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RESUMO

Os pigmentos naturais, entre 0s quais se destacam antocianinas e
carotendides, proporcionam cor aos alimentos. A cor percebida é considerada um
fator de qualidade e um atributo fundamental na aceitacdo e escolha de um
alimento. Em paralelo, estes pigmentos também possuem importantes fungdes
biolégicas, sendo considerados promotores da salde humana. A aragauna
(Psidium eugeniaefolia) € uma fruta de cor roxa, de sabor exético e mede até 3 cm
de diametro, encontrada na regido da Mata Atlantica, desde o Estado do Espirito
Santo até o Rio Grande do Sul. Por se tratar de uma fruta pouco pesquisada
objetivo do presente trabalho foi caracterizar e quantificar as antocianinas e o0s
carotendides. A composicdo de carotendides e de antocianinas foi determinada
em trés lotes de aracauna coletados no municipio de Santa Maria de Jetiba,
Estado do Espirito Santo. Os lotes apresentaram em média entre 3,0 e 3,2 mg/g
de antocianinas, entre as quais se destaca cianidina 3- glucosideo (74%). Em
relacdo aos carotendides, o conteudo variou entre 30,0 e 35,4 pg/g, sendo os
carotendides majoritarios a luteina (49-53%), seguido de B-caroteno (13%). Esses
pigmentos foram separados, identificados e quantificados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo e diodos e

espectrdmetro de massas (HPLC-DAD-MS/MS).
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SUMMARY

The natural pigments, mainly anthocyanins and carotenoids, promote color
to food. The perceived color is considered a factor of quality and a key attribute of
acceptance and choice of this food. Additionally, these pigments also present
remarkable biological functions and are considered promoters of the human health.
Aracauna (Psidium eugeniaefolia) is a purple fruit, presenting an exotic flavor and it
is up to 3 cm in diameter. They are found in the Atlantic Forest region, from
Espirito Santo State to Rio Grande do Sul State, Brazil. Taking in consideration
that few reports are found in literature about this fruit, the aim of this work was to
characterize and quantify anthocyanins and carotenoids. The composition of
carotenoids and anthocyanins were determined in three batches of aragauna
collected from Santa Maria de Jetiba, Espirito Santo State. The batches presented
concentration between of 3.0 and 3.2 mg/g (dry basis) of anthocyanins, where
cyanidin 3 - glucoside was the major one (74%). Regarding the carotenoid content,
it ranged between 30.0 and 35.4 mg/g (dry basis), where the main carotenoids
were lutein (49-53%), followed by B-carotene (13%). These pigments were
separated, identified and quantified by high performance liquid chromatography
coupled to a diode array detector and tandem mass spectrometer (HPLC-DAD-

MS/MS).



1. Introducao Geral

Os pigmentos naturais, tais como antocianinas e carotenoides,
presentes naturalmente nos alimentos, ou adicionados propositalmente,
proporcionam cor aos alimentos, contribuindo no aspecto visual, atributo este,
de fundamental importancia na aceitagdo e escolha de um alimento por seus
consumidores (Clydesdale, 1993). J& é reconhecida a associagao entre a alta
ingestdao de frutas e vegetais e a diminuicdo do risco de desenvolvimento de
diversas desordens crénico-degenerativas, tais como cancer, inflamacoes,
doencas cardiovasculares, catarata, degeneracdo macular e outras, sendo 0s
pigmentos um dos grupos de compostos bioativos aos quais sao atribuidas tais
acoes. Os mecanismos envolvidos ainda ndo foram totalmente elucidados, mas
de maneira geral, a reducdo do risco dessas doencas envolve a redugdo ou
inibicdo de reagdes de oxidacao, através do sequiestro de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de espécies reativas de nitrogénio (RNS) que sédo geradas
em decorréncia do metabolismo aerdbico celular normal, do desencadeamento
de processos oxidativos, em que atuam como um mensageiro intracelular, ou
ainda de fontes externas (Martindale, 2002, Machado, 2010).

Os numerosos estudos existentes mostraram que 0s compostos
fendlicos, incluindo antocianinas que sdo pigmentos responsaveis pela
coloragéo que varia do vermelho ao azul em muitas frutas, vegetais e flores,
estdo associados com agdes anti-carcinogénicas (inibicao do cancer de colon,
es6fago, pulmao, figado, mama e pele), anti-inflamatérias, anti-hepatotoxica,
anti-viral, anti-alérgica e anti-tromboética (Mazza & Girard, 1998), Além disso,

estes compostos estdo relacionados com prevencdo da oxidagdao de



lipoproteinas de baixa densidade, diminuindo os riscos da aterosclerose,
atuando na prevencao de doencas cardiovasculares e na absorgédo de produtos
toxicos oriundos da peroxidagao lipidica (Chiang et al., 2004; Dubick & Omaye,
2001; Gorelik et al., 2008). Estas fungdes estdo provavelmente relacionadas a
capacidade antioxidante destes compostos.

A capacidade antioxidante das antocianinas se deve a sua habilidade de
seqlestrar radicais livres, pela doacao de hidrogénio ou elétrons, ou pela
quelacao de ions metalicos bivalentes (Amarowicz et al., 2004). Além disso, De
Rosso et al. (2008) relataram que as antocianinas na forma colorida de cation
flaviium sdo também boas desativadoras de oxigénio singlete ('Oy).
Recentemente, Ribeiro et al. (2010) comprovaram que o tratamento agudo e
sub-agudo com polpa de acai possui efeito protetor em relacdo aos efeitos
genotéxicos causados pelo agente tumorigeno doxorubicina em ratos. Andlises
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) mostraram que na polpa de
acai predomina a presenca de flavondides e de antocianinas, além de
pequenas quantidades de carotendides. Esse efeito protetor pode ser atribuido
a presenca desses compostos com agao antioxidante que diminuem a

quantidade de ROS gerados pela doxorubicina.

Os carotenoides sao pigmentos que apresentam coloracao que varia do
amarelo ao vermelho e s&o encontrados em vegetais, animais e em
microrganismos. Estes compostos possuem como principal caracteristica
estrutural uma série de ligagcdées duplas conjugadas, gerando por ressonancia

um sistema de elétrons © que se desloca sobre toda a cadeia poliénica,

proporcionando a estas substancias alta reatividade quimica, absorcao de luz



na regiao do visivel e atividade antioxidante. Caroten6ides com mais que sete
ligacdes duplas conjugadas sdo capazes de desativar 'O, por transferéncia de
energia (Di Mascio et al., 1989). Os carotendides também desativam os
estados tripletes excitados de sensitizadores (Montenegro et al.,, 2004), os
quais sdo responsaveis pela formacdo de 'O,. Alguns estudos também tém

mostrado que os carotendides desativam o radical livre estavel ABTS®', sendo

o licopeno mais efetivo que pB-caroteno (Miller et al., 1996; Bohm et al., 2002).

O Brasil apresenta a maior diversidade biolégica do planeta (Rimoli et
al., 2000), entretanto a composicao de pigmentos e flavonéides de varias frutas
cultivadas no Brasil ainda nao foi avaliada e em muitas das ja analisadas, a
identificagdo dos carotendides, antocianinas e flavondides ndo foi confirmada
por espectrometria de massas (MS).

Dentro deste contexto se encaixam algumas frutas, como a aracauna
(Psidium eugeniaefolia), também conhecida como aracé preto, pertencente a
familia Myrtaceae. Sua ocorréncia se concentra na bacia do rio Parand e em
toda a extensdo da Mata Atlantica do Estado do Espirito Santo ao Estado do
Rio Grande do Sul. Os frutos apresentam forma arredondada, chegando a 3 cm
de diametro, e a coloragdo da casca varia entre verde, purpura e chega a
quase negro, de acordo com a maturacdo, sugerindo a presenca de
antocianinas. A polpa € carnosa, arroxeada, levemente acida e adocicada
envolvendo de 4 a 7 sementes. No Estado do Espirito Santo, a aragauna é
utiizada atualmente na industria de sorvetes e na fabricacdo de produtos

artesanais como licores, geléias, podendo também ser consumida in natura.



