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PINTO, M.S. - Compostos bioativos de cultivares brasileiras de morango 

(Fragaria x ananassa Duch.): caracterização e estudo da biodisponibilidade dos 

derivados de ácido elágico. 

 

RESUMO 

 O morango representa boa fonte de vitamina C, flavonóides e derivados de 

ácido elágico e tem ampla aceitação pela população brasileira. Os objetivos deste 

trabalho foram: caracterizar diferentes cultivares quanto aos teores de compostos 

bioativos, otimizar a metodologia para quantificação do conteúdo de ácido elágico 

total, purificar e caracterizar estruturalmente os elagitaninos, avaliar sua potencial 

atividade antiproliferativa, anti-diabetes tipo 2 e anti-hipertensão, estudar a 

biodisponibilidade desses compostos in vivo. Os resultados demonstraram que 

existem diferenças significativas nos teores de compostos bioativos entre as 

cultivares. As melhores condições para determinação dos teores de ácido elágico total 

foram: extração em acetona 80% e posterior hidrólise com ácido trifluoracético (TFA) 

2N a 120 °C por 60 minutos. A precipitação com acetato de itérbio foi o método mais 

eficiente para a purificação dos elagitaninos. Após administração por gavagem a ratos 

de um purificado de elagitaninos, nenhum composto foi detectado no plasma e tecidos 

analisados. 

 

PALAVRAS-CHAVE: ácido elágico, elagitaninos, biodisponibilidade, capacidade 
antioxidante, compostos bioativos. 

 

 



PINTO, M.S. – Bioactive compounds from Brazilian strawberry cultivars 

(Fragaria x ananassa Duch.): Characterization and bioavailability of ellagic acid 

derivatives  

 

ABSTRACT 

 

Strawberries are a good source of vitamin C, flavonoids and ellagic acid 

derivatives and are consumed in Brazil in large quantities. The objectives of the 

present work were: characterization of different cultivars with respect to the content 

of bioactive compounds, optimization of the method for quantification of total ellagic 

acid content, purification and structural identification of ellagitannins, evaluation of 

their antiproliferative, anti-type 2 diabetes and anti-hypertension potentials, 

investigation of their in vivo bioavailability. The results indicated that there were 

significant differences in bioactive compounds among the strawberry cultivars. The 

best conditions for the determination of the total ellagic acid content in strawberries 

were extraction with 80% acetone, and hydrolysis using 2N TFA at 120 C for 60 

minutes. The precipitation method using ytterbium acetate was the most efficient in 

purifying the ellagitannins. After administration of purified ellagitannins to rats by 

gavage, no compound was detected in plasma or tissue samples analyzed. 

 

KEY WORDS: ellagic acid, ellagitannins, bioavailability, antioxidant capacity, 

bioactive compounds. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os seres humanos estão expostos a uma série de agentes oxidantes que podem 

causar danos a biomoléculas tais como lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos, o que 

parece estar implicado em um grande número de patologias, incluindo doenças 

cardiovasculares e certos tipos de câncer. Diversos estudos epidemiológicos mostram 

menor incidência de doenças crônico não-transmissíveis associada à participação 

elevada de frutas e hortaliças na dieta. Esse efeito é provavelmente decorrente da 

presença de uma série de compostos antioxidantes nas plantas, que neutralizariam a 

ação dos radicais livres envolvidos nos processos patológicos. Dessa forma, a 

identificação de fontes vegetais dietéticas com alta capacidade antioxidante, seja esta 

derivada de compostos fenólicos e/ou vitaminas, é de extrema importância.  

Nesse contexto, o morango apresenta uma enorme potencialidade devido ao fato 

de representar uma boa fonte de vitamina C e flavonóides, apresentar ampla aceitação 

pela população brasileira e, graças ao desenvolvimento de novas variedades, ser 

produzido o ano inteiro. Além disso, a composição em flavonóides do morango, 

caracterizada pelo alto teor de antocianinas, e a presença de derivados de ácido elágico, 

compostos com alto potencial biológico e distribuição mais limitada, o torna 

especialmente interessante.  

Um estudo realizado por nosso grupo verificou uma ampla variação na 

capacidade antioxidante de frutas e vegetais, e as amostras ricas em antocianinas, tais 

como o morango, foram as que apresentaram as capacidades mais elevadas, avaliadas 

através de dois diferentes sistemas in vitro (HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO, 

2005). Além disso, o morango representa a principal fonte de derivados de ácido elágico 

na dieta brasileira, e estes correspondem a mais de 50% dos compostos fenólicos 

encontrados no fruto (HÄKKINEN et al., 2000, PINTO; GENOVESE; LAJOLO, 

2008a). Wang e Jiao (2000) analisaram sucos de morango feitos a partir de seis 

diferentes cultivares e verificaram que exibiam alta capacidade antioxidante contra 

espécies reativas de oxigênio incluindo os superóxidos, peróxidos de hidrogênio, 

radicais hidroxila e oxigênio singlete, sendo que a porcentagem de inibição variou entre 

as cultivares estudadas. 

Dessa forma, torna-se de extrema importância caracterizar as diferentes 
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cultivares comerciais de morango em relação à sua capacidade antioxidante e 

composição em compostos fenólicos e verificar possíveis diferenças entre estas, 

permitindo a identificação dos potencialmente promissores em termos de efeitos 

benéficos à saúde humana. Por outro lado, a falta de dados sobre a biodisponibilidade e 

metabolismo dos derivados de ácido elágico associada ao seu enorme potencial 

biológico justifica a realização destes estudos.  
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1.1. Compostos bioativos de alimentos 

 

 Os alimentos de origem vegetal apresentam compostos não nutrientes 

(fitoquímicos) com atividades biológicas ditas promotoras da saúde, tais como 

atividades antioxidante, antiinflamatória e hipocolesterolêmica. Entre estes podemos 

citar as catequinas do chá verde, as antocianinas dos frutos vermelhos, os flavonóis das 

hortaliças e as isoflavonas da soja. A possibilidade de reduzir o risco de doenças através 

da dieta tem atraído a atenção tanto da comunidade científica como das indústrias 

alimentícias com o objetivo comum de desenvolver os atualmente conhecidos como 

"alimentos funcionais", ou alimentos ricos em um ou mais compostos/componentes 

bioativos que apresentam efeitos positivos na saúde. 

Os compostos fenólicos representam a maior categoria de agentes fitoquímicos e 

encontram-se amplamente distribuídos no reino vegetal. Eles são derivados das vias do 

ácido chiquímico e acetato-malonato. Os três maiores grupos de fenólicos da dieta são 

os flavonóides, os ácidos fenólicos e os polifenóis (taninos). Os ácidos fenólicos 

compreendem os ácidos benzóicos e derivados (hidroxibenzóico, gálico, elágico, etc.) e 

os ácidos cinâmicos e derivados (cumárico, caféico, ferúlico, clorogênico, etc.). Os 

taninos são polímeros de alto peso molecular divididos em duas classes: taninos 

hidrolisáveis, que compreendem polímeros de ácido gálico ou elágico, encontrados em 

frutas como o morango, a uva muscadine (Vitis rotundifolia) e nas nozes; e os taninos 

condensados, polímeros de catequina ou epicatequina (KING; YOUNG, 1999). 

Visto que os radicais livres podem causar danos oxidativos aos lipídeos, 

proteínas e ácidos nucléicos, podendo levar a um grande número de patologias 

incluindo câncer e aterosclerose, presume-se que a ingestão de antioxidantes capazes de 

neutralizar os radicais livres possa ter um papel importante na redução do risco destas 

doenças (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Dessa forma, a identificação de fontes 

vegetais com alta capacidade antioxidante, seja esta derivada de compostos fenólicos 

e/ou vitaminas, é de extrema importância.  

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) é um fruto não climatérico de consumo 

humano freqüente (AVIGDORI-AVIDOV, 1986). Ao lado de cor e sabor atrativos, o 

morango é também uma boa fonte de vitamina C e outros compostos antioxidantes, tais 

como flavonóides e outros fenólicos (ROBARDS et al., 1999). 
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A cor atrativa do morango é devida aos derivados de antocianidinas ligados a 

açúcares, já que as agliconas são raramente encontradas nas plantas. A quantidade de 

antocianinas é importante para a avaliação da maturidade dos morangos. A principal 

antocianina encontrada no morango é a pelargonidina 3-glucosídeo, com cianidina 3-

glucosídeo e pelargonidina 3-rutinosídeo presentes em quantidades menores 

(CORDENUNSI et al., 2005, GIL; HOLCROFT; KADER, 1997). Além das 

antocianinas, o morango também apresenta outros flavonóides, especificamente 

derivados glicosilados de quercetina e campferol (CORDENUNSI et al., 2002).  

A vitamina C (L-ascorbato) é um dos mais importantes seqüestradores de 

radicais livres encontrados em plantas, animais e humanos (AGAR; STREIF; 

BANGERTH, 1997). O L-ascorbato (L-treo-hex-2-enono-1,4-lactona) é um derivado de 

um açúcar hexose e o grupo ene-diol nos átomos de carbono 2 e 3 é responsável por 

suas propriedades ácidas e redutoras, pois ele pode se ionizar e doar elétrons. Dessa 

forma, o ascorbato reage com espécies reativas de oxigênio tais como peróxido de 

hidrogênio (H2O2), superóxido (O2
-) e oxigênio singlete (1O2), resultando em sua 

capacidade antioxidante (ASARD; MAY; SMIRNOFF, 2004). 

Wang, Cao e Prior (1996) relataram que entre 12 frutas diferentes analisadas, os 

morangos foram os que apresentaram a maior capacidade antioxidante, e a contribuição 

da vitamina C foi estimada como sendo < 15%. De modo similar, Kalt et al. (1999) 

observaram que em frutos tais como morango, framboesa (Rubus idaeus Michx.) e 

mirtilo (Vaccinium corymbosum L.), a contribuição do ascorbato para a capacidade 

antioxidante total in vitro era reduzida (0,4 - 9,4%). Os autores encontraram uma forte 

correlação com o conteúdo de fenólicos totais (r= 0,83) e antocianinas (r= 0,90). 

Resultados semelhantes foram relatados por Beekwilder et al. (2005) para a framboesa, 

cuja capacidade antioxidante total parece resultar principalmente de compostos 

fenólicos, e, em menos de 20%, da vitamina C. 
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1.2. Flavonóides 

 

Os flavonóides são compostos bioativos amplamente distribuídos entre os 

alimentos e caracterizados estruturalmente como difenilpropanos (C6-C3-C6) 

(HERTOG; HOLLMAN; KATAN, 1992). Muitos ocorrem naturalmente como 

flavonóides glicosilados, e os carboidratos mais encontrados são D-glicose, L-ramnose, 

glicoramnose, galactose e arabinose. Esses compostos podem ser agrupados em diversas 

subclasses incluindo antocianinas, flavonas, flavan-3-óis, flavanonas, isoflavonas e 

flavonóis. Eles são encontrados nos alimentos geralmente como O-glicosídeos com o 

açúcar normalmente ligado na posição C3, ou, no caso das isoflavonas, C7 (KING; 

YOUNG, 1999). 

Estudos in vivo em animais e in vitro demonstraram que os flavonóides 

apresentam diversas atividades biológicas, incluindo capacidade antioxidante, 

antimutagênica entre outras. O “Paradoxo Francês” resulta de evidências 

epidemiológicas de que certas populações com alto consumo de vinho tinto, rico em 

flavanóis e outros compostos fenólicos, apresentam menores taxas de doenças 

coronarianas em relação a outros países ocidentais, mesmo com um consumo elevado 

de colesterol (PASCAL, 1996). Em alguns estudos epidemiológicos observou-se que o 

risco de doenças coronarianas foi reduzido devido à alta ingestão de flavonóides como 

as flavonas apigenina e luteolina e os flavonóis campferol, miricetina e quercetina 

(HERTOG et al., 1992; 1993). 

Observou-se que os flavonóides atuam beneficamente através da capacidade 

antioxidante e inibição na síntese dos eicosanóides e agregação plaquetária (GERMAN; 

DILLARD, 2000). Uma diversidade de estudos in vitro tem mostrado que os 

flavonóides podem inibir e, às vezes, induzir uma grande variedade de enzimas, 

envolvidas em importantes processos reguladores como a divisão e proliferação celular, 

agregação plaquetária, detoxificação, atuação da resposta inflamatória e imune do 

organismo humano. Em virtude de sua propriedade antioxidante in vitro e sua ação 

inibitória durante vários estágios do desenvolvimento de tumores, demonstrada em 

estudos experimentais com animais, os flavonóides podem contribuir com os efeitos 

protetores atribuídos aos alimentos vegetais, entre os quais proteção aos tecidos contra 

os radicais livres e peroxidação lipídica, estes últimos envolvidos em sérias condições 

patológicas como aterosclerose, câncer e inflamação crônica (HOLLMAN; KATAN, 
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1997; 1999). 

De acordo com Soares (2002), a oxidação nos sistemas biológicos ocorre devido 

à ação dos radicais livres no organismo gerados por fontes exógenas ou endógenas. As 

fontes exógenas geradoras de radicais livres incluem tabaco, poluição do ar, solventes 

orgânicos, pesticidas, entre outros. As fontes endógenas originam-se de processos 

biológicos que normalmente ocorrem no organismo como resultado da atividade das 

lipoxigenases, cicloxigenases, desidrogenases, peroxidases; da presença de metais de 

transição e de sistemas de transporte. Na geração de radicais estão envolvidas organelas 

celulares como as mitocôndrias, lisossomos, peroxissomos e membranas. A variedade 

de radicais livres formados engloba espécies reativas de oxigênio como o íon 

superóxido (O2
-), hidroxila (OH), peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio singlete 

(1O2); complexos de metais de transição como Fe+3/Fe+2 e Cu+2/Cu+; radicais de carbono 

como triclorometil (CCl3), assim como espécies reativas de nitrogênio como o óxido 

nítrico (NO).  

Os radicais livres desencadeiam reações de oxidação na membrana lipoprotéica 

que afetam a integridade estrutural e funcional da membrana celular. Os antioxidantes 

inibem a oxidação através de dois mecanismos: o primeiro envolve a inibição da 

formação dos radicais e o segundo envolve a eliminação dos radicais formados através 

da doação de átomos de hidrogênio a estas moléculas, interrompendo a cadeia de 

reação. Os antioxidantes fenólicos atuam como seqüestradores de radicais livres e como 

quelantes de metais (SOARES, 2002). 

O potencial antioxidante e de inibição da peroxidação lipídica exercido pelos 

flavonóides deve-se predominantemente à capacidade sequestrante de radicais livres em 

relação à atuação quelante de metais. Esta propriedade sozinha não implica um efeito 

benéfico uma vez que ocorre a formação de um radical flavonóide. Um radical 

flavonóide muito reativo irá propagar os efeitos deletérios iniciados pelo ataque do 

radical. Entretanto, um radical flavonóide com alta estabilidade não irá reagir e, como 

conseqüência, este flavonóide irá atuar como antioxidante (HOLLMAN; KATAN, 

1997a). 

Três grupos estruturais aumentam a estabilidade do radical flavonóide e de sua 

propriedade antioxidante: a presença de grupamentos hidroxilas no anel B; a presença 

da dupla ligação no anel C (heteroanel), além da presença de grupamentos hidroxilas 
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nas posições 5 e 7 do anel A. Os flavonóis são mais potentes do que as respectivas 

flavonas devido à presença da hidroxila na posição 3. A presença de hidroxila na 

posição 2’ do anel A das hidrochalconas possibilita sua atuação antioxidante de maneira 

mais potente em relação às suas respectivas flavanonas (NAKAMURA et al., 2003). As 

flavanonas são antioxidantes fracos devido à ausência da dupla ligação (PIETTA, 2000; 

ROBARDS et al., 1999). A quercetina, 3 ,5 ,7 ,3’ ,4’- pentahidroxiflavona, uma das 

maiores representantes dos flavonóis, apresenta os três grupos estruturais e é 

considerada excelente antioxidante (HOLLMAN; KATAN, 1997). 

A quercetina é o flavonóide mais utilizado nos estudos de mutagenicidade. Em 

geral, os flavonóides inibem as enzimas da fase I que ativam os carcinógenos, inibem a 

proliferação de células cancerígenas e a ligação estrogênica aos sítios envolvidos na 

regulação das células de crescimento. A quercetina também inibe a citocromo P450 

sintetase estrógeno-dependente, além da atividade de ciclo-oxigenase, lipoxigenase e 

xantina oxidase. A apigenina, o campferol, a naringenina, e a rutina também podem 

inibir a lipoxigenase. A quercetina, a genisteína e a rutina atuam na proteção contra a 

injúria celular causada pela oxidação do LDL, inibindo a oxidação da lipoproteína e 

protegendo as células dos danos citotóxicos causados pelo LDL oxidado (PETERSON; 

DWYER, 1998a; VISIOLI; BORSANI; GALLI, 2000). 

Os flavonóides são capazes de proteger o ascorbato da oxidação graças a suas 

propriedades complexantes de metais, através do grupo orto di-hidroxila. As 

antocianinas também demonstraram prevenir a oxidação in vitro do ácido ascórbico por 

íons metálicos, não apenas através da quelação de metais, mas também através da 

formação de um complexo ácido ascórbico (co-pigmento) – metal - antocianina 

(SARMA et al., 1997). 
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1.3. Ácido elágico e derivados 

 

O ácido elágico é um composto fenólico encontrado em nossa dieta 

principalmente em morango, framboesa (Rubus idaeus L.) e amora-preta (Rubus 

fruticosus L.) (TOMÁS-BARBERÁN; CLIFFORD, 2000). O ácido elágico pode 

ocorrer na forma livre, glicosilada (Figura 1), ou ligado como elagitaninos, esterificado 

com glicose (BATE-SMITH, 1972; HADDOCK et al., 1982; MAAS; GALLETTA, 

1991a). 

 

Figura 1. Estrutura química dos derivados de ácido elágico da framboesa. A: ácido 

elágico 4-arabinosídeo, B: ácido elágico 4-acetilarabinosídeo, C: ácido elágico 4-

acetilxilosídeo.  
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Os elagitaninos são compostos fenólicos solúveis em água de alto peso 

molecular e com capacidade de precipitação de proteínas e alcalóides (SANTOS-

BUELGA; SCALBERT, 2000) (Figura 2). São ésteres do ácido hexahidroxidifênico 

(HHDP) e um poliol, geralmente glicose e ácido quínico (HASLAM, 1989). Os 

monômeros de elagitaninos podem ser oxidados nas plantas e formar dímeros, trímeros 

e tetrâmeros com pesos moleculares de até 4000 Da.  

 

Figura 2. Estruturas de elagitaninos presente em frutas. 

 

 

Sanguiina H-10 

Sanguiina H-6 

Lambertianina C 

Framboesa  

Morango 
Framboesa  

Framboesa  
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1.4. Determinação de ácido elágico e derivados 

A detecção e a quantificação de elagitaninos se baseiam no fato de que quando 

esses compostos são expostos a ácidos ou bases, as ligações ésteres são hidrolisadas e o 

ácido hexahidroxidifênico espontaneamente se rearranja formando o ácido elágico, que 

é insolúvel em água (CLIFFORD; SCALBERT, 2000) (Figura 3).  

Figura 3. Hidrólise de elagitaninos (1) a ácido elágico (2). 

