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RESUMO

A capacidade antioxidante e sua correlagdo com
fendis e antocianinas foi estudada em cultivares de
amora-preta, morango e mirtilo. As frutas foram
colhidos no estadio de maturacdo maduro
provenientes do Programa de Melhoramento Genético
da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, e foram
imediatamente congeladas por submersdo em
nitrogénio liquido e armazenadas a -18C até o
momento do preparo das amostras. O desenho
experimental foi completamente casualizado, com trés
repeticdbes de cinco frutos. Os resultados foram
analisados por ANOVA e as diferencas significativas
foram analisadas usando teste de Tukey. A
capacidade antioxidante dos extratos das frutas
(TEAC) foi medida pelo monitoramento da mudanca na
absorbancia do radical livre a 515nm pelo método
DPPH e 734nm pelo método ABTS, e, expressa em
pmoles de equivalentes de Trolox. Os valores de
TEAC-DPPH, variaram de 7,06 e 13,22 umols de TE/g
de fruta, para as cvs. de amora-preta; de 5,17 a
7,72umols de TE/g de fruta para as cvs. de morango;
e de 4,3 a 7,26 umols de TE/g de fruta para as cvs. de
mirtilo. Para morango e amora-preta, encontrou-se
correlacdo direta entre fendis totais e capacidade
antioxidante, enquanto que para antocianinas totais
somente  correlacionaram-se  com  capacidade
antioxidante para todas cultivares de amora-preta.
Entre as frutas avaliadas, a cv. Xavante de amora-
preta foi superior para capacidade antioxidante, sendo
gque o0s métodos TEAC-ABTS e TEAC-DPPH
mostraram-se equivalentes.

Palavras-chave: fenéis totais, antocianinas, trolox e
correlacao.

ABSTRACT

The antioxidant capacity and its correlation with
phenols and total anthocyanins among blackberry
cultivars, strawberry and bluberry was studied. Mature
and sound appearance fruits were picked from an
experimental orchard of the Program of Genetic
Improvement of Embrapa Temperate Climate, Pelotas-
RS. Fruits were immediately frozen for submersion in
liquid nitrogen and stored in freezer at -18°C until the
sample preparation. The experimental design used was
a completely randomized design, with fifteen fruits that
were divided into three replications of five fruit each.
The results were analyzed by ANOVA, and significant
differences were determined using Tukey’s test. The
antioxidant capacity (TEAC) was measured by the
DPPH method at 515nm ABTS method at 734nm, and
expressed in micromolar of trolox equivalent (uM TE).
The values of TEAC-DPPH ranged from 7.06 to
13.22uM TE/FW to blackberries, from 5.17 to 7.72 to
strawberries, and from 4.3 to 7.26 to blueberries
cultivars. The good correlation for TEAC in strawberries
samples of DPPH and ABTS assays allow to infer that
both of them are equivalent to evaluate antioxidant
capacity of fruits. The total phenolics contents were
strongly correlated with the antioxidant capacity in
strawberries and blackberries. The anthocyanins
contents were correlated with antioxidant capacity only
in blackberries. Among the tested fruits, blackberry had
the highest antioxidant capacity for both methods.

Key Words: total phenolics, anthocyanins, trolox and
correlation.
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INTRODUCAO