Nao foram encontrados trabalhos na literatura que descrevam a
composicao centesimal de aragauna, bem como a composicao de carotendides

e antocianinas.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Composicao de carotendides e antocianinas em frutas da familia

Myrtaceae

Myrtaceae é uma familia pantropical, com aproximadamente 3.800
espécies distribuidas em 130 géneros, encontradas na maioria das formacodes
vegetais brasileiras. E uma familia de alta representatividade na flora brasileira,
onde existem cerca de 1000 espécies encontradas nas areas serranas dos
dominios do Cerrado e principalmente na Floresta Atlantica, onde predominam
(Landrum & Kawasaki, 1997). Muitas espécies de frutas dessa familia ja foram
estudadas profundamente, destacando-se a investigacdo do conteudo de
compostos fendlicos e também de carotendides, em especial nos exemplares
que apresentam intensa coloracdo atraente como amarelo, vermelho e roxo.
Dentre as espécies mais pesquisadas estdo pitanga (Eugenia uniflora
L.)(Azevedo-Meleiro & Rodriguez-Amaya, 2004; Bagetti et al., 2011), jabuticaba
(Montes et al., 2005; Reynertson, 2006), camu-camu (Zanatta & Mercadante,
2007; Gongalves et al., 2010; Akter et al., 2011), jambolao (Syzygium cumini)
(Faria et al. 2011) e goiaba (Ferreira & Rodriguez-Amaya, 2008; Correa et al,,

2011).



A tabela 1 apresenta algumas frutas representantes da familia
Myrtaceae em que o conteudo de antocianinas ja foi investigado. Em seguida,
a tabela 2 mostra alguns representantes dessa familia e o conteudo de

carotendides que apresentam.

De acordo com os dados apresentados nas tabelas, o conteudo de
antocianinas e de carotendides apresenta grande variacdo entre as espécies
da mesma familia e até mesmo em frutas da mesma espécie. Essa variacao é
provavelmente consequéncia nao s6 do cultivar, como também do local onde
foram cultivadas, das condi¢des do solo e do clima, e do estadio de maturacéo
das frutas no momento das andlises (Mercadante, 2008). O camu-camu
(Myrciaria dubia), por exemplo, uma fruta de origem amazdnica e sabor
exdtico, possui uma grande variagdo no conteudo de pigmentos de acordo com
o local onde foi coletado. Esta € uma consequéncia ndo somente do local onde
foi cultivado, bem como alteragdes que podem ter ocorrido durante o transporte
e armazenamento, e o estadio de maturacao no periodo da colheita de acordo
com as praticas adotadas por cada produtor na tentativa de manter a qualidade
das frutas para comércio in natura. Nesse caso, por exemplo em camu-camu
adquirido em duas cidades brasileiras distintas do Estado de Sao Paulo
apresentam quase 50% de variacdo quanto ao conteudo de antocianinas
dependendo da origem (Zanatta & Mercadante, 2007). Quando comparado
com as frutas adquiridas no Estado da Flérida, EUA (Reynertson et al., 2008) a
quantidade de pigmentos do camu-camu brasileiro € muito superior. Esta
variagdo também pode ser percebida com o jambolao (Syzygium cumini). As

frutas obtidas na Flérida (Reynertson et al., 2008) apresentaram um contetdo



de antocianinas trés vezes maior do que os exemplares de origem brasileira
(Pelotas, Rio Grande do Sul) (Faria et al., 2011). Lima et al. (2002) avaliaram
pitangas de Paratibe — Estado de Pernambuco, e observaram que pitangas

maduras e semi-maduras possuem conteudo de carotendides diferentes.



Tabela 1 — Composicéo de antocianinas de frutas da familia Myrtaceae.

Frutas

Local de coleta das amostras

Antocianinas
(mg/g)

Referéncia

Muntries (Kunzea pomifera)
Cedar Bay cherry (Eugenia carissoides F.

Muell.)
Cereja do Rio Grande (Eugenia aggregata)

Grumixama (Eugenia brasiliensis)

Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

Camu-camu (M. dubia)

Jabuticaba azul (M. vexator)

Jambolao/ Jamelao (Syzygium cumini)

Lipote (S. curranii)
Jambo vermelho (S. malaccense)

Jambo rosa (S. samarangense)

Jambo rosa
(S. samarangense var. Taiwan Pink)

Araga Vermelho (Psidium cattleyanum
Sabine)

South Australia, Australia

New South Wales, Australia

Florida, Estados Unidos da América
Flérida, Estados Unidos da América

Flérida, Estados Unidos da América

Flérida, Estados Unidos da América
Mirandépolis e Iguape, SP, Brasil
Flérida, Estados Unidos da América

Flérida, Estados Unidos da América
Pelotas, RS, Brasil

Flérida, Estados Unidos da América
Flérida, Estados Unidos da América

Flérida, Estados Unidos da América

Flérida, Estados Unidos da América

Pelotas, RS, Brasil

0,38 £ 0,03°
0,43 £ 0,012
1,26 +0,45°
8,37 £0,20°
2,78+0,17°
<0,01°
0,30-0,54°
6,84 +0,36"
6,33 +0,10°
2,11 £ 0,09
12,1+0,53°
<0,01°
0,07 +0,03°

1,35+ 0,10°

0,361 * 0,005°

Netzel et al. (2006)
Netzel et al. (2006)
Reynertson et al. (2008)
Reynertson et al. (2008)
Reynertson et al. (2008)
Reynertson et al. (2008)
Zanatta et al. (2005)
Reynertson et al. (2008)
Reynertson et al. (2008)

Faria et al. (2011)

Reynertson et al. (2008)
Reynertson et al. (2008)
Reynertson et al. (2008)

Reynertson et al. (2008)

Fetter et al. (2010)

®Conteudo expresso como cyd-3 glu base imida
® Contetido expresso como cyd-3 glu base seca



Tabela 2 — Composicéo de carotendides de frutas da familia Myrtaceae °.

Frutas Local de coleta das amostras

Carotendides (pg/g)

Referéncia

Camu-camu (Myrciaria dibia) Mirandépolis e Iguapé, SP, Brasil

Goiaba (Psidium guajava L.) Recife , PE, Brasil

Aragé-amarelo (Psidium cattleyanum Pelotas, RS, Brasil
Sabine)

Pitanga roxa (Eugenia uniflora L) Paratibe, PE, Brasil

3,65 +2,60-10,95+2,37
42,98 + 0,46
0,99 £0,16

98,0+1,0-111,2+2,0

Zanatta & Mercadante (2007)
Mélo et al. (2006)
Fetter et al. (2010)

Lima et al. (2002)

?Conteldo expresso em base iUmida



Entre as frutas de mirtaceas brasileiras destaca-se a aragauna (Psidium
eugeniaefolia) (Figura 1-a), cuja arvore pode atingir de 2 a 6 metros de altura. Sua
ocorréncia se concentra na bacia do rio Parana e em toda a extensao da Mata
Atlantica dos Estados do Espirito Santo ao do Rio Grande do Sul. Os frutos
apresentam forma arredondada, chegando a 3 cm de didametro, e a coloracdo da
casca varia entre verde, purpura e chega a quase negro, de acordo com a
maturacao, sugerindo a presenca de antocianinas (Figura 1-b). A polpa é carnosa,
arroxeada, levemente acida e adocicada envolvendo de 4 a 7 sementes e possui um
sabor exoético, (Figura 1-c). A aracauna € utilizada na industria de sorvetes e na
fabricacdo de produtos artesanais como licores, geléias, sendo ja consumida in
natura, com grande potencial de comercializagdo. Nao foram encontrados trabalhos
na literatura que relatem a composicao de seus compostos bioativos, especialmente

antocianinas e carotendides.
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Figura 1- Psidium eugeniaefolia a) arvore em Santa Maria de Jetiba — ES- Brasil, b) arvore
com frutas antes da retirada c) Corte transversal da aragauna.

2.2 Antocianinas

Estrutura quimica

As antocianinas constituem um grupo de destaque dentre as classes de
flavondides, uma vez que possuem coloracao atraente que varia entre rosa palido,
vermelho, violeta e azul escuro em muitas flores, frutas e folhas de angiospermas

(Andersen & Jordheim, 2006).

