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RESUMO

O consumo de frutas esta relacionado a baixa incidéncia de doencas crénico-degenerativas
pela variedade de compostos que possuem a interacdo destes e seu potencial antioxidante. O
processamento a partir dos alimentos in natura € necessario, tanto para preservagao quanto
para disponibilizar produtos sazonais durante todo o ano, no entanto se devem saber quais
suas implicacbes. O aracd vermelho (Psidium cattleyanum SABINE) e o guabiju
(Myrcianthes Pungens) sdo pequenos frutos nativos do sul do Brasil. Sua composicéo fisico-
quimica, perfil de antocianinas, carotendides e atividade antioxidante, através de dois
métodos diferentes (DPPH e ABTS), foram investigados em frutos in natura, bem como o
comportamento dos compostos bioativos e da atividade antioxidante em relacdo a secagem
por ar quente a 70 °C, liofilizagdo e congelamento. Foi também realizado um experimento
com ratos Wistar para examinar o potencial antioxidante destes frutos contra a toxicidade do
antitumoral cisplatina. O guabiju apresentou maior atividade antioxidante, teor de
antocianinas e carotendides do que o araca vermelho, entretanto este fruto possui elevada
quantidade de fibra. No guabiju in natura predominaram o B-caroteno e malvidina 3-
glicosideo, com 40,4 % e aproximadamente 60 % do total de carotendides e antocianinas,
respectivamente. No aracd vermelho in natura o carotendide e a antocianina predominantes
foram a B-criptoxantina, com 44,8 % e a cianidina 3-glicosideo com 51,7 % do total. Frutos
secos a 70 °C e os liofilizados tiveram maior atividade antioxidante pelo método DPPH,
enquanto no ABTS o aracd vermelho seco a 70 °C e o guabiju congelado apds 90 dias
destacaram-se. No entanto, em relacdo aos compostos bioativos, nos dois frutos, a secagem
por ar quente (70 °C) resultou nos menores teores de antocianinas e carotenoides. O
congelamento por 30 e 90 dias aumentou as concentracdes de carotendides no araca
vermelho e guabiju, respectivamente. Para as antocianinas, 0s maiores teores foram
encontrados no guabiju liofilizado e no aracé vermelho in natura. Em relacdo ao estudo com
animais, os frutos nativos atuaram protegendo os animais contra os efeitos produzidos pela
cisplatina, diminuindo os niveis de colesterol total (CT), LDL, LDL oxidado (LDL-0x) € 0s
niveis de gordura no figado.

Palavras-chave: Araca vermelho, guabiju, carotendides, antocianinas, atividade
antioxidante, ratos Wistar.



ABSTRACT

The fruit consumption is related to the low incidence of chronic diseases by a variety of
compounds that have the interaction of these and their antioxidant potential. The processing
from fresh food is necessary, both for preservation and to provide seasonal products all year
round, however you must know what its implications. The red guava (Psidium cattleyanum
SABINE) and guabiju (Myrcianthes pungens) are small native fruits southern Brazil. Its
physical and chemical composition profile of anthocyanins, carotenoids and antioxidant
activity, using two different methods (DPPH and ABTS), were investigated in fresh fruit, as
well as the behavior of bioactive compounds and antioxidant activity in respect to air drying
warm to 70 °C, freeze-drying and freezing. It was also carried out an experiment with rats to
examine the antioxidant potential of fruit against the toxicity of antitumor cisplatin. The
guabiju showed higher antioxidant activity, anthocyanins and carotenoids content than the
red guava, but this fruit has high fiber content. In fresh guabiju p-carotene and malvidin 3-
glucoside were predominant, with 40.4 % and approximately 60 % of total carotenoids and
anthocyanins, respectively. In the fresh red guava predominant carotenoid and anthocyanin
were B-cryptoxanthin, with 44.8 % and cyanidin 3-glucoside with hydrochloric 51.71 % of
the total. Fruits dried at 70 °C and freeze- dried had higher antioxidant activity by DPPH
method, while in the ABTS red guava dried at 70 °C and frozen after 90 days guabiju stood
out. However, for bioactive compounds in the two fruits, hot air drying (70 °C) resulted in
lower levels of anthocyanins and carotenoids. Freeze for 30 and 90 days increased the
concentrations of carotenoids in red guava and guabiju, respectively. For anthocyanins, the
highest levels were found in guabiju freeze dried and fresh red guava. Regarding the study
of animals, fruits native acted protecting animals against the effects of cisplatin, reducing the
levels of total cholestreol (TC), LDL and oxidized LDL (ox-LDL) levels of fat in the liver.

Keywords: Red guava, guabiju, carotenoids, anthocyanins, antioxidant activity, Wistar rats.
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1 INTRODUGAO

As frutas e verduras adicionam compostos a dieta e, provavelmente, pela combinagdo
destes e seu potencial antioxidante o consumo de frutas estd relacionado com a baixa
incidéncia de doengas crénico-degenerativas (CRAIG, 1970; RUXTON et al., 2006; VAN’T
VEER et al., 2000).

A ingestdo de compostos benéficos disponiveis em frutas que sdo capazes de atuar
diminuindo o dano oxidativo direta ou indiretamente no organismo pode ser eficaz na
manutencdo do adequado funcionamento do organismo, permitindo menor risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, degenerativas e/ou neuroldgicas (LUE et al.,
2010).

O equilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes no organismo € necessario e
de fundamental importancia uma vez que as espécies reativas oxidantes sdo formadas
continuamente durante os processos metabolicos ou sdo formados a partir de fontes
exogenas fisicas e quimicas. Tais especies atuam como mediadores da transferéncia de
elétrons em varios processos bioquimicos (HALLIWELL, 1995). Em concentracdo
excedente ao normal, essas espécies sdo acumuladas e podem causar duas categorias de
efeitos potencialmente importantes: a) danos celulares, ao atacar membranas, proteinas,
polissacarideos e acidos nucleicos, com consequente prejuizo das fungdes vitais em diversos
tecidos - adiposo, vascular, cerebral, muscular e hepatico (MULLER, 2007), e b) ativacao de
caminhos de sinalizacdo especificos, por exemplo, a geracdo mitocondrial de radical
superoxido que normalmente seria produzido no citocromo Il (FINKEL e HOLBROOK,
2000), e, dessa forma, ocasionar enfermidades (LUE et al., 2010).

Antioxidantes sdo substancias que, quando presentes, mesmo em baixas
concentracdes comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou inibem significativamente a
oxidagdo daquele substrato (HALLIWELL GUTTERIDGE, 2001), pois, entre outras
fungdes, podem atuar como sequestrantes de radicais livres no organismo, reduzindo 0s
riscos de doencgas crénicas (LANGSETH, 2000). O estresse oxidativo, principalmente
provocado pelo excesso de radicais livres, é uma das causas de determinadas patologias
degenerativas (ROOSLER, 2007).

O aumento de interesse por compostos antioxidantes, provenientes de frutas e
vegetais, tem estimulado a pesquisa sobre a variacdo que estes compostos podem sofrer
durante o processamento e armazenamento (CONNOR et al., 2002; GARCIA-PEREZ et al.,

2010), ja que eles sdo sensiveis a muitos fatores como temperatura, luz e oxigénio, bem
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como na minimizacdo de estresses em relacdo a algumas drogas como, por exemplo, a
cisplatina (STAHL E SIES, 2005).

O Brasil ocupa o terceiro lugar na produgdo mundial de frutas, com 40 milhdes de
toneladas anuais (IBRAF, 2011). No entanto, ainda existem inumeras frutas nativas a serem
exploradas economicamente. Dentre essas frutas pode-se destacar o araca vermelho
(Psidium cattleyanum Sabine) e o guabiju (Myrcianthes pungens).

O aracé vermelho é um fruto globoso, coroado por sépalas persistentes, de coloracao
vermelha, com muitas sementes pequenas circundadas por polpa macia e suculenta de cor
esbranquicada. Possui sabor doce-acido muito agradavel. O guabiju é um fruto globoso, de
polpa suculenta e amarelada, sabor doce agradavel e geralmente possui uma semente no
centro, com coloracao pdrpura quando madura.

O Rio Grande do Sul possui um elevado numero de frutiferas e, portanto, pode conter
grande gama de compostos antioxidantes em suas frutas nativas, desse modo, a exploracao
destas e seus componentes tornam-se muito importantes para identificar quais séo e de que
forma agem estes na minimizacdo do estresse oxidativo e dessa forma valorizar as espécies
encontradas aqui (BRACK, 2007).

A fim de estimular a exploracdo de recursos brasileiros indicando a potencialidade
de frutos nativos e sua utilizacdo em prol dos beneficios a salde, este estudo objetivou
avaliar a possivel protecdo que a dieta suplementada com estes frutos desempenhou contra
os danos induzidos pelo farmaco cisplatina, bem como caracterizar o guabiju e o araca
vermelho quanto a composicdo fisico-quimica, a atividade antioxidante e o perfil de
compostos bioativos, como carotendides e antocianinas tanto nas frutas in natura quanto nas
que sofreram processamento de secagem por ar quente (70 °C), liofilizacdo e congelamento,

para avaliar quais implicacdes 0s processos geraram sob esses parametros.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FRUTAS NATIVAS DO R10 GRANDE DO SUL

As frutiferas nativas do Rio Grande do Sul, na sua maioria, possuem grande
potencial para exploragdo econémica, uma vez que propiciam alta produtividade com baixo
custo de implantacdo e manutencdo, pouca utilizacdo de defensivos agricolas, sendo assim
uma alternativa dentro da agricultura familiar e uma 6tima opc¢éo para o cultivo organico,
contribuindo para a manutencao da biodiversidade (MARIN et al., 2004).

Dentre as culturas de clima subtropical ou temperado do Sul do Brasil, algumas
frutas vém recebendo destaque, como o araca (Psidium cattleyanum), no entanto, varias
outras especies, como é o caso do guabiju (Myrcianthes pungens), ainda continuam
praticamente inexploradas. Algumas caracteristicas botanicas das duas espécies nativas do
Rio Grande do Sul, ambas da familia Myrtaceae, que foram utilizadas neste estudo, serdo

evidenciadas a seguir.

2.1.1 ARAGCA VERMELHO (Psidium Cattleyanum Sabine)

Os frutos de araca vermelho sdo comumente chamados de strawberry guava ou
purple guava e gavayavier prume, na Inglaterra e Franga, respectivamente
(SANCHOTENE, 1989). No Brasil, recebe 0 nome de aracg, araca do mato, araca do campo
(MATOS, 1989). Pertence a familia Myrtaceae, tendo como caracteristica da espécie
produzir pequenos frutos (SANCHOTENE, 1989), é encontrado, em estado nativo, desde
Minas Gerais até 0 Rio Grande do Sul (MATOS, 1989), onde esta entre as espécies nativas
mais abundantes (RASEIRA e RASEIRA, 1990).

O aracazeiro frutifica em curto prazo (RASEIRA e RASEIRA, 1990) e possui
resisténcia regular a doencas e pragas, 0 que o torna uma excelente opcdo para o cultivo
(MANICA, 2000). Além disso, os frutos possuem alto teor de vitamina C, podendo ter de
quatro a sete vezes mais do que os frutos citricos (WILLE, 2004).

O aracazeiro ¢ um arbusto, com altura de 3 a 6 m, de tronco liso e casca descamante,
cujos frutos sdo amarelas ou vermelhos (LORENZI, 1992), sugerindo que a espécie possa
ser dividida em dois morfotipos (ROCHA et al., 2008). Os frutos sdo bagas globosas,

coroadas pelas sépalas persistentes (Figura 1), com polpa suculenta de cor esbranquicada e
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com muitas sementes (Figura 2), de sabor doce-acido muito agradavel; a maturacdo ocorre
de janeiro a margo (LORENZI, 2006; MIELKE, 1990; MATTOS, 1989).

Figura 1 — Frutos de Araca vermelho
Fonte: Proprio autor, 2010.

Figura 2 - Aracé vermelho (parte interna)
Fonte: Préprio autor, 2010.

2.1.2 GuaB1JU (Myrcianthes Punges)

Conhecida também como guabiroba-agu, guabiju-acu, guabiju-guacu, guabira-guacu,
guavira-guacu, pertence a familia das Myrtacea. Distribui-se em seu “habitat” natural nas
florestas de altitude e das bacias dos rios Parana e Uruguai, de Sdo Paulo ao Rio Grande do
Sul (NATIVAS: GUABIJU, 2012).

A éarvore pode chegar a 20 m de altura, com tronco acinzentado, de casca lisa. Os
frutos séo bagas arredondadas contendo de uma a duas sementes grandes, envolvidas por
polpa espessa, amarelada, suculenta de sabor doce agradavel e de casca grossa (Figura 3).
Quando amadurece, nos meses de janeiro a fevereiro, é de cor roxo-escura (purpura)
(MARCHIORI e SOBRAL, 1997; NATIVAS: GUABIJU, 2012).

Figura 3 — Frutos de Guabiju
Fonte: Préprio autor, 2010.



2.2 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES ENCONTRADOS EM FRUTAS

Compostos tipicos que possuem atividade antioxidante encontrados em frutos
incluem a classe de fenois, acidos fendlicos e seus derivados, flavondides, tocoferdis,
fosfolipidios, aminodcidos, &cido fitico, acido ascorbico, pigmentos e esterdis (XING e
WHITE, 1996).

Durante o amadurecimento dos frutos alguns desses compostos sdo formados através
de uma série de complexas reacdes bioquimicas (SPEIRS e BRADY 1991). Dentre estes
compostos estdo as antocianinas, que pertencem ao grupo dos compostos fenolicos, e 0s
carotendides. Ambos sdo metabolitos secundarios das plantas e, como tais, capazes de
protegé-las do estresse oxidativo (HOLST e WILLIAMSON, 2008), atuando como
antioxidantes naturais (STAHL e SIES, 2003; WANG et al., 1997) e, dessa forma, sdo
capazes de promover beneficios a satde.

Acdes benéficas destes compostos envolvem sua atividade na desativacdo de
espécies reativas de oxigénio incluindo os radicais superdxidos (O;”), perdxido de
hidrogénio (H.0-), radical hidroxil (OH') e o oxigénio singlete (*O,) que sdo gerados como
subprodutos normais do metabolismo. A ndo desativacdo de tais moléculas pode gerar
estresse oxidativo, que pode produzir lesGes bioguimicas e fisioldgicas ocasionando danos
em lipideos, proteinas, acidos nucleicos e, eventualmente, resultam na morte da célula
(ANDERSON, 1996).

As antocianinas s&o 0s compostos mais estudados dentre os flavonéides. E um grupo
de pigmentos hidrossoltveis, amplamente distribuidos no reino vegetal (CONNOR et al.,
2002; WANG e LIN, 2000) podendo variar seu espectro de cor do vermelho ao azul, ou
purpura (WU e PRIOR, 2005).

Segundo Volp et al. (2008) as antocianinas podem prevenir injarias causadas pelos
radicais livres de vérias formas e uma delas é carrear diretamente o radical livre. As
antocianinas sdo oxidadas pelos radicais livres, resultando em um radical menos reativo e
mais estavel através do poder de reacdo do grupo hidroxil das antocianinas com o radical
livre (NUOVELDT et al., 2001).

Estudos sobre a atividade bioldgica demonstraram que antocianinas, assim como as
antocianidinas, sdo poderosos antioxidantes agindo em diferentes sistemas (KAHKONEN e
HEINONEN, 2003) justamente pela capacidade de captar radicais livres. Além disso, estdo

associadas a prevencdo de enfermidades cardiovasculares e circulatérias (STOCLET et al.,
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2004; NESS e POWLES, 1997), cancerigenas (KATSUBE et al., 2003), no diabetes e no
mal de Alzheimer (ABDILLE et al., 2005; ISHIGE et al., 2001; HERTOG et al., 1997) e
atividade antiinflamatdria. Devido a estas véarias propriedades bioldgicas, antocianinas —
como muitos outros flavonoides — podem contribuir para a prevencdo de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (WANG et al., 1999; KATSUBE et al., 2003).

Os carotendides destacam-se dentro da classe dos terpendides juntamente com o d-
limoneno (MARTINEZ-NAVARRETE et al., 2008), e, de maneira geral, podem ser
divididos em carotenos e xantofilas. E uma classe de pigmentos lipofilicos amplamente
distribuida nas plantas e em bactérias fotossintéticas (ROMANCHICK et al., 1997). Na dieta
humana, frutas e vegetais constituem as principais fontes de carotendides (JOHNSON,
2002), responséveis pela coloragdo que vai do amarelo ao vermelho nos tecidos vegetais
(OLIVER e PALOU, 2000).

A capacidade de ligar-se a radicais livres de um carotenodide depende principalmente
do numero de suas duplas ligac6es, sendo pouco influenciado pelos grupos de carotendides
(ciclico ou aciclico) ou pela natureza dos substitutos nos carotendides, o que torna o
licopeno um dos carotendides naturais mais eficientes em ligar-se ao oxigénio
(YAMAGUCHI et al., 1999).

Estas ligacdes duplas caracteristicas fazem desses compostos potenciais
antioxidantes, uma vez que suas moléculas sdo capazes de receber elétrons de espécies
reativas, neutralizando os radicais (SHAMI e MOREIRA, 2004). O mecanismo pelo qual o0s
carotenoides protegem os sistemas biologicos dos radicais depende da transferéncia de
energia do oxigénio excitado para a molécula do carotendide, onde a energia é dissipada por
meio de rotacdes e vibragdes do carotendide no solvente (STAHL e SIES, 1999).

