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RESUMO

HAAS, Lirio Inédcio Reckziegel. Caracterizacdo fisico-quimica, fitoquimica,
atividade antioxidante in vitro e in vivo, e efeitos antiproliferativos de extratos dos
frutos do aracd (Psidium cattleianum Sabine) e da guabiroba (Campomanesia
xanthocarpa O. Berg.). 2011. 107f. Tese (Doutorado). Programa de Pds-graduacéo
em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-
RS.

O aracé (Psidium cattleianum Sabine) e a guabiroba (Campomanesia xanthocarpa
O. Berg.) pertencem a familia Myrtaceae e séo frutos nativos das zonas temperadas
do Brasil e se destacam pelas propriedades bioativas atribuidas as suas espécies.
Nesse estudo foram avaliados os constituintes com potencial funcional, nutracéutico
e terapéutico a partir de extratos dos seus frutos. Para o aragd, estudaram-se 0s
extratos aquosos e acetdnicos de acessos vermelhos e amarelos. Foi demonstrado
gue o araca é um fruto pobre em carotenoides totais, acido ascorbico e antocianinas
e rico em compostos fendlicos (768 mg.g™* na polpa dos frutos) com destaque para a
epicatequina. De modo geral, o extrato de acetona extraiu mais compostos que o
aquoso. Houve uma correlacéo positiva dos altos teores de compostos fendlicos
com os efeitos antiproliferativos, antimicrobianos e atividade antioxidante in vitro e in
vivo. Os frutos da guabiroba séo relativamente pequenos, com coloracdo amarelo
intenso, medianamente acidos (pH 4,3), doces (14 °Brix), ricos em compostos
fendlicos totais (616,90 mg EAG.100g™) e acido L-ascérbico (1773,95 mg.100g™) e
com alto potencial antioxidante (72,18 % de inibicdo - DPPH). Para os compostos
fendlicos individuais destaca-se a presenca da epicatequina (339,70 mg.100g™),
acido galico (155,86 mg.100g™") e &cido elagico (7,04 mg.100g™?). Os extratos
apresentaram atividade antiproliferativa contra as linhagens de células tumorais de
adenocarcinoma de mama (MCF-7) e também protegeram as células de levedura
nos ensaios da atividade antioxidante in vivo. Nos frutos foram identificados 36
compostos volateis. O isolamento dos constituintes majoritarios presentes nos
extratos metandlicos mostrou a presenca de duas chalconas, uma flavanona e acido
abscisico. Ambas as frutas mostram grande potencial para serem exploradas,
necessitando de maiores estudos para aprofundar os conhecimentos sobre os
potenciais identificados.

Palavras-chave: acido L-ascorbico, terpendides, compostos fendlicos, antioxidante,

antiproliferativa, antimicrobiana



ABSTRACT

HAAS, Lirio Inacio Reckziegel. Physico-chemical, phytochemical, antioxidant
activity in vitro and in vivo, and antiproliferative effects of extracts of the araca fruits
(Psidium cattleianum Sabine) and guabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg.).
2011. 107p. Thesis (Doctorate degree). Post-Graduate Program in Agro-industrial
Science and Technology. Federal University of Pelotas, Pelotas-RS.

The guava, or strawberry guava (Psidium cattleianum Sabine) and guabiroba
(Campomanesia xanthocarpa O. Berg.) belong to the Myrtaceae family, are wildtype
fruits from the temperate zone of Brazil and are rich in bioactive compounds. In this
study we evaluated compounds in fruit extracts with potential functionality,
nutraceutical and therapeutic. To the strawberry guava, studied the aqueous and
acetone extracts of red and yellow peel and it show that the strawberry guava fruit
had low concentration in total carotenoids, total anthocyanins and L-ascorbic acid
and are rich in phenolic compounds (768 mg.g ™ in the pulp of fruit), especially
epicatechin. In general, the acetone extract performed better than the aqueous.
There was a positive correlation of high levels of phenolic compounds with the
antiproliferative effects, antimicrobial and antioxidant activity in vitro and in vivo. The
fruits of guabiroba are relatively small, with intense yellow color and moderately
acidic (pH 4.3), sweet (14 °Brix), rich in total phenolic compounds (616.90 EAG.100g
mg %), L-ascorbic acid (1773.95 mg.100g %) and high antioxidant potential (72.18%
inhibition — DPPH method). For the individual phenolic compounds epicatechin
shows the high levels than (339.70 mg.100g ) gallic acid (155.86 mg.100g ™) and
ellagic acid (7.04 mg.100g ). The extracts showed antiproliferative activity against
breast tumor cell (MCF-7) and also protected the yeast cells in the tests of
antioxidant activity in vivo. Were identified 36 volatile compounds in the fruit’s. Two
chalcones, one flavanone and abscisic acid were the major compounds isolated and
elucidated from methanol extracts. Both fruits show great potential to be exploited,
requiring further studies to enhance knowledge on the potential identified.

Keywords: L-ascorbic acid, terpenoids, phenolic compounds, antioxidant activity,

antiproliferative, antimicrobial
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INTRODUCAO GERAL

A América do Sul é um centro de origem que acolhe grande variedade de
espécies frutiferas e algumas delas tém sido domesticadas. No Brasil,
especialmente nas regides de clima equatorial e tropical seco se concentra a maior
biodiversidade de espécies, a semelhanca do que ocorre em outros centros. A lista
de espécies frutiferas identificadas nos tropicos, incluindo a América, Asia, Austréalia
e Africa, é de 2000 espécies. Dessas, cerca de mil espécies foram catalogadas e
caracterizadas nos Estados Unidos, distribuidas em 80 familias. Dessas espécies,
pelo menos 400 também ocorrem no Brasil (Alves et al., 2008; Rufino et al., 2010).
No entanto, € amplamente sabido que o Brasil, com seus macrobiomas que incluem
a Amazonia, o Cerrado, a Mata Atlantica, o Pantanal e as planicies do Pampa, e
num contexto de clima sub-tropical a temperado, € o maior centro de origem de
espécies vegetais e animais (Simarelli, 2007). Mesmo assim, diferentemente do que
ocorreu nos continentes Asiatico, Europeu e da América do Norte, poucas espécies
nativas do Brasil foram domesticadas e exploradas em escala comercial. Em alguns
casos, ja ocorre significativa participacdo de produtos oriundos de espécies nativas
no mercado nacional e internacional, com € o caso do acai e de castanha do Brasil,
por exemplo, mas a atividade ainda se caracteriza pelo extrativismo (Carvalho &

Miiller, 2005; Simarelli, 2007).

Embora o bioma amazénico seja conhecido internacionalmente como grande
centro da biodiversidade mundial, tanto de espécies vegetais, quanto animais e de
microrganismos, had que se considerar que, nas regides de clima sub-tropical

temperado do Brasil e de paises vizinhos localizados nessa condicdo (Uruguai,
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Argentina e Paraguai), h4 significativa biodiversidade, com destaque para espécies
frutiferas preditas como potencialmente viaveis do ponto de vista agronémico e
alimentar (Lorenzi, 2000; Silva et al., 2003; Santos, 2006). Como exemplos, podem
ser citados o butid (Butia capitata), a uvaia (Eugenia uvalha C.), a goiaba serrana
(Feijoa sellowiana O. Berg), a pitanga (Eugenia uniflora L.), o araca (Psidium
guajava L.), a guabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg), a jabuticaba

(Myrciaria cauliflora O. Berg), dentre outros.

Em trabalhos realizados pelo Grupo de Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de
Frutos e Hortalicas

(http://dgp.cnpqg.br/buscaoperacional/detalhegrupo.ijsp?grupo=0045507HR3AKU9),

nos quais se fez uma pesquisa exploratéria com varios frutos nativos da regido de
clima sub-tropical a temperado, foi demonstrado que se tratam de frutos ricos em
moléculas fitoquimicas (Zaikovski, 2008; Medina, 2009). A partir desses estudos,
selecionaram duas espécies (araca e guabiroba), da mesma familia (Myrtaceae)
para aprofundar os estudos. As razdes dessa escolha foram baseadas no fato de
gue: 1) sédo nativas; 2) ha o saber popular dos beneficios potenciais a saude, mas se
carece de conhecimento cientifico que embase ou valide esse saber; 3) ha cole¢éo
de acessos de araca junto a Embrapa Clima Temperado, com ampla variabilidade
fenotipica e de respostas agronémicas (ciclo, producéo, produtividade, tamanho de
fruto, coloracao, suscetibilidade a fitopatias, arquitetura de planta, uniformidade de
producédo, dentre outros); 4) comprovada a qualidade dos frutos do ponto de vista
nutricional e potencial funcional, pode-se propor a valorizacdo em produtos
derivados com elevado valor agregado (polpas diferenciadas, liofilizados, extratos,
fracbes enriquecidas, cremes, supergelados, outros); 5) ainda ndo ha colecbes

formais de guabiroba, tampouco informagdes acerca do seu comportamento


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-29452010005000089&script=sci_arttext
http://www.google.com.br/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.plantasonya.com.br%2Fcercas-vivas-e-arbustos%2Fgoiaba-serrana-feijoa-sellowiana.html&ei=_48ITseSDvG30AGEgY3VCw&usg=AFQjCNESPDyD00YmzOXf38Xl7KY0rl0DYQ
http://dgp.cnpq.br/buscaoperacional/detalhegrupo.jsp?grupo=0045507HR3AKU9
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fitotécnico ou de seu potencial como alimento. Nesse contexto, a seguir seréo
apresentados dados referentes a essas espécies que constituem o objeto de estudo

dessa tese.