Quimicamente esses flavondides sdo estruturas polihidroxiladas e
polimetoxiladas derivadas do cation flavilium, sendo encontrados na natureza na sua

forma glicosilada (Mazza & Miniati,1993). Diferentes acidos podem estar ligados a
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esses acgucares, contribuindo para a diferenciacao entre as antocianinas (Strack &
Wray, 1994). As antocianidinas (ou agliconas) consistem de um anel aromatico [A]
ligado ao um anel heterociclico [C], e ambos sédo ligados por ligacdo carbono-
carbono a um terceiro anel aromatico [B] (Konczac & Zhang, 2004). Assim, a
diferenca entre cada antocianina esta no grau de metoxilacdo e hidroxilacdo do
cation flavilium (aglicona), na natureza e a quantidade de acgucares ligados a
molécula, além posicdo em que se encontram, e a presenca de acidos aromaticos
ou alifaticos ligados ao acucar. Uma vez que as agliconas podem estar ligadas a
diferentes acucares e acidos, em diferentes posi¢cdes, o nimero de antocianinas €
muito maior que o numero de antocianidinas. Em alimentos 6 agliconas sdo mais
comumente encontradas, sendo estas: pelargonidina, cianidina, deflfinidina,
peonidina, petunidina e malvidina, conforme mostrado na Figura 2, onde também

s&o mostrados o sistema de numeracao e a identificagdo dos anéis.

Antocianidina c3 03,

Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH;,4 H
Petunidina OCH;, OH
Malvidina OCH;,4 OCH;,4

Figura 2. Estruturas das antocianidinas mais comuns em alimentos. As colunas C3’ e C¥%
correspondem aos grupos funcionais ligados aos carbonos 3’ e 5, respectivamente.

Os acgucares normalmente ligados as antocianidinas sao glucose, galactose,
ramnose e arabinose. Estes podem formar di- e trissacarideos, sendo os

monosideos ligados na posicdo 3 mais comumente encontrados em alimentos do
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gue os ligados nas posicoes 3,5 e 3,7. Os residuos de aglcares podem estar
esterificados aos acidos p-coumarico, cafeico, ferdlico, sinapico, p-hidroxbenzbico,

malbnico, oxalico, malico, succinico ou acético.

Transformacoes estruturais

As antocianinas sofrem transformacgdes estruturais de acordo com o pH do
meio em que se encontram, afetando diretamente a cor das mesmas (Vukosavljevi¢
et al., 2003; Mercadante & Bobbio, 2008). Ja foi amplamente demonstrado que em
meio neutro ou levemente acido, 4 estruturas de antocianinas coexistem em
equilibrio: cation flavilium (AH"), base quinonoidal (A), carbinol pseudobase (B) e

chalcona (C) (Mazza & Miniati,1993).

Em meio altamente acido, a estrutura predominante é o cation flavilium que
esta positivamente carregado. A carga positiva esta deslocalizada nos anéis,
embora os carbonos 2 e 4 estejam mais positivamente carregados. A desprotonagao
dos grupos hidroxilas nas posigdes 4’ e 7 contribui para a mudanga de cor nas
antocianinas. Em pH préximo de 4, uma dessas hidroxilas perde um proton
formando uma base quinonoidal (A). Quando aumenta-se o pH e este esta préximo
da neutralidade, ocorre uma segunda desprotonacao levando a formacdo de uma
base quinonoidal anidnica com um aumento da intensidade da cor azul no espectro
de absorcdo. Além disso, o cation flaviium é bastante susceptivel ao ataque
nucleofilico nas posicoes 2 e 4. Essa reagdo acontece principalmente na posigéo 2,
ocorrendo entdo a hidratacdo do cation flavilium dando origem a forma hemiacetal

incolor que esta em equilibrio com as formas trans- e cis-chalconas (Mazza &
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Brouillard, 1987; Brouillard & Delaport, 1977). A Figura 3 apresenta o esquema das

transformacodes estruturais das antocianinas em solugao aquosa.

cis-chalcona (cis-C) trans-chalcona (trans-C)

Figura 3- Transformagdes estruturais das antocianinas em solugao aquosa. Adaptado de Mercadante
& Bobbio (2008).

As quantidades de cation flavilium, formas quinonoidais, hemiacetais e
chalconas em equilibrio variam de acordo tanto com o pH quanto com a estrutura
das antocianinas (Mazza & Brouillard, 1987; Brouillard et al., 2010). As duas Unicas
espécies capazes de absorver luz na regidao do visivel sdo o cation flavilium e as
bases quinonoidais, assim, o0 grau de coloragdo em uma solugdo em um
determinado pH esta relacionado com a concentracdo dessas espécies (Brouillard,

1982). Brouillard e Delaport (1977) estudaram a distribuicdo das formas AH*, A, B e
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C derivadas de malvidina 3-glucosideo em fungdo do pH. Com o aumento do pH a
forma AH", predominante em valores de pH entre 0 — 2,5, diminui chegando a
proximo de 0%, enquanto ocorre 0 aumento significativo de B, que entre pH 4 e 6,
representa cerca de 80 % das formas presentes em solucdo aquosa, fazendo com
que a solucdo apresente-se praticamente incolor. Porém antocianinas que
apresentam um substituinte no carbono 4, como um grupo metila, possuem
coloragéo azul em valores de pH elevado uma vez que a forma A predomina em

virtude da estabilizacdo da base quinonoidal pelo substituinte.

Funcoées das antocianinas

As antocianinas sdo um grupo dentro dos flavondides que estao presentes na
alimentacdo de humanos e animais, possuem pouca ou nenhuma toxicidade, sao
hidrossollveis e estdo presentes em todos os tecidos vegetais das plantas, existindo
uma ampla discussdo sobre suas fungcdes e potencialidades. Em flores, as
antocianinas (do grego anthos = flor e kianos = azul) atuam principalmente como
atrativo para insetos e outros agentes polinizadores. Estudos também demonstraram
gue os tipos de antocianidinas biossintetizadas nas flores influenciam diretamente os
tipos de insetos que sao atraidos por essas plantas (Simmonds, 2003). Em frutas,
geralmente esses pigmentos sdo indicadores da maturacdo das mesmas, além de
contrastarem em um ambiente predominantemente verde em florestas, atraindo
passaros e outros animais que se alimentam dessas frutas e dispersam suas
sementes. Uma vez que as antocianinas absorvem luz na regido do visivel e no UV,

e também apresentam capacidade antioxidante, outra possivel funcdo também
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aceita € de que elas protegem o aparato fotossintético das plantas contra a radiacao
visivel ou UV-B excessiva, bem como contra o estresse foto-oxidativo (Quina et al.,

2009).

Baseado em dados obtidos para diversos alimentos, o consumo de
antocianinas a partir de dietas ricas em alimentos de origem vegetal € estimado em
centenas de miligramas por dia, dependendo dos habitos alimentares que variam de
acordo com a cultura local e de pessoa para pessoa (Hou et al., 2004). Ap6s uma
dieta rica em flavondides, as antocianinas sdo absorvidas e distribuidas pelo sistema
circulatério (Miyazawa et al, 1999). A absorcdo das antocianinas depende
diretamente da sua solubilidade. As antocianinas na forma glicosilada s&o bastante
hidrossoluveis, porém quando ocorre a hidrélise da ligacdo com os agucares, a
solubilidade diminui modificando o mecanismo de absorcdo. As antocianidinas por
sua vez, podem atravessar as membranas das células por difusdo. Quando
glicosiladas, os limites da difusdo passiva sao ultrapassados, e as antocianinas
intactas atravessam as membranas por transporte ativo. A absorcao dos flavondides
ocorre no intestino delgado, porém uma grande parte ndao é absorvida, sofrendo
metabolismo microbiano no intestino grosso onde os compostos sao deglicosilados e
as agliconas sao sujeitas ao transporte pelo sistema circulatério ou a outras
metabolizagdes. Antocianinas e seus derivados biotransformados foram
identificados no plasma, indicando que ambos os caminhos sédo possiveis. Além do
intestino, o estdmago também tem sido proposto como um sitio de absor¢do de
antocianinas. Grande parte dos flavondides & extensivamente metabolizada em
humanos, sendo que menos de 10% de dos flavon6ides sdo encontrados intactos na

urina indicando uma absorgao significativa e extenso metabolismo. A eliminacdo das
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antocianinas € rapida (t12 = 1,5 — 3 h) e 0 acumulo tende a nao ocorrer a nivel

significativo seguindo-se uma dieta normal (Kay, 2006).

Estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo moderado de antocianinas
devido a ingestao de produtos como vinho tinto estad associado a uma diminuicdo do
risco de doencas coronarianas (Sumner et al.,, 2005; Mazza, 2007). Outras
pesquisas demonstram que as antocianinas possuem uma alta capacidade de
desativar espécies reativas (Wang et al., 1997; Kalt et al., 2003) e apresentam
efeitos inibitérios no crescimento de algumas células cancerigenas (Kang et al.,

2003; Chenetal., 2006).

