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CARACTERIZACAO E DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS DE
MARACUJAS DO CERRADO COM BASE NO PERFIL DE CAROTENOIDES

RESUMO GERAL

A composicdo de carotendides em frutas é complexa e varidvel. Por isso,
métodos de extracdo e processos analiticos diferenciados precisam ser aplicados para
uma determinacdo correta dos carotendides. As frutas e os vegetais sdo suas fontes
principais na dieta humana. Os carotendides sao responsaveis pela coloracdo da polpa
do maracuja e de muitos frutos, flores e folhas. No Cerrado s@o encontradas mais de 40
espécies de Passiflora. Porém, o potencial de muitas dessas espécies € desconhecido do
ponto de vista cientifico. Os objetivos deste estudo foram avaliar a influéncia da
saponificacdo na determinacdo de carotendides de cinco acessos de trés espécies de
maracujds do Cerrado (um acesso de P. cincinnata, um acesso de P. setacea e trés
acessos de P. edulis); a composicdo qualitativa e quantitativa de carotendides da polpa
de oito acessos de quatro espécies de maracujds do Cerrado (dois acessos de P.
cincinnata, um acesso de P. nitida, um acesso de P. setacea e quatro acessos de P.
edulis) e a diversidade genética entre esses maracujds do Cerrado com base no perfil de
carotendides presentes na polpa de seus frutos utilizando, como referéncia, o maracuja-
azedo comercial (P. edulis). Os carotendides foram extraidos em acetona, metade deles
foram saponificados e separados por HPLC e identificados segundo Rodriguez-Amaya
(2001). Com base nas dreas dos picos dos carotendides e na presenca e auséncia de
carotendides foram calculadas matrizes de distancias euclidianas médias padronizadas
entre 0s maracujazeiros e realizadas andlises de agrupamento e de dispersdo grafica.
Foram encontradas diferengas significativas entre as médias das concentragdes de
carotendides em amostras saponificadas e nio saponificadas. As polpas dos frutos dos
maracujazeiros analisados apresentaram neoxantina, violaxantina, cis-violaxantina,
anteraxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, poli-cis-g-caroteno, prolicopeno, cis-
{-caroteno, (-caroteno, B-caroteno, 13-cis-B-caroteno e fitoflueno. A caracterizacdo dos
maracujazeiros revelou diferencgas qualitativas e quantitativas no perfil de carotendides.
Foram verificadas e quantificadas distincias genéticas significativas entre o0s
maracujazeiros com base nas dreas dos picos dos carotendides e na presenga e auséncia
de carotendides. As diferencas encontradas nos maracujazeiros analisados tanto com

relacdo a metodologia, a andlise qualitativa e quantitativa de carotendides e a



diversidade genética reforcam a necessidade de caracterizagdo, conservacdo e a

utilizacdo dessa valiosa fonte de recursos genéticos de maracuja existente no Cerrado.

Palavras-chave: Passiflora, compostos bioativos, métodos, composi¢do bioquimica,

variabilidade genética, recursos genéticos, germoplasma, alimento funcional
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CHARACTERIZATION AND GENETIC DIVERSIY OF CERRADO PASSION
FRUIT ACCESSIONS BASED ON CAROTENOIDS PROFILE

GENERAL ABSTRACT

The composition of carotenoids in fruits is complex and variable. Therefore,
extraction methods and different analytical procedures must be applied to a correct
determination of carotenoids. Fruits and vegetables are their main sources in human
diet. Carotenoids are responsible by pulp color of passion fruit and many fruits, flowers
and leaves. In Cerrado are found more of 40 Passiflora species. However, the potential
of some of these species is unknown of scientific point of view. The objectives of the
study was to evaluate the saponification influence in carotenoids determination of five
accessions of three species of Cerrado passion fruit (one P. cincinnata accession, one P.
setacea accession and three P. edulis accessions); qualitative and quantitative
carotenoids pulp composition of eight accessions of four species of Cerrado passion
fruit (two P. cincinnata accessions, one P. nitida accession, one P. setacea accession
and four P. edulis accessions) and genetic diversity among these Cerrado passion fruit
based on carotenoids profile in pulp fruit using commercial passion fruit (P. edulis) as
reference. Carotenoids were extracted in acetone, half of them were saponified and
separated by HPLC and identified according Rodriguez-Amaya (2001). Based on
carotenoids peaks area and carotenoids presence and absence data were calculated
standardized means euclidian distances matrices among passion fruit and to perform
cluster and graphical dispersion analysis. Significant differences were found between
the means carotenoids concentrations in saponified and not saponified samples. Pulp
fruits of analyzed passion fruit showed neoxanthin, violaxanthin, cis-violaxanthin,
antheraxanthin, lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, prolycopene, poli-cis-e-carotene,
cis-C-carotene, trans-(-carotene, trans-f-carotene, 13-cis-fB-carotene and phytofluene.
The characterization of passion fruit revealed qualitative and quantitative differences in
carotenoids profile. Were quantified and verified significant genetic distances among
passion fruit based on carotenoids peaks area and carotenoids presence and absence.
The differences found in analyzed passion fruit both with respect to methodology,
qualitative and quantitative analysis of carotenoids and genetic diversity reinforce use,
conservation and characterization necessity this valuable source of genetic resources of

Cerrado passion fruit.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Cerrado concentra 5% das espécies da flora e da fauna mundiais. Essa rica
biodiversidade estd em risco de desaparecer devido a falta de planejamento adequado
relacionado a investimentos em pesquisa, conservacdo e cumprimento das politicas
publicas ja existentes (HOPKIN, 2004). O Cerrado é o centro de origem de trés das
maiores bacias hidrogréaficas da América do Sul: Sao Francisco, Tocantins-Araguaia e
Prata (EMBRAPA, 2009), sendo uma regido muito importante para o desenvolvimento
econdmico do pais. Para que a contribui¢do econdmica ocorra € necessario que as areas
nativas sejam substituidas por sistemas produtivos, como lavouras mecanizadas para
producdo de soja, milho e algoddo; pastagens cultivadas com gramineas exdticas para
criacdo de gado; reflorestamentos; dentre outros (RATTER et al., 1997; MACHADO et
al., 2008). As taxas de desmatamento no Cerrado tém sido historicamente superiores as
da floresta Amazonica e o esfor¢o de conservagdo do bioma é muito inferior ao do
amazonico (KLINK & MACHADO, 2005). Estratégias para a conservagao do Cerrado
incluem a criagdo de mais parques e reservas, a manuten¢do dos jd existentes e a
utilizacdo mais eficiente das terras agricolas em uso (HOPKIN, 2004).

O maracujazeiro € uma fruteira que é encontrada em diversos biomas, incluindo
o Cerrado que possui uma grande diversidade genética. As modificagdes causadas pelo
ser humano nos locais onde sdo encontradas as Passifloridceas t€ém causado erosdo
genética desse género. Assim, grande parte do potencial encontrado dentro de
Passiflora esta sendo perdido (FERREIRA, 2005). As espécies nativas e silvestres de
maracuji tém grande potencial para o consumo in natura, para a producdo de suco
concentrado, como planta ornamental, medicinal, alimento funcional e utilizacdo pelas
industrias de cosméticos pela variedade de compostos encontrados. Além de serem
fontes de genes para o melhoramento genético do maracujazeiro-azedo, como porta-
enxerto, no desenvolvimento de hibridos de maracujazeiro-doce e na obtencdo de
hibridos de maracujazeiro-ornamental (FALEIRO et al., 2006; FALEIRO et al., 2008).
Considerando este grande potencial, existem grandes demandas para as pesquisas nas
areas de recursos genéticos, melhoramento genético, além da exploracdo diversificada
de espécies do género Passiflora (FALEIRO et al., 2006).

Estudos sobre a composi¢do de carotendides sé foram realizados até o0 momento
na principal espécie explorada comercialmente, o maracujazeiro-amarelo comercial

(CECCHI & RODRIGUEZ-AMAYA, 1982; MERCADANTE et al, 1998; SILVA &



MERCADANTE, 2002), porém em espécies nativas e silvestres esses estudos sio
inexistentes. A caracterizacdo de espécies nativas e comerciais de maracujazeiro quanto
aos tipos de carotendides presentes e sua concentracdo sdo importantes para valorar e
identificar usos inovadores para essas espécies na diversificacdo de sistemas produtivos
ou para suas utilizagdes em programas de melhoramento genético.

Os carotendides sdo pigmentos naturais amplamente distribuidos na natureza
responsaveis pela cores amarela, laranja e vermelha de frutas, raizes, flores, peixes,
invertebrados e pdassaros. Também sao encontrados em algas, bactérias, mofos e
leveduras e nos cloroplastos de plantas superiores, embora no tecido fotossintético essas
cores possam ser mascaradas pela clorofila (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997). Este grupo
de compostos tem diversas funcdes como a captacdo da energia luminosa, transporte de
oxigénio, atividade antioxidante e atividade pré-vitaminica A (BRITTON, 1995). A
composi¢do de carotendides em frutas € complexa e varidvel e sdo compostos que
podem ser facilmente degradados (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Por isso, a busca de
métodos de extracdo e processos analiticos diferenciados para uma determinagao correta
dos diferentes carotendides € imprescindivel.

No presente trabalho, objetivou-se verificar a influéncia da saponificacdo na
determina¢do de carotendides em cinco acessos de trés espécies de maracujazeiro (um
acesso de P. cincinnata, um acesso de P. setacea e trés acessos de P. edulis); avaliar a
composi¢ao qualitativa e quantitativa de carotendides da polpa de oito acessos de quatro
espécies de maracujds do Cerrado com potencial agrondmico (dois acessos de P.
cincinnata, um acesso de P. nitida, um acesso de P. setacea e quatro acessos de P.
edulis) e analisar a diversidade genética desses maracujas do Cerrado, com base no
perfil de carotendides presentes na polpa de seus frutos utilizando, como referéncia, o

maracuji-amarelo comercial (P. edulis).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CERRADO

O Cerrado € considerado o segundo maior bioma brasileiro. Distribui-se
predominantemente pelos Estados de Goids, Distrito Federal, Minas Gerais, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Bahia, Maranhao e Piaui. Existem regides de
vegetacdo de Cerrado em outros dominios de vegetacdo, como no Pard (Serra do
Cachimbo), Amapd, Amazonas (Campos de Humaitd), Roraima, Rondonia (Serra dos
Pacais Novos), Ceara, Sao Paulo e Parana (MACHADO et al., 2004; IBAMA, 2009).
Esse bioma apresenta uma drea de aproximadamente 2.036.448 km” cobrindo 23% do
territdrio brasileiro (IBGE, 2004).

E reconhecido como a savana mais rica do mundo em biodiversidade. A riqueza
das espécies no Cerrado pode representar 33% da diversidade bioldgica brasileira
(AGUIAR et al., 2004). Sao encontradas 837 espécies de aves (29 endémicas), 161 de
mamiferos (19 endémicas), 120 de répteis (24 end€micas), 150 de anfibios (45
endémicas), o equivalente a 1268 espécies de animais, sendo 117 endémicas do bioma
Cerrado. Também possui uma flora riquissima com mais de 10.000 espécies de plantas
(IBAMA, 2009) sendo 4.400, aproximadamente 1,5% do total de plantas encontradas no
mundo, endémicas (MYERS et al., 2000). Em levantamentos floristicos realizados com
base em pesquisas do Projeto Biogeografia do Bioma Cerrado foram encontradas cerca
de 267 espécies de pteridofitas, duas de gimnospermas e 6060 de angiospermas,
demonstrando a grande riqueza floristica do Cerrado que ainda ndo estd completamente
caracterizada (MENDONCA et al., 1998).

Contudo, ainda existem muitas lacunas no conhecimento cientifico sobre a fauna
e a flora existentes no Cerrado sendo, portanto, imprescindivel um aumento e uma
intensificacdo nos estudos para a caracterizagdo, conservacdo € manejo sustentdvel
desse bioma, além de uma maior capacitagdo técnica e destinacdo adequada de recursos
financeiros (AGUIAR et al., 2004).

A grande diversidade de espécies de animais e plantas do Cerrado estd associada
com a grande heterogeneidade de ambientes. Esses ambientes sdo o resultado das
interacdes entre clima, altitude, latitude, quimica e fisica do solo, disponibilidade de
dgua e nutrientes, geomorfologia, profundidade do lengol fredtico, freqiiéncia de

queimadas e pastejo. Os tipos de vegetacdo encontrados no Cerrado sdo classificados



em onze tipos distribuidos em formacdes florestais: Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata
Seca e Cerradao; savanicas: Cerrado Sentido Restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e
Vereda e campestres: Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre (RIBEIRO &
WALTER, 2008).

Algumas estimativas indicam que 67% da vegetacdo nativa do Cerrado ja foi de
alguma forma modificada. Trabalhos recentes e mapeamento mostram que esse
percentual, em média, ¢ bem menor, de 39%, embora em algumas regides a
antropizacdo chegue a 100% (SANO et al, 2007). Essa modificacdo comegou a ocorrer
a partir da década de 50 devido a adocdo de uma politica de interiorizacdo pela
transferéncia e constru¢cdo da nova capital e de integracdo nacional com a construgdo e
pavimentacdo de estradas (IBAMA, 2009) através da criacdo de programas para o
desenvolvimento econdmico da regido. Um dos exemplos dessa politica foi o Programa
Polocentro (GOEDERT et al., 2008), contribuindo para o deslocamento do eixo de
producdo agricola e agropecudria da regido Sul-Sudeste para a regido Centro-Oeste.
Esses eventos fizeram que o Cerrado fosse inserido no contexto de producdo de
alimentos e energia do pais. Houve uma explosdao demogrifica causando um
crescimento desordenado e um avango sobre dreas de preservacdo ambiental, nascentes
e encostas; éxodo rural; desmatamento; conversdao de areas nativas para agricultura e
pastagem; assoreamento de rios e lagos; formagao de vogorocas; construcao de grandes
barragens; eutrofizagdo das dguas pela descarga de efluentes residenciais e industriais;
aumento da emissdo de gases para a atmosfera pelo crescimento da frota de veiculos e
das queimadas; formacdo de depdsitos de lixo a céu aberto; contamina¢do do lencol
fredtico; aumento da incidéncia de doencas causadas pela falta de saneamento bdsico;
introducdo de plantas e animais exdticos, dentre outros (DIAS, 2008).

Um estudo realizado por Machado et al. (2004) apontou que até 2002 havia sido
desmatada 54,9% da édrea original do Cerrado. Segundo esse estudo, o Cerrado corre o
risco de desaparecer até 2030 se ndo forem realizados esfor¢os para sua conservacao.
Por outro lado, Sano et al. (2007) mostraram dados menos alarmantes, com o Cerrado
ainda possuindo 61% de vegetacdo natural. A¢des como o Projeto de Conservacio e
Utilizag@o Sustentdvel da Diversidade Bioldgica Brasileira - PROBIO coordenado pelo
Ministério do Meio Ambiente entre 1998 e 2000 (MMA/SBF, 2002) que envolveu
vdrias instituicdes governamentais € ndo governamentais sdo ferramentas importantes
para o estabelecimento de regras e politicas publicas que norteiem a busca de um

desenvolvimento considerado sustentavel. Os resultados dos estudos inseridos nesse



projeto foram responsaveis pela identificacdo de dreas prioritdrias para a conservagao,
utilizacdo sustentdvel e reparticdo dos beneficios da biodiversidade e pela assinatura do
Decreto n° 5.092/2004 (BRASIL, 2004) e Portaria n° 09/2007 (BRASIL/MMA, 2007)
que definem regras para a identificacdo de 4reas prioritdrias para a conservagao,
utilizacdo sustentdvel e reparticdo dos beneficios da biodiversidade (MMA/SBF, 2002).

Estudos realizados pelos pesquisadores do Programa Cerrado da Conservation
International - Brasil indicam que o desmatamento desse bioma chega a 1,5% ou trés
milhdes de hectares ano”'. Somente 6,2%, o equivalente a 22.000 km? de 4rea do
Cerrado estd protegido em d4reas de preservacdo. No entanto, as unidades de
conservacdo sdao mal distribuidas quanto as categorias de manejo, a representacdao
geografica das regides e dos estados, ao tamanho das unidades e a representatividade da
enorme heterogeneidade regional do Cerrado (CONSERVATION INTERNATIONAL
BRASIL, 2009). Essa situacdo faz com que esse bioma seja considerado um dos 25
hotspots (areas criticas para conservagdo) de biodiversidade e desperte especial atencdao
para a conservagdo dos seus recursos naturais (MYERS et al., 2000).

A valorizacdo e a descoberta de meios de uso sustentdvel da biodiversidade
desse bioma sdo alternativas interessantes para a sua conservacdo. A utilizacdo dos
recursos naturais € um desses meios, através da apresentacdo do potencial de uso e da
importancia socioecondmica. Os frutos nativos do Cerrado, que sdo base de sustentacao
da vida silvestre e fonte de alimento para as populacdes locais podem ser inseridos
nesse contexto (SILVA et al., 2001). Diversos estudos sobre a caracterizagdo fisico-
quimica de frutas nativas do Cerrado tém encontrado vérias fontes de proteinas,
lipideos, carboidratos, minerais, fibras, vitaminas e substancias bioativas, tais como,
carotendides e compostos fendlicos (ALMEIDA et al., 2008), aumentando o interesse
nas pesquisas tanto de caracterizagdo fisico-quimica quanto agrondmica. Assim, muitas
dessas frutas podem complementar as fontes alimentares ja existentes na dieta da

populacdo.
3.2 BIODIVERSIDADE
O termo biodiversidade ganhou popularidade com o Férum Norte-americano de

Biodiversidade organizado pelo Conselho da Comissao Nacional de Investigacao sobre

Ciéncias da Vida e pela direcao do Instituto Smithsoniano de Atividades Internacionais



em 1986 e pela edicdo do livro Biodiversity pelo entomologista E. O. Wilson em 1988
como resultado desse féorum (WILSON, 1988).

A biodiversidade representa um continuo da organizagao ecoldgica (de genes a
populacdes, a espécies, a toda a biosfera) que ndo pode ser quantificada somente por
uma unica varidvel. Menos de 1, 5 milhdes das espécies encontradas no planeta Terra
sdo conhecidas e descritas e esse nimero pode ser trés vezes maior (LANGHAMMER
et al., 2007). Estima-se que o Brasil possua algo em torno de 20% de toda a
biodiversidade existente no planeta (VALOIS, 1999), aproximadamente dois milhdes de
espécies entre plantas, animais e microrganismos (SEROA DA MOTTA, 1996).

A definicdo encontrada no Glossdrio de Recursos Genéticos Vegetais sobre
biodiversidade é: no sentido mais geral, o somatério de formas de vida que habitam o
planeta. Ha dois pontos de vista sobre esta defini¢do: 1) o conceito amplo afirma que € o
total de organismos vivos existentes, sua variacdo genética e os complexos ecoldgicos
por eles habitados; a diversidade considerada abrange aquela dentro da espécie, entre
espécies e entre ecossistemas (VALOIS et al, 2009). Seroa da Motta (1996) e Goedert
(2007) também consideram a biodiversidade no sentido mais amplo; 2) o conceito
restrito afirma que é a multitude de bioformas, em todas as suas categorias taxondmicas
e ecoldgicas, que habitam a biosfera; a inclusio de fatores abidticos ndo € essencial para
a formulacao do conceito, uma vez que o que importa € descrever um fendmeno natural,
o qual ndo é dependente para sua visualizacdo da inclusao de fatores fisicos e quimicos
do ambiente (VALOIS et al, 2009).

Segundo a Convencao sobre Diversidade Bioldgica (CDB) realizada em 1992 e
a Oitava Conferéncia das Partes da Convengao sobre Diversidade Biolégica (COP 8) e
Terceira Reunido das Partes do Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca (MOP 3)
em 2006, diversidade bioldgica, também chamada de biodiversidade, pela contragao das
duas palavras, significa a variabilidade existente entre todos os organismos Vvivos
encontrados em todos os ecossistemas: terrestres, marinhos e aqudticos e os complexos
ecolégicos dos quais eles fazem parte, abrangendo, também, a diversidade das espécies,
entre as espécies e entre os ecossistemas. Inclui os servicos ambientais responsaveis
pela manutencdo da vida na Terra, interacdo entre os seres vivos e oferta dos bens e
servicos que sustentam as sociedades humanas e suas economias. Esses bens e servicos
incluem alimentos, medicamentos, fibras, 4gua e ar limpos e outros recursos naturais

que suportam as atividades humanas (CDB, 1993; MRE/MMA, 2009).



Embora a biodiversidade ofereca grande valor econdmico, ambiental e espiritual
para a humanidade, tem sido ameacgada pelo consumo insustentdvel de recursos naturais
e pelo rdpido crescimento populacional e aumento da pobreza. A expansdo da
agricultura, das industrias e da urbanizacdo de forma desordenada tem fragmentado,
degradado e eliminado o habitat de inimeras espécies. Também, a introducdo de
espécies exoticas em locais antes habitados por espécies nativas e a poluicdo tem
alterado os ciclos climdticos e biogeoquimicos ocasionando mudancas drdsticas no
planeta. E, a caca, a pesca e o comércio predatdérios estdo dizimando as ultimas

populacdes de espécies de alto valor (LANGHAMMER et al., 2007).

3.3 RECURSOS GENETICOS

Os recursos genéticos sdo a base essencial da biodiversidade. Segundo a
Convencgao sobre Biodiversidade Bioldgica (1993) o termo recursos genéticos significa
material genético com valor atual ou potencial. Para Valois (1999) € a variabilidade de
espécies de plantas, animais e microrganismos integrantes da biodiversidade, de
interesse sOcio-econdmico atual e potencial para utilizacio em programas de
melhoramento genético, biotecnologia e outras ciéncias afins.

