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COMPOSICAO DE CAROTENOIDES EM
PASSIFLORAS DO CERRADO!

DANIELE CRISTINA WONDRACEK?, FABIO GELAPE FALEIRO?, SUELI MATIKO SANO?,
ROBERTO FONTES VIEIRA*, TANIA DA SILVEIRA AGOSTINI-COSTA*

RESUMO - O objetivo foi avaliar, por HPLC, a composi¢do qualitativa e quantitativa de carotenoides em
maracujas do cerrado. Frutos procedentes de acessos nativos de quatro espécies (Passiflora cincinnata, P.
nitida, P. setacea e P. edulis) foram analisados, utilizando, como referéncia, o maracuja-amarelo comercial
(P. edulis). As polpas de maracuja apresentaram neoxantina, violaxantina, cis-violaxantina, anteraxantina,
luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, poli-cis-caroteno, prolicopeno, cis-{-caroteno, trans-C-caroteno, trans-
[-caroteno, 13-cis-B-caroteno e fitoflueno. Em geral, os teores de carotenoides entre as espécies e entre 0s
acessos da mesma espécie foram significativamente diferentes. A espécie P. edulis apresentou o maior nimero
de carotenoides, com diferenca entre os acessos. Em um acesso de P. edulis comercial, foi encontrado o
trans-f3-caroteno como o carotenoide principal (7,8+0,8 pug g!) e no outro o trans-C-caroteno (11,4+0,4 pug
g1). Dois acessos de P. edulis nativos do Cerrado apresentaram cis-(-caroteno como carotenoide majoritario
(6,2840,15 ng g'e12,1+0,7 ug g, casca amarela e roxa, respectivamente). O perfil de carotenoides em frutos
de espécies de maracuja apresentou diversidade de composi¢ao, com potencial de uso para melhoramento
genético para agregar maior valor ao produto e estimular o seu consumo.

Termos para indexacio: Passiflora, composicao bioquimica, compostos bioativos, recursos genéticos.

CAROTENOID COMPOSITION IN CERRADO PASSIFLORAS

ABSTRACT - The objective was to evaluate by HPLC qualitative and quantitative carotenoids pulp
composition of passion fruit. Fruits coming from native accessions of four Cerrado passion fruit species
(Passiflora cincinnata, P. nitida, P. setacea and P. edulis) were analyzed using commercial passion fruit (P
edulis) as reference. Passion fruit pulps showed neoxanthin, violaxanthin, cis-violaxanthin, antheraxanthin,
lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, prolycopene, poli-cis-carotene, cis-C-carotene, trans-C-carotene, trans-
B-carotene, 13-cis-B-carotene and phytofluene. In general, carotenoids content were significantly different
among species and among accessions of the same species. P. edulis species showed greater number of
carotenoids with differences among accessions. In one commercial passion fruit accession frans-p-carotene
was the major carotenoid (7.8+0.8 pug g') and other was trans-C-carotene (11.4+0.4 ug g'). Two accessions
of P. edulis native from the Cerrado showed cis-C-carotene like the major carotenoid (6.28+0.15 pg g and
12.1+0.7 ng g, yellow peel and purple peel, respectively). Characterization of carotenoids profile in pas-
sion fruit species fruits showed diversity of composition with potential use for genetic improvement to add
greater value to product and encourage consumption.

Index terms: Passiflora, biochemistry composition, bioactive compounds, genetic resources.
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INTRODUCAO

O maracuja ¢ muito consumido in natura
e no preparo de doces, sucos e sorvetes, € como
planta medicinal. Varias espécies nativas ocorrem
no Cerrado ¢ pelo menos cinco delas sdo chamadas
de maracuja do Cerrado (BRAGA et al., 2010). O
centro de distribui¢do geografica € o Brasil (FALEI-
RO et al., 2006), mas falta conhecimento sobre as
potencialidades da grande diversidade de espécies,
que sdo muitas vezes subutilizadas.

Os carotenoides sdo pigmentos com colorag@o
que varia entre o amarelo-claro e o vermelho e que se
acumulam em cromoplastos de folhas, flores, frutos,
raizes e sementes (VIEIRA; AGOSTINI-COSTA,
2007). Esses pigmentos atuam na fotossintese, com
a funcdo de auxiliar na captagdo de energia luminosa
e promover a prote¢do contra a foto-oxidagao. No
organismo humano, alguns carotenoides podem ser
convertidos em vitamina A, outros estdo associadas
a reducdo do desenvolvimento de doengas cronico-
degenerativas devido ao potencial antioxidante que
apresentam (BRITTON, 1995; AGOSTINI COSTA
et al., 2010).