2.3 Carotenoides

Estrutura quimica

Os carotendides sao pigmentos lipossolUveis responsaveis pela atrativa
coloracdo amarela, laranja e vermelha, encontradas naturalmente em vegetais,
microrganismos e animais. Os animais metabolizam os carotendides a partir de
fontes vegetais, ndo sendo capazes de sintetiza-los. A quantidade de carotendides
presentes em frutas e vegetais depende de diversos fatores, como variedade

genética, maturidade, armazenamento pos-colheita e processamento.

Os carotendides possuem uma estrutura basica de 40 carbonos, formada a
partir de 8 unidades de isoprendides, ligados de tal forma que a molécula é linear e
simétrica, com a ordem invertida no centro (Figura 4). A estrutura basica aciclica

pode ser modificada por hidrogenagéo, desidrogenagao, ciclizagdo, oxidagao, ou
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ainda rearranjos e encurtamento da cadeia, além da combinacao dessas alteracoes
(Davies, 1976). A principal caracteristica dessa estrutura é a alternancia de ligacoes
duplas e simples, onde o sistema de elétrons 11 se desloca sobre a cadeia poliénica
que confere alta reatividade quimica, forma molecular rigida e absorcao de luz na
regido do visivel. O ndmero de ligacdes duplas conjugadas (l.d.c.) existente na
molécula caracteriza o cromo6foro que afeta diretamente a cor visual que varia entre
amarelo e vermelho. Vale ressaltar ainda, que carotendides com menos de 7 l.d.c.
nao apresentam cor visivel, e quanto mais extenso o croméforo da molécula, maior
o comprimento de onda de maxima absorgao (Amax) (Britton, 1998; Fraser & Bramley,

2004).

Os carotenoides hidrocarbonetos sdo coletivamente chamados de carotenos,
como por exemplo, o B-caroteno, enquanto aqueles que possuem oxigénio em sua
estrutura sdo conhecidos como xantofilas, tais como a luteina, violaxantina, entre

outros (Figura 4).
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Figura 4. Estruturas de alguns carotendides.

Isomeria cis-trans em carotendides

A isomeria cis-trans das ligagbes duplas dos carotendides é uma de suas
importantes  caracteristicas  estruturais. Na natureza estdo presentes
predominantemente carotendides na sua forma mais estavel all-trans, embora
pequenas quantidades de isdbmeros cis também possam existir. A exposicdo a
acidos, luz e temperatura também leva a formacdao dos isébmeros cis. Essa

transformacéo altera suas propriedades biolégicas, como a biodisponibilidade, a
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capacidade antioxidante e leva a diminuicdo da atividade de vitamina A (Shieber &

Carle, 2005).

Isbmeros cis também sdo encontrados em diversas frutas e vegetais,
prevalecendo em folhas verdes, pois a sua presenca, principalmente em tecidos
fotossintéticos esta relacionada com o papel fisiologico dos carotendides (Godoy &
Rodriguez-Amaya, 1994; 1998). De acordo com Mercadante (2008), o 9-cis-B-
caroteno é encontrado em grande quantidade nas folhas verdes comestiveis (10 a
12%), provavelmente porque as clorofilas presentes nesses vegetais agem como
sensitizadores para a foto-isomerizagdo do 3-caroteno. A figura 5 mostra a estrutura

dos isémeros cis de B-caroteno mais amplamente encontrados na natureza.

9-cis-B-caroteno

Figura 5. Estruturas de isbmeros cis de B-caroteno encontrados em frutas e vegetais. Adaptado de
Mercadante (2008).
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Em 1962, Zechmeister escreveu a primeira revisdo sobre isomeria cis-trans
de carotendides. De acordo com o numero de ligagcdes duplas presentes na
molécula, é possivel prever o nimero de formas isoméricas que podem ser
formadas a partir da configuracdo frans. Porém, nem todas as conformagdes
previstas sdo encontradas. Devido ao impedimento estérico, a isomerizacdo nas
posicbes 7-, 7'-, 11- e 11’- da cadeia poliénica dificilmente ocorre, sendo favorecida

nas posigoes 9-, 9'-, 13-, 13'-, 15- ,115'-, onde este impedimento ndo acontece.

Funcodes dos carotendides

Os carotendides estdao envolvidos em diversos aspectos na fotossintese, e
por isso nas células vegetais estdo presentes nos plastideos, mais especificamente
nos cloroplastos, cromoplastos e nas membranas tilacéides. Nos cloroplastos esses
pigmentos estdo associados principalmente as proteinas como pigmentos
fotoprotetores e estabilizadores de membrana, enquanto nos cromoplastos sao
encontrados na forma cristalina ou na forma de goticulas oleosas. Especificamente
na membrana tilacéide eles contribuem para manter a fluidez adequada das
membranas. A presenca de carotenos colabora para diminuir a viscosidade na
membrana, enquanto as xantofilas aumentam a viscosidade. Suas principais
fungbes durante a fotossintese s&o absorver a luz, transferir energia para a clorofila
e desativar espécies reativas, como oxigénio singlete. Os carotendides também
possuem um importante papel na fotoprotecdo das plantas, em virtude da alta
densidade de elétrons na sua estrutura (Mimuro & Katoh, 1991; Schieber & Carle,

2005).
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A vitamina A é essencial para o crescimento normal e desenvolvimento do
corpo humano, tendo um importante papel na visdo, reproducdo, divisdao e
diferenciagdo celular durante o desenvolvimento embrionario. Também ajuda a
regular o sistema imune na producao de linfocitos, prevenindo o organismo contras
doencas infecciosas, além de atacar virus e bactérias (Gester, 1993). A vitamina A
oriunda dos alimentos é derivada do retinol ou é formada a partir dos carotendides.
Porém para que estes apresentem atividade de pré-vitamina A devem possuir em
sua estrutura um anel-B ndo substituido, com uma cadeia poliénica de 11 carbonos.
Desta forma, destacam-se alimentos como couve, cenoura, buriti e a palmeira-de-

Oleo-americana (Elaeis oleifera) (Mercadante, 2008).

Além de serem precursores da vitamina A, os carotendides possuem um
importante papel na prevencdo de doengcas e na manutencdo da saude, devido
também a sua capacidade de desativar espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio, especialmente oxigénio singlete (Rao & Rao, 2007, Biehler, 2011). Ja
foram reportados na literatura diversos estudos que relacionam o consumo de
carotendides com a diminuicao do risco de doengas cardiovasculares (Palace et al.,
1999; Voutilainen, 2006), doengas oculares relacionadas com danos oxidativos
induzidos pela luz e idade (Bernstein et al., 2001) e certos tipos de canceres (Maoka
et al., 2001; Kristal, 2004). Porém, alguns estudos realizados com suplementacédo
desses compostos mostraram efeitos opostos, sendo necesséarias pesquisas mais
profundas para elucidar a relagdo entre a ingestdao de carotendides e seu potencial
beneficio através da diminuigdo do estresse oxidativo tanto em pessoas saudaveis

como em pessoas submetidas a determinados fatores de risco como o tabagismo

(Catania et al., 2009, Krinsky & Johnson, 2005).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Elaeis_oleifera&action=edit&redlink=1
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3. Objetivo

Considerando que o Brasil é o terceiro pais em producdo mundial de frutas, a
enorme biodiversidade encontrada e o apelo comercial cada vez maior de
ingredientes naturais e funcionais, o objetivo foi caracterizar e quantificar as
antocianinas e os carotendides de aracauna. Para atingir tal objetivo foi utilizada
cromatografia liquida de alta eficiéncia conectada aos detectores de arranjo de

diodos e espectrometro de massas (HPLC-DAD-MS/MS).

4. Materiais

4.1 Amostras

Em maio de 2011, 3 lotes de aproximadamente 3 kg cada foram coletados no
municipio de Santa Maria de Jetiba, Estado do Espirito Santo (20°03’15,34” S;
40°46°26,11” W). Todos os lotes foram coletados no mesmo més com intervalo de
uma semana entre as coletas. Além disso, as frutas foram selecionadas com base
no estddio de maturacdo, avaliada de acordo com a coloracdo da casca,
selecionando-se aquelas que possuiam entre 90 e 100% de coloracao roxa intensa.
As frutas foram enviadas em recipientes apropriados por transporte aéreo ao
laboratério de Quimica de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Unicamp. Apds a recepcao das embalagens lacradas, as frutas contendo injurias e

em estado insatisfatdrio foram descartadas.