Entende-se por recursos genéticos vegetais o material genético vegetal com
valor atual ou potencial (GOEDERT, 2007). Os recursos genéticos vegetais abrangem
as seguintes categorias: espécies silvestres, parentes silvestres das plantas cultivadas,
racas locais de plantas, variedades de plantas, linhagens melhoradas e populacdes
experimentais e linhagens com caracteristicas genéticas e citogenéticas especiais, dentre
outras (VALOIS, 1999).

A conservagdo de recursos genéticos pode ser feita in situ e ex situ. A
conservacdo in situ é definida como a acdo de conservar plantas e animais em suas
comunidades naturais. As unidades operacionais sdo vdrias, destacando-se parques
nacionais, reservas bioldgicas, reservas genéticas, estacdes ecoldgicas, santudrios de
vida silvestre, etc. Acredita-se que o material vivendo sob estas condi¢des estd sob
influéncia direta das forcas seletivas da natureza e, portanto, em continua evolugdo e
adaptacdo ao ambiente, desfrutando de uma vantagem seletiva em relacdo ao material
que cresce ou € conservado sob condicdes ex situ (VALOIS et al, 2009). A conservagao
ex situ € a acdo de conservar a variagao genética das espécies fora de suas comunidades

naturais. Desdobra-se em vdrias modalidades, entre as quais conservagdo in vitro, em



colecdes a campo, em camaras frias, em nitrogénio liquido, etc. Acredita-se que o
material genético mantido sob estas condicdes, longe de seu meio natural, esteja menos
sujeito a acao de forgas seletivas e, portanto, leva desvantagem sob o ponto de vista de
adaptacdo, se reintroduzido em seu habitat natural. Esta teoria, muito aceita na literatura
recente, ainda carece de confirmacdo experimental convincente (VALOIS et al., 2009).
A conservagdo, prospeccdo, coleta, caracterizagdo, avaliagdo e documentagdo
dos recursos genéticos vegetais, também chamados de recursos fitogenéticos, para a
alimentacdo e a agricultura s@o essenciais para o desenvolvimento agricola sustentavel
para as geracOes presente e futura. S3o a matéria-prima indispensdvel para o
melhoramento genético das culturas pela incorporacao de espécies ou gendtipos novos a
matriz agricola ou, em programas mais especificos, a incorporacao de caracteres uteis,
nao disponiveis nas cultivares em uso. Além disso, sdo essenciais para a adaptacdo as

alteracOes ambientais e as necessidades humanas futuras (FAO, 2009; VALLS, 2009).

3.4 GERMOPLASMA E DIVERSIDADE GENETICA

O germoplasma € a base fisica do cabedal genético que retine o conjunto de
materiais hereditarios de uma espécie (VALOIS et al., 2009). Para Goedert (2007) a
diversidade ou variabilidade genética que existe entre as espécies € chamada de
interespecifica e a existente dentro da mesma espécie € conhecida como intraespecifica,
também chamada de germoplasma. Segundo Vieira (2000) a diversidade contida em um
germoplasma deve ser protegida de eventuais perdas para garantir a sua utilizagdo.

A cole¢ao de germoplasma € definida como a colecdo de gendtipos de uma
espécie com origens geografica e ambiental variadas e que se constitui em matéria-
prima para programas de pesquisa e melhoramento (VALOIS et al., 2009). As colecdes
de germoplasma sdao mantidas em vdrias instituicoes que t€ém por responsabilidade
garantir a diversidade genética (pela coleta periddica de recursos genéticos ou pelo
intercambio com outros bancos de germoplasma), multiplicd-las, distribui-las aos
usudrios e promover a caracterizagao por diversas metodologias (VIEIRA, 2000).

O germoplasma pode ser coletado, caracterizado e conservado na forma de
sementes, mudas, in vivo, in vitro, bulbos, tubérculos, rizomas, estacas, graos de pdlen,
cultura de tecidos e DNA isolado e estocado (GOEDERT, 2007; WALTER et al.,
2007).



A coleta € definida no Glossério de Recursos Genéticos Vegetais como: 1) em
recursos genéticos vegetais, o ato de coletar o germoplasma de cultivos agricolas, de
aparentados silvestres de culturas ou de espécies com interesse cientifico e econdmico,
seja sob a forma de sementes, pecas vegetativas ou o individuo transplantado; 2) em
botanica, o ato de coletar ramos, partes de plantas ou individuos de seu habitat natural,
prenséa-los dentro de jornais, secd-los em estufas especificas e incorpord-los a herbérios
(VALOIS et al., 2009).

A amostragem ¢ a sistematica de efetuar-se a amostra. Técnicas de amostragem
variam conforme as necessidades da demanda. Pode-se ter amostragens seletivas ou
casualizadas, mas freqlientemente ocorrem as duas seguintes situacdes para plantas com
sementes: 1) sementes de vdrios individuos da populacdo sdo colocadas no mesmo
envelope ou saco e recebem um s6 nimero do coletor; 2) sementes de cada individuo
sdo colocadas em sacos distintos e cada um deles recebe um nimero de coletor, assim
formando varios acessos. O ndmero ideal de individuos a ser amostrado varia de cultura
para cultura e a abordagem geralmente leva em considera¢do o sistema de cruzamento
da espécie, se autdgama, alégama ou intermedidria (VALOIS et al., 2009). A amostra é
o subconjunto de uma populacdo através do qual se estimam as propriedades e
caracteristicas dessa populacdo (VALOIS et al., 2009).

A espécie € definida como a unidade bdsica de classificacdo dos seres vivos.
Antigamente tida como a unidade de evolucdo dos organismos, a espécie cedeu este
lugar para a populagdo local (deme). O acesso € a amostra de germoplasma
representativa de um individuo ou de vérios individuos da populagdo. Em carater mais
geral, qualquer registro individual constante de uma cole¢do de germoplasma (ex.: uma
plantula, uma maniva etc.) (VALOIS et al., 2009).

Segundo o Glossdrio de Recursos Genéticos Vegetais a caracterizagdo € a
descricdo e registro de caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas, bioquimicas e
moleculares do individuo, as quais sdo pouco influenciadas pelo ambiente, em sua
expressdo. Aplica-se a descritores de acessos componentes de uma colecdo de
germoplasma ou aqueles de um banco de genes. A caracterizacdo e dados de passaporte
sdo componentes vitais do germoplasma com perspectivas de utilizagdo em programas
nacionais de pesquisa e requisi¢do internacional (VALOIS et al., 2009). Além de
proporcionar melhor conhecimento do germoplasma disponivel, essencial para seu uso
mais intenso em etapas subseqiientes, a caracterizacdo e avaliacdo morfoldgica,

reprodutiva e bioquimica de germoplasma permitem a identificacio dos acessos
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duplicados, permitem o estabelecimento de colecdes nucleares, facilitando o uso da
diversidade nas avaliagdes subseqiientes, mais voltadas a aspectos agrondmicos e
permitem a identificacdo dos modos de reproducdo predominantes nos acessos
(VALLS, 2007).

A conservacdo também € definida em sentido amplo e restrito. Em sentido
amplo, € o conjunto de atividades e politicas que asseguram a continua disponibilidade
e existéncia de um recurso. Em sentido mais restrito, ¢ o armazenamento e a guarda do
germoplasma em condicdes ideais, permitindo a manutencdo de sua integridade. A
conservacdo engloba a preservacdo, que € usada para germoplasma armazenado em
temperaturas criogénicas (baixa temperatura, -196 °C) (VALOIS et al., 2009).

A diversidade genética poder ser definida, de forma mais ampla, como a soma
total da informacdo genética contida nos genes de individuos de plantas, animais,
fungos e microrganismos (GOEDERT, 2007). De forma mais restrita, € o conjunto das
diferengas genéticas entre os individuos de uma mesma espécie ou de um conjunto de
espécies. Em geral, quanto maior for a distribuicdo geografica, maior serd a diversidade
genética da espécie (CLEMENT, 1999). A diversidade ou variabilidade genética € a
base dos trabalhos de selecdo e melhoramento genético, de modo que a sua conservacao

e caracterizacao € um grande desafio da pesquisa.

3.5 O GENERO PASSIFLORA

O género Passiflora L. pertence a familia Passifloraceae que é composta por 20
géneros, dos quais Passiflora se destaca com cerca de 400 espécies (CERVI, 1997). Sao
José et al. (1997) relatam que existem entre 347 a 683 espécies conhecidas segundo
diversos autores. E um género origindrio da América Tropical e Subtropical. No Brasil
sdao encontradas de 150 a 200 espécies tendo seu centro de distribuicdo na regido
Centro-Norte (OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005; FALEIRO et al., 2005).

O maracujazeiro é uma planta trepadeira, herbdcea ou lenhosa, perene,
expandindo-se geralmente, mediante gavinhas axilares. Algumas raras espécies
silvestres de maracujazeiro sdo drvores pequenas ou arbustos. A coloragdo e a forma das
flores variam conforme a espécie e até com a variedade. Os frutos sdo bagas muito
varidveis em formas (globosa, ovoéide, elipsdide e suas variantes), tamanho e cores. Em
regra geral, o fruto possui uma polpa dcida ou doce, mucilaginosa ou aquosa, em forma

de arilo que recobre as sementes (CERVI, 1997).
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A palavra maracujd ¢ uma denominac¢do indigena, de origem tupi, que significa
alimento em forma de cuia. O maracuja € conhecido por diversas denominagdes como
maracuyd, granadilla, passionfruit, passionsfrucht, passiondria, flor de la pasion, flor-da-
paixdo. E chamado de flor-da-paixdo porque a flor e as folhas da primeira espécie
descoberta, Passiflora incarnata L., descrita em 1753, lembravam vérios elementos da
paixdo de Cristo. Os trés estiletes/estigmas representam a Santissima Trindade ou os
trés cravos utilizados na crucificagdo de Cristo; as cinco anteras as cinco chagas; a
corona/verticilos de coloragdo vermelha e azul a coroa de espinhos de Jesus Cristo, as
gavinhas o acoite e as folhas a lanca que transpassou Cristo (CERVI, 1997; FALEIRO
et al., 2005).

Existe uma grande variabilidade genética intra e interespecifica dentro de
Passiflora (FERREIRA, 2005) que pode ser explorada e utilizada em programas de
melhoramento genético. Ja foram realizados estudos da diversidade genética de
maracujazeiros nativos e cultivados com base em marcadores moleculares, tais como,
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (VIEIRA et al., 1997; ANGEL et al.,
1998; CASSIANO et al., 1998; FAJARDO et al., 1998; AUKAR et al., 2002;
CROCHEMORE, et al. 2003a; VIANA et al., 2003; FALEIRO et al., 2004; BELLON et
al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2007; BELLON et al.,, 2009); AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (SEGURA et al.,, 2002) e fAFLP (fluorescent
Amplified Fragment Length Polymorphism) (GANGA et al., 2004). Também existem
trabalhos sobre a diversidade genética avaliada pelas caracteristicas fisico-quimicas dos
frutos entre acessos de maracujazeiro amarelo (GODOY et al., 2007) e em
maracujazeiros-do-sono nativos (CARDOSO-SILVA, et al., 2007). Além de estudos da
diversidade genética com base em descritores morfoagrondmicos em espécies de
Passiflora (CROCHEMORE et al, 2003b; NEGREIROS et al., 2007; ARAUJO et al.,
2008).

O maracujd é umas das frutas nativas do Cerrado que apresenta diversas
potencialidades, tais como: agrondmicas, no enriquecimento dos programas de
melhoramento como porta-enxerto, fonte de resisténcia a doengas e pragas (FALEIRO
et al., 2005), para aumento da produtividade, melhora de caracteristicas fisicas,
quimicas ou sensoriais da polpa de maracujd para novas op¢des de mercado, como fruta
exoética ou para incrementar propriedades funcionais (FALEIRO et al., 2008); uso como

planta ornamental pela beleza de suas flores (FALEIRO et al., 2005); medicinal (suco,
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casca e sementes) (DHAWAN et al., 2004) e como alimento funcional (COSTA &
TUPINAMBA, 2005).

Estudos sobre a distribuicdo geografica; caracterizacdo botanica, morfoldgica,
fisica, quimica, fisico-quimica, agrondmica, citogenética e molecular; e interacdes
ecoldgicas sdo de grande importancia para a utilizagdo e conseqiientemente para a
conservagdo da grande diversidade e variabilidade genética existente dentro do gé€nero
Passiflora. Esse género, apesar de sua importancia atual e potencial e de seu elevado
nimero de espécies encontradas em vérios tipos de vegetacao no Brasil, ainda é pouco
estudado e explorado comercialmente. A realizagdo de estudos de caracterizacdo de
espécies de Passiflora € imprescindivel para subsidiar o uso econdémico dessas espécies,
contribuindo para a sua conservacdo (FALEIRO et al., 2005).

No Brasil, a conservacdo de germoplasma de maracuja é realizada, em sua
maioria, por meio de colecdes de plantas no campo (conservacio ex situ). Também é
feita a conservacao intermedidria em camaras com cerca de 30% de umidade relativa e
aproximadamente 10 °C. Nessas condi¢des, as sementes se conservam a curto ou a
médio prazo, pois sdo classificadas como ortodoxas (FERREIRA, 1999). Ferreira
(2005) fez um levantamento das principais colecdes de germoplasma do género
Passiflora no Brasil e no mundo. Considerando a grande diversidade genética do género
e suas potencialidades, podemos dizer que o nimero de acessos conservados em bancos
de germoplasma, aproximadamente 1200 acessos, é modesto.

No Cerrado sdo encontradas mais de 40 espécies do género Passiflora. Além da
espécie de maracujazeiro-azedo comercial, Passiflora edulis Sims., as mais conhecidas
sdo P. alata Curtis (maracuja-doce), P. cincinnata Mast. (maracuji-de-casca-verde), P.
nitida Kunth (maracuja-suspiro), P. quadrangularis L. (maracuji-aci), P. serrato-
digitata L. (maracuja-pedra) e P. setacea D.C. (maracuja-do-sono). Sao utilizadas para
consumo na forma de sucos, doces e geléias; medicamentos ou como ornamentais. De
todas as espécies do género Passiflora, apenas as espécies P. edulis e P. alata sofreram
processo de domesticagdo a partir de 1970 e estdo sendo cultivadas em escala comercial
(BRAGA et al., 2006).

Abaixo, sdo apresentadas pequenas descri¢des de algumas espécies comerciais e
silvestres do género Passiflora, encontradas no Cerrado e que tiveram algum destaque
na literatura cientifica nos ultimos anos, considerando seu potencial agrondmico

(OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005; BRAGA et al., 2006).
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3.5.1 Passiflora edulis Sims.

A espécie Passiflora edulis foi descrita em 1818 por Simmonds. O epiteto
especifico edulis vem do latim que significa comestivel. E a espécie de maracujd mais
cultivada por todo o mundo (CERVI, 1997).

E conhecida no Brasil como maracuja (Santa Catarina e Parand), maracuji-
amarelo, maracuja-roxo, maracuja-azedo, maracuja-preto (Sao Paulo e Rio Grande do
Sul), maracuja-de-comer, maracuja-peroba (Para e Paraiba), maracuja-mirim, maracuja-
redondo e maracujazinho (Rio de Janeiro). Na Coldmbia é chamado de gulupa e curuba
e na Venezuela de parcha (CERVI, 1997). Duas formas podem ser encontradas, o
maracujd de casca amarela e o de casca roxa que segundo Cervi (1997) e Bernacci et al.
(2008) sao a mesma espécie.

E encontrada no Paraguai, Argentina, Brasil, Coléombia, Venezuela, Peru,
Equador, Guatemala, Jamaica, Costa Rica, Cuba, Porto Rico, Martinica, Trinidade,
Havai e Bermudas. No Brasil € encontrada em praticamente todo o territério: Alagoas
Amapd, Amazonas, Bahia, Cear4, Distrito Federal, Espirito Santo, Goids, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Para, Parand, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Sdo Paulo. E uma espécie que vive em ambientes com incidéncia solar
alta e solos imidos e bem drenados. Pode ser encontrada em margens de florestas, nas
capoeiras e capoeirdes. Floresce e frutifica praticamente todo ano (CERVI, 1997).

Os frutos sdo globosos ou ovdides com grandes variagdes no comprimento e
largura, principalmente quando comparamos variedades melhoradas e acessos silvestres.
A cor da casca € muito varidvel, do amarelo, amarelo-esverdeado ao purpura escuro. A
coloracdo da polpa é amarelo escuro. As sementes sao ovais com 0,5-0,6 cm de
comprimento por 0,3-0,4 cm de comprimento, muito duras. A cor da flor € lilds com
tonalidades roxo-escura (CERVI, 1997; SILVA et al., 2001). O ndmero de
cromossomos nessa espécie € n = 9, 2n = 18, (CERVI, 1997; PENALOZA &
POZZOBON, 2007; SOUZA et al., 2008).

Alguns acessos silvestres e nativos no Cerrado sao tolerantes e outros resistentes
a Fusarium oxysporum, causador da murcha, também conhecida como fusariose; outros
sdo tolerantes a F. solani, causador da podriddo-fusariana ou podriddo do colo e a
Phytophora sp (podridao do colo ou do pé). Alguns acessos sdo resistentes a antracnose
causada por Colletotrichum gloeosporioides e a bacteriose causada por Xanthomonas

axonopodis pv. passiflorae (JUNQUEIRA, et al., 2005). A resisténcia aos nematdides
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Meloydogine incognita e M. javanica também tem sido verificada em alguns acessos
silvestres (PAULA, 2006). A busca de resisténcia dentro de P. edulis (frutos de cor roxa
ou amarela, cultivados ou silvestres) é muito importante porque pode viabilizar a
obtencdo de materiais genéticos resistentes, com potencial comercial em um espaco de
tempo curto (RONCATTO et al. 2004). Alguns acessos silvestres t€ém apresentado
potencial para deixar mais avermelhada a polpa do maracujd-amarelo comercial,
melhorando suas caracteristicas tecnoldgicas e propriedades funcionais (FALEIRO et
al., 2008).

A polpa dos frutos é consumida in natura ou na forma de geléias, doces, sucos e
sorvetes (SILVA et al., 2001). As folhas sdo utilizadas como sedativo, diurético, anti-
helmintico, antidiarréia, digestivo, estimulante, tonico, no tratamento para hipertensao,
sintomas da menopausa e célicas. Os frutos sdo utilizados para aliviar a constipag¢ao
(DHAWAN et al., 2004). Recentemente, usos da fibra da casca do fruto na composi¢ao
de fibras dietéticas e das sementes na extracao de dleos t€m sido objetivos de acdes de

pesquisa e desenvolvimento.

3.5.2 Passiflora cincinnata Mast.

A espécie Passiflora cincinnata foi descrita em 1868 por Masters. O epiteto
especifico cincinnata vem do latim e significa que tem por natureza cabelo anelado,
encrespado devido a corona de filamentos da flor, cujos filamentos se enrolam quando a
flor estd completamente aberta (CERVI, 1997).

E conhecida como maracuja (Santa Catarina, Mato Grosso, Minas Gerais e
Pernambuco), maracuja do Cerrado, maracujd-mochila (Alagoas e Paraiba), maracuja-
mi (Mato Grosso), maracujad-do-mato (Sao Paulo, Paraiba, Alagoas e Pernambuco),
maracuji-de-vaqueiro, maracujia-de-casca-verde, maracuji-tubardo e maracuja-brabo
distribuindo-se em diversos tipos fisiondmicos. Na Bolivia é chamada de pachis
(CERVI, 1997; OLIVEIRA & RUGIERO, 2005; BRAGA et al., 2006).

E encontrada no Paraguai, Argentina, Brasil, Bolivia e Venezuela. No Brasil estd
distribuida em Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Goias, Distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Alagoas e Bahia. E uma espécie encontrada em ambientes com incidéncia solar
alta. E muito comum na borda da mata e capoeiras, inclusive na borda de cultivos.

Floresce e frutifica de outubro a maio (CERVI, 1997).
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E uma espécie polimorfa muito varidvel. Tem frutos grandes e pequenos,
variacdo no colorido da flor, cor e gosto do suco. Seus frutos apresentam a casca verde
quando maduros. Os frutos sdo ovéides ou oblongos com 5-6 cm de comprimento por 3-
4 cm de comprimento. A cor da polpa é creme. As sementes sdo ovais com 0,5-0,6 cm
de comprimento por 0,4 cm de largura, foveoladas. A cor da flor é roxo-escura com
tonalidades lilds (CERVI, 1997; SILVA et al., 2001; OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005;
BRAGA et al., 2006). O nimero de cromossomos nessa espécie € n = 9, 2n = 18
(CERVI, 1997; OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005).

E uma espécie com acessos tolerantes a Phytophora sp., causador da podridio-
do-pé ou do colo (JUNQUEIRA, et al., 2005). Sao José et al. (1997) relataram a
resisténcia de P. cincinnata ao nematéide Meloidogyne incognita. E considerada uma
espécie vigorosa e apresenta ampla adaptacdo, caracteristicas importantes para sua
utilizacdo em programas de melhoramento de maracujd (RUGGIERO, 1998, apud
SANTOS, 2006).

A polpa dos frutos € consumida in natura ou na forma de suco, doces, sorvetes e

musses (SILVA et al., 2001).

3.5.3 Passiflora nitida Kunth

A espécie Passiflora nitida foi descrita em 1817 por Kunth. O epiteto especifico
nitida vem do latim, pois as flores dessa espécie sdo grandes e vistosas (CERVI, 1997).

E conhecida no Brasil como maracuji-suspiro, maracuji-de-cheiro (Amazonas),
maracuji-de-rato e maracuja-do-mato (JUNQUEIRA, 2006). Na Colombia € chamada
de burucugua e granadilla bolsosa e na Guiana de bell-aple, marekuya, semitoo e
mariconia (CERVI, 1997).

Essa espécie é encontrada no Brasil, Guiana, Guiana Francesa, Suriname,
Bolivia, Colombia, Venezuela, Peru e Panama. No Brasil ocorre em toda a regido
Centro-Oeste, Norte, parte da regido Nordeste e Sudeste nos estados de Goids, Mato
Grosso, Bahia, Par4, Rondonia, Amazonas, Acre e Distrito Federal. No Cerrado pode
ser encontrada em Matas Ciliares, Veredas, Cerradao, Cerrado Senso Restrito e em
Matas Secas. Floresce de dezembro a marco e frutifica de abril a junho (CERVI, 1997;
JUNQUEIRA, 2006).