Essa desativacdo pode ocorrer por dois mecanismos: 0 primeiro consiste na
associacdo direta com outra molécula formando compostos de degradacdo; e o segundo,
através da desativacdo de espécies reativas, como o0 oxigénio singlete, pela transferéncia de
energia sem prejuizos para a molécula de carotendide que permanece com atividade
antioxidante (RIOS et al., 2009).

Os carotendides também demonstraram varias fungdes bioldgicas, sendo esses
compostos responsaveis pela reducao do risco de doengas degenerativas, prevencao catarata,
reducdo da degeneracdo macular causada pelo envelhecimento e reducdo da incidéncia de
doencas coronarias (KRINSKY, 1994).



2.3 RADICAIS LIVRES

Nas Ultimas décadas, foram realizadas inUmeras pesquisas para esclarecer o papel
dos radicais livres em processos fisiopatolégicos como: envelhecimento, cancer,
aterosclerose, inflamacédo, Alzheimer, entre outros (SHAMI e MOREIRA, 2004).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente durante os
processos metabdlicos, atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias
reacOes bioquimicas e desempenham funcdes relevantes no metabolismo. Produzidos
durante o metabolismo celular e atividades funcionais, os radicais livres tém papel
importante na sinalizacdo celular, apoptose, expressdo génica e do transporte de ions (LUE
et al., 2010).. No sistema biologico sdo altamente ativos para reagir com outras moléculas,
devido seus elétrons desemparelhados. As principais fontes de radicais livres sdo as
organelas citoplasméticas que metabolizam o oxigénio, o nitrogénio e o cloro, gerando
grande quantidade de metabdlitos (SHAMI e MOREIRA, 2004).

O oxigénio participa de reacdes de oOxido-reducio e é o aceptor final de H* no
metabolismo normal de mamiferos. As oxidacdes bioldgicas geram espécies reativas de
oxigénio e radicais livres que podem provocar lesGes celulares, muitas vezes irreparaveis
(GOUVEA, 2004).

O excesso de ataque dos ROS em acidos nucleicos, cadeias laterais de aminoacidos e
em ligacGes duplas de acidos graxos insaturados causa estresse oxidativo que pode danificar
DNA, RNA, organelas celulares como mitocondria e membranas, proteinas e lipidios,
provocando alteracdes da estrutura e funcdo celulares e resultando em maior risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, degenerativas, neuroldgicas (GOUVEA,
2004; LUE et al., 2010).

O estresse oxidativo, portanto, é caracterizado por uma intensa sobrecarga de radicais
livres (FLORA, 2007), gerando o desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes
(SIES, 1993) resultando no desequilibrio entre a formagdo e a eliminacdo de ROS
(VITVITSKY, 2006). Portanto, o estresse oxidativo ocorre pela insuficiéncia dos sistemas
bioldgicos em neutralizar a formagao excessiva de radicais livres resultando na inducéo de
danos celulares e doencgas (FLORA, 2007).

As lesbes causadas nas células podem ser prevenidas ou reduzidas por meio da

atividade de antioxidantes. Os antioxidantes podem agir diretamente na neutralizacdo da
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acao dos radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa funcéo
(GOUVEA, 2004).

Nos frutos, esta atividade antioxidante pode ser atribuida a varios compostos, cujos
mecanismos incluem a prevencdo da peroxidacdo lipidica, a capacidade sequestrante de
radicais livres (LOPACZYNSKI e ZEISEL, 2001) e a capacidade de quelar ions metalicos
(BARREIROS et al., 2006).

2.4 A CISPLATINA NA INDUGAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

A cisplatina [cis-diaminodicloroplatina 1, cDDP] possui estrutura quimica (Figura 4)
formada por um complexo de metal pesado, que contém um &tomo central de platina,
cercado por dois a&tomos de cloro e duas moléculas de aménia na posicéo cis (CALABRESI
e CHABNER, 1996).

O farmaco possui efeito antineoplasico e torna-se um composto altamente reativo,
capaz de alquilar as bases puricas e pirimidicas do DNA, através de reacdo intracelular, na
qual as moléculas de cloro na posicdo cis sdo substituidas por agua ou grupos hidroxil
(HALABE et al., 1991).

3

CI\ Pt/ NH
Cl / \NH3

Figura 4 — Formula estrutural da cisplatina
Fonte: Senddo, 2004.

Entretanto, a cisplatina possui efeitos colaterais como nefrotoxicidade, ototoxicidade
e neurotoxicidade, supressdao da medula 6ssea, efeitos gatrintestinais e mutagenicidade
(WENL et al., 1997), além da geracdo de radicais livres através da interacdo com o0 DNA e
pela peroxidacao lipidica (MASUDA, et al, 1994).

A cisplatina ataca preferencialmente o DNA, onde ocorre lesdo de forma que este se
torna inviavel para a divisdo, ocorrendo morte celular com conseqiiente regressao do tumor.
Portanto, a cisplatina é um farmaco citotoxico que age de maneira ndo dependente do ciclo
celular, afetando as células em qualquer fase do ciclo, sendo classificado como de fase néo
especifica (SIMON, 1990).
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A utilizacdo da quimioterapia com a cisplatina leva a queda dos niveis de
antioxidantes plasmaticos dos pacientes, sugerindo falha no mecanismo de defesa
antioxidante contra o estresse oxidativo. Essa diminui¢do dos niveis pode estar relacionada
ao baixo consumo de antioxidantes na dieta pelos pacientes diminuindo a protecdo no
organismo e assim resultando no desequilibrio oxidativo e geracdo do estresse oxidativo
(WEIJL et al., 2004).

Varios compostos antioxidantes da dieta tém sido testados para minimizar os efeitos
citotoxicos da cisplatina (SHIMEDA et al., 2005). Os antioxidantes da dieta poderiam atuar
como quimioprotetores, prevenindo contra os efeitos colaterais das espécies reativas de
oxigénio (ROS) — que podem causar danos a proteinas (GRACY et al., 1999), lipideos
(FRAGA et al., 1987) e acidos nucléicos (RICHTER et al., 1988) — e o desenvolvimento de
canceres secundarios, relacionados com as mutacdes induzidas pelo estresse oxidativo no
DNA (ELSENDOORN et al., 2001).

2.5 ACAO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES NO ORGANISMO

As espécies ativas de oxigénio (EAQO), quando formadas, ao reagirem com
biomoléculas causam diferentes tipos de danos bioldgicos que podem levar a morte celular.
Os organismos aerébios desenvolveram diferentes tipos de defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas, prevenindo a formacao de EAO, bem como mecanismos para
reparar 0s danos causados. A defesa do organismo vai desde a prevencdo da formacdo das
EAO, a interceptacdo dos radicais formados e a reparagdo das células danificadas
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001).

Na prevencdo da formacdo das EAO, os sistemas que previnem a formacdo de EAO
sdo considerados biomoléculas ligantes de metais (Fe e Cu) chamados quelantes. A presenca
de proteinas quelantes é de vital importancia aos seres vivos, porque protegem as células dos
processos oxidativos catalisados por ions metalicos. As enzimas que controlam os niveis de
EAO sdo a superdxido dismutase, que pode sequestrar o Oy, a glutationa, e a catalase, que
podem decompor o H,0,, resultando na formacdo de 4gua (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2001).

Ja na interceptacéo dos radicais formados ocorre desativacdo das EAO, 0s quais sao
destruidos de forma a impedir a oxidacdo posterior de outras moléculas. As substancias

antioxidantes, como tocoferdis e carotenoides, que se combinam com um radical livre sdo
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chamadas sequestrantes de radicais livres, levando a formacdo de um néo radical ou de um
radical menos ativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001).

Quanto a reparacdo das células danificadas, enzimas, como a fosfolipase, removem o
acido graxo peroxidado da membrana lipidica, que € substituido por acido graxo normal
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001).

2.6 PROCESSAMENTO

As frutas sdo muito pereciveis justamente pelo grande teor de umidade que possuem.
Muitas, ainda ndo comercializadas, estdo disponiveis somente em pequenos periodos e para
que possam ser disponibilizadas o0 ano todo necessitam ser processadas.

O processamento pode afetar de maneira minima ou maxima a qualidade do produto.
Vérias sdo as mudancas que um alimento pode sofrer durante o processamento,
armazenamento e distribuicdo, desde alteracGes no aspecto fisico e estrutural até reacdes
bioquiimicas que envolvem a degradacdo de substancias nutritivas (KAREL, et al., 1993;
ROOS e KAREL, 1991).

Secagem € o termo utilizado quando se refere a retirada de umidade de uma
substancia, € um processo comum e muito Util na conservagdo dos alimentos. No entanto, a
secagem € dependente de muitas variaveis.

A secagem por ar, em particular, € um processo antigo onde, para evaporar a
umidade, o solido a ser seco é exposto a um fluxo continuo de ar quente. Os produtos
obtidos por esse processo podem ter a vida de prateleira estendida por um ano, porém a
qualidade inicial pode ser parcial ou drasticamente reduzida (RATTI, 2001).

A secagem por liofilizacdo a vacuo é um dos melhores métodos de remocao da agua
em comparacdo aos demais métodos de secagem (GENIN e RENE, 1995), pois essa
secagem ocorre através da sublimacdo de um produto congelado e, devido a auséncia de
agua liquida e as baixas temperaturas necessarias para 0 processo, a maioria das reagdes de
deterioracdo e microbioldgicos diminuem sua velocidade. Além disso, o estado solido da
agua durante a liofilizacdo protege o estrutura primaria e a forma dos produtos com reducéo
minima de volume. No entando, apesar do produto ter excelente qualidade, esse processo
possui grande desvantagem em relacdo aos demais, pelo alto custo na fabricacdo de
desidratados (RATTI, 2001).

Outro processo usual de preservagdo € o congelamento, no qual também ¢é utilizado

temperaturas mais baixas que indisponibilizam a agua reduzindo a taxa de crescimento
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microbiano e transformacg6es quimicas. O congelamento, assim como 0s demais processos,
aumenta a vida de prateleira (TREGUNNO E GOFF, 1996), porém também traz
desvantagens, como ruptura na estrutura das células (KERR, 2004) que pode formar

exudados liquidos ap0s o tratamento e perda de nutrientes.



3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi caracterizar quimicamente e avaliar o efeito
antioxidante "in vivo" de frutas nativas do Rio Grande do Sul, tais como guabiju

(Myrcianthes pungens) e araca vermelho (Psidium cattleyanum Sabine).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a composicéo fisico-quimica das frutas “in natura” e liofilizadas.

2. Avaliar a capacidade antioxidante de cada uma das frutas.

3. Identificar e quantificar o perfil de compostos fitoquimicos tais como carotenoides
e antocianinas.

4. Verificar qual das espécies nativas tem maior eficdcia na minimizacéo do estresse
oxidativo “in vivo”.

5. Verificar o comportamento das duas espécies nativas em relacdo ao
processamento tais como de secagem em secador de tambor, liofilizacdo e congelamento,

quanto a atividade antioxidante e o perfil de compostos fitoquimicos.



4 ARTIGOS CIENTIFICOS

4.1 Caracterizacdo e perfil de compostos bioativos de aragéd vermelho (Psidium cattleyanum
SABINE) e guabiju (Myrcianthes Pungens). O artigo serd formatado, traduzido e enviado

para revista Journal of Agricultural and Food Chemistry.

4.2 Efeito do processamento na estabilidade de compostos bioativos de araca vermelho
(Psidium cattleyanum SABINE) e guabiju (Myrcianthes Pungens). O artigo sera formatado,
traduzido e enviado para revista Journal of Food Composition and Analysis.

4.3 Antioxidant action of guabiju (Myrcianthes Pungens) and red guava (Psidium
Cattleyanum SABINE) against cisplatin-induced toxicity in rats. O artigo serd formatado e

enviado para revista Food and chemical toxicology.
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Resumo

O araca vermelho (Psidium cattleyanum SABINE) e o guabiju (Myrcianthes Pungens) sdo
pequenos frutos nativos do sul do Brasil. A composicdo fisico-quimica de ambos foi
investigada, tendo, o araca vermelho, destaque quanto ao teor de fibra alimentar. O perfil de
antocianinas e carotendides desses frutos foi avaliado pela primeira vez, destacando-se o
guabiju com os maiores teores. Nesse fruto o B-caroteno e malvidina 3-glicosideo obtiveram
40,4 % e aproximadamente 60 % do total de carotendides e antocianinas, respectivamente.
No araga vermelho o carotendide e a antocianina predominantes foram a B-criptoxantina
com 44,8 % e a cianidina 3-glicosideo com 51,7 % do total. O guabiju ainda teve atividade
antioxidante mais elevada. Assim como os demais frutos, o guabiju e o aracd vermelho
adicionam a dieta compostos que podem agir em sinergismo e diminuir o risco de doencas
cronico degenerativas, como antocianinas, carotendides, vitaminas, minerais, entre outros.
Estes frutos nativos surgem como alternativa aos tradicionalmente consumidos, justamente,
pela grande quantidade de compostos bioativos aliados a procura do mercado por novas
fontes desses compostos.

Palavras-chave: Araca vermelho, guabiju, carotendides, antocianinas, atividade
antioxidante.

1 Introdugéo

Frutos e verduras possuem compostos saudaveis, que adicionam a dieta além do
sabor, minerais, vitaminas, substancias bioativas e fibras. Estudos comprovam que o
consumo de frutos esta relacionado com a baixa incidéncia de doengas cronico-

degenerativas (Van’t Veer et al., 2000).
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Nos frutos, os pigmentos naturais como antocianinas e carotenoides, sdo
responsaveis pela cor e possuem propriedades terapéuticas, bioldgicas e preventivas, sendo
que a ingestdo de tais compostos estd relacionada a reducdo de varias doencgas cronico-
degenerativas, justamente pelas suas caracteristicas antioxidantes (Seeram e Nair, 2002;
Stahl e Sies, 2005). O Brasil possui uma grande variedade de frutos. No entanto, ainda
existem inumeros frutos nativos pouco explorados economicamente e dentre esses se pode
destacar o araca vermelho (Psidium cattleyanum Sabine) e o guabiju (Myrcianthes pungens).
O araca vermelho é um fruto coroado por sépalas persistentes, de coloracdo vermelha, com
muitas sementes pequenas circundadas por polpa macia, envolvidas por uma polpa suculenta
de cor esbranquicada, além disso, possui sabor doce-acido muito agradavel. O guabiju é um
fruto de polpa suculenta e amarelada, sabor doce agradavel e geralmente possui uma
semente no centro. Quando maduro, apresenta coloracao purpura.

A fim de estimular a exploracdo de recursos brasileiros indicando a potencialidade de
frutos nativos e sua utilizagdo em prol dos beneficios a salde, este estudo objetivou
caracterizar o guabiju e o araca vermelho quanto a composic¢do fisico-quimica, a atividade

antioxidante e o perfil de compostos bioativos, como carotendides e antocianinas.

2 Material e Métodos
2.1 Amostras e preparo

As amostras de guabiju utilizadas foram provenientes da regido de Viaméo (30° 04'
52" sul, 51° 01' 24" oeste, 111 m altitude) e foram colhidas no més de fevereiro de 2011. As
amostras de araga vermelho foram colhidas na cidade de Estrela Velha (29° 10" 36" sul, 53°
09' 33" oeste, 394 m altitude), em mar¢co do mesmo ano ambas as cidades localizadas no
estado do Rio Grande do Sul (Brasil). Os frutos foram incorporados no Herbario ICN
(UFRGS), sob o0 numero de coletor de C. Dalla Nora 172539 e 172540 para o guabiju e para
o0 araca vermelho respectivamente. Foram selecionados os frutos maduros e sem danos na
casca, que foram armazenados sob refrigeracdo (5 °C) até o inicio das analises. Para tanto os
frutos foram homogeneizados em microprocessador (Arno Performa Magiclean Duetto). O
araca-vermelho foi triturado integralmente, enquanto para o guabiju foi retirada a semente,

para posterior homogeneizagao (casca e a polpa).

2.2 Métodos

2.2.1 Caracterizacdo Fisico-Quimica
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Para determinacdo da composicao centesimal foram realizadas as analises de teor de
umidade (estufa a 105 °C), residuo mineral fixo (mufla a 550 °C), extrato-etéreo (Soxhlet) e
proteina bruta (Kjeldahl, usando o fator de conversdo 5,75), segundo métodos da AOAC
(1997). A fibra alimentar foi determinada pelo método enzimatico-gravimétrico, através de
kit da Sigma-Aldrich (Total Dietary Fiber Assay Kit (TDF-100A) e Total Dietary Fiber
Assay Control Kit (TDF-C10).

Os glicidios redutores e totais foram determinados pelo método de Lane-Eynon
(1934) e os acgucares ndo redutores foram obtidos pela diferenca dos totais pelos redutores
multiplicado pelo fator de converséo 0,95.

A acidez titulavel total (ATT) foi determinada por titulacdo, o pH das amostras em
potenciémetro (Quimis, Modelo 400A), o teor de solidos sollUveis totais (SST) por
refratometria (Atago Modelo Digital Atago ® pal-3) de acordo com AOAC (1997).

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos, como média e

desvio padrdo, em relacdo a 100g de amostra seca.

2.2.2 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela metodologia baseada em sequestrar o
radical DPPH, segundo Brand-Williams et al. (1995) e pelo método ABTS (Kuskoski et al.,
2005), adaptado pela Embrapa Agroinddstria Tropical. O extrato foi obtido através da
extracdo com metanol (50 %) e acetona (70 %), usando trés diferentes diluicGes.