Em cada lote recebido, 50 frutas foram aleatoriamente selecionadas para a

determinagdo das caracteristicas fisico-quimicas, como diametro transversal e
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longitudinal, peso da fruta inteira, peso da fruta sem sementes, além das
determinac6es de pH, sélidos soluveis totais e umidade, de acordo com as normas
do Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados obtidos foram analisados

estatisticamente, com auxilio do software STATISTICA 8.0.

As demais frutas do restante do lote, aproximadamente 1,8 kg, foram cortadas
ao meio, suas sementes foram retiradas, e o restante (polpa e casca) imediatamente
congelado criogenicamente com nitrogénio liquido. Apés o congelamento rapido, as
frutas foram armazenadas em um freezer a -80 °C até serem liofilizadas em um
liofilizador de bancada (Liotop L101, Liobras, Brasil). Depois de secas, as frutas
foram transformadas em p6 em um miniprocessador de alimentos (Black & Decker,
HC31, Brasil), seguido de armazenamento a vacuo em sacos plasticos de polietileno

estocados a -36 °C até o momento das analises.

4.2. Reagentes

Para as analises por HPLC, todos os solventes utilizados foram de grau
cromatogréfico e previamente filtrados em sistema Millipore de filtracdo a vacuo, com
membrana para solvente organico ou aquoso, conforme o0 caso, com porosidade de
0,45 um. Os extratos submetidos a separacédo por HPLC também foram filtrados em
membrana de polietileno com 0,22 um de poro. Metanol (MeOH) e éter metil terc-
butilico (MTBE) para uso em HPLC foram adquiridos da Merck (Alemanha). A agua
destilada utilizada como fase mével e para preparo dos extratos foi purificada pelo

Milli-Q (Millipore, EUA).
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Os demais solventes, acidos e sais foram adquiridos da Labsynth (Brasil).

4.3. Equipamentos

As andlises fisico-quimicas foram realizadas em pHmetro marca Digimed
(Brasil) previamente calibrado com solugdes tampdo 4 e 7, paquimetro digital
(Insize, Brasil) e estufa de secagem para determinacao da umidade (Modelo 315 E,

Fanem, Brasil).

Para a secagem dos extratos foi utilizado um evaporador rotatério Buchi

(Suica).

As anadlises quantitativas de carotendides totais e de antocianinas
monoméricas foram realizadas em espectrofotdmetro com detec¢do por arranjo de
diodos, marca Agilent modelo 8453 (EUA). Todas as andlises cromatograficas foram
realizadas em um equipamento de cromatografia liquida da marca Shimadzu
(modelo LC-20AD, Japao), com sistema quaternario de bombeamento de solventes,
injetor Rheodyne com alga de amostra de 20 pL, forno externo com controle de
temperatura e desgaseificador on line, conectado ao detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD) e a um espectrometro de massas (MS/MS) (Esquire 4000, Bruker,
Alemanha), com interfaces de ionizacao quimica a pressao atmosférica (APCI) e de
ionizacao por eletrospray (ESI), além do analisador ion trap. Os dados obtidos pelo
DAD e pelo espectrometro de massas foram adquiridos e processados por meio dos

softwares LC-Solution e Esquire Control, respectivamente.
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4.4 Extratos

4.41. Antocianinas

A partir de 0,2 g de aracauna liofilizada foi realizada a extracdo das
antocianinas com uma solucao composta por 1% de HCl em metanol, em repouso, a
temperatura de 4 °C durante a noite, seguida de maceragao exaustiva com 0 mesmo
solvente e filtracdo em papel Whatman n°1 (De Rosso & Mercadante, 2007a). Na
sequéncia, o extrato foi concentrado em evaporador rotatério (T < 38 °C) até
completa evaporagdo do metanol, liofilizado e armazenado sob atmosfera de
nitrogénio no escuro a -36 °C. As extracoes de cada lote foram realizadas em

triplicata.

4.4.2. Carotenodides

Os carotenoides foram extraidos exaustivamente em triplicata, a partir de 3,5
g de fruta liofilizada. A fruta seca foi pesada e macerada com acetato de etila em um
almofariz seguida de filtragdo em funil de Blchner com papel. Esse procedimento foi
repetido trés vezes. Em seguida o extrato foi saponificado para hidrolisar os ésteres
de xantofilas utilizando uma solucdo de 10% de KOH (100 mL) em metanol a
temperatura ambiente, totalizando um volume final de aproximadamente 200 mL. A
solugdo final permaneceu em uma mesa agitadora por uma noite. O extrato
saponificado foi transferido para uma mistura de éter etilico e éter de petrdleo (2:1,
v/v), onde foi lavado com &gua destilada até completa eliminacdo do élcali. O

residuo de agua que permaneceu no extrato foi retirado com auxilio de sulfato de
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sédio anidro (Na2SQ.). O extrato foi concentrado até secura em evaporador rotatério

(T <35 °C) e armazenado sob atmosfera de nitrogénio no escuro a —36 °C.

4.5. Analise quantitativa de antocianinas monoméricas

O extrato obtido no item 4.4.1 foi transferido para um baldao volumétrico e o
volume do mesmo completado com agua acidificada (1% HCI). Duas aliquotas foram
retiradas, sendo uma delas diluida em tampao cloreto de potassio 0,025 M, pH 1,0, e
a outra em tampao acetato de sdédio 0,4 M, pH 4,5, seguidas de leitura da
absorbancia a 520 nm e 700 nm. A diluicdo ocorreu em uma proporgado de 3:17
(extrato antocianico: solucao tampao). O conteudo de antocianinas monoméricas
(AM) foi calculado levando-se em consideragao a diferengca de absorbancia entre as
leituras dos extratos em pH 1,0 e pH 4,5, conforme a equacgao 1, onde Asz € Az
s&o as absorbancias a 520 e 700 nm, respectivamente; FD é o fator de diluicdo e | e

caminho 6tico em cm.

_ [(Asz0 = Asoo) o = (Aszo = Azgg)pras] X M X FD x 10° (9. 1)

AM
eXI]

Os resultados foram expressos como equivalente de cianidina 3-glucosideo
(cyd 3-glu), considerando massa molar (M) de 449,2 g/mol e absortividade molar (g)

de 26900 L/mol.cm e caminho 6tico da cubeta de 1 cm (Lee, 2005).
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4.6. Analise quantitativa de carotendides totais

O extrato seco de carotendides obtido no item 4.4.2 foi ressuspendido em
etanol e o volume completado para 125 mL, de modo a se obter uma diluicdo
adequada para a leitura no espectrofotémetro. O conteudo total de carotendides foi
calculado segundo a equacgao 2, considerando-se para este calculo o valor obtido
para a absorbancia (abs) no comprimento de onda de 445 nm. FD é o fator de
diluicdo, e valor do coeficiente de extincao (Eﬂm ) de 2550 para luteina em etanol, de
acordo com Davies (1976), uma vez que este é o carotendide majoritario presente

na aragauna.

abs x FD x 10*
Eftm (eq. 2)

Carotendides totais (ug) =

4.7. Anadlises por HPLC-DAD-MS/MS

4.7.1. Antocianinas

Antes da analise por HPLC-DAD-MS/MS os extratos foram purificados em
uma coluna XAD-7 de 45 cm de altura e 5 cm de diametro (Sigma-Aldrich, EUA),
conforme método descrito por Degenhardt et al. (2000) e aplicado para dovyalis por
De Rosso & Mercadante (2007Db).

Apds a extracdo das antocianinas, retirou-se compostos lipossoluveis do
extrato, fazendo-se a particdo em um funil de separagcdo contendo 100 mL de
acetato de etila. Entdo, o extrato antocianico foi transferido para a coluna XAD-7,
previamente lavada com agua ultrapura. A coluna foi novamente lavada com cerca

de 1 L de agua milli-Q, ficando as antocianinas retidas na resina, enquanto os
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acucares e outros flavondides foram eluidos. Para a remocao das antocianinas foi
utilizado 1 L de solugdo acido acético em agua (19:1). Apéds eluir com a solucao
acida, o extrato foi concentrado em um evaporador rotatério e em seguida liofilizado.
Antes das andlises, o extrato foi ressuspendido em uma solucéo equivalente a fase
movel utilizada na separacado, na proporcao de 90:10 de agua e metanol, ambos

com 5% de acido féormico.