Os frutos sdo em forma de baga globosa ou ovéide, medindo cerca de 8 cm de

altura e 3 a 7 cm de didmetro; casca amarelo-alaranjada, internamente branca, cerca de
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1,5 cm de espessura e essencialmente esponjoso € polpa branca quase transparente. As
sementes sdo achatadas, cordiformes, com 0,6 cm de comprimento por 0,4 cm de
largura, sdo tridentadas no dpice e reticuladas no centro; arilo sucoso, transparente e
adocicado (CERVI, 1997; OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005). O ntimero de
cromossomos nessa espécie € n = 9, 2n = 18 (PENALOZA & POZZOBON, 2007;
SOUZA et al., 2008).

E considerada uma espécie ristica e tolerante a vdrias doencas e possui potencial
para a utilizacdo como porta-enxerto para o maracujid-amarelo comercial (CHAVES et
al., 2004), em programas de hibridizacdo especifica. Devido a similaridade botanica
com P. alata poderd ser utilizada em programas de melhoramento para o
desenvolvimento de resisténcia a doengas no maracuja-doce (JUNQUEIRA, 2006). E
resistente a Fusarium oxysporum e tolerante a F. solani e Phytophora sp. Alguns
acessos sdo resistentes a antracnose nos frutos e nos ramos e a bacteriose nas folhas
(JUNQUEIRA et al., 2005). Alguns acessos de P. nitida sdo resistentes a morte
prematura de plantas (RONCATTO et al., 2004). Dentre as 17 espécies do género
Passiflora avaliadas para resisténcia a podridao do colo causada por Fusarium solani
(Nectria haematococca), P. nitida foi uma das espécies que se destacou pela menor
incidéncia da doenca (FISCHER et al., 2005). A espécie P. nitida parece afetar o
desenvolvimento da lagarta preta do maracuja (Dione juno juno), dado obtido em um
estudo da alimentacdo das larvas dessa lagarta com folhas de nove gendtipos de
maracujazeiro realizado em laboratério (BOICA JR, et al., 1999). Em trabalhos sobre a
preferéncia alimentar de adultos de Epicauta atomaria (vaquinha) em maracujazeiros
sob condi¢cdes de laboratério P. nitida foi pouco consumida apresentando nao-
preferéncia para alimentacdo como mecanismo de resisténcia (BOICA JR et al., 1996;
BALDIN & LARA, 2002). Também é considerada uma espécie vigorosa e apresenta
ampla adaptacdo (RUGGIERO, 1998, apud SANTOS, 2006).

Pertence ao grupo dos maracujas-doces, sendo seus frutos muito apreciados
pelas comunidades rurais para consumo in natura ¢ na forma de doces e sucos. Os
frutos sdo comumente encontrados para comercializacdo em mercados, feiras livres e

quitandas na regiao Norte (BRAGA et al., 2006; JUNQUEIRA, 2006).
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3.4.4 P. setacea DC.

A espécie Passiflora setacea foi descrita em 1828 por DC. O epiteto especifico
setacea vem do latim porque as plantas dessa espécie apresentam estipulas setdceas (em
forma de seta) (CERVI, 1997).

E conhecida no Brasil como maracuji-do-sono, maracujd do Cerrado, maracuji-
de-boi, maracuja-nativo, maracuji-da-caatinga, maracuja-de-cobra (sul da Bahia e semi-
arido mineiro) e maracuji-sururuca (Bahia e Rio de Janeiro) (CERVI, 1997; SILVA et
al., 2001; BRAGA et al., 2006).

No Brasil, é encontrada no Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Minas Gerais e
Mato Grosso. Também € uma espécie encontrada em ambientes com incidéncia solar
alta. E bastante comum nas florestas primdrias bem como em capoeiras, capoeirdes e
restinga litoranea. Floresce e frutifica de setembro a maio (CERVI, 1997). No Distrito
Federal floresce e frutifica no periodo de dias curtos do ano e a colheita é de agosto a
outubro, época de entressafra do maracujazeiro comercial (OLIVEIRA & RUGGIERO,
2005; BRAGA et al., 2006).

Os frutos sdo ovoides e globosos com cerca de 5 cm de comprimento por 4 cm
de didmetro, suco doce-acidulado, quando maduros, os frutos caem da planta,
semelhante a0 maracujd-amarelo. A casca dos frutos é de coloragdo verde-clara com
listras verde-escuro em sentido longitudinal e a polpa, cor amarelo-claro ou creme. As
sementes sdo obovadas levemente reticuladas com cerca de 0,5 cm de didmetro por 0,3
cm de comprimento. A cor da flor € branca (CERVI, 1997; SILVA et al., 2001;
JUNQUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005; BRAGA et al., 2006). O
nimero de cromossomos nessa espécie € n =9, 2n = 18 (PENALOZA & POZZOBON,
2007; SOUZA et al., 2008).

E resistente & morte prematura das plantas e a fusariose. Um acesso da Embrapa
Cerrados mostrou-se resistente a virose nas folhas e antracnose nos frutos e folhas
(JUNQUEIRA et al.,, 2005). Apresenta resisténcia a bacteriose causada por
Xanthomonas campestris pv. passiflorae (SAO JOSE et al., 1997). Em um trabalho
desenvolvido por Boica Jr et al. (1999) sobre a densidade larval e preferéncia alimentar
da lagarta preta Dione juno juno com folhas de nove gendtipos de maracujazeiro em
laboratério, a espécie P. setacea apresentou resisténcia do tipo nao-preferéncia para
alimentacdo e/ou antibiose. Também apresenta resisténcia aos nematdides que atacam

as raizes de maracujazeiro (Meloydogine incognita € M. javanica). O hibrido P.
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coccinea x P. setacea também apresentou resisténcia a M. javanica (PAULA, 2006).
Estudos sobre sua utilizacdo como porta-enxerto para o maracujad-amarelo comercial
obtiveram dados promissores (CHAVES et al., 2004). Em um estudo feito por
Yamashiro (1987, apud SANTOS, 2006) sobre a incidéncia de verrugose dos frutos em
campo observou-se que P. setacea foi pouco atacada por essa doenca. E uma espécie
vigorosa e tem ampla adaptacdo facilitando seu uso em programas de melhoramento
(RUGGIERO, 1998, apud SANTOS, 2006).

A polpa de P. setacea é consumida in natura ou na forma de doces e suco
(SILVA et al.,, 2001). Apresenta potencial agrondmico, econdmico e medicinal. Estudos
sobre as propriedades ansioliticas e calmantes de substancias encontradas na polpa

dessa espécie tém sido realizados por equipe técnica da Embrapa Cerrados e parceiros.

3.6 CAROTENOIDES

Existem mais de 600 carotendides na natureza. Os carotendides sdo pigmentos
responsaveis pela coloracdo de muitas frutas, folhas e flores, variando entre o amarelo-
claro, o alaranjado e o vermelho. Podem também ser encontrados em microrganismos e
algumas bactérias. Nos animais os carotendides sdo provenientes da dieta. A
cantaxantina, equinenona, tunaxantina (carotendide majoritario em diversos peixes) e
astaxantina (principal carotendide de varios peixes como truta e salmao e da maior parte
dos crusticeos como camardo, lagosta e caranguejo) sdo exemplos de carotendides
encontrados em animais (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Nas plantas, fazem parte da rota fotossintética através da capta¢do do excesso de
energia luminosa, juntamente com as clorofilas. Quando consumidos através da
alimentacdo, vdarios carotendides estdo associados a reducdo de doengas cronico-
degenerativas como cancer, doengas cardiovasculares, degeneragdo macular e formacgao
de catarata, devido ao potencial antioxidante de alguns carotendides, como o licopeno;
pelo seqiiestro do oxigénio singleto, um radical livre formado a partir de diversas
reacoes enddgenas no organismo e pelo bloqueio de reagdes mediadas por radicais
livres. Outros carotendides, que possuem em sua estrutura pelo menos um anel f-ionona
ndo substituido, como o B-caroteno, o a-caroteno e a P-criptoxantina, dentre outros,
podem apresentar atividade como vitamina A, apds sua conversao no intestino
(BRITTON, 1995; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; VIEIRA & AGOSTINI-COSTA,
2007).
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As primeiras publicagdes sobre carotendides datam do século XIX. Em 1907 foi
descoberta a estrutura dos carotenos € em 1927 foi confirmada a estrutura bdsica dos
carotendides (EUGSTER, 1995). Os carotendides sdo compostos isoprendides que
apresentam uma estrutura basica composta por 40 carbonos (Figura 1). Essa estrutura
pode sofrer modificagcdes através da ciclizacdo de uma ou das duas extremidades da
molécula formando sete grupos terminais, sendo mais comuns os grupos £, i e € (Figura
2). Pode ocorrer ainda mudanga no nivel de hidrogenacdo, como hidrogenacao parcial
ou desidrogenacao, introdu¢ao de grupos funcionais contendo oxigé€nio e isomerizagdes.
Os carotendides que contém somente carbono e hidrogénio em sua estrutura sdo
chamados de carotenos, como o B-caroteno e o licopeno e aqueles que apresentam
grupos substituintes com oxigénio sdo conhecidos como xantofilas. As xantofilas

podem conter grupos hidroxila, como a B-criptoxantina e a luteina; grupos ceto- como a

capsantina e capsorrubina; grupos epdoxi- como a violaxantina e o [-caroteno-5,6-
epoxido; e grupo aldeido como a [-citraurina (BRITTON, 1995; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

Figura 2- Grupos terminais mais comuns encontrados em carotendides (Adaptado de

Britton, 1995).

Os carotendides sdo sintetizados a partir da condensacdo de duas moléculas de

geranilgeranil pirofosfato formando o fitoflueno, o precursor de todos os outros
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carotendides (VIEIRA & AGOSTINI-COSTA, 2007). As funcdes e acgdes dos
carotendides sdo determinadas pelas propriedades fisicas e quimicas das moléculas,
sendo definidas pela estrutura molecular. O nimero e a posicdo das insaturagdes na
molécula determinam as propriedades fotoquimicas e a reatividade quimica de cada
carotendide. O formato e o tamanho tanto da molécula como dos grupos terminais
também sdo importantes. Os carotendides sdo encontrados principalmente na forma
trans, que é a forma mais estdvel, mas podem ser encontrados também na forma cis
(BRITTON, 1995).

O licopeno € o principal pigmento de muitas frutas e vegetais com coloragdo
vermelha, como o tomate, a melancia, o mamao e a goiaba. O (-caroteno € o principal
carotendide encontrado em maracuji e carambola. O fitoeno e o fitoflueno, devido ao
fato de ndo apresentarem coloragdo, provavelmente tém sua detec¢do subestimada
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). O B-caroteno é o carotenéide mais comum nos
alimentos, € o principal pigmento em cenoura, damasco, manga, ameixa, acerola e
frutos de palmeiras (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). O a-caroteno € encontrado em
grande quantidade em cenoura e em algumas variedades de abdbora e moranga e o y-
caroteno € encontrado em frutos de pitanga. O d-caroteno € o principal constituinte em
uma linhagem de tomate e em pupunha. A rubixantina € o principal pigmento de frutos
das rosdceas e também ¢ encontrada em pitanga. A P-criptoxantina € o principal
pigmento de vdrias frutas de coloragdo laranja como laranja, pé€ssego, nectarina, caqui e
cajd. A luteina é o carotendide predominante em folhas, vegetais verdes e flores
amarelas. A zeaxantina € o principal carotendide encontrado no milho amarelo e no
pequi. A violaxantina é facilmente degradada, por isso sua deteccdo pode ser
subestimada em alimentos. Os principais carotendides encontrados em folhas sdo
luteina, B-caroteno, violaxantina e neoxantina. A capsantina e a capsorrubina sao
encontradas somente em pimenta, a bixina em urucum e a crocetina em acgafrdao
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Podem ser encontradas variagdes quantitativas de carotendides dentro de uma
mesma espécie, que podem ser ocasionadas pelo cultivar ou variedade e por fatores
ambientais como solo, clima, temperatura, estacdo do ano, luminosidade, utilizagdo ou
ndo de agroquimicos, época de colheita e maturacdo dos frutos (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

A primeira investigacdo de carotendides em maracujé foi realizada por Pruthi &

Lal em 1958, utilizando-se o maracuja-roxo. Foram encontrados fitoflueno, {-caroteno,
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B-caroteno, o-caroteno e outros trés carotendides ndo identificados (CECCHI &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1981; MERCADANTE et. al., 1998). No Brasil, Cecchi &
Rodriguez-Amaya (1981) analisaram a composicao de carotendides do suco processado
de maracuji-amarelo comercial, encontrando, como carotenéide principal, o {-caroteno,
além de a-caroteno, B-caroteno, cis-neurosporeno, neurosporeno, y-caroteno, licopeno,
aurocromo, criptocromo € auroxantina nas duas marcas. A cantaxantina, um carotenoide
caracteristico de animais foi detectado em uma das marcas, aparentemente adicionado
como corante. Mercadante et al. (1998) identificaram também em frutos de maracuja-
amarelo comercial fitoeno, fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno, B-caroteno, licopeno,
prolicopeno, mutatocromo, B-criptoxantina, B-citraurina, anteraxantina, violaxantina e
neoxantina. Silva & Mercadante (2002) identificaram na polpa de maracuja-amarelo
comercial B-criptoxantina, prolicopeno, cis-{-caroteno, {-caroteno, -caroteno e 13-cis-
B-caroteno, além de neurosporeno e y-caroteno em alguns lotes. Porém, estudos sobre a
composicdo de carotendides nas espécies nativas e silvestres de maracuja sdo

inexistentes.

3.6.1 Analise de carotenoides

Todas as etapas envolvidas em andlises de carotendides devem ser realizadas
com protecdo da luz e controle de temperatura para evitar exposicdo ao calor e
utilizacdo de reagentes com alto grau de pureza para evitar a degradacdo dos
carotendides. A andlise de carotendides consiste em uma série de procedimentos que
devem ser cuidadosamente controlados: a) preparo da amostra, que deve ser
representativa e homogénea; b) extracdo dos pigmentos com acetona gelada, na
presenca de antioxidante; c) particdo dos carotendides para hexano ou benzina de
petréleo; d) saponificacdo para liberar os ésteres de xantofilas (andlise de carotenos ou
xantofilas livres ndo necessita de saponificacdo), seguida de lavagem com dgua para
eliminar o 4lcali; e) concentracdo a vacuo e em atmosfera de nitrogénio para a
evaporacao do solvente; f) separagdo cromatogrifica dos diferentes carotendides em
coluna aberta ou por HPLC (High Performance Liquid Chromatography); g)
identificacdo e quantificacdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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3.6.1.1 Extracao de carotendides

Os carotendides sdo extraidos geralmente de amostras bioldgicas, as quais
contéem uma grande quantidade de dgua. A extracdo € feita com solventes organicos
misciveis em dgua como acetona, metanol, etanol ou empregando misturas para permitir
uma melhor penetracdo do solvente. A acetona € freqiientemente usada para a extracao
de carotendides, pois tem bom poder para penetrar e romper a membrana celular das
células liberando os carotendides, além de ter um custo baixo. O tetrahidrofurano (THF)
também & utilizado como solvente para extracdo. E adicionado hyflosupercel na amostra
para facilitar a desintegracdo dos tecidos e a filtracdo do extrato. A extracdo € repetida

até a obtencao de um residuo incolor (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

3.6.1.2 Saponificacao

Os carotendides que contém o grupo hidroxila sdo conhecidos como xantofilas.
Podem apresentar-se na forma livre ou esterificados com proteinas e lipideos. Por isso, a
saponificagdo ¢ um método utilizado para romper as ligacdes dos carotendides com
lipideos e proteinas e remover a clorofila. Porém, aumenta o tempo de analise, pode
provocar a formac¢do de outros compostos e a degradagdo dos carotendides
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Por isso, a avaliacio das etapas utilizadas na
determina¢do de carotendides € importante, pois os carotendides sdo compostos que

podem ser facilmente degradados e, assim, a quantificacdo pode ser comprometida.

3.6.1.3 Cromatografia

A palavra cromo vem do grego e significa cor e grafia significa escrita, por isso,
cromatografia significa escrevendo em cores, embora o processo ndo dependa da cor,
exceto para facilitar a identificacdo dos componentes da amostra. E um método fisico-
quimico de separacao de componentes de uma mistura, realizada através da distribui¢ao
desses componentes entre duas fases que estdo em contato. Uma das fases permanece
estaciondria (parada) enquanto a outra move-se através dela. Durante a passagem da
fase movel pela fase estaciondria, os componentes da mistura sdo distribuidos entre as

duas fases, cada um dos componentes € seletivamente retido pela fase estaciondria,

relacionado com a polaridade de cada substancia, resultando em migragdes diferenciais.
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E uma técnica combinada com andlises qualitativa e quantitativa das substancias
separadas. Combinada com quimica convencional ou instrumental serve para identificar
espécies quimicas (COLLINS, 1990; CECCHI, 2003).

A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separacdo dos
componentes de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada
delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana (COLLINS, 1990). E utilizada
para a identificacdo dos grupos funcionais de carotendides em placas de silica gel pelo
fator de retencdo (Rf) e por testes quimicos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A amostra
¢ aplicada em uma extremidade da placa, na forma de uma pequena mancha ou como
uma tira. A placa é colocada em um recipiente de vidro com solvente, e este comega a
subir, separando a amostra em manchas ou zonas (CECCHI, 2003).

A cromatografia em coluna aberta (CCA) ou Open Column Chromatography
(OCC) € um dos tipos de cromatografia utilizado para a separacdo, identificacdo e
quantificacdo dos carotendides. A cor permite o0 monitoramento visual da separacdo dos
carotendides e principalmente por essa razdo essa técnica cldssica ainda € uma opc¢ao
vidvel para a andlise quantitativa de carotendides. E util também na separacio e
purificagdo de carotendides usados como padrdes para cromatografia liquida de alta
eficiencia (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Nessa técnica a fase estaciondria é
empacotada em uma coluna de vidro e o solvente (fase movel) passa pela coluna sob
baixa pressio (CECCHI, 2003). Para a andlise de carotendides geralmente sdo
empregadas fases estaciondrias como 6xido de magnésio, hidréxido de célcio e alumina.
A eluicdo e separacdo dos carotendides € feita empregando gradiente de polaridade de
solventes.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ou high pressure liquid
chromatography (HPLC) também ¢ wusada para a separacdo, identificacdo e
quantificacdo de carotendides. A deteccdo dos carotendides € realizada por um detector
ultravioleta-visivel de arranjo de diodos (DAD). A determinacdo de carotendides
também poder ser realizada em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a
espectrometro de massas (EM) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). E um tipo de
cromatografia que utiliza pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente
preparados e uma fase modvel (o solvente) passa pela coluna sob altas pressdes
otimizando o processo de separacdo pela maior rapidez e eficiéncia da separacdo da
amostra, alta resolucdo e sensibilidade (GUIMARAES & COLLINS, 1990; CECCHI,

2003). A separacdo de carotendides por HPLC geralmente emprega colunas de fase
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reversa (silica ligada principalmente com octadecil ou Cig). A eluicdo € feita com
gradiente de polaridade de solventes, como acetonitrila, metanol e acetato de etila,

podendo ou nao usar modificadores de fase mével, como a trietilamina.

3.6.1.4 Identificacao

Os carotendides podem ser identificados pelo uso combinado do comportamento
cromatogréfico, da co-cromatografia com padrdes, do espectro de absorcao no visivel e
no ultravioleta (UV) e por reagdes quimicas especificas para os diferentes grupos
funcionais. O espectro de massa e a ressonancia magnética nuclear também podem ser
empregados como técnicas de identificacio (AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2004). O perfil do espectro na regido do visivel é conferido, principalmente,
pela presenca de um longo croméforo de duplas ligagdes conjugadas (MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2007). O tempo de retencdo e a co-cromatografia com padrdes nio
podem ser utilizados como critérios Unicos para a identificagdo. Para os carotenos, a
combinacdo dos dados cromatograficos com o espectro de absorcio no visivel
(comprimento de onda maximo Any.x € estrutura espectral fina) podem ser suficientes
para a identificacdo. Para as xantofilas os testes quimicos ou o espectro de massa
também sdo necessdrios para a identificacdo conclusiva (AZEVEDO-MELEIRO &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004).