A composi¢do de carotenoides em plantas
varia tanto qualitativa quanto quantitativamente
(AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA,
2004). O perfil destes compostos foi avaliado em
maracuja-amarelo e roxo comerciais (LEUENBER-
GER; THOMMEN, 1972; MERCADANTE et al.,
1998; SILVA; MERCADANTE, 2002), contudo,
ainda ndo foi determinado em espécies nativas de
maracuja.

O objetivo deste estudo foi avaliar a com-
posicdo qualitativa e quantitativa de carotenoides
na polpa de espécies de maracujas do Cerrado com
potencial agrondmico, utilizando, como referéncia,
0 maracuja-amarelo comercial.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas quatro espécies: Passiflo-
ra cincinnata Mast., conhecida como maracuja do
cerrado, com polpa creme (acesso CPAC MJ-26-
01 redondo; acesso CPAC MJ-26-02 cabaca); P.
nitida Kunth, conhecida como maracuja-suspiro,
com polpa incolor (CPAC MJ-01-03); P, setacea D.
C., conhecida como maracuja do sono, com polpa
amarelo-clara (acesso CPAC MJ-12-01-BRS Pérola
do Cerrado); acessos nativos de P. edulis Sims,
polpa amarelo- escura (maracuja-amarelo CPAC
MJ-36-01; maracuja-roxo CPAC MJ-21-01). Estes
acessos utilizados foram coletados no Bioma Cer-
rado e, nos ultimos 10 anos, tém sido conservados,

cultivados e caracterizados em condi¢des de campo,
no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Cer-
rados, Planaltina-DF. A area experimental possui
o solo classificado como Latossolo Vermelho com
textura argilosa (corrigido para acidez e nutrientes
do solo) e esta inserida no dominio morfoclimatico
do Cerrado, com clima tropical estacional (Aw),
com uma precipitagdo média anual entre 1.400 mm
e 1.600 mm e temperatura média anual entre 22°C
e 27 °C. Um sistema de irrigagdo por gotejamento
¢ utilizado na area experimental, principalmente ao
longo periodo seco do ano na regido do Cerrado. Os
frutos comerciais de P. edulis Sims., empregados
como referéncia, foram obtidos em hipermercado
de Brasilia-DF, em 2007 e 2008.

A extragdo de carotenoides (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001) foi desenvolvida em ambiente com
temperatura controlada, luminosidade reduzida,
adi¢do de antioxidante e incorporagdo de nitrogé-
nio, para minimizar a degradagdo. Os carotenoides
foram extraidos (cinco a seis extragdes sucessivas)
com acetona gelada e adi¢ao de hyflosupercel, como
auxiliar de extragao e filtragao, e butil-hidroxitolueno
(BHT), como antioxidante. Os carotenoides foram
transferidos para o éter etilico, usando um funil de
separacao. Metade das amostras foi saponificada com
KOH 10 % em metanol, por uma noite (16 horas), a
temperatura ambiente, e a outra metade das amostras
nao foi submetida a este processo. No dia seguinte,
foi feita a lavagem do extrato com agua destilada
até pH neutro. O éter etilico foi evaporado a vacuo
(35 °C) até quase secura. O residuo foi seco em
nitrogénio, diluido com hexano (4 mL), adicionado
de BHT, acondicionado em vial,e o ar foi retirado
com uma seringa de agulha fina. A tampa e o selo
do vial foram envolvidos com parafilme, e o extrato
foi mantido sob refrigeracao (-20 °C) até o momento
da inje¢do, feito dentro de sete dias. No momento
da injecdo, as amostras foram secas em nitrogénio,
diluidas em acetona grau HPLC e filtradas em Millex
LCR com membrana PTFE modificada 0,45 pm 13
mm (Millipore).

A separagdo dos carotenoides foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
segundo Kimura e Rodriguez-Amaya (2002) e
Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004),
utilizando-se de um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (Varian), equipado com detector de con-
junto de diodos (PDA PS-335), bomba (PS-240),
injetor automatico (PS-410) e software Galaxie 1.9,
em ambiente com temperatura controlada (22+01
°C). Os carotenoides foram separados em coluna
C,ODS-2 150 x 4,6 mm, 3 um (Waters). A fase
movel utilizada foi acetonitrila (contendo 0,05% de
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trietilamina): metanol: acetato de etila em gradiente
de 95:5:0, durante os 20 minutos iniciais da corrida,
€ 60:20:20 entre 20 e 60 minutos de corrida; o tempo
de equilibrio da coluna foi de 20 minutos. O fluxo
utilizado foi 0,5 mL min, € o volume de amostra
injetado foi 10 pL.

