2004; TEPE et al., 2005). Com relagao as
antocianinas ensaiadas, o maior percentual (47,07%) foi apresentado pelo genotipo 002-
SPE. Este percentual foi, estatisticamente, semelhante aos demais, com exce¢do dos
gendtipos 005-APE e 011-BPA (31,73% e 28,58%, respectivamente), cujos valores foram
significativamente inferiores.

Por este mesmo método, Velioglu et al (1998) relataram para extratos metandlico
(80%) de “blueberry” e cereja doce alta atividade antioxidante (92,1 e 82,5%,
respectivamente) e Cordenunsi et al (2005) também em extratos metandlico a 70%
adicionado de 5% de 4cido acético, de morangos de cultivares “Dover”, “Campineiro” e
“Oso Grande”, 55,2; 51,7 e 56,6%, respectivamente, de atividade antioxidante. Em extratos
aquoso, etéreo e etandlico de coentro, foi demonstrado que diferentes procedimentos de
extragdo podem influenciar, de forma marcante, a composi¢do dos extratos e,
conseqilentemente, a sua atividade antioxidante (MELO et al. 2003). Além desse fato,
sabe-se que a composicao dos extratos varia de acordo com o material em estudo, ou seja,
o extrato bruto, além de antocianinas, contém outras substidncias como agucares, acidos
organicos e outros compostos fendlicos, os quais podem interferir na avaliagdo da

atividade antioxidante. A influéncia entre nove genotipos sobre a atividade antioxidante de
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“blueberry” foi referida por Connor et al. (2002), ratificando Wang e Stretch (2001) em

pesquisa efetuada com cultivares de cranberry”.
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Figura 1: Atividade antioxidante de antocianinas presentes em 12 gendtipos de acerola e padrio BHT
(0,2mg/mL) avaliada pelo sistema [-caroteno/acido linoléico. Colunas com a mesma letra ndo diferem

significantemente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Uma vez que nesta pesquisa foi utilizada uma concentracdo equanime dos
pigmentos, a variacdo encontrada deve ser decorrente das caracteristicas quimicas das
antocianinas presentes nos diferentes genotipos, face a comprovada relagdo entre
capacidade antioxidante e a estrutura quimica destes pigmentos (SEERAM; NAIR, 2002;

WANG; CAO; PRIOR, 1997; TAMURA; YAMAGAMI, 1994).
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Capacidade de seqiiestrar radical livre (DPPH)

O composto antioxidante, ao doar hidrogénio, reduz o DPPH acarretando alteragao
da cor violeta-escuro para amarelo-claro. Convém ressaltar que embora as antocianinas
absorvam luz no comprimento de onda utilizado neste teste, quando em baixa concentracao
ndo contribuem para a absorbancia total (KAHKONEN et al., 2003).

Vérios autores tém utilizado diferentes tempos de reagdo, como 5 min (BURDA;
OLESZEK, 2001; NAKAJIMA et al.,, 2004), 15 min (MILIAUSKAS et al., 2004;
BENVENUTI et al., 2004), 30 min (AMAKURA, et al., 2000; TEPE et al., 2005), 1 h
(BERMUDEZ-SOTO; TOMAS-BARBERAN, 2004; KULISIC, et al, 2004), 2 h
(CARDADOR-MARTINEZ; LOARCA-PINA; OOMAH, 2002), bem como por tempo
suficiente até que a absorbancia ndo mais apresente decréscimo (SANCHEZ-MORENO;
LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998; LEONG; SHUI, 2002).

A capacidade das antocianinas isoladas dos diferentes genotipos de aceroleiras de
seqiiestrar radical livre encontra-se registrada nas Tabelas 1-3, nas quais observam-se
variagdes em funcdo dos gendtipos, da concentracdo ¢ do tempo de reacdo. Estes
resultados sdo respaldados por: Oki et al. (2002) que em fragdes antocianicas obtidas de
cultivares de batata doce de cor roxa, verificaram que a capacidade de seqiliestrar o DPPH
foi proporcional a concentragdo de antocianinas empregadas no ensaio e, por Cardador-
Martinez et al. (2002) em extratos metandlicos de produtos obtidos a partir de feijao nos

quais a absorbancia diminuiu ao longo do tempo da reagdo com o DPPH.