3.6.1.5 Quantificacao

Na cromatografia em coluna aberta as fragdes sdao quantificadas por
espectrofotometria a partir das respectivas absorbancias mdximas, utilizando-se os
valores de absortividade tabelados por Davies (1976). Na cromatografia liquida de alta
eficiéncia os carotendides sdo quantificados através de curva de calibracdo externa
(construida a partir de padrdes de carotendides) e fator de correcdo. Deve ser injetado
um ponto da curva de calibracdo ou o carotendide de referéncia, conforme o caso, para
verificar a resposta do detector de arranjo de diodos (DAD) (KIMURA &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).
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3.6.1.6 Obtencao de padroes

As etapas realizadas na obtencdo de padrdes de carotendides sdo: extragdo dos
carotendides com acetona gelada; particio para éter de petréleo (caso a amostra
contenha teores significativos de xantofilas € adicionado éter etilico ao éter de petrdleo
para facilitar a transferéncia das xantofilas); saponifica¢cdo; concentracdo em evaporador
rotativo (temperatura inferior a 35 °C); isolamento e purificacdo dos carotendides por
cromatografia em coluna aberta (somente a porc¢do principal de cada banda do
carotendide € coletada para evitar a contaminac¢ao com outras bandas). Quando ocorre a
sobreposicdo de duas bandas a fracdo correspondente a essas duas bandas € coletada e
recromatografada. E realizada a verificacio da pureza dos isolados por HPLC e a
determinacdo da concentragdo por espectrofotometria utilizando os valores de
absortividade tabelados por Davies (1976). A correcdo da concentracdo por
porcentagem de pureza € feita pela injecdo dos padrdes no cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia e a etapa final € a preparacdo da mistura de padrdes (construcao de curvas de

calibracdo) (KIMURA & RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).
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INFLUENCIA DA SAPONIFICACAO NA DETERMINACAO DE
CAROTENOIDES EM MARACUJAS DO CERRADO

RESUMO

A composicdo de carotendides em frutas € complexa e varidvel. Por isso,
métodos de extracdo e processos analiticos diferenciados precisam ser aplicados para
uma determinagdo correta dos diferentes carotendides. A saponificacdo é um dos
métodos utilizados na extracdo de carotendides. Em amostras, tais como frutas, a
saponificacao hidrolisa os ésteres de xantofilas. O objetivo deste estudo foi verificar a
influéncia da saponificagdo na determinacdo de carotendides de cinco acessos de trés
espécies de Passiflora (um acesso de P. cincinnata, um acesso de P. setacea e trés
acessos de P. edulis). Os carotendides foram extraidos em acetona, metade deles foram
saponificados e separados por HPLC e identificados segundo Rodriguez-Amaya (2001).
Foram encontradas diferengas significativas entre as médias das concentragdes de
carotendides em amostras saponificadas e ndo saponificadas. A saponificacio hidrolisou
os ésteres de cis-violaxantina, trans-violaxantina e p-criptoxantina, mas provocou
perdas de carotenos livres. Porém, a cis-violaxantina em P. edulis amarelo nativo e a
trans-violaxantina em P. cincinnata ‘redondo’ s6 foram encontradas nas amostras nao
saponificadas demonstrando, que nos acessos dessas duas espécies, a saponificacdo ndo
€ necessdria. As diferencas significativas entre as médias das concentracdes de
carotendides em amostras saponificadas e ndo saponificadas e a deteccao de
carotendides exclusivamente em amostras saponificadas ou em ndo saponificadas

evidenciam a complementaridade dessas metodologias de andlise.

Palavras-chave: métodos, Passiflora, compostos bioativos
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SAPONIFICATION INFLUENCE IN CAROTENOIDS DETERMINATION IN
CERRADO PASSIONFRUIT

ABSTRACT

The composition of carotenoids in fruits is complex and variable. Therefore,
extraction methods and different analytical procedures must be applied to correct
determination of different carotenoids. Saponification is one of methods used in
carotenoids extraction. In samples such as fruits, saponification hydrolyses the carotenol
esters. The objective of the study was to verify the saponification influence in
carotenoids determination of five accessions of three species of Passiflora (one P.
cincinnata accession, one P. setacea accession and three P. edulis accessions).
Carotenoids were extracted in acetone, half of them were saponified and separated by
HPLC and identified according Rodriguez-Amaya (2001). Significant differences were
found between the means carotenoids concentrations in saponified and not saponified
samples. Saponification hydrolyzed cis-violaxanthin, trans-violaxanthin and J3-
cryptoxanthin esters but it was harmful for free carotenes. However, cis-violaxanthin in
P. edulis native yellow and frans-violaxanthin in P. cincinnata ‘redondo’ only found in
not saponified samples showing that in these accessions of two species saponification is
not necessary. The differences between the means carotenoids concentrations in
saponified and not saponified samples and exclusively detection of carotenoids in
saponified or in not saponified samples show the complementarity of these methods of

analysis.

Keywords: methods, Passiflora, bioactive compounds
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1 INTRODUCAO

Sdo encontrados mais de 600 carotendides diferentes na natureza (BRITTON,
1995). Eles sao responsaveis pela cor de uma variedade de alimentos vegetais e animais.
Diversos estudos t€ém demonstrado que esses compostos apresentam efeitos benéficos
na saide humana. Assim, € importante conhecer a composi¢do e a concentracdo dos
carotendides nos alimentos e os fatores relacionados com sua degradacio, pois a perda
de carotendides nao produz somente mudangas na cor dos alimentos, que varia entre o
amarelo e o vermelho, mas também diminui seu valor nutricional (MELENDEZ—
MARTINEZ et al., 2004). Embora seja conhecida uma grande diversidade de
carotendides, estes compostos sdo derivados de uma estrutura basica e s@o considerados

como um grupo que apresenta propriedades fisicas e quimicas em comum (BRITTON,

(@

1995). A instabilidade dos carotendides decorre da estrutura da molécula que
altamente insaturada, assim a degradagdo ocorre principalmente por oxidacdo, que €
estimulada pela presenca de oxigé€nio, metais, enzimas, lipideos insaturados, pro-
oxidantes e condicdes drasticas de processamento e estocagem, como destruicdo da
ultraestrutura que protege o carotendide, exposicdo a luz e uso de temperaturas
elevadas. O aquecimento produz principalmente isomerizagio cis-trans (MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2004).

A composi¢do de carotendides em frutas é complexa e varidvel. Tipicamente
existem poucos carotendides principais e uma série de carotendides secundérios em
niveis muito baixos ou até em tragcos (RODRIGUEZ-AMAYA & KIMURA, 2004). A
andlise de carotendides € dificultada pelo grande nimero de carotendides encontrados,
baixa concentracido nas diferentes partes das plantas, tipo de 6rgado ou componente da
planta analisado, necessitando de métodos de extracdo adaptados e processos analiticos
diferenciados para a identificacdio e a quantificacdo de diferentes carotendides
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A maioria das xantofilas presentes em frutas maduras estd esterificada com
acidos graxos. Entretanto, algumas frutas, particularmente aquelas que permanecem
verdes quando maduras, tal como o kiwi, tem pouca ou nenhuma esterificacdao
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A esterificacdo dos carotendides parece ser importante

para a formacdo dos cromoplastos, acimulo e longevidade dos carotendides e para a
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coloracdo dos tecidos. A forma esterificada € considerada mais estivel e mais
lipossolivel (MINGUEZ-MOSQUERA & HORNERO-MENDEZ, 1994).

A saponificacdo é um método utilizado para romper as ligacdes dos carotendides
com lipideos e proteinas e remover a clorofila, os quais podem interferir na separacdo
cromatogréifica e diminuir o tempo de uso de uma coluna de cromatografia liquida de
alta eficiéncia. A andlise de carotenos ou xantofilas livres ndo necessita de
saponificacdo. Em frutas, a saponificacdo hidrolisa os ésteres de xantofilas. Isso
simplifica a separagdo cromatogréfica, a identificacdo e a quantificacdo, pois sdo
analisadas as xantofilas livres em vez de seus diferentes ésteres. Porém, aumenta o
tempo de andlise, pode provocar a formagdo de outros compostos e a degradacao dos
caroten6ides (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Alguns trabalhos t€ém o objetivo de determinar tanto os carotendides livres
quanto seus ésteres. Para esse fim s@o utilizadas amostras saponificadas e ndo
saponificadas. Os trabalhos de Wingerath et al. (1996), Pott et al. (2003), Pintea et al.
(2005) e Inbaraj et al. (2008) sdao exemplos de estudos com esse objetivo. Outros
trabalhos utilizam amostras nao saponificadas. Para a andlise do perfil de carotendides
de folhas verdes ndo necessita ser realizada a etapa de saponificacdo, pois as xantofilas
nao se encontram esterificadas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A busca por novas fontes de substancias bioativas, tais como flavondides e
carotendides, tem impulsionado as pesquisas nessa area. O maracujazeiro é uma fruteira
nativa do Brasil que tem diversas potencialidades. Mas, sua exploracdo é baseada
principalmente no maracuja-azedo (FALEIRO et al., 2008). Por isso, o interesse pelo
estudo das potencialidades de outras espécies pertencentes ao género Passiflora tem
crescido no pais para a expansao e diversificagdo desse mercado.

Silva & Mercadante (2002) identificaram na polpa de maracujid-amarelo
comercial B-criptoxantina, prolicopeno, cis-{-caroteno, {-caroteno, B-caroteno e 13-cis-
[B-caroteno, além de neurosporeno e y-caroteno em alguns lotes. Porém, estudos sobre a
composi¢do de carotendides nas espécies nativas e silvestres de maracuja sdo
inexistentes. Nesse sentido, ajustes metodoldgicos e avaliacdo das etapas utilizadas na
determina¢do de carotendides sd@o importantes, considerando que sdo compostos que
podem ser facilmente degradados, comprometendo, assim, a sua quantificagdo.

Neste sentido, objetivou-se, neste trabalho, verificar a influéncia da

saponificacdo na determinagdo de carotendides em cinco acessos de trés espécies de
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Passiflora (um acesso de P. cincinnata, um acesso de P. setacea e trés acessos de P.

edulis).
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material genético

Os frutos dos maracujazeiros nativos do Cerrado analisados nesse trabalho
foram obtidos do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Cerrados, Planaltina-DF
em mar¢co e dezembro de 2008. Os frutos de maracujd-amarelo comercial foram

adquiridos em um mercado de Brasilia-DF em mar¢o de 2008 (Tabela 1.1).

Tabela 1.1- Procedéncia dos maracujazeiros utilizados neste estudo. Brasilia, Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008

Nome

N° Espécie Procedéncia Estado Cédigo
popular
i4 CPAC MJ-26-01
1 P. cincinnata Mast. maractja Embrapa Cerrados DF
do Cerrado (redondo)
CPAC MJ-12-01
2 P.setacea D.C. maractja Embrapa Cerrados DF 3
do-sono (BRS Pérola do Cerrado)
3 P. edulis Sims. amarelo nativo maracuja- Embrapa Cerrados DF CPAC MJ-36-01
amarelo
4 P. edulis Sims. roxo nativo ?:)i?cuj & Embrapa Cerrados DF CPAC MJ-21-01
5 P. edulis Sims. amarelo comercial maracuja- Mercado DF _
amarelo

Foram analisados cinco acessos de trés espécies de maracujazeiro (um acesso de
P. cincinnata, um acesso de P. setacea e trés acessos de P. edulis). Todos os frutos
utilizados na determinagdo de carotendides estavam maduros. Foram coletados somente
os frutos dos maracujazeiros nativos que haviam se desprendido da planta-mae. O
estdgio de amadurecimento dos frutos de maracujid-amarelo comercial foi determinado
pela aparéncia visual da casca completamente amarela e por observacdo da polpa solta
do pericarpo ao se agitar os frutos. A massa utilizada para a extragdo de carotendides
variou de acordo com a coloragdo da polpa, creme até laranja (17,0-60,0 g). Para P.
cincinnata ‘redondo’ foram usados 25 frutos, entre 21,0-22,0 g de polpa por repeticdao

(4 repeticOes saponificadas e 4 ndo saponificadas). Para P. setacea foram utilizados 15
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frutos, entre 17,0-18,0 g de polpa por repeticdo (4 repeticdes saponificadas e 4 ndo
saponificadas). Para P. edulis amarelo nativo foram utilizados 23 frutos, entre 43,0-44,0
g de polpa por repeticao (4 repeticdes saponificadas e 4 ndo saponificadas) e para P.
edulis roxo nativo foram usados 27 frutos, 60,0 g de polpa por repeti¢ao (3 repeticoes
saponificadas e 3 ndo saponificadas). Para P. edulis comercial foram usados 5 frutos,
aproximadamente 18,0 g de polpa por repeticdo (4 repeticdes saponificadas e 4 ndao
saponificadas). Para a extragdo da polpa os frutos foram cortados com faca de ago
inoxiddvel e o despolpamento foi realizado com auxilio de uma espétula e peneira

plastica.

2.2 Extracao de Carotendides

A extracdo de carotendides foi realizada segundo Rodriguez-Amaya (2001). Os
carotendides foram extraidos com acetona gelada em funil de Buchner a vicuo, em
ambiente fresco e com luminosidade reduzida. Foi adicionado hyflosupercel (Diacel)
para auxiliar a extracdo e filtragem do extrato e antioxidante BHT (butil hidroxitolueno)
em todas as amostras para evitar a degradacdo dos carotendides. A extragdo com
acetona foi repetida até a descoloragdo total do residuo da polpa. Os carotendides foram
transferidos para o éter etilico, usando um funil de separacdo. Metade das amostras
foram saponificadas com KOH 10% em metanol por uma noite (16 horas) a temperatura
ambiente. No dia seguinte foi feita a lavagem do extrato com &4gua destilada até pH
neutro (na presenca de fenolftaleina) para eliminar o dlcali. O éter etilico foi evaporado
em evaporador rotativo Tecnal modelo TE-210 (temperatura inferior a 35 °C) até quase
secura.

O residuo do extrato foi seco em nitrogénio, diluido com hexano (4 mL),
adicionado de BHT e acondicionado em vial na auséncia de ar, que foi retirado com
uma seringa de agulha fina (seringa de insulina). A tampa e o selo do vial foram
envolvidos com parafilme e o extrato foi mantido sob refrigeracdo (-20 °C) até o

momento da injecdo, que foi feito dentro de 7 dias.

2.3 Separacao de carotendides

A separagdo dos carotendides foi realizada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC) segundo Kimura & Rodriguez-Amaya (2002) e Azevedo-Meleiro &
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Rodriguez-Amaya (2004), utilizando-se um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(Varian) equipado com detector de conjunto de diodos (PDA PS-335), bomba (PS-240),
injetor (PS-410) e software Galaxie 1.9 para processamento, aquisicdo e armazenamento
dos dados, em ambiente com temperatura controlada (22+01 °C). O preparo das
amostras para a injecdo no cromatdgrafo consistiu na secagem completa do extrato com
nitrogénio, adi¢do de acetona grau HPLC (o volume de acetona adicionado variou
conforme a coloracdo do extrato) e filtragem em Millex LCR com membrana PTFE
modificada 0,45 um 13 mm (Millipore) diretamente em vials. Os carotendides foram
separados em coluna C;3 ODS-2 150 x 4,6 mm, 3 um de tamanho de particula (Waters).
A fase movel utilizada foi acetonitrila (contendo 0,05% de trietilamina):metanol:
acetato de etila em gradiente de 95:5:0, durante os 20 minutos iniciais da corrida, e
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™ e o volume de amostra injetado foi 10 puL. A
solucdo de acetonitrila contendo 0,05% de trietilamina foi filtrada em membrana PTFE

modificado 0,45 pm para eliminacdo de residuos.

2.4. Identificacao de carotendides

A 1identificacdo dos carotendides foi realizada através das informagdes obtidas
dos espectros de absorcdo no UV-visivel fornecidos pelo detector de conjunto de
diodos, pelo tempo de retengdo (tr), valores de Rf em camada delgada (utilizando éter
de petréleo:acetato de etila na proporcao 9:3 como fase mével), co-cromatografia com
padrdes e por reacdes quimicas especificas (isomerizacao cis-trans catalisada por iodo;
rearranjo epoxido-furandide e reducdo da carbonila conjugada). Os espectros foram
adquiridos entre 500 e 360 nm e os cromatogramas foram processados no comprimento

de onda méaximo de absor¢do (Ayax) de cada carotendide.

2.5 Quantificacao dos carotenodides e obtencao de padroes

Os carotendides foram quantificados através de curva de calibracido externa e
fator de correcdo, conforme Kimura & Rodriguez-Amaya (2002). O padrao de trans-p3-
caroteno foi fornecido pela DSM Nutritional Products (Suica). Como os carotendides
s@o altamente instdveis, a concentracdo do padrio de trans-f-caroteno foi confirmada

apos dilui¢do em hexano e verificacido da pureza em HPLC (acima de 95%) e medida da

41



absorbancia (Amax) €m espectrofotdmetro de varredura UV-visivel Lambda 25, Perkin-
Elmer. Os demais padrdes foram purificados conforme Rodriguez-Amaya (2001) por
cromatografia em coluna aberta de 6xido de magnésio (VETEC): hyflosupercel (Diacel)
(1:2), a partir da polpa de maracuja-amarelo comercial. Os padrdes purificados foram
quantificados em espectrofotometro Perkin-Elmer modelo lambda 25 a partir das
respectivas absorbancias maximas, utilizando-se os valores de absortividade tabelados
por Davies (1976) e considerando-se a pureza de cada padrdo avaliada por HPLC.

Para estocagem, os padrdes purificados foram secos em nitrogé€nio, diluidos em
hexano (4 mL), adicionados de BHT e acondicionados em vial na auséncia de ar, que
foi retirado com uma seringa de agulha fina (seringa de insulina). A tampa e o selo do
vial foram envolvidos com parafilme e os padrdes foram mantidos sob refrigeracdo (-20
°C) até o momento da inje¢do. Para monitorar a estabilidade do processo de estocagem,
padroes de trans-B-caroteno foram injetados ao longo de 30 dias. As curvas de
calibracdo foram injetadas dentro de 7 dias.

Foram construidas curvas de calibragdo dos padrdes obtidos a partir da polpa de
maracujd-amarelo comercial: trans-violaxantina (pureza = 97%; r = 0,9992), cis-
violaxantina (pureza = 99%; r = 0,9931), B-criptoxantina (pureza = 86%; r = 0,9988),
prolicopeno (pureza = 92%), luteina (pureza = 94%; r = 0,9999) poli-cis-g-caroteno
(pureza = 91%; r = 0,9995), trans-(-caroteno (pureza = 97%; r = 0,9995) e trans-p-
caroteno (pureza = 96%; r = 0,9972) com 4 a 6 niveis de concentracdo. O limite inferior
de linearidade da curva de calibracdo foi de 8,2pug mL"' e 8,5ug mL™" para o trans-B-
caroteno e para o trans-(-caroteno, respectivamente. O 13-cis-B-caroteno e o cis--
caroteno foram quantificados utilizando-se as curvas dos respectivos carotendides trans.
Pontos de concentra¢do conhecida de trans-B-caroteno foram injetados 2 a 3 vezes por
semana durante a determinacdo de carotendides das amostras para verificar a
reprodutibilidade da resposta obtida e para avaliar o fator de resposta dos diferentes

carotendides.
2.6 Analise de dados
Para avaliacdo da reprodutibilidade das injecdes de trams-B-caroteno e a

estabilidade do padrdo congelado, foi tragada a carta de controle de amplitude mével

(variabilidade).
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A comparacido dos métodos de extracdo, com e sem saponificacdo, foi feita a
partir da concentracdo de cada carotendide (3-4 repeticdes). Para a andlise dos dados
utilizou-se o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis a um nivel de significancia de 5%

com auxilio do software SAS versdo 9.0 (2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Figura 1.1, o processo de estocagem do trans-B-caroteno em
hexano (-20 °C) garantiu estabilidade do padrdo durante 28 dias; as injeg¢des foram
reprodutiveis para concentracdes de injecdo entre 10 e 40 ug mL". As injecdes ndo
apresentaram reprodutibilidade para concentracdes de 5 pg mL" (que estd abaixo do
limite inferior de linearidade da curva: 8,2 ug mL") e para armazenamento de 59 dias.

Foram observadas diferencas significativas entre as médias das concentracoes de
carotendides em amostras saponificadas e nao saponificadas de frutos de P. edulis
comercial. Em P. edulis roxo nativo, entre os 6 carotendides encontrados, foram
verificadas diferencas significativas em 5 deles. Ja em P. edulis amarelo nativo, entre os
8 carotendides encontrados, foram observadas diferencas significativas em 3 deles. Em
P. setacea a saponificacdo exerceu efeito significativo nos 3 carotendides analisados e
em P. cincinnata a saponificacdo ndo apresentou influéncia (Tabela 1.2).

O B-caroteno foi encontrado em todos os acessos avaliados. Para o -caroteno,
tanto na forma cis quanto na forma trans, os tratamentos sé apresentaram diferenca
significativa em P. setacea (KW = 3,8571; f = 0,0495 para o trans-pB-caroteno e KW =
5,0000; f = 0,0253 para o 13-cis-B-caroteno). A concentragdo deste caroteno foi maior
nas amostras ndo saponificadas, demonstrando que, para a espécie P. setacea, a
saponificacdo pode comprometer o teor de P-caroteno, provocando perdas. Para as
outras espécies/acessos, nao houve diferenca significativa no teor de B-caroteno, em
funcdo da saponificacdo do extrato. O efeito observado pode ser resultado da interacdao
com algum componente pré-oxidante presente na matriz de P. setacea (ou mesmo P.
edulis comercial). Em P. edulis comercial ndo houve diferenca significativa (KW =
3,0000; f = 0,0833), provavelmente devido a baixa precisao dos resultados nas amostras
saponificadas. No trabalho de Kimura et al. (1990), a saponificacio a frio do extrato de
carotendides do mamdo, o mesmo método empregado no presente estudo, ndo

influenciou o teor de B-caroteno.
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O cis e o trans-C-caroteno foram encontrados nas amostras saponificadas e nao
saponificadas dos trés acessos de P. edulis; tracos de cis-(-caroteno também foram
encontrados nas amostras nao saponificadas de P. setacea. Os tratamentos foram
significativos em P. edulis roxo nativo (KW = 3,8571; f = 0,0495 para a forma trans;
KW =3,8571; f = 0,0495 para a foram cis) e em P. edulis comercial (KW = 5,3976; { =
0,0202 para a forma trans; KW = 5,333; f = 0,0209 para a forma cis), com perda de (-
caroteno em funcdo da saponificacdo dos extratos destes dois acessos. No acesso de P.
edulis amarelo nativo, entretanto, a saponificagdo nao influenciou o teor de {-caroteno.

O poli-cis-e-caroteno foi encontrado nas amostras saponificadas e nao
saponificadas dos acessos de P. edulis. Para o poli-cis-e-caroteno os tratamentos
diferiram nos trés acessos de P. edulis (KW = 4,5818; f = 0,0323 em P. edulis amarelo
nativo; KW = 3,8571; f = 0,0495 em P. edulis roxo nativo e KW = 5,4634; f = 0,0194
em P. edulis comercial). A concentracdo de poli-cis-g-caroteno nos trés acessos foi
maior nas amostras ndo saponificadas, indicando perdas durante a saponificacao.

