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RESUMO

As antocianinas, pigmentos responsaveis pela cor vermelha da acerola madura, foram extraidas e purificadas de 12 genétipos cultivados
no Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal Rural de Pernambuco, com o objetivo de determinar a sua composicao. As
antocianinas e suas respectivas agliconas, obtidas pela hidrélise 4cida, foram separadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) usando uma coluna de fase reversa (C ). A identificacao foi realizada pela ordem de eluicao e pelos tempos de retencao dos
padroées de referéncia e das antocianidinas obtidas por hidrolise acida de uvas Isabel, Patricia e Red Globe, ameixa, cebola roxa,
morango e da casca de manga Tommy Atkins. Os cromatogramas obtidos demonstraram que o perfil antocianico dos genédtipos de
acerola é relativamente simples, apresentando de trés a cinco picos comuns entre eles. Ap6s hidrélise acida foram obtidas somente
duas agliconas identificadas como cianidina e pelargonidina. Comparando os cromatogramas das antocianinas e das antocianidinas e,
avaliando os tempos de retencao, foi constatada a presenca de antocianinas com diferentes graus de glicosilacao e auséncia de acidos
acilados em suas moléculas e que as agliconas identificadas, cianidina e pelargonidina, encontravam-se em diferentes proporcoes
nos genoétipos estudados.

Palavras-chave: antocianidinas, Malpighia emarginata D.C., genétipos, cromatografia liquida de alta eficiéncia.

SUMMARY

ANTHOCYANIDINS IDENTIFICATION OF ACEROLA FRUITS FROM ACTIVE GERMOPLASM BANK OF THE RURAL FEDERAL
UNIVERSITY OF PERNAMBUCO. The red color of mature acerola is due to the presence of anthocyanins. These pigments were
extracted and purified from 12 genotypes cultivated at the Active Germoplasm Bank of the Rural Federal University of Pernambuco
in order to determine their composition. The aglycon forms of the anthocyanins were revealed by acid hydrolysis. Anthocyanins
and anthocyanidins were separated by using high-performance liquid chromatography (HPLC) using a C , reversed phase analytical
column. Anthocyanidins were identified by comparing HPLC elution order and retention times relative to authentic standards and
to anthocyanidins obtained from acid hydrolysis of Isabel, Patricia and Red Globe grapes, plum, red onion, strawberry and Tommy
Atkins mango skin. The chromatograms showed that the acerola genotype anthocyanins profile is simple, showing three to five peaks,
similar between them. After the acid hydrolysis, the chromatograms revealed the presence of two aglycons which were identified as
cyanidin and pelargonidin. By comparing chromatograms of anthocyanins and anthocyanidins and analyzing the retention times, the
presence of anthocyanins with different glycosylation patterns and the absence of acylation in their molecules could be clearly seen.
The aglycons identified (cyanidin and pelargonidin) were found in different proportions in these acerola genotypes.

Keywords: anthocyanidins, Malpighia emarginata D.C., genotypes, high performance liquid chromatography.

1 - INTRODUCAO

As antocianinas sao pigmentos fendlicos soluveis em
agua, pertencentes a classe dos flavondides [5, 30], respon-
saveis pelas varias nuancgas entre laranja, vermelho e azul,
exibidas pelas frutas, hortalicas, flores, folhas e raizes [24].
Esses compostos sao glicosideos que, por hidrélise 4cida,
liberam agliconas também denominadas de antocianidinas
e, dentre as encontradas na natureza, apenas seis estao

'Recebido para publicagdo em 25/4/2006. Aceito para publicacdo em
20/10/2006 (001732)

’Departamento de Ciéncias Domésticas,

Universidade Federal Rural de Pernambuco,

Av. Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmdos, CEP 52171-900,
Recife (PE), Brasil

E-mail: veraarroxelas@hotmail.com

3Departamento de Ciéncias Fisioldgicas,

Universidade de Pernambuco, Rua Arnébio Marques, 310, Santo Amaro,
Recife (PE), CEP 50100-130

‘Departamento de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco,
Av. Morais Rego, 1235, Cidade Universitaria, CEP 50670-901, Recife (PE)
SDepartamento de Nutricdo, Universidade Federal de Pernambuco

* A quem a correspondéncia deve ser enviada

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(4): 927-935, out.-dez. 2006

presentes em alimentos: pelargonidina, cianidina, delfini-
dina, peonidina, petunidina e malvidina, que diferem entre
si quanto ao numero de hidroxilas e grau de metilacao,
presentes no anel B [24].