Para o0 método DPPH, uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato reagiu
com 3,9 mL de radical DPPH. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
(Amersham, Modelo Uv Vis Ultrospec-3100 Pro Amersham Bioscience) a 515 nm apds 34
minutos e os resultados foram expressos em g de fruto seco / g DPPH.

Para o método ABTS, uma aliquota de 30 puL de cada dilui¢do do extrato reagiu com
3,0 mL de radical ABTS e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Amersham, Modelo
Uv Vis Ultrospec-3100 Pro Amersham Bioscience) em 734 nm apds 6 minutos. Os
resultados foram expressos como a UM trolox / g de fruto seco. Todos os resultados foram

expressos em relagdo a 100 g de amostra seca.

2.3 Perfil de Carotendides
O extrato de carotenoides foi preparado de acordo com Mercadante e Rodriguez-
Amaya (1998). As etapas principais foram extragdo dos pigmentos com acetona e

saponificacdo com metanol 10 % KOH durante uma noite a temperatura ambiente. Apés a
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remocao do alcali, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Fisatom, Modelo 801)
(T < 25 °C), seco em um fluxo de nitrogénio e armazenados no freezer (-18 °C) para
posterior quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para a analise, o extrato
concentrado foi diluido em éter terc-metil-butilico (MTBE- J. T. Baker., Cas. number 1634-
04-4, pureza 99,96 %), colocado em ultrasom (Unique, modelo USC 1400) por 15 minutos e
filtrado em filtro (Millex LCR 0,45 um, 13 mm) para posterior injecdo no cromatégrafo.

2.2.3 Perfil de Antocianinas

O extrato de antocianinas foi preparado de acordo com Zanatta et al. (2005) com
algumas modificacdes onde a extracdo dos pigmentos foi obtida com 1 % &cido cloridrico
concentrado em metanol em temperatura ambiente. Apds o extrato foi concentrado em
evaporador rotativo (Fisatom, Modelo 801) (T < 38 °C), seco em um fluxo de nitrogénio e
armazenado no freezer (-10 °C) para posterior quantificacdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Para a andlise, o extrato concentrado foi diluido em metanol
(J.T.Baker., Cas. number 67-56-1, pureza 99,99 %), colocado em ultrasom (Unique, modelo
USC 1400) por 15 minutos e filtrado em filtro (Millex LCR 0,45 um, 13 mm) para posterior

injecdo no cromatografo.

2.2.4 Condicbes Cromatograficas

As anélises de CLAE foram realizadas em cromatdgrafo Agilent 1100 Series
equipado com sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters série 2695) e
detector UV/Vis (Waters série 2487 Dual I).

Para andlise de carotendides foi utilizada uma coluna de fase polimérica revertida
C30 YMC (modelo CT99S03- 2546WT) 250 um x 4,6 um (tamanho das particulas de 3
um), eluicdo gradiente com fase movel de agua / metanol / terc-metil-butil-éter (MTBE) a
partir de 5:90:5, atingindo 0:95:5 em 12 minutos, 0:89:11 em 25 minutos, 0:75:25 em 40
minutos e, finalmente, 00:50:50 depois de 60 minutos, com vazdo de 1 mL/min a 33°C
(Zanatta e Mercadante, 2007). Para a analise de antocianinas foi utilizada uma coluna C18
Shim-pack CLC-ODS, 250 um x 4,6 um (tamanho das particulas de 3 pm) usando como
fase mdvel o gradiente linear de acetonitrila / 4 % acido fosférico a partir de 15:85,
atingindo 20:80 em 12 minutos, com uma vazéo de 1 mL/min a 29 °C, segundo Zanatta et al.
(2005).

Os espectros foram conduzidos entre 250 e 600 nm e 0s cromatogramas processados

em comprimento de onda fixo de 450 nm para carotendides e 520 nm para antocianinas. A
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identificacdo foi realizada comparando os tempos de retencdo dos picos obtidos para o
padrdo e para as amostras, analisados sob as mesmas condicdes.

A quantificacdo foi realizada através da construcdo de curvas padrdes para 0s
carotendides e para as antocianinas, nas seguintes faixas de concentracfes para 0S
carotenoides: B-caroteno (Sigma-Aldrich, Cas number 7235-40-7) de 5 a 50 mL; luteina
(Indofine Chemical Company, Cas number 127-40-2) de 1 a 65 mL; criptoxantina (Sigma-
Aldrich, Cas number 472-70-8) de 4 a 100 mL; zeaxantina (Fluka Analitycal, Cas number
7488-99-5) de 1 a 40 mL; a-caroteno (Fluka Analitycal, Cas number 144-68-3) de 2 a 25
mL. E, para as antocianinas: cianidina 3-5-di-glicosideo ou cianina clorideo (Sigma-Aldrich,
Cas number 2611-67-8) de 17 a 84 mL; delfinidina 3-B-D-glicosideo (Santa Cruz
Biotechnology, Cas number 6906-38-3) de 7 a 120 mL; pelargonidina 3-5-di-glicosideo
(Sigma-Aldrich, Cas number 17334-58-6) de 39 a 98 mL; cianidina 3-glicosideo (Sigma-
Aldrich, Cas number 7084-24-4) de 38 a 380 mL; malvidina 3-5-di-glicosideo (Sigma-
Aldrich, Cas number 16727-30-3) de 19 a 310 mL; pelargonidina 3-glicosideo (Sigma-
Aldrich, Cas number 18466-51-8) de 5 a 49 mL; malvidina 3-glicosideo (Sigma-Aldrich,
Cas number 7228-78-6) de 15 a 107 mL,; delfinidina clorideo (Sigma-Aldrich, Cas number
528-53-0) de 5 a 28 mL,; cianidina clorideo (Sigma-Aldrich, Cas number 528-58-5) de 4 a 21
mL; pelargonidina clorideo (Sigma-Aldrich, Cas number 134-04-3) de 6 a 73 mL; malvidina
clorideo (Sigma-Aldrich, Cas number 643-84-5) de 3 a 37 mL; peonidina clorideo (Santa
Cruz Biotechnology, Cas number 13401-0) de 3 a 40 mL.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) sdo, respectivamente, para: p-
caroteno 6.53 x 102 e 10.89 x 10%; lutefna 6.9 x 10° e 1.15 x 10%; zeaxantina 9.56 x107 e
1.59 x 10% a-caroteno 1.97 x102 e 3.28 x10% cianidina 3-5-di-glicosideo ou cianina
clorideo 7,55x10” e 1,26 x 10®; delfinidina 3-p-D-glicosideo 4,23 x107 e 7,19 x 10°;
pelargonidina 3-5-di-glicosideo 4,92 x 10 e 8,20 x 10; cianidina 3-glicosideo 9,37 x 10%e
1,56 x 10”"; malvidina 3-5-di-glicosideo 4,13 x 107 e 6,89 x 10™'; pelargonidina 3-glicosideo
9,47 x 10% e 1,48 x 107; malvidina 3-glicosideo 6,53 x 107 e 1,09 x 10°: delfinidina
clorideo 1,72 x 107 e 2,86 x 10™; cianidina clorideo 1,51 x 10" e 2,52 x 10°; pelargonidina
clorideo 1,23 x 107 e 2,85 x 10"; malvidina clorideo 5,52 x 10 e 9,20 x 10°®; peonidina
clorideo 9,35 x 10®%e 1,56 x 10”".

2.3 Anélise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA e para diferenca entre as médias

foi aplicado o teste de Tukey a 5 % de significancia, pelo Software Statistica 10.
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3 Resultados e discussao
3.1 Composic¢ao Fisico-Quimica

Os resultados das analises fisico-quimicas do araca vermelho e do guabiju
encontram-se na Tabela 1. As diferencas na umidade entre os frutos analisadas podem ser
explicadas pelas diferentes espécies. Em estudo com aracd vermelho, Santos et al. (2007),
obtiveram valores inferiores de umidade (79,6 %) ao encontrados neste estudo. Essa
diferenga, no entanto, pode ser devido a fatores como origem, localizagdo de plantio,
condi¢cdes ambientais, entre outros que contribuem para a variacdo de composicdo do fruto
(Scott e Eldridge, 2005).

Tabela 1 — Composicao Fisico-quimica do araca vermelho e do guabiju

Araca vermelho Guabiju
Umidade 81,56+0,02 80,79+0,13
Residuo mineral fixo* 5,01+0,02 3,07+0,01
Proteina* 3,77+0,03 2,90+0,02
Extrato etéreo* 0,34+0,01 0,28+0,01
Acucares totais* 26,79+0,20 64,57+0,63
Glicideos nao redutores® 4,05+0,14 28,51+0,46
Glicideos redutores* 22,53+0,06 34,55+0,05
Fibra alimentar* 55,31+0,27 32,38+0,16
Solidos Soluveis (°Brix) 6,03+0,05 15,00+0,10
Acidez titulavel (% acido citrico) 1,19+0,01 0,12+0,01
pH 3,35+0,02 4,60+0,01

Relacdo °Brix/Acidez 5,07 125,00

*Valores em g/100g de amostra seca.
Todas as analisesforam feitas em triplicata e os resultados estdo expressos em amostra seca.

O valor encontrado para o residuo mineral fixo do araga vermelho, neste estudo, foi
quase trés vezes maior do que o valor encontrado por Santos et al. (2007) (1,8 g/100 g de
amostra seca). Quanto ao guabiju, este possui valores de residuo mineral fixo superior a
frutos nativos do cerrado, como a guabiroba e o caju-do-cerrado (Silva et al., 2008). Em
estudo comparativo com espécies nativas, foi encontrado para o aracé (Psidium cattleyanum
Sabine) potassio, célcio, fésforo, magnésio, enxofre, sédio, manganés, ferro, zinco, boro e
cobre em ordem decrescente (Kinupp, 2008), indicando que tanto aracd vermelho quanto o
guabiju podem contribuir como fonte de minerais para a dieta, poiS 0 corpo 0s excreta
diariamente e essa reposi¢do diaria € feita por meio da alimentacéo.

Em relacdo a proteina, o valor encontrado para o aragd vermelho foi semelhante
(Tabela 1) ao encontrado por Kinupp (2008) em seu estudo (3,7 g/100g em amostra seca),

enquanto para Santos et al. (2007) o valor encontrado foi inferior para o araca vermelho (3,0
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0/100g em amostra seca). A quantidade de proteina encontrada para o guabiju foi
semelhante a quantidade encontrada na guabiroba (2,9 g/100g em amostra seca) em estudo
realizado por Silva et al. (2008) com frutos do cerrado.

Geralmente, frutos e hortalicas apresentam baixos teores de lipideos, o que condiz
com o presente estudo.

O guabiju caracterizou-se como um fruto doce, pois, obteve altos teores de agucares,
solidos soluveis e de pH e menores de acidez. A quantidade de solidos soltveis no guabiju
pode variar de 15 a 19 °Brix segundo Marin (2008), justificando sua popularidade como um
fruto doce. O teor de sélidos solluveis do araca vermelho, no entanto, é baixo, em
concordancia com a acidez e o pH, caracterizando-o como um fruto mais acido. Santos et al.
(2007) encontraram em seu estudo valor similar para o pH de aracas vermelhos (3,3) sendo
que o pH é&cido favorece a estabilidade do acido ascérbico (Henshall,1981). No entanto,
foram observados valores mais elevados para solidos soltveis (SS) (10,1) e menores de
acidez total (AT) (0,3) (Santos et al. 2007). Corroborando com os resultados de Santos et al.
(2007), o acucar total do aracd vermelho continha maior quantidade de agUcares redutores.
Estes mesmos autores observaram que o teor de agucares encontrado para o araca vermelho
foi superior ao do presente estudo, chegando a 38,2 g/100 g em amostra seca de acucar total
e 35,2 g/100 g em amostra seca de agUcar redutor. Ao contrério do aracd vermelho, o
guabiju possui quase a metade de seus agUcares totais formados por agucares ndo redutores
(Tabela 1).

A relacdo SS/AT é uma das melhores formas de avaliacdo do sabor, sendo mais
representativa do que a quantificacdo isolada de aglUcares e de acidez, evidenciando o
equilibrio entre esses dois componentes. As analises realizadas mostraram alta relacéo
SS/IAT para 0 guabiju, fato que favorece a aceitacdo por parte do consumidor ja que
caracteriza o fruto por um sabor agradavel.

O aracé vermelho possui teores maiores do que 55 % de fibra, valor semelhante ao
encontrado por Silva et al. (2008) em outra variedade de aracd e mais do que o dobro do
encontrado por Santos et al. (2007) (22,2 g/100 g em amostra seca) em estudo com araca
vermelho. Os resultados de fibra alimentar para araca vermelho também foram superiores
aos encontrados por Santos et al. (2007) para o araticum (49,5 g/100 g em amostra seca). O
guabiju teve aproximadamente 33 % de fibra alimentar apresentando valor superior a frutos
como o caju-do-cerrado (31,7 g/100 g em amostra seca) e guabiroba (12,1 ¢g/100 g em

amostra seca) (Silva et al. 2008).
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3.2 Atividade Antioxidante
Os resultados para a atividade antioxidante do araca vermelho e do guabiju
encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Atividade Antioxidante pelos métodos ABTS (uMtrolox / g de fruto seco) e
DPPH (ECsg g de fruto seco / g DPPH) do aragé vermelho e do guabiju
Atividade Antioxidante
UMtrolox / g de fruto seco ECso g de fruto seco / g DPPH

Araca vermelho in 150,2+14,1° 16713,2+304,7 °
nhatura
Guabiju in natura 205,3+0,5° 6921,4+3,8°2

Valores em g/100g de amostra seca.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as amostras (P < 0,05).

Os valores encontrados para a atividade antioxidante demonstraram diferenca
significativa para os frutos, pelos dois métodos investigados tendo os maiores valores de
atividade antioxidante o guabiju.

Compostos fenolicos, majoritariamente antocianinas e flavonoides, encontram-se
presentes na casca de frutos e sdo responsaveis pelas cores azul, purpura e vermelha
(Mazza, 2000). Fetter et al. (2010) apontaram alta correlacdo entre a atividade antioxidante
0 teor de compostos fendlicos em estudo com varias espécies de aracas. Isto representa uma
caracteristica muito importante, pois sustenta que quanto maior o teor de compostos
fendlicos no fruto, maior a atividade antioxidante, podendo indicar melhor protecéo para o
organismo quando estes frutos forem ingeridos.

Do mesmo modo que os compostos fendlicos, a vitamina C apresenta propriedades
antioxidantes (Bianchi e Antunes, 1999). O araca vermelho possui altos valores de vitamina
C (Wille, 2004), no entanto estudos demonstraram que a vitamina C, na presenca de metais
de transicdo, pode atuar como uma molécula pré-oxidante e gerar H0? e radicais OH"
(Odin, 1997).

Os flavonoides, através do mecanismo de complexacdo, podem reagir com metais e
impedir que estes participem e/ou acelerem a degradacdo de vitamina C, funcionando como
protetores, além disso, podem interromper a cadeia de oxidacdo do &cido ascorbico, ao agir
como receptores dos radicais livres formados (Henshall, 1981). Porém, o efeito ascorbato
poupador dos compostos fendlicos ocorre quando polifendis tém maior potencial redox em
relacdo ao acido ascorbico (Miller e Rice-Evans, 1997). Esses fatos podem ter contribuido
para a maior atividade antioxidante do guabiju em relacdo ao araca vermelho.
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A quantidade de compostos fenolicos em frutos depende da espécie, da variedade, do
meio ambiente, do estado fisiologico e das condigdes climéticas (Scalbert e Williamson,
2000), bem como da seletividade das polifenoloxidases quanto as antocianinas, devido as
suas estruturas (Zhang et al., 2005). Esses fatores podem ter contribuido ainda para
diferencas na atividade antioxidante entre os dois frutos.

Leong e Shui (2002) em um estudo comparativo entre ameixa, morango, carambola,
goiaba, uva, maca, manga, kiwi, meldo, maméo, abacate, coco, melancia, banana, laranja,
sapoti e rambutan perceberam que a capacidade antioxidante variou de acordo com a
espeécie, sendo encontrado menor valor para sapoti (0,06 %), e maior para rambutan (70,2
%).

Gardener et al. (2000) ao compararem sucos de laranja, macd, abacaxi e uva,
constataram que a vitamina C foi responsavel por grande parte da capacidade antioxidante
no suco de laranja; nos sucos da maca e abacaxi, a maior contribuicdo foi decorrente da
quantidade de fendis. Todos esses estudos comprovam que a atividade antioxidante depende
da matriz, dos compostos presentes e da interagdo destes.

Muitos compostos lipofilicos e hidrofilicos sdo encontrados em berries, cujas
propriedades bioldgicas tém sido atribuidas aos altos niveis e ampla diversidade de
compostos fendlicos. No entanto, um s composto ou componente pode ndo ser o Unico
responsavel pelas propriedades bioldgicas benéficas e sim, um efeito complementar, aditivo
e/ou sinergistico resultante dos diversos componentes. Além dos compostos fendlicos,
podem-se destacar os pigmentos naturais, antocianinas e 0s carotenoides, presentes nestes
frutos. O efeito protetor destes compostos esta relacionado ao seu poder antioxidante, pois
os compostos fendlicos, incluindo as antocianinas, possuem a capacidade de doar
hidrogénios ou elétrons aos radicais livres (Rice-Evans et al., 1996) e os carotendides sdo

considerados excelentes desativadores de oxigénio singlete (Di Mascio et al., 1989).