O prolicopeno foi encontrado nos trés acessos de P. edulis, sendo seu teor
influenciado pelo processo de saponificagdao no extrato de P. edulis roxo nativo (KW =
3,8571; £=0,0495) e de P. edulis comercial (KW = 5,333; f = 0,0209); nestes extratos a
saponificagdo provocou perdas de prolicopeno. Em P. edulis amarelo nativo ndo houve
diferenca significativa em fun¢ao do tratamento.

A B-criptoxantina também foi detectada apenas nos acessos de P. edulis. Para a
B-criptoxantina os tratamentos também diferiram nos trés acessos de P. edulis (KW =
4,9412; f = 0,0262 em P. edulis amarelo nativo; KW = 4,3548; f = 0,0369 em P. edulis
roxo nativo e KW = 5,333; f = 0,0209 em P. edulis comercial). Ao contrario dos
resultados encontrados para os carotenos livres acima, a concentracio de J-
criptoxantina foi significativamente maior nas amostras saponificadas de P. edulis
comercial, indicando que este carotendide encontrava-se predominantemente na forma
esterificada. Nos acessos de P. edulis amarelo e roxo nativos esse carotendide sé foi
encontrado nas amostras saponificadas. No estudo de Konnings & Roomans (1997) a
concentracdo de [B-criptoxantina em tangerina foi maior nas amostras saponificadas
comparadas com as amostras ndo saponificadas indicando que parte desse carotendide
encontrava-se esterificado nessa fruta.

A violaxantina foi encontrada apenas nas amostras saponificadas de P. edulis
comercial, P. edulis amarelo nativo e P. setacea; a forma cis foi encontrada somente nas

amostras saponificadas de P. edulis comercial e P. setacea. Para a trans-violaxantina, os
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tratamentos diferiram em extratos de P. edulis amarelo nativo (KW = 4,8462; f =
0,0277) e de P. edulis comercial (KW = 6,0541; £ = 0,0139). Para a cis-violaxantina, os
tratamentos diferiram em extratos de P. setacea (KW = 6,1370; f = 0,0132) e de P.
edulis comercial (KW = 6,0541; f= 0,0139). Entretanto, em P. cincinnata, a trans-
violaxantina foi detectada apenas nas amostras ndo saponificadas, indicando que esse
carotendide ndo se encontra esterificado no acesso de P. cincinnata estudado e que a
saponificacao nao € necessdria nesta espécie.

Em um trabalho sobre a composi¢do de carotendides em mamao, Cano et al.
(1996) verificaram que a saponificacdo liberou a P-criptoxantina-5,6-epéxido, a
violaxantina e a luteina de seus ésteres correspondentes. Depois da saponificacdo o -
caroteno foi separado e identificado. Segundo o autor, a presenca de isdmeros cis da
neoxantina e da violaxantina e pequenas quantidades de licopeno-5,6-epéxido no
extrato saponificado de mamao podem ser artefatos do procedimento de saponificacio,
resultando do rearranjo da violaxantina e do licopeno, respectivamente. Entretanto, no
caso das espécies/acessos de Passiflora analisados neste estudo, mesmo os extratos nao
saponificados ja apresentam teores significativos de isdmeros cis. O (-caroteno em
extratos nao saponificados de acessos nativos de P. edulis, por exemplo, ocorreu
predominantemente na forma cis, indicando a presenca destes isdmeros na natureza,
independente do processo analitico.

A degradacdo e a perda do contetido de carotendides totais ou de carotendides
individuais durante a saponificacio tém sido descritas por diversos autores. Entretanto,
essa perda depende das condi¢des da saponificagdo e da composicdo da amostra
(OLIVER & PALOU, 2000). Khachick et al. (1986) verificaram formacao de artefatos e
perdas muito elevadas de epoxicarotendides em brocolis apds a saponificagdo (84% de
perda de trans-neoxantina, 79% de 9’-cis-neoxantina, 56% de violaxantina, 70% de
luteina ep6xido e 80% de neoluteina epéxido A). Kimura et al (1990) observaram que a
saponificacdo a frio conservou os teores de y-caroteno, -apo-8’-carotenal e licopeno,
mas promoveu degradacdo de luteina, zeaxantina e violaxantina em extrato de mamao,
sendo este efeito minimizado pelo uso de atmosfera de nitrogénio ou de antioxidante.

Nachtigall (2007) verificou que os extratos saponificados de tagetes
apresentaram, em média, maior concentragdo de luteina, quando comparados aos nao
saponificados, com reducdo do teor dos demais carotendides nas amostras

saponificadas.
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Conforme demonstrado nos estudos acima, torna-se necessdria a avaliacdo da
necessidade de saponificacdo ou ndo do extrato para determinacio de carotendides. A
saponificacdo dos extratos de Passiflora analisados neste trabalho foi importante para
promover a hidrélise de carotendides hidroxilados, que se encontravam parcialmente ou
totalmente esterificados, como a violaxantina e a B-criptoxantina. Entretanto, provocou
a degradacdo parcial de carotenos que encontravam-se na forma livre, como {-caroteno,
poli-cis-g-caroteno, prolicopeno e B-caroteno. Portanto, o uso ou ndo da saponifica¢ao
na determinagdo de carotendides em espécies de Passiflora vai depender do objetivo
principal do estudo, se uma avaliacdo geral de todos os carotendides, com o uso da
saponificacdo, ou se a determinacio de carotendides com atividade especifica, sem uso
da saponificacdo.

Considerando uma avaliagao nutricional e funcional associada aos carotendides,
os extratos das espécies P. cincinnata e P. setacea podem ser obtidos sem
saponificacdo, j4 que apresentam baixos teores de carotendides, com predominio das
formas livres. Interessante observar que na polpa de P. cincinnata, a violaxantina
presente (tracos) encontra-se na forma livre e € detectada sem necessidade de
saponifica¢cdo; na polpa de P. setacea a violaxantina encontra-se esterificada e ndo sera
detectada sem saponificacdo. Para a espécie P. edulis, que apresenta teores mais
significativos de carotendides hidroxilados, incluindo [-criptoxantina, que possui
atividade pro-vitamina A, o uso da saponificacdo torna-se importante. O acesso roxo
apresenta quantidades muito baixas de [-criptoxantina; neste caso a saponificacdo
poderia ser omitida. Os carotendides do acesso amarelo mostraram-se mais resitentes a
saponificagdo, com menores perdas de carotenos. Na andlise de carotendides de P.
edulis comercial a saponificagdo acarretou perdas significativas de carotenos livres.
Neste ultimo caso, recomendamos a obtencdo de extrato nao saponificado para andlise

de carotenos livres e uso de saponificagcdo para a andlise de carotendides esterificados.
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Figura 1.1- Carta de controle de amplitude mével (variabilidade) para avaliacdo da

reprodutibilidade de injec¢des de trans-B-caroteno. Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008.
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Tabela 1.2- Concentra¢do de carotendides (ug g'l) em amostras saponificadas e ndo saponificadas de maracujazeiros. Brasilia, Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008

Espécies P. cincinnata ‘redondo’ P. setacea P. edulis amarelo nativo P. edulis roxo nativo P. edulis comercial
Método de extragiao ¢/ sap' s/ sap” c/ sap s/ sap c/ sap s/ sap c/ sap s/ sap c/ sap s/ sap
Carotendide Concentracio (ug g”') MédiaxDP

trans-violaxantina ND tr tr ND 0,50+0,05a 0,0+0,0b ND ND 0,5+0,1a 0,0+0,0b
cis-violaxantina ND ND 0,20£0,06a 0,0£0,0b ND ND ND ND 1,2+0,2a 0,0+0,0b
B-criptoxantina ND ND ND ND 0,2440,02a 0,0+0,0b 0,20+0,03a 0,0+0,0b 1,8+0,2a 0,4+0,2b
prolicopeno ND ND ND ND 3,040,2a 3,03+0,08a 5,3+0,2a 5,9+0,5b 0,31+0,18a  0,87+0,09b
poli-cis-g-caroteno ND ND ND ND 1,20+0,03a 1,3+0,1b 3,07+0,15a 3,4+0,2b 0,8+0,1a 1,27+0,06b
cis-C-caroteno ND ND ND Tr 6,3+0,2a 6,20+0,25a 10,72+0,42a 12,1+0,7b 1,0+0,3a 2,0+0,1b
trans-C-caroteno ND ND ND ND 5,4+0,2a 5,40£0,28a  9,94+0,36a  10,9+0,3b 1,1£0,2a 2,3+0,1b
trans-p-caroteno 0,06£0,00a  0,06+0,00a  0,40+0,07a  0,70£0,09b  2,80+0,06a  2,7940,18a  2,39+0,09a 2,6+0,1a 5,9+1,7a 7,8+0,8a
13-cis-B-caroteno ND ND 0,0+0,0a 0,08+0,00b  0,40+0,03a  0,38+0,08a tr tr 0,29+0,07a  0,37+0,02a

Meédias das concentragdes dos carotendides nos dois métodos de extracdo (c/ sap e s/ sap) em cada acesso seguidas por letras iguais na linha ndo diferem significativamente

entre si pela andlise de variancia ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis (p<0,05).
'¢/ sap: com saponificacdo. ’s/ sap: sem saponificagio.

ND: nio detectado. tr: tracos.
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4 CONCLUSOES

A saponificacdo interferiu na determinacdo da maioria dos carotendides
presentes em Passiflora, permitindo a liberacdo de carotendides esterificados, como a
violaxantina nos acessos comercial e amarelo nativo de P. edulis. Porém, em P.
cincinnata esse carotendide encontrava-se na forma livre, dispensando o uso da
saponificacdo. A cis-violaxantina também foi detectada na forma livre em P. edulis
amarelo nativo. Entretanto, a saponifica¢do favoreceu a degradagao de carotenos como
o B-caroteno (P. setacea), o {-caroteno e o prolicopeno (P. edulis roxo e comercial) e o
poli-cis-g-caroteno (nos trés acessos de P. edulis).

As diferencas significativas entre as médias das concentragdes de carotendides
em amostras saponificadas e nao saponificadas e a detec¢io de carotendides
exclusivamente em amostras saponificadas ou em ndo saponificadas evidenciam a

complementaridade dessas metodologias de analise.
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ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE CAROTENOIDES EM
MARACUJAS DO CERRADO

RESUMO

O Cerrado tem uma biodiversidade riquissima. O maracujazeiro ¢ uma fruteira
nativa do Cerrado que € muito consumida in natura e utilizada no preparo de doces,
sucos e sorvetes e como planta medicinal. As frutas e os vegetais sdo as fontes
principais de carotendides na dieta humana. A ac@o de vdrios carotendides no
organismo deve-se a atividade pré-vitamina A que alguns possuem e ao potencial
antioxidante de outros. O objetivo do presente estudo foi avaliar a composi¢dao
qualitativa e quantitativa de carotendides da polpa de oito acessos de quatro espécies de
maracujas do Cerrado (dois acessos de P. cincinnata, um acesso de P. nitida, um acesso
de P. setacea e quatro acessos de P. edulis) com potencial agrondmico utilizando, como
referéncia, o maracujid-amarelo comercial (P. edulis). Os carotendides foram extraidos
em acetona, metade deles foram saponificados e separados por HPLC e identificados
segundo Rodriguez-Amaya (2001). As polpa dos frutos dos maracujazeiros analisados
apresentaram neoxantina, violaxantina, cis-violaxantina, anteraxantina, luteina,
zeaxantina, [B-criptoxantina, poli-cis-g-caroteno, prolicopeno, cis-(-caroteno, trans-C-
caroteno, trans-p-caroteno, 13-cis-fB-caroteno e fitoflueno. A espécie que apresentou o
maior numero de carotendides foi P. edulis. Os acessos de P. edulis que apresentaram o
maior nimero de carotendides foram os dois acessos comerciais, seguidos pelo acesso
amarelo nativo e roxo nativo e pela espécie P. setacea. Os dois acessos de P.
cincinnata, que possuem polpa creme, apresentaram teor bastante reduzido de
carotendides. A espécie P. nitida, de polpa branca, apresentou apenas tragos de trans-[3-
caroteno e de anteraxantina. Em geral, os teores de carotendides entre as espécies e
entre os acessos da mesma espécie foram significativamente diferentes. Entre os dois
acessos de P. edulis comercial foi encontrada uma inversao no carotendide principal, em
um deles o trans-p-caroteno foi o carotenéide principal (7,8+0,8 pg g™) e em outro foi o
trans-C-caroteno (11,4404 ug g). Nos dois acessos nativos de P. edulis, o cis-(-
caroteno foi o carotenéide majoritdrio (6,28+0,15 nug g’ e 12,1+0,7 pug g, P. edulis
amarelo e P. edulis roxo, respectivamente). Os maiores valores de pré-vitamina A
foram encontrados nos dois acessos comerciais de P. edulis (30,25+1,06 e 65,4+4,9 ug

100g™' RAE). Houve variacdo na composicio qualitativa e quantitativa de carotendides
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entre as espécies e acessos de Passiflora analisados. Devem-se aprofundar as pesquisas
sobre frutas nativas do Cerrado visto que a caracterizacdo do perfil de carotendides em
frutos de espécies de maracuja com potencial agrondmico pode agregar valor ao produto

e estimular o seu consumo.

Palavras-chave: Passiflora, composi¢cdo bioquimica, compostos bioativos, recursos

genéticos
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QUALITATIVE AND QUANTITATIVE ANALYSIS OF CAROTENOIDS IN
CERRADO PASSION FRUIT

ABSTRACT

Cerrado has a rich biodiversity. The passion fruit is a native fruit of Cerrado that
is much consumed in nature and used in jams, juices and ice creams preparations and
like medicinal plant. Fruits and vegetables are the main sources of carotenoids in human
diet. The action of carotenoids in the body due to the pro-vitamin A activity that some
have and antioxidant potential of others. The objective of this study was evaluate
qualitative and quantitative carotenoids composition of eight accessions of four cerrado
passion fruit species (two P. cincinnata accessions, one P. nitida accession, one P.
setacea accession and four P. edulis accessions) with agronomic potential, using
commercial passion fruit as reference. Carotenoids were extracted in acetone, half of
them were saponified, separated by HPLC and identified according Rodriguez-Amaya
(2001). Were identified in analyzed passion fruit neoxanthin, violaxanthin, cis-
violaxanthin, antheraxanthin, lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, prolycopene, poli-cis-
g-carotene, cis-(-carotene, trans-(-carotene, trans-p-carotene, 13-cis-fB-carotene and
phytofluene. The specie that showed greater number of carotenoids was commercial
passion fruit (P. edulis). The P. edulis acessions that showed greater number of
carotenoids were two commercial accessions followed by P. edulis native yellow, P.
edulis native purple and the specie P. setacea. P. cincinnata accessions showed very
low levels of carotenoids. P. nitida showed only traces of trans-p-carotene and
antheraxanthin. In general, carotenoids content were significantly different among the
species and among accessions of the same specie. Among the two accessions of
commercial P. edulis was a reversal in the major carotenoid in one of them trans-f3-
carotene was the major carotenoid (7.8+0.8 pg g") and another was frans-(-carotene
(11.4+0.4 g g"). In both P. edulis native accessions cis-(-carotene was the major
carotenoid (6.28+0.15 pg ¢ and 12.1+0.7 ug g, yellow P. edulis and purple P. edulis,
respectively). The highest values of pro-vitamin A were found in commercial
accessions of P. edulis (30.3+£1.0 and 65.4+4.9 pg 100g'1 RAE). There was variation in
qualitative and quantitative carotenoids composition among analyzed species and

accessions of Passiflora. It should be further research about native fruits of Cerrado as

55



the characterization of the carotenoids profile in fruits of passion fruit species with

agronomic potential can add value to products and encourage consumption.

Keywords: Passiflora, biochemistry composition, bioactive compounds, genetic

resources
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1 INTRODUCAO

O Cerrado apresenta uma biodiversidade riquissima, porém tem sido destruido
em um ritmo muito acelerado causado, dentre outros fatores, pela sua ocupacgdo
desenfreada. Devido a diversidade pouco explorada e ainda pouco conhecida pela
ciéncia, sua caracterizacdo e uso sustentivel € um campo promissor para a pesquisa.
Muitas espécies do Cerrado tém usos multiplos, caracteristica favordvel ao
aproveitamento comercial (AQUINO et al., 2008; JUNQUEIRA et al., 2008), sendo
exemplos os atrativos sensoriais como cor, sabor e aromas exoticos € intensos que
podem ser aproveitados e utilizados pelas industrias alimenticias e de cosméticos
(AGOSTINI-COSTA & VIEIRA, 2004). Ainda hoje, a exploragdo de muitas das
plantas do Cerrado € feita de forma extrativista (ALMEIDA, 1998). A partir dos
conhecimentos adquiridos sobre o Cerrado torna-se importante a valoracdo e
conseqiientemente sua conservacao.

O maracujazeiro é uma fruteira nativa do Cerrado que € muito consumida in
natura e utilizada no preparo de doces, sucos e sorvetes e como planta medicinal.
Existem varias espécies de maracuja no Cerrado e pelo menos cinco delas sdo chamadas
de maracujé do cerrado (BRAGA et al., 2006). Porém, a grande diversidade de espécies
encontrada € muitas vezes subutilizada pela falta de conhecimento das diversas
potencialidades que varias delas possuem, embora o pais seja o seu principal centro de
distribuicdo geografica (FALEIRO et al., 2006). Apesar do grande numero de espécies,
os cultivos comerciais sao baseados somente no maracuji-amarelo ou azedo (P. edulis),
representando 95% dos pomares. Em menor escala, com importancia bastante
regionalizada e comercializacdo restrita, sd@o cultivados o maracuja-doce (P. alata), o
maracuja-roxo (P. edulis), o maracuja-melao (P. quadrangularis), o maracuja-suspiro
(P. nitida) e o maracuja-tubardo (P. cincinnata) (MELETTI et al., 2005).

Devido ao clima tropical e subtropical, os paises destas regides tropicais t€ém
uma ampla variedade de fontes carotenogénicas, ou seja, um grande nimero de espécies
de plantas que podem ser consideradas boas fontes de carotendides em estado selvagem,
pouco domesticado, ou domesticado. O Brasil tem um grande nimero de espécies ricas
em carotenoides. No Cerrado, € possivel citar o buriti, o pequi (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2000; AGOSTINI-COSTA & VIEIRA, 2004) e o araticum também
conhecido como marolo (AGOSTINI-COSTA et al., 1996). Entretanto, grande parte

destes recursos ndo t€ém sido analisados ou ainda encontram-se em estdgio pouco
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desenvolvido. Por isso, a andlise de carotendides em espécies nativas desses paises €
urgente e desafiadora (RODRIGUEZ-AMAYA, 2000).

Estima-se que a natureza produza aproximadamente 100 milhdes de toneladas de
carotendides anualmente (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997). Esses pigmentos acumulam-
se em cromoplastos em folhas, flores, frutos, raizes e sementes, com coloragdo variando
entre o amarelo-claro, o alaranjado e o vermelho (VIEIRA & AGOSTINI-COSTA,
2007). Os carotendides t€m um papel muito importante na fotossintese, auxiliando a
captacdo de energia luminosa e promovendo protecdo contra a fotooxidagcdo
(BRITTON, 1995a).

As frutas e os vegetais sao as fontes principais de carotendides na dieta humana.
Embora sejam conhecidos mais de 600, somente 40 deles estdo presentes nessa dieta
(RAO & RAO, 2007). Uma das acdes dos carotendides no organismo deve-se a
atividade pro-vitamina A, que alguns possuem, apds a conversao no intestino. Outros
carotendides estdo associados a reducdo do desenvolvimento de doengas cronico-
degenerativas devido ao potencial antioxidante de alguns pela capacidade de seqiiestrar
o oxigénio singleto e reagir com radicais livres (BRITTON, 1995a). Alguns
carotendides também agem pela modulacdo do metabolismo carcinégeno, aumento da
resposta imune, inibi¢do da proliferacdo celular, incremento da diferenciacdo celular,
estimulo da comunicagdo célula-célula e filtracdo de luz azul (SENTANIN &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2007). Sabe-se que a composi¢do de carotendides de
alimentos varia tanto qualitativa quanto quantitativamente (AZEVEDO-MELEIRO &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004).

Estudos sobre a composicdo de carotendides ja foram realizados em maracuja-
amarelo e roxo comerciais. Leuenberger & Thommen (1972) encontraram no suco
pasteurizado de P. edulis Sims (maracuja-roxo) B-caroteno, (-caroteno, fitoflueno, [-
apo-12’-carotenal, B-apo-8’-carotenal, criptoxantina, auroxantina e mutatoxantina. O [
caroteno, o C-caroteno e o fitoflueno foram encontrados em vérias partes da fruta, assim
como no suco congelado e pasteurizado. Cecchi & Rodriguez-Amaya (1981) fizeram a
separacdo dos carotendides do suco processado de maracujid-amarelo comercial por
CCA e quantificaram o {-caroteno como carotendide principal, além de a-caroteno, [3-
caroteno,  cis-neurosporeno, nheurosporeno, ‘y-caroteno, licopeno, aurocromo,
criptocromo e auroxantina nas duas marcas de suco.