Nos ultimos anos, o interesse por esses pigmentos se
intensificou uma vez que pesquisas tém demonstrado que
as antocianinas e suas respectivas agliconas sao compostos
bioativos e que, entre os varios outros efeitos fisiol6gicos,
possuem capacidade antioxidante [19] e propriedade an-
tiinflamatéria [32], promovem vaso-dilatacdo [6], atuam
na prevencao da hiperglicemia [25], estimulam a secrecdo
de insulina [18], melhoram a adaptacao da visdo noturna
e previnem a fadiga visual [27]. Recentemente, ZHANG,
VAREED & NAIR [40] constataram o efeito inibitério da
cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina e malvidina
na proliferacao de células humanas cancerigenas, originadas
em diferentes partes do corpo: estomago, célon, mama,
pulmao e sistema nervoso central.

Desta forma, é importante conhecer a distribuicao e
a estrutura quimica das antocianinas em alimentos. As
técnicas de separacao e identificacao mais utilizadas estao

927



Antocianidinas em gendtipos de acerola, Lima et al.

baseadas em equipamentos sofisticados e, conseqiientemen-
te, onerosos como o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando coluna de fase reversa para separacgao e
identificacao por ressonancia magnética nuclear [13], arranjo
de diodos e espectrometria de massa [7, 14] e eletroforese
de zona de capilaridade [17].

Entretanto, para identificar e quantificar as antocia-
ninas, individualmente, por meio da CLAE de fase rever-
sa, o maior desafio é a disponibilidade dos padrodes de
referéncia para mais de 600 compostos ja identificados,
conforme WROLSTAD [37], ao se referir a apresentacao
de ANDERSEN [2], durante o Workshop Internacional de
Antocianinas. Esta diversidade € resultante do namero de
grupos hidroxila e metoxila, da natureza e do namero de
agucares e de acidos alifaticos e/ou aromaticos, bem como
da localizacao desses compostos presentes na aglicona [35].
No entanto, por hidrélise 4cida, o nimero de antocianinas
pode ser reduzido gerando estruturas menos complexas, as
antocianidinas, cujos padroes encontram-se comercialmente
disponiveis [28].

Tendo em vista que as antocianinas sao os pigmentos
responsaveis pela cor vermelha da acerola madura [21]
e considerando os beneficios que suas agliconas podem
proporcionar a saide humana além da escassez de estudos
voltados para esses compostos em acerola, este trabalho
teve como objetivo identificar as antocianidinas em frutos
de 12 gendtipos de acerola do Banco Ativo de Germoplasma
da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Frutos

As acerolas foram colhidas de 12 genoétipos, identifica-
dos com os cédigos 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 Ger-
moplasma da UFRPE, instalado na Estacao Experimental
de Cana-de-Acticar em Carpina, municipio do Estado de
Pernambuco. Frutos no estadio maduro (1 kg) foram colhi-
dos de cada genétipo no periodo da manha, refrigerados e
transportados, em caixa isotérmica, até o Laboratério de
Experimentacao e Analises de Alimentos (LEAAL) “Nonete
Barbosa Guerra” do Departamento de Nutricao da UFPE,
onde foram realizados os experimentos. Apds a selecao,
com o objetivo de obter frutos em estadio de maturacgao,
com coloracao caracteristica de cada genoétipo, eles 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.

2.2 - Extracao das antocianinas

As antocianinas da polpa de acerola, de cada genétipo,
foram extraidas com acetona, filtradas a vacuo e o residuo
reextraido com acetona até a completa remocao dos pig-
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mentos. O volume do filtrado foi quantificado, transferido
para um funil de separacéao, ao qual foi adicionado o dobro
do volume de cloroférmio, € estocado durante uma noite a
4 °C, para a separacao das duas fases. A fase aquosa (fase
superior) foi levada ao evaporador rotativo (38 + 2 °C) du-
rante 10-15 minutos para a remocao da acetona residual e
o extrato aquoso, estocado a - 18 °C para ser utilizado nas
etapas posteriores [31].

