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RESUMO - O estresse oxidativo gerado pelo excesso de espécies reativas no organismo ou por uma
producdo inadequada de antioxidantes estd associado com o desenvolvimento de doengas cronicas
ndo transmissiveis (DCNTSs) e esta condi¢do pode ser minimizada por antioxidantes exogenos da
dieta. Neste contexto, o acai ¢ uma op¢ao para obter antioxidantes (polifenois e carotenoides) e seu
consumo estd associado com efeitos benéficos contra as DCNTs. O objetivo deste estudo foi avaliar
seis genotipos de agai do programa de melhoramento genético desenvolvido pela Embrapa-Amazonia
Oriental em relagdo ao conteudo de compostos bioativos e atividade antioxidante pelo método ABTS.
Os resultados mostram um aumento na atividade antioxidante dos frutos melhorados associado ao
incremento no teor de antocianinas e carotendides. Tal resultado indica genotipos promissores a
continuidade do programa de melhoramento do acai, resultando em frutos com uma maior quantidade
de antioxidantes para o consumidor.

ABSTRACT - Oxidative stress generated by excess of reactive species in the body or by inadequate
production of antioxidants is associated with the development of chronic non-communicable diseases
(NCDs) and this condition can be minimized by exogenous antioxidants from the diet. In this context,
the agai is an option to obtain antioxidants, such as polyphenols and carotenoids and its consumption
is associated with beneficial effects against NCDs. The aim of this study was to evaluate six agaf
genotypes from the breeding program developed by Embrapa-Amazoénia Oriental regarding to the
content of biactive compounds and antioxidant activity by ABTS method. The results show an
increase in the antioxidant activity of improved fruits in association to the increase of anthocyanins
and carotenoids. This result indicates promising genotypes for the continuity of ag¢ai breeding
program, resulting in fruits with a greater amount of antioxidants for the consumer.

PALAVRAS-CHAVE: antocianinas; carotenoides; antioxidantes; programa de melhoramento.
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1. INTRODUCAO

Uma dieta rica em vegetais, em especial as frutas, tem sido associada a preven¢do de danos
causados as membranas celulares em fungdo do estresse oxidativo gerado pela superproducdo de
espécies reativas e/ou a producdo inadequada de antioxidantes endogenos (Vasconcelos et al., 2007).
Assim, a prevencgdo de varias doencas cronicas ndo transmissiveis, entre elas, diferentes tipos de
cancer, tem estimulado o consumo, bem como, os estudos para caracterizar diferentes compostos com
propriedades antioxidantes em frutas (Yahia, 2010). Adicionalmente, carotenoides e antocianinas
estdo associados a reducdo de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, degeneragdo
macular e formagao de cataratas (He; Giusti, 2010; Saini et al., 2015).

O acai (Euterpe oleracea) é um fruto proveniente do acgaizeiro, uma palmeira nativa da
Amazodnia Brasileira, considerado um “superfruto” devido ao seu alto valor nutricional relacionado ao
elevado teor de lipideos (acidos graxos insaturados), proteinas, fibras e minerais, além da presenga de
compostos bioativos com propriedades antioxidantes, entre eles as antocianinas e os carotenoides
(Alexandre et al., 2004; Ribeiro et al., 2010). Além disso, estudos in vitro e in vivo t€ém demonstrado o
potencial antioxidante, anti-inflamatério, anti-proliferativo e cardioprotetor da polpa de agai
(Yamaguchi et al., 2015)

As propriedades nutricionais e funcionais do agai, sua expansdo comercial para o mercado
nacional e internacional e a importancia socioecondmica, principalmente para a populacdo ribeirinha,
tém estimulado pesquisas e investimentos em programas de melhoramento genético (Carvalho et al.,
2010). Tais pesquisas t€m como objetivo obter gendtipos com capacidade produtiva na entressafra,
com maior rendimento e frutos com propriedades funcionais intensificadas (Farias Neto et al., 2011).
Desta maneira, os genotipos de frutos desenvolvidos por programas de melhoramento devem ser
avaliados a fim de identificar frutos com composi¢do fitoquimica melhorada e seu potencial
antioxidante, resultando em uma base de informagdes para a selecdo de genotipos promissores para o
desenvolvimento de novos cultivares. Assim o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do
melhoramento genético no conteudo de compostos bioativos (antocianinas, carotenoides e compostos
fenodlicos) e atividade antioxidante (método ABTS) de seis genoétipos de acai (E. oleracea).