As antocianinas do extrato de aracauna foram separadas em coluna C1g Luna
(5 um, 250 x 4,6 mm i.d.) (Phenomenex, EUA) com temperatura mantida em 29 °C.
A fase movel foi constituida de um gradiente linear de dgua/metanol, ambos com 5%
de acido férmico, programado para iniciar com a proporcao de 90:10 e seguir para
60:40 em 20 min, mudar para 20:80 em 15 min e manter essa proporgao por 5 min,
eluindo com um fluxo de 0,9 mL/min. Os espectros de absorgdo UV-visivel foram
adquiridos entre 200 e 600 nm e os cromatogramas processados em 280, 320, 360

e 520 nm.

No espectrdmetro de massas foi utilizada a fonte ESI e os parametros
utiizados foram ionizagdo no modo positivo, temperatura da fonte de 325 °C,
temperatura do gas de secagem (N2) de 350 °C, com fluxo de 8L/min e pressao do
nebulizador de 30 psi. A energia de fragmentacdo do MS/MS foi 1,2 V em modo
automatico de selecao para fragmentacao. O espectro de massas foi adquirido na

faixa de m/z200 a 800 (Faria etal., 2011).

Para a identificagdo das antocianinas foram considerados o0s seguintes
parametros: ordem de eluicdo dos picos, as caracteristicas do espectro UV-visivel,

dados da literatura e principalmente as caracteristicas dos espectros de massas.
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O conteldo total de antocianinas monoméricas (item 4.5) para cada lote foi
utilizado como area total e a composicéao relativa foi determinada a partir da area de

cada pico.

4.7.2 Carotenoides

Os carotendides foram ressuspendidos em metanol (MeOH) e MTBE (70:30)
e separados em coluna de fase reversa Czp YMC (5 uym, 250 x 4,6 mm) (Waters,
EUA), utilizando como fase mével um gradiente linear de MeOH e MTBE de 95:5
para 70:30 em 30 minutos e para 50:50 em 20 min (De Rosso & Mercadante, 2007a)
com fluxo de 0,9 mL/min e a temperatura foi mantida em 29 °C. Os espectros UV-
visivel foram adquiridos entre 250 e 650 nm e os cromatogramas processados em
280, 350 e 450 nm. No espectrometro de massas foi utilizada a fonte APCI e os
parametros utilizados foram ionizagdo no modo positivo, descarga na corona de
4000 nA, temperatura da fonte de 450 °C, temperatura do gas de secagem (N2) de
350 °C, fluxo de 5L/min e pressao do nebulizador de 60 psi. A energia de
fragmentacdo do MS/MS foi 1,4 V em modo automatico de selecdo para
fragmentacdo. O espectro de massas foi adquirido na faixa de m/z 100 a 700 (De

Rosso & Mercadante, 2007a).

A identificagdo dos carotendides foi realizada com base nos resultados
combinados dos seguintes parametros: ordem de eluicdo na coluna Cagp,
caracteristicas do espectro UV-Visivel (Amax), estrutura fina do espectro (%lIl/Il) e
intensidade do pico cis (%Ag/All) e caracteristicas do espectro de massas (Britton et

al., 2004; De Rosso & Mercadante, 2007a, 2007b).
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A composicao relativa foi determinada partir dos valores obtidos no item 4.6.
O conteudo total de carotendides foi utilizado como area total e o conteldo de cada

pigmento foi calculado a partir da area de cada pico.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas fisicas e quimicas da aracauna

As caracteristicas fisico-quimicas da aracauna foram determinadas em 50
frutas aleatoriamente selecionadas de cada lote. As médias calculadas para cada
lote estdo apresentadas na tabela 3. Os resultados foram submetidos a anadlise de

variancia e as meédias comparadas pelo o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 — Valores das caracteristicas fisico-quimicas da aragauna.

Analise Lote 1° Lote 2° Lote 3°

Diametro transversal (mm) 196+1,6° 19,0+22° 18,0+1,8°
Diametro longitudinal (mm) 19,0+3,0° 189+24* 185+1,6°
Peso da fruta inteira (g) 5,0 +1,0° 4,4 +1,2% 3,6+0,9°

Peso da fruta sem sementes(g) 3,0 +0,6° 2,9+0,8 2,2+0,6°
pH 3,23+0,01% 3,24+0,01° 3,18+0,01°

Umidade® 73,7+0,7%° 732+02% 743+0,6°

®Média e desvio-padrao das analises em triplicata

®Média e desvio-padrao da determinacdo em quintuplicata expressa em %.
Valores com a mesma letra na linha nao diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade

Conforme se pode observar na tabela 3, os frutos do terceiro lote
apresentaram diferenca significativa a 5% de probabilidade em relagdo ao diametro
transversal, peso da fruta inteira, peso da fruta sem sementes, pH e umidade. As
diferencas entre o lote 3 e os demais deve-se provavelmente pelas frutas terem sido
coletadas no final da safra e parte do material da prépria fruta ter sido utilizado na
respiracdo da mesma (Dejong & Walton, 1989). Assim o terceiro lote apresentou
tamanho ligeiramente menor. Também foi observado que o peso da fruta sem as
sementes representa entre 60 e 65 % da mesma. Este é um importante fator, pois
determina o aproveitamento da fruta para a extragcdo dos compostos bioativos, uma
vez que foi utilizada somente a polpa junto com a casca, ou seja, a fruta foi utilizada
somente apds o descarte das sementes. A umidade das frutas variou entre 73,2 e
74,.3% entre os lotes, valor inferior em relacdo a frutos da mesma familia com
caracteristicas visuais muito similares. Caldeira et al. (2004) determinaram as

caracteristicas fisico-quimicas do aragca (Psidium guineense SW.) e relataram
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umidade de 85,1%, enquanto Donadio et al. (2002) e Haminiuk & Vidal (2002)

encontraram em Psidium catlleianum 82,6 % e 87,2% de umidade, respectivamente.

5.2. Teores de antocianinas monomeéricas e carotenoides totais

A tabela 4 apresenta os teores de antocianinas monoméricas e carotendides

totais de cada lote de aragauna.

Tabela 4 — Teores de antocianinas monoméricas totais e de carotendides totais em aragatina®

Pigmento Lote 1 Lote 2 Lote 3

base seca base umida base seca base umida base seca base umida

Antocianinas 3,0+0,4 0,78 £ 0,03 3,2+0,1 0,85 +0,02 3,10 £0,2 0,79 £ 0,05
(mg/g)°
Carotendides 30,6 £+1,3 7,94 + 0,34 35,4 +0,5 9,41 +£0,13 30,0 +£1,0 7,71 £0,26

(ng/9)

“Média e desvio padrdo de analise em triplicata.
bmg/g de equivalente de cianidina 3-glucosideo

Reynertson et al. (2008) publicaram um trabalho onde sao relatados os
conteudos de compostos fendlicos de 14 frutas da familia Myrtaceae. Entre as frutas
pesquisadas em algumas espécies foram encontrados possuem valores muito
baixos e ndo-detectiveis de antocianinas como Eugenia luschnathiana e Syzygium
jambos, ainda que a cor possa indicar a presengca desses compostos. Em
compensacao, S. curranii apresentou 12,2 mg/g (b. s.) equivalente de cianidina 3-
glucosideo. A jabuticaba que €& bem conhecida por seu alto conteiudo de

antocianinas, apresentou 2,78 mg/g (b. s.) valor este, abaixo do encontrado para a
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aragcauna, o que indica que esta fruta € uma potencial fonte de exiragcdo desses

pigmentos.

A comparacdo com outras frutas tropicais € valida, pois embora nao
pertencam a mesma familia elas podem conter um alto teor de antocianinas como o

guajiru (9,58 mg/g b. s.) e jussara (29,56 mg/g b. s.) (Britto et al., 2007).