2.3 - Purificacao e precipitacao das
antocianinas

As antocianinas foram isoladas pela técnica de extracao
em fase sélida utilizando cartuchos Sep-Pak C,, (Waters As-
sociates, Milford, MA), conforme a metodologia descrita por
RODRIGUEZ-SAONA & WROLSTAD [31]. Esta técnica propi-
cia aremocao de acucares, de acidos e de outros compostos
fendlicos das amostras. O extrato metandélico obtido apdés
a purificacao foi concentrado sob temperatura controlada
(38 + 2 °C) e pressao reduzida até a obtencao de um residuo
seco ao qual foi adicionado éter dietilico com a finalidade
de recuperar os pigmentos aderidos a parede do balao sem
haver sua dissolugao. As antocianinas foram separadas por
centrifugacdo (20 min, 2500 x g) e secas sob atmosfera de
nitrogénio. Os pigmentos em p6 foram acondicionados em
vidros ambar que receberam fluxo de nitrogénio, antes de
serem fechados, e, em seguida, armazenados sob refrigeracao
(4 °C), até o momento das analises [11].

2.4 - Preparacao das antocianinas

Antocianinas purificadas de cada genétipo (1 mg), dis-
solvidas em 2-3 gotas de metanol (0,01% HCI), com poste-
rior adicao de 1 mL de acido fosférico 4% (agua Milli-Q),
foram filtradas antes de serem injetadas no cromatégrafo
em membranas Millipore tipo HV (Millipore Corp. Bedford,
MA) com poro de 0,45 um e 13 mm de diametro.

2.5 - Hidrolise acida das antocianinas

A hidrdlise acida das antocianinas foi realizada confor-
me descrito por DRUST & WROLSTAD [10], com algumas
modificacdes. Em tubos de vidro rosqueados, cerca de 3 a
5 mg de antocianinas purificadas de cada genétipo foram
dissolvidas em 2-3 gotas de metanol (0,01% HCI), adiciona-
dos 10 mL de HCI 2M e fechados, apés aplicacdo de fluxo
de gas nitrogénio. Os pigmentos foram hidrolisados por
60 min em banho de 4gua fervente e, entao, imediatamente
resfriados em banho de gelo. O hidrolisado foi purificado
pela extracao em fase sélida utilizando cartuchos Sep-Pak
C,; (Waters), previamente ativados com metanol (0,01%
HCI) seguido por agua acidificada (0,01% HCI). As amostras
foram aplicadas nos cartuchos, lavadas com 10 mL de agua
acidificada (0,01% HCI) e as antocianidinas, eluidas com
5 mL de metanol acidificado (0,01% HCI). Este volume foi
coletado e conduzido a um evaporador rotativo (38 =2 °C,
sob vacuo) até que o metanol fosse removido préximo a
secura. Antes de serem injetadas no cromatégrafo, as an-

: 927-935, out.-dez. 2006



Antocianidinas em gendtipos de acerola, Lima et al.

tocianidinas foram dissolvidas com 1 mL de acido fosférico
4% (agua Milli-Q) e filtradas em membranas Millipore tipo
HV (Millipore Corp. Bedford, MA), de poro de 0,45 um e
13 mm de didmetro.

2.6 - Separacao das antocianinas e das
antocianidinas

As antocianinas e antocianidinas foram separadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia segundo metodologia
descrita por DRUST & WROLSTAD [10]. Esta etapa foi reali-
zada no Laboratoério de Produtos Naturais do Departamento
de Antibiéticos/UFPE, utilizando um cromatégrafo analitico
Hewlett-Packard série 1100, equipado com desgaseificador,
bomba quaternéria, forno e detectores de ultravioleta-visivel
e de indice de refracao. Todo o cromatégrafo foi controlado
através do software Chemstation, também responsavel pela
obtencao e tratamento dos dados, instalado em um com-
putador Kayak Hewllet-Packard com o sistema operacional
Windows NT. A separacao foi realizada com uma coluna de
fase reversa C , (Merck, Lichrospher 100RP-18, Darmstadt,
Alemanha) de 250 mm de comprimento, 4 mm de diametro
interno e com particulas de 5 pm de diametro médio, aco-
plada a uma coluna de guarda de 4 mm de comprimento
e 3 mm diametro interno (Merck, Lichrospher 100RP-18,
Darmstadt, Alemanha). O volume de injecao foi 20 uL, o
comprimento de onda 520 nm e, a temperatura e a vazao,
controladas em 30 °C e 1 mL/min, respectivamente. Para
eluicao, foi utilizada uma alimentagao em gradiente formada
a partir de duas solucoes: solvente A (100% acetonitrila, grau
HPLC) e solvente B (1% acido fosférico, 10% &cido acético
e 5% acetonitrila (v/v), em 4gua Milli-Q). A eluicao seguiu
um gradiente linear variando de 5 a 20% a participagao do
solvente A na composicao da fase mével num intervalo de
20 min e, entdo, um gradiente linear para este mesmo sol-
vente de 20 a 5% durante 5 min, retornando a composicao
inicial da fase movel (5% solvente A e 95% solvente B).