No Brasil, a tribo Myrteae esta representada por, aproximadamente, 1.000
espécies, essas agrupadas em 23 géneros. Estima-se que menos da metade das
espécies tenha sido avaliadas botanicamente com a devida profundidade. Mesmo
assim, os géneros mais representativos sdo Myrcia (400 espécies), Eugenia (350),
Calyptranthes (100), Psidium (70) e Campomanesia (24) (Landrum & Kawasaki,

1997).

Dentre as fruteiras nativas do Brasil, a Familia Myrtaceae € uma das mais
conhecida, devido ao grande potencial tecnolégico que a ela é atribuido. Essa
familia abrange 140 géneros, dos quais 0 Eugenia apresenta espécies de valor
comercial, pelo seu potencial do ponto de vista alimentar e de aproveitamento para a
obtencdo de farmacos. De modo geral, esse género tem como caracteristica
espécies que produzem pequenos frutos, entre 4 e 12g. No Sul do Pais, esses
géneros e espécies sao encontrados tanto no ambiente silvestre quanto cultivados
em pomares domeésticos. Os frutos sdo considerados, pela maioria dos
consumidores, saborosos quando consumidos in natura e também na forma de
doces, geleias ou licores. Dentre os principais frutos se destacam a goiaba (Psidium
guajava L.), a pitanga (Eugenia uniflora L.), o araca (Psidium cattleianum S.), a
jabuticaba (Myrciaria cauliflora B.), o cambuca (Marlierea edulis N.), o cambuci
(Paivea ‘langsdorffii B), o camu-camu (Myrciaria dubia), a guabiroba (Campomanesia
fenzliana B) e a uvaia (Eugenia uvalha C.) (Lorenzi, 2000; Silva et al., 2003; Santos,

2006).
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Além desses aspectos relacionados ao consumo dos frutos como alimento,
varias espécies da familia Myrtaceae sdo amplamente utilizadas como
‘medicamentos” na medicina popular para tratar, principalmente, disturbios
gastrointestinais, hemorragias e doencas infecciosas, provavelmente por causa de
sua adstringéncia, que decorre da presenca de taninos. As folhas e cascas séo as
partes mais comumente usadas e se constituem nos 6rgdos mais estudados dessas
espécies, ja havendo conhecimento cientifico acerca do tema (Coelho de Souza et
al. 2003; Markman et al. 2004, Bonilla et al. 2005; Fiaschi & Pirani, 2009; Souza-

Moreira et al. 2011).

O aracazeiro (Psidium cattleyanum) pertence a familia botanica das
Mirtaceas, e encontra-se naturalmente distribuido em uma extensa area do Brasil,
desde a Bahia até o Rio Grande do Sul. O fruto € uma baga de coloracdo amarelada
ou vermelhada, de acordo com o gendtipo, cuja safra ocorre nos meses de fevereiro
a abril (Manica, 2000). A polpa € branca, amarelada ou avermelhada,
mucigelatinosa, aromatica, contendo muitas sementes. No Brasil ndo ha relatos de
plantacdes que objetivam a exploracdo industrial. O fruto é consumido na forma in
natura, em sucos, geleias e sorvetes (Haminiuk et al., 2006). Além do
aproveitamento doméstico dos frutos e da madeira, utilizam-se também as raizes,
cascas e folhas no preparo de infusbes, amplamente difundidos na medicina

popular.

A mirtacea Campomanesia xanthocarpa O. Berg, conhecida no Brasil como
guabiroba, ocorre no Cerrado, regides Sul e Sudeste do Brasil, Argentina, Uruguai e
Paraguai (Longhi, 1995). A familia € composta por espécies tanto arboricolas como

arbustivas: as arboricolas medem entre 8 e 15m, podendo chegar até 25m, e as
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arbustivas, entre 0,80 e 1,5m, essas Uultimas ocorrendo normalmente em moitas.
Durante o periodo de inverno ha caducifdlia e na primavera (inicio do més de
setembro) as plantas rebrotam e florescem abundantemente (Almeida et al., 2000;
Peixoto et al., 2005). Florescem de setembro a novembro e as flores sdo pequenas,
de coloracdo creme-esbranquicada e o fruto do tipo baga globoso, apresenta uma
coloracdo que varia do verde-claro até o amarelo-alaranjado, quando maduro
(Backes & Irgang, 2002). A frutificagédo se da de dezembro a maio. Por seu formato e
tamanho, a guabiroba se assemelha a alguns aracas, razdo pela qual também é
denominada de pequena goiaba. Porém, observam-se variacbes morfologicas
marcantes entre frutos de plantas diferentes, ou seja, ha diferenca de ciclo,
tamanho, coloracdo e suscetibilidade a abscisdo (Peixoto et al., 2005; Teixeira et al.,

2005; Vallilo et al., 2006; Alvarez-Herrera et al,2009)

Entre as espécies nativas do género Campomanesia, ha aquelas com
potencial para cultivo comercial em funcdo das suas caracteristicas agronémicas
desejaveis, como alto rendimento e elevados teores de soélidos sollveis totais
(Teixeira et al., 2005; Melchior et al., 2006). Os frutos séo ricos em vitaminas e
apresentam componentes proprios para fabricacdo de flavorizantes (Peixoto et al.,
2005; Teixeira et al., 2005; Vallilo et al., 2006). Esses frutos também sao
consumidos na forma de licores, sorvetes, doces, geleias ou mesmo in natura, além
de serem utilizados para fins medicinais (Peixoto et al., 2005; Vallilo et al., 2006).
Como componentes mais provaveis desses beneficios como antidiarréicos,
depurativos e anti-inflamatérios, sao citados os flavondides, as saponinas e 0s
taninos (Feskanich et al., 2000; Markman et al. 2004; Leja et al. 2003; Michels et al.,
2006). Destaca-se, no entanto, que esses estudos incluiram, como material de

estudo, folhas e cascas. Dados referentes aos frutos ainda sao escassos.
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Outro aspecto importante a ressaltar € o manifesto interesse demonstrado
pela industria de alimentos na valorizagdo de produtos nativos, tendo em vista que
tem havido crescente aceitacdo por produtos derivados, como € o caso de
fermentados, polpas, sucos e sorvetes (Simarelli, 2007). Isso € decorréncia do fato
de que: a) varios frutos nativos apresentam boa qualidade sensorial; b) ha crescente
conscientizacdo para a valorizacdo de produtos locais; ¢) ha popularizacdo do
conhecimento de que esses produtos sdo benéficos a saude (porém, na maioria das
vezes, sem a devida validagao cientifica); d) esta-se em sintonia com as tendéncias
atuais, que buscam dar valor aos produtos em seus centros de origem, com
“sotaques locais”. O Brasil possui um grande namero de espécies frutiferas nativas

com potencial para serem exploradas economicamente (Alves et al., 2008).

Embora apresentem potencial econémico, os frutos nativos tém consumo
restrito devido a producado ainda limitada, a dificil colheita, a exigéncia em méao-de-
obra e aos cuidados com o transporte e armazenamento, tendo em vista serem, na
grande maioria, altamente pereciveis. Dessa forma, duas grandes estratégias
podem ser propostas para ampliar a oferta: 1) domesticarem-se as espécies,
transformando a producdo majoritariamente extrativista num perfil de producéo
fruticola comercial; 2) desenvolver métodos de processamento diferenciados, de
modo a preservar e valorizar a qualidade dos produtos (Souza Filho et al. 2000;

Carvalho & Mdller, 2005; Simarelli, 2007).

Grande parte dos atributos potencialmente funcionais (na sua grande maioria
ainda ndo comprovada) dos frutos nativos é atribuida as moléculas que tem como
origem o metabolismo secundéario. As plantas produzem um conjunto muito

diversificado de moléculas orgéanicas, algumas das quais sao tradicionalmente
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consideradas como né&o participantes de maneira direta dos principais processos
envolvidos no crescimento e desenvolvimento. Essas substancias sé&o
universalmente denominadas de metabdlitos secundarios (Hartmann, 2007).
Entretanto, ha discussGes acerca desse conceito, tendo em vista que moléculas
como a lignina ocorrem em todo o sistema vascular e parietal das plantas, ou o
acido salicilico que também atua como um horménio. Mesmo assim, a denominacao
metabolismo secundario, e, por conseguinte, os metabdlitos secundarios, séo
moléculas diferencialmente sintetizadas (presenca/auséncia) pelo mesmo 6rgao
numa especie, frente a variagdes bidticas, abidticas e hormonais. De acordo com a
nomenclatura adotada pela British Nutrition Foundation, o metabolismo secundario
de plantas pode ser dividido em quatro grupos: terpendides (cerca de 25 mil
compostos), alcalbides (cerca de 12 mil compostos), compostos fenolicos (cerca de
8000 componentes) e compostos enxofrados (Poiroux-Gonord et al. 2010). Ao
contrario dos metabdlitos primarios, os metabdlitos secundarios sdo geralmente
distribuidos de forma desigual entre os grupos taxionémicos dentro do reino vegetal.
Muitos deles tém efeitos positivos sobre a saude humana e a alguns deles sao

mesmo essenciais a vida, como as vitaminas (tais como os tocoferdis e tocotriendis).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que ha uma associacao positiva entre
a alta ingestdo de frutos e legumes e a reducdo da ocorréncia de doencas
cardiovasculares (Hu, 2003) e certos tipos de cancer (Riboli & Norat, 2003).
Juntamente com outros compostos antioxidantes (por exemplo, flavondides), os
polifendis presentes em frutos e vegetais tém sido relatados como possiveis
candidatos na reducao de doencas cardiovasculares (lkram et al., 2009). O efeito

protetor pode ser devido as propriedades como sequestradores de radicais livres,



21

doando hidrogénios supressores de oxigénio singlete e / ou quelantes do ion

metalico (Ikram et al., 2009).