As antocianinas de polpa de acai foram determinadas por De Rosso et al.
(2008). Na regiao norte do Brasil esta fruta € uma importante fonte desses
compostos, possuindo um alto teor desses pigmentos variando entre 282,5 — 303,7
mg /100 g base Uumida (b.u.). A aracauna apresenta um valor mais baixo (78,9 -
85,77 mg/100g b. u.), mas por outro lado a acerola (6,5 — 8,4 mg/ 100 g b.u.) (De
Rosso et al., 2008), e o proprio araca vermelho (36,1 mg/100 g b.u. ) (Fetter et al.,
2010), que fisiologicamente € muito similar a aragauna, possuem teores mais baixos

que esta.

As berries sao pequenas frutas que ja foram amplamente estudadas e
constituem uma importante fonte de antocianinas em paises, principalmente, de
clima temperado. A quantidade de antocianinas encontradas em aragauna pode ser
comparada a muitas frutas desse grupo, entre as quais mirtilos, framboesas,
morangos e cranberries, de acordo com estudos realizados por diversos grupos e
sumarizados por Szajdek & Borowska (2008). Por se tratar de uma fruta nativa da
Mata Atlantica, a aracauna pode ser considerada uma importante fonte desses

compostos para a regido costeira do Brasil.

O conteludo de carotendides foi bastante expressivo se comparado a outras

frutas que apresentam as antocianinas como pigmento majoritario tal como o
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jambolao, que apresentou 89,2 ug/100 g b.u. (Faria et al., 2010). A goiaba, que é um
fruto do mesmo género, possui, por exemplo, cerca de 4300 ug/100g, de acordo
com Mélo et al. (2006) que pesquisaram o conteudo de carotendides de diversas
fontes na cidade de Recife — PE. A aracauna, como mostra a tabela 4 apresentou
teores de carotendides entre 771 — 941 ug/100 g b. u., esses valores sao
intermediarios quando comparados com a néspera, 196 — 3020 pg/100 b.u. (Faria et
al. 2009), a jaca 107,98 ug/100 b.u. (Faria et al., 2009) e a acerola (370 - 1881
ug/100) b.u. (De Rosso & Mercadante, 2005) o que ressalta sua importancia como
fonte desses pigmentos, uma vez que apresenta teores relevantes tanto de

antocianinas como de carotendides.

5.3. Composicao de pigmentos

5.3.1. Composicao de antocianinas

A figura 6 apresenta o cromatograma do exirato de antocianinas de aragauna
proveniente do lote 1. As frutas dos demais lotes apresentam o mesmo perfil, onde
se destaca a presenca das antocianinas delfinidina 3-glucosideo e cianidina 3-

glucosideo, conforme mostrado na tabela 5.
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Figura 6. Cromatograma, obtido por HPLC-DAD, do extrato de antocianinas de aragauna. Picos
identificados de acordo com a tabela 5. Condi¢des cromatograficas: ver texto.
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Tabela 5. Caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas, obtidas por HPLC-DAD-MS/MS, e composicao das antocianinas do extrato de

aracauna.
Pico ? Antocianina tr (min)b Amax (nm)° ([II:,A/];) I'ons(::gwrll;;lntg ?n(:?zt; dos n? ; '25: ?_Z?S /.: ((a):)agt i:)l.as“.
Lote 1 Lote 2 Lote 3

1 Delfinidina 3-glucosideo 12,9 -13,2 275,524 465 303[M-162]" 46,2+6,0  49,8+1,0 48,2+3,0
2 Cianidina 3-glucosideo 14,7 -15,1 280,517 449 287[M-162]" 240,6+3,2 241,5+7,0 241,1+£15,0
3 Derivado de delfinidina  19,2-19,6 273, 534 nd 549, 493, 423, 365, 301, 257°  4,9+0,6 15,2+0,4  10,2+0,06
4 Derivado de petunidina  20,0-20,5 274, 533 nd 481, 317, 257° 0,2+0,1 1,7£0,05 2,7+0,1
5 Derivado de pelargonidina 21,1 —22,7 273, 528 nd 525, 477, 365, 271° 3,3+0,4 9,5+0,3 2,61+0,01
6 Derivado de cianidina 22,3 -23,2 275,530 nd 653, 437, 365, 287° 2,0+0,3 0,7£0,02 4,5+0,3
7 Derivado de peonidina 22,7 -23,5 275,525 nd 679, 505, 365, 301, 257° 0,7+0,1 1,3+0,1 0,7+0,1

? Picos numerados de acordo com a figura 8
® Faixa de tempo de retencao na coluna Cqg

° Gradiente linear de 4gua/metanol, ambos com 5% de &cido férmico

4 Calculado com base na porcentagem de area, utilizando como &rea total o contetdo de antocianinas monoméricas em base seca (Tabela 4).
¢ Fragmentos detectados na fonte (MS).
cyd 3-glu: cianidina 3-glucosideo
b.s.: base seca
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Para a identificagdo das antocianinas foram considerados o0s seguintes
parametros: ordem de eluicdo dos picos, as caracteristicas do espectro UV-visivel,

dados da literatura e principalmente as caracteristicas dos espectros de massas.

O espectro de massas registrado durante a eluicao do pico 1 gerou um ion
molecular ([M]") com m/z a 465 e fragmentos de MS/MS a m/z 303, indicando que a

aglicona delfinidina esta ligada a uma hexose, devido a perda de 162 u.

O pico 2 foi identificado como cianidina 3-glicosideo, considerando [M]" a m/z
449 e o fragmento de MS/MS a m/z 287[M-162]", que mostrou a perda de uma
hexose. Embora os aglcares ndo tenham sido identificados, acredita-se que se trata
de uma molécula de glicose, uma vez que a cianidina 3-glucosideo é a antocianina
mais abundante na natureza e também €& a antocianina majoritdria em diversas
espécies da familia Myrtaceae. Comparando-se estudos de outras frutas
pertencentes a esta familia como camu-camu (Zanatta et al., 2005), jabuticaba
(Reynertson et al., 2006), pitanga (Einbond et al., 2004) e muntries (Netzel et al.,
2006) pode-se destacar em praticamente todas estas frutas a presenca de cianidina
3-glucosideo como a antocianina majoritaria. Seguindo esta mesma analogia, o pico

1 foi identificado como delfinidina 3-glucosideo.

Os picos minoritarios sdo derivados de antocianinas. Foi possivel chegar a
essa conclusdao devido as caracteristicas dos espectros no UV-visivel e dos
fragmentos detectados na fonte (MS). O pico 3 é um derivado de delfinidina,
apresentando em seu espectro de massas um fragmento de MS a m/z 303, como o
pico de maior intensidade. Seguindo 0 mesmo raciocinio o pico 4 € um derivado de

petunidina, o pico 5 derivado de pelargonidina, e o pico 6 derivado de cianidina e o
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pico 7 derivado de peonidina. A diferenga entre as m/z de dois fragmentos, 505 u e
301 u, referentes ao pico 7, indicam a presenca de uma unidade de hexose acetilada
(162 + 42 u) (Cuyckens & Claeys, 2004). Os fragmentos encontrados estdo

apresentados na tabela 5.

5.3.2. Composicao de carotendides

Para a identificacdo dos carotendides foi utilizada a combinagdo dos
resultados de ordem de eluicdo em coluna de fase reversa Cg, caracteristicas do
espectro UV-visivel e do espectro de massas, além da comparacdo de dados da
literatura em que as mesmas condi¢des foram utilizadas (Faria et al., 2009). Os
carotendides foram quantificados a partir da area de cada pico em relacdo a
quantidade total descrita no item 5.2. As caracteristicas utilizadas para a
identificacdo estdo apresentadas na tabela 6, enquanto a composi¢do de cada lote

esta apresentada na tabela 7.

A figura 7 mostra o cromatograma obtido para o extrato de carotendides
obtido do segundo lote, onde 10 carotendides foram identificados. Os trés lotes
analisados apresentaram um perfil semelhante quanto a composicao de

carotendides (Tabela 7).
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Figura 7. Cromatograma, obtido por HPLC-DAD, do extrato de carotendides de aragauna. Picos
identificados de acordo com a tabela 5. Condi¢bes cromatogréaficas: ver texto.
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Tabela 6. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas, obtidas por HPLC-DAD-MS/MS, e composicao de carotendides de aragauna.