2.7 - Identificacao das antocianidinas

A identificacao das antocianidinas foi realizada a partir
da comparacao dos tempos de retencao obtidos nos croma-
togramas das amostras, com os tempos de retencdo dos
padroes de cloretos de cianidina, pelargonidina e malvidina
(Extrasynthese, Genay, Franca). Também foi realizada uma
comparacao com os tempos de retencao obtidos das antocia-
nidinas de uvas Isabel, Patricia e Red Globe, ameixa, cebola
roxa, morango e da casca de manga Tommy Atkins [9, 3, 38],
adquiridos no mercado local, com a finalidade de se obter
o perfil cromatografico das seis antocianidinas. As analises
seguiram os procedimentos anteriormente descritos.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis antocianicos das polpas dos diferentes genoti-
pos de acerola sao relativamente simples quando compara-
dos aos de frutos como “lowbush blueberries” (Vaccinium
angustifolium Ait., cv. ‘Fundy’), nos quais foram identifi-
cadas pelo menos 25 antocianinas [12] e aos extratos de
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“bilberry” (Vaccinium myrtillus L.), nos quais ZHANG et al.
[39] encontraram mais de 15 picos 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 (Figu-
ras 1-6), verifica-se que os gendétipos 002-SPE, 004-RPE,
005-APE, 006-TPA, 011-BPA, 013-CPA e 014-CPA apresen-
taram trés picos similares, enquanto os 003-APE, 007-TPA,
008-CPA e 015-CPA, apresentaram quatro picos com 0 mesmo
perfil e 0 012-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 retengao,
em todos os cromatogramas, encontrava-se, provavelmente,
presente em maior quantidade.

Convém ressaltar que o tempo de retencao, parametro
baseado na hidrofobicidade da molécula, € influenciado
pelo grau de glicosilagao e pela natureza dos agticares pre-
sentes nesses pigmentos. CHAOVANALIKIT, THOMPSON &
WROLSTAD [7], em frutos de “blue honeysuckle” (Lonicera
caerulea L.), relataram que seis antocianinas foram separa-
das por CLAE, utilizando coluna de fase reversa na seguinte
ordem de eluigao: cianidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3-gli-
cosideo, cianidina 3-rutinosideo, pelargonidina 3-glicosideo,
peonidina 3-glicosideo, peonidina 3-rutinosideo.

De acordo com a metodologia descrita por DRUST &
WROLSTAD [10], o tempo de eluicao, indicado para sepa-
racao de antocianinas aciladas por CLAE, utilizando coluna
C,, de fase reversa (5 um x 250 mm X 4,6 mm), € de 70 min.
Este tempo prolongado € devido a presenca de acidos aci-
lados na molécula que aumentam sua afinidade com a fase
estaciondria, ou seja, aumentam o tempo de retencao [35].
Como nos cromatogramas obtidos nesta pesquisa, os 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
& KAWAGISHI [15], os quais relataram, em acerolas cedidas
pela Nichirei do Brazil (Recife, Brasil), a auséncia de acilagao
nas moléculas das antocianinas identificadas.

Pesquisas realizadas por LONGO & VASAPOLLO [23]
e por KALLITHRAKA et al. [20], em frutos de Ruscus
aculeatus L. e em uvas, respectivamente, mostraram que 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 per-
mitissem a identificacao das antocianinas, foi procedida a
hidrélise acida para obtencao das antocianidinas. Embora
DRUST & WROLSTAD [10] recomendem 30 min para hi-
drélise acida, neste estudo foram utilizados 60 min, uma
vez que, em experimentos implementados por ZHANG
et al. [39], foi constatado, ap6s 30 min a 100 £ 2 °C, a
presenca de 10% de antocianinas, cujo desaparecimento

929



Antocianidinas em gendtipos de acerola, Lima et al.

quase completo ocorreu somente apés 60 min de hidrdli-
se. Posteriormente, LONGO, VASAPOLLO & RESCIO [22]
constataram que este tempo também nao foi suficiente
para hidrolisar totalmente as antocianinas purificadas de
“buckthorn” (Rhamnus alaternus L), cuja hidrdlise total
foi obtida apenas com cinco h.