Esta provado que os radicais livres desempenham um papel importante na
inducdo de muitas doengas, como por exemplo, danos cardiovasculares, cancer,
doencas neurodegenerativas, diabetes e envelhecimento precoce (lkram et al.,
2009). Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a ingestdo de frutos e
legumes tem uma forte correlagdo inversa com o risco de desenvolvimento de
muitas doencas crbnicas, como as doencas cardiovasculares e o cancer (Poiroux-
Gonord et al. 2010). S&ao excecoes, os estudos que demonstram o contrario (Boffeta
et al., 2010). Esses autores, num amplo estudo de coorte, puserem em evidéncia
gue ha baixa correlagcdo entre consumo de vegetais e prevencdo de cancer. Esse
estudo é uma excecdo no contexto de todas as citacbes dessa tese. Todos 0s
demais trabalhos atribuem as vitaminas e aos polifenois dos frutos e vegetais a
capacidade antioxidante e imuno ativadora, necessarias a manutencdo da
homeostase celular (Poiroux-Gonord et al. 2010). Alias, em relatério divulgado
conjuntamente pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) (2003), ha recomendacéo de
se aumentar as quantidades de frutas e hortalicas frescas na dieta, pelo menos em
400 g, de preferéncia 800g de fruto e produtos horticolas que devem ser consumidos
diariamente. Mesmo assim, os estudos de Boffeta et al. (2010) ndo podem ser
relegados, tendo em vista que houve acompanhamento, durante 8 anos, com
aproximadamente 470.000 pessoas, em dez paises. Nesse contexto, os frutos
nativos tém despertado o interesse da pesquisa por apresentarem propriedades
interessantes para a alimentacdo humana. Essas propriedades sdo atribuidas a

rigueza em compostos, muitos resultantes do metabolismo secundario, cujas
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moléculas tém caracteristicas que lhes conferem propriedades antioxidantes,
antiproliferativas e antitumorais (Hartmann, 2007). No caso especifico do ara¢é e da

guabiroba, essas variaveis ndo foram estudadas, tanto in vitro, tampouco in vivo.
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OBJETIVO GERAL E HIPOTESE

Espécies de frutiferas nativas cultivadas em ecossistema de selecdo para
melhoramento agronémico ou em seu ecossistema nativo, aracad (Psidium
cattleyanum), e guabiroba Campomanesia xanthocarpa, respectivamente, néo
submetidas a fortes pressdes de selecdo para os critérios normalmente inclusos nos
programas de melhoramento (producéo, produtividade, tamanho de fruto, resisténcia
a fitopatias, arquitetura de planta), expressam teores elevados de produtos naturais

gue podem ser relacionados com a potencial resposta funcional nos alimentos.

Frutos oriundos das Mirtaceas, araca (Psidium cattleyanum), e guabiroba
Campomanesia xanthocarpa, coletados em ecossistema sob condi¢cdes de selecao
para melhoramento da espécie e em ecossistema nativo, respectivamente,
apresentam altos teores das moléculas de produtos naturais, 0s quais apresentam

atividades biol6gicas como atividade antioxidante, antimicrobiana ou antiproliferativa.

Objetivo Geral

Considerando o referencial teérico apresentado, buscou-se através de uma
pesquisa majoritariamente descritiva, caracterizar frutos de duas espécies de
Mirtaceas, aracd e guabiroba, sob os aspectos fisico-quimicos, composicdo de

produtos naturais, e a sua potencial atividade funcional.
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Objetivos especificos

Para o modelo de estudo “araca” visou-se:

a) avaliar a composicao fisico-quimica geral,

b) caracterizar os principais compostos fitoquimicos;

c) testar solventes com diferentes polaridades na extracdo de compostos
fendlicos;

d) avaliar as atividades antioxidantes in vivo e in vitro;

e) testar o potencial de extratos com diferentes solventes frente ao

crescimento microbiano e células tumorais.

Para o modelo de estudo “guabiroba” visou-se:

f) avaliar a composicao fisico-quimica geral,

g) caracterizar os principais compostos fitoquimicos;

h) avaliar as atividades antioxidantes in vivo e in vitro;

i) testar o potencial de extratos frente as células tumorais;
j) identificar os principais compostos volateis;

K) isolar e identificar os principais compostos dos extratos metanolicos.

A estrutura da tese, a partir desse referencial tedrico, € constituida de dois
textos, cada um correspondendo a um artigo cientifico, ambos com caracteristicas
majoritarias de pesquisa descritiva. No primeiro artigo foram contemplados os
objetivos especificos previstos para araca, e no segundo, a abordagem é similar

para guabiroba. Os titulos propostos para os artigos sao:

1) Artigo 1 ------------mmmmmmem- Dados doi:10.1016/j.foodchem.2011.03.119


http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.03.119
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2) Artigo 2.......cccciiiiiiinnnnn Visando encaminhamento para o Journal of

Agricultural and Food Chemistry.
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Artigo 1 - Araca (Psidium cattleianum Sabine) fruit extracts with in
vitro and in vivo antioxidant activity, antimicrobial activity and

antiproliferative effect on human cancer cells
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Abstract

Araca or strawberry guava (Psidium cattleianum Sabine) is an attractive tasty
small fruit native of temperate zones of Brazil. In this study, functional chemical
constituents and the nutraceutical and therapeutical potential of aqueous and
acetone extracts of red and yellow accessions of aracd were characterized. While
carotenes, ascorbic acid, and anthocyanins were present as minor constituents,
araca fruit presented high levels of phenolic compounds (up to 768 mg.g™ fresh fruit
pulp, ffp) particularly (-)-epicatechin (up to 26.6 mg.g™* ffp) which were in general
more efficiently extracted with acetone over water. Predominance of phenolic
compounds was positively correlated with high in vitro and in vivo antioxidant activity,

antimicrobial and antiproliferative effects.

Key words: Araca; (-)-epicatechin; phenolic compounds; Salmonella

Enteritidis; MCF-7; Caco-2.
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1. Introduction

Brazil possess the richest plant biome in the planet, with 55,000 higher plant
species (22% identified), being 25% endemic, distributed in five main biomes: Mata
Atlantica, Cerrado, Amazonia, Pantanal and Pampa (Souza, Silva, Loir, Rees, Rogez
& Larondelle, 2008; Fiaschi & Pirani, 2009). In spite of the potential, the number of
domesticated native species utilized for fruit production or fruit derived products is still
limited. Successful examples include acai (Euterpe oleraceae Mart.), graviola
(Annona accidentale L.), Brazil nut (Bertholletia excelsa H.B.K.), cashew
(Anacardium accidentale L.), feijoa (Feijoa sellowiana Berg.), among others.
Difficulties with domestication, propagation, plant architecture adaptation for
commercial cultivation, the highly perishable characteristics of the fruit, and the lack
of information regarding their physicochemical and biological potential have been
indicated as limiting factors preventing the widespread utilization and consumption of
potentially relevant fruit (Proteggente et al.,, 2002). From the sub-tropical and
temperate biomes an example of a potentially marketable native fruit is the
strawberry guava, also known as araca (Psidium cattleianum Sabine). With yellow or
red berries (Fig. 1), araca has a nice balance between soluble solids and acidity, and
ripens in Brazil in late summer between February and May (Drehmer & Amarante,
2008). Preliminary exploratory studies have suggested high antioxidant activity and
high phenolic content variable among strawberry guava genotypes (Rombaldi et al.
unpublished results). The few investigations with strawberry guava suggest
nutritional and functional potential (Coelho de Souza, Haas, von Poser, Schapoval &
Elisabetsky, 2003; Galho, Lopes, Bacarin & Lima, 2007). To the best of our
knowledge a more detailed characterization of this potentially marketable fruit has not

been done.
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Similar to other fruit, strawberry guava has optimum sensory attributes when
harvested ripe (Galho et al., 2007). However, strawberry guava is highly perishable
when ripe, lasting one to two days at room temperature requiring, in order to extend
the conservation period, to be harvested during the pre-climacteric stage or stored
under refrigeration (7°C). Processed fruit can be easily stored after flash
pasteurization (90°C) for ten minutes due to the low pH of the fruit (Drehmer &

Amarante, 2008).

Psidium species occur in areas under constant abiotic stress conditions,
including water and temperature extremes (Coelho de Souza et al., 2003; Haminiuk,
Sierakowski, Vidal & Masson, 2006). Given the species adaptability to harsh
conditions, it is believed that aside from the appealing appearance and flavor, these
fruit are rich in bioactive compounds, and consequently possess functional properties

of interest (Jacques, Pertuzatti, Barcia & Zambiazi, 2009).