Analisando as Tabelas de per si verifica-se que na Tabela 1, apos 5 min de reacao
as antocianinas do gen6tipo 014-CPA exibiram a maior (P< 0,05) capacidade de seqiiestrar
radical livre DPPH (63%). Este resultado foi superior aos reportados por Kdhkonen et al.,
(2003) que demonstraram, apdés 4 min de reagdo, que as antocianinas isoladas de amora

preta na mesma concentragdo testada (16.7 ug/ml), foram as mais eficientes em seqiiestrar
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o radical DPPH (58%), seguida pelas da “bilberry” (52%) e da “cowberry” (36%).
Antocianinas de blueberry (Vaccinium myrtillus), rabbiteye blueberry (Vaccinium ashei),
black currant (Ribus nigra), chokeberry (Aronia malanocarpa) e elderberry (Sambucus
nigra) apresentaram atividades similares, variando de 45 a 55%, apds 5 min de reagdo na
concentracdo de 1mg/ml. Convém ressaltar que além das antocianinas, outros compostos

fenolicos encontravam-se presentes nestes extratos (NAKAJIMA et al., 2004).

Embora as antocianinas dos genotipos 014-CPA e 003-APE tenham exibido os
mais elevados percentuais de inibicao (94,54 ¢ 94,47%), ndo diferiram significativamente,
dos genotipos 004-RPE, 008-CPA, e 012-CPA (93,75; 93,60 e 93,68%, respectivamente),

apods 2 h de reacdo (Tabela 1).

O fato do BHT ter apresentado o menor valor de inibi¢do apds 5 min de reacao,
independente da concentragdo utilizada (17,36; 9,98 e 3,12%, Tabelas 1-3), ratifica
Bondet; Brand-Williams e Berset (1997) ao afirmarem que este antioxidante reage
lentamente com o DPPH atingindo a absorbancia constante em 5 h. Esta tendéncia,
também, foi observada por Chen e Ho (1997); Moure et al. (2000) e posteriormente
ratificada por Koleva et al. (2002) e Tepe et al. (2005). Quanto mais rapidamente ocorre o
decréscimo da absorbancia, maior a capacidade do composto em seqiiestrar radical, isto &,

mais potente, mais habil em termos de doar hidrogénio.
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Tabela 1: Capacidade de seqiiestrar radical livre DPPH (%) de antocianinas isoladas de

genotipos de acerola e BHT na concentracao final de 16,7 pg/ml.

Genotipos Tempo de reagdo (min)
5 15 30 60 90 120
002-SPE 3955% 54347 6537 " 7453 ° 78,33 T 81,77°
+ + + + + +
0,68 0,81 0,74 0,83 0,75 0,59
003-APE 50,62 © 7127 84754 9277 94,18 ° 94,47 *
+ + + + + +
0,51 0,64 0,37 0,20 0,12 0,09
004-RPE 58,23° 76,72 ° 86,51%  9234% 93.40°%  93,75%
+ + + + + +
0,24 0,49 0,61 0,33 0,12 0,10
005-APE 51,20°¢ 67,41 °¢ 77,06 © 83,93 ¢ 88,27 ¢ 90,31 ¢
+ + + + + +
0,87 0,53 0,74 0,58 0,84 0,63
006-TPA 36,97 © 49,54 " 58,39 " 65,59 " 70,49 1 73270
+ + + + + +
0,82 0,95 0,96 0,95 0,90 0,91
007-TPA 52,08¢  6939%  79,39° 8721 90,77  9229°"
+ + + + + +
0,75 0,44 0,22 0,43 0,08 0,06
008-CPA 56,13 ° 73,14 ¢ 82,58 ¢ 89,67 9252 9360
+ + + + + +
0,69 0,86 0,85 0,90 0,64 0,35
011-BPA 41,94 ¢ 5597 ° 64,68 7329 75,96 & 78,99 &
+ + + + + +
0,29 0,70 0,38 0,51 0,39 0,68
012-CPA 59,03 ° 7851°%  87.65®  92,11%® 93,13% 93,68 %
+ + + + + +
0,87 0,89 0,60 0,75 0,82 0,77
013-CPA 52,74 ¢ 67,74 ¢ 77,34 ¢ 8520% 8902 90,82
+ + + + + +
0,81 0,61 0,74 0,88 0,96 0,74
014-CPA 63,92 2 81,79 ° 90,07 93,96 ° 94,37 94,54 2
+ + + + + +
0,50 0,36 0,26 0,17 0,10 0,05
015-CPA 37,10 51,908 62,438 71,04 & 76,31 79,17 &
+ + + + + +
0,74 0,81 0,77 0,52 0,86 0,73
BHT 17,36 39,10 59,73 B 75,70 83,54°¢ 86,89 ©
+ + + + + +
0,27 0,33 0,45 0,49 0,34 0,23