Estudos mostram que o consumo de frutas in

natura ou na forma de suco, com alto contetdo de
compostos fendlicos e carotendides, reduz risco de
doencas cardio- e cerebrovasculares, regula o sistema
imunolégico (PAIVA & RUSSELL, 1999), processos
carcinogénicos (HERTOG et al., 1997; SLATTERY et
al.,, 2000; NIJVELDT et al.,, 2001) e protege contra
algumas doencas tipicas do envelhecimento, tais
como, cataratas e degeneracdo macular (BROWN et
al., 1999; KHACHIK et al. 2002). Os efeitos benéficos
podem estar relacionados com a capacidade
antioxidante e a habilidade em combater radicais livres
(MANGIAPANE et al.,, 1992; ; GIL et al., 2000,
NIJVELDT et al., 2001).
Frutas contém diferentes tipos de compostos fendlicos,
incluindo derivados do &cido hidroxicindmico, flavan-3-
6is, flavonoides e antocianinas (TOMAS-BARBERAN
et al.,, 2001; MAZZA et al.,, 2002; AYALA-ZAVALA,
2004; WU & PRIOR, 2005). Os compostos fendlicos
usualmente sdo expressos como fendis totais, sendo,
amplamente citada, sua quantificagdo colorimétrica
com o reagente Folin-Ciocalteau (SINGLETON &
ROSSI, 1965; MEREDITH et al.,, 1989; GIL et al.,
2000, ZHENG et al.,, 2007). Deve-se ressaltar que
esses compostos desempenham um papel relevante
na qualidade de frutos frescos e processados, estando
envolvidos com a cor do exocarpo, 0 escurecimento
enzimatico e nao enzimatico, a adstringéncia do
mesocarpo e o sistema de defesa da planta (CHENG
& CRISOSTO,1995; SKREDE ; WROLSTAD, 2002;
GRAMZA & KORCZAK, 2005).

A capacidade antioxidante pode ser definida
como a habilidade que um composto possui de reduzir
espécies pro-oxidantes, sendo que diversos métodos
vem sendo desenvolvidos (PRIOR & CAO,1999). O
método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrasil, DPPH) e
do ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) sdo amplamente citados como uma forma
rapida, facil e sensivel de avaliar a capacidade
antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; PRIOR &
CAO, 1999; SANCHEZ-MORENO, 2002; GIL et al.,
2002; PRIOR, WU & SCHAICH, 2005; OZGEN, 2006).

A regido sul do Rio Grande do Sul possui
caracteristicas de clima e solo favoraveis para o
cultivo de pequenas frutas como o morango, amora-
preta e mirtilo. Devido a crescente comercializagédo e
consumo dessas frutas e ao pouco conhecimento
sobre seus potenciais como pré-antioxidantes,
objetivou-se avaliar a capacidade antioxidante e sua
correlagcdo com fendis e antocianinas entre cultivares
de amora-preta, morango e mirtilo.

MATERIAIS E METODOS

Frutas

Foram utilizados frutos de amora-preta das cvs.
Comanche, Cherokee, Chocktaw, Caingangue, Tupi,
Guarani e Xavante; mirtilos das cvs. Alice Blue, Blue
Belle, Bluegem, Powder Blue, Brite Blue, Delite,
Florida, Climax e Woodard; morangos das cvs. Camino
Real, Camarosa, Diamante e Ventana; todos da safra
2005/2006 e provenientes do Programa de
Melhoramento  Genético da Embrapa Clima
Temperado de Pelotas-RS. Selecionaram-se frutas
sem defeitos e de aspecto maduro, as quais foram
imediatamente congeladas por submersdo em
nitrogénio liquido e armazenadas em congelador com
temperatura em torno de -18'C até o momento do
preparo das amostras.

Preparo das amostras

O teor de antocianinas, fendis totais e capacidade
antioxidante foram determinados com quinze frutos
divididos em trés repeticbes de cinco frutos cada.
Estas foram moidos em um triturador centrifugo
Wallita, posteriormente, o suco obtido foi submetido &
centrifugagédo de 12.000g por 30 minutos a 4°C em
uma centrifuga Avanti j-25 (Beckman Instrument Inc.,
Fullerton, Calif., U.S.A). O sobrenadante foi filtrado
através papel Whatman No.1, obtendo-se um suco
centrifugado e filtrado que foi distribuido em tubos de
10 mL, lacrados e congelados a -20°C para posterior
andlises em duplicata.