3.3 Perfil de Carotendides

Na Tabela 3, encontram-se os carotendides identificados e quantificados para araca
vermelho e guabiju, com seus respectivos tempos de retengédo e concentracdo (g/100 g de
fruto).
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Tabela 3 - Carotendides encontrados para araca vermelho e guabiju, tempos de retengdo e
concentracao (g/100g de fruto em amostra seca)

Concentracdo (1g/100g de fruto
em amostra seca)

Tempo de
Pico Carotenoides retencdo (min)  Araca vermelho Guabiju
1 All-trans-luteina 17,77-18,07  557,8+104,2" 1022,2+5,7°
2 Zeaxantina 20,82 - 21,17 137,5+6,6° 126,7+14,2°
3 B-Criptoxantina 31,55-31,88 1029,9+46,4° 1634,4+63,9°
4 a-caroteno 38,26 — 38,44 60,8+1,7° 192,9+9,6°
5 -caroteno 42,70 — 42,88 512,6+16,7" 2012,8+98,4°
Total 2298,6 4989,0

*Valores em g/100g de amostra seca.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
Todas as analisesforam feitas em duplicata e os resultados estdo expressos em amostra seca.

No araca-vermelho a maior concentracdo foi do carotendide B-criptoxantina,
representando 44,8 % dos carotendides encontrados no fruto. De Rosso e Mercadante (2007)
também relataram esse carotendide como majoritario em tamarillo e dovyalis.

No guabiju, o B-caroteno destacou-se com 40,4 % do total dos carotenoides,
semelhante ao encontrado por Ferreira (2010) para a amora-preta, onde esse carotendide foi
majoritario com 39,6 % do total e na acerola com 71,6 % do total, conforme De Rosso e
Mercadante (2005).

Para o guabiju, o somatdrio de carotendides foi mais do que duas vezes superior ao
encontrado no araca-vermelho, justificado pela maior contribuicdo individual dos
pigmentos, fato que pode ter contribuido para a atividade antioxidante total deste ser maior,
somada a capacidade antioxidante do B-caroteno de sequestrar radicais livres com grande
eficiéncia (Bianchi e Antunes, 1999).

A quantidade de carotendides para os frutos aqui estudados € superior a frutos
tropicais ndo tradicionais como umbu (341,3 ng/100 g de amostra seca), bacuri (1140,7
pg/100 g de amostra seca), murici (1269,0 pg/100 g de amostra seca) e uvaia (1285,6
Kg/100 g de amostra seca). O guabiju, ainda foi superior a mangaba (4347,8 pug/100 g de
amostra seca) (Rufino et al., 2010).

Marinova e Ribarova (2007), em estudo com berries, a quantidade encontrada dos
cinco carotenoides aqui investigados em amostra preta fresca foi de 440 pg/100 g para
amora-preta e 370 pg/100 g para framboesa. Em mirtilo havia 290 ug/100 g, sendo que o a-
caroteno ficou abaixo do limite de deteccdo. Para groselha preta, vermelha e morangos 0s
carotendides somados chegaram a 280 pg/100 g, 45 pg/100 g e 26 pg/100 g

respectivamente. O a-caroteno e B-criptoxantina, para os trés frutos, ficaram abaixo do
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limite de deteccdo e, a zeaxantina, no caso do morango, ndo foi encontrada. Esse estudo
demonstra que o guabiju e o aracd vermelho sdo boas fontes de carotendides
quantitativamente e qualitativamente quando comparado a outros berries, pois mesmo in
natura as quantidades encontradas foram superiores tanto para o guabiju (958,4 ug/100 g)
como para o araca vermelho (423,8 ug/100 g), exceto quando comparado com a amora.

Alguns carotendides, tais como o [-caroteno, a-caroteno e [-criptoxantina sao
capazes de ser convertidos em vitamina A, desempenhando, desta forma importante papel
nutricional, ja que em muitas populacdes o0s vegetais e frutos ricos em carotenoides sdo a
principal fonte dessa vitamina (Olson, 1989). Estudos comprovam que esses compostos sdo
responsaveis pela diminuicdo do risco de doencas degenerativas, prevencdo da catarata,
reducdo da degeneracdo macular causada pelo envelhecimenrto e reducdo de doengas
coronarias (Krinsky, 1994).

Usando a conversdo de Bauernfeind (1972) foram encontrados valores de vitamina
A, (expressa em retinol equivalente (RE)), para o araca vermelho e para o guabiju de 181,8 e
512,0 RE, respectivamente. Em sucos de laranja/cenoura na proporcao 80/20, armazenados a
-40 °C por 150 dias, Cortés et al. (2005) encontraram valores variando de 44,8 a 468, 3 RE.

Os diferentes perfis encontrados para os frutos devem-se a diferencas nas matrizes
analisadas, de acordo com Scott e Eldridge (2005) e o acumulo de carotendides é
dependente, além da espécie vegetal, de fatores ambientais externos, como caracteristicas
climaticas, que envolvem incidéncia de luz, temperatura e solo (Zanatta e Mercadante,
2007).

3.4 Perfil de Antocianinas

Para o araca vermelho, foram encontradas apenas trés antocianinas (Tabela 4),
totalizando 685,8 ug/g de fruto em amostra seca, sendo elas: cianidina clorideo, malvidina
3-glicosideo e cianidina 3-glicosideo. Esta ultima destacou-se no fruto com 51,7 % do total.
Zanatta et al. (2005) em um estudo com camu-camu, também encontraram essa antocianina
como predominante, com 89,5 % do total na fruto, dentre as cinco antocianinas encontradas.
Em estudo com cultivares de groselha Wu et al. (2004), encontraram para essa mesma
antocianina quantidade que variaram de aproximadamente 48 a 66 % nos cultivares,
enquanto para bagas de sabugueiro os teores desta antocianina chegaram a aproximadamente

54 %, estando em ambos os frutos de forma majoritéaria.
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Tabela 4 — Antocianinas investigadas para o aragd vermelho e o guabiju, tempos de retencdo e
concentracdo (ug/g de fruto em amostra seca)

Concentragéo (pg/g de fruto em amostra

seca)
Pico Antocianinas Tempo de Araca vermelho Guabiju
retencdo
(min)
1 Cianidina-3,5-di-O-glicosideo nd nd nd
2 Delfinidina-3-p-D-glicosideo 4101-4110 nd 4249,3+70,1
3 Pelargonidina 3-5-diglicosideo nd nd nd
4 Cianidina 3-O-glicosideo 5050-5089 354,7+451° 134,6+1,1°
5 Malvidina 3-5-diglicosideo nd nd nd
6 Pelargonidina 3-O-glicosideo nd nd nd
7 Delfinidina nd nd nd
8 Malvidina 3-O-glicosideo 6.281-6.289 243,6+2,1° 7223,5+82 52
9 Cianidina 7.495-7.499 87,6+5,8"° 232,7+18,4°
10 Pelargonidina nd nd nd
11 Malvidina 8.939-8.940 nd 111,2+5,4
11 Peonidina 8.939-8.940 nd 195,2+89,5

nd: not detected

Malvidina coeluiu com Peonidina.

Letras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
Todas as analises foram feitas em duplicata e os resultados estdo expressos em amostra seca.

As antocianinas encontradas para o guabiju em ordem decrescente de concentragao
foram: malvidina 3-O-glicosideo > delfinidina-3-p-D-glicosideo > cianidina clorideo >
peonidina clorideo > cianidina 3-O-glicosideo > malvidina clorideo. Em relacdo as
antocianinas malvidina e peonidina, as condi¢cdes ndo foram adequadas para separar 0S
picos, que eluiram com o mesmo tempo de retencdo. Em novas condi¢des testadas foi
possivel identificar e separar os dois compostos. No entanto aqui estdo expressos 0s valores
em um ou outro composto, uma vez que a soma dessas duas antocianinas levaria a
superestimacao dos valores. No guabiju, além da variedade maior de antocianinas, estas se
encontraram em maiores concentragdes do que o valor encontrado no aracd vermelho,
totalizando 11951,3 com a malvidina ou 12035,3 ug/g de fruto em amostra seca com a
peonidina.

A malvidina 3-O-glicosideo juntamente com a delfinidina-3-B-D-glicosideo
destacaram-se com, aproximadamente, 60 % e 35 % do total das antocianinas,
respectivamente. Estudos apontam que a malvidina 3-O-glicosideo e a delfinidina-3-
glicosideo estdo presentes em grandes quantidades em mirtilos (Kader et al., 1996; Skrede et
al., 2000).

Os teores aqui encontrados, para o total de antocianinas de araca vermelho (685,9
Mg/g de amostra seca) e guabiju (11951,3 pg/g de fruto seco se malvidina ou 12035,3 ug/g
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de fruto seco se peonidina) sdo maiores do que o encontrado para groselha vermelha (552,1
Mg/g de amostra seca) (Wu et al., 2004). Tendo guabiju os maiores teores, este ainda foi
superior a quatro cultivares de framboesa, sendo eles Heritage com 2044,0 pg/g de amostra
seca, Autumn bliss com 2521,4 ug/g de amostra seca, Rubi com 5343,7 ug/g de amostra seca
e Zeva com 7120,0 pg/g de amostra seca (De Ancos et al., 2000). Ainda o guabiju teve
teores superiores a frutos de groselha preta cultivar Ukraine (11566,3 ug/g de amostra seca)
(Wu et al., 2004).

Muitos fatores podem influenciar a composicdo das antocianinas. Diferencas entre
cultivares podem ter influéncias quantitativas e qualitativas, enquanto o amadurecimento
pode ocasionar aumento dos pigmentos (Baldi et al., 1995; Boyles, 1993). Fatores
ambientais, como luz e temperatura, também ja foram citados por influenciar o perfil de
antocianinas (Giusti et al., 1998).

Atencdo tem sido dada as antocininas quanto ao seu papel na saude, uma vez que 0
aumento de fontes desses compostos vem sendo relacionado com a redugdo do risco de
doencgas degenerativas (Seeram e Nair, 2002) justamente pela capacidade antioxidante destes
(Wang et al., 1997).

4 Concluséo

Pelos resultados obtidos verificou-se que o araca vermelho é uma boa fonte de fibra
e, juntamente com o guabiju, sdo excelentes fontes de carotenoides superando alguns frutos
como a framboesa.

A relacdo de SS/AT encontrada para o guabiju favorece seu consumo e aceitacao
pela sua docura, ja o teor de solidos sollveis, pH e acidez do araca vermelho o evidencia
como um fruto indicado ao processamento.

O guabiju destacou-se pelo maior teor tanto de antocianinas quanto de carotendides
fatores que podem ter colaborado, juntamente com os demais componentes, para a maior
atividade antioxidante desse fruto.

Esse estudo apresentou novas opgdes de frutos, aos tradicionalmente consumidos e

revelando a potencialidade de seus compostos bioativos.
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Resumo

O processamento a partir dos alimentos in natura esta cada vez mais sendo utilizado, tanto
para preservacdo quanto para disponibilizacdo de produtos sazonais durante todo o ano.
Aliado a isso, estd o0 crescente interesse por compostos bioativos provenientes de frutas,
como, por exemplo, antocianinas e carotenoides que sdo capazes de desempenhar importante
papel no organismo. No entanto, o processamento pode afetar em parte ou totalmente a
qualidade de um produto alimenticio. Neste estudo foi avaliado o efeito do processamento
na atividade antioxidante de frutos nativos do Rio Grande do Sul (Brasil), sendo eles araca
vermelho (Psidium cattleyanum SABINE) e guabiju (Myrcianthes Pungens), bem como nos
teores de carotendides e antocianinas. Ambos os frutos demonstraram-se boas fontes de
carotendides e antocianinas, no entanto o guabiju superou os teores de compostos bioativos
encontrados no aracd vermelho quando in natura, e, desta forma, este fruto obteve maiores
teores destes compostos apds 0s processamentos o que também levou o fruto a ter maior
atividade antioxidante nos dois métodos avaliados. No método DPPH, os frutos secos a 70
°C e liofilizados tiveram atividade antioxidante significativamente maior, enquanto para o
ABTS o aracé vermelho seco a 70 °C e o guabiju congelado ap6s 90 dias destacaram-se com
0s maiores teores, embora o araca vermelho seco nao tenha diferido significativamente do
araca vermelho liofilizado. O processamento atuou de forma diferente nos frutos. O processo
de secagem por ar quente (70 °C) em ambos os frutos resultou nos menores teores de
antocianinas e carotenoides, sendo este processo para o guabiju o Unico capaz de diminuir 0s
teores de carotendides, enquanto no araga vermelho, o congelamento por 90 dias também
afetou estes compostos, havendo decréscimo. Entretanto, o congelamento atuou nos frutos
aumentando as concentracdes de carotendides, o de 30 dias foi favordvel ao aracd vermelho
e 0 de 90 dias ao guabiju. O processo de liofilizacdo foi benéfico para ambos os frutos
retendo o teor de carotendides. Para as antocianinas, os maiores teores foram encontrados no
guabiju liofilizado e no araca vermelho in natura, onde nenhuma forma de processamento
foi capaz de manter ou aumentar os teores de antocianinas, tendo a secagem 0S menores
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teores. No guabiju, o congelamento foi benéfico, pois foi capaz de conservar ou aumentar
os teores de antocianinas, estando somente a secagem relacionada ao decréscimo de
antocianinas neste fruto.

Palavras-chave: Atividade antioxidante, Carotendides, Antocianinas, Araca vermelho,
Guabiju

1 Introdugéo

Estudos demonstram que o consumo de frutos esta relacionado a baixa incidéncia de
doencgas cronico-degenerativas devido a presenca de compostos bioativos com capacidade
antioxidante (Van’t Veer et al., 2000). Consequentemente, O interesse por estes compostos
aliada a natureza sazonal dos frutos tem estimulado a pesquisa sobre sua estabilidade
durante o processamento e armazenamento (Garcia-Perez et al., 2010).

Antocianinas e carotendides sdo compostos bioativos com caracteristicas
antioxidantes. As antocianinas que sao a forma glicosilada das antocianidinas, pertencem a
classe dos flavondides, sendo sollveis em agua e responsaveis pelas cores laranja, vermelha
e azul de muitos vegetais e frutos. Somente seis das dezesseis antocianidinas j& identificadas
ocorrem frequentemente em diferentes vegetais: cianidina, pelargonidina, delfinidina,
peonidina, petunidina e malvidina (Wu e Prior, 2005a; b).

Os carotenodides sdo compostos lipofilicos comumente encontrados em plantas, sendo
potentes antioxidantes e esta caracteristica estd associada a sua capacidade de desativar
radicais livres (Di Mascio et. al, 1989). Os carotendides sdo responsaveis pelas cores do
amarelo ao vermelho e os mais comumente encontrados em vegetais sdo luteina, zeaxantina,
[B-criptoxantina, a-caroteno e B-caroteno (Scott e Eldridge, 2005).

A capacidade antioxidante de frutos e vegetais muda consideravelmente de acordo
com a presenca de compostos bioativos tais como as antocianinas e 0s carotenoides, contudo
a guantidade destes compostos tem-se demonstrado importante fator na atividade
antioxidante (Hassimotto et al., 2005).

O processamento pode agir de diferentes formas em relagdo a estabilidade dos
compostos bioativos presentes nos alimentos. O congelamento pode levar ao acréscimo ou
decréscimo de tais compostos (De Ancos et al., 2000). O aguecimento ocasiona a ruptura da
matriz alimentar, o que pode propiciar 0 aumento da extracdo de muitos fitoquimicos e
melhorar a qualidade nutricional de vegetais (Pellegrini et al., 2010), bem como diminuir a
quantidade destes fitoquimicos (Ball, 2006). A liofilizacdo também pode, assim como a

secagem, aumentar ou diminuir os teores de compostos bioativos (Wu et al., 2010).
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Particularmente, para alimentos com altos valores de compostos bioativos, a escolha
do método correto para a conservacgao torna-se muito importante para se obter sucesso na
operacgéo, uma vez que o processamento pode afetar parcial ou totalmente a qualidade de um
produto. Varias mudangas fisicas, quimicas e/ou biolégicas podem ocorrer durante o
processamento ou armazenamento, podendo tais alteracdes estar relacionadas a perda da cor,
devido a degradacdo dos pigmentos, como os carotendides e antocianinas, até a perda de
substancias nutritivas.

Neste estudo avaliou-se a atividade antioxidante, o teor de carotenoides e
antocianinas do araca vermelho (Psidium cattleyanum SABINE) e guabiju (Myrcianthes
Pungens) in natura e ap6s 0s processos de secagem por ar quente, liofilizacdo e

congelamento.

2 Materiais e métodos
2.1 Preparo das amostras

As amostras de guabiju utilizadas foram provenientes da regido de Viamédo, Rio
Grande do Sul, Brasil (30° 04' 52" sul, 51° 01' 24" oeste, 111 m altitude), colhidas no més de
fevereiro de 2011 e as amostras de araca vermelho foram coletadas na cidade de Estrela
Velha, Rio Grande do Sul, Brasil (29° 10" 36" sul, 53° 09' 33" oeste, 394 m altitude),
colhidas em margo do mesmo ano, ambas as cidades localizadas no estado do Rio Grande do
Sul (Brasil). Os frutos foram incorporados no Herbario ICN (UFRGS), sob o nimero de
coletor de C. Dalla Nora 172539 e 172540 para o guabiju e para o aracad vermelho
respectivamente. Foram selecionados os frutos maduros e sem danos na casca.