Although traditionally appreciated for its sensory attributes and expected
pharmacological properties, araca is still poorly characterized and limited scientific
information is available about this fruit. It is widely known that species rich in phenolic
compounds, ascorbic acid and carotenoids are associated with increased protection
against cellular oxidation. In addition to their antioxidant potential, phenolic
compounds tend to exhibit other prominent biological properties such as antimicrobial
and anticarcinogenic activity (Katalini¢ et al., 2010; Link, Balaguer & Goel, 2010;

Proteggente, 2002; Sun, Chu, Wu & Liu, 2002).

Species with combined agronomical, nutritional and functional value can
generate new commercial products from high quality fruit, essential in the prevention

of chronic-degenerating diseases, such as cancer, cardiovascular diseases, diabetes
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and neurodegenerative diseases (Bazzano et al., 2002; Liu et al.,, 2004). The
beneficial effects of fruit and vegetable consumption in the prevention of chronic—
degenerating diseases have been challenged (Boffetta et al., 2010). However, the
majority of studies suggest that the increased consumption of fruit, vegetables and
grains contributes to prevent these illnesses (Bazzano et al., 2002; Liu et al., 2004;

Schroeter et al., 2005).

In this study, fruit from six araca accessions were characterized by
guantification of individual phenolic compounds, L-ascorbic acid, total phenolic, total
anthocyanin, and total carotene content. Acetone and water fruit extracts were
analyzed in terms of radical scavenging power, antioxidant protection of
Saccharomyces cerevisiae, antimicrobial effect against Salmonella Enteritidis and

antiproliferative effect on human cancer cells, MCF-7 (breast) and Caco-2 (colon).

2. Materials and Methods

2.1. Plant material and experimental design

Red (accessions AR9, AR19 and AR29) and yellow (accessions AR27, AR46
and AR72) strawberry guava (Psidium cattleianum Sabine) fruit, also known as
araca, were harvested from a research orchard (germplasm collection from Embrapa
Clima Temperado, Pelotas, RS, Brazil) when fruit was ripe. Five hundred grams of
fruit from three plants (clones) of each accession were harvested. Each plant
represented an experimental unit. Fruit were washed and the seeds removed.
Seedless fruit were then flash frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until

further analyses. All analyses were performed in triplicate.
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2.2. Soluble solids (SS), pH and titratable acidity (TA)

Soluble solids content was determined by refractometry, and the results
expressed as % (w/w). Total acidity (TA) and pH were measured directly in the
extracted fruit juice. TA was determined by titration and results were expressed as

milligrams of citric acid per 100 grams of fresh fruit pulp (mg.100 g™ ffp).

2.3. Phenolic compounds

Phenolic compounds were extracted following the method described by Souza
et al. (2008). Frozen pulp (ten grams) was ground in a mortar and pestle, extracted
with 20 mL deionized water (DW) and placed on an orbital shaker set at 200 rpm for
one hour at room temperature (20°C + 3°C), in the dark. Extracts were then
centrifuged at 12,000 x g for 15 minutes at 4°C and the supernatant was
concentrated in a freeze-drier and the final volume adjusted to 10 mL DW. The same
extraction was performed using acetone instead of water. In this case the extract was
concentrated in a rotary evaporator at 40°C under reduced pressure and the residue

was redissolved in 10 mL of DW.

Total phenolic content was determined using the method described by
Dewanto, Wu, Adom, and Liu (2002). 125 pL of each extract was combined with
500 uL of DW and 125 pL of Folin Ciocalteau reagent (2 N). The solution was
allowed to rest for six minutes and 1.25 mL of sodium carbonate (7% m/v) and 1 mL
of DW was added adjusting the final volume to 3 mL. The mixture was allowed to rest
for 90 minutes at room temperature (20°C = 3 C), in the dark, then absorbance was

measured at 760 nm in a UV/Vis spectrophotometer using DW as control. Total
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phenolic content was expressed in milligrams of gallic acid equivalents per 100

grams of fresh fruit pulp (mg GAE 100.g™ ffp).

Quantification of individual phenolic compounds was performed in aqueous
and acetone extracts according to Hakkinen and Torronen (2000). One mL extract
was hydrolyzed with 35 mL of acidified methanol. Extracts were kept in a water bath
at 35°C for 24 hours, in the dark, then filtered (Whatman n°1), concentrated (rotary
evaporator at 40°C) and resuspended in methanol (10 mL). Sample was centrifuged
(12,000 x g for ten minutes), filtered in a 0.45ym membrane and an aliquot of 20uL
was injected in the HPLC. The analysis was performed in a Shimadzu 10Ayp, using a
Nova-Pak Cig (3.9 cm x 150 mm x 4 pum) column. The mobile phase was composed
of A — acidified water (1% acetic acid v/v) and B — 100% methanol. The elution
gradient started at 100% A; then linearly went to 60% A at 25 minutes; held for two
minutes; then 95% A at 37 minutes; held for five minutes and back to the initial
conditions. Flow rate was 0.9 mL min™, and column temperature was kept at 25°C.
Individual phenolic compounds ((-)-epicatechin, gallic acid, coumaric acid, ferulic
acid, myricetin, quercetin) were identified by retention time and UV absorption
spectral comparisons. UV-Vis detector was set at 280 nm. Individual phenolics were
guantified by external standard calibration curves (all standards were dissolved in

methanol) and results were expressed as mg g™ ffp.

2.4. Anthocyanins

In order to determine total anthocyanins content, frozen fruit pulp, equivalent
to ten grams of fresh pulp, was ground and suspended in 20 mL cold methanol and
left for two hours in the dark, followed by centrifugation at 12,000 x g for 15 minutes

at 4°C. The supernatant was injected into a C18 Sep-Pack column, preconditioned
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with acidified methanol (HCI 0.01%). The column was washed with water, followed by
ethyl acetate and the elution was carried out with acidified methanol (0.01% HCI).
The anthocyanin fraction was measured at 530 nm in a spectrophotometer, and total
content was expressed as milligram of cyanidin-3-glucoside equivalents per 100

gram of fresh fruit pulp (mg 100 g™ of ffp) (Giusti & Wrolstad, 2001).
2.5. Carotenes

Frozen fruit pulp, equivalent to ten grams of fresh fruit pulp (ffp), was ground
under liquid nitrogen using a mortar and pestle, suspended in 20 mL of acetone (80%
vIv), stirred for 15 minutes and filtered (the extraction was repeated three times). The
filtrate was then centrifuged at 10,000 x g for 15 minutes and the supernatant was
concentrated and brought to 40 mL with acetone. Absorbance was measured at 646,
663 and 470 nm in an UV/Vis spectrophotometer. Total carotene content was
determined using the equations described by Lichtenthaler and Welburn (1983) and

expressed as microgram of B-carotene per gram of fresh fruit pulp (ug g™ ffp).
2.6. L-ascorbic acid

L-ascorbic acid was determined using the method described by Vinci, Rot and
Mele (1995). Frozen fruit pulp, equivalent to 5 g of fresh fruit pulp (ffp), was ground
using a mortar and pestle under liquid nitrogen, suspended in 30 mL of a cold (4°C)
metaphosphoric acid solution (4.5% wi/v in water), stored at 4°C for one hour in the
dark and then brought to 50 mL with DW water. The sample was filtered and the
filtrate centrifuged at 12,000 x g for ten minutes at 4°C. The supernatant was filtered
through a 0.45 ym Durapore membrane, and a 25 pL aliquot was injected in a HPLC

Shimadzu system, using a reverse phase Shim-Pak CLC-ODS column (3.9 cm x 150



35

mm x 4 m). An elution gradient started at 100% acetic acid 0.1% v/v (A), then linearly
reduced to 98% of A and 2% of methanol (B) at five minutes; then held for two
minutes and returned to initial conditions at ten minutes. Flow rate was 0.8 mL min™
and the UV detector was set at 254 nm. Identification was based on retention time
comparison to an L-ascorbic acid standard. Quantification was based on an external
standard calibration curve and results were expressed as mg of L-ascorbic acid per

100 g of ffp.

2.7. Antioxidant activity (in vitro)

Antioxidant potential was determined using the DPPH radical scavenging
method described by Brand-Williams, Cuvelier and Berset (1995). 100 pL of each
extract (diluted 10 fold) added to 3.9 mL of DPPH solution in methanol (100 mM) was
stirred and kept in a closed flask in the dark. The control treatment was composed of
methanol and water. Preliminary assays were used to determine reaction time, by
measuring absorbance at 517 nm at 20 minute intervals for six hours. Sixty minutes
corresponded to the exponential phase of the reaction and the radical scavenging

capacity was expressed as % inhibition according to the equation:

% Inhibition = (Absorption Control — Abs. Sample) x 100

Abs. Control

2.8. Antioxidant activity (in vivo)

Physicochemical results and radical scavenging capacity indicated AR9 (red)
and AR27 (yellow) as the most promising genotypes to be further investigated. In
vivo antioxidant activity was carried out using Saccharomyces cerevisiae XV 185-

14C (MATa, ade 2-1, arg 4-17, his 1-7, lys 1-1, trp 1-1, trp 5-48, hom 3-10) yeast,
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provided by Dr. R. C. Von Borstel (Genetics Department, University of Alberta,
Edmonton, AB, Canada). S. cerevisiae was cultivated in YPD solid media containing
yeast extract (1% mlv), agar (2% m/v), glucose (2% m/v) and peptone (2% m/v)
(Merck). Cell suspensions were diluted in a NaCl (Reagem) solution at (0.9% m/v). In
order to determine the antioxidant capacity, 2 x 106 cells/mL yeast was treated with
AR27 and AR9 extracts diluted 1:4 (extract:water). The final concentration of the
extract was 115 mg of total phenolic compounds in 100 mL™ of water (this dilution
was the highest non-cytotoxic concentration determined in preliminary assays). The
oxidative agent used was a solution of 50 mM hydrogen peroxide (Merck) in sterilized
distilled water prepared immediately prior to use. The oxidative solution was added
after the extracts and incubated at 28°C for one hour under constant stirring. The
samples were then diluted in a sodium chloride solution (0.9% wi/v), seeded into a
complete culture medium (10 g.L™* of yeast extract, 20 g.L™ of peptone, 20 g.L™ of
dextrose and 20g.L™" of agar-agar) and incubated at 28°C for 48 hours. After
incubation, the colonies were counted. The total number of colonies observed on the

control plate (untreated cells) was defined as 100% survival.