A identificacdo dos carotenoides foi realizada
através dos espectros de absor¢do no UV-visivel,
fornecidos pelo detector de conjunto de diodos,
pelo tempo de retencdo, valores de Rf em camada
delgada (utilizando éter de petroleo:acetato de etila
na proporg¢ao 9:3 como fase moével), cocromatografia
com padrdes e por reagdes quimicas especificas. Os
espectros foram adquiridos entre 500 e 360 nm, e
os cromatogramas foram processados no compri-
mento de onda maximo de absorgdo (A_, ) de cada
carotenoide.

Os carotenoides foram quantificados através
de curva de calibragdo externa e fator de correcgio,
conforme Kimura e Rodriguez-Amaya (2002). O
padrdo de trans-B-caroteno foi fornecido pela DSM
Nutritional Products (Suiga). Os demais padrdes fo-
ram purificados conforme Rodriguez-Amaya (2001)
por cromatografia em coluna aberta de 6xido de mag-
nésio (VETEC): hyflosupercel (Diacel) (1:2), a partir
da polpa de maracuja-amarelo comercial. Os padrdes
purificados foram quantificados em espectrofoto-
metro Perkin-Elmer modelo lambda 25 a partir das
respectivas absorbancias maximas, utilizando-se dos
valores de absortividade (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001) e considerando-se a pureza de cada padrao
avaliada por HPLC. O procedimento utilizado para
a estocagem dos padroes purificados foi o mesmo
realizado para o armazenamento das amostras.

O valor de vitamina A foi calculado a partir
dos novos fatores de conversao de carotenoides pro-
vitaminicos A, conforme U.S. Institute of Medicine
(IOM, 2001). Foi realizada a comparacdo da concen-
tragdo dos carotenoides e dos valores de vitamina A
entre os acessos (3-4 repetigdes). Para a analise dos
dados, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis a um nivel de significancia de 5%, com auxilio
do software SAS versdo 9.0 (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados nas polpas de maracuja 14
carotenoides: neoxantina, trans-violaxantina, cis-
violaxantina, anteraxantina, luteina, zeaxantina,
B-criptoxantina, prolicopeno, cis--caroteno, trans-
C-caroteno, trans-B-caroteno, 13-cis-B-caroteno,
fitoflueno e um poli-cis-caroteno ndo identificado
(Tabela 1). O B-caroteno foi o carotenoide predo-

minante na polpa de alguns acessos de maracuja;
0 {-caroteno predominou em outros. A composi¢ao
diferenciada de carotenoides nas polpas de mara-
cuja esta relatada em outros estudos. Em P. edulis
roxo, Pruth e Lal (1958) encontraram fitoflueno,
C-caroteno, a-caroteno e trés carotenoides ndo
identificados (MERCADANTE et al, 1998), mas
Leuenberger ¢ Thommen (1972) identificaram
fitoflueno, {-caroteno, B-caroteno, criptoxantina,
auroxantina, mutatoxantina, f-apo-12-carotenal e
B-apo-8’-carotenal, ndo mencionando a-caroteno.
Em P, edulis comercial, Mercadante et al. (1998)
encontraram 13 carotenoides: fitoeno, fitoflueno,
C-caroteno (principal carotenoide), neurosporeno,
-caroteno, licopeno, prolicopeno, monoepoxi-f3-
caroteno, B-criptoxantina, B-citraurina, anteraxanti-
na, violaxantina e neoxantina. Em maracuja-amarelo
comercial, Silva e Mercadante (2002) encontraram
também oito carotenoides: B-criptoxantina, prolico-
peno, cis-{-caroteno, (-caroteno, 3-caroteno e 13-cis-
B-caroteno, além de neurosporeno e y-caroteno em
alguns lotes de frutos.