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Compostos Bioativos do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Foram utilizadas as polpas liofilizadas de seis gendtipos de agai (E. oleracea), provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Amazonia Oriental (Belém-PA), cujos frutos foram
colhidos entre novembro/2014 e fevereiro/2015, no estadio completo de maturagdo, quando
apresentaram uma coloragdo roxo-escuro ¢ uma mucilagem branca sobre a superficie. Os gendtipos
foram identificados como L0O9P09, L.22P13, L11P09, LO6P13, L04P16 ¢ BRS-PA\iista. Uma amostra
comercial obtida no comércio de Belém/PA foi utilizada como amostra controle.

Os extratos foram elaborados a partir de 0,5 g de polpa liofilizada de agai homogeneizada
com metanol 50% em ultra-turrax (40 mL por 2 min). Apds 1 h de repouso, o extrato foi centrifugado
em uma centrifuga refrigerada (Sigma, modelo 4K 15, Inglaterra) por 15 min a 15000 rpm, o
sobrenadante foi retirado e o residuo homogeneizado com acetona 70% em ultra-turrax (40 mL por 2
min). Apés 1 h em repouso, o extrato foi centrifugado por 15 min a 15000 rpm, os sobrenadantes das
duas etapas foram misturados em baldo volumétrico e o volume final ajustado a 100 mL (Larrauri et
al., 1997).
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As antocianinas foram identificadas e quantificadas logo apds o preparo dos extratos por
CLAE, através de um cromatdgrafo (Agilent série 1100) equipado com um sistema solvente
quaternario de bombeamento e um detector UV/Visivel. Uma coluna de fase reversa C18 polimérica
Shim-pak (5 pm x 250 mm x 4,6 mm) foi utilizada para a separacdo dos pigmentos e um gradiente
linear de eluicdo de acido fosforico (4%) e acetonitrila na propor¢do 85:15 para 20:80 (v/v) no
decorrer de 30 minutos foi utilizado como fase mével. O fluxo da fase moével foi de 0,2 mL/min ¢ a
temperatura da coluna mantida em 29 °C. Os cromatogramas foram obtidos em um comprimento de
onda fixo de 520 nm caracteristico para as antocianinas (Zanatta et al., 2005).

Para a extragdo dos carotenoides, uma mistura de éter de petroleo e éter etilico foi
adicionada, sendo a fragdo lipidica separada com o uso de um funil de separacdo. Posteriormente, esta
fragdo foi submetida a saponificagdo com 10% KOH em metanol por uma noite a temperatura
ambiente, sendo o alcali removido por sucessivas lavagens com agua destilada. Os extratos foram
concentrados em um evaporador rotatério (Fisatom, modelo 801) (T < 25 °C) até secagem completa
utilizando fluxo de nitrogénio. As amostras secas foram armazenadas a uma temperatura de -18 °C,
para posterior quantificagdo por CLAE. Os extratos secos foram diluidos em MTBE, para posterior
inje¢do no cromatdgrafo, descrito anteriormente. A separacao dos carotenoides foi realizada utilizando
uma coluna de fase reversa C30 polimérica YMC (3 um x 250 mm x 4,6 mm), sendo a fase movel
agua:metanol:MTBE a partir das propor¢des de 5:90:5, atingindo 0:95:5 em 12 minutos, 0:89:11 em
25 minutos, 0:75:25 em 40 minutos e, finalmente, 00:50:50 em 60 minutos, com um fluxo de 1 mL
/min e a coluna mantida na temperatura de 33 °C. Os cromatogramas foram processados em um
comprimento de onda fixo de 450 nm caracteristico para carotenoides (Zanatta; Mercadante, 2007).