Dados expressos como média + desvio padrao.
Meédias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de significancia.
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A superioridade das antocianinas do genotipo 014-CPA, apds 5 min de reagao
(42,35%), ¢ confirmada na Tabela 2 sem, contudo, diferir significativamente dos genotipos
004-RPE (40,22%) e 008-CPA (39,43%). Estes valores foram um pouco mais elevados que
os reportados por Kidhkonen et al., (2003) utilizando esta mesma concentragao (8,3 pg/ml)
ap6s 4 min de reagdo, demonstrando que as antocianinas isoladas de amora preta,
“bilberry” e “cowberry”, apresentaram menor capacidade de seqiiestrar radical DPPH de
38, 38 e 25%, respectivamente. Apds 2 h de reagdo, embora as antocianinas dos genotipos
003-APE e 014-CPA tenham apresentado os mais elevados valores (75,64 ¢ 75,32%),
foram estatisticamente similares ao genotipo 004-RPE (72,64%).

Na Tabela 3 fica demonstrado que apesar da menor concentracdo utilizada
(1,7ug/ml), as antocianinas de acerola foram ainda capazes de seqiiestrar radical DPPH. A
superioridade do genétipo 014-CPA (11,03%) também foi ratificada ap6és 5 min embora
ndo tenha diferido estatisticamente dos gendtipos 003-APE, 004-RPE, 005-APE, 008-CPA
e 012-CPA. Esses resultados encontram-se proximos aos relatados por Kdhkonen et al.
(2003) que detectaram valores de percentuais de seqiiestro do radical DPPH de 12%, 13%
e 9% para antocianinas isoladas de amora preta, “bilberry” e “cowberry”, respectivamente,
na mesma concentragdo testada apds 4 min de reagdo. Na presente pesquisa, apos 2 h de

reacdo, o BHT foi mais eficiente (P < 0,05) que as amostras testadas.
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Tabela 2: Capacidade de seqiiestrar radical livre DPPH (%) de antocianinas isoladas de

genotipos de acerola e BHT na concentracao final de 8,3 pg/ml.