Mercadante et al. (1998) identificaram os carotendides de maracujd-amarelo

comercial in natura por EM complementada por espectrofotometria no UV-visivel, co-
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cromatografia e para o licopeno RMN, porém ndo realizaram a quantificacdo. Os
carotendides identificados foram fitoeno, fitoflueno, (-caroteno, neurosporeno, [-
caroteno, licopeno, prolicopeno, mutatocromo, [-criptoxantina, [-citraurina,
anteraxantina, violaxantina e neoxantina. Essa técnica ndo permitiu a identificacdo dos
isomeros dos carotendides. Silva & Mercadante (2002) realizaram a separacdo dos
carotendides da polpa de maracujd-amarelo comercial por HPLC encontrando [-
criptoxantina, prolicopeno, cis-(-caroteno, (-caroteno, B-caroteno e 13-cis-B-caroteno,
além de tracos de neurosporeno e y-caroteno em alguns lotes de frutos de maracuja.
Contudo, ainda ndo existem tais estudos em espécies nativas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a composicdo qualitativa e quantitativa
de carotendides da polpa de oito acessos de quatro espécies de maracujas do Cerrado
(dois acessos de P. cincinnata, um acesso de P. nitida, um acesso de P. setacea e quatro
acessos de P. edulis) com potencial agrondmico, utilizando, como referéncia, o

maracuja-amarelo comercial (P. edulis).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético

Os frutos dos maracujazeiros nativos analisados nesse trabalho foram obtidos do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Cerrados, Planaltina-DF em marco e
dezembro de 2008. Os frutos de maracuja-amarelo comercial foram adquiridos em um

mercado de Brasilia-DF em novembro de 2007 e marco de 2008 (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1- Procedéncia dos maracujazeiros utilizados neste estudo. Brasilia, Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008

Nome

N° Espécie Procedéncia Estado Codigo
popular
14 CPAC MJ-26-01
1 P. cincinnata Mast. maractja Embrapa Cerrados DF
do Cerrado (redondo)
i4 CPAC MJ-26-02
2 P. cincinnata Mast. maracuja Embrapa Cerrados DF
do Cerrado (cabaga)
3 P. nitida Kunth Maracla- g brapa Cerrados DF CPAC MJ-01-03
suspiro
CPAC MJ-12-01
4  P. setacea D.C. maracya Embrapa Cerrados DF )
do-sono (BRS Pérola do Cerrado)
5  P. edulis Sims. amarelo nativo maracuya- Embrapa Cerrados DF CPAC MJ-36-01
amarelo
6  P. edulis Sims. roxo nativo rn;i?cuja- Embrapa Cerrados DF CPAC MJ-21-01
7  P. edulis Sims. amarelo comercial maracuja- Mercado DF _
amarelo
8 P. edulis Sims. amarelo comercial maracuja- Mercado DF _
amarelo

Foram analisados oito acessos de quatro espécies de maracujazeiros (dois
acessos de P. cincinnata, um acesso de P. nitida, um acesso de P. setacea e quatro
acessos de P. edulis). Todos os frutos utilizados na determinacdo de carotendides
estavam maduros. Foram coletados somente os frutos dos maracujazeiros nativos que
haviam se desprendido da planta-mae. O estdgio de amadurecimento dos frutos de
maracujd-amarelo comercial foi determinado pela aparéncia visual da casca
completamente amarela e por observacdo da polpa solta do pericarpo ao se agitar os
frutos. A massa utilizada para a extracdo de carotendides variou de acordo com a
coloracdo da polpa, laranja até incolor (17,0-249,0 g). Para P. cincinnata acesso
‘redondo’ foram usados 25 frutos, entre 21,0-22,0 g de polpa por repeticdo (4 repeticoes
saponificadas e 4 ndo saponificadas) e para P. cincinnata acesso ‘cabaga’ foram
utilizados 9 frutos, entre 32,0-33,0 g de polpa por repeticdo (1 repeti¢do saponificada e
1 ndo saponificada). Para um acesso de P. edulis comercial, chamando de a, foram
usados 5 frutos, entre 19,0-20,0 g de polpa por repeti¢do (3 repeti¢des saponificadas e 3
ndo saponificadas). Para o outro acesso de P. edulis comercial, chamado de b, foram
usados 5 frutos, aproximadamente 18,0 g de polpa por repeticio (4 repeticdes
saponificadas e 4 ndo saponificadas). Para P. edulis amarelo nativo foram utilizados 23

frutos, entre 43,0-44,0 g de polpa por repeticdo (4 repeticdes saponificadas e 4 ndo
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saponificadas) e para P. edulis roxo nativo foram usados 27 frutos, 60,0 g de polpa por
repeticdo (3 repeticdes saponificadas e 3 ndo saponificadas). Para P. nitida foram
utilizados 42 frutos obtendo-se 249,0 g de polpa (1 repeticao saponificada). Para P.
setacea foram utilizados 15 frutos, entre 17,0-18,0 g de polpa por repeticio (4
repeticdes saponificadas e 4 ndo saponificadas). Para a extracdo da polpa os frutos
foram cortados com faca de aco inoxidédvel e o despolpamento foi realizado com auxilio

de uma espatula e peneira plastica.

2.2 Extracao de Carotendides

A extracdo de carotendides foi realizada segundo Rodriguez-Amaya (2001). Os
carotendides foram extraidos com acetona gelada em funil de Buchner a vacuo, em
ambiente fresco e com luminosidade reduzida. Foi adicionado hyflosupercel (Diacel)
para auxiliar a extracdo e filtragem do extrato e antioxidante BHT (butil hidroxitolueno)
em todas as amostras para evitar a degradacdo dos carotendides. A extracdo com
acetona foi repetida até a descoloragdo total do residuo da polpa. Os carotendides foram
transferidos para o éter etilico, usando um funil de separacdo. Metade das amostras
foram saponificadas com KOH 10% em metanol por uma noite (16 horas) a temperatura
ambiente. No dia seguinte foi feita a lavagem do extrato com dgua destilada até pH
neutro (na presencga de fenolftaleina) para eliminar o alcali. O éter etilico foi evaporado
em evaporador rotativo Tecnal modelo TE-210 (temperatura inferior a 35 °C) até quase
secura.

O residuo do extrato foi seco em nitrogénio, diluido com hexano (4 mL),
adicionado de BHT e acondicionado em vial na auséncia de ar, que foi retirado com
uma seringa de agulha fina (seringa de insulina). A tampa e o selo do vial foram
envolvidos com parafilme e o extrato foi mantido sob refrigeracdo (-20 °C) até o

momento da injecdo, que foi feito dentro de 7 dias.

2.3 Separacao de carotendides

A separacdo dos carotendides foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) segundo Kimura & Rodriguez-Amaya (2002) e Azevedo-Meleiro &
Rodriguez-Amaya (2004), utilizando-se um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia

(Varian) equipado com detector de conjunto de diodos (PDA PS-335), bomba (PS-240),
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injetor (PS-410) e software Galaxie 1.9 para processamento, aquisi¢do e armazenamento
dos dados, em ambiente com temperatura controlada (22+01 °C). O preparo das
amostras para a injecao no cromatdgrafo consistiu na secagem completa do extrato com
nitrogénio, adi¢do de acetona grau HPLC (o volume de acetona adicionado variou
conforme a coloracdo do extrato) e filtragem em Millex LCR com membrana PTFE
modificada 0,45um 13mm (Millipore) diretamente em vials. Os carotendides foram
separados em coluna C;3 ODS-2 150 x 4,6 mm, 3 um de tamanho de particula (Waters).
A fase movel utilizada foi acetonitrila (contendo 0,05% de trietilamina):metanol:
acetato de etila em gradiente de 95:5:0, durante os 20 minutos iniciais da corrida, e
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™' e o volume de amostra injetado foi 10 pL. A
solucdo de acetonitrila contendo 0,05% de trietilamina foi filtrada em membrana PTFE

modificado 0,45 pm para eliminagdo de residuos.

2.4. Identificacao de carotendides

A 1dentificagdo dos carotendides foi realizada através das informacdes obtidas
dos espectros de absorcdo no UV-visivel fornecidos pelo detector de conjunto de
diodos, pelo tempo de retengao (tr), valores de Rf em camada delgada (utilizando éter
de petrdleo:acetato de etila na propor¢do 9:3 como fase mdvel), co-cromatografia com
padrdes e por reacdes quimicas especificas (isomerizacao cis-trans catalisada por iodo;
rearranjo epoxido-furandide e reducdo da carbonila conjugada). Os espectros foram
adquiridos entre 500 e 360 nm e os cromatogramas foram processados no comprimento

de onda méximo de absor¢ao (Am,x) de cada carotendide.

2.5 Quantificacao dos carotenodides e obtencao de padroes

Os carotendides foram quantificados através de curva de calibragdo externa e
fator de correcdo, conforme Kimura & Rodriguez-Amaya (2002). O padrao de trans-p3-
caroteno foi fornecido pela DSM Nutritional Products (Suica). Como os carotendides
sdo altamente instdveis, a concentracdo do padrao de B-caroteno foi confirmada apds
dilui¢do em hexano e verificagdo da pureza em HPLC (acima de 95%) e medida da
absorbancia (Ama) em espectrofotdmetro de varredura UV-visivel Lambda 25, Perkin-

Elmer. Os demais padrdes foram purificados conforme Rodriguez-Amaya (2001) por
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cromatografia em coluna aberta de 6xido de magnésio (VETEC): hyflosupercel (Diacel)
(1:2), a partir da polpa de maracujad-amarelo comercial. Os padrdes purificados foram
quantificados em espectrofotometro Perkin-Elmer modelo lambda 25 a partir das
respectivas absorbancias maximas, utilizando-se os valores de absortividade tabelados
por Davies (1976) e considerando-se a pureza de cada padrio avaliada por HPLC.

Para estocagem, os padrdes purificados foram secos em nitrogénio, diluidos em
hexano (4 mL), adicionados de BHT e acondicionados em vial na auséncia de ar, que
foi retirado com uma seringa de agulha fina (seringa de insulina). A tampa e o selo do
vial foram envolvidos com parafilme e os padrdes foram mantidos sob refrigeracao (-20
°C) até o momento da inje¢do. Para monitorar a estabilidade do processo de estocagem,
padrées de trans-B-caroteno foram injetados ao longo de 30 dias. As curvas de
calibra¢ao foram injetadas dentro de 7 dias.

Foram construidas curvas de calibragdo dos padrdes obtidos a partir da polpa de
maracujd-amarelo comercial: frans-violaxantina (pureza = 97%; r = 0,9992), cis-
violaxantina (pureza = 99%; r = 0,9931), B-criptoxantina (pureza = 86%; r = 0,9988),
prolicopeno (pureza = 92%), luteina (pureza = 94%; r = 0,9999) poli-cis-g-caroteno
(pureza = 91%; r = 0,9995), trans-C-caroteno (pureza = 97%; r = 0,9995) e trans-f-
caroteno (pureza = 96%; r = 0,9972) com 4 a 6 niveis de concentracdo. O limite inferior
de linearidade da curva de calibracdo foi de 8,2pg mL" e 8,5ug mL™" para o trans f-
caroteno e para o trans-(-caroteno, respectivamente. O 13-cis-B-caroteno e o cis-C-
caroteno foram quantificados utilizando-se as curvas dos respectivos carotenodides trans.
Pontos de concentracdo conhecida de trans-p-caroteno foram injetados 2 a 3 vezes por
semana durante a determinacdo de carotendides das amostras para verificar a
reprodutibilidade da resposta obtida e para avaliar o fator de resposta dos diferentes

carotenoides.

2.6 Calculo do valor de vitamina A

O valor de vitamina A foi calculado a partir dos novos fatores de conversio de
carotendides pro-vitaminicos A publicados pelo U. S. Institute of Medicine e
disponibilizados por West et al. (2002) e Campos & Rosado (2005), utilizando o trans-
B-caroteno como referéncia, onde cada equivalente de atividade de retinol (RAE)
corresponde a 1ug de retinol ou 12ug de B-caroteno ou 24ug de outros carotendides

pro-vitaminicos.
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2.7 Analise dos Dados

Foi realizada a comparacdo da concentragdo dos carotendides e dos valores de
vitamina A entre os acessos (3-4 repeticdes). Para a andlise dos dados utilizou-se o teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis a um nivel de significancia de 5% com auxilio do

software SAS versao 9.0 (2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram identificados 14 carotendides na polpa dos frutos dos
maracujazeiros: neoxantina, trans-violaxantina, cis-violaxantina, anteraxantina, luteina,
zeaxantina, [-criptoxantina, prolicopeno, cis-(-caroteno, trans-(-caroteno, trans-p3-
caroteno, 13-cis-f-caroteno, fitoflueno e poli-cis-g-caroteno (Tabela 2.2).

O fitoflueno foi identificado conforme estabelecido (BRITTON, 1995b;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001), de acordo com a ordem de eluicdo e tempo de retencao
no HPLC e pela estrutura fina tipica deste carotendéide em regidao de menor de
comprimento de onda (pico em 347nm), consistente com carotendides aciclicos com
cinco duplas ligacdes conjugadas.

O B-caroteno foi o carotendide predominante de alguns acessos de maracuja. Sua
estrutura foi confirmada pelo resultado da eluicio em camada delgada e em HPLC, pela
regido de mdéxima absorcdo (454 nm) e pelo perfil da estrutura fina (III/1I=25),
conforme comportamento exibido pelo padrio de trams-B-caroteno e informagdes
fornecidas pela literatura (BRITTON, 1995b; AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2004). A presenca de isdmero cis- foi confirmada pela reacdo de
isomerizacdo com iodo.

O C-caroteno foi o carotendide predominante em alguns acessos de maracujd;
apresentou um perfil de eluicdo em camada delgada e em HPLC consistente com
carotendides ndo hidroxilados. O espectro apresentou picos de absorcdo muito bem
definidos em 400 e em 242 nm, com estrutura fina III/II (103) conforme padrao de (-
caroteno e literatura disponivel (DAVIES, 1976; BRITTON, 1995b; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001). O isdbmero cis- foi confirmado pela reacdo de isomerizagdao com iodo.

O poli-cis-e-caroteno apresentou reacao negativa para ceto e apo-carotendides.
Apresentou absor¢do maxima em 432 nm, com desvio batacromico de 5 nm apds reagao

de isomerizagdo com iodo e perfil de estrutura fina similar ao e-caroteno (III/II=60)
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apos reacdo de isomerizagdo com iodo, consistente com poli-cis-g-caroteno, conforme
Davies (1976). A estrutura do poli-cis-g-caroteno purificado (1 mg) ndo foi
conclusivamente identificada por ressonancia magnética nuclear (RMN) em funcdo da
baixa sensibilidade dos equipamentos disponiveis em Brasilia e em Fortaleza.

A B-criptoxantina foi identificada pelo comportamento cromatografico
caracteristico de caroten6ide monoidroxilado em camada delgada e em HPLC e por co-
cromatografia com padrao. Também foi identificada pela absor¢ao méaxima a 452 nm e
pela estrutura fina do espectro (III/II = 25) fornecido pelo detector de arranjo de diodos.

A luteina e a zeaxantina foram identificadas pelo comportamento cromatografico
caracteristico de carotendide diidroxilado em camada delgada e em HPLC e por co-
cromatografia com padrdo; adicionalmente foram identificadas pela absor¢ao maxima a
446 e a 452 nm, respectivamente, e pela estrutura fina do espectro (III/II = 60 e 25,
respectivamente) fornecida pelo detector de arranjo de diodos, conforme
comportamento de padroes e dados da literatura (AZEVEDO-MELEIRO &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004).

A violaxantina e a anteraxantina foram identificadas pelo comportamento
cromatografico caracteristico de carotendide diidroxilado em camada delgada e em
HPLC e por co-cromatografia com padrdo. Absor¢do maxima a 439 e a 446 nm,
respectivamente, e estrutura fina do espectro (II/II = 98 e 60, respectivamente)
fornecida pelo detector de arranjo de diodos, conforme comportamento de padrdes e
dados da literatura. A confirmagao foi feita pela reacdo de epéxido em meio dcido, com
formacdo de spot azul caracteristico (violaxantina) e verde (anteraxantina) em camada
delgada, e com deslocamento de cerca de 40 e 20 nm, respectivamente, apds reacdo com
idcido (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2004).

A neoxantina apresentou comportamento cromatogriafico caracteristico de
carotendide triiddroxilado em camada delgada e em HPLC. Absor¢cdo médxima a 443 nm
e estrutura fina do espectro (III/II = 87) conforme dados da literatura. A confirmagao de
um grupo 5,6-epoxi foi feita pela observacdo de spot verde caracteristico em camada
delgada e com deslocamento de cerca de 20 nm apds reagao com 4cido.

A espécie que apresentou o maior nimero de carotenoides foi P. edulis. Os
acessos de P. edulis que apresentaram o maior nimero de carotendides foram os dois
acessos comerciais (13 carotendides, Figuras 2.1A-B) seguidos pelos acessos amarelo

nativo (8 a 10 carotendides, Figura 2.2A-B) e roxo nativo (9 carotendides, Figura 2.3A).
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Na espécie P. setacea foram encontrados 7 carotendides (Figura 2.3B). Os dois acessos
de P. cincinnata, que possuem polpa creme, apresentaram teor bastante reduzido de
carotendides (Tabela 2.3). Em P. cincinnata ‘cabaca’ foram encontrados neoxantina,
trans-violaxantina, anteraxantina, luteina, zeaxantina e frans-B-caroteno. J4 no acesso
‘redondo’ foram encontrados os mesmos carotendides, com exce¢do da neoxantina
(Figura 2.4). A espécie P. nitida, de polpa branca, apresentou apenas tracos de trans-f3-
caroteno e de anteraxantina.

O trans-B-caroteno e a anteraxantina foram detectados em todos os acessos. O
13-cis-p-caroteno foi encontrado nos dois acessos de P. edulis comercial, em P. edulis
amarelo e roxo nativos e em P. setacea. O cis-C-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-e-caroteno, o prolicopeno, a B-criptoxantina e o
fitoflueno foram encontrados nos acessos de P. edulis tanto nativos quanto comerciais.

A neoxantina foi encontrada nos acessos de P. edulis comercial e no acesso P.
cincinnata ‘cabaca’. A luteina foi encontrada apenas nas espécies nativas P. sefacea e
nos dois acessos de P. cincinnata. Esse dado € interessante, pois os acessos de P. edulis
ndo possuem esse carotendide, e por isso a importancia da utilizacdo de outras espécies
de maracujd para o enriquecimento de programas de melhoramento, visando o aumento
tanto quantitativo quanto qualitativo de carotendides na polpa do maracuja.

A cis- e a trans-violaxantina e a zeaxantina foram encontradas nos dois acessos
de P. edulis comercial, em P. edulis amarelo nativo e em P. setacea. A trans-
violaxantina também foi encontrada nos dois acessos de P. cincinnata (Tabela 2.3).

Foram quantificados nesse estudo nove carotendides: trans-violaxantina, cis-
violaxantina, B-criptoxantina, prolicopeno, poli-cis-g-caroteno, cis-(-caroteno, trans-C-
caroteno, trans-p-caroteno e 13-cis-B-caroteno (Tabela 2.3). Nao foi realizada a
comparacdo das concentracdes dos carotendides e dos valores de vitamina A em P.
cincinnata ‘redondo’ e ‘cabaca’, P. nitida e P. setacea, pois as concentragdes de
carotendides encontradas nessas espécies foram pequenas.

As concentracgdes de trans-B-caroteno, cis-(-caroteno e os valores de vitamina A
foram significativamente diferentes entre todos os acessos de P. edulis. A concentragdo
de 13-cis-B-caroteno em P. edulis comercial a foi significativamente diferente das
concentracdes encontradas em P. edulis comercial b e P. edulis amarelo nativo.

As concentragdes de trans-(-caroteno e de prolicopeno em P. edulis amarelo

nativo e P. edulis comercial b foram significativamente diferentes. Ja entre P. edulis
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roxo nativo e P. edulis comercial a nio houve diferenca significativa entre as
concentracdes destes dois carotendides; entretanto, as concentragcdes de ambos nestas
duas espécies apresentaram diferenca significativa de P. edulis amarelo e de P. edulis
comercial b.

Foram encontradas diferencas significativas entre as concentra¢des de poli-cis-¢-
caroteno de P. edulis roxo nativo e P. edulis comercial a, assim como entre estas
espécies e as demais espécies de P. edulis. Entre P. edulis comercial b e P. edulis
amarelo nativo ndo houve diferenca significativa.

As concentracdes de B-criptoxantina ndo diferiram significativamente entre os
dois acessos de P. edulis nativos amarelo e roxo, e também nao foi verificada diferenca
significativa entre os dois acessos de P. edulis comercial. Entretanto, as concentracdes
deste carotendide diferiram significativamente entre os dois acessos de P. edulis
comerciais e os dois acessos nativos.

As concentracdes de trans-violaxantina diferiram significativamente entre P.
edulis comercial a e P. edulis amarelo nativo; este carotendide nao foi encontrado no
acesso roxo. Nao foram encontradas diferencas significativas entre as concentracoes de
cis-violaxantina nos dois acessos de P. edulis comercial; este carotendide ndo foi
encontrado nos acessos nativos.

Entre os dois acessos de P. edulis comercial foi encontrada uma inversao nos
teores dos carotendides majoritdrios; o trans-{-caroteno foi encontrado em maior
quantidade em P. edulis comercial a (11,4+0,4 ug g'l) e o trans-B-caroteno foi o
carotendide mais abundante em P. edulis comercial b (7,84+0,8 ug g'l). Nos dois acessos
nativos de P. edulis o cis-(-caroteno foi o carotenéide majoritdrio (6,28+0,15 ug g e
12,1£0,7 pug g'l, P. edulis amarelo e P. edulis roxo, respectivamente) (Tabela 2.3). Essa
varia¢do na proporcdo de carotendides de maracuja também foi observada em outros
trabalhos (CECCHI & RODRIGUEZ-AMAYA, 1981; SILVA & MERCADANTE,
2002). Zanatta & Mercadante (2001), Gama & Sylos (2005), Sentanin & Rodriguez-
Amaya (2007) e Kurz et al. (2008) encontraram diferencas quantitativas de carotendides
em frutas. Azevedo-Meleiro & Rodriguez-Amaya (2007) e Kurz et al. (2008)
encontraram variagdo no conteido de carotendides em abdboras e Cardoso et al. (2009)
em milho. Variacdes quantitativas de carotendides dentro de uma mesma espécie podem
ocorrer pelo cultivar ou variedade e por fatores ambientais como solo, clima,
luminosidade, temperatura, estacao do ano, utiliza¢do ou nao de agroquimicos, época de

colheita e maturacdo dos frutos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Diferencas
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qualitativas podem ocorrer em decorréncia da espécie (VIEIRA & AGOSTINI-COSTA,
2007).