A espécie que apresentou 0 maior nimero
de carotenoides foi P. edulis, destacando-se os dois
acessos comerciais com 13 carotenoides (Figuras
1A-B), seguidos pelos acessos amarelo nativo (8
a 10 carotenoides, Tabela 1) e roxo nativo (9 caro-
tenoides, Figura 1C). Na espécie P. setacea, foram
encontrados sete carotenoides (Figura 1D). Os dois
acessos de P. cincinnata apresentaram teor bastante
reduzido de carotenoides. Em P. cincinnata ‘cabaga’,
foram encontrados neoxantina, frans-violaxantina,
anteraxantina, luteina, zeaxantina e trans-3-caroteno.
Ja no acesso ‘redondo’, foram encontrados os mes-
mos carotenoides, com excegdo da neoxantina. A
espécie P. nitida apresentou apenas tragos de trans-
[-caroteno e de anteraxantina (Tabela 1).

O trans-B-caroteno e a anteraxantina, perten-
centes a mesma rota biossintética, foram detectados
em todos os acessos. A anteraxantina ¢ um epoxido
di - hidroxilado, derivado do B-caroteno. O 13-cis-
B-caroteno foi encontrado nos dois acessos de P.
edulis comercial, em P. edulis amarelo e roxo nati-
vos e em P, setacea. O cis-(-caroteno foi detectado
em todos os acessos de P. edulis e em P. setacea. O
trans-C-caroteno foi encontrado em todos os acessos
de P. edulis. O poli-cis-caroteno, o prolicopeno, a
B-criptoxantina e o fitoflueno foram encontrados nos
acessos de P, edulis, tanto nativos quanto comerciais.

A neoxantina, que ¢ um epoxido tri- hidro-
xilado derivado do B-caroteno, foi encontrada nos
acessos de P. edulis comercial e no acesso P. cin-
cinnata ‘cabaga’. A cis- e a trans-violaxantina e a
zeaxantina foram encontradas nos dois acessos de P
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edulis comercial, em P. edulis amarelo nativo € em
P, setacea. A trans-violaxantina também foi encon-
trada nos dois acessos de P. cincinnata (Tabela 1).

A luteina, identificada pela primeira vez
no género Passiflora, foi encontrada apenas nas
espécies nativas P. setacea e nos dois acessos de
P. cincinnata. Esse dado ¢ interessante, pois 0s
acessos de P. edulis ndo possuem esse carotenoide
di-hidroxilado, que apresenta um anel € e € derivado
da rota biossintética dos a-carotenoides, diferente
dos demais carotenoides hidroxilados encontrados
neste estudo, que sdo derivados do -caroteno.

Foram quantificados neste estudo nove
carotenoides: trans-violaxantina, cis-violaxantina,
B-criptoxantina, prolicopeno, poli-cis-caroteno,
cis-C-caroteno, trans-{-caroteno, trans-f-caroteno
e 13-cis-p-caroteno (Tabela 1). Nao foi realizada
a compara¢do das concentragdes dos carotenoides
e dos valores de vitamina A em P. cincinnata ‘re-
dondo’ e ‘cabacga’, P. nitida e P. setacea, devido
as suas baixas concentragdes, abaixo do limite de
quantificagdo.

Os acessos comerciais de P. edulis apre-
sentaram teores significativamente mais elevados
(p < 0,05) de B-caroteno, de B-criptoxantina e de
cis-violaxantina, em relagdo aos acessos nativos da
mesma espécie, indicando um provavel aumento
de atividade das enzimas [B-caroteno ciclase e f-
caroteno hidroxilase em fungdo do melhoramento
genético, conforme sugerido por Silva e Mercadante
(2002).

Entre os dois acessos de P. edulis comer-
cial, foi encontrada uma inversdao nos teores dos
carotenoides majoritarios; o trans-C-caroteno foi
encontrado em maior quantidade em P. edulis co-
mercial a (11,4+0,4 ng g') e o trans-p-caroteno foi
o carotenoide mais abundante em P, edulis comercial
b (7,8+0,8 pug g'). Nos dois acessos nativos de P
edulis, o cis-C-caroteno foi o carotenoide majoritario
(6,28+0,15 pg g' e 12,1+0,7 nug g', P. edulis ama-
relo e P. edulis roxo, respectivamente) (Tabela 1).
Considerando a rota de carotenoides, esta condi¢ao
pode ser explicada pela biossintese de B-caroteno a
partir do {-caroteno, com introdugdo de novas du-
plas ligacdes e ciclizagdo dos anéis, ja que o acesso
com maior teor de B-caroteno apresentou menor
teor de {-caroteno. Essa variacdo na proporcdo de
carotenoides de maracuja também foi observada em
outro trabalho (SILVA; MERCADANTE, 2002).
Gama ¢ Sylos (2005), Englberger et al. (2009),
Kwasniewski et al. (2010) e Tadmor et al. (2010)
também encontraram diferencas quantitativas de
carotenoides em frutos. Variagdes quantitativas de
carotenoides podem ser induzidas por fatores gené-