2.9. Antimicrobial activity

Antimicrobial activity of the extracts was tested against Salmonella Enteritidis
(ATTCC 13076) by the disk diffusion method and by determining the minimal
inhibitory concentration (MIC) according to the National Committee for Clinical
Laboratory Standards (2003). S. Enteritidis was kept at 5°C in trypticase soy agar
media (Acumedia) and cell suspensions at 10’ CFU mL™ obtained by the turbidity
standard McFarland N° 0.5, were standardized adjusting the optical density to 0.1

when measuring absorbance at 625 nm. The antibiotic ciprofloxacin (166 mg mL™)
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was utilized as positive control, and pure water as negative control. A S. Enteritidis
suspension was spread in Agar Mueller-Hinton (Acumedia) in 15 cm diameter plates.
Filter paper disks (6 mm diameter) were soaked in the extracts for five hours. The
disks were then dried at room temperature (20°C * 3°C) and placed on the surface of
the inoculated plates and incubated at 37°C for 24 hours. The diameter of the
inhibition zones was measured in millimeter. Inhibition zones were compared to
those of control disks. Minimal inhibitory concentration was defined as the lowest
concentration that inhibited the growth of the microorganism detected visually and

the extract concentrations were tested at 100%, 40%, 16%, 10% and 5%.

2.10. Antiproliferative activity

The antiproliferative effect of the extracts was tested on human cancer cells
MCF-7 (breast) and Caco-2 (colon) while rat embryonic fibroblast cells 3T3 were
used as control. RPMI 1640 media (Gibco BRL) containing bovine fetal serum (20%
v/v) in the presence of antibiotics (100 units mL™ penicillin G, 100 pg mL™
streptomycin) was used for cell culturing (5 x 105 mL/cells). Cell lines were placed in
96 well plates, depositing 100uL per well, and kept for 24 hours at 37°C in
atmosphere containing 95% of O, and 5% of CO, and 100% relative humidity. Cells
were then exposed to three extract concentrations (80 pug.mL™?, 60 ug.mL™* and 40
nug.mL™), having three replicates for each concentration. After incubating for 48
hours, cells were fixed by adding trichloroacetic acid (50% m/v) and placed at 4°C for
one hour. These concentrations were chosen, based on preliminary studies that
verified from a pool of aqueous aracé extracts an ICso at 60 pg.mL™ in 48 hours of
treatment. The colorimetric assay was performed by adding sulforhodamine B

solution at 0.4% (m/v) in acidified water (acetic acid 1% v/v) in each of the wells. After
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30 minutes at room temperature, the non-fixed solution was discarded by washing it
off with acidified water. The dye fixed to cellular proteins was resolubilized using
buffer Tris 10 mM (pH 10.0) under orbital stirring at 50 rpm, at room temperature for
five minutes. Optical density readings were performed in a spectrophotometric ELISA
plate reader at 540 nm. Absorbance data was correlated with the standard curve of
viable cells and the results were expressed in % cell survival compared to the control

treatment composed of MCF-7 human cancer cells cultivated in RPMI 1640 media.

2.11. Statistical Analysis

Results were evaluated using ANOVA and means comparison by Tukey’s test
at 5% probability using SAEG 9.1 software. Percentage data was normalized

according to the equation f(x) = arcsine VX before statistical analysis.

3. Results

3.1. Physicochemical characterization of araca fruit

Araca fruit presented pH varying from 3.1 to 3.7, acidity from 7.3 to 16.2% of
citric acid equivalent, and soluble solids from 6.0 to 11.8%. Differently from what was
expected, araca fruit is relatively poor in L-ascorbic acid (0.1 to 7.2 mg 100 g™ ffp),
carotenes (3.9 to 11.3 pg g™ ffp) and anthocyanins (0.2 to 6.3 mg 100 g™ ffp) when
compared to other fruit (Jacques et al., 2009). Although higher than the yellow ones

the red araca showed a total anthocyanin content around 6.3 mg 100 g™* ffp.

Araca had expressive total phenolic content ranging from 400.8 to 610.7 mg
GAE100 g™ ffp (Table 2). In general, acetone improved extractability of phenolic

compounds compared to the aqueous extraction, except for AR19, in which phenolic
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content was the same (Table 2). The use of acetone improved the extraction of total
phenolic compounds but maintained the same proportion among types of individual
phenolic compounds. When analyzing aqueous and acetone extracts of yellow
(AR27) and red (AR9) araca both presented (-)-epicatechin followed by gallic acid as
the main phenolic compounds, with approximately 70% and 25%, respectively.
Coumaric acid, ferulic acid, myricetin and quercetin, present as minor components,
representing respectively approximately, 1.0%, 0.2%, 0.05% and 0.05% of araca

total phenolic compounds (Table 3).

3.2. Antioxidant activity (in vitro)

Extracts with higher radical scavenging power also showed higher phenolic
content (Table 2). Acetone extracts which had higher antioxidant activity also had
higher levels of phenolic compounds (Table 2), except for genotype AR72, in which
there was no variation in the levels of phenolic compounds extracted with water or
acetone. When comparing genotypes, in general, the red ones presented higher
antioxidant activity, varying from 35.2% (AR29) to 45.3% (AR9) of inhibition of the

DPPH radical, while yellow fruit provided 19.7% (AR72) to 34.6% (AR27) inhibition.

3.3. Antioxidant activity (in vivo)

Antioxidant capacity was also evaluated by comparing the survival rate of S.
cerevisiae XV185-14c yeast treated with hydrogen peroxide in the presence of araca
extracts prior to the application of this stress agent (Table 4). Araca extracts,
independent of the extraction solvent, provided survival rates above 80%; being
capable of minimizing the cytotoxic effects induced by hydrogen peroxide (Table 2).

Although AR9 acetone extracts had higher levels of total phenolic compounds, higher



40

antioxidant activity by the DPPH method (Table 2) and higher levels of (-)-epicatechin
and gallic acid, this extract did not show a higher protection of S. cerevisiae XV185-
14c towards H,O; (Table 4). Extract concentration was set in 25%, because this was
the maximum concentration that did not cause cytotoxic effects. Although antioxidant
activity through the DPPH radical scavenging was not as expressive (27.6% and
45.3%) the yeast protective experiment indicated potential protective action against

oxidative stress (Table 4).

3.4. Antimicrobial activity

Antimicrobial potential of araga extracts towards Salmonella Enteritidis was
evaluated looking at the inhibition halo formation and determining minimal inhibitory
concentration (MIC) of the extracts (Table 5). All araca extracts showed antimicrobial
activity. MIC were at 5% of the concentration of extracts except for the water extract

of red strawberry guava AR9 (16%).

3.5. Antiproliferative activity

All extracts significantly reduced the proliferation of MCF-7 and Caco-2 cells
independent of the genotype and extraction solvent (Table 6). In addition, extract
activity was concentration dependent. Incubation of fibroblast cells (3T3) with
80 ug mL™?, for all extracts did not affect survival rates, confirming that the response

obtained in MCF-7 and Caco-2 cells was not due to a toxicity action.

4. Discussion
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Araca is an acidic fruit relatively poor in L-ascorbic acid, carotene and
anthocyanin; however, this fruit is a rich source of total phenolic compounds ranging
from 400.8 to 610.7 mg of gallic acid equivalents (GAE) 100 g™ ffp, similar to other
fruit such as Surinam cherry (Eugenia uniflora L.) and blackberry (Rubus L.)
containing respectively between 201.8 to 420.8 and 645.5 to 731.4 and mg GAE
100 g™* ffp (Jacques et al., 2009), and significantly richer than strawberries (Fragaria
x ananassa Duch.) and grape (Vitis vinifera L.) reported to contain 182 and 147.8 mg

GAE 100g™ ffp respectively (Sun et al., 2002).

Among the evaluated strawberry guava accessions, the red ones (AR9, AR19,
AR29) had higher total soluble solids, acidity, total phenolic compounds and total
anthocyanin, and consequently higher antioxidant activity towards the DPPH radical
(Table 1). These results are in partial agreement with Luximon-Ramma, Bahorun and
Crozier (2003), who found strawberry guava rich in phenolic compounds (537 to
563 mg GAE 100 g). However, there is a significant difference regarding L-ascorbic
acid content, while Luximon-Ramma et al. (2003) studying northern Mauritius
strawberry guava found 20 to 24 mg 100 g, strawberry guava from Southern Brazil

showed 0.1 to 7.2 mg 100 g™ ffp.