Os valores de vitamina A dos acessos de maracuja variaram entre 0,04+0,00 ug
100g™ em P. nitida a 65,4+4,9 ug de equivalente de atividade de retinol (RAE) 100g™
em um dos acessos de P. edulis comercial, refletindo a variac@o existente nas diferentes
espécies de maracuji. Entre os acessos de P. edulis nativos e comerciais essa variagao
foi de 21,4+0,9 a 65,4+4.9 pg 100g™. Os resultados apresentados nesta publicagdo estdo
atualizados de acordo com os novos fatores de conversao de vitamina A publicados pelo
U. S. Institute of Medicine (IOM, 2001). A partir desses novos fatores, o valor pro-
vitaminico A de vegetais passou a ser a metade dos valores que vinham sendo utilizados

até entdo (WEST et al., 2002; CAMPOS & ROSADO, 2005).

Tabela 2.2- Propriedades dos carotendides extraidos da polpa de maracujazeiros e
reacOes quimicas especificas. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008

Amax Reacao

Pico®  Carotendide tg (min)” (nm”* Rf omm - Epéxido
1 neoxantina 7,8-8,1 443 0,3 87 - +
2 trans-violaxantina 8,9-9,7 439 0,24 98 - +
3 cis-violaxantina 9,3-9,8 436 024 - + +
4 anteraxantina 11,1-129 446 0,8 60 - +
5 luteina 12,8-13,7 446 0,17 60 - -
6 zeaxantina 13,6-14,5 452 0,20 25 - -
7 B-criptoxantina 21,5-22,3 452 0,50 25 - -
8 prolicopeno 26,8-27,6 439 1,0 0 - -
9 poli-cis-g-caroteno 28,9-29.8 432 0,98 60 + -
10 cis-C-caroteno 30,3-31,4 399 - 89 + -
11 trans-{-caroteno 31,4-32,4 400 1,0 103 - -
12 trans-B-caroteno 32,7-34,6 453 1,0 25 - -
13 fitoflueno 34,2-35,2 366 - 90 - -
14 13-cis-p-caroteno 34,9-36,7 445 1,0 - + -

*Numerado de acordo com os cromatogramas apresentados nas Figuras 2.1-2.4.
PFaixa de 2-16 corridas por HPLC.
¢ Améx na fase movel (acetonitrila, contendo trietilamina 0,05%:metanol:acetato de etila nas proporgdes

de 95:5:0 ou 60:20:20), fornecido pelo detector DAD.
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Tabela 2.3- Concentracio de carotendides (ug g') em polpas de diferentes espécies / acessos de maracujazeiro. Brasilia, Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008

Espécies / Acessos P. cincinnatare  P. cincinnata ca P. nitida P. setacea  P. edulis amarelon P. edulisroxon P. edulis comerca P. edulis comerc b
Carotendide Concentracio (ug g”') MédiaxDP

neoxantina ND D ND ND ND ND D D
anteraxantina D D D D D D D D
luteina D D ND D ND ND ND ND
zeaxantina ND ND ND D D ND D D
fitoflueno ND ND ND ND D D D D
trans-violaxantina Tr 0,02+0,00 0,00+0,00 tr 0,5020,05a 0,00+0,00 0,60+0,08b 0,5+0,1ab
cis-violaxantina 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00  0,18+0,06 0,00+0,00 0,00+0,00 1,2040,16a 1,2140,2a
f-criptoxantina 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00  0,00+0,00 0,24+0,02a 0,20+0,03a 1,75+0,08b 1,8+0,2b
prolicopeno 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00  0,00£0,00 3,03+0,08a 5,9+0,5b 5,43+0,18b 0,87£0,09¢
poli-cis-g-caroteno 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00  0,00£0,00 1,3+0,1a 3,4+0,2b 4,93+0,18c 1,2740,06a
cis-C-caroteno 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 tr 6,28+0,15a 12,1+0,7b 6,83+0,25¢ 2,0+0,1d
trans- (-caroteno 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00  0,00£0,00 5,4020,28a 10,95+0,3b 11,4+0,4b 2,3+0,1c
trans-B-caroteno 0,06+0,00 0,03£0,01 0,005+0,000  0,66+0,09 2,84+0,06a 2,6+0,1b 3,6+0,1c 7,8+0,8d
13-cis-B-caroteno 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00  0,08+0,00 0,38+0,08a tr 0,4+0,0b 0,37+£0,02a
Vitamina A (ug 100g™ 0,49+0,03 0,23+0,01 0,04+0,00 5,5+0,7 23,740,5a 21,4+0,9b 30,3£1,0c 65,4+4,9d
RAE)

Meédias das concentracdes dos carotendides e dos valores de vitamina A seguidas por letras iguais na mesma linha nio diferem significativamente entre si pelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05). P. cincinnata re: P. cincinnata redondo, P. cincinnata ca: P. cincinnata cabaga, P. edulis amarelo n: P. edulis amarelo nativo, P.
edulis roxo n: P. edulis roxo nativo, P. edulis comerc a: P. edulis comercial a, P. edulis comerc b: P. edulis comercial b. tr: tracos. ND: ndo detectado. D: detectado, mas nao

quantificado.
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Figura 2.1- Cromatogramas obtidos por HPLC: A) P. edulis comercial a saponificado. B) P. edulis comercial b saponificado. Os nimeros na
figura correspondem aos picos dos carotendides descritos na Tabela 2.2. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa

Cerrados, 2008.
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Figura 2.2- Cromatogramas obtidos por HPLC: A) P. edulis amarelo nativo saponificado. B) P. edulis amarelo nativo nio saponificado. Os
nimeros na figura correspondem aos picos dos carotendides descritos na Tabela 2.2. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008.
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Figura 2.3- Cromatogramas obtidos por HPLC: A) P. edulis roxo nativo saponificado. B) P. setacea ndo saponificado. Os nimeros na figura
correspondem aos picos dos carotendides descritos na Tabela 2.2. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados,

2008.
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Figura 2.4- Cromatograma obtido por HPLC: P. cincinnata acesso ‘redondo’ nao
saponificado. Os nimeros na figura correspondem aos picos dos carotendides descritos
na Tabela 2.2. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa

Cerrados, 2008.

4 CONCLUSOES

Houve variacdo na composi¢ao qualitativa e quantitativa de carotendides entre
as espécies e os acessos de Passiflora avaliados.

Devem-se aprofundar as pesquisas sobre frutas nativas do Cerrado, visto que a
caracterizacdo do perfil de carotendides em frutos de espécies de maracuja com

potencial agrondomico pode agregar valor ao produto e estimular o seu consumo.
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DIVERSIDADE GENETICA DE MARACUJAS DO CERRADO COM BASE NO
PERFIL DE CAROTENOIDES

RESUMO

No Cerrado sdo encontradas mais de 40 espécies do género Passiflora. Porém, o
potencial de muitas dessas espécies € desconhecido do ponto de vista cientifico. Os
carotendides sdo responsaveis pela coloracdo da polpa do maracuja e de muitos frutos,
flores e folhas. Alguns possuem atividade antioxidante e outros atividade pro-vitamina
A. O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética entre oito acessos de quatro
espécies de maracujds do Cerrado (dois acessos de P. cincinnata, um acesso de P.
nitida, um acesso de P. setacea e quatro acessos de P. edulis) com potencial
agrondmico, com base no perfil de carotendides presentes na polpa de seus frutos
utilizando, como referéncia, o maracujd-amarelo comercial (P. edulis). Os carotendides
foram extraidos em acetona, metade deles foram saponificados e separados por HPLC e
identificados segundo Rodriguez-Amaya (2001). Com base nas areas dos picos dos
carotendides e na presenca e auséncia de carotendides que foi convertida em uma matriz
de dados bindrios foram calculadas matrizes de distancias euclidianas médias
padronizadas entre os oito acessos de quatro espécies e realizadas andlises de
agrupamento e de dispersdo grafica. As distancias genéticas entre as os 0ito acessos das
quatro espécies de maracujazeiros variaram entre 0,272 e 2,040 com base nas dareas dos
picos dos carotendides e entre 0,000 e 0,733 baseadas na presenca e auséncia de
carotendides. Na andlise de agrupamento com base na matriz de distancias euclidianas
médias padronizadas calculadas utilizando-se as dreas dos picos dos carotendides os
dois acessos de P. cincinnata foram os mais proximos. J4 na andlise de agrupamento
com base na matriz de distancias euclidianas médias padronizadas calculadas
utilizando-se a presenca e auséncia de carotendides os dois acessos de P. edulis
comercial foram os mais proximos. Existe diversidade genética entre os oito acessos das
quatro espécies analisadas com base no perfil de carotendides. H4 a necessidade de
caracterizacdo, conservagdo e utilizacdo dessa valiosa fonte de recursos genéticos de

maracujd existente no Cerrado.

Palavras-chave: Passiflora, andlise de agrupamento, coordenadas principais,

compostos bioativos
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GENETIC DIVERSIY OF CERRADO PASSION FRUIT BASED ON
CAROTENOIDS PROFILE

ABSTRACT

In Cerrado are found more of 40 species of Passiflora genus. However, the
potential of some of these species is unknown of scientific point of view. Carotenoids
are responsible by pulp color of passion fruit and many fruits, flowers and leaves. Some
have antioxidant activity and others pro-vitamin A activity. The objective of this study
was evaluate the genetic diversity among eight accessions of four species of Cerrado
passion fruit (two P. cincinnata accessions, one P. nitida accession, one P. setacea
accession and four P. edulis accessions) with agronomic potential based on carotenoids
profile in pulp fruit using commercial passion fruit (P. edulis) as reference. Carotenoids
were extracted in acetone, half of them were saponified and separated by HPLC and
identified according Rodriguez-Amaya (2001). Based on carotenoids peaks area and
carotenoids presence and absence which was transformed in binary matrix data were
calculated standardized means euclidian distances matrices among eight accessions of
four species of passion fruit and to perform cluster and graphical dispersion analysis.
The genetic distances among the eight accessions of four species of passion fruit varied
from 0.272 to 2.040 based on carotenoids peaks area and 0.000 to 0.733 based on
carotenoids presence and absence. In clustering analysis based on standardized means
euclidian distances matrix calculated using carotenoids peaks area the P. cincinnata
accessions were the closest. Already in the clustering analysis based on standardized
means euclidian distances matrix calculated using carotenoids presence and absence the
P. edulis commercial accessions were the closest. There is genetic diversity among eight
accessions of four species of passion fruit based on carotenoids profile. There is use,
conservation and characterization necessity this valuable source of genetic resources of

Cerrado passion fruit.

Keywords: Passiflora, clustering analyses, principal coordinates, bioactive compounds
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1 INTRODUCAO

O conhecimento da diversidade genética entre os acessos de uma espécie tem
uma grande importincia para o manejo correto € o uso destes recursos nos programas de
melhoramento genético e para diversificacdo de sistemas produtivos. Nesse contexto, a
caracterizacdo da cole¢do de germoplasma tem uma aplicacdo estratégica na valoragcao
dos recursos genéticos, além de proporcionar dados basicos que sdo necessdrios ao
melhoramento de plantas ou para o mapeamento de genes (CASTELLEN et al., 2007).
Além de proporcionar melhor conhecimento do germoplasma disponivel, essencial para
seu uso pratico, a caracterizacdo e avaliagdo morfoldgica, reprodutiva e bioquimica de
germoplasma permitem a identificacdo dos acessos duplicados, o estabelecimento de
colecdes nucleares, facilitando o uso da diversidade nas avaliacdes subseqiientes, mais
voltadas a aspectos agrondmicos e permitem a identificacdo dos modos de reprodugao
predominantes nos acessos (VALLS, 2007).

Por isso, a caracterizacdo fisica, fisico-quimica bioquimica e morfolégica de
frutos de acessos e selecOes de espécies fruteiras € muito importante na fase de pré-
melhoramento genético na fruticultura, na medida em que sdo quantificadas
propriedades interessantes de frutos de genétipos potencialmente tteis em futuros
programas de melhoramento genético, garantindo sua qualidade para o mercado
consumidor (CARDOSO-SILVA et al., 2007). Existem trabalhos sobre a diversidade
genética avaliada pelas caracteristicas fisico-quimicas dos frutos entre acessos de
maracujazeiro-amarelo (GODOY et al., 2007) e em maracujazeiros-do-sono nativos
(CARDOSO-SILVA et al., 2007).

O Brasil € um dos centros de diversidade do género Passiflora e por isso, possui
um grande potencial para a utilizacdo dos recursos genéticos de maracujd na drea
agrondmica (FALEIRO et al., 2008a). Existem cerca de 400 espécies, das quais
aproximadamente 150 ocorrem no pais e 70 produzem frutos comestiveis (FALEIRO et
al., 2005). Dentre elas, varias se encontram distribuidas no Cerrado, como P. setacea
DC. conhecida como maracujd do Cerrado, maracuji-do-sono, maracuja-sururuca e
maracuji-de-boi; P. cincinnata Mast. chamada de maracuja do Cerrado, maracuja-
mochila, maracuji-tubardo e maracuja-de-vaqueiro (OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005;
BRAGA et al, 2006); P. nitida Kunth. conhecida por maracuja-suspiro, maracuja-de-
rato, maracuji-do-mato e maracuja-de-cheiro (JUNQUEIRA, 2006) e P. edulis
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conhecida como maracujd-amarelo ou azedo, maracujd-roxo ou preto, entre outros
nomes (CERVI, 1997).

As espécies nativas do Cerrado destacam-se por apresentar uma ou mais
caracteristicas de potencial econdmico, como maior resisténcia a doencas e a pragas,
longevidade e adaptacdo a condigdes climdticas adversas, periodo de florescimento
ampliado e/ou maior concentracio de componentes quimicos interessantes para a
inddstria farmacéutica (MELLETI et al., 2005; FALEIRO et al., 2008a). Algumas
espécies sao muito produtivas e seus frutos tém as cascas rigidas que continuam verdes
quando maduros, ndo sendo atraentes para animais silvestres enquanto estdo na planta.
Também se destaca a importancia social jd que o cultivo das espécies nativas ocorre
predominantemente em pequenos pomares € a producdo pode ocorrer em periodos de
entressafra do maracuja comercial, gerando emprego e renda em dreas marginais para a
agricultura convencional e dispensando o uso de defensivos agricolas (FALEIRO et al.,
2005).

O uso de espécies nativas é consagrado pelas populagdes locais, através do
consumo in natura ¢ da confeccdo de sucos, doces e sorvetes (SILVA et al., 2001;
OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005). A importancia medicinal deve-se as propriedades
calmantes em algumas espécies, dentre outras que ainda sdo pouco conhecidas
(DHAWAN et al., 2004; COSTA & TUPINAMBA, 2005). A utilizagio para fins
ornamentais também tem ganhado importancia. Além da riqueza oferecida pelas
espécies nativas e pelas variedades silvestres, o Brasil também € o principal produtor e
consumidor mundial de maracuja comercial (FALEIRO et al., 2008b). A principal
espécie cultivada é o maracuja-azedo (P. edulis Sims.) e em menor escala, o maracuja-
doce (P. alata Curtis).

A caracterizacdo das variedades silvestres e espécies nativas de maracuja é
importante, pois vdrias delas poderdo ser utilizadas para ampliacdo da base genética dos
programas de melhoramento genético (FALEIRO et al., 2005; FALEIRO et al., 2008a).
O potencial funcional destas espécies na alimentacdo decorre da existéncia de
antioxidantes, como carotendides, compostos fendlicos e vitaminas que sdo associados a
reducdo do risco de doengas cronico degenerativas. Os carotendides, responsdveis pela
pigmentacdo de muitas frutas e verduras, desempenham multiplas funcdes no
organismo, envolvendo a atividade prd-vitamina A e o potencial antioxidante

(BRITTON, 1995).
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Apesar de todo esse potencial, a grande maioria das espécies do género
Passiflora ainda nao foi suficientemente estudada quanto as propriedades medicinais,
funcionais e nutricionais. A obtencdo do conhecimento cientifico através da
caracterizacdo dessas espécies permite a valoracdo, a conservagdo e o uso de uma
biodiversidade essencialmente brasileira, suscitando o desenvolvimento de agdes,
programas e produtos para a diversificagdo de sistemas produtivos e de alimentos para a
sociedade.

Nesse contexto, objetivou-se no presente trabalho avaliar a diversidade genética
entre oito acessos de quatro espécies de maracujds do Cerrado (dois acessos de P.
cincinnata, um acesso de P. nitida, um acesso de P. setacea e quatro acessos de P.
edulis) com potencial agrondmico, com base no perfil de carotendides presentes na
polpa de seus frutos, utilizando, como referéncia, o maracujad-amarelo comercial (P.

edulis).
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material genético
Os frutos dos maracujazeiros nativos analisados nesse trabalho foram obtidos do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Cerrados, Planaltina-DF em marco e

dezembro de 2008. Os frutos de maracuja-amarelo comercial foram adquiridos em um

mercado de Brasilia-DF em novembro de 2007 e marco de 2008 (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1- Procedéncia dos maracujazeiros utilizados neste estudo. Brasilia, Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008

Nome

N° Espécie Procedéncia Estado Codigo
popular
14 CPAC MJ-26-01
1 P. cincinnata Mast. maractja Embrapa Cerrados DF
do Cerrado (redondo)
i4 CPAC MJ-26-02
2 P. cincinnata Mast. maracuja Embrapa Cerrados DF
do Cerrado (cabaga)
3 P. nitida Kunth Maracla- g brapa Cerrados DF CPAC MJ-01-03
suspiro
CPAC MJ-12-01
4  P. setacea D.C. maracya Embrapa Cerrados DF )
do-sono (BRS Pérola do Cerrado)
5  P. edulis Sims. amarelo nativo maracuya- Embrapa Cerrados DF CPAC MJ-36-01
amarelo
6  P. edulis Sims. roxo nativo rn;i?cuja- Embrapa Cerrados DF CPAC MJ-21-01
7  P. edulis Sims. amarelo comercial maracuja- Mercado DF _
amarelo
8 P. edulis Sims. amarelo comercial maracuja- Mercado DF _
amarelo

Foram analisados oito acessos de quatro espécies de maracujazeiros (dois
acessos de P. cincinnata, um acesso de P. nitida, um acesso de P. setacea e quatro
acessos de P. edulis). Todos os frutos utilizados na determinacdo de carotendides
estavam maduros. Foram coletados somente os frutos dos maracujazeiros nativos que
haviam se desprendido da planta-mae. O estdgio de amadurecimento dos frutos de
maracujd-amarelo comercial foi determinado pela aparéncia visual da casca
completamente amarela e por observacdo da polpa solta do pericarpo ao se agitar os
frutos. A massa utilizada para a extracdo de carotendides variou de acordo com a
coloracdo da polpa, laranja até incolor (17,0-249,0 g). Massas maiores foram utilizadas
para as polpas de coloragdo mais claras. Para P. cincinnata acesso ‘redondo’ foram
usados 25 frutos, entre 21,0-22,0 g de polpa por repeticao (4 repeticdes saponificadas e
4 ndo saponificadas) e para P. cincinnata acesso ‘cabaga’ foram utilizados 9 frutos,
entre 32,0-33,0 g de polpa por repeticao (1 repeti¢cao saponificada e 1 nao saponificada).
Para um acesso de P. edulis comercial, chamado de a, foram usados 5 frutos, entre 19,0-
20,0 g de polpa por repeticao (3 repeti¢cdes saponificadas e 3 nao saponificadas). Para o
outro acesso de P. edulis, chamado de b, foram usados 5 frutos, aproximadamente 18,0
g de polpa por repeticdo (3 repeticdes saponificadas e 3 ndo saponificadas). Para P.

edulis amarelo nativo foram utilizados 23 frutos, entre 43,0-44,0g de polpa por
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repeticao (3 repeticoes saponificadas e 3 ndo saponificadas) e para P. edulis roxo nativo
foram usados 27 frutos, 60,0 g de polpa por repeti¢do (3 repeti¢cdes saponificadas e 3
ndo saponificadas). Para P. nitida, de polpa branca, foram utilizados 42 frutos, que
forneceram 249,0 g de polpa (1 repeticio saponificada). Para P. setacea foram
utilizados 15 frutos, entre 17,0-18,0 g de polpa por repeticao (3 repeti¢cdes saponificadas
e 3 ndo saponificadas). Para a extracdo da polpa os frutos foram cortados com faca de
aco inoxidédvel e o despolpamento foi realizado com auxilio de uma espétula e peneira

pléstica.

2.2 Extracao de Carotendides

A extracdo de carotendides foi realizada segundo Rodriguez-Amaya (2001). Os
carotendides foram extraidos com acetona gelada em funil de Buchner a vicuo, em
ambiente fresco e com luminosidade reduzida. Foi adicionado hyflosupercel (Diacel)
para auxiliar a extracdo e filtragem do extrato e antioxidante BHT (butil hidroxitolueno)
em todas as amostras para evitar a degradacdo dos carotendides. A extracdo com
acetona foi repetida até a descoloragdo total do residuo da polpa. Os carotendides foram
transferidos para o éter etilico, usando um funil de separacdo. Metade das amostras
foram saponificadas com KOH 10% em metanol por uma noite (16 horas) a temperatura
ambiente. No dia seguinte foi feita a lavagem do extrato com dgua destilada até pH
neutro (na presenca de fenolftaleina) para eliminar o dlcali. O éter etilico foi evaporado
em evaporador rotativo Tecnal modelo TE-210 (temperatura inferior a 35 °C) até quase
secura.

O residuo do extrato foi seco em nitrogénio, diluido com hexano (4 mL),
adicionado de BHT e acondicionado em vial na auséncia de ar, que foi retirado com
uma seringa de agulha fina (seringa de insulina). A tampa e o selo do vial foram
envolvidos com parafilme e o extrato foi mantido sob refrigeracdo (-20 °C) até o

momento da injecdo, que foi feito dentro de 7 dias.