Os frutos foram analisados in natura e armazenados por 30 e 90 dias. Ap6s o periodo
de 30 dias os frutos foram submetidos ao processo de liofilizacdo ou secagem, sendo a
amostra congelada por 30 dias o controle em relacdo aos processos. Para a liofilizacdo, 0s
frutos foram inicialmente congelados em Ultrafreezer (Liotop) (-80 °C) por 24h e colocados
em liofilizador (L 101, Marca Liotop) (-54 °C). Imediatamente apds a retirada do
liofilizador, foram embalados a vacuo (Embaladora Seladora A Véacuo F 200 Flash, Marca
Fastvac) em sacos de polietileno e congelados novamente (-10 °C) até o momento das
andlises. Para a secagem foi utilizado um secador de bandejas por convecgdo a temperatura
constante (70 °C) onde as amostras foram dispostas uniformemente sobre uma bandeja, com
0 ar quente passando de forma perpendicular a esta, com velocidade de 0,72 m/s, sendo 0s
frutos secos até variagcdo inferior a 5mg/g amostra. Imediatamente apds o resfriamento as

amostras foram embaladas a vacuo em sacos de polietileno e congeladas (-10 °C).
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Para as andlises as amostras processadas foram trituradas em microprocessador
(Arno Performa Magiclean Duetto) até obtencdo de um pdé fino. O aracd vermelho foi
triturado integralmente, enquanto para o guabiju foi retirada a semente para posterior

homogeneizacdo (casca e a polpa).

2.2 Métodos
2.2.1 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela metodologia baseada em sequestrar o
radical DPPH, segundo Brand-Williams et al. (1995) e pelo método ABTS (Kuskoski et al.,
2005), adaptado pela Embrapa Agroinddstria Tropical. O extrato foi obtido através da
extracdo com metanol (50 %) e acetona (70 %), usando trés diferentes diluicoes.

Para o método DPPH uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato reagiu
com 3,9 mL de radical DPPH. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
(Amersham, Modelo Uv Vis Ultrospec-3100 Pro Amersham Bioscience) a 515 nm apés 34
minutos e os resultados foram expressos em g de fruto seco / g DPPH.

Para 0 método ABTS, uma aliquota de 30 uL de cada diluigdo do extrato reagiu com
3,0 mL de radical ABTS e a leitura foi realizada em espectrofotometro (Amersham, Modelo
Uv Vis Ultrospec-3100 Pro Amersham Bioscience) em 734 nm apds 6 minutos. Os

resultados foram expressos como a UM trolox / g de fruto seco.

2.2.2 Perfil de Carotendides

O extrato de carotendides foi preparado de acordo com Mercadante e Rodriguez-
Amaya (1998). As etapas principais foram extracdo dos pigmentos com acetona e
saponificacdo com metanol 10 % KOH durante uma noite a temperatura ambiente. Apés a
remocdo do alcali, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Fisatom, Modelo 801)
(T < 25 °C), seco em fluxo de nitrogénio e armazenados no freezer (-18 °C) para posterior
quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para a analise, o extrato
concentrado foi diluido em éter terc-metil-butilico (MTBE- J. T. Baker, Cas. number 1634-
04-4, pureza 99,96 %), colocado em ultrasom (Unique, modelo USC 1400) por 15 minutos e
filtrado em filtro (Millex LCR 0,45 pm, 13 mm) para posterior inje¢cdo no cromatografo.

2.2.2 Perfil de Antocianinas
O extrato de antocianinas foi preparado de acordo com Zanatta et al. (2005) com

algumas modifica¢Ges onde a extracdo dos pigmentos foi obtida com 1 % acido cloridrico
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concentrado em metanol em temperatura ambiente. ApGs o extrato foi concentrado em
evaporador rotativo (Fisatom, Modelo 801) (T < 38 °C), seco em fluxo de nitrogénio e
armazenado no freezer para posterior quantificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Para a analise, 0 extrato concentrado foi diluido em metanol (J.T.Baker., Cas.
number 67-56-1, pureza 99,99 %), colocado em ultrasom (Unique, modelo USC 1400) por
15 minutos e filtrado em filtro (Millex LCR 0,45 pum, 13 mm) para posterior inje¢cdo no
cromatografo.

2.2.3 Condigbes Cromatograficas

As analises de CLAE foram realizadas em cromatografo Agilent 1100 Series
equipado com sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters série 2695) e
detector UV/Vis (Waters série 2487 Dual 1).

Para andlise de carotendides foi utilizada uma coluna de fase polimérica revertida
C30 YMC (modelo CT99SO3- 2546WT) 250 um x 4,6 um (tamanho das particulas de 3
pum ), eluicdo gradiente com fase movel de agua / metanol / terc-metil-butil-éter (MTBE) a
partir de 5:90:5, atingindo 0:95:5 em 12 minutos, 0:89:11 em 25 minutos, 0:75:25 em 40
minutos e, finalmente, 00:50:50 depois de 60 minutos, com vazdo de 1 mL/min a 33°C
(Zanatta e Mercadante, 2007). Para a analise de antocianinas foi utilizada uma coluna C18
Shim-pack CLC-ODS, 250 um x 4,6 um (tamanho das particulas de 3 pum) usando como
fase mdvel o gradiente linear de acetonitrila / 4 % acido fosférico a partir de 15:85,
atingindo 20:80 em 12 minutos, com uma vazao de 1 mL/min a 29 °C, segundo Zanatta et al.
(2005).

Os espectros foram conduzidos entre 250 e 600 nm e 0s cromatogramas processados
em comprimento de onda fixo de 450 nm para carotendides e 520 nm para antocianinas. A
identificacdo foi realizada comparando os tempos de retencdo dos picos obtidos para o
padrdo e para as amostras, analisados sob as mesmas condicdes.

A quantificacdo foi realizada através da construcdo de curvas padrdes para 0S
carotendides e para as antocianinas, nas seguintes faixas de concentracfes para 0S
carotenoides: B-caroteno (Sigma-Aldrich, Cas number 7235-40-7) de 5 a 50 mL; luteina
(Indofine Chemical Company, Cas number 127-40-2) de 1 a 65 mL; criptoxantina (Sigma-
Aldrich, Cas number 472-70-8) de 4 a 100 mL; zeaxantina (Fluka Analitycal, Cas number
7488-99-5) de 1 a 40 mL; a-caroteno (Fluka Analitycal, Cas number 144-68-3) de 2 a 25
mL. E, para as antocianinas: cianidina 3-5-di-glicosideo ou cianina clorideo (Sigma-Aldrich,
Cas number 2611-67-8) de 17 a 84 mL; delfinidina 3-B-D-glicosideo (Santa Cruz
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Biotechnology, Cas number 6906-38-3) de 7 a 120 mL; pelargonidina 3-5-di-glicosideo
(Sigma-Aldrich, Cas number 17334-58-6) de 39 a 98 mL; cianidina 3-glicosideo (Sigma-
Aldrich, Cas number 7084-24-4) de 38 a 380 mL; malvidina 3-5-di-glicosideo (Sigma-
Aldrich, Cas number 16727-30-3) de 19 a 310 mL,; pelargonidina 3-glicosideo (Sigma-
Aldrich, Cas number 18466-51-8) de 5 a 49 mL; malvidina 3-glicosideo (Sigma-Aldrich,
Cas number 7228-78-6) de 15 a 107 mL; delfinidina clorideo (Sigma-Aldrich, Cas number
528-53-0) de 5 a 28 mL; cianidina clorideo (Sigma-Aldrich, Cas number 528-58-5) de 4 a 21
mL; pelargonidina clorideo (Sigma-Aldrich, Cas number 134-04-3) de 6 a 73 mL; malvidina
clorideo (Sigma-Aldrich, Cas number 643-84-5) de 3 a 37 mL; peonidina clorideo (Santa
Cruz Biotechnology, Cas number 13401-0) de 3 a 40 mL.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) sdo, respectivamente, para: B-
caroteno 6.53 x 102 e 10.89 x 10%; lutefna 6.9 x 10 e 1.15 x 10%; zeaxantina 9.56 x10” e
1.59 x 10 a-caroteno 1.97 x102 e 3.28 x10% cianidina 3-5-di-glicosideo ou cianina
clorideo 7,55x10” e 1,26 x 10®; delfinidina 3-B-D-glicosideo 4,23 x10” e 7,19 x 107;
pelargonidina 3-5-di-glicosideo 4,92 x 10 e 8,20 x 107®; cianidina 3-glicosideo 9,37 x 10%e
1,56 x 10”"; malvidina 3-5-di-glicosideo 4,13 x 107 e 6,89 x 10™"; pelargonidina 3-glicosideo
9,47 x 10% e 1,48 x 107; malvidina 3-glicosideo 6,53 x 107 e 1,09 x 10°; delfinidina
clorideo 1,72 x 107 e 2,86 x 10™"; cianidina clorideo 1,51 x 10 e 2,52 x 10™"; pelargonidina
clorideo 1,23 x 107 e 2,85 x 10”"; malvidina clorideo 5,52 x 10® e 9,20 )
clorideo 9,35 x 10°%e 1,56 x 10”".

2.3 Anélise Estatistica
Os resultados foram comparados utilizando anélise de varidncia (ANOVA). Para
determinar as diferencas entre os produtos médias foi utilizado o teste de Tukey (p <0,05)

pelo Software Estatistica 10.

3 Resultados e Discussao
3.1 Atividade Antioxidante (AA)

A atividade antioxidante em relacdo aos dois métodos analisados, para os frutos

encontra-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Atividade Antioxidante (AA) pelos métodos ABTS (uMtrolox / g de fruto seco) e
DPPH (g de fruto seco / g DPPH) do araca vermelho e do guabiju

Atividade Antioxidante (AA)

Processo ABTS (uMtrolox / DPPH ECs (g de
g de fruto seco) fruto seco / g DPPH)
In natura 150,2+14,1 ¢ 16713,2+304,7 2
Araca Congelado 30 dias 114,0+0,7 14984,6+123,2 °
vermelho Congelado 90 dias 199,4+12,0° 16014,7+1204,0
Liofilizado 207,2+14,8% 548,4+12,9 °
Seco por ar quente (70 °C) 248,6+11,8° 604,8+18,0 °
In natura 205,3+0,5° 6921,4+3,8"
Congelado 30 dias 224,7+0,6° 7880,0£62,0°
Guabiju Congelado 90 dias 424,5+8,6 ° 4822,5+400,1
Liofilizado 265,1+5,0" 496,2+14,2
Seco por ar quente (70 °C) 260,2 +40,0 " 428,5+11,2¢

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas significativas entre os tratamentos em cada fruto (P < 0,05).
Todas as analisesforam feitas em duplicata e os resultados estdo expressos em amostra seca.

O método ABTS mede a AA de uma gama de carotendides e compostos fendlicos,
determinados pela descoloracdo do ABTS através da medida da redugdo do radical com a
inibicdo percentual de absorbancia a 734 nm (Re at al., 1999). No método DPPH, a medida ¢é
dada pelo decréscimo da absorbancia a 515 nm através da captura do radical livre pela
amostra. No entanto, carotenos e xantofilas ndo reagem frente ao radical livre DPPH (Mdller
et al., 2011). Portanto, devido & sensibilidade de cada metodo utilizado aliada a diferenga
entre as matrizes analisadas, os resultados produzidos podem ser divergentes.

Em relacdo aos métodos ABTS e DPPH, para o araca vermelho, os frutos secos e
liofilizados obtiveram a maior AA, embora o araca vermelho liofilizado ndo tenha diferido
do congelado aos 90 dias pelo método ABTS. Em relagdo ao guabiju, para 0 método
antioxidante ABTS, a maior AA foi encontrada no fruto congelado por 90 dias, enquanto
para o DPPH, os frutos secos e liofilizados destacaram-se (Tabela 1).

Entre o aracé vermelho e o guabiju in natura, para o0 método DPPH, este Gltimo fruto
teve valores 58 % maiores de AA, enquanto para 0 ABTS essa diferenca foi de
aproximadamente de 26 %, possivelmente, pela diferente composi¢do das matrizes aliada a
sensibilidade de cada método. O araca vermelho e o guabiju in natura tiveram maior AA
pelos dois métodos quando comparados a de frutos ndo tradicionais, como acai (94,97
puMtrolox / g de fruto seco e 28817,61 g de fruto seco / g DPPH), caja yellow mombim
(57,35 pMtrolox / g de fruto seco e 69095,99 g de fruto seco / g DPPH), caju cashew apple
(85,50 puMtrolox / g de fruto seco e 54519,08 g de fruto seco / g DPPH) e umbu (52,06
puMtrolox / g de fruto seco e 58462,81 g de fruto seco / g DPPH). O guabiju ainda foi
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superior a frutos como carnauba (36,52 pMtrolox / g de fruto seco e 12112,63 g de fruto
seco / g DPPH), jamboléo (196,69 pMtrolox / g de fruto seco e 20033,11 g de fruto seco / g
DPPH), mangaba (158,70 puMtrolox / g de fruto seco e 36793,48 g de fruto seco / g DPPH) e
uvaia (168,22 uMtrolox / g de fruto seco e 30345,79 g de fruto seco / g DPPH) (Rufino et
al., 2010).

Em relacdo a alta atividade antioxidante apos secagem dos frutos, recentes pesquisas
sugerem que polifendis parcialmente oxidados podem apresentar uma maior AA do que
fenois ndo oxidados (Lopez-Nicolas et al., 2010). Aliado a tal fato, a secagem leva a
formacdo de novos compostos com alta AA. Isso ocorre essencialmente na reacdo de
Maillard onde a formacao e acimulo de derivados possuem grau variavel de AA, podendo
melhorar estas propriedades ap0s o tratamento com temperaturas como a usada nesse estudo
(70 °C) (Que et al., 2008; Miranda et al., 2009). No caso da reacdo de Maillard, a alta AA
estd geralmente associada a formacdo de melanoidinas marrons (Manzocco et al., 2001), no
entanto a formacdo de redutonas e enaminol também podem contribuir para 0 aumento da
AA (Ledl e Schleiche, 1990). No presente estudo foi possivel perceber, apds a secagem, um
escurecimento visual das amostras refor¢ando o fato citado.

Quanto ao congelamento, o aumento da AA pode ser explicado pela ruptura e
descompactacdo dos tecidos, que pode ter facilitado o contato com o solvente, aliada a
composi¢do quimica e reagdes durante o congelamento dos frutos. De Ancos et al. (2000),
em estudo com cultivares de framboesa (-20 °C) mostrou aumentos de 5 a 17 % no total de
antocianinas em dois cultivares analisados apds congelamento por um ano.

O processo de liofilizacdo é considerado uns dos melhores métodos de desidratacéo,
onde ocorre a eliminacdo da &gua por sublimacdo no produto congelado mantendo as
caracteristicas do alimento. Porém, em relacdo a AA, esse tipo de processamento ndo diferiu
dos frutos que sofreram secagem por ar quente (Tabela 2). O araca vermelho e o guabiju
quando comparados com frutos tropicais liofilizados, apresentaram valores de atividade
antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH superiores pelos dois métodos analisados a
frutos como: acai (64,50 pMtrolox / g de fruto seco e 598,00 g de fruto seco / g DPPH),
bacuri (18,10 pMtrolox / g de fruto seco e 6980,00 g de fruto seco / g DPPH), caja (40,70
puMtrolox / g de fruto seco e 1064,00 g de fruto seco / g DPPH), caju (79,40 puMtrolox / g de
fruto seco e 906,00 g de fruto seco / g DPPH), carnauba (16,4 uMtrolox / g de fruto seco e
4877,00 g de fruto seco / g DPPH), jambolédo (125,00 pMtrolox / g de fruto seco e 938,00 g
de fruto seco / g DPPH), mangaba (65,60 pMtrolox / g de fruto seco e 890,00 g de fruto seco
/ g DPPH), e umbu (137 uMtrolox / g de fruto seco e 933,00 g de fruto seco / g DPPH) pelos
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método ABTS e DPPH e gurguri (136 pMtrolox / g de fruto seco), murta (166 pMtrolox / g
de fruto seco), pucgé-coroa-de-frade (161uMtrolox / g de fruto seco) e uva
g de fruto seco) somente pelo método ABTS (Rufino et al., 2010).

3.2 Carotendides
A quantidade de carotendides para guabiju foi maior do que a encontrada para o
araca vermelho em ambos os processos (Tabela 2). No entanto, ambos os frutos

demonstram-se boas fontes de carotendides.

Tabela 2 - Carotendides por ordem de eluicdo encontrados para o aracd vermelho (Psidium
cattleyanum SABINE) e para o guabiju (Myrcianthes Pungens) com suas respectivas concentragoes
(1g/100g de fruto seco)

Concentragdo (g/100g de fruto em amostra seca)

Congelado Congelado Liofilizado Seco por ar
In natura 30 dias 90 dias Juente (70 °C)
1 557,8+104,2™ 8537 +423%  507.2+147.6° 9231+141°  1888+7,3
o
2 § 137,5+6,6" 180,9+8,4% 111,746,7° 176,7+3,3 93,1+3,5°
5
3 2 10298+464°  9250+4417°  5752+275°  791,08147°  450,4%10,7°
O
[1+1
4 < 608+1,7% 62.1+3.0° 47 242,1° 53 1+1,7 16,7+0,6°
5 512,6+16,7° 431,1+4,0° 377,0£12,9°  499,4+16,2*  144,0+0,7°
Total 2298,6 2453,0 1618,2 2443,3 893,0
1 1022,245,7° 89 5+154°  1239,1+185°  9053+202° 295 8+5 3¢
2 _ 12674142 1511418 243,8+4,0° 102,336  99,3+35
E
3 g 1634,4463,9° 12702457.6°  1733.9+133°  1446,1+72.3°  697,0+0,2°
4 192,9+9,6" 160,1+6,1° 146,2+0,7° 181,0+0,7° 84,0+0,2°
5 2012,8+984" 2296 3+156°  1908.4+175° 19367+202° 979 7+13.9°
Total 4989,0 4773,91 5271,3 4571,3 2155,8

1 - All-trans-luteina; 2 - Zeaxantina; 3 - B-Criptoxantina; 4 - a-caroteno ; 5 - B-caroteno.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
Todas as analisesforam feitas em duplicata e os resultados estdo expressos em amostra seca.
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O guabiju e o araca vermelho mantiveram o total de carotendides das amostras in
natura apds os tratamentos de congelamento por 30 dias e apds o processo de liofilizacéo.
Contudo os dois frutos demonstraram perdas de carotendides apds o processo de secagem
por ar quente. Em relacdo ao tratamento de congelamento por 90 dias, para o guabiju houve
aumento em relacdo a amostra congelada por 30 dias, enquanto no araca vermelho foi
detectado um decréscimo (Tabela 4).