Gendtipos Tempo de reagdo (min)
5 15 30 60 90 120
002-SPE 26,45 0 33,68 ° 38,63 4454 ° 46,82 ° 49,178
+ + + + + +
0,61 0,73 0,63 0,88 0,73 0,59
003-APE 38,83 ¢ 52,27 ® 61,10 % 68,62 ° 72,73 ° 75,64 °
+ + + + + +
0,76 0,81 0,72 0,75 0,83 0,71
004-RPE 40,22 52,93 @® 60,17° 66,60 * 70,34 ° 72,64 ®
+ + + + + +
0,82 0,74 0,85 0,90 0,85 0,80
005-APE 33,65 % 44,47 ¢ 50,91 ¢ 56,06 ¢ 59,44 ¢ 61,73 ¢
+ + + + + +
0,82 0,82 0,57 0,70 0,80 0,84
006-TPA 25241 31,70 ° 36,87 F 41,14 ¢ 44,36 ¢ 46,45 ¢
+ + + + + +
0,68 0,74 0,88 0,61 0,56 0,52
007-TPA 33,19 % 44,12 ¢ 50,74 ¢ 57,09 ¢ 60,30 © 62,85 %
+ + + + + +
0,96 0,84 0,88 0,74 0,83 0,73
008-CPA 39,43 @ 50,24 ¢ 56,87 ° 61,92° 65,27 ° 67,34 ¢
+ + + + + +
0,81 0,85 0,94 0,87 0,87 0,78
011-BPA 31,47 39,66 ¢ 4436 ¢ 4921 ¢ 51,76 ¢ 5385 "
+ + + + + +
0,56 0,44 0,64 0,25 0,29 0,20
012-CPA 36,06 48,25 © 54,82 ¢ 60,44 ° 64,52 ° 65,93 <
+ + + + + +
0,80 0,70 0,83 0,74 0,61 0,66
013-CPA 31,40 © 42,93 ¢ 48,829 54,47 © 58,11°¢ 60,29 ©
+ + + + + +
0,51 0,70 0,66 0,36 0,45 0,45
014-CPA 42,352 54,932 63,557 68,98 ° 72,57 ° 75320
+ + + + + +
0,47 0,31 0,67 0,52 0,37 0,51
015-CPA 28,67 37,92°¢ 43,62 ¢ 4921 ¢ 52,54 ¢ 54.45°
+ + + + + +
0,51 0,57 0,68 0,22 0,12 0,12
BHT 9,98 ! 24,74 ¢ 40,30 & 55,89 © 65,54 ° 70,96 °
+ + + + + +
0,39 0,29 0,34 0,36 0,39 0,30

Dados expressos como média + desvio padrao.
Meédias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de significancia.
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Tabela 3: Capacidade de seqiiestrar radical livre DPPH (%) de antocianinas isoladas de

genotipos de acerola e BHT na concentracao final de 1,7 pg/ml.

Genotipos Tempo de reagdo (min)
5 15 30 60 90 120
002-SPE 7,66 %t 9,76 10,857 12,19  13,17°® 1377 %
+ + + + + +
0,79 0,61 0,70 0,68 0,47 0,58
003-APE 10,60 14,08 15,96 17,73 ¢ 18,97 19,68 °
+ + + + + +
0,22 0,32 0,53 0,48 0,69 0,28
004-RPE  10,317°  12,85% 1447°% 16,247 1737%  18,04°9
+ + + + + +
0,55 0,33 0,26 0,22 0,10 0,40
005-APE  931%  11,73%¢ 1321 1469 1536 1596
+ + + + + +
0,38 0,21 0,17 0,22 0,30 0,38
006-TPA 5,948 7,498 8.85¢ 10,30 & 11,16 8 11,94 ¢
+ + + + + +
0,68 0,74 0,87 0,71 0,89 0,63
007-TPA 8,91%% 11,06  12,83% 1432  1534% 16,05
+ + + + + +
0,46 0,62 0,56 0,69 0,70 0,64
008-CPA 10,70 13,52%®  1517% 16,73 17,65 1846
+ + + + + +
0,78 0,80 0,87 0,78 0,88 0,76
011-BPA 7,08 ©t& 10,14 %" 11,457 12,7590 13,93 % 487 ¢
+ + + + + +
0,38 0,39 0,29 0,34 0,30 0,39
012-CPA 9244 1184  1306% 1456 1550 16,20
+ + + + + +
0,61 0,72 0,80 0,79 0,87 0,71
013-CPA 8,66 11,19%  13,03%  14,59° 1556 16,35
+ + + + + +
0,80 0,73 0,84 0,93 0,89 0,73
014-CPA 11,03 ° 13,98 ° 16,60 ° 17,97 ° 1921  20,05°
+ + + + + +
0,30 0,34 0,57 0,61 0,20 0,05
015-CPA 6,81 8,89 10,14 11,18% 11,79 % 12,76
+ + + + + +
0,27 0,45 0,32 0,47 0,37 0,44
BHT 3,120 7,27 ¢ 11,86 °F 17,44 % 20,942 23,24 °
+ + + + + +
0,26 0,16 0,20 0,23 0,27 0,17

Dados expressos como média + desvio padrao.