Fendis totais

O teor de fendis totais do suco extraido das frutas
foi determinado segundo o método de SINGLETON &
ROSSI (1965). Uma aliquota de 1mL de suco foi
recolhida em um baldo volumétrico de 100mL, no qual
adicionou-se 60mL de agua deionizada e 5mL de
Folin-Ciocaulteau. Apés, deixou-se o meio reacional
em repouso por 8 minutos e 20mL de carbonato de
sédio a 20% p/v foi adicionado. Completou-se o
volume com &gua deionizada. Apds 2 horas, uma
aliquota do meio reacional foi retirada para medir a
absorbancia em espectrofotbmetro a 725nm. A
concentracdo de fendis totais foi determinada através
da Equacéao 1:

_ AxMM x10°
&

FT

(1)
onde A é absorbancia, MM é massa molecular do
acido galico (188,14g/mol), € é absortividade molarzgs
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(20.500 L.mol™. cm™). Os resultados foram expressos
em microgramas de acido galico por grama de fruta,
ug.g” GAE.

Antocianinas

O teor de antocianinas do suco foi determinado
pelo método de LEES & FRANCIS (1972). Recolheu-
se cerca de 1g de suco em um béquer de 100mL, no
qual adicionou-se 25,0 mL de etanol a pH de 1,0. A
mistura permaneceu sob agitacdo por 1 hora e logo
apos, filtrou-se com papel Whatman n° 26 e transferido
para baldo volumétrico de 50,0 mL, completando o
volume com etanol pH 1,0. Uma aliquota da mistura foi
retrada para medida da absorbancia em
espectrofotbmetro a 520nm. A concentracdo de
antocianinas totais foi determinada através da

Equacéo 2:
AT — Ax FD

98,2
)

onde A é a absorbancia e FD é o fator de diluicao.

Capacidade antioxidante relativa

A capacidade antioxidante relativa foi determinado
segundo o método de OZGEN (2006) em termos de
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)
em 2,2-difenil-1-picrilhidrasil (DPPH) e 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS). Aliquotas
de 20ul do suco extraido das frutas foram adicionados
a 3 mL da solucdo do radical livre DPPH e ABTS,
ambos a 100uM. Ap6s 30 minutos, fez-se a leitura da
absorbancia a 515 nm para DPPH e 734 nm para
ABTS. Os valores encontrados foram calculados de
acordo com a Equacao 3:

TEAC = MX!X
@) £ m

onde A, é a absorbancia do branco, A, é a
absorbancia da amostra, V € o volume de centrifugado
em mL , m é a massa de amostra em g, ¢ €
absortividade molar do Trolox (188 L.mol*.cm™ em
DPPH e 219 L.mol™.cm™ em ABTS) e FD é o fator de

FD

diluicdo. Tanto a capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox em DPPH (TEAC-DPPH) como em ABTS
(TEAC-ABTS) foram expressos em micromoles de
Trolox por grama de fruta, pmol.g'1 TE.

Estatistica

Os coeficientes de regressao foram estimados por
regressao linear usando o software STATISTICA
(Statsoft, 1998). Quando aplicavel, os resultados foram
analisados através da comparacdo das médias feita
através do teste de Tukey (p < 0,5) e correlacionados
(p <0,5).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fendis totais, antocianinas e capacidade
antioxidante

Na Tabela 1, encontram-se listados os resultados
para os teores de antocianinas, fendis totais e
capacidade antioxidante relativa (TEAC-DPPH e
TEAC-ABTS) para quatro cultivares de morango. Para
o teor de antocianinas, ndo foi verificada diferenca
significativa entre Diamante (40,27mg.100g™"), Camino
Real (41,71mg.100g") e Camarosa (48,32mg.100g™),
sendo que a cultivar Ventana (24,98 mg.100g™) foi
significativamente inferior as demais. Recentemente,
SILVA et al. (2007) obtiveram resultados entre 20 e 60
mg.100g™ para cinco cultivares de morango, entre elas
a cv. Camarosa.

Quanto ao teor de fendis, a cultivar Diamante
(1.301,09ug.g™) foi significativamente  superior as
demais (p < 0,05). KALT et al. (1999) relataram 864,2
ng.g' para a cv. canadense Kent, préximo ao
encontrado para a cv. Camarosa (872,75ug.g™).