Em relagdo a quantidade encontrada nos frutos in natura (Tabela 4), o acimulo de
carotenoides é influenciado por varios fatores externos, como as diferentes condicbes
climaticas ao qual cada fruto esteve submetido (Zanatta e Mercadante, 2007). Neste caso, as
diferentes regides de proveniéncia, expuseram os frutos, por sua vez, a diferentes condicoes.

No araca vermelho a B-criptoxantina foi 0 maior composto in natura e nos processos
de congelamento por 30 dias, congelado por 90 dias e secagem a 70 °C com 44,8 %, 37,7 %,
35,6 % e 50,4 % do total de carotendides, respectivamente. Na liofilizacdo, este carotendide
teve a segunda maior concentracdo com 32,3 % do total, seguido da luteina com 37,8 % do
total de carotenoides. No guabiju o B-caroteno foi predominante (40,4 %, 48,1 %, 36,2 %,
42,4 % e 455 % no fruto in natura, congelado por 30 dias, congelado por 90 dias,
liofilizado e seco, respectivamente) (Tabela 4).

Em frutos de caja e nectarina a B-Criptoxantina destaca-se com 90,9 e 70,9 %
seguido do PB-caroteno com 7,5 e 20 % do total respectivamente (Godoy e Rodriguez-
Amaya, 1994). O B-caroteno é o carotendide majoritario encontrado em frutos de acerola,
destacando-se com quantidades variando de 70 a 91 % do total (De Rosso e Mercadante
2005). O a-caroteno geralmente acompanha o -caroteno, porém em concentracdes menores,
como no estudo com acerolas onde este caroteno teve entre 1,18 a 2,53 % do total (Porcu e
Rodriguez-Amaya, 2006).

No aracd vermelho os carotendides menos estaveis ao processo de secagem por ar
quente foram o o e o B-caroteno. Os demais, all-trans-luteina, zeaxantina e B-criptoxantina,
apesar de serem afetados significativamente na secagem, onde tiveram 0s menores teores,
ndo diferiram do tratamento de congelamento por 90 dias. No guabiju, todos 0s carotendides
tiveram seus teores diminuidos significativamente, havendo decréscimo de 71,1 % de
luteina, 21,65 % zeaxantina, 57,4 % de B-criptoxantina, 56,4 % de a-caroteno e 51,3 % de P-
caroteno, respectivamente. Contudo a zeaxantina, tambem teve decréscimo ap0s a
liofilizacdo (19,3 %) (Tabela 4). O decréscimo de todos os carotendides em ambos os frutos
indicaram que a secagem por ar quente pode ocasionar perdas destes importantes compostos

bioativos.
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Assim como neste estudo, outros também verificaram decréscimos em o € o -
caroteno. Provesi et al. (2011) verificaram decréscimos de 17,9 e 16,9 %, respectivamente,
em aboboras cozidas a vapor por 20 minutos a 100 °C, enquanto valores de perdas similares
foram encontrados em sucos de laranja ap0s pasteurizacdo e concentracdo (Gama e Sylos,
2007). A estabilidade desses carotendides depende de outros fatores como, o residuo de
oxigénio dissolvido na amostra, temperatura durante o armazenamento (Vasquez-Caicedo et
al., 2007) e a matriz em que estéo contidos.

A estabilidade das xantofilas € comprometida no aquecimento devido a sua estrutura
quimica com a presenca de oxigénio na molécula (De S& e Rodriguez-Amaya, 2004). Perdas
de 81,9 % do teor de luteina ja foram detectadas em abdboras apds o cozimento (Provesi et
al., 2011).

Em estudo com mangas Chen et al. (2007) verificaram a grande instabilidade de
zeaxantina ao aquecimento, ndo encontrando este carotendide apOs secagem ou em
tratamentos combinados com a secagem a 60 °C por 20 h. Diferentemente deste estudo,
onde este carotendide foi detectado, no entanto, em concentracfes significativamente
menores, tendo decréscimo de 32,3 % e 48,6 % no aracd vermelho e 21,7 % e 34,3 % no
guabiju em relacdo a amostra fresca e amostra congelada por 30 dias, respectivamente.

A diminuicdo dos carotendides na secagem pode ser explicada pela temperatura de
70 °C utilizada no processo. O tratamento térmico pode diminuir o conteudo de
carotendides nos alimentos pela sua natureza propensa a degradacdo ou isomerizacao
(Maiani et al., 2009), ainda a temperatura pode favorecer a inativacdo da enzima
lipoxigenase e, dessa forma, originam-se hidroperéxidos que se decompdem nas formas
radicais peroxil e alcoxil responsaveis pela degradacdo destes pigmentos (Ball, 2006).

A diminuicdo do teor de carotendides no congelamento por 90 dias do araca
vermelho (Tabela 4), no entanto, pode ter ocorrido devido a matriz analisada aliada as
diferencas de comportamento dos carotendides em relacdo ao tempo de congelamento
(Cortés et al., 2005; Rodriguez-Amaya, 1997).

Estudo com suco de laranja/cenoura numa proporgdo 80/20 % congelado a -40 °C
demonstrou o diferente comportamento dos carotendides dependente do tempo de
congelamento. Neste estudo a B-criptoxantina teve aumento em seus teores entre 25 e 40
dias, onde teve sua maior concentracdo, inclusive ultrapassando os teores do composto
majoritario, a luteina. Esta, por sua vez, teve seus teores diminuidos dos 25 até 50 dias,
oscilando até os 60 dias onde teve grande aumento, tornando-se outra vez majoritaria. A

zeaxantina atingiu a sua maior concentracao, assim como o aragé vermelho, por volta dos 30
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dias. Ao final de 132 dias, nove dos quatorze carotendides analisados tiveram aumento
significativo, entre eles o a- ¢ o B-caroteno (Corteés et al., 2005).

Em estudo com castanhas colhidas em dois anos diferentes e congeladas a 0 °C por
90 dias ap0os a colheita, o teor total de carotendides diminuiu 48,9 % em um dos cultivares e
33,0 % no outro enquanto o teor de luteina diminuiu 62,5 ¢ 26,9 %, o de B-caroteno 40 e
12,5 % e os carotendides minoritarios de 44,4 e 33,3 % quando comparado a amostra in
natura (Do Carmo et al., 2010).

Em relacdo ao aumento nos teores de carotenoides durante o congelamento para o
guabiju, congelado por 90 dias, e para o araca vermelho, congelado por 30 dias (Tabela 4),
as matrizes analisadas (Rodriguez-Amaya, 1997), o tempo de congelamento aliado as
diferengas no comportamento dos carotenoides durante o congelamento (Cortés et al., 2005)
podem influenciar na retencdo dos carotendides apds congelamento. Ainda, a biossintese de
carotenoides pode continuar apos a colheita, desde que o material seja mantido intacto, pois
preservard, dessa forma, o sistema enzimatico responsavel pela carotenogénise, sendo fator
determinante ainda a matriz (Rodriguez-Amaya, 1997). Aliada a esses fatores, 0 aumento
desses compostos ainda pode ter ocorrido devido a ruptura e descompactacao dos tecidos, o
que facilitaria o contato do solvente e melhoraria a extracdo no momento da andlise (Kerr,
2004).

A liofilizagdo foi capaz de manter a quantidade total de carotendides em ambos os
frutos em relacdo a amostra congelada por 30 dias (Tabela 4), pois € capaz de diminuir as
reaces quimicas evitando degradacdo dos antioxidantes pela retirada da umidade (Larrauri
et al., 1998). No entanto, provavelmente pelas diferencas das matrizes e da natureza dos
carotendides, estes reagiram de diferentes formas apo6s a liofilizacdo. A luteina foi o Unico
carotendide mantido em ambos os frutos e a zeaxantina ainda foi mantida no araca
vermelho. No guabiju a zeaxantina e 0 f-caroteno sofreram reducdo significativa enquanto
no aracé vermelho a B-criptoxantina e o a-caroteno tiveram decréscimos significativos. O B-
caroteno teve seus teores aumentados significativamente apés a liofilizacdo para o araca

vermelho, enquanto a B-Criptoxantina e o o-caroteno para o guabiju.

3.3 Antocianinas
O perfil de antocianinas encontradas para o aracd vermelho e para o guabiju estdo

expressas nas Tabelas 3 e 4, respectivamente, por ordem de eluicéo.
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Tabela 3 — Antocianinas encontradas para o araga vermelho (Psidium cattleyanum SABINE)
com suas respectivas concentracoes (Lg/g de fruto em amostra seca)

Concentracédo (g/100g de fruto em amostra seca)
Congelado  Congelado e Seco por ar

30 dias 90 dias Liofilizado juente (70 °C)

In natura

Cy-3-gli 354,7+451%°  2233+2,8" 33,6+3,1 101,1+05° 11,3+1,8°

Mv-3-gli  243,6+2,1°  238,4+24,8" 211,6+0,5® 165,4+10,7"° Nd
Cy 87,645,8° 35,3+1,37°  101,1+0,7°  43,1+2,1° Nd
Total 685,9 497,0 346,3 309,6 11,3

Cy 3-gli: Cianidina 3-glicosideo; Mv 3-gli: Malvidina 3-glicosideo; Cy: Cianidina clorideo
nd: not detected

Letras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
Todas as analisesforam feitas em duplicata e os resultados estdo expressos em amostra seca.

Tabela 4 — Antocianinas encontradas para o guabiju (Myrcianthes Pungens) com suas
respectivas concentracdes (g/g de fruto em amostra seca)
Concentragdo (ug/g de fruto em amostra seca)

Congelado 30 Congelado o Seco por ar
dias 90 dias Liofilizado guente (70 °C)

In natura

Dp-3-gli  4249,3+70,7° 5770,8+183,9° 6080,9+1414°  7761,0+98,9° 194,0+26,1°
Cy-3-gli  134,6+1,4" 156,8+0,4% 194,6+24 4 164,8+13,7% 70,446,6°

Mv-3-gli  7223,5+#82,5* 7024,2+2728,6® 5430,2+15,6° 7208, 0+285,8®°  391,3+0,0°

Cy 232,7+18,4™ 291,3+74,6° 150,8+2,8™ 125,043,4™ 22,242 ,8°
My 111,245,4% 130,9+26,73° 68,5+3,11° 67,6+1,2° 13,4+1,8°
Pn 195,2 £#89,5°  232,1+47,78 118,9+1,48" 119,1+1,3° 26,0£0,1°
Tl\?lt\? ! 11951,3 13374,0 11925,0 15326,4 691,3
Pn 12035,3 13475,2 11975,4 15377,9 703,9

Dp 3-gli: Delfinidina 3-B-D-Glicosideo; Cy 3-gli: Cianidina 3-glicosideo; Mv 3-gli: Malvidina-3-glicosideo;
Cy: Cianidina clorideo; Mv: Malvidina clorideo; Pn: Peonidina clorideo.

Malvidina coeluiu com Peonidina.

Letras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).

Todas as analisesforam feitas em duplicata e os resultados estdo expressos em amostra seca.

N&o foram encontradas, tanto para o araca vermelho quanto para o guabiju, as
antocianinas cianidina-3,5-di-glicosideo, pelargonidina 3-5-di-glicosideo, malvidina 3,5-
diglicosideo, pelargonidina 3-glicosideo, delfinidina clorideo, pelargonidina clorideo.

O total de antocianinas encontrado no guabiju foi maior do que o encontrado para o

araca no fruto in natura e também em todos 0s processos justamente pela maior variedade
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de antocianinas presentes no fruto (Tabelas 3 e 4). Varios fatores podem influenciar a
composicdo das antocianinas. Diferengas entre cultivares alteram teores de maneira
quantitativa e qualitativa enquanto o amadurecimento pode ocasionar 0 aumento de
pigmentos (Baldi et al., 1995; Boyles e Wrolstad, 1993). Fatores ambientais, como luz e
temperatura, também ja foram citados por influenciar o perfil de antocianinas (Giusti et al.,
1998).

A maior quantidade de antocianinas, encontrada no aracé vermelho, foi na amostra in
natura, principalmente pela contribuicdo de cianidina 3-glicosideo, que se destacou com
51,7 % do total das antocianinas. Esta antocinanina também foi a Unica encontrada apds o
processo de secagem (Tabela 3). Zanatta et al. (2005) estudando camu-camu, também
encontraram tal antocianina como predominante, com 89,5 % do total no fruto in natura,
dentre as cinco antocianinas detectadas. Nas cultivares de groselha esta antocianina
destacou-se variando aproximadamente de 48 a 66 % nos cultivares, enquanto para baga de
sabugueiro, a cianidina 3-glicosideo atingiu teores de aproximadamente 54 % (Wu et al.,
2004). Na amostra congelada por 30 e 90 dias e na liofilizada a malvidina 3-glicosideo
destacou-se, com 48,0, 67,7 e 53,4 % do total, respectivamente.

Para o guabiju, nas amostras in natura, congelada por 30 dias e seca por ar quente a
maior contribuicdo foi dada pela antocianina malvidina 3-glicosideo, com aproximadamente
60, 52 e 57 % do total do fruto respectivamente. Nas amostras congelada por 90 dias e
liofilizada a delfinidina 3-p-D-glicosideo destacou-se com aproximadamente 51 % e 50 %
do total (Tabela 4).

Em variedades de uvas, tais como merlot, vranec, cabernet suavignon e pinot noir a
malvidina 3-glicosideo é predominante com teores de aproximadamente 38 a 67 %
(Dimitrovska et al., 2011). A variedade merlot ainda possui a delfinidina 3-glicosideo como
0 segundo composto mais abundante, enquanto nas demais variedades os teores variam de
3,1 a 45 %. Em mirtilos, a malvidina 3-glicosideo apresentou-se de forma majoritaria
seguida da delfinidina 3-glicosideo (Kader et al., 1996; Skrede et al., 2000).

O processo de congelamento foi diferente para os frutos (Tabelas 3 e 4). O aragé
vermelho congelado teve reducéo apds 30 dias de congelamento, sendo esta mais acentuada
aos 90 dias (27,5 % em relacdo a amostra congelada por 30 dias e 54,4 % em relacdo a
amostra in natura). Diferente do araca vermelho, o guabiju, teve seus teores aumentados no
congelamento. O aumento chegou a 12 % apo6s 30 dias, tendo, aos 90 dias de congelamento

decréscimo dos teores, assemelhando-se aos teores da amostra in natura.
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Em estudos com quatro variedades de framboesa in natura e congelados (-20 °C) por
360 dias o teor de antocianinas das variedades teve diferentes perfis. Os maiores e menores
teores, respectivamente, para a variedade Autumn Bliss foi aos 0 e 180 dias de
congelamento, para variedade Rubi quando in natura e 180 dias de congelamento, a
variedade Zeva quando in natura e 270 dias de congelamento e a variedade Heritage aos 0
dias de congelamento e in natura. Aos 90 dias de congelamento, as variedades Autumn
Bliss, Rubi e Zeva, tiveram decréscimo de 13,5 %, 18,0 % e 14,8 % respectivamente,
enquanto a variedade Heritage teve seus teores elevados 12,5 %. No final do estudo, duas
variedades, Rubi e Zeva, tiveram seus teores diminuidos em relagdo a amostra in natura,
enquanto as Autumn Bliss e Heritage, tiveram seus teores aumentados (De Ancos et al.,
2000).

A estabilidade das antocianinas no fruto ainda depende da concentracgdo inicial destas
no fruto in natura, aliada a outros fatores, como pH, &cidos organicos e contetdo de
acucares. Altas concentraces iniciais de antocianinas, altos teores de sélidos solUveis e
baixo pH, contribuiram para a preservacao do teor total de antocianinas no congelamento
(Boyles e Wrolstad, 1993; Wrolstad et al., 1993). Oszmianski et al. (2009), ao estudar
morangos, durante seis meses de armazenamento congelado (-20 °C), verificaram que o
contelido de compostos fenolicos, incluindo antocianinas como cianidina 3-glicosideo, nas
amostras decresceram entre 17,8 % e 36,5 % nas variedades analisadas. Estudo com cerejas
apontou perdas de antocianinas de 66 % no congelamento por trés meses a -23 °C, enquanto
apos seis meses essa degradacdo chegou a 87 % (Chaovanalikit e Wrolstad, 2004).

Ainda, para o aracd vermelho, podem ter ocorrido perdas no
congelamento/descongelamento pela sensibilidade do fruto, que possui casca fragil. Este
fato pode ter facilitado a ruptura desta e a oxidacdo pela acdo enzimas enddgenas presentes
nos tecidos das plantas, como glicosidases, polifenoloxidases e peroxidases (Francis, 1989).
Além disso, a degradacdo no aracd vermelho pode ser causada pela sua composi¢do quimica.
Estudos apontam a cianidina-3-glicosideo como uma das mais reativas durante o
processamento (De Ancos et al., 2000).