A identificagdo e quantificagdo das antocianinas e carotenoides foi realizada por comparacao
dos tempos de retencdo e areas dos picos das amostras e dos padrdes correspondentes (SIGMA, pureza
> 93%), nas mesmas condi¢des cromatograficas.

Os compostos fenolicos foram quantificados a partir do método de Folin-Ciocalteau (Swain;
Hillis, 1959) onde 20 pL de cada extrato foram adicionados a 1580 pL de agua e 100 pL do reagente
de Folin-Ciocalteau. Para neutralizar a mistura foram adicionados 300 pL de uma solugdo tampao de
carbonato de sodio (Na,CO;). Apo6s 120 minutos de reagdo na auséncia de luz e temperatura ambiente,
as amostras foram avaliadas por espectrofotometria (Amersham Biosciences, modelo Ultrospec 3100
pro, Inglaterra) a 765 nm e a quantificagao foi realizada pela constru¢do de uma curva padrdo de acido
galico na faixa de concentragdo de 0 — 0,5 mg/mL.

Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método baseado na captura do radical ABTS
(2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) (Sigma Chemical, EUA) (Kuskoski et al.,
2005). Primeiramente, foi produzido o radical ABTS formado pela reacdo de 5 mL de uma solugdo
estoque de ABTS (7 mM) com 88 pL de persulfato de potassio (140mM). A solugdo foi mantida em
repouso por 16 h, sob protegdo da luz e ap6s o radical foi diluido em etanol até uma absorbancia de
0,700 £ 0,05 a 734 nm (Amersham Bioscience, modelo Ultrospec 3100 pro, Inglaterra). Em seguida,
uma aliquota de 30 puL de cada dilui¢@o dos extratos preparados foi adicionada a 3,0 mL do radical
ABTS, sendo a leitura da absorbancia realizada a 734 nm ap6s 6 min de reacao.

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Tukey (p<0,05), adicionalmente foi realizada a
analise da correlag@o de Pearson utilizando o software Statistica 12 (Statsoft Inc., Tulsa, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos extratos das polpas liofilizadas de agai (E. oleracea) utilizando como solventes
de extracdo metanol (50%) e acetona (70%) foram identificadas as antocianinas cianidina 3-glicosideo
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e cianidina 3-rutinosideo, semelhante ao identificado por Gouvéa et al (2012) em estudo do acai
(Euterpe oleracea). Em relacdo ao contetdo total de antocianinas (Tabela 1), todos os genotipos,
exceto LO4P16, apresentaram maiores teores do que a amostra comercial. Os genotipos L22P13 e
BRS-PAs14 apresentaram os maiores teores de antocianinas totais e de maneira geral, tais resultados
sdo superiores aos relatados por outros autores que avaliaram o agai (E. oleracea) (Schauss et al.,
2006; Gouvea et al. 2012) e em comparagdo com outras bagas como mirtilo (Vaccinium sp.), groselha-
preta (Ribes sp.), amora-preta (Rubus sp.), oxicoco (Oxycoccus sp.) e cereja (Prunus sp.) (Wu et al.,
2006). O teor de antocianinas totais apresentou uma forte correlagdo com a atividade antioxidante
avaliada pelo método ABTS (r* = 0,810), colocando o gendtipo L22P13 em destaque, uma vez que
este apresentou o maior valor de atividade antioxidante pelo método ABTS (674,83 uM trolox/g),
quando comparado aos demais genétipos e a estudos anteriores com o agai (E. oleracea) (Rufino et al.,
2010; Rojano et al., 2011).