A capacidade antioxidante para cv. Diamante foi
significativamente superior as demais cultivares com
7,72umol. g* como TEAC-DPPH e 10,43umol. g*
como TEAC-ABTS. OZGEN et al. (2006), utilizando os
mesmos métodos, encontraram em morangos da cv.
americana Honeoye 15,9umol. g* como TEAC-DPPH
e 11,5umol. g* como TEAC-ABTS, respectivamente.
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Tabela 1. Antocianinas, fendis totais e capacidade antioxidante relativa de quatro cultivares de morango . Pelotas —

RS, safra 2005/06.

Cultivares Antocianinas Fenais totais TEAC-DPPH TEAC-ABTS
(mg.100g™) (ng.g 'GAE) (umols.g™ TE) (umols.g™* TE)

Camino Real 41,71 a 910,7 bc 5,49 b 7,89 b
Ventana 24,98 b 980,8 b 5,80 b 7,80 b
Diamante 40,27 a 1301,1 a 7,72 a 10,43 a
Camarosa 48,32 a 872,7 c 5,17 b 6,79 b

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Em cvs. de amora-preta (Tabela 2), a cv. Guarani
(158,21mg.100g™") foi superior para antocianinas
seguida pela cv. Brazos (146,70). Além disso, a cv.
Guarani também destacou-se para fenodis (1381,4ug
de GAE .g"). Por outro lado, as cvs. Cherokee (790,00)
e Chocktaw (793,25) foram significativamente
inferiores para fendis, antocianinas e capacidade
antioxidante. ~ WANG & LIN (2000) encontraram
45,3mg.100g™" de antocininas totais e 1.520 pg de
GAE.g™ de fenéis totais para cv. Earliglow. PLESSI et
al. (2007) encontraram um conteddo médio de

98mg.100g™ de antocianinas totais para seis diferentes
cvs. de amora-preta.

Quanto a capacidade antioxidante (Tabela 2), as cvs.
Xavante (13,22 e 16,52 pmols.g™* TE), Guarani (12,03
e 14,45 pmols.g'1 TE) e Brazos (11,48 e 13,44 pmols.g
! TE) foram significativamente superiores para ambos
0os métodos, sendo que as cvs Caingangue $13'59
pumols.g® TE) e Comanche (13,91 umols.g” TE)
destacaram-se para TEAC-ABTS. OZGEN et al. (2006)
encontraram valores para TEAC-DPPH e TEAC-ABTS,
iguais a 35 e 19,2 pmols.g™ TE, respectivamente, na
cultivar Chester.

Tabela 2. Antocianinas, fendis totais e capacidade antioxidante relativa de oito cultivares de amora-preta. Pelotas —

RS, safra 2005/06.

Cultivares Antocianinas Fenois TEAC-DPPH TEAC-ABTS

(mg.100g™) (ng.9"'GAE) (umols.g™ TE) (umols.g™* TE)
Caingangue 120,9 abc 1168,9 ab 10,23 bc 13,59 ab
Cherokee 97,6 c 790,0 b 7,36 cd 8,03 c
Comanche 120,7 abc 980,6 ab 10,09 bc 13,91 ab
Chocktaw 83,6 c 793,6 b 7,06 d 8,61 c
Guarani 158,2 a 1381,4 a 12,03 ab 14,45 ab
Tupi 104,9 bc 927,3 ab 9,89 bcd 11,98 bc
Brazos 146,7 ab 10711 ab 11,48 ab 13,44 ab
Xavante 130,2 abc 1269,7 ab 13,22 a 16,52 a

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Em cvs de mirtilo (Tabela 3), a cv. Bluegem foi
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superior para antocianinas (28,18mg.100g™), seguido
pela cv. Blue Belle (15,8mg.100g™). A cultivar Alice
Blue (3,14mg.100g™) foi significativamente inferior as
demais.