O acréscimo do teor de antocianinas do guabiju (Tabela 3) durante o congelamento
pode ter ocorrido devido a biossintese que continua no fruto durante 0 armazenamento ou 0
aumento da disponibilidade de antocianinas livres como ja encontrado em framboesas por
Liagat et al. (2011) amoras-preta por Basiouny (1995) e laranja vermelha por Lo Piero et al.

(2005). Durante o armazenamento, acidos organicos, através da interconversdo com
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carboidratos, podem fornecer esqueletos de carbono para a sintese de fendlicos, incluindo
antocianinas (Kalt et al., 1999).

A secagem por ar quente diminuiu os niveis de antocianinas sendo encontrado para a
araca vermelho somente a cianidina-3-glicosideo, tendo degradacdo maior do que 98 %. No
guabiju, a malvidina-3-glicosideo foi a antocianina que esteve presente em maior quantidade
apos a secagem. Nesse fruto a degradacéo foi de aproximadamente 94 % (Tabelas 3 e 4).

As altas temperaturas e concentracdes de oxigénio na secagem por ar quente levam a
rapida degradacdo das antocianinas pela oxidacdo e condensagdo dos compostos fenolicos
(Asami et al., 2003). Em estudos com duas variedades de ameixas secas, a secagem por ar
quente a 60 e 85 °C levou a total destrui¢do da cianidina 3-rutinosideo presente em uma das
variedades enquanto na outra permaneceram apenas tracos desta antocianina (Piga et al.,
2003). Em estudo com duas variedades de amoras pretas secas observou-se perdas de 56 % e
84 % ap0ds secagem por ar quente (Wu et al., 2010).

A liofilizacdo, também ndo foi eficiente para manter os niveis de antocianinas no
araca vermelho (Tabela 3). As amostras liofilizadas apds 30 dias de congelamento, tiveram
reducdo de 54,9 % o total de antocianinas em relacdo a amostra in natura e 37,3 % na
amostra congelada por 30 dias. No entanto, para o guabiju (Tabela 3), o processo de
liofilizacdo ap6s o congelamento, demonstrou-se uma boa opcéo, pois foi capaz de reter os
niveis da antocianina malvidina 3-glicosideo, majoritaria no fruto. Em relagcdo ao aumento
da delfinidina 3-B-D-glicosideo, provavelmente deve ter ocorrido maior facilidade do
contato do solvente com a amostra aumentando a extracdo desta antocianina (Asami et al.,
2003).

Estudo com duas variedades de amoras preta liofilizadas demonstraram que as
diferencas da composi¢do pode influenciar em acréscimos ou perdas apés a liofilizacdo. Na
variedade Evergreen houve aumento de 5,5 % das antocianinas, enquanto a variedade

Marion teve decréscimo de 25 % nas antocianinas (Wu et al., 2010).

4 Concluséo

Pelos resultados obtidos nas analises pode-se concluir que os frutos estudados sédo
boas fontes de carotendides e antocianinas. O guabiju destacou-se em relacdo ao araca
vermelho tendo in natura maior teor tanto de antocianinas quanto de carotendides o que
provavelmente favoreceu seus maiores teores ap0s processamento. Fato esse que ainda
favoreceu a maior atividade antioxidante deste fruto em ambos os métodos utilizados e em

todos os processos, inclusive in natura.
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Em relacdo ao processamento, ndo existe um método ideal para ambos os frutos
devido a diferente composicao destes. Os teores de carotendides somente diminuiram apos a
secagem para 0 guabiju, enquanto para o aracd vermelho houve decréscimo apds secagem e
congelamento por 90 dias.

O processamento teve maior influéncia para o araca vermelho principalmente em
relagdo as antocianinas, onde o processo de congelamento, liofilizacdo e secagem,
diminuiram a quantidade destes compostos.

No guabiju, o congelamento foi benéfico aumentando ou mantendo os teores de
antocianinas, enquanto a liofilizacdo nesse fruto foi capaz de aumenta-los, provavelmente

pela facilidade do contato com o solvente, sendo estes degradados somente apds a secagem.
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Summary

The consumption of fruits is related to a low incidence of chronic degenerative diseases
because of the variety of compounds they contain, the interaction between them and their
antioxidant potential. Cisplatin is an important anti-tumor agent, but its toxicity has become
apparent, which is directly involved with oxidative stress. The present study was carried out
to examine the antioxidant potential of two fruits native to the south of Brazil, with respect
to combating the toxicity of cisplatin in male Wistar rats. The cisplatin-treated animals
showed high TC, LDL, ox-LDL and glucose levels. The native fruits acted by protecting the
animals against the toxicity caused by the cisplatin. The fat levels in the liver improved with
supplementation by the fruits, and there were no differences in the TBARS, creatine, urea or
HDL levels, nor in the weight of the organs analyzed, indicating that the dose used was not
capable of affecting these markers.

Keywords: Red guava, guabiju, cisplatin, Wistar rats.

Introduction

Fruits and vegetables contain healthy compounds which, in addition to flavor, add
minerals, important vitamins, bioactive substances and fibers to the diet. Studies have
proven that the consumption of fruits is related to a low incidence of chronic degenerative
diseases due to the combination of these nutrients and their antioxidant potential (Ruxton et
al., 2006; Van’t Veer et al., 2000)

The benefits of native and exotic fruits have been reported in various studies. There
IS no doubt that the fruits in the diet provide compounds capable of inhibiting various
diseases and of contributing to a balanced diet (Iwasawa et al., 2010). The ingestion of the
benefic compounds available in foods is of great importance, since human beings do not
produce sufficient endogenous antioxidants to act against the free radicals, formed by

various mechanisms and considered important disease-causing factors as well as factors
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involved in the ageing process, and hence require complementation from the diet (Alma et
al., 2003).

Various compounds have already been recognized as inhibitors or responsible for a
reduction in oxidative stress (Sies and Stahl, 1995), like as polyphenols, tocopherols,
ascorbic acid, uric acid, glutathione and other thiolic protein groups, all protect the
functionality and structural integrity of biological molecules such as proteins, lipids and
nucleic acids (Anderson and Phillips, 1999; Tavazzi, 2000), but it is known that the
abundance or predominance of a determined compound does not necessarily signify that this
is the only one acting in the organism (Hercberg et al., 1998). Thus in vivo studies are
important when there is synergism with the other components. In addition, many in vitro
studies can under or overestimate the antioxidant activity, since each method has its mode of
action (Muller et al., 2011).

Thus it is important to increase the ingestion of antioxidants in the diet and is
important to identify potential, efficient natural sources of antioxidants. There are many as
yet unknown fruits that could attend this need, amongst which the red guava (Psidium
cattleyanum SABINE) and guabiju (Myrcianthes Pungens). The red guava is a spherical
fruit, crowned by persistent sepals, with red color when ripe, and many small seeds
surrounded by soft, whitish succulent pulp. It has a very pleasant sweet-acid flavor. The
guabiju is a spherical, velvety fruit with a succulent, yellowish pulp, pleasant sweet taste,
and generally has a single stone in the center with a purplish color when ripe.

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum 1) stands out amongst the anti-tumor
agents for its high activity, and has shown activity against a variety of tumors (Atessahin,
2005). However it presents serious side effects against non-tumor cells, induces kidney
damage, causes changes in the volume of urine and in the status of glutathione, and
increases the lipid peroxidation products (Hannemann and Baumann, 1988). This anti-tumor
agent was capable of generating active oxygen species such as superoxide and hydroxyl
radicals (Atessahin, 2005) and of inhibiting the activity of antioxidant enzymes in kidney
tissue (Klahr, 1997). Chemotherapy with cisplatin induces a fall in the levels of antioxidants
in the plasma, which could involve a failure in the antioxidant defense mechanism against
the damage caused by free radicals produced by anti-tumor drugs (Weijl et al., 1998). The
nephrotoxic effects it produces in rats are similar to those produced in humans (Jones et al.,
1985).

Due to these factors, two fruits of the Myrtaceae family, both native to the State of

Rio Grande do Sul, Brazil, namely guabiju (Myrcianthes Pungens) and red guava (Psidium
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Cattleyanum SABINE), were chosen to evaluate the possible protection that a diet to which

these fruits were added could provide against damage induced by the drug cisplatin.

Material and methods
Preparation of the fruits

The samples of guabiju came from the region of Viamdo, Rio Grande do Sul, Brazil
(30° 04' 52" south, 51° 01' 24" west, 111 m altitude) and the samples of red guava from the
city of Estrela Velha, Rio Grande do Sul, Brazil (29° 10" 36" south, 53° 09' 33" west, 394 m
altitude). The fruits were incorporated in the ICN Herbaruim of the Federal University of
Rio Grande do Sul (UFRGS), under the number of collector C. Dalla Nora 172539 and
172540 for guabiju and for red guava, respectively. The fruits were selected according to
their uniformity of maturation and absence of injury. They were maintained frozen (-10 °C)
until the start of each analysis.

The fruits were subsequently frozen in an ultrafreezer (Liotop) (-80 °C) for 24 h and
then placed in the freeze dryer (Liotop, model L 101) (-54 °C) for three days. After
removing from the freeze dryer, they were immediately vacuum packed (Fastvac, model F
200 Flash vacuum packer) in polyethylene bags and frozen (-10 °C) until analyzed, when
they were ground in a microprocessor (Arno, model Performa Magiclean Duetto) until a fine
powder was obtained. To obtained a powder red guava was used all the fruit while the

guabiju powder the seed was removed and mixed the pulp and peel.

Biological assay

The biological assay was carried out in the Biotery of the Department of Food
Science of the Institute of Food Science and Technology (ICTA - UFRGS), Brazil, for five
weeks, and was approved by the Ethics and Animal Welfare Committee of the same
university on 06/12/2010 (protocol n°® 19569). Twenty-four male Wistar rats were used in
the experiments, each weighing about 200 grams, obtained from the UFRGS Biotery Center.

All the animals had free access to water and commercial feed (NUVITAL®)
throughout the experiment. Every day, 10 grams of the pellets were ground, mixed with the
powdered freeze-dried fruits, placed in pots and offered to the animals during the night.

The amounts of fruits used, both for the red guava and guabiju, were established in a
pilot test, where a daily ingestion of 300 g of in natura fruit was determined for a 70 kg

adult. Thus the appropriate amount was calculated according to the body weight of the
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animals, and corrected for the dry weight content. The animals were weighed every other
day to correct the amount of fruit offered.

During the experiment, the fruits were maintained frozen (-10 °C) under vacuum to
avoid oxidation. The animals were housed in individual cages at a room temperature of 22 £+
2 °C with a 12 hour light/dark period and a relative humidity of 70 to 80 %. They were
divided at random into 4 groups, each with 6 rats, with their respective diets, as follows: CG
(control group), which only received the commercial feed, CPG (cisplatin group), which
received the commercial feed plus cisplatin; CPRG (Cisplatin/red guava group), which
received commercial feed plus cisplatin supplemented with red guava; and CPGG
(Cisplatin/guabiju group), which received commercial feed plus cisplatin supplemented with
guabiju.

To induce oxidative stress, a single dose of cisplatin (5 mg/kg) (Evangelista et al.,
2004), which was kindly donated in its commercial formulation by Quiral Quimica do Brasil
S.A. (Platinil®), was administered 48 hours before the end of the experiment (Silva et al.,
2001). A 0.9 % saline solution was injected in the case of the group that only received the

commercial feed (control group).

Determination of the physicochemical composition

The following determinations were made, in triplicate, on the freeze-dried samples:
moisture content (by gravimetry at 105 °C); fixed mineral residue (muffle furnace at 550
°C); ether extract (Soxhlet) and protein (Kjeldahl, with a conversion factor of 5.75), all
according to AOAC methods (1997). The total and reducing sugars were determined by the
Lane-Eynon method (1934), and the non-reducing sugars from the difference between the
total and reducing sugars, multiplied by a conversion factor of 0.95. The total carbohydrates
were calculated by difference. Dietary fiber was determined by the enzymatic-gravimetric
method using a Sigma-Aldrich kit.

Total titratable acidity (TTA) was determined by titration, pH directly using a pH
meter (Quimis, model 400A) and total soluble solids (TSS) by refractometry (Atago®
digital model pal-3), according to AOAC methodology (1997).

All the results were expressed with respect to 100g dry sample.



Control of body weight, consumption of diet and calculation of the food efficiency
coefficient (FEC)

After a two day adaption period, the animals, divided into their respective groups,
received the treatments with the fruits. The animals were weighed and the feed consumption
measured every day until 48 h before the end of the study, when the adequate dose of
cisplatin was given by intraperitoneal administration. The amount of diet ingested was
determined from the difference in weight between that offered, the leftovers and the losses.
The Food Efficiency Coefficient (FEC) was calculated from the weight control and feed
ingestion data, showing the relationship between weight gain and consumption (Pellet and
Young, 1980). All the indices were calculated for each animal, allowing the calculation of

the means and standard deviation.

Evaluation of the blood profile

The method described by Rodrigues (2003) was used to take the blood samples,
where the animals were sedated with benzodiazepine (0.25 mg/100g body weight) and
anaesthetized with sodium pentobarbital (4.6 mg/100g body weight). Subsequently an
incision was made at the Alba line for the entire ventral part, the blood collected from the
ascending aorta, and immediately centrifuged at 3000xg to obtain the plasma, which was
sent to the Pharmacy Laboratory of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS),
Brazil, to carry out the determinations of total cholesterol (TC), triacylglycerols (TAG),
HDL cholesterol, oxidized LDL cholesterol (ox-LDL), creatinine, urea, alanine amino
transferase (ALT) and aspartate amino transferase (AST). LDL cholesterol was calculated
using the Friedewald equation (1972). At the moment the blood sample was taken, the blood
glucose level was determined with the aid of a glucose measurement apparatus (Johnson &

Johnson One Touch Ultra®).

Weight of the organs
After collecting the blood, the liver, heart, spleen and right and left kidneys of each
rat were removed, visually analyzed and weighed. The weights of the organs were related to

the fasting weights of the rats.

Evaluation of the liver
Lipoperoxidation of the liver fat was determined by the thiobarbituric acid reactive

substances (TBARS) method, which measures the level of malondialdehyde derived from
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peroxidation, according to the methodology proposed by Ohkawa et al. (1979). The liver
samples were homogenized with 0.01 mM Tris HCI buffer, pH 7.0 in the proportion of 1:10
mL, centrifuged at 2000 g for 10 minutes, and the supernatant used to determine the levels
of thiobarbituric acid reactive substance. The products of the reaction were determined by
spectrophotometry (Amersham, Model UV Vis Ultrospec-3100 Pro Amersham Bioscience)
at 532 nm. Malondialdehyde was quantified using a calibration curve constructed with
known concentrations and the results were expressed with nmol MDA/ g sample.

To determine the fat, the liver was ground (IKA model T25 Digital Ultra Turrax) and
the fat extracted using the Bligh and Dyer method (1959). The results were expressed as
9/100g sample.

Statistical analysis
The data were submitted to analysis of variance (ANOVA) to detect significant
difference between the groups, and Tukey’s test applied when there was a difference

between the means.

Results and discussion
Physicochemical composition

Table 1 shows the results obtained for the physicochemical composition of freeze
dried red guava and guabiju. After freeze drying the remaining moisture content of the red
guava (30.7 %) was twice that of the guabiju (13.3 %).

Table 1 - Physicochemical composition of freeze dried red guava and guabiju

Fruits

Red guava Guabiju
Moisture 30.66+0.062 13.33+0.02°
Ash 1.54+0.02° 2.81+0.02°
Protein 3.25+0.02" 8.41+0.07°
Lipid 0.71+0.01° 0.82+0.01°

Carbohydrate 39.19 55.58

Non-Reducing sugar 10.56+0.22" 15.11+0.232
Reducing sugar 21.72+0.01° 31.99+0.202
Dietary Fiber 55.31+ 0.27° 32.38+0.162

Total Soluble solids (TSS) 35+0.10° 54+0.10°
pH 3,31+0.01° 4.71+0.04°
Total Titratable Acidity (TTA) (% citric acid) 3,76+0.02° 0.54+0.04

Values expressed as the mean + standard deviation as g/100g dry matter.

Values in the same line with different letters indicate statistically significant differences between the means (p

<0.01),basedon n=3
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The residual fixed mineral content of the guabiju was approximately twice that of the
red guava, showing a statistical difference. Fruits, especially the non-domesticated ones, are
rich in minerals (Kinupp and Barros, 2008), and some studies have indicated selenium and
zinc as the antioxidant minerals involved in cell defense mechanisms against free radicals
(Alfieri et al.,1998; Yiin and Lin, 1998). In a comparative study of the minerals of different
native species, the following were found for red guava (Psidium Cattleyanum Sabine), in
decreasing order: potassium, calcium, phosphorus, magnesium, sulfur, sodium, manganese,
iron, zinc, boron and copper (Kinupp and Barros, 2008). A similar study is required to
obtain the mineral profile of guabiju.

A protein content of 3.3 % was found for red guava and of 8.4 % for guabiju, and
thus the latter can be considered a high-protein fruit, as also other native fruits such as araca-
pitanga (Eugenia multicostata) and pessegueiro-do-mato (Eugenia myrcianthes), showing
protein contents of 10.9 % and 8.1 % respectively (Kinupp and Barros, 2008).

Some amino acids, such as cysteine, methionine, DL-homocysteine and N-
acetylcysteine have already been tested for their inhibition of the cytotoxicity of cisplatin by
Kroning et al. (2000), and were shown to be efficient in capturing and complexing cisplatin.