 

 

Segundo Hakkinen et al. (1999) os derivados de ácido elágico representam mais 

de 50% do teor total de fenólicos presentes em morangos e framboesas. O teor de ácido 

elágico livre varia bastante comparando-se framboesa (0,58 mg/100 g base úmida), 

morango (1,8 mg/100 g base úmida) e amora-preta (8,8 mg/100 g base úmida) 

(AMAKURA et al., 2000). Porém, sabe-se que os teores de ácido elágico livre são 

geralmente baixos, embora quantidades substanciais possam ser detectadas após 

hidrólise ácida dos extratos, como resultado da quebra dos elagitaninos (BEATTIE; 

CROZIER; DUTHIE, 2005). Esta reação de hidrólise constitui a base dos métodos 

comumente empregados para a detecção e quantificação do teor total de ácido elágico, 

que na grande maioria dos estudos é realizada posteriormente por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE).  

Tomás-Barberán e Clifford (2000) relataram que embora as técnicas analíticas 

comumente empregadas para a quantificação do teor de ácido elágico total possam 

apresentar boa reprodutibilidade e exatidão, os resultados obtidos diferem 

consideravelmente já que dependem do método e solvente utilizados na extração, como 

também se o extrato obtido foi previamente hidrolisado para a análise. Desde que o 

(1) (2) 
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ácido elágico é insolúvel em água, é fácil subestimar o conteúdo se um solvente aquoso 

for usado. Se o extrato é hidrolisado antes da análise, o conteúdo de ácido elágico é 

mais exato porque inclui ambas as formas, livre e conjugada, desse ácido fenólico.  

Daniel et al. (1989) analisaram 18 diferentes frutos quanto ao teor total de ácido 

elágico. Para esta determinação, realizaram testes prévios para verificar qual o melhor 

solvente a ser utilizado na extração e concluíram que tanto a mistura acetona: água (4:1, 

v/v) quanto o metanol puro apresentavam a melhor eficiência. Após a extração, a 

hidrólise foi efetuada durante 2 horas a 100 �C utilizando ácido trifluoracético 2 N 

(TFA), e os autores verificaram que tempos maiores de hidrólise não liberavam mais 

ácido elágico. Para o morango, obtiveram um conteúdo de ácido elágico de 63 g/g 

(base úmida).  

Maas, Wang e Galletta (1991) avaliaram o teor total de ácido elágico presente em 

diferentes cultivares de morango. Para tanto, fizeram algumas modificações no método 

desenvolvido por Daniel et al. (1989). As amostras foram extraídas com acetona aquosa 

(4:1, v/v), porém a hidrólise foi realizada por apenas 1 hora. Os resultados obtidos 

mostraram grande diferença entre as cultivares, variando de 43 a 464 g/g (base úmida).  

Hakkinen et al. (2000) otimizaram as condições para a determinação do teor total 

de ácido elágico presente em morangos. Observaram que usando HCl 1,2 M 

(concentração final) e tempo de hidrólise de 20 horas, 50% mais ácido elágico era 

detectado (38 mg/100 g base úmida) do que quando a hidrólise era de somente 2 horas 

(19,4 mg/100 g base úmida). Os autores também testaram as condições propostas por 

Daniel et al. (1989), porém a quantidade de ácido elágico obtida foi muito menor (5,5 

mg/100 g base úmida) que a encontrada para a hidrólise de 20 horas. Portanto, nesse 

trabalho foi proposto como condição ótima para detecção do teor total de ácido elágico 

um tempo de 20 horas a 85 5 C  em metanol 50% e HCl 1,2 M (concentração final).  

Além dos métodos de hidrólise utilizados para morangos, outros foram 

propostos para diversos alimentos que também possuem teores significativos de ácido 

elágico livre e conjugado. Wilson e Hagerman (1990) hidrolisaram amostras de 

castanha (Castanea sativa Mill.) durante 10 horas a uma temperatura de 100 C, porém 

propuseram que a determinação do teor total (após hidrólise) poderia ser realizada 

através de método colorimétrico. Amostras de uvas muscadine foram hidrolisadas por 1 
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hora a 95 C com HCl 2N (LEE; TALCOTT, 2004). Bushman et al. (2004) submeteram 

à hidrólise amostras de semente de framboesa e amora-preta por 2 horas a 100 C com 

TFA 2N em metanol, após prévia extração com metanol puro por 24 horas a 100 C. 

Esses autores não testaram a recuperação do ácido elágico nas condições adotadas. 

Portanto, pode-se verificar que existem diversos métodos já descritos na 

literatura para a quantificação do teor total de ácido elágico e que, em alguns casos, é 

relatada a falta de concordância entre eles. Outro fator a ser levado em consideração é se 

a análise será efetuada em um fruto ou vegetal in natura, onde o ácido elágico se 

encontra na forma de derivados hidrossolúveis (elagitaninos), ou em alimentos 

processados/armazenados, onde certa parte do ácido elágico pode encontrar-se na forma 

livre e, portanto insolúvel em água. Dessa forma, torna-se necessária uma otimização 

das condições de extração e hidrólise de ácido elágico e/ou derivados de acordo com as 

diferentes matrizes a serem analisadas.  
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1.5. Atividade biológica de ácido elágico e derivados 

 

Existe um interesse particular na determinação das quantidades de ácido elágico 

presentes em frutos devido a crescentes evidências de seus efeitos quimiopreventivos. 

Estudos com animais utilizando carcinógenos químicos têm demonstrado que a 

administração do ácido elágico na dieta inibe o desenvolvimento de cânceres de 

esôfago, fígado e pulmão, dependendo do tipo de composto utilizado. A aplicação 

tópica de ácido elágico também demonstrou diminuir a incidência de câncer de pele 

induzido quimicamente, em camundongos (HANNUM, 2004). 

Em ratos, o ácido elágico administrado na dieta inibiu o desenvolvimento de 

câncer de esôfago induzido por N-nitrosometilbenzilamina (NMBA) em 25 a 50% e as 

lesões pré-neoplásicas e neoplásicas foram reduzidas (MANDAL; STONER, 1990; 

DANIEL; STONER, 1991). No entanto, estes pesquisadores observaram que a inibição 

do tumor ocorria somente quando o ácido elágico era administrado continuamente antes, 

durante e após a dose de NMBA.  

Em estudo realizado por Kresty et al. (2001), a administração de framboesas 

liofilizadas a ratos tratados previamente com NMBA inibiu eventos carcinogênicos de 

iniciação e pós-iniciação como evidenciado pela diminuição na incidência e 

multiplicidade de tumores, inibição da formação de adutos de DNA, redução dos índices 

proliferativos, e inibição da formação de lesões pré-neoplásicas.  

Diversos estudos também já relataram as propriedades antioxidantes in vitro dos 

elagitaninos e do ácido elágico (GIL et al., 2000; ANDERSON et al., 2001; MULLEN 

et al., 2002; SRINIVASAN et al., 2002). Priyadarsini et al. (2002) testaram a 

capacidade antioxidante do ácido elágico através da medida da habilidade de inibição da 

peroxidação lipídica induzida pela irradiação gama em microssomos. O ácido elágico 

mostrou capacidade antioxidante através do seqüestro de ERO (espécies reativas de 

oxigênio) e ERN (espécies reativas de nitrogênio), tais como radicais hidroxila, 

peroxila, NO2 e peroxinitrila, com constantes de velocidade comparáveis às de 

antioxidantes conhecidos tais como as vitaminas C e E. Elagitaninos como Sanguiina H-

6 e lambertianina C (presentes em altas concentrações em framboesa e amora-preta) 

apresentam alta capacidade antioxidante, podendo exercer efeitos protetores ao 

passarem pelo trato gastrointestinal, onde também podem ser despolimerizados 
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liberando ácido elágico, o qual seria mais facilmente absorvido (BEATTIE; CROZIER; 

DUTHIE, 2005). Cao et al. (1998) verificaram que a ingestão de suco de morangos 

frescos (240 g/copo) por mulheres aumentava a capacidade antioxidante do plasma em 

14-30% após quatro horas, indicando que os compostos antioxidantes presentes eram 

absorvidos.  

McDougall e Stewart (2005) relataram efeitos inibitórios dos polifenóis presentes 

em frutos ricos em antocianinas e elagitaninos tais como framboesa e morango sob 

enzimas do sistema digestório. As antocianinas inibiram significativamente a atividade 

da enzima α-glicosidase, levando à uma diminuição da glicemia após a ingestão de uma 

dieta rica em carboidratos. Por sua vez, os elagitaninos inibiram a atividade da enzima 

α-amilase. Esses autores sugeriram esses frutos como potenciais candidatos a futuros 

estudos clínicos no que diz respeito ao controle da glicemia pós-prandial no caso da 

diabetes tipo 2. Porém, maiores estudos sobre os possíveis efeitos benéficos desses 

compostos ainda se fazem necessários. 
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1.6. Biodisponibilidade de flavonóides e ácido elágico e derivados 

 

A biodisponibilidade dos compostos fenólicos é uma característica extremamente 

importante, já que esta varia amplamente entre os diversos compostos e não 

necessariamente os mais abundantes em nossa dieta, ou os que apresentam maior 

capacidade antioxidante in vitro, são os mais biodisponíveis. Um composto com alta 

capacidade antioxidante intrínseca pode, ao ser ingerido através da dieta, ser 

pobremente absorvido, extensamente metabolizado ou rapidamente eliminado, 

resultando em baixa atividade biológica. Ainda, os metabólitos produzidos pela 

atividade digestiva ou hepática podem ser completamente inativos ou apresentar 

atividade maior que o composto original (MANACH et al., 2004).  

De forma geral, os compostos fenólicos se apresentam na forma de glicosídeos, 

ésteres ou polímeros e só podem ser absorvidos após hidrólise por enzimas intestinais 

ou da microbiota colônica. Alguns flavonóides podem sofrer absorção gástrica desde 

que não estejam glicosilados, e os glicosídeos podem ser absorvidos no intestino 

delgado desde que não estejam ligados a açúcares, tais como a ramnose, que só podem 

ser hidrolisados pela microbiota. Os compostos fenólicos são conjugados (metilação, 

sulfatação e glucuronidação) no intestino delgado e posteriormente no fígado, o que 

facilita sua eliminação através da urina e bile por aumentar sua polaridade (MANACH 

et al., 2004). 

Após a ingestão, as isoflavonas da soja são hidrolisadas pelas glicosidases 

intestinais (XU et al., 1995; IZUMI et al. 2000), liberando as agliconas, daidzeína, 

genisteína e gliciteína, que podem ser excretadas ou absorvidas e posteriormente 

metabolizadas em vários metabólitos específicos. A daidzeína é convertida nos 

metabólitos equol (com atividade estrogênica igual ou maior que a da aglicona), 

dehidrodaidzeína e O-desmetilangolensina (ODMA), e a genisteína é convertida no 

composto inativo p-etilfenol (SETCHELL et al., 1984; HUTCHINS; SLAVIN; 

LAMPE, 1995; SETCHELL; CASSIDY, 1999). A extensão deste metabolismo é 

altamente variável entre indivíduos e é influenciada pela microbiota e por outros 

componentes da dieta; e.g. apenas 30 a 40% dos ocidentais produzem equol (CASSIDY; 

HANLEY; LAMUELA-RAVENTOS, 2000). Assim como os estrógenos endógenos, as 

isoflavonas apresentam circulação enterohepática e são secretadas na bile (KURZER; 
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XU, 1997). A absorção tem lugar em todo o intestino, possivelmente por difusão 

passiva não-iônica, e a conjugação das isoflavonas ao ácido glucurônico se dá 

principalmente no fígado e também ocasionalmente no intestino durante a fase de 

absorção (SETCHELL et al., 2002). Após absorção, as isoflavonas podem ser 

encontradas na urina e no plasma, em geral sob a forma de glucuronídeos conjugados (~ 

90 %), e apenas 3-5 % como sulfatos (ADLERCREUTZ; MAZUR, 1995). A 

eliminação ocorre via renal, principalmente como glucuronídeos conjugados 

(KULLING; HONIG; METZLER, 2001). Segundo Izumi et al. (2000), a forma 

aglicona é mais rapidamente e melhor absorvida que a glicosídica, porém outros autores 

encontraram uma maior biodisponibilidade para os glicosídeos que para as agliconas 

(SETCHEL et al., 2001), indicando que a biodisponibilidade das isoflavonas pode ser 

influenciada pela forma de consumo da soja. Os produtos de soja fermentados 

apresentam como forma principal as agliconas, enquanto os não-fermentados (soja e 

seus derivados, farinha, isolado protéico, concentrado protéico) apresentam como forma 

principal os glicosídeos (WANG; MURPHY, 1994). Hutchins, Slavin e Lampe (1995) 

relataram que a biodisponibilidade das isoflavonas em alimentos fermentados é maior 

que para os não-fermentados. 

Muitos estudos foram também realizados com a quercetina, o flavonol mais 

amplamente encontrado em vegetais. Hollman et al. (1995) determinaram a absorção de 

quercetina administrada a nove indivíduos ileostomizados e verificaram que a absorção 

dos glicosídeos de quercetina presentes no suplemento alimentar preparado à base de 

cebolas foi de 52%, a absorção da quercetina na forma de aglicona foi de 24%, e a 

absorção da quercetina rutinosídeo, presente no chá, foi de 17%. Eles observaram que a 

quercetina presente nas cebolas é melhor absorvida do que a aglicona pura. A absorção 

do glicosídeo presente nas cebolas pode ser explicada através do mecanismo de 

transporte ativo (sódio/glicose). 

Hollman et al. (1997b) compararam a biodisponibilidade dos glicosídeos de 

quercetina presentes nas cebolas, nas maçãs e no chá, através da análise dos níveis 

plasmáticos de quercetina em indivíduos sadios. Eles observaram que a 

biodisponibilidade dos glucosídeos de quercetina presentes na maçã e dos rutinosídeos 

presentes no chá, com relação aos glicosídeos presentes nas cebolas, foi de 30%. A 

maior diferença encontrada entre as fontes alimentares foi devida ao tipo de glicosídeo. 

A quercetina presente nas cebolas foi rapidamente absorvida enquanto a quercetina 3-



 
17 

rutinosídeo, presente no chá, foi lentamente absorvida. A taxa de absorção dos 

glicosídeos de quercetina presentes nas maçãs foi intermediária. Estes resultados 

demonstraram a importância do tipo de glicosilação com relação à absorção e 

biodisponibilidade de quercetina no organismo humano. 

Muito pouco se sabe sobre a biodisponibilidade do ácido elágico e dos 

elagitaninos. Embora esteja claro a partir de resultados obtidos de experimentos in vitro 

com conteúdo intestinal e estudos in vivo com animais que os elagitaninos podem ser 

hidrolisados, ainda não está claro se isto ocorre quimicamente no pH fisiológico do 

intestino ou por ação da microbiota intestinal. Ainda, a baixa solubilidade do ácido 

elágico poderia acarretar na sua não absorção, porém não há evidências definitivas 

sobre a possível absorção das moléculas intactas de elagitaninos (CLIFFORD; 

SCALBERT, 2000).  

Após administração de elagitaninos provenientes de framboesa ou de romã 

(Punica granatum L.) a camundongos (60-600 mg/Kg de peso corpóreo, por gavagem), 

quantidades muito baixas de ácido elágico foram detectadas na urina (0,05% da dose) e 

pulmões (0,01% da dose). No entanto, em outro estudo realizado não foi detectada a 

presença de ácido elágico no sangue ou tecidos dos camundongos alimentados durante 1 

semana com uma dieta contendo 1% de ácido elágico (~1mg/kg peso corpóreo). Em 

ratos, após administração oral de ácido elágico, detectou-se o metabólito (~10% da 

dose) 3,8-dihidróxi-6H-dibenzo[b,d]piran-6-ona na urina e fezes, resultado da ação da 

microbiota. Quando a administração foi feita intraperitonealmente, encontrou-se ácido 

elágico precipitado na cavidade abdominal durante a autópsia. Já em camundongos, 

28% da dose oral (0,12 mg/kg) foi absorvida, e ácido elágico intacto foi detectado em 

urina, bile e sangue, sendo a metade conjugado com sulfato, ácido glucurônico ou 

glutationa (CLIFFORD; SCALBERT, 2000).  

Seeram, Lee e Heber (2004) observaram que após o consumo de suco de romã 

(contendo 25 mg de ácido elágico e 318 mg de elagitaninos em 180 mL de suco) 

detectava-se uma concentração máxima de ácido elágico em plasma humano após 1 

hora da ingestão, porém esse composto era rapidamente eliminado (4 horas) e nenhum 

elagitanino intacto foi encontrado. Os autores não calcularam a porcentagem de ácido 

elágico recuperado nem determinaram a sua proveniência (ácido elágico livre ou 

hidrólise dos elagitaninos). Stoner et al. (2005) relataram que após a administração de 

amoras-pretas liofilizadas (45 g/dia) a 11 voluntários por 7 dias as concentrações 
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máximas de antocianinas e ácido elágico no plasma foram de 1-2 horas e na urina de 0 a 

4 h; porém, menos de 1% destes compostos foram absorvidos e excretados. 

Cerdá et al. (2005) estudaram a metabolização de elagitaninos e ácido elágico pela 

microbiota. Esses autores demonstraram que após incubação desses compostos com 

fezes humanas houve a formação dos metabólitos urolitinas (Figura 4). Além disso, 

esses autores foram os primeiros a propor uma possível metabolização desses 

compostos exclusivamente pela microbiota.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estruturas dos metabólitos de elagitaninos e/ou ácido elágico: Urolitinas.  

 

 

Cerdá, Tomás-Barberán e Espín (2005) relataram que após ingestão de alimentos 

com conteúdo variado de elagitaninos (morangos, framboesas, vinhos envelhecidos em 

barris de carvalho e nozes), a urolitina B (6H-dibenzo[b,d]piran-6-ona) conjugada com 

ácido glucurônico foi o principal metabólito detectado na urina de humanos, entre 16 e 

48 horas após a ingestão, sendo que nenhum derivado de ácido elágico ou elagitaninos 

foram encontrados. Os autores atribuíram a formação da urolitina B à ação da 

microbiota intestinal sobre o ácido elágico e/ou elagitaninos.  

Seeram et al. (2006a) relataram que após consumo de suco de romã, picos 

referentes a metabólitos de ácido elágico tais como urolitinas foram detectados no 

plasma dos voluntários. Porém, alguns indivíduos não apresentaram urolitinas 
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demonstrando que a metabolização desses compostos depende de outros fatores tais 

como das diferenças interindividuais da microbiota.  

Mais recentemente, Espín et al. (2007) estudaram a biodisponibilidade dos 

elagitaninos utilizando como modelo porcos ibéricos. Esses autores sugeriram que os 

elagitaninos seriam hidrolisados a ácido elágico e então metabolizados pela microbiota 

intestinal às urolitinas. A presença de ácido elágico na bile e urina foi atribuída à 

absorção do ácido elágico no estômago. Porém, os autores não explicaram como essa 

absorção seria realizada uma vez que o ácido elágico não é hidrossolúvel. Além disso, 

faltam informações a respeito do mecanismo e/ou tecido em que os elagitaninos são 

hidrolisados a seus monômeros. 
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2. OBJETIVOS  

 

 

 Caracterização de diferentes cultivares brasileiras de morango maduro quanto a: 

  Conteúdo de fenólicos totais; 

  Conteúdo de antocianinas totais; 

  Conteúdo de vitamina C; 

  Composição e teor total de flavonóides; 

  Capacidade antioxidante in vitro; 

  Conteúdo de ácido elágico (livre e total). 

 

 Otimização do método de determinação do conteúdo de ácido elágico livre e total 

em morangos; 

 

 Purificação e caracterização estrutural dos derivados de ácido elágico do morango; 

 

 Determinação das atividades antiproliferativa, anti-diabetes tipo 2 e anti-hipertensão 

dos elagitaninos purificados através de modelos in vitro; 

 

 Estudo da biodisponibilidade dos elagitaninos in vivo em ratos. 