ticos e ambientais, como luminosidade, temperatura,
estagdo do ano, utilizagdo ou ndo de agroquimicos
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os valores de vitamina A calculados a partir
do trans-p-caroteno variaram entre 0,04 pg 100g!
de equivalente de atividade de retinol (RAE) em P.
nitida e 65,4+4,9 ug 100g"' RAE em um dos acessos
de P. edulis comercial, refletindo a variagdo existente
nas diferentes espécies de maracuja. Entre os acessos
de P. edulis nativos e comerciais, essa variacdo foi
de 21,4+0,9 a 65,4+4,9 ug 100g"' RAE. Nos acessos
comerciais, possivelmente, devido ao processo de
selegdo para aumentar o teor de sélidos soluveis totais
eacoloragao da polpa, observou-se maior quantidade
de carotenoides. Os valores de vitamina A apresenta-
dos nesta publicacdo estdo de acordo com os novos
fatores de conversao de vitamina A publicados pelo U.
S. Institute of Medicine (IOM, 2001). Os valores para
a conversdo de carotenoides pro-vitamina A em vita-
minaAsao: 1 pg de equivalente de atividade de retinol
(RAE)=1 pg de trans-retinol, 12 pug de pB-caroteno e
24 ng de a-caroteno ou B-criptoxantina (IOM, 2001).
No trabalho de Silva e Mercadante (2002),0s valores
de vitamina A variaram de 43,63+0,53 a 244,50+5,77
ER 100 g'. Porém, a formula utilizada no estudo
considera 1 pg de equivalente de retinol (ER)=6 ug
de B-caroteno e bioatividade do trans-p-caroteno de
100%, sendo esse valor o dobro do considerado para
o B-caroteno pelo U.S. Institute of Medicine.

A ingestdo média de vitamina A varia de 744-
811 pg RAE dia™! para o homem ¢ 530-716 pg RAE
dia™! para a mulher. Utilizando pg RAE, aproxima-
damente 26% da atividade de vitamina A consumida
pelo homem e 34% pela mulher sdo provenientes
dos carotenoides pro-vitamina A. Frutos coloridos,
maduros e cozidos e tubérculos amarelos sdo mais
eficientemente convertidos a vitamina A do que
quantidades iguais de vegetais com folhas verde-
escuras (IOM, 2001). Isso qualifica mais o consumo
de maracuja pelo fato de o fruto conter B-caroteno
e também B-criptoxantina, que sdo carotenoides
com atividade pro-vitamina A e ac¢do antioxidante.
Portanto, tanto P. edulis comercial quanto P. edulis
nativos podem ser fontes importantes de obtengao de
carotenoides pro-vitamina A necessarios a dieta e a
uma alimentagdo saudavel.

A variagdo na composicao qualitativa e quan-
titativa de carotenoides entre as espécies ¢ entre 0s
acessos de Passiflora indica que a caracterizagdo
do perfil deste pigmento na polpa de maracuja com
potencial agrondmico pode agregar valor ao produto
silvestre e estimular o seu consumo.
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FIGURA 1 - Cromatogramas obtidos por HPLC: A) Passiflora edulis comercial a, com elevado teor de cis-
e trans-C-caroteno (picos 10 e 11). B) P. edulis comercial b, com elevado teor de f-caroteno
(pico 12). C) P. edulis roxo nativo. D) P. setacea. Nas figuras 1A, 1B, 1C e 1D, os niimeros
representam: 1. Neoxantina; 2. Trans-violaxantina; 3. Cis-violaxantina; 4. Anteraxantina; 5.
Luteina; 6. Zeaxantina; 7. B-criptoxantina; 8. Prolicopeno; 9. Poli-cis-caroteno; 10. Cis-C-
caroteno; 11. Trans-C-caroteno; 12. Trans-B-caroteno; 13. Fitoflueno; 14. 13-cis-p-caroteno.

CONCLUSAO

A variagdo na composi¢ao qualitativa e quan-
titativa de carotenoides entre as espécies ¢ 0s acessos
de Passiflora indica que a caracterizagdo do perfil
deste pigmento na polpa de maracuja com potencial
agrondmico pode agregar valor ao produto silvestre
e estimular o seu consumo.
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