Comparando os cromatogramas, antes e ap6s a hidrdli-
se, pode-se constatar que, para o fruto em estudo, o tempo
utilizado foi efetivo para obter apenas as antocianidinas.
Também permitiu confirmar a presenca de pigmentos gli-
cosilados na medida em que os picos presentes nos croma-
togramas das antocianinas desapareceram apo6s a hidroélise
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FIGURA 1 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas
e antocianidinas presentes em gendétipos de acerola. Condi-
¢oes cromatograficas: coluna de fase reversa C  Lichrospher
100RP-18 (250 x 4 mm), acoplada a uma coluna de guarda Li-
chrospher 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, retor-
nando a composicao inicial da fase mével (5% solvente A e 95%
solvente B). Temperatura de 30 °C, vazao de 1 mL/min, volume
de injecao de 20 pL e deteccao em 520 nm. Pico 1: cianidina;
Pico 2: pelargonidina.
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20 min

FIGURA 2 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas
e antocianidinas presentes em genétipos de acerola. Condi-
¢oes cromatograficas: coluna de fase reversa C , Lichrospher
100RP-18 (250 x 4 mm), acoplada a uma coluna de guarda
Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetoni-
trila (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 composicao inicial da fase mével (5% solvente A
e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C, vazao de 1 mL/min,
volume de injecao de 20 pL e deteccao em 520 nm. Pico 1: cia-
nidina; Pico 2: pelargonidina
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FIGURA 3 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas

FIGURA 4 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas

e antocianidinas presentes em genoétipos de acerola. Condigoes
cromatogréaficas: coluna de fase reversa C  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, retor-
nando a composic¢ao inicial da fase moével (5% solvente A e 95%
solvente B). Temperatura de 30° C, vazao de 1 mL/min, volume
de injecao de 20 pL e deteccao em 520 nm. Pico 1: cianidina;
Pico 2: pelargonidina.

e antocianidinas presentes em genétipos de acerola. Condi-
¢oes cromatograficas: coluna de fase reversa C , Lichrospher
100RP-18 (250 x 4 mm), acoplada a uma coluna de guarda
Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetoni-
trila (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 composicao inicial da fase mével (5% solvente A
e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C, vazao de 1 mL/min,
volume de injecao de 20 pL e deteccao em 520 nm. Pico 1: cia-
nidina; Pico 2: pelargonidina.

acida dando origem, nos cromatogramas das agliconas, a
novos picos, de maior intensidade e de diferentes tempos

de retencao (Figuras 1-6).

A natureza e o grau de substituicao no anel B das agli-
conas influenciam no tempo de retencao, tendo em vista

que a presenca de grupos hidroxilas aumenta a mobilidade
da molécula, enquanto a de grupos metoxilas, decresce;

caracteristicas que, em analise realizada em CLAE de fase
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reversa, estabelecem a ordem de eluicao das antocianidinas:
delfinidina, cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina
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FIGURA 5 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas
e antocianidinas presentes em genétipos de acerola. Condi-
¢oes cromatograficas: coluna de fase reversa C ; Lichrospher
100RP-18 (250 x 4 mm), acoplada a uma coluna de guarda
Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetoni-
trila (grau HPLC); solvente B: 1% acido fosférico, 10% acido
acético e 5% acetonitrila (v/v, em dgua Milli-Q). Gradiente linear
de 5 a 20% do solvente A em 20 min e de 20 a 5% em 5 min,
retornando a composicao inicial da fase mével (5% solvente A
e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C, vazao de 1 mL/min,
volume de injecao de 20 pL e deteccao em 520 nm. Pico 1: cia-
nidina; Pico 2: pelargonidina.

e malvidina [8, 35]. Considerando a ordem de elui¢do e os
tempos de retencao exibidos nos cromatogramas dos padroes
(Figura 7) e dos vegetais citados em 2.9 (Tabela 1), as duas
agliconas presentes em todos os genoétipos de acerola em

FIGURA 6 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianinas
e antocianidinas presentes em genétipos de acerola. Condi-
¢oes cromatograficas: coluna de fase reversa C , Lichrospher
100RP-18 (250 x 4 mm), acoplada a uma coluna de guarda
Lichrospher 100RP-18 (4 x 3 mm). Solvente A: 100% acetoni-
trila (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 composicao inicial da fase moével (5% solvente A
e 95% solvente B). Temperatura de 30 °C, vazao de 1 mL/min,
volume de injecao de 20 uL e deteccao em 520 nm. Pico 1: cia-
nidina; Pico 2: pelargonidina

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

Este achado concorda com MACHEIX, FLEURIET &
BILLOT [24], ao afirmarem que a maioria dos frutos con-
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FIGURA 7 - Perfil cromatografico obtido por CLAE dos padroes
de referéncia. Condicoes cromatograficas: coluna de fase re-
versa C , 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% 4cido fosfo-
rico, 10% 4acido acético e 5% acetonitrila (v/v, em dgua 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 mével
(5% solvente A e 95% solvente B). Temperatura de 30°C, vazao
de 1 mL/min, volume de injecao de 20 uL e deteccao em 520 nm.
Pico 1: cianidina; Pico 2: pelargonidina; Pico 3: malvidina

TABELA 1 - Tempo de retencao e identificacao das antocianidinas
presentes em diferentes vegetais.