 

 

 



 

21 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais 

As diferentes cultivares de morangos maduros foram obtidas no CEAGESP 

(Companhia de Entreportos e Armazéns Gerais de São Paulo), a saber: Piedade, Oso 

Grande, Camp Dover, Dover, Camarosa, Sweet Charlie e Toyonoka doce. As amostras 

foram trituradas sob nitrogênio líquido, liofilizadas e posteriormente armazenadas a –18 

C (freezer) até o momento da análise. 

 

3.2. Métodos 

 

3.2.1. Determinação de flavonóides e ácido elágico livre 

As amostras foram extraídas com uma mistura de metanol/água/acido acético 

(70:30:5, v/v) (armazenado em freezer) na proporção de 1:25 (m/v), com Ultra-Turrax 

(Polytron®-Kinematica GnbH, Kriens-Luzern, Suíça), por 1 minuto em velocidade 5, 

em banho de gelo. Os extratos obtidos foram filtrados utilizando-se papel de filtro 

Whatman n° 6. O resíduo foi re-extraído mais 2 vezes. Para concentração dos extratos 

foi utilizado Rotaevaporador (RE 120 – Büchi, Flawil, Suíça), em temperaturas de 

banho de 40 °C (até ~20 mL). O volume foi então ajustado com água para balão 

volumétrico de 25 mL e uma alíquota de 10 mL (pipetada sob agitação lenta) foi 

passada em coluna de 1 g de Poliamida (CC 6, Macherey-Nagel, GmbH & Co., 

Alemanha), preparada em seringa própria de 6 mL (HPLC Technology). As colunas 

foram pré-condicionadas pela passagem de 20 mL de metanol e 60 mL de água. Após a 

passagem dos extratos aquosos, as colunas foram lavadas com 20 mL de água e a 

eluição dos flavonóides foi feita com 50 mL de metanol seguido de 50 mL de 

metanol:amônia (99,5:0,5), ocorrendo a eluição do ácido elágico livre. Foi utilizado 

manifold Visiprep 24 DL da Supelco. Após secagem completa através de 

rotaevaporação, as amostras foram ressuspendidas em 1 mL de metanol e filtradas 

utilizando-se filtros de polietileno com membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) de 

0,22 m de poro (Millipore Ltd., Bedford, EUA). As extrações foram realizadas em 

duplicata e a quantificação dos flavonóides e ácido elágico livre presentes nas diferentes 

cultivares foi realizada por Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 
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3.2.2. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

A análise dos flavonóides foi realizada em coluna Prodigy 5� ODS(3) 250 x 

4,60 mm (Phenomenex Ltd, Reino Unido). Foi utilizado gradiente de solventes 

constituído por A. Água: Tetrahidrofurano: Ácido trifluoroacético (98 : 2: 0,1) e B. 

Acetonitrila, na proporção de 17% de B por 2 min aumentando para 25% B após 5 min, 

35% B após mais 8 min e 50% B após mais 5 min. Para limpeza da coluna foi 

aumentada então para 90 % B e a seguir re-equilibrada nas condições iniciais por 10 

min. Para a identificação de ácido elágico foi alterada a porcentagem inicial do solvente 

B para 25%. O cromatógrafo líquido utilizado foi o da Hewlett Packard série 1100, 

equipado com detector com arranjo de diodo (DAD) (Palo Alto, EUA). A identificação 

foi feita a partir dos tempos de retenção e dos espectros. As amostras foram injetadas 

em duplicata. Os resultados foram expressos em mg por 100 g de amostra, base úmida 

(b.u.). 

 

3.2.3. Otimização da determinação dos teores totais de ácido elágico em morangos 

Para a determinação do teor total de ácido elágico presente nas diferentes 

cultivares de morango foram preparados extratos em metanol 70% da cultivar 

previamente escolhida com base no maior teor de ácido elágico livre. Para tanto, foram 

testadas as seguintes condições de hidrólise citadas na literatura: 

1- Daniel et al. (1989) 

Foram utilizados 2 mL do extrato metanólico e 2 mL de ácido trifluoracético (TFA) 4N, 

sendo realizado refluxo por 2 horas a 100 °C. 

2- Wilson e Hagermann (1990) 

Hidrólise com HCl 2N aquoso (5-10 mg amostra/mL ácido) por 10 horas a 100 °C sob 

vácuo. 

3- Häkkinen et al. (2000) 

Hidrólise com HCl 6 M (concentração final HCl 1,2 M), refluxo de 20 horas a 

aproximadamente 85 °C. 

4- Maas et al. (2001b) 

Hidrólise com TFA (0,1 mL/10 mL extrato), refluxo por 1 hora a 100 °C. 

5- Lee e Talcott (2004) 

Extrato metanólico submetido à hidrólise com HCl 2 N por 1 hora a 95 °C. 
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6- Bushman et al. (2004) 

Hidrólise com TFA 2N metanólico por 2 horas a 100 °C. 

7- Carpita (1983) 

Hidrólise por 90 minutos a 120 °C de 2 mL do extrato metanólico e 2 mL de TFA 2N. 

 

Após a hidrólise nas diferentes condições testadas, os teores totais de ácido 

elágico foram quantificados por CLAE. Além disso, diferentes solventes também foram 

testados para determinar o mais eficiente na extração dos derivados de ácido elágico. 

Todos os resultados foram expressos em mg por 100 g de amostra (b.u.). A 

porcentagem de recuperação do método também foi avaliada através da adição do 

padrão de ácido elágico às amostras submetidas às condições de hidrólise otimizadas.  

 

3.2.4. Determinação dos teores totais de ácido elágico 

Todas as cultivares de morango foram hidrolisadas segundo as condições 

otimizadas. Para tanto, uma alíquota de 2 mL do extrato em acetona 80% foi 

completamente seca sob N2 e 2 mL de TFA 2N aquoso foram adicionados. A hidrólise 

foi realizada a 120 °C por 60 minutos.  Todos os resultados foram expressos como 

mg/100 g amostra (b.u.).  

 

3.2.5. Determinação dos fenólicos totais 

Foi realizada de acordo com Singleton et al. (1999), utilizando-se 0,25 mL dos 

extratos obtidos em 3.2.1 adicionados a 2 mL de água destilada e 0,25 mL do reagente 

de Folin-Ciocalteu. Após 3 min à temperatura ambiente, foram adicionados 0,25 mL de 

solução saturada de carbonato de sódio, e os tubos foram colocados em banho a 37 ºC 

durante 30 min para desenvolvimento de cor. A absorbância a 750 nm foi determinada 

em espectrofotômetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Cambridge, Reino Unido) e 

o conteúdo de fenólicos totais calculado utilizando-se curva-padrão de ácido gálico. Os 

resultados obtidos foram expressos como mg de ácido gálico por 100g de amostra (b.u.). 
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3.2.6. Determinação da capacidade antioxidante – DPPH 

 A capacidade antioxidante foi determinada através da redução do DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazil) (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) pelos antioxidantes 

presentes na amostra, método proposto por Brand-Williams et al. (1995) com algumas 

modificações (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Para tanto, foram tomadas alíquotas 

de 50 L dos extratos em metanol obtidos em 3.2.1 e adicionados 250 L de solução 

metanólica de DPPH (0,05 M). Foram efetuadas leituras do decréscimo de absorbância 

a 517 nm no tempo zero e após 20 minutos, utilizando-se espectrofotômetro (Ultrospec 

2000, Pharmacia Biotech, Cambridge, Reino Unido). Como controle foi utilizada uma 

solução metanólica de butilhidroxitolueno (BHT) (Sigma Chemical Co., St. Louis, 

EUA). Os cálculos foram efetuados com o auxílio da seguinte fórmula: 

 

% descoramento do DPPH = (abs. da amostra – abs. do branco da amostra) x 100] 

                                               abs. do branco do ensaio DPPH 

 

 Os resultados foram expressos como moles equivalentes de BHT/g de amostra 

(b.u.). 

 

3.2.7. Determinação da capacidade antioxidante – sistema -caroteno/ácido 

linoléico 

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método de descoramento do -

caroteno (MILLER, 1971), com pequenas modificações (HASSIMOTTO et al., 2005). 

Para o preparo da solução reativa, alíquotas de 20 L de uma solução de -caroteno em 

clorofórmio (2 mg/mL) foram misturadas com 0,4 mL de ácido linoléico, 1 mL de 

clorofórmio e 0,4 mL de Tween 40. Posteriormente, o clorofórmio foi evaporado até 

secagem completa, sob nitrogênio. Após evaporação do clorofórmio, foram adicionados 

aproximadamente 20 mL de água destilada saturada de oxigênio. A absorbância da 

solução foi então ajustada com água para 0,6. Para a reação de oxidação, uma alíquota 

(100 L) do extrato foi adicionada a 2400 L da mistura reativa em cubetas de plástico. 

As amostras foram então submetidas à autooxidação a 50 C for 2 h. A absorbância da 
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solução a 470 nm foi medida no tempo zero e em intervalos de 15 min utilizando-se 

espectrofotômetro Hewlett Packard 8453 (Palo Alto, EUA). Para o controle, foram 

utilizados metanol e BHT. As análises foram realizadas em quintuplicata. A capacidade 

antioxidante foi calculada pela porcentagem de inibição relativa ao controle (100% de 

oxidação) e os resultados expressos como  moles equivalentes de BHT/g de amostra 

(b.u.). 

 

3.2.8. Determinação do teor de ácido ascórbico 

 As análises do ácido ascórbico (AA) foram realizadas segundo Rizzolo, Forni e 

Polesello (1984) com pequenas modificações. As amostras foram homogeneizadas com 

solução de ácido acético a 0,1%, em proporção 1:10. Após centrifugação, o 

sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore de 0,45 m, e diluído 1 vez com 

ácido acético para a análise do AA e com ditiotreitol (DTT) (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, EUA) 0,5 M para análise do ácido ascórbico total (AT). As amostras foram 

analisadas em CLAE utilizando coluna Bondapak C18  300 mm de comprimento e 

porosidade 10 m, fase móvel composta por: A- acetonitrila com ácido acético 0,1% e 

B: ácido acético 0,1% em água, fluxo de 1,5 mL/min. A curva padrão foi feita com 

padrão de AA em concentrações entre 10 e 100 g/mL. A detecção foi realizada por UV 

a 254 nm e os resultados expressos como mg ácido ascórbico/100 g amostra (b.u.). 

 

3.2.9. Determinação do teor de antocianinas 

Amostras de morango liofilizados (1 g) foram trituradas com 20 mL de metanol 

contendo HCl 1% usando um homogeneizador Brinkmann (Polytron; Kinematica 

GmbH, Kriens-Luzern, Suíça), centrifugadas a 2000 g por 15 minutos (4 °C). O 

conteúdo de antocianinas foi estimado como pelargonidina 3-glicosídeo a 510 nm, 

usando um coeficiente de extinção molar de 36000 e expresso como mg de 

antocianina/100 g de amostra (b.u.) (CORDENUNSI et al., 2002). 

 

3.2.10. Purificação de elagitaninos do morango 

Primeiramente foram utilizados extratos obtidos em metanol 70% para a 

purificação dos elagitaninos presentes no morango. Para tanto, diversas resinas foram 

testadas: poliamida (PA) (CC 6, Macherey-Nagel, GmbH & Co., Alemanha), C18 
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(Supelco, Bellefonte, PA, EUA), Sephadex LH 20 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suíça), 

celulose microcristalina (Merck, Darmstadt, Alemanha), Polivinilpolipirrolidona 

(PVPP) (Sigma, St. Louis, EUA), Amberlite XAD-2 (Supelco, Bellefonte, PA, EUA) 

além dos métodos de precipitação (BSA – albumina de soro bovino, acetato de itérbio). 

Em todos os testes foram realizadas análises antes (ácido elágico livre) e após hidrólise 

dos extratos (ácido elágico total) e a quantificação por CLAE. Todos os resultados 

foram expressos como mg/100 g (b.u.). 

 

3.2.10.1. Resinas de poliamida (PA) e C18 

O procedimento de utilização destas resinas é similar ao descrito no item 3.2.1.1. 

As amostras foram primeiramente extraídas em metanol 70%, rotaevaporadas até ~ 10 

mL e o volume foi então ajustado com água para balão volumétrico de 25 mL e uma 

alíquota de 10 mL (pipetada sob agitação lenta) foi passada em coluna de 1 g de resina 

de PA ou C18 preparadas em seringa própria de 6 mL. As colunas foram pré-

condicionadas pela passagem de 20 mL de metanol e 60 mL de água. Após a passagem 

dos extratos aquosos, as colunas foram lavadas com 20 mL de água e a eluição foi 

realizada com os diferentes solventes testados.  

 

3.2.10.2. Resina Sephadex LH 20 

O extrato seco foi dissolvido no solvente teste e cromatografado através de uma 

coluna de 16 x 70 cm empacotada com Sephadex LH 20 previamente equilibrada com o 

solvente em questão. As frações coletadas foram analisadas antes e após hidrólise para a 

determinação de ácido elágico total.  

 

3.2.10.3. Resinas de celulose microcristalina, PVPP (polivinilpolipirrolidona) e 

Amberlite XAD-2 

Os extratos de morango em água foram adsorvidos por meio de 10 g das resinas 

de celulose microcristalina, PVPP ou Amberlite XAD-2, previamente condicionadas 

com metanol e água. A amostra e a resina ficaram sob agitação por 20 minutos em 

temperatura ambiente (25 °C), e após filtração a resina foi lavada com água e eluída 

com metanol 100%. Os eluatos completamente secos foram analisados antes e após 

hidrólise para determinação de ácido elágico total.  
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3.2.10.4. Precipitação com albumina de soro bovino (BSA) 

 A metodologia utilizada para a precipitação dos elagitaninos presentes com BSA 

(Sigma, St. Louis, EUA) foi descrita por Hagerman e Butler (1978), com modificações 

(MAKKAR et al., 1988). Aproximadamente 1 g de morango liofilizado foi extraído 

com acetona 80% e rotaevaporado para eliminação da acetona. Uma alíquota de 1 mL 

do extrato aquoso foi adicionada a 2 mL da solução contendo BSA (1 mg/mL). A 

solução foi agitada e deixada a temperatura ambiente por cerca de 15 minutos e então 

foi centrifugada por 15 minutos a 5000 g e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o 

resíduo foi lavado com tampão acetato 0,2 M (pH 5,0) sem dissolução do mesmo. O 

precipitado foi dissolvido em 4 mL de uma solução de dodecil sulfato de sodio (SDS) 

1% (Sigma, St. Louis, EUA) e analisado antes e após hidrólise ácida para determinação 

dos teores de ácido elágico total.  

 

3.2.10.5. Precipitação com acetato de itérbio 

 A metodologia utilizada para a precipitação dos elagitaninos presentes com 

acetato de itérbio foi descrita por Giner-Chávez et al. (1997). Aproximadamente 1 g de 

morango liofilizado foi extraído com acetona 80% e rotaevaporado para eliminação da 

acetona. Uma alíquota de 4 mL de acetato de itérbio [Yb(C2H3O2)3. 4H2O, 0,1 M] 

(Sigma, St. Louis, EUA) foi adicionada ao extrato aquoso de morango (20 mL) e a 

mistura foi armazenada de um dia para outro a 5 °C. O precipitado formado (tanino-Yb) 

foi recuperado após centrifugação a 3000 g por 10 minutos a 5 °C. O precipitado foi 

lavado três vezes, duas vezes com 10 mL de acetona 70% e uma vez com 10 mL de 

acetona 100%. Após isso, o precipitado foi dissolvido com uma solução de ácido 

oxálico 0,1Mn (Merck, Darmstadt, Alemanha), formando um novo precipitado oxalato-

itérbio. O sobrenadante resultante foi rotaevaporado e analisado antes e após hidrólise 

ácida para determinação dos teores de ácido elágico total.  

 

3.2.11. Caracterização estrutural dos derivados de ácido elágico e elagitaninos 

A identificação dos derivados de ácido elágico e elagitaninos presentes no 

morango foi conduzida em equipamento composto de um espectrômetro de massas tipo 

ion trap, modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics, Alemanha), acoplado a um 

cromatógrafo líquido modelo Prominence (Shimadzu, Japão) e interface de ionização 

por elétron spray (ESI). A metodologia empregada foi a utilizada por Seeram et al. 
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(2006b), com algumas modificações. Foi utilizada uma coluna de C18 Luna (Waters, 

MA, EUA), fluxo de 1 mL/min e gradiente de solventes constituído por A: água: ácido 

fórmico 1% e B: acetonitrila, na proporção de 10% de B por 10 min aumentando para 

20% B após 10 min, 90% B após mais 20 min, retornando à condição inicial da corrida 

após 5 minutos. A coluna foi mantida a 25 °C. Após a passagem pelo detector de DAD, 

o fluxo foi alterado para 0,2 mL/min para passagem no espectrômetro de massas. A ESI 

foi conduzida em modo negativo (m/z M-H+). Para a análise no espectrômetro de 

massas foi utilizado voltagem do capilar de 4,00 kV, e temperatura capilar de 275 C. 

 

3.2.12. Determinação da atividade antiproliferativa 

Extratos totais de morango obtidos após extração em acetona 80% e completa 

secagem, purificados de elagitaninos obtidos segundo item 3.2.10.5. e ácido elágico 

(Sigma, St. Louis, EUA) foram avaliados quanto a potencial atividade antiproliferativa, 

na Divisão de Farmacologia e Toxicologia (CPQBA), Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP) em colaboração com o Prof. Dr. João Ernesto de Carvalho. 

 

3.2.12.1. Linhagens celulares 

Para a realização da triagem in vitro foram selecionadas as linhagens: MCF-7 

(mama), NCI-ADR (mama com fenótipo de resistência a múltiplas drogas), UACC-62 

(melanoma), NCI460 (pulmão), PCO3 (próstata), HT29 (cólon), OVCAR (ovário) e 

786-0 (rim). Essas linhagens foram cultivadas em meio de cultura RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute) com 5% de soro fetal bovino (SFB) inativado, em atmosfera de 5% 

de CO2 a 37 ºC e ambiente úmido. 

 

3.2.12.2 Teste de atividade anticâncer em cultura de células tumorais humanas 

As amostras foram diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração de 1 

g/mL resultando em soluções estoques. Para a adição na cultura de células, estas 

soluções foram diluídas pelo menos 400 vezes em RPMI / SFB / gentamicina, evitando 

a atividade do DMSO. 

Para o teste de atividade, foram plaqueados 100 L de células em meio 

RPMI/SFB/gentamicina, nas suas respectivas densidades de inoculação, em microplacas 
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de 96 compartimentos. Estas placas foram incubadas por 24 horas a 37 ºC em atmosfera 

de 5% de CO2 e ambiente úmido, para readaptação ao ambiente. Depois desse período 

uma placa controle foi fixada através da adição de ácido tricloroacético (TCA) para 

determinação da quantidade de células no momento da adição das amostras. Nas demais 

placas foram adicionados os compostos nas concentrações de 0,25; 2,5; 25 e 250 g/mL 

e incubadas por 48 horas. Após este período, as placas de 96 compartimentos foram 

centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm, e fixadas com 50 L de TCA 50 % para as 

células aderidas e 80% para as células em suspensão (leucemia). Para completar a 

fixação celular, as placas foram incubadas por 1 hora a 4 ºC. Após esse tempo, foram 

submetidas a quatro lavagens consecutivas com água destilada para a remoção dos 

resíduos de TCA, meio, SFB e produtos secundários. Estas placas foram mantidas em 

temperatura ambiente até a secagem completa. 