Phenolic compounds were high in strawberry guava fruit, and on average,
acetone allowed for higher extractability of these compounds when compared to
water respectively, 594mg/100g and 256mg/100g. Some studies have shown that the
extraction solvent has strong influence in the extractability of phenolic compounds
and therefore on the extract’s bioactivity (Rusak, Komes, Likic, Horzic, & Kovac,
2008; Zhao & Hall 1ll, 2008). Acetone extracts richer in phenolic compounds
presented higher DPPH scavenging capacity, indicating a positive correlation

between phenolics and antioxidant potential, which has also been seen in other fruit,
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plants, juices and wine (Rusak et al., 2008; Zhao & Hall 1ll, 2008). Although in some
cases the correlation between phenolic compounds and L-ascorbic acid with
antioxidant potential is absent, the majority of studies show a positive correlation
(Luximon-Ramma et al., 2003; Sun et al., 2002; Pantelidis, Vasilakakis, Manganaris

& Diamantidis, 2007).

Of the six accessions studied, the red ones showed on average higher
antioxidant activity; particularly the AR9 acetone extract which had 45.2% inhibition
of the DPPH radical, in agreement with the fact that fruit containing anthocyanins
have high antioxidant potential (Sun et al., 2002; Pantelidis et al., 2007). However,
total anthocyanin in red strawberry guava was relatively low (4.82 to
5.05 mg of cyanidin-3-glycoside 100 g™*), when compared to most red fruit including
Surinam Cherry (9.6 to 138.9), Morus sp. (45.2 to 47.7) and blueberry (72.0 to 128.0
expressed in mg of cyanidin-3-glucoside 100 g™ ffp) (Jacques et al., 2009).

(-)-epicatechin, followed by gallic acid, represented 69.2% and 29.5%,
respectively of the total phenolic compounds. Studies have shown (-)-epicatechin
present in foods to contribute to the reduction in the risks of developing
cardiovascular diseases, due to its role on vasodilation, lowering blood pressure and
as an antioxidant defense system, besides its antimicrobial potential (Katalini¢ et al.,
2010; Schroeter et al., 2005). Polyphenols could play an important role in cancer
prevention by epigenetics mechanisms mainly by DNA methylation, preventing
histone modification and regulation of miRNA expression (Link et al., 2010).

Quercetin and myricetin, are flavonols found in amoras, blueberries, apples,
teas and garlic, usually in higher levels on the skin of fruit (Riihinen, Jaakola,
Karenlampi & Hohtola, 2008); however, in strawberry guava these compounds were

present in very low levels (Table 3). In addition to antioxidant properties against
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cardiovascular diseases, it has antimutagenic potential, and anticarcinogenic,
probably preventing histone modification (Link et al., 2010).

Richness of phenolic compounds in strawberry guava suggests potentially
antimicrobial and antiproliferative properties. Although extracts rich in phenolic
compounds can cause cytotoxicity, in vivo studies with ethanolic leaf extracts of
strawberry guava did not show mutagenic or cytotoxic effects (Costa et al., 2008). In
addition, to the best of our knowledge no in vivo studies with the fruit have been
done.

Another strategy employed to evaluate the antioxidant potential of strawberry
guava fruit is the use of yeast sensitive to oxidative stress. Using this method,
strawberry guava, independently of the genotype and extraction method, constituted
a good antioxidant protection towards eukaryotic cells. All accessions induced more
than 82% survival while cells not previously treated with the extracts showed a
survival rate of 44.5%. H,O, a common product formed during normal cellular
aerobic metabolism, and/or under certain pathophysiological conditions is able to
induce damage in proteins and lipids as well as in DNA, mainly by the generation of
hydroxyl radicals via the Haber-Weiss/Fenton reaction (Caillet, Yu, Lessard,
Lamoureux, Ajdukovic & Lacroix, 2007). The mechanisms of the antioxidant action of
phenolic compounds are complex and are still being studied. In a general manner,
they can avoid reactive species formation either by inhibition of enzymes or by
chelation of trace elements involved in free radical production, they can scavenge
reactive species, and they can up-regulate or protect antioxidant defense. Some
compounds can also act similarly to enzymatic defenses, since they are able to
neutralize reactive species such as superoxide anions and hydrogen peroxide. In

general, flavanoids are capable of stabilizing free radicals, avoiding oxidative stress
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and limiting the production of more free radicals (Caillet et al., 2007). The antioxidant
capacity of phenolic compounds is directly associated to the structure and reactivity
of its hydroxyl groups. In flavonoids, hydroxyls located in the B ring are determinants
of the sequestering activity of reactive oxygen species (Caillet et al., 2007).

The antioxidant activity of aqueous extracts significantly increased yeast
survival treated with hydrogen peroxide, demonstrating an important antioxidant
capacity, however results obtained through the DPPH method have shown relatively
low antioxidant capacity ranging from 17.8% to 35.0% for the aqueous extracts of

yellow (AR27) and red (AR9) strawberry guava respectively.

The strawberry guava exhibited an antimicrobial effect against Salmonella
Enteritidis as expected due to their phenolic content. The mechanism for the
antimicrobial activity of many plant extracts have been attributed to phenolic
compounds that react with the cell membrane, and inactivation of essential enzymes
and or complexation with metallic ions, limiting their availability to the microbial
metabolism. Antimicrobial effects particularly from yellow strawberry guava extracts
did not correlate with antioxidant activity measured by DPPH. The difference in mode
of action of the phenolic compounds on the antioxidant activity towards the yeast
Saccharomyces cerevisiae and antimicrobial activity against Salmonella Enteritidis
can be explained in the structural differences of these organisms. Phenolic
compounds could act directly in the destabilization of the bacterial cell membrane,
primary responsible for the respirations of this microorganism. In yeast, phenolics
could act as metal chelators or scavenging free radicals which are otherwise harmful
to the cell. In this case, cell membrane is not affected and consequently

mitochondria, vital in respiration, is not affected by the action of phenolic compounds.
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Strawberry guava extracts reduced survival rates of breast cancer cells (MCF-
7) and colon cancer cells (Caco-2), by a mechanism other than toxicity since this
extracts did not affect fibroblast cells (3T3). MCF-7 cell survival was more affected by
extracts rich in polyphenols than by extracts rich in anthocyanin which is the case of

Green tea and strawberry guava.

In contrast to the benefits, some phenolic compounds have been reported as
pro-oxidants and genotoxic in vitro, associating this behavior with the reactive oxygen
species produced during the redox cycle (Lopes, Saffi, Echeverrigaray, Henriques &
Salvador, 2004). An exception to this affirmative comes from Boffetta et al. (2010)
that, found modest association between the consumption of fruit and vegetable with
cancer prevention. However, these authors emphasize the need for interpreting
these results with caution, since there is a likelihood of mistakes originating from

answers provided by the investigated people.

5. Conclusion

This study showed antioxidant activity and antimicrobial and antiproliferative
effects of strawberry guava extracts. Acetone extracts showed higher antioxidant
activity, which was correlated to high levels of phenolic compounds. Extracts from all
strawberry guava cultivars possessed all the investigated phenolic compounds, with
epicatechin as the predominant, followed by gallic acid. Aqueous extracts were
efficient on antioxidant assays towards Saccharomyces cerevisiae, providing
protection against hydrogen peroxide above 80%. Extracts also exhibited an
important antimicrobial activity against a pathogenic bacteria Salmonella Enteritidis.
This indicated that strawberry guava could be a source of natural antioxidants and

antimicrobial agents with application in the food and pharmaceutical industry. Further
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studies must be developed to prove its therapeutical efficacy and antimicrobial

potential against other microorganisms.
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Figure 1. Red and yellow Araca
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Table 1. Soluble solids, pH, titratable acidity, total anthocyanins, total carotene, and L-ascorbic acid of yellow (Access numbers
AR27, AR46 and AR72) and red (Access numbers AR09, AR19, and AR29) strawberry guava fruit

Color Access Solgblae pH Titrgtgbtlle Total anthocyanin®  Total carotene® L-ascorbic acid®
solids acidity

AR27 90c 3.65a 7.42d 0.21d 10.84 a 0.10d
Yellow AR46 10.8b 3.71a 9.47c 0.55¢c 7.00b 7.20 a
AR72 6.0 c 3.66 a 7.30d 0.28d 3.89d 4.72 b
ARO9 104 b 3.21b 15.23 a 5.05b 11.34 a 0.12d
Red AR19 11.8a 3.31b 12.22 b 6.29 a 757D 0.45c
AR29 10.0b 3.11b 16.19 a 4.82b 5.45c 0.12d

Values are the means of three replicates. Means followed by same letter in a column are not significantly different by

Tukey’s test at p>0.05.