Fruits are not generally sources of lipids, and the values found for both fruits in the
present study were below 1 %. But the lipid fraction can be composed of unsaturated fatty
acids, carotenoids and liposoluble vitamins, such as vitamins A and E, and than those
compounds have been shown antioxidant characteristics (Stavric, 1994; Fotsis et al., 1997,
Pool-Zobel et al., 1997).

Fruits have been shown to be good carbohydrate sources. The total carbohydrate
content found in the red guava was about 40 %, and for guabiju, 55 %. After freeze drying
the reducing sugar contents of both fruits were greater than the non-reducing sugar contents.
In addition to significantly higher sugar and soluble solids contents and a higher pH, the
guabiju showed significantly lower acidity than the red guava, characterizing it as a sweeter
fruit.

The dietary fiber content of the red guava (55.31+ 0.27) was 1.7 times higher than
that of guabiju (32.38+0.16). Dietary fiber is associated with a reduction in the occurrence of
certain diseases and disorders, such as chronic intestinal disorders, obesity, type 2 diabetes,
cardiovascular disease and cancer (Johnson, 2004; Kris-Etherton et al., 2002). The cereals
are the usual sources of these components, but currently the demand for sub-products
containing fruits and vegetables as the dietary fiber source is increasing, due to their greater

nutritional quality, lower caloric value and greater antioxidant activity (Rodriguez at al.,
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2006). In addition, the fruits present a better ratio between the soluble and insoluble fibers
(Garau et al., 2007), a fact of importance for both the health and the technological

characteristics (Grigelmo-Miguel and Martin-Belloso, 1999).

Control of body weight, diet consumption and the calculation of the food efficiency
coefficient (FEC)
Table 2 shows the means obtained for weight gain (WG), consumption and food

efficiency coefficient (FEC) for the animals that consumed native fruits or otherwise.

Table 2 - Weight gain (WG), consumption and food efficiency coefficient (FEC) for the
animals that consumed native fruits or otherwise

WG (g) Consumption (g) FEC
CG 105.67+27.51° 918.20+75.63 0.11+0.02%
CPG 128.72+24.82° 932.85+94.07° 0.14+0.01°
CPRG 110.85+10.38° 914.67+73.32° 0.12+0.01°
CPGG 123.70+25.03° 891.16+53.68° 0.14+0.02°
CG - Control Group; CPG - Cisplatin Group; CPRG - Cisplatin/red guava Group; CPGG Cisplatin/guabiju

Group.
Different letters in the same column indicate statistically significant differences between the treatments
(P<0.05), based on n=6.

The groups that used diets supplemented with fruits (CPRG and CPGG) did not
significantly increase in weight, although their diets represented increases in the
consumption of sugars, proteins and lipids, probably because the phytochemicals present in
fruits (Kao et al., 2000). In the present study the animals treated with fruits showed similar
weight gain and food ingestion to those in the control group, indicating that supplementation
with fruits did not cause changes in food efficiency (weight gain/food consumption) and
suggesting there was no toxicity due to fruits tested.

Shukitt-Hale et al. (2009), on investigating the effect of supplementation with plum
juice and plum powder on attenuating cognitive function deficits in elderly rats, also showed
no increased weight gain in the animals supplemented with fruit in either of its forms.
Similarly, Rodrigues et al. (2003), on administering an aqueous solution of the flavonoid
rutin to verify serum biochemical parameters, lipoperoxides and antioxidant enzymes,
observed no changes in weight gain or FEC as compared to the control group. However, in a
study on supplementation with powdered tomato, Moreira et al. (2005) attributed the
reduction in consumption to the palatability, which led to a reduced weight gain as

compared to the control.



Weight of the organs
Table 3 shows the weights of the organs of the rats that consumed the native fruits

and of those that did not, in relation to the fasting weights of the rats.

Table 3 - Organs weights in the weight of the fasted rat
Liver Heart Spleen Right Kidney Left Kidney
GC 3.21+0.22°  0.32+0.03* 0.22+0.03* 0.37+0.03% 0.36+0.03*
CPG 3.13+0.20°  0.29+0.03% 0.21+0.02®*  0.36+0.04° 0.36+0.04°
CPRG 3.26+0.50°  0.33+0.04* 0.19+0.03*  0.38+0.05 0.40+0.07°
CPGG 3.19+0.36° 0.31+0.03" 0.20£0.03* 0.38+0.04° 0.36+0.01°
CG - Control Group; CPG - Cisplatin Group; CPRG - Cisplatin/red guava Group; CPGG Cisplatin/guabiju
Group.
DiffeFr)ent letters in the same column indicate statistically significant differences between the treatments
(P<0.05), based on n=6.

Cisplatin often causes nephrotoxic damage (Hannemann and Baumann, 1988),
however none of the organs showed any macroscopic lesion at the moment of removal.
None of the organs showed any statistical difference in weight, which is important since an
increase in weight could represent damage or lesion to the organ. Althoug the dose is often
used in animals (Evangelista et al., 2004), the dose of cisplatin used in this study was four
times biggest than is commonly administrated in humans (Jacobs et al., 1980).

Favareto et al. (2011), on administering a dose of 1 mg/kg of cisplatin five days a
week for 3 weeks, found significant differences in the weights of the kidneys and liver of the
test group as compared to the control group, a fact which could be explained by the higher
doses received.

Evaluation of the blood profile
Table 4 shows the values obtained for total cholesterol, and for HDL, LDL and

oxidized LDL cholesterol for the animals that consumed native fruits or otherwise.
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Table 4 — Blood lipid profile for the animals that consumed native fruits or otherwise: Total
cholesterol (TC), Triacylglycerols (TAG), and HDL, LDL and oxidized LDL cholesterols

TC TAG HDL LDL Ox-LDL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (o/L)
CG 55.75+6.18° 66.00+12.57* 24.00+1.41* 18.55+4.32" 58.91+6.92°
CPG 73.5046.14* 43.25+9.03° 24.00+2.16°  40.85+7.45 70.44+8.69°
CPRG  58.75+6.75" 4850+6.61°° 24.50+1.73* 24.55+6.43"  59.63+6.07*
CPGG  50.75+4.99° 43.25+4.65° 23.50+0.58* 18.60+5.98" 54.71+7.29"
gG - Control Group; CPG - Cisplatin Group; CPRG - Cisplatin/red guava Group; CPGG Cisplatin/guabiju
roup.

Different letters in the same column indicate statistically significant differences between the treatments
(P<0.05), based on n=6.

The values for TC were significantly higher in the CPG group than in the other
groups, indicating that the native fruits acted in reducing the effects of the cisplatin. The
increase in TC in the CPG group was related principally to an elevation of the levels of LDL
cholesterol (Table 4), since the values for HDL cholesterol suffered no alterations due to the
supplementation with native fruits or the administration of cisplatin. Thus, with respect to
LDL, the native fruits acted in reducing the effects of the cisplatin. The lowest values for ox-
LDL were found for the CPGG group, and in the same way as for TC and LDL, the values
were not significantly different from those for groups CPRG and CG.

On studying the snake fruit and mangoisteen, two exotic fruits, Leontowicz et al.,
(2007) used cholesterol to study the effects of the fruits on reducing this substance. In this
study the fruits acted by reducing the TC and LDL, but the HDL levels remained unaltered
by either supplementation with the fruits or by the administration of cholesterol. These data
corroborate those of the present study.

LDLs are susceptible to oxidation when there is a deficiency of antioxidants, both
endogenous and exogenous, in the blood serum. The polyunsaturated fatty acids present in
the triacylglycerols that form part of the central nucleus of the LDL, take part in this process
as substrates, and the cholesterol present in the surface part and in the periphery of the LDL
also has a part. Thus the oxidized LDL accumulates in the walls of the blood vessels,
constituting one of the most important components of atheroma (Valenzuela et al., 1998).

Bioactive components found in plants, such as flavonoids and carotenoids, possess
various benefic actions, amongst which an antioxidant action, related to the protection of the
organism against the free radicals involved in the generation of various degenerative

diseases such as arteriosclerosis and cardiovascular disorders (Cai et al., 1999; Fontana, et
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al., 2000).

With respect to the TAG, the CG showed the highest values, differing significantly
from the groups CPG, CPRG and CPGG. The group CPRG, however, although presenting
low values and not differing significantly from the groups CPG and CPGG, also failed to
differ significantly from the CG group.

Leontowicz et al. (2007), on studying the effects of snake fruit and mangoisteen
administered to rats together with cholesterol, showed that the fruits acted by reducing the
TAG levels. However, in that study, the TAG values increased when cholesterol was
administered, to the contrary of the present study, where the administration of cisplatin did
not raise the level of these substances.

The Table 5 shows the results obtained for the liver enzymes, creatine, urea and
glucose of freeze dried red guava and guabiju. The liver enzymes, alanine amino transferase
and aspartate amino transferase (ALT and AST, respectively) are present in the cytoplasm
and mitochondria of the hepatocytes. Injury or destruction of hepatic cells liberates these
enzymes for circulation (Stockham and Scott, 2002). In the present study, supplementation
with red guava increased the levels of ALT as compared to the CPG and CPGG groups,
although this last did not differ from those of the CG. Supplementation with red guava also
increased the levels of AST as compared to all the other groups. However the effect of red
guava is not completely clear. The increase in the enzyme AST in the plasma was probably
related to the effect of the treatment. In the case of hepatic necrosis, the levels of the two
enzymes are equally increased (Fernandes et al., 2002), which did not occur in the present

study.

Table 5 — Profile of the enzymes aspartate amino transferase and alanine amino transferase,
creatinine, urea and glucose in the blood of animals that consumed the native fruits or
otherwise

AST ALT Creatinine Urea Glucose
(U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
CG 85.25+11.56° 40.00+5.23% 0.47+0.04%° 40.00+2.16*  137.50+25.32°

CPG 83.50+10.02° 33.75+2.36° 0.41+0.05% 38.25+2.50%° 241.75+47.53%
CPRG  108.25+10.56° 43.50+7.72% 0.52+0.09° 38.75+7.63%  178.00+14.5"
CPGG 76.5+6.95° 30.75+4.11° 0.55+0.08° 42.50+4.04%°  224.00+45.59%

CG - Control Group; CPG - Cisplatin Group; CPRG - Cisplatin/red guava Group; CPGG Cisplatin/guabiju
Group.

Different letters in the same column indicate statistically significant differences between the treatments
(P<0.05), based on n=6.

Yousef et al. (2009) evaluated the effect of a grape seed extract on the effects of
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cisplatin. When the extract was administered together with the drug, it was capable of
minimizing the damage, reducing the ALT and AST levels in the rat plasma. However the
dose applied was higher (7.5 mg/kg), a fact which could explain the damage caused to the
liver by the cisplatin, which did not occur in the present study.

The values obtained for creatinine and urea allow one to evaluate kidney function
(Levey et al., 1999). Nephrotoxic damage by cisplatin is indicated by an increase in blood
urea and creatinine, the kidney being the main target of this toxicity (Saad and Al-Rikabi,
2002). In addition to kidney damage, cisplatin can be nephrotoxic by causing a decrease in
the enzymes glutathione peroxidase and glutathione-S-transferase, decreasing the protection
of renal tissues to attack by free radicals and consequently increasing lipid peroxidation
(Sadzuka et al., 1992), since there is a large amount of polyunsaturated fatty acid in the
composition of renal lipids (Rodrigo and Rivera, 2002).

There were no alterations to these markers, indicating that the cisplatin doses were
not sufficient to cause kidney damage. Yousef et al. (2009), studying rats treated with grape
seed extract, administered higher levels of cisplatin (7.5 mg/kg) than those used in the
present study, and found increases in both the urea and creatinine levels. When the grape
seed extract was administered together with the cisplatin, both these levels decreased
indicating protection, such that the group that received the extract showed no significant
differences from the control group.

Martins et al. (2010) administered higher doses of cisplatin than those used in the
present study (2 mg/kg/day for 5 days), and obtained higher levels of urea and creatinine,
but a phenolic soybean extract significantly minimized these effects when administered in
doses of 0.25 and 0.5 g/kg.

The cisplatin acted by increasing the blood glucose levels, since oxidative stress is
associated with alterations in the glucose concentrations (Rodrigues et al., 2003). However
the fruits acted by reducing the glucose levels although not at significant levels, the red
guava being more effective than the guabiju. Possibly components in the red guava acted in
regulating the glycemia, allied to the fact that the guabiju has a higher sugar concentration
(Table 1). The difference in composition between the red guava and the guabiju, both
proximate and bioactive, could have influenced the glycemia.

Angelis (2001) indicated the fibers as responsible for the decrease in glycemic rate.
Fernandes et al. (2002) used an annatto extract in rats and mice treated with commercial
feed, and observed that in the mice the glucose concentration reduced by almost 20 % in the

group administered the annatto extract (351 mg/kg), whereas in the rats it increased by 28 %



77

when the annatto was administered with a dose of 7.5 mg/kg, indicating that the different

concentrations of carotenoids could have affected glucose absorption.

Evaluation of the liver

The fruits acted by decreasing fat deposition in the liver (Table 6) indicating an
improvement in the lipid profile, although the CPGG group did not differ from the CPG
group. It appears that in the present study, consumption of the fruits reduced the amount of
fat in the liver, concomitantly reducing oxidative stress, thus showing a protective effect.

The consumption of a diet rich in fruits and vegetables could be capable of reducing
the fat levels (El-Beshbishy et al., 2006). The fibers are amongst the main factors in our food
involved in the prevention of chronic diseases, acting in the regulation not only of the
glycemic levels but also of the lipid levels (Angelis, 2001). This effect may also be due to
increased intake of carotenoids in the diet supplemented with fruits since a increase
comsumption of these compounds have been shown liver protection (Shamberlain et al.,
2009).

Table 6- Evaluation of the liver with respect to the amounts of fat (g/100g) and TBARS
(nmol MDA/ g sample), for the animals that consumed the native fruits or otherwise

Fat TBARS
CG 5.19+0.14° 146.04+5.40°%
CPG 5.01+0.22% 138.58+12.70°
CPRG 4.34+0.21° 135.34+16.13°
CPGG 4.56+0.24" 134.30+13.65°

CG - Control Group; CPG - Cisplatin Group; CPRG - Cisplatin/red guava Group; CPGG Cisplatin/guabiju
Group; TBARS - Thiobarbituric acid reactive substances.

Different letters in the same column indicate statistically significant differences between the treatments
(P<0.05), based on n=6.

The TBARS reflect the amount of malondialdehyde (MDA) formed, a final product
of the peroxidation of polyunsaturated fatty acids in the membrane (Halliwell and
Gutteridge, 2001). Its measurement is used to evaluate lipoperoxidation (LPO), that is, how
much of the lipid suffered the action of free radicals. The cisplatin dose used in the present
study was not capable of altering the lipids (Table 6). Moreira et al. (2005), on administering
a super-energetic diet, noted that the levels of malondialdehyde increased, and also
demonstrated that supplementation with tomato powder was capable of significantly

decreasing these levels.



Conclusions

Supplementation of the diet with the native fruits was well accepted by the animals
and did not increase body weight. Still showed protective effect on the animals with respect
to the oxidative stress caused by cisplatin. The levels of TC, LDL, ox-LDL and fat in the
liver decreased with consumption of the fruits.

The dose of cisplatin failed to cause visual injury to the organs, fatty acid
peroxidation, or alterations in the levels of urea, creatinine or the liver enzymes (ALT and
AST) although the dose is often used in animals and was four times biggest than is

commonly administrated in humans.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O araca vermelho é uma boa fonte de fibra e, juntamente com o guabiju, sdo
excelentes fontes de carotenoides e antocianinas superando alguns frutos como groselha
vermelha.

Em relacdo ao processamento, ele vai ser dependente da matriz e ndo hd como grantir
um método ideal de conservacédo dos frutos sendo esse dependente da composicdo do fruto.

O guabiju destacou-se, em relagdo ao araca vermelho, tendo maior teor tanto de
antocianinas quanto de carotendides in natura o que, provavelmente, favoreceu seus maiores
teores também apds o processamento. As maiores concentragcdes de compostos bioativos
deste fruto favoreceram a sua maior atividade antioxidante em ambos métodos utilizados e
em todos 0s processos.

A secagem por ar quente 70 °C foi o0 processo que teve a maior redugdo nos teores de
antocianinas e carotenoides para ambos os frutos. No entanto, o congelamento por 90 dias
foi capaz de aumentar ou manter os niveis de carotendides para o guabiju enquanto na
liofilizacdo foram encontrados os maiores niveis de antocianinas neste fruto. O araca
vermelho no tempo de 30 dias de congelamento foi capaz de aumentar oS teores de
carotendides, enquanto no fruto in natura foram observados os maiores teores de
antocianinas.

Nas condicBes experimentais do presente estudo, verificou-se que o pré-tratamento
com os frutos nativos foi efetivo para proteger os animais frente ao estresse oxidativo
causado pela cisplatina, desempenhando relevante papel na reducdo do colesterol total, do
colesterol LDL, LDL oxidado e na gordura no figado. A cisplatina ndo foi capaz de gerar
lesGes visuais nos oOrgaos, peroxidacdo de acidos graxos, alteracdo nos niveis de uréia,
creatinina e das enzimas ALT e AST.

No entanto, serdo necessarios estudos complementares a fim de esclarecer os
compostos responsaveis pela atividade antoxidante dos frutos e pela protecdo in vivo destes,
bem como a sua real atuagdo no organismo como agente protetor. Em relagdo aos compostos
presentes no araca vermelho é necessario investigar o efeito hepatico gerado em relacéo aos
fitotoxicos presentes. Ainda, serd necessario investigar melhores condigdes cromtograficas

para antocininas a fim de separar 0s compostos que eleuiram no mesmo tempo de retencéo.
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