A seguir, as placas foram coradas pela adição de 50 L do corante protéico 

sulforrodamina B (SRB) a 0,4% (peso/volume), dissolvido em ácido acético a 1%, e 

incubadas a 4 ºC, durante 30 minutos. Após esse período, as placas foram lavadas por 4 

vezes consecutivas com uma solução de ácido acético 1%. O resíduo da solução de 

lavagem foi removido e as placas foram novamente secas à temperatura ambiente.  

O corante ligado às proteínas celulares foi solubilizado com uma solução de 

Trizma Base na concentração de 10 M e pH 10,5 por 5 minutos em ultra-som. A 

leitura espectrofotométrica da absorbância foi realizada em 560 nm em um leitor de 

microplacas. 

Para análise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbâncias 

descontadas de seus respectivos brancos, e calculada a porcentagem de inibição de 

crescimento. Com os dados obtidos, foram construídos gráficos relacionando a 

porcentagem de inibição de crescimento com a concentração da substância teste. Como 

controle positivo foi padronizado o quimioterápico doxorrubicina. 

 

 

3.2.13. Determinação in vitro das atividades inibitórias de -glicosidase e -amilase 

Os purificados de elagitaninos também foram avaliados quanto a potencial 

inibição in vitro das enzimas -glicosidase e -amilase. 
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3.2.13.1. Inibição da enzima -glicosidase 

 O ensaio foi realizado de acordo com o Worthington Enzyme Manual (1993), 

com algumas modificações (McCUE; KWON; SHETTY, 2005) 50 l dos extratos 

purificados de elagitaninos (50 mg/mL) e 100 L de tampão fosfato 0,1 M (pH 6,9) 

contendo a enzima (1 U/mL) (Sigma, St. Louis, EUA) foram incubados em microplaca 

a 25 °C por 10 minutos. Após pré-incubação, 50 L de uma solução de p-nitrofenil--

D-glicopiranosídeo (Sigma, St. Louis, EUA) em tampão fosfato foram adicionados a 

mistura e incubados a 25 °C por 5 minutos. Antes e após a incubação foram realizadas 

leituras a 405 nm por um leitor de microplacas (Thermomax, Molecular Device Co., 

Sunnyvale, CA) e comparadas com o controle o qual continha apenas tampão fosfato. A 

porcentagem de inibição da atividade enzimática foi calculada através da seguinte 

fórmula: 

 

% inibição = Abscontrole –Absamostra x 100 

         Abscontrole 

 

Os resultados obtidos foram expressos como % de inibição da atividade 

enzimática referente ao controle. 

 

3.2.13.2. Inibição da enzima -amilase 

A atividade inibitória da α-amilase foi determinada de acordo com Worthington 

Enzyme Manual (1993), com algumas modificações. Para tanto, foi preparada uma 

solução 0,5 mg/mL da enzima α-amilase pancreática suína (EC 3.2.1.1, Sigma Chemical 

Co., St. Louis, EUA) em tampão fosfato 0,2 M (pH 6,9). O substrato utilizado na reação 

foi amido 1% (m/v), também dissolvido em tampão fosfato 0,2 M após breve 

aquecimento. Neste ensaio, 500 L do purificado de elagitaninos (concentração de 50 

mg/mL) e 500 L da solução enzimática foram incubados a 25 ºC por 10 minutos. Após 

a pré-incubação, 500 L da solução de amido 1% foram adicionados e a mistura 

novamente incubada a 25 ºC por 10 minutos. A reação foi interrompida pela adição de 1 

mL de solução de DNS 96 mM (ácido 3,5-dinitrosalicílico) e levada diretamente para 
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banho fervente por 5 minutos. A mistura foi retirada do banho e diluída com 10 mL de 

água destilada. A atividade de α-amilase foi determinada pela leitura a 540 nm em 

espectrofotômetro. A porcentagem de inibição da atividade enzimática foi calculada 

através da seguinte fórmula: 

 

% inibição = Abscontrole –Absamostra x 100 

         Abscontrole 

 

Os resultados obtidos foram expressos como % de inibição da atividade 

enzimática referente ao controle. 

 

3.2.14. Inibição da Enzima Conversora de Angiotensina I (ECA) 

 A determinação da porcentagem de inibição da ECA foi avaliada de acordo com 

um método modificado por Kwon, Vattem e Shetty (2006). O substrato hipuril-histidil-

leucina (HHL) (Sigma, St. Louis, EUA) e a enzima conversora de angiotensina (ECA) 

(EC 3.4.15.1, Sigma, St. Louis, EUA) de pulmão de coelho foram utilizados. 50 µL do 

extrato purificado de elagitaninos (50 mg/mL) foram incubados com 100 l do tampão 

NaCl-borato 1M (pH 8.3) contendo 2 mU da enzima ECA a 37 °C por 10 minutos. 

Após pré-incubação, 100 l de uma solução 5 mU de substrato (HHL) foram 

adicionados a mistura de reação. As misturas foram então incubadas a 37 °C por 1 hora. 

A reação foi parada pela adição de 150 l de HCl 0,5 N. 5 l da amostra foram 

injetados em CLAE acoplado a detector DAD. Os solventes usados foram: A: ácido 

fosfórico 10 mM (pH 2,5) e B: metanol 100%. A concentração de B foi aumentada para 

60% nos primeiros 8 minutos e para 100% por 5 minutos, após o qual a concentração 

foi diminuída para 0% nos próximos 5 minutos (tempo total de corrida de 18 minutos). 

A coluna usada foi Nucleosil 100-5C18, 250 mm x 4.6 mm, i.d. 5 m. Fluxo de 1 

mL/min à temperatura ambiente. Durante cada corrida, a absorbância foi monitorada a 

228 nm para detecção da liberação do ácido hipúrico (AH). Diferentes concentrações de 

ácido hipúrico foram injetadas para construção da curva de calibração.  

 A porcentagem de inibição da ECA foi calculada de acordo com a seguinte 

formula: 
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% inibição = AHcontrole – AHamostra  x 100 

              AHcontrole – AHbranco 

 

Os resultados obtidos foram expressos como % de inibição da atividade 

enzimática referente ao controle. 

 

3.2.14. Determinação da fração indigerível (FI) 

A determinação da fração indigerível do morango (cv. Dover) foi realizada de 

acordo com Saura-Calixto et al. (2000). Amostras de morango (300 mg) foram 

homogeneizadas (Brinkmanm, Polytron) com 8 mL de tampão KCl/HCl  0,1 M (pH = 

1,5). Uma alíquota de 0,2 mL de pepsina (65000 U/mL tampão KCl/HCl 0,1M, pH = 

1,5) foi adicionada e as amostras colocadas em banho sob agitação a 37 °C por 60 

minutos. Após a incubação, o pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 4M. Em seguida, 

foram adicionados 8 mL de tampão trismaleato/NaOH 0,1M (pH = 7,0) contendo 5 mg 

de pancreatina (Sigma P-1750), 14 mg de lipase (Sigma L-3126), 35 mg de extrato de 

bile de porco (Sigma B-8631) e 120 mg de -amilase (Sigma A-3176). Novamente as 

amostras foram colocadas em banho sob agitação a 37 °C por 16 horas. As amostras 

foram então centrifugadas por 15 minutos a 3000 g e temperatura ambiente. Os 

sobrenadantes foram recolhidos e os resíduos lavados com 10 mL de água e 

centrifugados, tendo este procedimento sido repetido por duas vezes. Os sobrenadantes 

foram combinados e os resíduos reservados.  

 A quantificação da FI insolúvel foi realizada gravimetricamente através da 

pesagem dos resíduos finais após secagem em estufa a 105 ºC por 18 h.  

A quantificação da FI solúvel foi realizada pelo ajuste do pH dos sobrenadantes 

para 4,75 com HCl 1M. Em seguida foi adicionado 1 mL de amiloglicosidase (12 

mg/mL tampão Acetato de sódio/Ácido acético 1,2M,  pH=4,75), submetendo-se à 

incubação em banho sob agitação a 60 °C por 45 minutos. Após a incubação, as 

soluções foram dialisadas em membranas de diálise de 12000-14000 MWCO 

(molecular weight cut-off) por 48 h, a 37 °C. Os dialisados foram então transferidos 

para frascos e colocados em estufa a 105 °C por 36 h. Os teores de FI solúvel foram 
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calculados gravimetricamente. Após a determinação da fração indigerível solúvel e 

insolúvel, estas frações foram analisadas quanto aos teores de ácido elágico livre e total. 

Os resultados foram expressos como mg/100 g amostra (b.u.) 

 

3.2.15. Determinação da interação ácido elágico - BSA 

 A metodologia empregada foi a descrita por Papadopoulou, Green e Frazier 

(2005). Para tanto, diluições seriadas de ácido elágico e quercetina (0,01 a 0,5 mM) 

foram preparadas em tampão fosfato 0,1M pH 7,4 e DMSO (9:1). Para cada ponto, 

foram adicionados 0,25 mL da solução do composto fenólico e 3 mL de uma solução de 

BSA 1,5 �M, dando uma concentração final de ácido elágico ou quercetina variando 

entre 0,001 a 0,05 mM. As mudanças na intensidade de emissão de fluorescência foram 

medidas durante 1 min após a adição do composto fenólico a BSA. O experimento foi 

realizado em triplicata. Os resultados foram expressos como media ± desvio-padrão. Os 

valores de fluorescência foram colocados em um gráfico como intensidade de 

fluorescência relativa (IFR) versus concentração do composto fenólico  

 

3.2.16. Estudo de biodisponibilidade de elagitaninos in vivo em animais 
Todos os experimentos com animais foram previamente aprovados pela Comissão 

de ética da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP (Protocolo n 72 de 

05/09/2005). 

 

3.2.16.1. Animais 

Para o estudo de biodiponibilidade de elagitaninos do morango foram utilizados 

36 ratos Wistar machos de peso aproximado de 200 g. Na noite anterior ao experimento, 

os animais foram pesados e divididos aleatoriamente em 9 grupos de 4 animais e 

mantidos em jejum com acesso a água ad libitum.  

 

3.2.16.2. Desenho experimental 

O purificado de elagitaninos (20 mg de ácido elágico total/200 g peso corpóreo) 

foi dissolvido em água e administrado aos animais por gavagem, com exceção do grupo 

controle ao qual foi administrada somente água. Após a gavagem, os animais foram 

devolvidos às gaiolas e providos de água, sem a ração. 
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Os ratos foram anestesiados pela administração intraperitonial de hidrato de cloral 

(400 mg/Kg em solução salina) e submetidos a eutanásia após 15 e 30 minutos, 1, 2, 3, 

4, 6, 8 e 24 horas após a administração do purificado de elagitaninos (n= 4 para cada 

tempo). O sangue foi coletado através da artéria abdominal em tubo a vácuo com EDTA 

(3 mL) (Becton Dickinson, Curitiba, Brasil). Os rins, estômago, fígado, intestino 

delgado e o intestino grosso também foram coletados e imediatamente congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados a -80 °C. 

 

3.2.16.3. Determinação de elagitaninos e ácido elagico livre no material biológico 

 Todo o material biológico coletado foi analisado antes e após hidrólise ácida, de 

acordo com as condições previamente otimizadas, para detecção de ácido elágico livre 

e/ou presença de elagitaninos.  

 

3.2.16.3.1. Sangue  

O sangue coletado foi centrifugado a 2000 g, 15 min a 4 C e o plasma estocado 

a –20 C. Uma alíquota do plasma foi aplicada em coluna de 0,2 g de Supelclean LC-18 

preparada em seringa própria de 6 mL (HPLC Technology) e pré-condicionada pela 

passagem de 10 mL de metanol e 20 mL água. Após a aplicação do plasma, a coluna foi 

lavada com 20 mL de água e a eluição dos elagitaninos foi realizada com 15 mL de 

metanol. Os eluatos assim obtidos foram secos completamente em rotavaevaporador a 

40 C sob vácuo e ressuspendidos em 1 mL de metanol grau cromatográfico para 

quantificação por CLAE/DAD. 

 

3.2.16.3.2. Rins, estômago, fígado, intestino delgado e intestino grosso 

Os órgãos liofilizados foram homogeneizados por 2 minutos com 100 mL de 

acetona 80% utilizando Ultra-Turrax. O extrato assim obtido foi centrifugado a 10.000 

g/10 min/4 C e o resíduo re-extraído nas mesmas condições. O sobrenadante das duas 

extrações foi concentrado em rotaevaporador a 40 C até a remoção completa da 

acetona. Uma alíquota do extrato aquoso foi aplicada em coluna de 1 g de C18 e 

posterior eluição com metanol. Os eluatos foram secos completamente em 

rotaevaporador a 40 C sob vácuo e ressuspendidos em 1 mL de metanol para 

quantificação por CLAE/DAD. 
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3.2.16.4. Determinação da capacidade antioxidante do plasma 

 A capacidade antioxidante das amostras de plasma foi avaliada por dois 

diferentes métodos: seqüestro de radicais livres do DPPH, metodologia anteriormente 

descrita no item 3.2.1.5 “Materais e Métodos”, e ORAC (Capacidade de absorção do 

radical oxigênio). 

 

3.2.16.4.1. ORAC 

Utilizou-se a metodologia descrita por Dávalos, Gomez-Cordoves e Bartolome 

(2004), adaptada para leitura em cubetas individuais. Todos os reagentes foram 

preparados em tampão fosfato 75 mM, pH 7,4 e o volume final da mistura foi de 2 mL.  

Neste ensaio, 200 L de amostra foram misturados a 1200 L de uma solução de 

fluoresceína (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA ) a 70 nM e incubados a uma 

temperatura constante de 37 ºC por 15 minutos antes da adição de 600 L da solução de 

2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) (Wako Chemicals Inc., 

Richmond, EUA) a 24 mM, que dá início à reação. A intensidade de fluorescência (485 

nmex / 525 nmem) foi verificada a cada 10 minutos durante 80 minutos em cubeta de 

quartzo. O tampão fosfato também foi usado para zerar o equipamento. Como controle 

da reação, adicionou-se 200 L de metanol à solução de fluoresceína (HUANG; OU; 

PRIOR 2005; OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR 2001). O cálculo da perda de 

fluorescência da fluoresceína, ou área abaixo da curva (AAC), foi efetuado com o 

auxílio da seguinte fórmula: 

 

AAC = 1 + f1/f0 + ...fi/f0 +... +f80/f0 

 

 

onde f0  é representado pela fluorescência obtida no tempo 0 e fi a fluorescência obtida 

nos tempos intermediários entre 0 e 80 minutos. 

 

 

Utilizou-se curva padrão de Trolox (Sigma, St. Louis, EUA), realizada a cada 

ensaio, nas concentrações de 0,4 a 4,8 M. A área da perda de fluorescência de uma 



 

36 

amostra foi calculada subtraindo-se a área correspondente à do controle. A 

determinação de fluorescência foi realizada utilizando-se espectrofotômetro de 

fluorescência modelo F-3010 (HITACHI, Tóquio, Japão). Todas as análises foram feitas 

em triplicata e os resultados foram expressos em moles equivalentes de Trolox/mL de 

plasma. 

 

 

3.3. Análise dos resultados 

 Para a análise dos resultados utilizou-se o programa Statistica versão 5.0 da 

StatSoft (Tulsa, E.U.A.). A comparação das médias foi realizada por ANOVA (P<0,05) 

e LSD (least significant difference).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DAS CULTIVARES DE MORANGO 

 Para a realização do projeto sete diferentes cultivares de morangos maduros 

foram obtidas no CEAGESP, a saber: Piedade, Camarosa, Camp Dover, Dover, 

Toyonoka Doce, Oso Grande e Sweet Charlie. Os morangos foram liofilizados e 

armazenados a –18 °C (freezer) até o momento de análise.  

Na primeira parte do projeto foi realizada a caracterização química das 

diferentes cultivares quanto aos teores de umidade, fenólicos totais, antocianinas 

(medida espectrofotométrica), vitamina C, flavonóides (CLAE), ácido elágico livre 

além da capacidade antioxidante por dois diferentes métodos (DPPH e -caroteno/ácido 

linoléico). 

A Tabela 1 apresenta os valores obtidos para os teores de umidade, 

antocianinas, fenólicos totais e vitamina C nas diferentes cultivares de morango. 

Observou-se que não houve diferença significativa quanto ao teor de umidade das 

diferentes cultivares maduras, obtendo-se um valor de aproximadamente 90%, valor de 

acordo com o encontrado em outro estudo com cultivares brasileiras de morangos 

(CORDENUNSI et al., 2002). Com relação aos teores de antocianinas e fenólicos totais, 

as cultivares Dover e Camarosa apresentaram os maiores teores enquanto que a cultivar 

Camp Dover apresentou os menores. O teor de ácido ascórbico total também variou 

significativamente já que a cultivar Piedade apresentou 112 mg/100 g enquanto que as 

cultivares Oso grande e Camarosa apresentaram somente 65 mg/100 g (b.u.). Esses 

valores são maiores do que os relatados por Cordenunsi et al. (2005), entre 47 e 80 

mg/100 g (b.u.), para as cultivares Dover, Campineiro e Oso grande. 
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Tabela 1. Teores de umidade (%), antocianinas (mg/100 g b.u.), fenólicos totais (mg/100 g b.u.) e ácido ascórbico total (mg/100 g b.u.) das 

diferentes cultivares de morango. 

Cultivar 
  

Constituinte 

Piedade 
Oso grande Sweet Charlie Camp Dover Dover Camarosa Toyonoka doce 

Umidade (%) 88  2a 90,6 0,7 a 90,2  0,6 a 92  1 a 89  1 a 91  1 a 87,9  0,2 a 

Antocianinas  

(mg/100 g) 

20,8 0,9 a 13,8 0,5 b 21  1 a 6,9  0,4 c 32  5 d 22,5  0,3 a 11   1 b 

Fenólicos totais 

(mg/100 g) 

252  8 a 230  5 b 209  3 c 205  6 c 318  3 d 262  8 a 212  4 c 

Ácido ascórbico total 

(mg/100 g) 

112  5 a 65  6 b 73  5 b 71  1 b 93  9 c 65  3 b 97  7 c 

 Resultados expressos como média ± desvio-padrão 
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 A composição e o teor de flavonóides presentes nas diferentes cultivares de 

morango foram determinados por Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

(Tabela 2).  

 Observou-se que dentre as antocianinas presentes, pelargonidina e cianidina 

glicosiladas, os derivados de pelargonidina apresentaram-se em teores mais elevados em 

todas as cultivares analisadas. A cultivar Camarosa apresentou o maior teor total de 

antocianinas (44,2 mg/100 g b.u.) enquanto que a cultivar Camp Dover apresentou o 

menor (12,4 mg/100 g b.u.). De acordo com Wang e Zheng (2001) a pelargonidina 3-

glucosídeo e a cianidina 3-glucosídeo são quase que exclusivamente responsáveis pela 

coloração vermelha do morango. Em estudo realizado por Skupien e Oszmianski (2004) 

com seis cultivares de morango da Polônia também a pelargonidina foi a antocianidina 

predominante em todos as cultivares (de 78 a 92%), e os valores variaram de 25,3 a 39,8 

mg/100 g amostra (b.u.). 

 Esse perfil das cultivares para os teores de antocianinas está de acordo com o 

encontrado pelo método espectrofotométrico (Tabela 1), porém observou-se que os 

valores obtidos por espectrofotometria foram significativamente menores que os obtidos 

por CLAE. Uma explicação para isto seria o fato de na medida espectrofotométrica ser 

levado em conta somente o coeficiente de extinção molar da pelargonidina 3-glucosídeo 

e não através de uma curva-padrão para cada antocianina como no caso das medidas por 

CLAE.  

 Com relação aos flavonóis, observou-se a presença de derivados de quercetina e 

campferol, sendo que os derivados de quercetina apresentaram-se em teores mais 

elevados em todas as cultivares. Esses resultados também estão de acordo com os 

obtidos para as cultivares brasileiras de morango estudadas por Cordenunsi et al. 