Quanto a capacidade antioxidante, a cv. Blue Belle
foi superior em ambos métodos, com 7,26 e 7,28
pumols.g® TE, respectivamente para TEAC-DPPH e
TEAC-ABTS. Por outro lado, de modo semelhante ao
gque ocorreu com antocianinas, a cv. Alice Blue
contribuiu com os valores mais baixos para a
capacidade antioxidante, 4,3 pmols.g™ TE para TEAC-
DPPH e 3,24 pmols.g'1 TE para TEAC-ABTS.

Empregando a mesma metodologia, FARIA et al.
(2005) estudaram o potencial antioxidante de extrato
de mirtilo, e obtiveram como resultado 5,36 pmols.g™
TE e teor de fendis igual a 257,9u9.9" " GAE.

Utilizando o método ORAC, EHLENFELDT & PRIOR
(2001) relataram um valor médio de 15,9 pmols.g™ TE
para as cvs. americanas de mirtilo. Além da
capacidade antioxidante, o contelddo de antocianinas e
fendis também foram avaliados, com resultados iguais
a 179mg.100g™ e 950u9.9" GAE, respectivamente.

Tabela 3. Antocianinas, fendis totais e capacidade antioxidante relativa para nove cultivares de mirtilo. Pelotas — RS,

safra 2005/06.

Cultivares Antocianinas Fenois TEAC-DPPH TEAC-ABTS
(mg.100g™) (ng.g 'GAE) (umols.g™* TE) (umols.g™ TE)

BlueBelle 15,80 b 721,4 a 7,26 a 7,28 a
Bluegem 28,18 a 635,4 ab 5,27 bcd 4,54 ab
Climax 12,07 bc 537,1 b 4,50 cd 5,46 ab
Woodard 6,09 bc 708,7 a 4,76 bcd 5,04 ab
Delite 8,71 bc 705,5 a 5,98 ab 4,11 ab
Alice Blue 3,14 c 541,5 b 4,30 d 3,24 ab
Powder Blue 13,62 bc 697,0 a 5,93 abc 5,47 ab
Brite Blue 13,61 bc 644,7 ab 4,81 bcd 4,31 ab
Florida 12,26 bc 553,2 b 4,50 cd 3,64 ab

*Médias seguidas pelas mesmas letras diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Correlagdo entre os constituintes da fruta e a
capacidade antioxidante

Os coeficientes de correlagdo calculados para os
componentes fendlicos e o poder antioxidante (TEAC-
DPPH) das frutas estudadas encontram-se na Tabela
4. O teor de fendis totais correlacionou-se
significativamente com o capacidade antioxidante, para
amora-preta e morango. Resultados semelhantes
foram encontrados por CHEEL et al.(2007) em
morango e por JIAO & WANG (2000) e REYES-
CARMONA et al.(2005) em amora-preta. Por outro
lado, ndo houve correlacéo significativa entre teor de
fendis totais e capacidade antioxidante para mirtilo.
AMAKURA et al.(2000) também encontraram baixa
correlacdo entre capacidade antioxidante e fendis
totais para mirtilo. Antocianinas totais somente

correlacionou-se significativamente com a capacidade
antioxidante para amora-preta.

O entendimento da contribuicho dos compostos
fendlicos para a capacidade antioxidante de diferentes
espécies de frutas ainda é muito fragil e incipiente.
ARNOUS, MAKRIS KAFALAS (2001) e LEE et al.
(2003) sugeriram que a expressdao da atividade
antioxidante se da em consequéncia de um sinergismo
entre varios compostos fendlicos e ndo pode ser
atribuido especificamente a um constituinte. A precisa
relacdo dessas interacdes necessita de investigacdes
que identifiguem qual grupamento fendlico ¢é
responsavel por exercer poder antioxidante em uma
determinada fruta. Trabalhos mais recentes vém
tracando um perfil de antocianinas e fendlicos que
contribuem para a capacidade antioxidante, através da
quantificacéo e identificacdo dos mesmos (NAKAJIMA
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et al., 2004; MUNOS-ESPADA et al.,2004; RUBERTO

et al., 2007).

Tabela 4. Coeficientes de correlagdo entre capacidade antioxidante relativa (TEAC-DPPH) e 0s componentes

fendlicos das frutas.