Soluble solids expressed as °Brix

®Titratable acidity expressed as % of citric acid equivalents per 100 g™ ffp

®Total anthocyanin are expressed as mg of cyaniding-3,5-diglucoside 100 g™ ffp

“Total carotene expressed as ug of B-carotene equivalents g™ ffp

®L-ascorbic acid expressed as mg of acid per 100 g™ ffp
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Table 2. Total phenolics (expressed as mg of gallic acid equivalent 100 g fresh fruit pulp) and antioxidant capacity (expressed as %
inhibition of DPPH radical) of strawberry guava extracts (extracted with water and acetone)

Genotype Yellow Red
Solvent
Analysis AR27 AR46 AR72 AR9 AR19 AR29
phenolic 528.30Cbhb 45201 Db 402.68 EDb 63256 Ab 581.02Bb 590.32Bb
Water
DPPH 27.63Bb 2236Chb 1598 D a 39.89ADb 29.29Bb 30.25Bb
phenolic 672.21Ba 586.23 C a 532.48 D a 768.21 Aa 655.36 B a 657.97Ba
Acetone
DPPH 3458 B a 26.68 C a 19.65D a 4532 Aa 37.69B a 35.27 B a

Values are the means of three replicates. Means in each analysis followed by the same upper case letter in a row are not significantly

different by Tukey’s test at p>0.05. Means in each analysis followed by the same lower case letter in a column are not significantly different
by Tukey’s test at p>0.05.
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Table 3. Individual phenolic composition of strawberry guava extracts (mg.g™)

Genotype Extracts (-)-Epicatechin Gallic acid Coumaric acid Ferulic Acid Myricetin Quercetin
Red
ARO Water 21.304 a 8.010 a 0.077 b 0.033 a 0.006 b 0.005
Acetone 10.593 b 6.971b 0.317 a 0.060 a 0.047 a nd
AR19 Water 7.784 a 3.630 a 0.057 a 0.075 a 0.004 b 0.002 a
Acetone 5.287b 3.877 a 0.077 a 0.038 b 0.072 a 0.017 a
AR29 Water 6.158 a 3.083 a 0.042 a 0.081 a 0.002 b 0.004 b
Acetone 2.639b 1932 b 0.033 a 0.047 a 0.140 a 0.066 a
Yellow
AR27 Water 7.925b 6.349 a 0.026 b 0.023 a 0.001 b nd
Acetone 17.149 a 6.164 a 0.360 a 0.020 a 0.038 a nd
AR46 Water 4629Db 2.974 b 0.042 b 0.044 a 0.002 a 0.068 a
Acetone 11.176 a 4.329 a 0.101 a 0.036 a 0.002 a 0.027 b
AR72 Water 7.205b 42370b 0.042 b 0.029 a nd nd
Acetone 26.595 a 7.2670 a 0.491 a 0.020 a 0.018 0.020

nd — not detected

Values are the means of three replicates. Means in each analysis followed by the same lower case letter in a column are not significantly different
by Tukey’s test at p>0.05.
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Table 4. Antioxidant activity of strawberry guava extracts towards Saccharomyces cerevisiae XV185-14c

Treatments %Survival
Water 100.0 a
H.02 50 mM 445 c
Water extract AR27 + H,0O, 50 mM 85.7b
Acetone extract AR27 + H,0, 50 mM 83.0b
Water extract AR9 + H,O, 50 mM 82.0b
Acetone extract AR9 + H,0,50 mM 85.0b

Values are the means of three replicates. Means followed by the same letter in a column are not significantly different by
Tukey’s test at p>0.05.
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Table 5. Antimicrobial activity of strawberry guava extracts against Salmonella Enteritidis using the disk diffusion method and
minimal inhibitory concentration (MIC)

Genotype Extraction Inhibition halo (mm) MIC (% extract)
Control 55.0
Acetone 16.3 A 5
AR27
Water 15.3 A 5
Acetone 8.6 B 5
AR9
Water 17.0 A 16

Means followed by the same letter in a column are not significantly different by Tukey’s test at (p<0.05)
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Table 6. Antiproliferative activity of agueous and acetone extracts of red (AR9) and yellow (AR27) strawberry guava tested at
different concentrations 80 pg.mL™, 60 pg.mL-1 and 40 pg.mL™ against human cancer cells MCF-7 (breast) and Caco-2 (colon) and
rat embryonic fibroblasts 3T3 were used as control

Cell survival (%)

Cultivar Concentration Extraction 3T3 MCE-7 Caco-2
Control 0 98.0 A 98.0 A 99.7 A
Water 95.0 A 49.7 GH 48.0 DE
AR27
Acetone 96.7 A 52.0 GH 48.3 DE
80 pug.mL™
ARO Water 96.7 A 49.7 GH 50.7 DE
Acetone 97.7 A 52.7 GH 48.0 DE
Water 50.0 GH 51.0 DE
AR27
Acetone 51.3 GH 49.7 DE
60 pg.mL*
ARO Water 50.0 GH 51.0 DE
Acetone 55.7 FGH 53.0CD
Water 66.7 DEFG 63.0B
AR27
Acetone 69.7 CDEF 62.0 BC
40 pg.mL™
AR9 Water 82.0 BCE 63.3B
Acetone 73.7 CDEF 66.3B

Means followed by the same letter in a column are not significantly different by Tukey’s test at (p<0.05)
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Artigo 2 - Caracterizagdo fisico-quimica, fitoquimica e
antiproliferativa de extratos do fruto da Campomanesia xanthocarpa

O. Berg.
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Caracterizagcdo fisico-quimica, fitoquimica e antiproliferativa de

extratos do fruto da Campomanesia xanthocarpa O. Berg.

Resumo

A guabiroba é uma frutifera popularmente conhecida pela intensidade de
sabor e aroma dos seus frutos e pelas suas propriedades medicinais, sendo muito
consumida pelas populagdes nativas e usada na medicina popular para curar
diversas enfermidades. O objetivo desse estudo descritivo/exploratério foi avaliar as
propriedades potencialmente funcionais e antiproliferativas de seus compostos
volateis. Os frutos séo relativamente pequenos, com coloragcdo amarelo intenso,
medianamente acidos (pH 4,33), doces (14 °Brix), ricos em compostos fendlicos
totais (616,90 mg EAG.100g™) e &cido L-ascorbico (1773,95 mg.100g™) e com alto
potencial antioxidante (72,18 % de inibicdo). Entre os compostos fendlicos
individuais destaca-se a presenca da epicatequina (339,70 mg.100g™), do é&cido
gélico (155,86 mg.100g?) e do &cido elagico (7,04 mg.100g™?). Os extratos
apresentaram atividade antiproliferativa contra as linhagens de células tumorais de
adenocarcinoma de mama (MCF-7) e também protegeram as células de levedura
nos ensaios da atividade antioxidante in vivo. A presenca de compostos do grupo
dos terpenos € intensa na composicao de volateis. Assim, a guabiroba mostra-se um
fruto com grande potencial para ser explorado, necessitando de estudos mais

aprofundados para os potenciais identificados.

Palavras-chave: guabiroba, compostos volateis, acido L-ascorbico, atividade

antioxidante, compostos fendlicos, antiproliferativa
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1. Introducéo

Embora o Brasil abrigue o maior bioma vegetal do planeta, com 55 mil
espécies de plantas superiores (22% de todas as espécies ja descritas), sendo 25%
delas endémicas, o0 numero de espécies domesticadas ou exploradas para a
producdo de frutos ou derivados ainda € baixo (aproximadamente 150 espécies)
(Giulietti et al., 2005). Além disso, ainda ha dificuldades para a domesticacao,
multiplicacdo e adaptacdo desses gendtipos para transforma-los em cultivos
comerciais, também em funcdo da elevada perecibilidade dos frutos. Mesmo para
cultivos explorados e ou domesticados existe limitado conhecimento sobre as suas
caracteristicas fisico-quimicas, potenciais biolégicos e funcionais, exceto o saber
popular (Boscolo et al., 2005; Silva et al., 2008; Clerici et al., 2011; Tajkarimi et al.,
2011). A caracterizacdo desse potencial fisico-quimico leva a valorizacdo de
espécies locais, como é o caso da guabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg.),
uma espécie nativa amplamente distribuida na América do Sul e encontrada em
maior abundancia no Brasil, Paraguai e Argentina. De modo geral, essa espécie
floresce entre setembro e novembro, com o amadurecimento dos frutos ocorrendo

entre outubro e dezembro (Silva, et al. 2009).

Os frutos da guabirobeira tém coloracdo amarela, com sabor equilibrado
doce-acido (Alvarez-Herrera et al., 2009), aroma pronunciado quando estéo
maduros, podendo ser consumidos na forma in natura ou processados (Freitas, et.
al., 2008, Santos, et. al., 2009, Duarte et al., 2011; Oliveira, et. al., 2011). A colheita
deve ser realizada quando os frutos estdo completamente maduros, tendo em vista
gue em estddios menos avancados, além do excessivo sabor acido, os frutos

manifestam elevada adstringéncia e pungéncia (Vallilo et. al., 2008; Silva et. al.,
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2009). Porém, ao se realizar a colheita das guabirobas maduras, a conservabilidade
como fruto in natura é baixa, de 2 a 3 dias (Alvarez-Herrera et al., 2009, Alvarez et

al. 2009).

As poucas informacdes sobre o género Campomanesia concentram-se em
estudos com partes vegetativas da planta. Por exemplo, infusdes preparadas com
folhnas sdo comumente usadas como depurativos, antidiuréticos, purificadores do
sangue, antirreumatico e para baixar o teor de colesterol (Ballvé et al., 1995). Além
de atividade anti-Ulcera apresentada pelo extrato alcodlico das folhas (Markman et
al., 2004), Fernandes e Vargas (2003) demonstraram o potencial mutagénico e
antimutagénico de extratos aquosos de folhas da C. xanthocarpa em testes com
salmonela, onde observaram sinais de atividade mutagénica de insercao/delecao

(frameshift), em cepas TA97a de salmonela sem metabolismo exdgeno (fracao S9).