(2002). 

 Os flavanóis apresentaram-se em quantidades muito baixas, com predomínio de 

catequina, embora algumas cultivares não tenham apresentado valores detectáveis. Em 

seis cultivares de morango estudados por Skupien e Oszmianski (2004) os teores de 

catequina variaram de 6,1 a 18,7 mg/100 g amostra (b.u.), sendo esses teores maiores do 

que os encontrados para as cultivares brasileiras.  

 O teor total de flavonóides presentes nas diferentes cultivares variou de 48 

mg/100 g (Camarosa) a 24 mg/100 g b.u. (Camp Dover).  
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Os resultados encontrados para a caracterização das cultivares analisadas estão de 

acordo com estudos anteriores em que os principais flavonóides presentes no morango 

são descritos como sendo derivados de pelargonidina, cianidina, campferol, quercetina e 

catequina (CO; MARKAKIS, 1968). 

Essas variações encontradas entre as cultivares eram esperadas já que a 

concentração de nutrientes e compostos bioativos é fortemente influenciada por fatores 

extrínsecos tais como as condições climáticas, época de plantio e colheita, e grau de 

maturidade dos frutos. 

 

 

 



 

41 

Tabela 2. Composição e teor de flavonóides (mg/100 g b.u.) presentes nas diferentes cultivares de morango. 

Constituinte Cultivar 

 
Piedade 

Oso grande Sweet Charlie Camp Dover Dover Camarosa Toyonoka doce 

 

Antocianinas  

       

Pelargonidina  34,90,8 a 17,00,2 b 29  2 c 11,90,2 d 22,80,6 e 43  2 f 18  1 b 

Cianidina  0,850,04 a 2,10,2 b 0,310,02 c 0,540,03 d 1,10,1 e 1,2  0,1 e 1,3  0,1 e 

 

Flavonóis  

       

Derivados de Quercetina 1,210,04 a 2,8  0,1 b 2,270,04 c 3,1  0,1 d 3,3  0,1 d 2,7  0,2 b 4,4  0,2 e 

Derivados de Campferol 0,600,04 1,020,02 0,580,02 0,770,02 2,3  0,1 0,790,03 1,110,05 

 

Flavanóis  

       

Catequina  3,00,4 a 2,80,6 a n.d. 5,70,1 b 2,70,3 a n.d. 3,30,5 a 

Epicatequina  2,10,2 a 1,40,2 b n.d. 2,00,2 a 2,20,2 a n.d. 2,20,1 a 

Flavonóides totais 42,7 0,6 a 27,1 0,5 b 32  1 c 24,0 0,4 d 34,4 0,6 e 48  2 f 30  2 c 

 Resultados expressos como média ± desvio-padrão. n.d. não detectado 
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Muitos estudos têm demonstrado que o morango apresenta alta capacidade 

antioxidante, relacionada com os níveis de compostos fenólicos no fruto (HEINONEN; 

MEYER; FRANKEL, 1998; VINSON et al., 2001; SUN et al., 2002). Para tanto, a 

capacidade antioxidante das diferentes cultivares de morango foi avaliada através de dois 

métodos diferentes: seqüestro de radicais livres do DPPH e descoramento pelo sistema -

caroteno/ácido linoléico (Tabelas 3 e 4). 

 O método do DPPH (2,2-difenil-1, picrilhidrazil) foi primeiramente descrito por 

Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Baseia-se na medida da habilidade redutora dos 

antioxidantes sobre o radical colorido DPPH através de uma reação de transferência de 

elétrons, a qual é medida através do decréscimo da absorbância a 517 nm (PRIOR; WU; 

SCHAICH, 2005). 

 No sistema -caroteno/ácido linoléico é avaliada a capacidade do composto 

antioxidante em inibir o descoramento do -caroteno causado pelos radicais livres 

formados durante a peroxidação do ácido linoléico (YANISHILIEVA; MARINOVA, 

1995). 

 Na Tabela 3 estão apresentados os valores obtidos para a avaliação da capacidade 

antioxidante através do método do DPPH. Observou-se que para todas as cultivares de 

morango os valores foram similares, exceto para a cultivar Toyonoka doce que apresentou 

o menor valor. Esses resultados foram semelhantes aos obtidos para fenólicos totais, 

mostrando que há uma correlação entre os valores de capacidade antioxidante obtidos pelo 

método do DPPH e fenólicos totais determinados pelo método do Folin-Ciocalteu (r= 

0,71). O método do Folin-Ciocalteu vem sendo indicado também como método de 

avaliação de capacidade antioxidante de extratos já que seu mecanismo de ação está 

baseado em reação de oxidação/redução (PRIOR et al., 2005). Esse fato foi também 

observado em outro estudo realizado por Genovese et al. (2003). Portanto, a correlação 

entre esses dois métodos se deve principalmente ao fato de estarem baseados em 

mecanismos de ação semelhantes, ou seja, na transferência de elétrons. 
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Tabela 3. Capacidade antioxidante (moles equivalentes de BHT/g amostra b.u.), 

determinada através do método do DPPH, de diferentes cultivares de morango.  

Cultivar 
moles equivalentes de BHT/g amostra (b.u.) 

Piedade 14,8  0,3 a 

Oso grande  13  1 a 

Sweet Charlie  9,2  0,9 b 

Camp Dover 10,7  0,1 b 

Dover  14,2  0,1 a  

Camarosa  14  2 a 

Toyonoka doce 6,7  0,4 c 

 Resultados expressos como média ± desvio-padrão 

 

 

 Na Tabela 4 estão apresentados os valores obtidos de capacidade antioxidante pelo 

sistema -caroteno/ácido linoléico. Observou-se que novamente as cultivares apresentaram 

valores similares, exceto para as cultivares Sweet Charlie e Piedade que apresentaram os 

menores valores.  

 Quando comparamos esses resultados com os obtidos para fenólicos totais, 

observamos que não há correlação (r= 0,27). Apesar de ser conhecido que o ácido 

ascórbico apresenta alta capacidade antioxidante, nesse sistema ele apresenta capacidade 

pró-oxidante proporcional a sua concentração. Isto ocorre porque o ácido ascórbico após 

doar os dois hidrogênios redutores fica passível de receber elétrons, porque origina o 

radical ascorbila, que é um agente oxidante (BORS; BUETTNER, 1997). Como o morango 

apresenta um alto teor total de ácido ascórbico, a sua capacidade antioxidante estará 

subestimada por esse sistema.  
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Tabela 4. Capacidade antioxidante (moles equivalentes de BHT/g amostra b.u.), 

determinada através do descoramento no sistema -caroteno/ácido linoléico, de diferentes 

cultivares de morango.  

Cultivar moles equivalentes de BHT/g amostra (b.u.) 

Piedade  
3,7  0,6 a 

Oso Grande 
5,0  0,2 b 

Sweet Charlie 
3,55  0,03 a 

Camp Dover  
4,5  0,3 b 

Dover  
4,6  0,5 b 

Camarosa  
4,4  0,2 b 

Toyonoka doce 
4,1  0,4 b 

 Resultados expressos como média ± desvio-padrão 

 

 

Wang, Cao e Prior (1996) determinaram a capacidade antioxidante através do 

método do ORAC (oxygen radical absorption capacity) de 12 diferentes frutos dentre os 

quais observaram que o morango apresentava o maior valor, correlacionando os valores de 

capacidade antioxidante com os teores dos compostos fenólicos. Wang e Lin (2000) 

também encontraram uma correlação linear entre os valores de capacidade antioxidante, 

pelo método do ORAC, e o teor total de fenólicos em amostras de amora-preta, framboesa 

e morango.  

Porém, em estudo realizado por Kähkönen et al. (1999) nenhuma correlação entre o 

teor total de fenólicos e capacidade antioxidante foi encontrada. A explicação para esse 

fato é que a medida de fenólicos totais foi realizada pelo procedimento de Folin-Ciocalteu 

e a capacidade antioxidante pelo método metil linoleato (MeLo). Como já explicado 

anteriormente, o método de Folin-Ciocalteu não fornece valores exatos do teor de 
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fenólicos, já que outros compostos redutores, como o ácido ascórbico, também reagem. 

Além disso, sabe-se que a resposta antioxidante dos compostos fenólicos varia 

consideravelmente quando o modelo de oxidação MeLo é utilizado, já que se alguns desses 

compostos forem mais lipossolúveis como conseqüência apresentarão maior capacidade 

antioxidante por este método. 

 Wang et al. (1996) relataram que a contribuição da vitamina C na capacidade 

antioxidante total de frutas, determinada através do ORAC, era menor que 15%. Em estudo 

realizado por Kalt et al. (1999) os teores de fenólicos e de antocianinas foram fortemente 

correlacionados com a capacidade antioxidante, enquanto que o teor de vitamina C e a 

capacidade antioxidante, determinada através do ORAC, foram inversamente 

correlacionados.  

 Wang e Jiao (2000) analisaram sucos de morango feitos a partir de seis diferentes 

cultivares, e verificaram que exibiam alta capacidade antioxidante contra espécies de 

radicais livres incluindo os superóxidos, peróxidos de hidrogênio, radicais hidroxila e 

oxigênio singlete; a porcentagem de inibição de cada espécie reativa de oxigênio variou 

entre as cultivares estudadas. 

O efeito do processamento e armazenamento sobre o teor de fenólicos e capacidade 

antioxidante também já foi estudado. Cordenunsi et al. (2005) estudaram o efeito da 

temperatura de armazenamento na composição química e capacidade antioxidante de três 

cultivares de morango. Os autores observaram que em baixas temperaturas os teores de 

antocianinas e vitamina C eram afetados negativamente, enquanto os teores de fenólicos 

totais e ácido elágico livre não eram afetados. Embora tenham ocorrido diferenças nos 

teores de antocianinas entre as cultivares, não houve diferença na capacidade antioxidante, 

a qual diminuiu após a colheita, independentemente da temperatura de armazenamento.  

Na Tabela 5 estão apresentados os teores de ácido elágico livre, obtidos por CLAE, 

para as diferentes cultivares de morango. Observou-se que os teores variaram 

consideravelmente entre as cultivares, tendo a cultivar Dover apresentado o maior teor (2,6 

mg/100 g b.u.) e a Piedade o menor (0,61 mg/100 g b.u.).  
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Tabela 5. Teor de ácido elágico livre (mg/100 g amostra b.u.) das diferentes cultivares de 

morango. 

Cultivar mg/100 g amostra (b.u.) 

Piedade 0,61  0,05 a 

Oso grande 2,22  0,05 b 

Sweet Charlie 0,75  0,02 c 

Camp Dover 1,3  0,1 d 

Dover 2,60  0,05 e 

Camarosa 2,2  0,1 b 

Toyonoka doce 1,05  0,04 f 

 Resultados expressos como média ± desvio-padrão 

 

 

 Sabe-se que o ácido elágico está naturalmente presente nas plantas juntamente com 

os elagitaninos ou é formado durante o processamento dos alimentos. A proporção varia 

muito podendo exceder 50% dos teores de ácido elágico total em algumas amostras, 

dependendo das condições de armazenamento e processamento (CLIFFORD; 

SCALBERT, 2000). Portanto, a presença de ácido elágico livre parece ser resultante de 

degradação dos elagitaninos durante o processo de preparo da amostra e extração. Este fato 

é de extrema importância dada a insolubilidade em água do composto livre, o que deve ser 

levado em conta na sua extração e quantificação. Além disso, por conta das diferentes 

propriedades físico-químicas, diferenças em sua atividade biológica também são esperadas. 
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4.2. OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES PARA DETERMINAÇÃO DOS TEORES 

DE ÁCIDO ELÁGICO TOTAL 

 

4.2.1. TESTE DAS CONDIÇÕES DE HIDRÓLISE 

 A quantificação do teor total de ácido elágico se baseia no fato de quando os 

elagitaninos são submetidos à hidrólise eles originam o ácido elágico livre, o qual é 

geralmente quantificado por CLAE. Diversos métodos já foram propostos visando essa 

quantificação (BUSHMAN et al., 2004; DANIEL et al., 1989; HÄKKINEN et al., 2000; 

LEE; TALCOTT, 2004; MAAS et al., 2001; WILSON; HAGERMANN, 1990), porém 

estes diferem muito entre si principalmente no que se refere ao tipo de ácido e 

concentração utilizados, assim como tempo e temperatura da reação de hidrólise. Portanto, 

existe uma necessidade de otimização das condições de hidrólise e consequentemente 

determinação do teor total de ácido elágico já que existe um crescente interesse nesses 

compostos devido aos seus possíveis efeitos benéficos. 

 Primeiramente, foram testadas as diversas condições de hidrólise descritas na 

literatura para a determinação de ácido elágico total (Tabela 6). Os resultados obtidos em 

cada condição testada também estão apresentados na Tabela 6. 
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Tabela 6. Condições de hidrólise e teor de ácido elágico total (mg/100 g amostra b.u.)* de 

morangos cv. Dover. 

 

Condições de hidrólise 

Ácido elágico 

mg/100 g amostra (b.u.) 

TFA 2N / 120 o C / 90 min (Carpita, 1983) 34  1a 

HCl 2N / 95 o C / 1 hora (Lee e Talcott, 2004) 23,5  0.4b 

TFA 2N metanólico /100o C / 2 horas (Bushman et al., 2004) 5,5  0.5c 

HCl 2N / 100 o C / 10 horas (Wilson e Hagermann, 1990) 27  2d 

TFA (0.1mL/10mL amostra) / 100 o C / 1 hora (Maas et al., 

2001)** 

6,1  0.5c 

TFA 2N / 100 o C / 2 horas (Daniel et al., 1989)** 8,0  0.2e 

HCl 1,2M / 85 o C / 20 horas (Häkkinen et al., 2000)** 28  2d 

    *Extratos obtidos em metanol 70%        **Hidrólise sob refluxo 

 

 Observou-se pelos resultados apresentados na Tabela 6 que as condições de 

hidrólise propostas por Bushman et al. (2004), Maas et al. (2001) e Daniel et al. (1989) 

foram as que resultaram nos menores teores de ácido elágico total. A condição proposta 

por Häkkinen et al. (2000), com um tempo de hidrólise de 20 horas, resultou em um alto 

teor de ácido elágico total, semelhante ao encontrado utilizando-se o método proposto por 

Wilson e Hagermann (1990). Porém, esses resultados ainda foram menores do que os 

obtidos utilizando-se as condições de hidrólise segundo Carpita (1983).  

 Portanto, pode-se concluir que as melhores condições de hidrólise para a 

quantificação dos teores totais de ácido elágico são através de hidrólise durante 90 minutos 

a 120 ºC utilizando-se TFA (ácido trifluoracético) 2N.  
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4.2.2. TESTE DE SOLVENTE PARA EXTRAÇÃO 

 Objetivando a otimização do método de determinação de ácido elágico total foram 

também efetuados testes para a escolha do solvente utilizado na extração das amostras. Isso 

foi feito porque nos diferentes métodos propostos na literatura os solventes utilizados 

variavam, inclusive para as mesmas amostras. Após a obtenção dos diferentes extratos, os 

mesmos foram submetidos à hidrólise nas condições previamente determinadas como 

ideais. 

 Na Tabela 7 estão apresentados os resultados para o teor de ácido elágico total nos 

diferentes extratos obtidos.  

 

Tabela 7. Teor de ácido elágico total (mg/100 g amostra b.u.) nos diferentes extratos 

obtidos a partir de morangos cv. Dover. 

Solvente 

 

Ácido elágico 

mg/100 g (b.u.)   

Metanol puro 19,32  0,04 a 

Metanol 70% 34,64  1,03 b 

Metanol 80% 36,95  0,02 b 

Acetona 80% 48,34  0,10 c 

* condições de hidrólise: TFA 2N, 120 °C, 90 min 

 

 Observou-se que os extratos obtidos com metanol puro apresentaram os menores 

teores de ácido elágico total (19,32 mg/100 g b.u.) enquanto que os extratos obtidos com 

acetona 80% apresentaram os maiores teores (48,34 mg/100 g b.u.). Esses resultados 

demonstraram que para uma quantificação adequada dos teores de ácido elágico total, os 

extratos devem ser obtidos utilizando-se como solvente acetona aquosa a 80%. 

 Entre as condições de hidrólise encontradas na literatura, aquela utilizando TFA 2N 

por 90 minutos a 120 C se mostrou a melhor para a determinação de ácido elágico total. 

Desta forma, condições similares foram testadas nos extratos obtidos em acetona 80%, 

para verificar se seria possível diminuir o tempo e/ou a temperatura e substituir o ácido 
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trifluoroacético por ácido clorídrico. Na Tabela 8 estão apresentados os resultados obtidos 

para as diversas condições de hidrólise testadas. 

 

 

Tabela 8. Condições de hidrólise e teores de ácido elágico total (mg/100 g de amostra base 

úmida b.u.)*. 

 

Condições de hidrólise 

Ácido elágico 

mg/100g (b.u.) 

HCl 2N / 120o C / 90 min 34,0  0,1a 

TFA 2N / 100o C / 90 min 29,4  0,4b 

TFA 2N / 100o C / 120 min 24,9  0,3c 

TFA 2N / 120o C / 60 min 49,0  0,5d 

TFA 2N / 120o C / 120 min 50  1d 

TFA 2N / 120o C / 90 min 49  1d 

                       *cv. Dover em extrato acetona 80% 

 

 

Observou-se pelos resultados apresentados que dentre as condições testadas, a 

utilizando HCl resultou no menor teor total de ácido elágico enquanto que a condição 

utilizando TFA se mostrou mais eficiente na quebra dos polímeros. Além disso, dentre as 

condições de hidrólise utilizando TFA 2N aquelas a 100 C resultaram nos menores teores 

totais de ácido elágico enquanto que as condições a 120 C por 60, 90 ou 120 minutos não 

apresentaram diferenças significativas nos teores. Portanto, concluiu-se que a melhor 

condição para a determinação dos teores totais de ácido elágico em morangos é a que 

utiliza TFA 2N a 120 C, e que o tempo de 60 minutos já é suficiente para a hidrólise total. 
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4.2.3. TESTE DE RECUPERAÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO 

 Testes de recuperação do ácido elágico também foram realizados para que se 

pudessem avaliar possíveis perdas do composto durante a hidrólise. Para tanto, quantidades 

conhecidas de padrão de ácido elágico foram adicionadas à amostra a ser hidrolisada. 

Observou-se que a recuperação do ácido elágico durante a hidrólise foi em torno de 100% 

para a triplicata. Concluiu-se que o método otimizado apresenta uma ótima recuperação do 

composto analisado, além de ser o que resultou nos maiores teores. 

 No método de hidrólise proposto por Häkkinen et al. (2000) a recuperação de ácido 

elágico também foi analisada, sendo de 80% para o morango e de 85% para geléias de 

morango. Os autores consideraram a recuperação ótima já que segundo Mangels et al. 

(1993) a recuperação de um composto acima de 80% seria aceitável, considerando-se a 

baixa solubilidade desses compostos. 
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4.3. QUANTIFICAÇÃO DO TEOR DE ÁCIDO ELÁGICO TOTAL 

 Conforme anteriormente descrito, após a realização dos testes de otimização das 

condições de hidrólise e do solvente a ser utilizado na extração das amostras, concluiu-se 

que as melhores condições para a quantificação dos teores totais de ácido elágico são: 

extração da amostra com acetona 80% e hidrólise por 60 minutos a 120 °C utilizando-se 

TFA 2N. 

 Na Tabela 9 estão apresentados os teores de ácido elágico total das diferentes 

cultivares de morango utilizando-se as condições otimizadas. 

 

Tabela 9. Teores de ácido elágico total (mg/100 g b.u.) de diferentes cultivares de 

morango. 