Meédias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de significancia.
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Comparagdo entre os métodos

Vérios métodos tém sido utilizados para monitorar e determinar a atividade
antioxidante em alimentos e em sistemas biologicos. De acordo com Sanchez-Moreno
(2002), os testes podem ser classificados em dois grupos: os que avaliam a peroxidagao
medindo o grau de inibicdo da oxidagdo, e os que avaliam a capacidade de seqiiestrar
radicais livres, como por exemplo, o da oxidagdo acoplada do B-caroteno/acido linoléico e
o uso do reagente DPPH, respectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo por meio do sistema -caroteno/acido linoléico
indicam que este teste nao ¢ o mais apropriado para a avaliacdo da atividade antioxidante
das antocianinas, uma vez que as condigdes empregadas, de alta temperatura e suprimento
de oxigénio para acelerar a reacdo, proporcionam a ocorréncia de indesejaveis alteragdes
no composto estudado. Em contraposi¢cdo, o método que utiliza o DPPH apresenta a
vantagem de ndo empregar temperatura elevada e de ser conduzido em auséncia de
oxigénio e luz, fatores que afetam drasticamente a estabilidade das antocianinas
(MARKAKIS, 1982).

Essas consideragdes explicam a divergéncia encontrada em fun¢do da metodologia.
Além disso, Koleva et al. (2002), também, constataram que a mesma amostra pode exibir
diferentes valores de atividade antioxidante dependendo do parametro avaliado. Nao
obstante estas consideracdes, fica demonstrado, neste estudo, que todas as antocianinas
isoladas dos genotipos de acerola exibem propriedade antioxidante e que esses compostos
possuem um forte potencial de seqiiestrar radical livre.

A avaliacdo quantitativa das antocianinas da polpa de acerola, realizada na etapa
inicial desta pesquisa, demonstrou que, nos genotipos estudados, o teor deste pigmento
variou de 64,65 mg 100g™” a 6,45 mg 100g™, apresentados pelos genotipos 008-CPA e 002-

SPE, respectivamente (dados ndo publicados). Considerando que quantidades equanimes
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de antocianinas isoladas foram utilizadas nos dois métodos empregados e que os genotipos
diferem entre si quanto a quantidade do teor destes pigmentos, o 008-CPA apresenta um

maior potencial antioxidante.

CONCLUSOES

Extracdo em fase solida, com o uso de cartuchos Sep-Pak C;s e o procedimento
descrito neste estudo para remover o acido ascorbico dos extratos aquosos de antocianinas
de acerola, propiciaram a exclusdo deste acido e, conseqiientemente, sua influéncia sobre
os resultados. A utilizagdo de mais de um método para avaliar a acdo antioxidante das
antocianinas demonstrou que estes compostos apresentam maior habilidade de agirem
como seqiiestradores de radical livre. Dos genoétipos estudados, o 008-CPA pelo elevado
teor de antocianinas totais, apresenta maior potencial antioxidante por ambos os métodos

utilizados.
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Os resultados desta pesquisa, nas condi¢des em que foram obtidos, permitem concluir que:

e as polpas dos gendtipos apresentaram uma ampla varia¢ao no teor de antocianinas

totais e diferencas significativas quanto aos parametros de cor;

e embora a concentracdo destes pigmentos reflita sobre as caracteristicas cromaticas
das polpas, apenas esta quantificagao nao ¢ suficiente para caracteriza-la devido a

interferéncia da intensidade do componente amarelo (b*) na sua avaliacao;

e o perfil antocidnico sugere a ocorréncia de diferentes graus de glicosilagcdo e
auséncia de 4acidos acilados nas moléculas das antocianinas e que apenas duas
agliconas, cianidina e pelargonidina, em diferenciadas propor¢des, encontram-se

presentes nos gendtipos estudados;

¢ independentemente do método utilizado, as antocianinas isoladas de todos os
genotipos de acerola exibiram atividade antioxidante e habilidade de agirem como
seqliestradoras de radical livre e que dentre os gendtipos estudados, o 008-CPA
pelo elevado teor de antocianinas totais, apresenta maior potencial antioxidante por

ambos os métodos utilizados.