Além das antocianinas que sdo os pigmentos majoritarios no agai, os diferentes genotipos
apresentaram-se como uma boa fonte de carotenoides, sendo identificados luteina, zeaxantina, o-
caroteno e B-caroteno. Os carotenoides luteina, a-caroteno e PB-caroteno também foram identificados
na polpa de acai (E. oleracea) no estudo de Ribeiro et al (2010), enquanto que o carotenoide
zeaxantina foi identificado pela primeira vez em agai no presente trabalho. Os genotipos L22P13
(20,70 pg/g) e BRS-PAwista (22,15 pg/g) apresentaram os maiores teores de carotenoides totais
quando comparado a amostra comercial (16,44 pg/g, Tabela 1). Os teores de carotenoides
quantificados neste estudo foram mais elevados que os relatados por Ribeiro et al. (2010) e Kang et al.
(2012) para o agai (E. oleracea) e também superiores aos relatados para outras pequenas frutas (bagas)
como cereja (Prunus sp.), groselha-preta (Ribes nigrum), groselha-vermelha (Ribes rubrum), morango
(Fragaria sp.) e uva (Vitis sp.) (Miiller, 1997). Adicionalmente, os carotenoides apresentaram uma
correlagdo moderada com a atividade antioxidante (método ABTS) apresentada pelos diferentes
genotipos (1 = 0,503).

Tabela 1 — Antocianinas, carotenoides, compostos fenolicos e atividade antioxidante dos diferentes
genotipos de a¢al e uma amostra comercial.

. BRS-
Comercial L09P09 L22P13 L11P09 LO6P13  LO04P16
PAMISTA

?“t“’,c‘a“‘“as 1873,91+  3627,18+ 446921+ 4012,10+ 3007,78+ 244438+ 503,62+

otais 18,81° 310,09 133,20° 286,09 43,01° 109,87¢ 37,96
(mg/100g)
Carotenoides 16,44 + 15,53 £ 20,70 £+ 22,15+ 8,69 + 7,62 + 7,21 £
Totais (ng/g) 1,34° 1,29° 1,42° 0,74* 0,26° 0,47° 0,59°
g"“}f,"“"s 40,40 + 29,60 + 31,94 + 25,21+ 26,83 + 34,84 + 17,29 +

€enoicos a be be cd be ab d
(mg GAE/g) 3,59 2,45 3,35 0,83 1,91 4,91 1,02
ABTS 231,38+ 48526+ 674,83+ 423,53+ 331,18+ 431,39+ 26333+
(uM trolox/g) 14,24¢ 26,70° 29,30° 20,28° 24,54° 20,92° 21,84¢

Os resultados sdo a média de trés repeti¢cdes + desvio padrdo. Na linha, valores seguidos de letras diferentes
indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nos diferentes genotipos de acgai o conteiido de compostos fenolicos ndo apresentou um
incremento em relacdo a amostra comercial, diferentemente do observado no contetido de
antocianinas. Adicionalmente, o contetido de compostos fendlicos ndo apresentou correlagdo com a
atividade antioxidante, semelhante ao observado por Kéhkonen et al. (1999) e Hassimotto et al.
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(2005). Isso pode ser atribuido ao perfil diferenciado de compostos fenolicos dos diferentes genotipos
extraidos pela mistura de solventes polares (metanol e dgua) e apolar (acetona) (Hassimotto et al.,
2005; Jacobo-Velazquez et al., 2009), bem como por uma possivel interferéncia de compostos nao-
fendlicos com o reagente de Folin-Ciocalteau (Prior et al., 2005).

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados, as diferencas significativas entre os genotipos nos teores de
compostos bioativos (antocianinas e carotenoides) e na atividade antioxidante podem ser atribuidas a
variabilidade genética promovida pelo programa de melhoramento genético, ja que as condi¢des de
plantio e preparagdo laboratorial foram mantidas. Dentre os gendtipos, os menores teores de
compostos bioativos e menor atividade antioxidante foram apresentados pelo gendtipo L04P16,
enquanto que os genotipos L22P13 e BRS-PAysta apresentaram os maiores teores de antocianinas e
carotenoides, além de elevada atividade antioxidante, podendo ser considerados gendtipos promissores
para a continuidade do programa de melhoramento genético desenvolvido pela Embrapa.
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