Cultivar mg/100 g (b.u.) 

Piedade 19  1 a 

Oso grande 28  2 b 

Sweet Charlie 24,7  0,5 c 

Camp Dover 32  1 b 

Dover 47  1 d 

Camarosa 42  1 e 

Toyonoka doce 17  2 a 

 Resultados expressos como média ± desvio-padrão 

 

Observou-se que a cultivar Dover foi a que apresentou o maior teor de ácido 

elágico total (47 mg/100 g b.u.) enquanto que as cultivares Toyonoka doce e Piedade 

foram as que apresentaram os menores valores (17 e 19 mg/100 g b.u., respectivamente). 

Esses dados estão de acordo com os obtidos para os teores de ácido elágico livre (Tabela 

5). Portanto, verificou-se pelos resultados apresentados que as cultivares que apresentaram 

os maiores teores de ácido elágico livre também foram as que apresentaram os maiores 

teores totais, indicando que realmente a maior parte desses derivados de ácido elágico se 

encontra na forma de elagitaninos.  
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4.4. PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS 

ELAGITANINOS DO MORANGO  

 

4.4.1. PURIFICACAO DOS ELAGITANINOS  

 Após a otimização das condições de hidrólise para a quantificação dos teores totais 

de ácido elágico foram realizados diversos testes visando à purificação dos elagitaninos 

presentes no morango. Inicialmente foram utilizados extratos obtidos em metanol 70% da 

cultivar Dover, já que esta cultivar apresentou o maior teor total de ácido elágico. A seguir, 

extratos obtidos em acetona 80% foram utilizados, para tentar aumentar o rendimento. 

Foram efetuadas análises antes e após hidrólise ácida, de acordo com as condições 

previamente otimizadas.  

 Primeiramente foi testada a resina de poliamida (PA) já que é amplamente utilizada 

na purificação de flavonóides assim como de ácido elágico livre. Para tanto, a resina foi 

pré-condicionada e alíquotas do extrato foram aplicadas, após isso foi realizada a tentativa 

de eluição dos elagitaninos com diferentes solventes e condições. 

 A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos para os diversos testes realizados com 

a resina de PA, tanto antes como após a hidrólise.  
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Tabela 10. Teores de ácido elágico livre e total (mg/100 g amostra b.u.) recuperados nos 

diferentes eluatos após extração em fase sólida utilizando-se resina de poliamida (PA). 

 mg/100 g (b.u.) 
Testes 
 

 
Solventes  Ácido elágico livre Ácido elágico total 

 
1 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol: NH3 (99,5:0,5) 
 

n.d. 
0,60 
0,57 

n.d. 
2,82 
2,13 

 

 
2 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol: NH3 (99,5:0,5) 
Metanol/HCl 0,1% 
 

 
 
 

0,73 

 
 
 

2,99 

3  
 

Água 
Metanol 100% 
Metanol/HCl 3% 
 

 
 

0,65 

 
 

2,52 

4 
 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol: NH3 (99,5:0,5) 
Metanol:NH3 (95:5) 
Acetona:NH3 (95:5) 
 

 
 
 

1,23 
n.d. 

 
 
 

3,40 
n.d. 

5  
 

Água 
Metanol puro 
Acetona 80% 
 

 
 

n.d. 

 
 

n.d. 

6  
 

Água 
Metanol puro 
Dimetilformamida pura 
 

 
 

1,04 

 
 

8,00 

7 
 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol/HCl 10% 
 

 
 

n.d. 

 
 

1,37 

8 
 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol: NH3 (99,5:0,5) 
Dimetilformamida pura 
 

 
 
 

3,44 

 
 
 

16,02 

 
9 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol: NH3 (99,5:0,5) 
Água:NH3 5% 
 

 
 
 

0,44 

 
 
 

0,82 

10 
 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol:NH3 (90:10) 
Dimetilformamida pura 
Acetato de etila pura 

 
 

1,82 
n.d. 
n.d. 

 
 

2,18 
0,23 
0,02 
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Continuação da Tabela 10 

11 * 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol/HCl 3% 

n.d. 
0,45 
0,52 

n.d. 
3,82 
1,54 

12 ** 
 
 

Água 
Metanol puro 
Metanol: NH3 (99,5:0,5) 

n.d. 
0,11 
0,05 

11,79 
0,51 
n.d. 

13*** 
 
 

 
Água 
Metanol puro 
Metanol: NH3 (99,5:0,5) 

 
0,60 
1,46 
0,02 

 
2,57 
5,92 
0,03 

14 
 
 
 

 
Água 
Metanol puro 
Acetonitrila pura 
Dimetilformamida 80% 
Dimetilformamida pura 
 

 
 
 

n.d. 
n.d. 
0,01 

 

 
 
 

0,04 
4,16 
0,05 

Nos testes 1, 2, 4, 8 e 9 as eluições foram realizadas de forma seqüencial e 
nos testes 3, 5, 6, 7, 10, 11, 12, 13 e 14 primeiramente foi realizada eluição 
com metanol puro e após o solvente a ser testado.  * resina foi pré-
condicionada com água pH 2   ** extrato em pH 9  *** extrato em pH 11   
n.d. – não detectado 

 

 

No teste 1 foi realizada a eluição de forma semelhante à empregada na purificação dos 

flavonóides (vide “Materiais e Métodos” item 3.2.1.1.). Observou-se que pequena 

quantidade dos elagitaninos foi co-eluída com os flavonóides e que apesar desses 

compostos serem hidrossolúveis eles não se encontravam na fração aquosa. Nos testes de 2 

a 7 essa eluição seqüencial foi mantida com o acréscimo de diferentes solventes na 

seqüência. Pode-se observar que a acidez ou alcalinidade dos solventes não favoreceu a 

eluição desses compostos.  

Nos testes em que a eluição foi realizada com dimetilformamida os teores de ácido 

elágico total (após hidrólise ácida) foram os maiores. Porém, observou-se que além da 

eluição dos elagitaninos também houve a eluição dos flavonóides, não havendo, portanto 

completa separação dos compostos.  

De acordo com Claeson et al. (1998), um método eficiente para remoção dos 

taninos de soluções é através da passagem em uma coluna de poliamida, já que as fortes 

ligações de hidrogênio formadas entre esses compostos e os grupamentos amida são 

praticamente irreversíveis. Loomis e Battaile (1966) relataram que a diminuição do pH de 

7,5 para 3,0 aumentaria em aproximadamente 10 vezes a capacidade de ligação dos taninos 
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hidrolisáveis à resina, demonstrando uma forte dependência do pH. Para tanto, no teste 11, 

a resina foi pré-condicionada com água em pH 2 e os resultados obtidos demonstraram que 

existe uma forte influência do pH na interação dos elagitaninos com a resina. Já no teste 12 

o extrato aplicado à resina foi previamente alcalinizado até pH 9 e os resultados indicaram 

que a interação elagitaninos-poliamida se torna mais fraca e em água uma grande 

quantidade dos elagitaninos foi eluída, porém novamente os flavonóides foram co-eluídos. 

No teste 13 o extrato foi alcalinizado até pH 11 porém não houve aumento do teor total de 

ácido elágico nas frações coletadas. No teste 14 a eluição seqüencial com acetonitrila e 

dimetilformamida também não resultou em aumento dos teores recuperados. 

Liu et al. (2002) também relataram que a passagem pela resina de poliamida é 

muito eficiente para a remoção dos taninos presentes na amostra porém os autores 

sugeriram que a eluição com amônia 5% seria eficiente para a recuperação desses 

compostos da resina, o que não foi observado neste estudo (vide teste 9). 

Portanto, os resultados demonstraram que a purificação dos elagitaninos através da 

resina de PA não é adequada já que há uma ligação irreversível dos elagitaninos.  

A resina de C18 também foi testada para a purificação dos elagitaninos. Esta resina 

é mais apolar que a resina de PA, interagindo com os compostos orgânicos através de 

interações hidrofóbicas. Os resultados obtidos nos diversos testes estão apresentados na 

Tabela 11. 
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Tabela 11. Teores de ácido elágico livre e total (mg/100 g amostra b.u.) recuperados nos 

diferentes eluatos após extração em fase sólida utilizando-se a resina de C18.  

 mg/100 g (b.u.) 
Testes * 

 

 
Solventes  Ácido elágico livre Ácido elágico total  

 
1 

 

Água 
Metanol puro 

Metanol : NH3 (99,5:0,5) 
 

n.d. 
2,35 
n.d. 

n.d. 
29,43 
n.d. 

 
 

2 
 
 

 
Água  

Acetona pura 
Acetona 50% 
Metanol puro 

 

 
n.d. 
2,01 
n.d. 
n.d. 

 
1,82 

28,24 
0,20 
0,06 

3 
 
 
 

 
Metanol 5% 

Metanol 25% 
Metanol 50% 
Metanol puro 

 

 
n.d. 
n.d. 
2,30 
0,03 

 
10,24 
21,10 
7,64 
0,35 

 

 
 

4 
 
 
 
 
 
 
 

 
Metanol 2,5% 
Metanol 5% 

Metanol 7,5% 
Metanol 10% 

Metanol 12,5% 
Metanol 15% 

Metanol 17,5% 
Metanol 20% 
Metanol 25% 
Metanol 50% 

 

 
0,31 
0,45 
n.d. 
n.d. 
n.d. 
1,24 
0,98 
0,52 
0,82 
0,04 

 
6,56 
5,79 
2,94 
2,03 
2,41 
3,32 
3,28 
3,94 
3,36 
2,39 

5 
 
 

 
Acetona 5% 

Acetona 25% 
Acetona 50% 
Acetona pura 

 
0,30 
0,96 
0,31 
n.d. 

 
3,47 
9,82 
8,18 
0,10 

     * todas as eluições nos diferentes testes foram realizadas de forma seqüencial    
      n.d. não detectado 
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 Podemos observar pelos resultados apresentados que a resina de C18 não interagiu 

tão fortemente com os elagitaninos quanto a resina de poliamida, provavelmente porque a 

resina de C18 é mais apolar que a resina de PA.  

 No primeiro teste foi realizada a mesma eluição seqüencial que para a resina de 

poliamida e verificou-se que os elagitaninos foram, na sua maioria, eluídos com metanol 

100%, porém os flavonóides também o foram, não havendo, portanto, separação. Os testes 

seguintes foram realizados utilizando-se gradientes de concentração tanto de metanol 

quanto de acetona visando à separação dos elagitaninos dos flavonóides. No teste 3, por 

exemplo, observamos que nas frações metanol 5% e 25% foram obtidos altos valores de 

ácido elágico total, respectivamente 10 e 21 mg/100 g b.u., porém observou-se que apenas 

na fração metanol 5% somente elagitaninos foram eluídos.  

 Porém como os resultados indicavam que o cultivar Dover apresentava um teor 

total de ácido elágico de aproximadamente 40 mg/100 g b.u., outras resinas também foram 

testadas visando um aumento na quantidade dos elagitaninos purificados. Para tanto, foi 

utilizada a resina Amberlite XAD-2 que apresenta como característica principal a natureza 

hidrofóbica. Os resultados obtidos para a resina Amberlite XAD-2 estão apresentados na 

Tabela 12. 

 

Tabela 12. Teores de ácido elágico livre e total (mg/100 g amostra b.u.) recuperados nos 

diferentes eluatos após extração em fase sólida utilizando-se a resina de Amberlite XAD2.  

Solvente *  mg/100 g (b.u.) 

 Ácido elágico livre Ácido elágico total 

Água 1,27 10,24 

Etanol puro 0,44 0,75 

                      * eluição foi realizada de forma seqüencial 

 

 Observou-se pelos resultados obtidos que devido à natureza hidrofóbica da resina 

Amberlite XAD2 os elagitaninos não apresentaram afinidade por esta resina sendo 

principalmente eluídos em água, aproximadamente 10 mg/100 g (b.u.). Porém os 
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flavonóides, principalmente as antocianinas, também foram co-eluídas.  

 Também foi testada a resina de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Esta resina 

interage com os compostos por adsorção sendo que os grupos amida da resina de PVPP 

formam pontes de hidrogênio com os grupamentos hidroxila dos compostos polifenólicos. 

Na Tabela 13 estão apresentados os resultados obtidos para a resina de PVPP. 

 

 

Tabela 13. Teores de ácido elágico livre e total (mg/100 g amostra b.u.) recuperados nos 

diferentes eluatos após extração em fase sólida utilizando-se a resina de 

polivinilpolipirrolidona (PVPP). 

Solventes * mg/100 g (b.u.) 

 Ácido elágico livre Ácido elágico total 

Metanol 100% n.d. n.d. 

Metanol 50% n.d. 0,14 

Acetona 50% 0,15 0,11 

Acetona 80% 
0,13 0,25 

               * eluição foi realizada de forma seqüencial  n.d. – não detectado 

 

 Os resultados obtidos demonstraram que os elagitaninos não são facilmente eluídos 

desta resina, o que está de acordo com a literatura já que tanto a resina de PVPP quanto a 

de PA interagem fortemente com os elagitaninos, inclusive alguns trabalhos citam que a 

interação desses compostos com essas resinas é irreversível (COLLINS et al., 1998, 

MAKKAR et al., 1993).  

 Diversos autores utilizam a resina de Sephadex LH-20 para a purificação dos 

elagitaninos, por exemplo, da romã (Punica granatum) (EL-TOUMY, RAUWALD, 2002, 

SEERAM et al., 2004). Esta resina apresenta uma matriz de hidroxipropileno tendo tanto 

características hidrofílicas quanto lipofílicas, e a separação dos compostos se dá por peso 

molecular. Na Tabela 14 estão apresentados os resultados obtidos para a resina de 

Sephadex LH-20. 
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Tabela 14. Teores de ácido elágico livre e total (mg/100 g amostra b.u.) recuperados nos 

diferentes eluatos após extração em fase sólida utilizando-se a resina de Sephadex LH-20. 

Solventes* mg/100 g (b.u.) 

 Ácido elágico livre Ácido elágico total 

Etanol 80% 0,09 

 

4,59 

Acetona 70% 

 

1,70 24,65 

Acetona 50% n.d. 

 

3,39 

Metanol 70% acidificado n.d. 

 

0,14 

Etanol 80% 

Etanol puro 

Acetona 70% 

 

1,91 

0,08 

n.d. 

4,16 

0,63 

22,50 

Etanol 80% 

Etanol puro 

Acetona 70% ** 

 

 

n.d. 

 

 

11,70 

* eluição foi realizada de forma seqüencial    **mesmo procedimento do teste 
anterior com análise somente da fração acetona 70%        n.d. não detectado 

 

 

 Os resultados mostraram que a separação dos compostos presentes no morango por 

Sephadex-LH20 não foi eficiente. Apesar da eluição com acetona 70% apresentar os 

maiores teores de ácido elágico total, não houve total separação dos elagitaninos dos 

flavonóides presentes. Além disso, observou-se que os valores obtidos com esta resina não 

são reprodutíveis.  

 Ainda visando aumentar o teor de elagitaninos purificados, a resina de celulose 

microcristalina foi testada. Essa resina foi previamente hidratada com o extrato em acetona 

80% após o qual efetuou-se a eluição seqüencial. Sabe-se que os grupamentos hidroxila da 



 

61

celulose têm forte afinidade por solventes polares como, por exemplo, água. Na Tabela 15 

estão apresentados os valores obtidos para a resina de celulose microcristalina. 

 

Tabela 15. Teores de ácido elágico livre e total (mg/100 g amostra b.u.) recuperados nos 

diferentes eluatos após extração em fase sólida utilizando-se a resina de celulose 

microcristalina. 

 mg/100 g (b.u.) 

 

 

Solventes * Ácido elágico livre Ácido elágico total 

 

 

Água 

Metanol puro 

Metanol : NH3 (99,5:0,5) 

n.d. 

2,20 

0,03 

24,87 

5,32 

0,12 

         * eluição foi realizada de forma seqüencial                         n.d. não detectado 

 

 

 Podemos observar pelos resultados apresentados que os elagitaninos não 

apresentam alta afinidade pela resina de celulose microcristalina, porém os flavonóides 

também foram co-eluídos.  

 Sabe-se que uma propriedade muito importante apresentada pelos taninos é a sua 

capacidade de precipitação com proteínas. Para verificar se essa propriedade poderia ser 

utilizada na sua purificação adicionou-se albumina de soro bovina (BSA) ao extrato aquoso 

de morango, após eliminação da acetona, com o objetivo de avaliar se após dissociação do 

precipitado com SDS 1% seria possível obter os elagitaninos purificados. Os resultados 

obtidos estão apresentados na Tabela 16. 
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Tabela 16. Teores de ácido elágico livre e total (mg/100 g amostra b.u.) recuperados após 

precipitação com albumina de soro bovino (BSA). 

 mg/100 g (b.u.) 

Ácido elágico livre 

 

n.d. 

 

Ácido elágico total 

 

0,61 

 

                                n.d. não detectado 

 

 

 Podemos observar pelos resultados obtidos que a quantidade de elagitaninos 

precipitados com BSA foi muito baixa utilizando-se o método proposto por Hagerman e 

Butler (1978). Isso pode ser explicado pelo fato de os elagitaninos apresentarem uma baixa 

afinidade pelas proteínas quando comparados com os galotaninos (polímeros de ácido 

gálico). McManus et al. (1985) constataram que a afinidade da Telimagrandina 

(elagitanino) por BSA era muito menor quando comparada com pentagaloilglucose 

(galotanino). 

 Outro método de precipitação dos taninos citado na literatura é o proposto por Reed 

et al. (1985) que se baseia na capacidade do itérbio trivalente precipitar polifenóis 

presentes em extratos de plantas. Na Tabela 17 estão apresentados os resultados obtidos 

por este método.  

 

 

Tabela 17. Teores de ácido elágico livre e total (mg/100 g amostra b.u.) recuperados após 

precipitação com acetato de itérbio (AcYb). 

 mg/100 g (b.u.) 

Ácido elágico livre n.d. 

Ácido elágico total 13,52 

                                n.d. não detectado 
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 Os resultados obtidos através da precipitação com acetato de itérbio demonstraram 

que os teores são praticamente similares aos obtidos através da utilização da resina de C18 

(eluição com metanol 5%). Além disso, pode-se observar que após sucessivas lavagens do 

precipitado com acetona este se encontrava livre de outros compostos polifenólicos. 

 Portanto, dentre todos os testes realizados visando à purificação dos elagitaninos 

presentes no morango, as melhores metodologias foram as utilizando a resina de C18 com 

posterior eluição com metanol 5% e a precipitação dos compostos com acetato de itérbio, 

que separam completamente os compostos dos demais polifenóis presentes no morango, 

apesar de apresentarem um baixo rendimento (25%). Porém uma das desvantagens muito 

citadas dos métodos de precipitação é a baixa reprodutibilidade dos resultados, o que 

parece não ocorrer com a resina de C18. 
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4.4.2. CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS ELAGITANINOS 

 Muitos estudos já descreveram os compostos fenólicos presentes em morangos 

baseados em métodos espectrofotométricos (MEYERS et al., 2003) ou CLAE com 

detecção por DAD (GIL et al., 1997, KOSAR et al., 2004, WANG; ZHENG, 2001). 

Contudo, sabe-se que a detecção por ultravioleta tem suas limitações já que se baseia 

principalmente na comparação dos espectros de absorção dos compostos e os respectivos 

tempos de retenção. Por outro lado, o uso de CLAE associada à espectrometria de massas 

fornece informações estruturais muito importantes, principalmente quando os padrões dos 

compostos a serem analisados não estão disponíveis, como no caso dos elagitaninos do 

morango.  