2.3 Separacao de carotendides

A separagdo dos carotendides foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) segundo Kimura & Rodriguez-Amaya (2002) e Azevedo-Meleiro &

Rodriguez-Amaya (2004), utilizando-se um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
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(Varian) equipado com detector de conjunto de diodos (PDA PS-335), bomba (PS-240),
injetor (PS-410) e software Galaxie 1.9 para processamento, aquisi¢do e armazenamento
dos dados, em ambiente com temperatura controlada (22+01 °C). O preparo das
amostras para a injecao no cromatdgrafo consistiu na secagem completa do extrato com
nitrogénio, adi¢do de acetona grau HPLC (o volume de acetona adicionado variou
conforme a coloracdo do extrato) e filtragem em Millex LCR com membrana PTFE
modificada 0,45 um 13 mm (Millipore) diretamente em vials. Os carotendides foram
separados em coluna C;3 ODS-2 150 x 4,6 mm, 3 um de tamanho de particula (Waters).
A fase movel utilizada foi acetonitrila (contendo 0,05% de trietilamina):metanol:
acetato de etila em gradiente de 95:5:0, durante os 20 minutos iniciais da corrida, e
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™' e o volume de amostra injetado foi 10 pL. A
solucdo de acetonitrila contendo 0,05% de trietilamina foi filtrada em membrana PTFE

modificado 0,45 pm para eliminagdo de residuos.

2.4. Identificacao de carotendides

A 1dentificag@o dos carotendides foi realizada através das informacdes obtidas
dos espectros de absorcdo no UV-visivel fornecidos pelo detector de conjunto de
diodos, pelo tempo de retengado (tr), valores de Rf em camada delgada (utilizando éter
de petréleo:acetato de etila na proporcao 9:3 como fase mével), co-cromatografia com
padrdes e por reacdes quimicas especificas (isomerizacao cis-trans catalisada por iodo;
rearranjo epoxido-furandide e reducdo da carbonila conjugada). Os espectros foram
adquiridos entre 500 e 360 nm e os cromatogramas foram processados no comprimento

de onda méximo de absor¢ao (Am,x) de cada carotendide.

2.5 Quantificacao dos carotenodides e obtencao de padroes

Os carotendides foram quantificados através de curva de calibragdo externa e
fator de correcdo, conforme Kimura & Rodriguez-Amaya (2002). O padrao de trans-f-
caroteno foi fornecido pela DSM Nutritional Products (Suica). Como os carotendides
sdo altamente instdveis, a concentracdo do padrdo de B-caroteno foi confirmada apds
dilui¢do em hexano e verificagdo da pureza em HPLC (acima de 95%) e medida da

absorbancia (Amax) em espectrofotdmetro de varredura UV-visivel Lambda 25, Perkin-
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Elmer. Os demais padrdes foram purificados conforme Rodriguez-Amaya (2001) por
cromatografia em coluna aberta de 6xido de magnésio (VETEC): hyflosupercel (Diacel)
(1:2), a partir da polpa de maracuja-amarelo comercial. Os padrdes purificados foram
quantificados em espectrofotometro Perkin-Elmer modelo lambda 25 a partir das
respectivas absorbancias maximas, utilizando-se os valores de absortividade tabelados
por Davies (1976) e considerando-se a pureza de cada padrio avaliada por HPLC.

Para estocagem, os padrdes purificados foram secos em nitrogénio, diluidos em
hexano (4 mL), adicionados de BHT e acondicionados em vial na auséncia de ar, que
foi retirado com uma seringa de agulha fina (seringa de insulina). A tampa e o selo do
vial foram envolvidos com parafilme e os padrdes foram mantidos sob refrigeracao (-20
°C) até o momento da inje¢do. Para monitorar a estabilidade do processo de estocagem,
padrées de trans-B-caroteno foram injetados ao longo de 30 dias. As curvas de
calibracdo foram injetadas dentro de 7 dias.

Foram construidas curvas de calibragdo dos padrdes obtidos a partir da polpa de
maracujd-amarelo comercial: trans-violaxantina (pureza = 97%; r = 0,9992), cis-
violaxantina (pureza = 99%; r = 0,9931), B-criptoxantina (pureza = 86%; r = 0,9988),
prolicopeno (pureza = 92%), luteina (pureza = 94%; r = 0,9999) poli-cis-g-caroteno
(pureza = 91%; r = 0,9995), trans-C-caroteno (pureza = 97%; r = 0,9995) e trans-f-
caroteno (pureza = 96%; r = 0,9972) com 4 a 6 niveis de concentracdo. O limite inferior
de linearidade da curva de calibracdo foi de 8,2pg mL"' e 8,5ug mL™" para o trans f-
caroteno e para o trans-(-caroteno, respectivamente. O 13-cis-B-caroteno e o cis-C-
caroteno foram quantificados utilizando-se as curvas dos respectivos carotenodides trans.
Pontos de concentra¢do conhecida de trans-B-caroteno foram injetados 2 a 3 vezes por
semana durante a determinacdo de carotendides das amostras para verificar a
reprodutibilidade da resposta obtida e para avaliar o fator de resposta dos diferentes

carotenoides.

2.6 Determinacao da diversidade genética

Estatisticas descritivas baseadas nas médias das areas dos picos dos carotendides
foram calculadas. Com base nas dreas dos picos dos carotendides encontrados em cada
material genético foi calculada uma matriz de distancias genéticas, utilizando a
Distancia Euclidiana Média Padronizada (DEMP) com o auxilio do Programa Genes

(CRUZ, 1997). Ja a presenca e auséncia de carotendides nas espécies € acessos
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analisados foi convertida em uma matriz de dados bindrios, a partir da qual foram
estimadas as distancias genéticas entre as diferentes espécies e acessos, com base no
complemento do coeficiente de similaridade de Nei & Li (1979), utilizando-se o
Programa Genes (CRUZ, 1997).

As matrizes de distancias genéticas construidas a partir das areas dos picos dos
carotendides e do critério de presenca e auséncia de carotendides foram utilizadas para
realizar andlises de agrupamento por meio de dendrograma, utilizando-se o método do
UPGMA (Unweighted pair-group arithmetic average) como critério de agrupamento, e
a dispersdo grafica baseada em escalas multidimensionais usando o método das
coordenadas principais, com auxilio do Programa SAS (SAS INSTITUTE INC., 1989)
e Statistica (STATSOFT INC., 1999). A contribuicdo relativa de cada carotendide para
a diversidade genética também foi avaliada, utilizando o método de Singh (1981), com

o auxilio do Programa Genes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise cromatografica permitiu a identificacio de quatorze carotendides
(Tabela 3.2). Foram encontradas variacdes nas dreas dos picos dos carotendides nos oito
acessos das quatro espécies de maracujazeiros (Tabela 3.3). Este resultado evidencia a
grande diversidade genética das espécies e entre os acessos da mesma espécie com base
nas dreas dos picos dos carotendides. A alta diversidade genética entre acessos de
maracujazeiros tem sido verificada com base em marcadores moleculares (FALEIRO et
al., 2008c¢), caracteristicas fisico-quimicas de frutos (GODOY et al., 2007), além de
descritores morfoagrondmicos (ARAUJO et al., 2008).

As distancias genéticas entre os maracujas do Cerrado com base nas areas dos
picos dos carotenoides, utilizando a Distancia Euclidiana Média Padronizada, variaram
entre 0,272 e 2,040 (Tabela 3.4). A maior distancia genética (2,040) foi obtida entre P.
nitida e P. edulis comercial a. A menor distancia genética foi obtidas entre os dois
acessos de P. cincinnata (0,272). De um modo geral, os acessos comerciais de P. edulis
apresentaram altas distancias genéticas em relagdo as outras espécies e também em
relacdo aos acessos silvestres da mesma espécie. A alta variabilidade genética entre
acessos silvestres e comerciais de P. edulis também tem sido verificada com base em

marcadores moleculares do DNA (BELLON et al., 2007).
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Os carotendides apresentaram diferentes contribuigdes relativas para a
diversidade genética (Tabela 3). O cis-C-caroteno foi o carotendide que teve maior
contribuicao no indice de diversidade genética, 38,23%; seguido pelo trans-{-caroteno,
36,71% e pelo poli-cis-g-caroteno 9,69% (Tabela 3.3).

As distancias genéticas entre os maracujds do Cerrado baseados na presenga e
auséncia de carotendides, utilizando como indice o complemento do coeficiente de
similaridade de Nei e Li (1979), variaram entre 0,000 e 0,733 (Tabela 3.5). A maior
distancia genética (0,733) foi obtida entre P. edulis roxo nativo e P. nitida e entre 0s
dois acessos comerciais de P. edulis e P. setacea. A menor distancia genética foi obtida
entre os dois acessos de P. edulis comercial. A distancia genética entre o acesso amarelo
nativo e os dois acessos de P. edulis comercial (0,083) foi pequena. A distancia genética
entre os dois acessos de P. cincinnata também foi pequena (0,091). A distancia genética
entre os acessos de P. edulis roxo nativo e P. edulis comercial de 0,182 foi
relativamente pequena, ao contrdrio da distancia genética baseada nas dreas dos picos
dos carotendides. Esta diferenca pode estar relacionada ao trabalho de melhoramento
genético e domesticacdo da espécie. Variedades comerciais apresentam frutos com
tamanho 5 a 10 vezes superior aos acessos silvestres. Estas diferencas no tamanho dos
frutos aliadas a outras diferencas obtidas pelos trabalhos de selecdo podem ter alterado
significativamente as concentragdes dos carotendides, sem alterar os tipos de
carotendides presentes.

A anélise de agrupamento realizada com base nas distancias genéticas calculadas
a partir das 4reas dos picos dos carotendides permitiu subdividir os oito acessos das
quatro espécies de Passiflora em cinco grupos de similaridade genética a uma distancia
genética relativa de 0,8 (Figura 3.1). O acesso de P. edulis comercial a foi o que
apresentou maiores diferengcas em relacdo aos demais acessos e as outras espécies. O
maior grupo foi formado pelos dois acessos de P. cincinnata e pela espécie P. nitida.
Dentro desse grupo é possivel verificar maior similaridade entre os dois acessos de P.
cincinnata e depois com o acesso de P. nitida, os quais apresentam coloraciao de polpa
mais clara. A espécie P. setacea, que apresenta colora¢do da polpa mais escura (amarelo
claro) ficou mais proxima do grupo formado por P. nitida e pelos dois acessos de P.
cincinnata, a qual também pode ser verificada no grafico de dispersao (Figura 3.2). Os
dois acessos de P. edulis nativos se agruparam entre si € os dois de P. edulis comercial
ndo se agruparam entre si. As distancias genéticas relativas sdo grandes, pois as dreas

dos picos dos carotendides tém variagdo entre as espécies e entre os acessos. As
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distncias entre as espécies e 0s acessos € a distribui¢do dos mesmos nos grupos de
similaridade podem ser também observadas no gréafico de dispersdo (Figura 3.2). Este
grafico de dispersao corrobora com o que foi observado na andlise de agrupamento. Fica
evidente a formag¢do do maior grupo de similaridade envolvendo os acessos de P.
cincinnata e as espécies P. nitida e P. setacea, sendo esta tltima a mais divergente do
grupo. Os acessos de P. edulis nativo e 0s acessos comerciais ocupam a mesma regiao
gréfica, entretanto existe uma consideravel distancia entre eles.

A andlise de agrupamento realizada com base nas distancias genéticas calculadas
baseadas na presenca e auséncia de carotendides permitiu subdividir os oito acessos das
quatro espécies de Passiflora em quatro grupos de similaridade genética a uma distancia
genética relativa de 0,20 (Figura 3.3). Houve uma coincidéncia entre os grupos
formados de acordo com a espécie. A espécie P. nitida foi a que apresentou maiores
diferencas em relagdo as demais. Os acessos de P. cincinnata formaram o primeiro
grupo. Os quatro acessos de P. edulis formaram um grupo, sendo que os acessos de P.
edulis amarelo nativo e P. edulis comercial foram os mais proximos. As distancias entre
os oito acessos das quatro espécies e a distribuicio dos mesmos nos grupos de
similaridade podem ser também observadas no grifico de dispersdo (Figura 3.4). A
coincidéncia dos grupos em relacao as espécies foi corroborada no grafico de dispersao.

Espécies silvestres podem ser utilizadas com o objetivo de melhorar
caracteristicas fisicas, quimicas ou sensoriais da polpa do maracujazeiro para
diversificacdo das opcdes de mercado, como fruta exdtica ou para aumentar as
propriedades funcionais. A espécie P. caerulea, que possui polpa avermelhada e acessos
silvestres de P. edulis tém apresentado potencial para deixar mais avermelhada a polpa
do maracujazeiro-amarelo comercial e melhorar suas propriedades funcionais
(FALEIRO et al, 2008b). Por isso, estudos sobre a caracterizagdo bioquimica,
juntamente com a caracterizacdo morfoagrondmica, citogenética e molecular de
espécies nativas e silvestres de maracujazeiros sdo importantes para complementar e/ou
preencher a falta ou pouca informacdo que existe sobre essas espécies. Essas
informacdes podem auxiliar no desenvolvimento de programas de melhoramento de
maracujd visando a melhoria da qualidade nutricional, como o aumento na concentracao

de substancias bioativas como os carotendides.
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Tabela 3.2- Areas dos picos dos carotendides (mAU.Sec) nos maracujazeiros analisados. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008

Espécies/Acessos P. cincinnatare  P. cincinnataca  P. nitida  P. setacea  P. edulis amarelon  P. edulisroxon  P. edulis comerca  P. edulis comerc b
Carotenoéide Area (mAU.Sec)

neoxantina 0,00 39,65 0,00 0,00 0,00 0,00 813,53 607,73
trans-violaxantina 11,31 154,00 0,00 89,57 292,03 0,00 1127,17 386,55
cis-violaxantina 0,00 0,00 0,00 610,08 292,03 0,00 2215,33 780,60
anteraxantina 32,04 87,30 11,25 584,53 106,03 104,80 733,93 275,23
luteina 33,69 39,75 0,00 26,62 0,00 0,00 0,00 0,00
zeaxantina 152,14 13,85 0,00 433,95 34,53 0,00 311,35 67,13
B-criptoxantina 0,00 0,00 0,00 0,00 206,13 154,23 542,83 662,23
prolicopeno 0,00 0,00 0,00 0,00 278547 4145,93 2335,57 1281,76
poli-cis-g-caroteno 0,00 0,00 0,00 0,00 2298,53 5135,07 3324,73 1430,72
cis-C-caroteno 0,00 0,00 0,00 11,85 6172,40 10409,03 3896,17 1552,97
trans-{-caroteno 0,00 0,00 0,00 0,00 5265,40 9633,63 6502,77 1614,27
trans-B-caroteno 57,19 22,00 187,25 1078,45 3105,40 2557,80 2376,85 1650,01
fitoflueno 0,00 0,00 0,00 0,00 355,80 308,15 268,15 144,83
13-cis-B-caroteno 0,00 0,00 0,00 41,78 1414,60 2105,60 1706,00 267,98
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Tabela 3.3- Estatisticas descritivas relacionadas as areas dos picos dos carotendides

(mAU.Sec) e contribuicdo relativa para a diversidade genética de quatorze carotendides

avaliados em oito acessos de quatro espécies de maracujazeiro. Brasilia, Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008

Carotendides Média Minimo Maiximo Variancia Desvio- CRDG'
Padrao (%)
neoxantina 182,61 0 813,53 109422,38 330,79 0,28
trans-violaxantina 257,58 0 1127,17 143758,12 379,15 0,37
cis-violaxantina 487,55 0 2215,33 582166,15 763,00 1,51
anteraxantina 241,99 11,25 733,93 74111,68 272,23 0,19
luteina 12,51 0 39,75 310,31 17,62 0,00
zeaxantina 126,62 0 433,95 26575,73 163,02 0,07
B-criptoxantina 195,68 0 662,23 70453,14 265,43 0,18
prolicopeno 1318,59 0 4145,93 25900844,50 1609,61 6,71
poli-cis-g-caroteno 1523,63 0 5135,07 3740193,70 1933,96 9,69
cis-C-caroteno 2755,30 0 10409,03 1475841,33 3841,59 38,23
trans-C-caroteno 2877,01 0 9633,63 1417224495 3764,60 36,71
trans-B-caroteno 1379,37 22 3105,40 1505486,49 1226,98 3,90
fitoflueno 139,84 0 355,80 108,03 806234,58 0,06
13-cis-B-caroteno 686,77 0 2105,60 130,74 897,91 2,09

'Contribuicio Relativa para a Diversidade Genética, utilizando-se o método de Singh (1981).

Tabela 3.4- Matriz de Distancias Euclidianas Médias Padronizadas entre oito acessos

de quatro espécies de maracujazeiro, baseada nas dreas dos picos (mAU.Sec) de

quatorze carotendides. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa

Cerrados, 2008

Espécies/Acessos 1 2 3 4 5 6 7
P. cincinnata re 1 -
P. cincinnata ca 2 0,272 -
P. nitida 3 0,570 0,620 -
P. setacea 4 0,789 0,927 1,039 -
P. edulis amarelo n 5 1,432 1,447 1,313 1,486 -
P. edulis roxo n 6 1,819 1,835 1,720 1,911 0,714 -
P. edulis comerc a 7 2,035 2,040 2,022 1,718 1,431 1,700 -
P. edulis comerc b 8 1,212 1,212 1,094 1,231 1,058 1,518 1,197
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Tabela 3.5- Matriz de Distancias de Euclidianas Médias Padronizadas entre oito

acessos de quatro espécies de maracujazeiro, baseada na presenca e auséncia de

quatorze carotendides, utilizando o complemento do coeficiente de similaridade de Nei

e Li (1979). Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados,

2008
Espécies/Acessos 1 2 3 4 5 6 7
P. cincinnata re 1 -
P. cincinnata ca 2 0,091 -
P. nitida 3 0,429 0,500 -
P. setacea 4 0,286 0,333 0,636 -
P. edulis amarelo n 5 0,500 0,529 0,692 0,300 -
P. edulis roxo n 6 0,714 0,733 0,636 0444 0,100 -
P. edulis comerc a 7 0,556 0474 0,733 0,273 0,083 0,182 -
P. edulis comerc b 8 0,556 0474 0,733 0,273 0,083 0,182 0,000
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Distancia genética
Figura 3.1- Andlise de agrupamento de oito acessos de maracujazeiro com base na
matriz de distancias euclidianas médias padronizadas calculadas utilizando-se as areas
dos picos de quatorze carotendides. O método do UPGMA foi utilizado como critério
de agrupamento. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa

Cerrados, 2008.
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Figura 3.2- Dispersdo grafica de oito acessos de maracujazeiro com base na matriz de
distancias euclidianas médias padronizadas calculadas utilizando-se as dreas dos picos
de quatorze carotendides. Brasilia, Embrapa Recursos  Genéticos e

Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008.
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Figura 3.3- Andlise de agrupamento de oito acessos de maracujazeiro com base na
matriz de distancias euclidianas médias padronizadas utilizando-se a presenca e
auséncia de quatorze carotendides. O método do UPGMA foi utilizado como critério de
agrupamento. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/Embrapa

Cerrados, 2008.
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Figura 3.4- Dispersdo gréifica de oito acessos de maracujazeiro com base na matriz de

distancias euclidianas médias padronizadas calculadas utilizando-se a presenca e

auséncia de quatorze carotendides. Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008.

4 CONCLUSOES

Houve diversidade genética entre os oito acessos das quatro espécies de
maracujazeiro analisados com base no perfil de carotendides, tanto pelas dreas do picos
dos carotendides quanto pela presenga e auséncia de carotendides.

As dreas dos picos dos carotendides verificados nas espécies nativas do Cerrado
de P. cincinnata, P. edulis roxo e amarelo, P. nitida e P. setacea foram diferentes das
verificadas na espécie comercial.

H3é necessidade de caracterizagdo, conservagdo e utilizacdo dos maracujazeiros
nativos para a diversificacdo da alimentacdo em programas de melhoramento genético e

a criacao de novas alternativas para os sistemas de producao.
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5 CONCLUSOES

As diferengas encontradas nos maracujazeiros analisados tanto com relagdo a
metodologia, a andlise qualitativa e quantitativa de carotendides e a diversidade genética
reforcam a necessidade de caracterizacdo, conservacao e a utilizacao dessa valiosa fonte

de recursos genéticos de maracujd existente no Cerrado.
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6 ANEXO

FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DE CAROTENOIDES

(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001)

Extracdo (c/ acetona gelada
e antioxidante BHT)

Transferéncia p/ éter etilico

‘ Evaporacéo a vacuo (T < 35°C) ‘ baponificagéo (1 noite — 16h KOH metandlico 10%)

‘ Diluicao em éter de petréleo ‘ ‘ Retirada do alcali ‘

\ Armazenamento (¢/ BHT) congelador | ‘ Evaporacao a vacuo (T < 35°C) ‘

‘ Diluicao em éter de petrdleo ‘

| Armazenamento (c/ BHT) congelador |

Figura 3: Fluxograma de extracdo de carotendides. Brasilia: Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008.

FLUXOGRAMA DE SEPARACAO DE CAROTENOIDES

(KIMURA & RODRIGUEZ- ‘ Secagem da amostra ¢/ N, ‘
AMAYA, 2002; AZEVEDO- |

MELEIRO & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2004) | Diluicao em acetona ‘

|
‘ Injecdo da amostra no HPLC ‘

‘ Identificacao ‘

informagoes obtidas dos espectros l ‘ ordem de eluicdo na coluna ‘
de absor¢ao no UV-visivel fornecidos
pelo detector de arranjo de diodos

‘ valores de Rf em camada delgada |

‘ co-cromatografia com padroes ‘

‘ reagoes quimicas especificas ‘

A — curva de calibracao externa
‘ Quantificagao ‘ fator de correcdo

Figura 4: Fluxograma de separacdo dos carotendides. Brasilia: Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia/Embrapa Cerrados, 2008.
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