Fruta Componentes Fendlicos x TEAC-DPPH
Fenois Totais Antocianinas
Amora-Preta 0,84* 0,6564*
Mirtilo 0,59 0,254
Morango 0,89* -0,0529

*significativo a p < 0,05 e n = 24, para amora-preta; n=27 para mirtilo; n=12 para morango e n=33 para péssego.

Na Figura 1 é feito um estudo comparativo entre as
cultivares de maior capacidade antioxidante. A cv. de
amora-preta Xavante destacou-se com maior teor de
antocianinas e capacidade antioxidante, sendo que
para o maior teor de fendis totais houve equivaléncia
entre a cv. Xavante de amora-preta e a cv Diamante
de morango. GIL et al. (2002) determinaram em suco
de Roma cerca de 20 umoles/g TE, sendo inclusive
superior ao vinho tinto, com cerca de 7 umoles/g TE,
gue é considerado um valor de referéncia para

capacidade antioxidante.

Por outro lado, a cv BlueBelle de mirtilo foram
inferiores para capacidade antioxidante, fendis totais e
antocianinas. Esse observacgoes, aliadas ao observado
na Tabela 4, sugerem que o poder antioxidante estaria
relacionado ndo s6 com o0s contetudos totais dos
componentes, mas com a composi¢cdo dos mesmos,
reforcando o que j& haviam manifestado outros autores
(NAKAJIMA et al., 2004; MUNOS-ESPADA et al.,2004;
RUBERTO et al., 2007).

W 460 1600
- ‘Tt'.r.- i OCapacidade antioxXdante |
g 2 140 B Antocianinas (20
S E 120 - B Fendis Totais L 1200 g
o
= < 100 4 - 1000 =
—_— o o
2 £ g g0 2
B T
ﬁ ER R - 600 s
o = I
=5 40- L 400 @
T @ ‘0
S % 204 L 200 ©
£3Z t
< g 0- Yy

E MAirtilo Morango Amora

cv. BElueBelle cv. Diamante Cw. Aavante

Figura 1 - Comparacdo entre cultivares de mirtilo, morango e amora-preta que tiveram melhor capacidade

antioxidante com rela¢éo a antocianinas e fendis totais.

Correlacao entre os métodos DPPH e ABTS

A Figura 2 ilustra a elevada correlagdo existente
entre os métodos de avaliagdo da capacidade
antioxidante, DPPH e ABTS (r=0,96513), o que

permite inferir que existe proporcionalidade entre os
dois métodos, podendo-se optar pelo uso de apenas
um deles. LEONG e SHUI (2002) trabalhando com
onze frutas, entre elas morango, obtiveram uma alta
correlacdo entre os métodos ABTS e DPPH
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(r=0,9045). A correlagdo encontrada por SEERAM et
al. (2006) entre ORAC e ABTS em chéa verde foi
préxima aos valores reportados neste trabalho

9

(r=0,98). Em extratos de plantas medicinais, a
correlacéo observada entre os métodos ABTS e DPPH
por MILIAUSKAS et al. (2004) foi igual a 0,83.

TE AC-DPPH (pmols.g” TE)

»

4 I I I I
i ! B 9 10

TE AC-AB TS (pmols.g™ TE)

11

12

Figura 2. Correlacéo entre os métodos TEAC-ABTS e TEAC-DPPH para morango.

CONCLUSAO

Para todas as frutas estudadas ocorreu grande
variabilidade nos teores de antocianinas e fendis totais,
assim como capacidade antioxidante, destacando-se
positivamente as cultivares Diamante para morango,
Xavante para amora-preta e Blue Belle para mirtilo,
sendo que a capacidade antioxidante da cv. Xavante
foi superior as demais e comparavel com vinho tinto e
suco de romd, que s&o referéncias para alta
capacidade antioxidante. Houve alta correlagdo entre a
capacidade antioxidante e fendis totais para morango
e amora-preta, e apenas a amora-preta apresentou
correlagdo  entre  antocianinas e  capacidade
antioxidante.
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