 Para tanto, um extrato de morango em acetona 80% foi preparado e aplicado em 

equipamento de cromatografia líquida acoplado a um espectrômetro de massas. A Tabela 

18 apresenta os picos identificados como elagitaninos e derivados de ácido elágico no 

extrato de morango. 

 

Tabela 18. Identificação dos derivados de ácido elágico e elagitaninos do morango através 

de Cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas. 

Tempo de 

retenção (min) 

Massa 

molecular 

 

MS 

 

MS/MS 

 

Composto 

3,0 784 783 481, 301, 257, 229 Pedunculagina 

6,5 784 783 481, 301, 257, 229 Pedunculagina 

9,5 784 783 481, 301, 257, 229 Pedunculagina 

26,4 – 27,3 936 935 898, 633, 463, 301, 

257, 229 

HHDP-galoil-

glucosídeo 

32,1 – 33,1 1870 1869 1567, 1265, 935, 

633, 301, 257, 229 

Sanguiina H-6 

34,1 302 301 257, 229 Ácido elágico 

 

 

 Podemos observar que no extrato de morango em acetona 80% a maior parte dos 

picos identificados foi de elagitaninos, além de um pico identificado como ácido elágico 

livre. Os espectros de massas desses compostos estão apresentados a seguir (Figuras 5 - 
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8).  

 

 

Erro! 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Espectro de massas do pico identificado como ácido elágico livre no extrato de 

morango, demonstrando m/z 301 (modo negativo). 

 

 

 

 Os elagitaninos apresentam como unidade básica o ácido elágico (Massa molecular 

= 302) (Figura 5), o qual é formado a partir da hidrólise dos polímeros para liberação dos 

grupos HHDP (ácido hexahidroxidifênico) que rapidamente sofrem lactonização. 

 Os elagitaninos estão presentes em quantidades abundantes em frutos como 

framboesas, amora-preta e morango e, após hidrólise, são detectados e quantificados como 

ácido elágico (AMAKURA et al., 2000). Na Figura 6 estão apresentados os espectros de 

massas de três picos identificados como pedunculagina. 
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Figura 6. Espectros de massas dos picos identificados como pedunculagina no morango, 

demonstrando m/z 783 (modo negativo). 

 

 

 Mullen et al. (2003) analisaram extratos de framboesa para a identificação de 

derivados de ácido elágico porém não encontraram nenhum pico correspondendo à massa 

molecular de 783. Lee et al. (2005) e Ito et al. (2007) identificaram os conjugados de ácido 

elágico em uvas muscadine e nozes, respectivamente, e nenhum pico foi identificado com 

essa massa. No entanto, Hager et al. (2008) e Hassimotto et al. (submetido) identificaram 

esses mesmos picos em amora-preta como sendo isômeros de pedunculagina. Esses 

compostos já foram identificados por Seeram et al. (2006b) em extratos de morango. 

 Na Figura 7 está apresentado o espectro de massas do pico identificado como 

HHDP – galoil – glucosídeo (Massa molecular= 935). 
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Figura 7. Espectro de massas do pico identificado como ácido hexahidroxidifênico 

(HHDP) - galoil- glucosídeo no morango, demonstrando m/z 935 (modo negativo). 

 

 

 O pico identificado como HHDP – galoil- glucosídeo já havia sido identificado por 

Seeram et al. (2006b) em morangos e Maatta-Riihinen et al. (2004) em  frutas dos  gêneros 

Rubus e Fragaria. Sabe-se que esta molécula é a unidade básica de muitos elagitaninos 

como, por exemplo, Sanguiina H-6 que contém duas unidades. Na Figura 8 está 

apresentado o espectro de massas do elagitanino Sanguiina H-6.  
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Figura 8. Espectro de massas do pico identificado como Sanguiina H-6 no extrato de 

morango, demonstrando m/z 1870 (modo negativo). 

 

 

 O elagitanino Sanguiina H-6 está presente em grandes quantidades tanto em 

morangos como em framboesas. Quantidades significativas de elagitaninos (sanguiina H-6 

e lambertianina C) em framboesas foram detectadas, além de quantidades traço de ácido 

elágico livre e seus derivados (MULLEN et al., 2002a).  

 Além da caracterização estrutural dos compostos presentes no extrato em acetona 

80% do morango, foi realizada a análise por CLAE associada à espectrometria de massas 

dos elagitaninos purificados através da resina de C18 com posterior eluição com metanol 

5% e através da precipitação com acetato de itérbio (Tabela 19).  
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Tabela 19. Análise das frações de elagitaninos purificadas através da eluição da resina de 

C18 com metanol 5% e pela precipitação com acetato de itérbio.   

Fração  

Composto  

 

Massa molecular C18 Acetato de itérbio 

Pedunculagina 784 + + 

Pedunculagina 784 + + 

Pedunculagina 784 + + 

HHDP-galoil-glucosídeo 936 + + 

Sanguiina H-6 1870 - + 

Ácido elágico 302 + + 

        (+) presença do composto, (-) ausência 

 

 

 Pode-se observar pelos resultados apresentados na Tabela 19 que dos elagitaninos 

originalmente presentes no extrato em acetona 80%, a eluição da resina de C18 com 

metanol 5% resultou na perda do elagitanino Sanguiina H-6. A precipitação com acetato de 

itérbio foi a mais eficiente já que todos os elagitaninos originalmente presentes no extrato 

em acetona 80% foram encontrados nessa fração.  

 Para tanto, a precipitação dos elagitaninos com acetato de itérbio foi utilizada para 

a purificação dos elagitaninos a serem administrados a ratos para o estudo da 

biodisponibilidade assim como para a avaliação através de modelos in vitro da atividade 

antiproliferativa e atividades inibitórias das enzimas �-amilase e �-glicosidase, relevantes 

para diabetes tipo 2. 
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4.5. ESTUDO IN VITRO DAS ATIVIDADES ANTIPROLIFERATIVA, ANTI-

DIABETES TIPO 2 E ANTI-HIPERTENSÃO DOS ELAGITANINOS DO 

MORANGO 

 

4.5.1. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA 

Muitos estudos têm demonstrado que extratos de morangos e framboesas 

apresentam efeito inibitório in vitro na proliferação de células cancerosas (YOSHIZAWA 

et al., 2000, LIU et al., 2002, MEYERS et al., 2003, KATSUBE et al., 2003, OLSSON et 

al., 2004, HAN et al., 2005, SCHIMDT et al., 2005). De maneira geral, esses frutos são 

considerados boas fontes de flavonóides e compostos fenólicos. Além disso, muitos 

estudos têm relatado os efeitos benéficos do consumo desses frutos em diversos tipos de 

câncer (JURANIC; ZIZAK 2005, SEERAM, 2008a), doenças neurodegenerativas 

(SHUKITT-HALE; LAU; JOSEPH, 2008) e síndrome metabólica (TSUDA, 2008). Esses 

efeitos benéficos tem sido geralmente atribuídos a habilidade de alguns compostos 

fenólicos em reduzir, ou mesmo reparar os danos causados pelo estresse oxidativo e 

inflamação. 

Nesse estudo, foi avaliada a atividade antiproliferativa do ácido elágico livre, dos 

elagitaninos purificados e do extrato total de morango em diversas linhagens celulares: 

MCF-7 (mama), NCI-ADR (mama com fenótipo de resistência a múltiplas drogas), 

UACC-62 (melanoma), NCI460 (pulmão), PCO3 (próstata), HT29 (cólon), OVCAR 

(ovário), K-562 (leucemia mielóide aguda) e 786-0 (rim). Foram consideradas ativas as 

amostras que produziram inibição de crescimento (atividade citostática) acima de 50% 

(abaixo da linha tracejada). A atividade citocida (morte celular) corresponde aos valos de 

inibição abaixo da linha zero.  

O quimioterápico doxorrubicina foi utilizado como controle positivo (Figura 9).  
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Figura 9. Atividade antiproliferativa do quimioterápico doxorrubicina frente a diversas 

linhagens celulares. 

 

 

 

 Na Figura 10 estão apresentados os resultados obtidos da avaliação de atividade 

antiproliferativa do padrão de ácido elágico (Sigma, EUA), dos elagitaninos purificados e 

do extrato total de morango, respectivamente.  
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Figura 10. Atividade antiproliferativa do padrão de ácido elágico (A), dos elagitaninos 

A 

B 
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purificados (B) e do extrato total de morango (C) frente a diversas linhagens celulares. 

Podemos observar que o ácido elágico livre apresentou uma boa relação entre 

concentração e efeito, com morte celular nas maiores concentrações. Nas linhagens 

celulares NCI 460 (pulmão) e OVCAR (ovário) foram observadas as maiores porcentagens 

de inibição da proliferação celular.  

Com relação aos elagitaninos purificados a relação dose-dependente praticamente 

não existiu e efeito significativo foi obtido somente na concentração mais elevada. Na 

linhagem celular 786-0 (rim) foi observada a maior porcentagem de inibição da 

proliferação celular. Já o extrato total de morango teve um perfil semelhante ao dos 

elagitaninos purificados mas com menor potência. 

Ross, McDougall e Stewart (2007) avaliaram a atividade antiproliferativa de 

extratos de framboesa e observaram que a inibição da proliferação celular era devido à 

presença dos elagitaninos. Além disso, em ensaio realizado com coelhos para avaliar 

possível efeito de vasodilatação, verificou-se que as frações que continham os elagitaninos 

eram as que apresentavam maior atividade (MULLEN et al., 2002b). 

 De acordo com os resultados anteriormente apresentados (vide “4.1. 

Caracterização das diferentes cultivares de morango”) no extrato total de morango os 

principais compostos fenólicos são as antocianinas e os derivados de ácido elágico. Alguns 

estudos relatam que embora as antocianinas estejam presentes em maiores concentrações, 

esses compostos são menos efetivos do que os elagitaninos (ROSS et al., 2007). No 

entanto, Yi et al. (2005) analisaram frações ricas em antocianinas de mirtilo e esses 

compostos foram relatados como sendo os responsáveis pelo efeito antiproliferativo em 

linhagens celulares de câncer de cólon.  

 Malik et al. (2005) avaliaram o efeito in vitro e in vivo do suco de romã na inibição 

do crescimento de células humanas de carcinoma de próstata. Os autores sugeriram que a 

romã representa uma boa fonte para o desenvolvimento de agentes terapêuticos contra 

câncer de próstata. Sabe-se que dentre os principais compostos presentes na romã, os 

elagitaninos são considerados os responsáveis pelos efeitos biológicos além da capacidade 

antioxidante (BEEKWILDER et al., 2005). 

 Pantuck et al. (2006) conduziram o primeiro estudo clínico (fase II) utilizando suco 

de romã com pacientes dignosticados com câncer de próstata. Os autores observaram 

diferenças significativas no crescimento celular e apoptose das células cancerosas. 

Mertens-Talcott et al. (2006) avaliaram o efeito de frações ricas em ácido elágico, 
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provenientes de uvas muscadine, na indução de morte celular em carcinoma de cólon. Os 

autores observaram que todas as frações induziram apoptose (morte celular), diminuição 

no número de células e causaram alterações dose-dependentes na cinética do ciclo celular. 

Além disso, as propriedades quimiopreventivas dos extratos apresentaram boa correlação 

com os teores de ácido elágico.  

Estudos com animais têm sugerido que o ácido elágico tem uma limitada 

biodisponibilidade quando administrado via oral (TEEL, MARTIN, 1988) e a concentração 

plasmática de ácido elágico em humanos após consumo de suco de romã (SEERAM et al., 

2004) ou framboesa preta (STONER et al., 2005) é muito baixa. Apesar de muitos estudos 

relativos a atividade biológica desses compostos, poucas informações estão disponíveis a 

respeito da metabolização desses compostos. 

De acordo com Shetty e Wahlqvist (2004) cada composto fenólico tem seu modo 

de ação contra um alvo em particular. Vattem e Shetty (2006) propuseram um mecanismo 

para explicar a ação de compostos fenólicos com baixa solubilidade em água como é o 

caso do ácido elágico. Por esse mecanismo, esses composto fenólicos auxiliariam não 

somente através da capacidade antioxidante mas também estimulando vias na diminuição 

dos danos celulares como por exemplo a via das pentoses-fosfato através de receptores de 

membrana. Segundo esses autores, a estimulação da via das pentoses-fosfato resultaria no 

aumento de espécies redutoras na forma de NADPH além de outros precursores que juntos 

levariam a uma eficiente resposta antioxidante enzimática (SHETTY; WAHLQVIST, 

2004; SHETTY 2004).  

No presente estudo, observou-se que o extrato de morango não apresentou atividade 

antiproliferativa significativa em nenhuma das linhagens celulares avaliadas, sugerindo 

ausência de sinergismo dos compostos bioativos nesse fruto.  
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4.5.2. ATIVIDADES ANTI-DIABETES TIPO 2 E ANTI-HIPERTENSÃO  

 Sabe-se que a ingestão de frutas e hortaliças tem sido relacionada a efeitos 

benéficos na redução da incidência de doenças crônico não-transmissíveis tais como 

diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares. Diversos estudos têm relacionado esses efeitos 

benéficos com a presença de compostos fenólicos (JOSHIPURA et al. 2001, COSTACOU, 

MAYER-DAVIS 2003, HUNG et al. 2004, ESPOSITO et al. 2004, NOTHLINGS et al. 

2008). 

 Mais de 90% dos pacientes diabéticos apresentam a diabetes tipo 2, a qual é 

geralmente caracterizada pela hiperglicemia não–insulino dependente em estágios iniciais. 

O tratamento terapêutico é baseado no retardo da quebra e absorção da glicose através da 

inibição das enzimas -amilase pancreática e -glicosidase intestinal. Exemplos desses 

inibidores comerciais são acarbose e miglitol. No entanto, esses fármacos apresentam 

efeitos colaterais tais como distensão abdominal, flatulência e possivelmente diarréia 

devido à excessiva inibição da -amilase, resultando em fermentação dos carboidratos não 

digeridos pelas bactérias no cólon (BAILEY, 2003). 

 Diversos estudos têm relatado a presença de inibidores de -amilase e -

glicosidase em frutas e hortaliças comumente consumidas pela população, sugerindo que 

esses alimentos poderiam ser considerados no controle da hiperglicemia pós-prandial, 

visando a diminuição dos efeitos colaterais presentes nos fármacos disponíveis 

comercialmente (MATSUI et al., 2001, McDOUGALL et al., 2005, KWON et al., 2006, 

KOTOWAROO et al. 2006, ALI et al. 2006, GAO et al. 2007, BHANDARI et al. 2008, 

PINTO et al., 2008b). 

Desta forma, extratos purificados de elagitaninos do morango foram avaliados 

quanto ao potencial efeito inibitório das enzimas -amilase (Figura 11) e -glicosidase 

(Figura 12) através de modelos in vitro. 
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Figura 11. Inibição da enzima -amilase (%) pelos elagitaninos purificados do morango 
(�g/mL). 
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Figura 12. Inibição da enzima -glicosidase (%) pelos elagitaninos purificados do 
morango (�g/mL). 
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Pode-se observar que os elagitaninos apresentaram uma inibição da enzima -

amilase dose-dependente. No entanto, para a inibição da enzima -glicosidase essa 

porcentagem foi significativamente menor.  

McDougall e Stewart (2005) relataram que os polifenóis presentes em frutos inibiram 

as enzimas -amilase e -glicosidase, resultando em diminuição dos níveis sanguíneos de 

glicose após refeições ricas em carboidratos. Além disso, McDougall et al. (2005) 

relataram que entre alguns frutos analisados, morangos, mirtilos, framboesas e amoras-

pretas tiveram atividades inibitórias significativas de ambas as enzimas. 

Pinto et al. (2008b) avaliaram extratos aquosos de cultivares brasileiras de morango 

quanto à possível inibição das enzimas -amilase e -glicosidase usando modelos in vitro. 

Os autores relataram que os morangos apresentam alta inibição da -glicosidade e baixa 

inibição da -amilase. Esses autores sugeriram esses frutos como boas fontes para o 

controle da hiperglicemia pós-prandial. 

Na Tabela 20 apresenta-se um comparativo das atividades inibitórias de -amilase e 

-glicosidase (%) dos purificados de elagitaninos, ácido elágico (KWON et al., 2006) e 

cultivares brasileiras de morango (PINTO et al., 2008b). 

 

 

Tabela 20. Comparação das atividades inibitórias (Unidades Inibitórias/mg) de �-amilase, 

�-glicosidase e Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) dos elagitaninos purificados 

(ET), ácido elágico livre (AE) (Sigma, EUA) e extratos aquosos de cultivares brasileiras de 

morango.* 

 -amilase -glicosidase ECA 

ET  640 ± 10 260 ± 10 440 ± 10 

Extrato aquoso de morango**  12,5 ± 1 40,5 ± 2 5,5  ± 0,2 

AE*** n.a. 0,86 n.d. 

*As concentrações de elagitaninos e ácido elágico foram expressas como mg ácido elágico; 
a concentração do extrato aquoso de morango foi expressa como mg equivalentes de ácido 
gálico; ** de acordo com Pinto et al. (2008); *** de acordo com Kwon et al. (2006); n.a. 
não analisado; n.d. não detectado  
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 Pode-se observar que os elagitaninos, em menor concentração, tiveram maiores % 

de inibição da -amilase e -glicosidase que os extratos de morango e ácido elágico. 

Sugere-se que o controle da hiperglicemia associada à diabetes tipo 2 pode ser feito 

através da ingestão de alimentos que inibam significativamente a -glicosidase e 

moderadamente a -amilase já que excessiva inibição da -amilase pode levar à presença 

de amido não digerido no cólon e consequentemente flatulência (PULS et al., 1977). 

Portanto, baseado nos resultados obtidos embora os elagitaninos e o ácido elágico tenham 

apresentado significativas porcentagens de inibição das enzimas -amilase e -glicosidase, 

os morangos tiveram alta inibição da -glicosidase e baixa da -amilase, sugerindo que a 

ingestão desses frutos levaria a maiores efeitos benéficos referentes ao controle da 

glicemia. 

Sabe-se que os indivíduos afetados pela diabetes tipo 2 tem fatores de risco 

associados, incluindo hipertensão e obesidade (HARRIS, 1995). A enzima conversora de 

angiotensina (ECA) é uma importante enzima involvida na manutenção da tensao vascular 

por duas distintas vias: conversão da inativa angiotensina I no potente vasoconstritor – 

angiotensina II, e inativação do vasodilatador bradicinina, que leva a diminuição da 

pressao arterial (JOHNSTON; FRANZ, 1992). A inibição dessa enzima é considerada 

importante na terapia de controle da pressão arterial em pacientes hipertensos. 

 Desta forma, os purificados de elagitaninos do morango foram avaliados quanto a 

possível inibição da enzima conversora de angiotensina I (ECA). Observou-se que os 

elagitaninos somente apresentaram atividade inibitória na máxima concentração testada 

(50 g/mL) e quando comparados com os extratos aquosos de morango, observou-se que 

esses compostos apresentam maior atividade inibitória (Tabela 20).  
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4.6. FRAÇÃO INDIGERÍVEL 

Os elagitaninos já foram anteriormente descritos por apresentarem diversas 

atividades biológicas tais como efeito inibitório da peroxidação lipídica, principalmente 

devido ao efeito seqüestrante de radicais livres pelo grupo HHDP (hexahidroxidifênico), 

constituinte básico da estrutura de ácido elágico e elagitaninos (OKUDA; YOSHIDA; 

HATANO, 1989). Estudos com animais utilizando carcinógenos químicos têm 

demonstrado que a administração do ácido elágico através da dieta inibe o 

desenvolvimento de cânceres de esôfago, fígado e pulmão, dependendo do tipo de 

composto utilizado. A aplicação tópica de ácido elágico também demonstrou diminuir a 

incidência de câncer de pele induzido quimicamente, em camundongos (HANNUM, 

2004). 