Picos Carotenoides tr (min)  Apa(nm) %lI/11 [M+H]" Fragmentos MS/MS (m/z)

1 trans-neoxantina 8,1 410, 435, 463 78 601 583 [M+H -18]", 565[M+H -18-18]",

2 neocromo 8,6 398, 421, 447 83 601 583[M+H -18]"

3 auroxantina 9,6 377, 401, 428 100 601 583[M+H -18]", 565[M+H -18-18]", 509[M+H -
92]*, 547[M+H -18-18-18]*, 491[M+H -18-92]",
221

4 cis-luteina 1 10,4 328, 415, 438, 465 30 569 551[M+H -18]", 533[M+H -18-18]", 459[M+H -
18-92]"

5 cis-luteina 2 11,3 328, 415, 438, 465 32 569 551[M+H -18]", 533[M+H -18-18]", 459[M+H -
18-92]"

6 all-trans-luteina 12.2 420, 444, 472 63 569 551[M+H -18]", 533[M+H -18-18]", 477[M+H -
18-56]", 459[M+H -18-92]"

7 5,6’-epoxi-B- 16,4 420, 444, 472 61 569 551[M+H -18]", 535[M+H -18 -18]", 205

criptoxantina

8 B-criptoxantina 23,1 421, 450, 477 28 553 535 [M+H -18]"

9 B -caroteno 34,3 421, 451, 478 25 537 444 [M-92] *

10 9-cis-B-caroteno 36,5 337,420, 446, 472 28 537 444 [M-92]"

: Picos numerados de acordo com a figura 7.
Tempo de retencdo na coluna Cgg
¢ Gradiente linear de metanol/MTBE

9 Calculado com base na porcentagem de area, utilizando como area total o contetdo de carotendides totais (Tabela 5)



Tabela 7. Concentragao (ug/100g b.s.) de carotendides em diferentes lotes de aracadna.

Carotendides Lote 1° Lote 2° Lote 3°
All-trans-neoxantina 120,6 + 5,0 142,0 + 2,1 118,0 = 3,0
All-trans-neocromo 58,4+ 2,0 55,0 £0,8 56,7 £1,8
All-trans-auroxantina 14,0 £ 0,6 16,7+ 0,2 n.d.
Cis-luteina 1 143,7 £ 6,1 164,8 £ 2,3 141,0 £ 4,7
Cis-luteina 2 70,7 £ 3,0 82,5+1,2 60,4 + 2,3
All-trans-luteina 1768,7 £ 75,1 1733,2 £ 24,5 1523,8 + 50,8
5’,6’-epdxi-B-criptoxantina 142,3 £ 6,0 234,7 £ 3,3 177,7 £ 3,3
All-trans-B-criptoxantina 69,8 + 3,0 54,075 42,7 +1,4
All-trans-B-caroteno 356,3 + 2,0 474,0 £ 6,7 396,5 + 13,2
9-cis-B-caroteno 43,5 +1,8 53,7+7,0 423 +1,4

® Média e desvio-padréo de anélises em triplicata.

n.d.: ndo-detectado

41
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O carotenodide majoritario foi a all-frans-luteina, que eluiu em 12,2 min (pico
6). Além da forma all-trans, também foram encontrados dois isbmeros cis (picos 4
e 5). Ambos apresentaram espectro caracteristico de isémeros e efeito
hipsocromico em relagdo ao isdmero all-trans, porém nao foi possivel indicar onde
ocorre a isomeria, uma vez que nao foi possivel calcular % Ag/Aj. A identificacdo
também foi confirmada pelo espectro de massas, com molécula protonada [M+H]*
a m/z 569, e fragmentos MS/MS a m/z 551 [M+H-18]" e a m/z 533 [M+H-18-18]",
indicando presenca de grupo com oxigénio devido a perdas consecutivas de duas
moléculas de agua. Devido as diferencas no espectro de massas entre luteina e
zeaxantina, foi possivel confirmar o pico 6 como all-trans- luteina. A presenca de
uma hidroxila alilica a ligacdo dupla no anel ionona faz com que essa seja
facilmente eliminada, resultando em um fragmento de 551 u, cuja intensidade foi
muito maior em relacéo ao pico a m/z 569. O MS/MS também mostrou a presenca
de fragmento MS/MS a m/z 477, resultado da perda de tolueno ([M+H-92]") da

cadeia poliénica.

O segundo carotendide mais abundante foi o all-trans-p-caroteno (pico 9),
que apresentou um espectro UV-visivel bem caracteristico deste composto. Além
disso, o espectro de massas mostrou [M+H]"a m/z537 e fragmento MS/MS a m/z
444 [M+H-92]", correspondente a perda de tolueno na cadeia poliénica. Esse
padréo no espectro de massas também foi observado no pico 10, que eluiu apds
all-trans-B-caroteno, e apresentou espectro UV-visivel com deslocamento

hipsdcrdmico, e presengca do pico cis. Comparando a ordem de eluicdo com o
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trabalho de De Rosso & Mercadante (2007) o pico 10 foi identificado como a forma

isomérica 9-cis-B-caroteno.

Os demais picos apresentaram teores muito menores em relacao a all-
trans-luteina e all-trans-B-caroteno. Como era de se esperar, em colunas de fase
reversa, carotendides com trés ou duas hidroxilas eluem antes dos
monoidroxilados e estes eluem antes dos carotenos. Assim, o pico 1, foi
identificado como all-frans-neoxantina, considerando as caracteristicas do
espectro UV-visivel e a massa molecular foi confirmada pelo espectro de massas,
onde se verificou [M+H]" a m/z 601, e eliminacdo das hidroxilas a m/z 583 [M+H-

18]*, @ m/z565 [M+H-18-18]".

O all-trans-neocromo (pico 2) eluiu apés neoxantina. Além da ordem de
eluicdo, igual ao relatado por Faria et al. (2009) foram observados no espectro de
massas [M+H]" a m/z601 e eliminacdo de apenas uma hidroxila a m/z583 [M+H-
18]*. Além do mais, a presenca de um grupo 5,8-furandide conferiu a este

carotendide um Ak (NM) menor que o da neoxantina.

A B-criptoxantina também foi identificada eluindo antes do [B-caroteno.
Ambos possuem um espectro visivel idéntico, pois possuem o mesmo cromoforo.
Porém, a presenca de B-criptoxantina foi confirmada pela analise do espectro de
massas, com a [M+H]* a m/z 553 e fragmento MS/MS a m/z 535 [M+H-18]*

referente a perda de uma hidroxila.



O pico 7 foi identificado como 5’,6’-epoxy-B-criptoxantina baseado no
espectro visivel e confirmado pelo espectro de massas, com [M+H]" a m/z 569, e
fragmentos a m/z 551 em virtude da perda de uma hidroxila, e fragmento a m/z

205, indicando que o epdxido esta localizado no anel que ndo possui hidroxila.

Outras frutas da familia Myrtaceae apresentaram padrdo semelhante de
carotendides, tendo como majoritarios all-trans-luteina e o 3-caroteno, como por
exemplo o camu-camu (Zanatta & Mercadante, 2007) e o jambolao (Faria et al.
2010). No entanto a pitanga e a goiaba, que apresentam uma coloracao vermelha
caracteristica possuem o licopeno como principal carotenéide (Hart & Scott, 1995;

Wilberg e Rodriguez-Amaya, 1995).
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CONCLUSAO GERAL

Os trés lotes coletados de aracauna apresentaram caracteristicas fisico-

quimicas semelhantes entre si, bem como antocianinas e de carotendides.

A antocianina majoritaria foi a cianidina 3-glucosideo (2,41 mg/g b.s.).
Também foi identificada a delfinidina 3-glucosideo, além de 5 antocianinas
derivadas de delfinidina, petunidina, pelargonidina, cianidina e peonidina em
quantidades muito baixas, que somadas totalizaram 3,0-3,2 mg/g de antocianinas

em equivalente de cianidina 3-glucosideo (b.s.).

Em relacdo aos carotendides, a quantidade total variou entre 30,0 e 35,4
Hg/g b.s.). A luteina foi o carotendide predominante (15,24 — 17,69 ug/g b.s.),

seguida de B-caroteno e dos isdmeros cis da luteina.

A aplicacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos
detectores de arranjo de diodos e de espectrometria de massas (HPLC-DAD-
MS/MS) mostrou-se uma ferramenta fundamental para a identificacdo de 2
antocianinas e de 10 carotendides em aragauna, sendo este o primeiro trabalho a
determinar a composicao desses pigmentos nessa fruta até o momento. A
aracauna mostrou-se ainda uma fonte relavante tanto de antocianinas como de

carotendides.
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