Fontes Vegetais Tempo de retencao (min)
Antocianidinas

Df " Cy Pt Pg Pn Mv

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 Atkins nd 10,01 nd 15,17 16,03 nd

*Df: delfinidina; Cy: cianidina; Pt: petunidina; Pg: pelargonidina; Pn: peonidina; Mv:
malvidina; e nd: nao detectada.

tém duas antocianidinas, das quais a cianidina é a mais
encontrada, acompanhada pela peonidina, delfinidina
ou pelargonidina e concorda, também, com HANAMURA,
HAGIWARA & KAWAGISHI [15], ao relatarem que, em
acerolas, as antocianinas identificadas foram cianidina
3-ramnosideo e a pelargonidina 3-ramnosideo, as mesmas
agliconas encontradas neste estudo.

Em pesquisas realizadas por VENDRAMINI & TRUGO
[36] e SILVA [33] em acerolas oriundas de um plantio
comercial instalado no Rio de Janeiro (RJ) e em acerolas
de quatro diferentes cultivares, provenientes da regiao de
Campinas-SP, respectivamente, além da presenca de pelar-
gonidina e cianidina também foi detectada a malvidina. Este
resultado pode ser decorrente da diversidade genética gerada
pela propagacao da aceroleira por sementes [29] e de com-
plexos fatores, como incidéncia de luz solar, pluviosidade,
topografia, tipo de solo, localizagcao geografica, estacao do
ano, fertilizacao do solo, grau de maturacéo [16] e, ainda,
das diferentes técnicas analiticas utilizadas na identificacao
desses compostos.
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Tendo como base a percentagem da area dos picos re-
gistrados nos cromatogramas, foi constatado (Tabela 2) que
os geno6tipos possuem diferenciadas proporcoes das aglico-
nas identificadas, as quais variaram de 53,23 a 90,22% de
cianidina e 9,78 a 46,77% de pelargonidina. BOYLES &
WROLSTAD [4], 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 proporc¢des das areas dos picos, que todas as
amostras continham cianidina e pelargonidina.

TABELA 2 - Distribuicao relativa das antocianidinas presentes em
12 genétipos de acerola.

Genétipos Antocianidinas
(% da area do pico registrado a 520 nm)
Cianidina Pelargonidina
002-SPE 81,24 18,76
003-APE 71,59 28,41
004-RPE 80,91 19,09
005-APE 90,22 9,78
006-TPA 66,68 33,32
007-TPA 59,06 40,94
008-CPA 53,23 46,77
011-BPA 84,22 15,78
012-CPA 83,11 16,89
013-CPA 85,67 14,33
014-CPA 82,41 17,59
015-CPA 84,23 15,77

Diferencas qualitativas e quantitativas do perfil antociani-
co também foram relatadas por: ANCOS, GONZALES & CANO
[1] em quatro cultivares de framboesa; por KALLITHRAKA
et al. [20] em de 17 cultivares de uvas; e por SIRIWOHARN
et al. [34] em 11 cultivares de amora preta. MOZET, TREBSE
& HRIBAR [26], por meio da CLAE, detectaram um perfil
semelhante composto por oito antocianinas, com pequena
variacao na intensidade relativa dos picos em cinco culti-
vares de cereja doce. Resultados similares foram obtidos
por DONNER, GAO & MAZZA [9] em quatro cultivares de
cebola roxa, ao relatarem um perfil cromatografico qua-
litativo idéntico, com variacdo na quantidade relativa de
antocianinas demonstrando a complexidade envolvida na
determinacao destes compostos.

4 - CONCLUSOES

O simplificado perfil antocianico apresentado pelos
12 genétipos sugere a ocorréncia de diferentes graus de
glicosilagao e auséncia de acidos acilados nas moléculas
das antocianinas e que apenas duas agliconas, cianidina e
pelargonidina, em diferenciadas propor¢oes, encontravam-
se presentes nos genotipos estudados.
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