Para saber se os elagitaninos são capazes de exercer esses efeitos biológicos é 

necessário que eles sobrevivam à passagem pelo trato gastrointestinal e sejam hidrolisados 

a ácido elágico para serem posteriormente absorvidos, já que não há indícios de que sua 

absorção na forma íntegra seja possível, dado o tamanho molecular. No entanto, diversos 

compostos fenólicos são indisponíveis por estarem associados à fração fibra dos alimentos, 

constituída por polissacarídeos celulósicos, hemicelulósicos, betaglucanos, lignina, 

proteína resistente e amido resistente, que escapam do processo digestivo e chegam sem se 

degradar ao cólon (Cummings, 1996). 

 Saura-Calixto et al. (2000) definiram a fração indigerível (FI) como a parte dos 

alimentos que não é digerida ou absorvida no intestino delgado e que assim chega ao 

cólon, onde é utilizada como substrato de fermentação pela microbiota. A fração 

indigerível compreende a fibra dietética e outros compostos resistentes à ação das enzimas 

digestivas tais como amido resistente e polifenóis e é determinada simulando as condições 

fisiológicas (SAURA-CALIXTO, 2006). 

 Desta forma, determinou-se a fração indigerível do morango para avaliar se a 

quantidade seria significativa e assim poderia prejudicar a biodisponibilidade dos 

compostos fenólicos. 

 Na Tabela 21 estão apresentados os valores de fração indigerível tanto solúvel 

quanto insolúvel. 
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Tabela 21. Teores de fração indigerível (FI) do morango (cv. Dover) (%).* 

FI %  

Solúvel 1,52  0,01 

Insolúvel 2,8  0,2 

Total 4,3  0,1 

*resultados expressos em base úmida (b.u.) 

 

 

 Observou-se que a fração indigerível do morango representa 4,3% do total (b.u.), ou 

39% em base seca, sendo a maior porcentagem (65%) correspondente à fração insolúvel, o 

que poderia ter significado biológico já que os compostos associados a esta fração não se 

dissolvem em condições fisiológicas e são normalmente excretados inalterados (Saura-

Calixto, 2006). Menezes et al. (2004) analisaram os teores totais de FI de alimentos 

usualmente consumidos pela população brasileira e observaram que os teores variavam de 

2,49 (batata cozida) a 13,54% (feijão) (b.u.). Dentre esses valores, o morango apresentou 

um teor total similar ao encontrado para o arroz integral (4,34%). 

 Após a determinação da FI, as frações foram isoladas e analisadas quanto aos teores 

de ácido elágico livre e total (Tabela 22). 

 

Tabela 22. Teores de ácido elágico (AE) livre e total na fração indigerível do morango (cv. 

Dover) (mg/100 g amostra b.u.). 

FI mg/100 g (b.u.) 

 AE livre AE total  

Solúvel 0,17 0,51 

Insolúvel 0,005 0,73 
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Os valores na Tabela 22 demonstraram que os derivados de ácido elágico e 

elagitaninos não estão associados à FI do morango, já que uma quantidade muito baixa, de 

apenas 1,24 mg por 100 g de morango mostrou-se presente nesta fração. Esses resultados 

mostram que, a princípio, os elagitaninos e os outros derivados de ácido elágico se 

encontrariam disponíveis para hidrólise, absorção e metabolização durante sua passagem 

pelo trato gastrointestinal pois se dissolveriam nos fluidos intestinais. 

Portanto, observa-se que existe uma necessidade da realização de estudos mais 

detalhados de biodisponibilidade do ácido elágico e seus derivados, assim como de sua 

absorção a partir da dieta.  
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4.7. CAPACIDADE DE LIGAÇÃO DO ÁCIDO ELÁGICO A BSA 

 Muitos estudos têm sugerido que fatores tais como ligação a proteínas poderiam 

impedir a absorção dos polifenóis ou diminuir a biodisponibilidade ou até mesmo mascarar 

a sua capacidade antioxidante (RIEDL; HAGERMAN, 2001, ARTS et al., 2002). A 

associação de polifenóis a proteínas é um fenômeno bastante relatado na literatura, no 

entanto, somente mais recentemente tem-se obtido mais informações sobre o mecanismo 

como essa interação ocorre (BACON; RHODES, 2000, DE FREITAS; MATEUS, 2001, 

FRAZIER et al., 2003, CHEN; HAGERMAN, 2004, JOBSTL et al., 2004).  

 Sabe-se que as albuminas séricas são as principais proteínas solúveis constituintes 

do sistema circulatório além de terem muitas funções fisiológicas (HE; CARTER, 1992). A 

mais importante propriedade desse grupo de proteínas é que elas servem de transportadores 

de vários compostos. A albumina de soro bovina (BSA) é a proteína mais estudada desse 

grupo, particularmente devido à semelhança estrutural com a albumina de soro humana. 

Como a BSA tem dois resíduos triptofano que emitem fluorescência, métodos utilizando 

“quenching” de fluorescência podem ser considerados para medida de ligação de afinidade 

dos compostos fenólicos com a proteína.  

 Para tanto, foi avaliada a capacidade de ligação do ácido elágico a BSA através da 

metodologia descrita por Papadopoulou et al. (2005) (Figura 13). Além disso, o 

flavonóide quercetina foi avaliado para efeito de comparação com o ácido elágico.  
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Figura 13. Porcentagem (%) de interação do ácido elágico e quercetina com BSA em 

diferentes concentrações (mM). 

 

 

 

Pode-se observar que o ácido elágico interagiu de forma mais significativa que a 

quercetina, especialmente nas maiores concentrações. No entanto, na menor concentração 

testada, os dois compostos tiveram a mesma porcentagem de interação com essa proteína. 

Papadopoulou et al. (2005) estudaram a associação de flavonóides como 

quercetina, catequina, epicatequina e rutina com a BSA. Esses autores relataram que dentre 

os compostos estudados a quercetina teve a maior interação com a proteína. 

Sabe-se que os compostos fenólicos geralmente não ocorrem na sua forma livre 

mas esterificados, glicosilados ou como polímeros como é o caso dos elagitaninos. 

Riihimaki et al. (2008) estudaram a ligação de agliconas de flavonas, flavanonas e 

isoflavonas a BSA. Esses autores relataram que o pH não alterava a ligação desses 

compostos com a proteína, e o complexo formado permanecia estável.  

 Portanto, a forte interação do ácido elágico com a BSA poderia explicar os 

resultados relatados na literatura quanto ao aparecimento desse composto no plasma de 
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indivíduos suplementados com alimentos ricos em elagitaninos.  

De acordo com Espín et al. (2007) os elagitaninos seriam quebrados a ácido elágico 

e prontamente absorvidos no estômago, daí o aparecimento entre 30 minutos e 1 hora no 

plasma. Podemos sugerir que os elagitaninos, após serem hidrolisados a ácido elágico pelo 

pH do estômago, são absorvidos através de transportadores de ácidos orgânicos presentes 

no estômago. Esses compostos permaceriam então circulantes no sangue através da ligação 

com a albumina.  
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4.8. ESTUDO DA BIODISPONIBILIDADE DOS ELAGITANINOS IN VIVO 

 Elagitaninos como Sanguiina H-6 e lambertianina C apresentam alta capacidade 

antioxidante in vitro, o que indica que poderiam exercer efeitos protetores ao passar pelo 

trato gastrointestinal, onde poderiam ser despolimerizados liberando ácido elágico, o qual 

seria mais facilmente absorvido (BEATTIE et al., 2005). Não há no entanto comprovação 

da formação de ácido elágico livre a partir de elagitaninos. Diversos estudos também já 

relataram que os elagitaninos ao serem ingeridos através da dieta seriam metabolizados 

pela microbiota a compostos derivados da urolitina (Figura 4) (CERDÁ et al., 2004, 

CERDÁ et al., 2005). No entanto, Seeram et al. (2006a) relataram que após consumo de 

suco de romã, picos referentes a ácido elágico e urolitina foram detectados no plasma dos 

voluntários. Porém, alguns indivíduos não apresentaram urolitina sugerindo que a 

metabolização desses compostos depende de outros fatores tais como das diferenças 

interindividuais da microbiota. Portanto, observa-se que não existem dados concisos sobre 

a extensão em que os elagitanino são metabolizados ou mesmo se são ou não absorvidos 

ainda não está claro.   

 Desta forma, primeiramente, foi realizada a administração por via oral do ácido 

elágico (Sigma, EUA) (20 mg/200 g peso corpóreo) para os ratos. Em períodos de 30 

minutos, 1, 2, 4, 6 e 24 horas foram coletadas amostras de sangue assim como de diferentes 

tecidos (estômago, fígado, rins, intestino delgado e intestino grosso). Os resultados 

demonstraram que no intervalo de tempo estudado (30 minutos a 24 horas) o composto 

ácido elágico não foi detectado em nenhum período no plasma. Além disso, foi realizada a 

análise dos tecidos após 4 horas da administração oral. Esse tempo foi escolhido já que é 

considerado o tempo aproximado para que haja metabolização de diversos compostos, por 

exemplo, no intestino grosso. Segundo a literatura, tanto o ácido elágico quanto os 

elagitaninos são metabolizados pela microbiota presente no intestino grosso, havendo a 

formação dos metabólitos urolitina A e B. Os resultados, no entanto, demonstraram que 

após 4 horas da administração oral de ácido elágico, todo o composto se encontrava 

precipitado no estômago.  

 Estes resultados indicaram que para que o ácido elágico pudesse ser absorvido a 

sua administração deveria ser feita na forma de um precursor mais solúvel, como seria o 

caso dos elagitaninos presentes no morango. Sendo assim, foi realizada a administração 

oral por gavagem a ratos de um purificado de elagitaninos (20 mg/200 g peso corpóreo) 
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(vide “4.3.1. Purificação dos elagitaninos”) e após 15, 30, 45 minutos, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 

horas o sangue e diferentes tecidos (estômago, fígado, rins, intestino delgado e intestino 

grosso) foram coletados e analisados por CLAE antes e após hidrólise ácida, de acordo 

com a metodologia previamente otimizada.  

 Na análise dos tecidos após a administração oral dos elagitaninos purificados 

nenhum composto correspondente a ácido elágico ou derivados foi identificado, tanto antes 

como após hidrólise ácida. Esses resultados estão de acordo com Borges et al. (2007) que 

relataram que após administração por gavagem de suco de framboesa a ratos nenhum pico 

foi identificado como elagitanino ou ácido elágico. Os autores observaram que os 

elagitaninos desapareceram rapidamente e não foram detectados no plasma, urina, fezes, 

estômago, duodeno/jejuno, íleo e outras partes do trato gastrointestinal. Além disso, esses 

autores não detectaram o metabólito urolitina B ou seus conjugados/derivados na urina. 

Ainda, Cerdá et al. (2003) relataram que no caso de ratos como modelos experimentais, 

esses necessitariam de alguns dias após repetidas doses orais dos elagitaninos para serem 

capazes de metabolizar esses compostos. Por outro lado, Seeram et al (2008b) detectaram 

ácido elágico no plasma de camundongos após 30 min da administração oral de extrato de 

casca de romã, rico em elagitaninos, mas, similar ao trabalho anterior, não encontraram 

urolitina nem seus conjugados em plasma e tecidos.  

 Espín et al. (2007) utlizaram porcos ibéricos como modelos experimentais para 

elucidar o metabolismo dos elagitaninos já que esses animais apresentariam maior 

similaridade no metabolismo com os humanos. Esses autores sugeriram que os elagitaninos 

seriam hidrolisados a ácido elágico no estômago e este então seria metabolizado pela 

microbiota intestinal aos derivados de urolitina. A presença de ácido elágico na bile e urina 

foi atribuída à absorção do ácido elágico no estômago.  

Konishi, Zhao e Shimizu (2006) estudaram a eficiência de absorção pelo estômago 

de compostos fenólicos tais como ácido gálico e ácido clorogênico. Esses autores 

sugeriram que transportadores de ácidos monocarboxílicos estariam envolvidos na 

absorção desses compostos. Sabe-se que esses transportadores envolvem sistemas de 

transporte específicos que agem não somente para ácidos fenólicos mas também para 

metabólitos microbianos de polifenóis fracamente absorvidos mas com atividade biológica 

(KONISHI; KOBAYASHI, 2004; KONISHI, 2005). Esse tipo de transporte poderia 

explicar o aparecimento do ácido elágico no plasma apesar da baixa solubilidade desse 
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composto.  

 Os resultados aqui apresentados não permitiram afirmar se houve absorção dos 

elagitaninos, e embora dados importantes tenham sido obtidos, tais como a necessidade de 

administrar precursores de ácido elágico solúveis, já que a forma livre precipita em 

condições fisiológicas, mais estudos são ainda necessários.  

Recentemente nosso grupo realizou um estudo sobre o efeito da matriz alimentar na 

biodisponibilidade dos principais compostos fenólicos encontrados na amora-preta, 

antocianinas (112 mg equivalente em cianidina/100g amostra b.u.) e elagitaninos (146 mg 

ácido elágico total/100g amostra b.u.) (HASSIMOTTO et al., submetido). Duas 

preparações de sucos de amora-preta (água e leite desnatado) foram administradas a 

voluntários e amostras de sangue e urina foram coletadas em intervalos de tempos. As 

amostras coletadas após a administração das duas preparações de suco foram analisadas 

antes e após hidrólise ácida para detecção de ácido elágico tanto livre como total.  

Após a ingestão de suco de amora-preta preparada com água, foi detectada no 

plasma pequena quantidade de AE livre, o que leva à hipótese de que os elagitaninos 

presentes foram previamente hidrolisados, liberando o AE livre (HASSIMOTTO et al., 

submetido). Uma vez que esse composto é insolúvel em água, a sua presença no plasma 

poderia ser explicada pela associação com as albuminas séricas já que previamente o ácido 

elágico apresentou uma forte interação com a BSA (Figura 13).  

A concentração máxima de ácido elágico foi de 0,9  0,3 mol/mL plasma, com 

pico máximo de concentração em 1 h para o suco preparado em água (HASSIMOTTO et 

al., submetido). Após 1h da ingestão do suco preprado em água, o metabólito urolitina B 

conjugado ao ácido glicurônico (íon molecular m/z 404, MS/MS m/z 227) foi identificado 

no plasma dos voluntários. Outros dois picos também forma identificados apresentando 

MS/MS m/z 301. Um pico com espectro de absorção similar ao AE livre foi identificado 

por LC-MS/MS, apresentando íon molecular ([M-H]-) m/z 301 produzindo os íons m/z 257 

e m/z 229. Outro íon molecular identificado apresentou m/z 602.5 sendo fragmentado aos 

íons m/z 460 e m/z 301. Posterior MS3 do íon m/z 301 mostrou ser o mesmo padrão de 

fragmentação do AE (HASSIMOTTO et al., submetido).  

 Não foram detectados ácido elágico livre ou elagitaninos nas amostras de urina 

após 6 h de ingestão das duas preparações de suco. No entanto, Cerdá et al. (2005) 

relataram a presença do metabólito de ET, a urolitina B conjugada ao ácido glucurônico, 

em urina de voluntários entre 16 e 48 h após o consumo de diferentes alimentos 
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contendo ET (morango, framboesa, vinho e nozes), sugerindo a participação da microbiota 

no metabolismo de ácido elágico e/ou elagitaninos. Por outro lado, Seeram et al. (2006a) 

encontraram este metabólito no plasma 0.5 h após a ingestão de suco de romã.  

Além disso, não foram detectados ácido elágico livre ou elagitaninos no plasma e 

urina dos voluntários após a ingestão de suco de amora-preta preparado com leite 

desnatado, sugerindo um efeito da matriz alimentar no metabolismo desses compostos.  
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4.8.1. EFEITO SOBRE A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO PLASMA 

 Embora a absorção dos elagitaninos/ácido elágico em ratos não tenha sido 

comprovada, a hipótese de que estes tenham sido rapidamente metabolizados não pode ser 

descartada. Como alguns metabólitos dos elagitaninos tais como as urolitinas já 

demonstraram serem biologicamente ativos, objetivou-se verificar se a administração por 

gavagem dos elagitaninos purificados a partir do morango teria algum efeito sobre a 

capacidade antioxidante do plasma de ratos. 

 As amostras de plasma após 15, 30, 45 minutos, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas da 

administração foram analisadas quanto a possíveis alterações na capacidade antioxidante 

através das metodologias de seqüestro de radicais livres do DPPH e ORAC (Figura 14) 
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Figura 14. Avaliação da capacidade antioxidante do plasma nos intervalos de 15 minutos a 

24 horas após administração por gavagem de elagitaninos purificados a partir do morango 

(concentração 20 mg/200 g peso corpóreo). A: Seqüestro de radicais livres do DPPH; B: 

ORAC. 
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 Os resultados apresentados mostram que não houve um aumento significativo da 

capacidade antioxidante do plasma, quando comparado com o controle, após a 

administração dos elagitaninos purificados. Em estudo realizado por Cerdá et al. (2004), 

verificou-se que embora a punicalagina (principal elagitanino da romã) apresente alta 

capacidade antioxidante, após o consumo de suco de romã este composto seria 

metabolizado pela microbiota a compostos mais biodisponíveis porém com baixa 

capacidade antioxidante. No entanto, Mertens-Talcott et al. (2006) relataram um aumento 

significativo na capacidade antioxidante do plasma após administração de cápsulas de 

extrato de romã a voluntários, provavelmente outros compostos fenólicos presentes no 

extrato seriam os responsáveis por esse efeito.  

Ao contrário do relatado para os elagitaninos, Mazza et al. (2002) encontraram uma 

alta correlação (p< 0,01) entre o aparecimento de antocianinas no plasma e a capacidade 

antioxidante (ORAC) após ingestão de mirtilo liofilizado. Ainda, alguns trabalhos 

relataram que as antocianinas atingiram concentração máxima entre 30 min a 1h após 

administração oral, tanto em ratos (HASSIMOTTO et al., 2008) quanto em humanos 

(HASSIMOTTO et al., submetido), coincidindo o aparecimento das antocianinas no 

plasma com o aumento da capacidade antioxidante plasmática.  
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5. CONCLUSÕES 

 Do presente trabalho pode-se concluir: 

 

 Existem diferenças significativas nos teores de compostos bioativos entre as 

cultivares brasileiras de morango. As antocianinas e os derivados de ácido elágico são os 

principais compostos fenólicos presentes. Os teores de ácido elágico total variaram de 17 a 

47 mg/100 g (b.u.), sendo que esse composto está presente principalmente na forma de 

elagitaninos (95%); 

 

 As melhores condições para a determinação dos teores de ácido elágico total em 

morangos são: extração dos morangos em acetona aquosa a 80% com posterior hidrólise 

ácida utilizando ácido trifluoracético (TFA) 2N a 120 °C por 60 minutos; 

 

 A melhor condição para a purificação dos elagitaninos do morango foi através da 

precipitação com acetato de itérbio, apesar do baixo rendimento (25 %). No entanto, dentre 

todas as técnicas testadas foi a única que impediu a contaminação por outros compostos 

fenólicos; 

 

 A análise por LC/MS identificou Sanguiina H-6, isômeros de pedunculagina e 

HHDP-galoil-glicosídeo como os principais elagitaninos presentes no morango; 

 

 Ao contrário do que é relatado na literatura para taninos hidrolisáveis presentes na 

manga, por exemplo, os elagitaninos presentes no morango não estão associados à fração 

indigerível. 

 

 Existe uma forte interação do ácido elágico com BSA in vitro, sugerindo que esse 

composto aparece no plasma ligado a proteínas, já que o ácido elágico é insolúvel em água. 
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