O tratamento de ratos obesos com a infusédo de folhas de C. xanthocarpa
levou a uma diminuicao significativa da massa corporal, assim como a reducao da
glicemia (Biavatti et al., 2004). Dickel et al. (2007) citaram que a infusdo de folhas da
C. xanthocarpa € popularmente usada para reduzir a massa corporal pela populacéao

de Porto Alegre/RS, Brasil.

Schmeda-Hirschmann (1995) relataram a presenca de compostos flavonoides
como a gquercetina, miricetina, quercitrina e rutina. Markman et al. (2004), citam a
presenca de saponinas e taninos. Em sua composicdo, os 6leos essenciais
provenientes de suas folhas, se destacam a presenca de E-nerolidol (28.8%) e
linalool (17.2%) (Limberger et al., 2001), e baixos teores de mono e sesquiterpenos
(Vallilo et al., 2004; Vallilo et al., 2006a,b; Coutinho et al., 2008). Bonilla et al. (2005)

relataram em seus estudos o isolamento de trés pigmentos amarelos, denominados
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champanonas (B-tricetonas), a partir das sementes de C. lineatifolia. Terpenos foram
identificados em extratos para volateis a partir da polpa, casca, folhas e sementes de
C. lineatifolia, obtidos por extracdo liquido-liquido de maneira continua de pentano /

diclorometano (1:1) (Osoério et al., 2006).

Em pesquisa exploratéria preliminar, nossa equipe verificou que esse fruto se
caracteriza pela riqueza em compostos relacionados ao metabolismo secundario,
envolvidos em sistemas antioxidantes e potencialmente participantes em
propriedades funcionais e sensoriais dos frutos (Zaicovski, 2008). Esses aspectos
sao importantes, pois é sabido que as espécies reativas de oxigénio e radicais livres
séo fortes indutores do desenvolvimento de doencas decorrentes do envelhecimento
celular, mutagéneses, carcinogéneses, doencas cardiovasculares, diabetes e
neurodegeneracdo (Wu & Ng, 2007). Para a prevencao desses disturbios duas vias
de protecao sdo ativadas em organismos autotréficos e heterotroficos: a) ativacéo do
sistema antioxidante enzimatico; e/ou b) consumo ou sintese de compostos
antioxidantes. Neste segundo caso, compostos fendlicos (flavonoides,
isoflavonoides, éacidos fendlicos, ligninas), acido ascoérbico e carotenoides tém

destaque na protecéo a oxidacao celular (Shukla, et al., 2009).

Além de antioxidantes, os compostos fendlicos podem exibir outras funcdes
biolégicas, como atividade antimicrobiana, anticarcinogénica e antiproliferativa
(Thitilertdecha, et al., 2008). Propriedades antimicrobianas tém sido atribuidas aos
compostos fendlicos, importantes no prolongamento da vida de prateleira dos
alimentos, para inibicdo do crescimento de microrganismos (Dung, et al., 2008).
Para a maioria dos estudos ha uma correlagcdo positiva entre o teor de compostos

fendlicos e de &cido L-ascorbico com o potencial antioxidante dos frutos (Liu et al.,
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2002; Meyer set al., 2003; Bao et al., 2005; Serrano et al., 2005; Thitilertdecha, et al.,
2008.), podendo (Medina et al., 2011) ou ndo haver correlagdo com as respostas a
atividade antiproliferativa de células de cancer ou bacterianas (Liu et al., 2002;
Meyer et al., 2003). Entretanto, pela amplitude de estudos nessa teméatica, tem sido
demonstrado que, em geral, os frutos mais ricos em compostos de metabolismo
secundario sdo os que proporcionam melhores respostas bioldgicas, seja em
ensaios frente a proliferacdo de células tumorais (Weston, 2010), ou bacterianas

(Souza-Moreira, et al., 2011) ou animais (Alonso-Castro, et al., 2011, Dembitsky, et

al., 2011).

Em muitos casos, os frutos com acelerado metabolismo priméario de consumo
sdo caracterizados por uma maior sintese de compostos do metabolismo
secundario, resultando em frutos com maior valor nutricional e funcional (Badjakov et
al., 2008; Szajdek et al., 2008; Puerta-Gomez et. al., 2011). Neste estudo, parte-se
da hipdtese de que os frutos provenientes de plantas em seu ecossistema nativo,
conhecido por ser indutor de estresses abidticos e bidticos moderados, possam
expressar teores elevados de compostos com propriedades potencialmente
funcionais (antioxidantes), sensoriais (compostos volateis) e antiproliferativas

(células tumorais).

O objetivo geral do estudo foi caracterizar frutos de C. xanthocarpa, com
destaque para a composicao fisico-quimica basica, em fitoquimicos e em potenciais

propriedades funcionais e antiproliferativas.
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2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal

Foram utilizados frutos de guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa O.
Berg.), colhidos em plantas com idade média estimada de 15 anos, localizadas nos
municipios de Crissiumal (28°29'58"S, 55°53'48"W, altitude 410m), exsicata 23958 e
23959, Boa Vista do Burica (28°20'05"S, 55°53'57"W, altitude 291m), exsicata 23960
e 23961 e Pelotas (32°19'35"S, 53°33'27"W, altitude 60m), exsicata 23962 e 23963,
entre novembro e dezembro de 2007 e 2009. A confirmacgéo botanica da espécie foi
realizada a partir da avaliacdo morfolégica dos ramos, folhas, flores e frutos (PhD
Raquel Duque, IB-UFPel). As exsicatas foram depositadas no herbario da UFPel
(Pelotas/RS-Brasil). Os frutos foram colhidos no estadio maduro, congelados em
nitrogénio liquido e mantidos em ultra-freezer a — 80 °C até a realizacdo das

analises. A figura 1 mostra a arvore e o fruto da guabiroba.

2.2Reagentes e Padroes Cromatograficos

O acido L-ascorbico, etanol, acetona, DPPH, Folin-Ciocalteau, acido galico,
meio de cultura, foram adquiridos da Roth (Karlsruhe, Alemanha), e o metanol e o
acido acético da J.T. Baker (Deventer, Paises Baixos). Os padrdes do acido elagico,
do é&cido p-cumarico e do &cido ferdlico foram adquiridos da Fluka (Steinheim,
Alemanha). A epicatequina foi adquirida da Extrasynthese (Genay, Franca). O acido

galico foi adquirido da Aldrich (Steinheim, Alemanha).
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2.3Métodos

2.3.1 Analises fisico-quimicas

A caracterizacdo fisico-quimica geral dos frutos (apés remocdo das
sementes) foi feita da polpa em 6 gendtipos através da andlise de: teor de solidos
solluveis, acidez titulavel, pH, cor, acido L-ascérbico, compostos fendlicos totais e
individuais, carotenoides totais, antocianinas totais e capacidade antioxidante pelo
método do DPPH. A partir desse estudo descritivo inicial, que demonstrou tratar-se
de um fruto rico em compostos com potencial fitoquimico, aprofundou-se a pesquisa
identificando os principais compostos volateis mediante uma amostra média dos
genotipos. Além disso, foi escolhido o gendtipo com os maiores teores de compostos
fendlicos totais para o teste in vivo da atividade antioxidante e, para o ensaio in vivo,
testando o potencial antimicrobiano de extratos de guabiroba frente as linhagens de

células 3T3 (fibroblastos), MCF-7 (cancer de mama).

2.3.2 Coloracao da casca e da polpa

A cor da casca foi medida em dois pontos opostos na regidao equatorial de
cada fruto e a cor da polpa em dois pontos diferentes para cada fruto, usando o
colorimetro Minolta Chorma Meter, modelo CR-300 (Konica Minolta Sensing, Inc.).
Os resultados foram expressos nas coordenadas CIE-L*, a* e b*, e angulo hue (h° =

tan™ b*/a*) (McGuire, 1992). Para cada amostra foram utilizados 20 frutos.

2.3.3 Solidos soluaveis (SS), acidez titulavel (AT), e pH

Os teores de SS foram determinados por refratometria e os resultados
expressos em °Brix. A AT e o pH foram medidos diretamente a partir do suco

extraido por maceracdo e centrifugacdo (10.000 g x 15 min x 4 °C). A AT foi
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determinada por titulacdo e os resultados expressos em gramas de acido
citrico.100g™ de matéria fresca (mf). O pH foi medido com um pHmetro digital

(HANNA instruments, modelo HI 221) calibrado com as solugfes tampédo pH4 e 7.
2.3.4 Carotenoides totais

Dez gramas de polpa foram pesados e macerados com nitrogénio liquido,
incubados por 15 minutos em 20 mL de acetona 80% (v/v) e filtrado (a extracéo foi
repetida 3 vezes). O filtrado foi centrifugado (10.000 g x 15 min x 4 °C) e o
sobrenadante elevado 40 mL com acetona. A absorbancia foi medida a 647, 663 e
470 nm em um espectrofotdmetro UV/Vis Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech). Os
carotenoides totais foram determinados através da equacdo descrita por

Lichtenthaler (1987) e expressos em ug.g ™ de matéria fresca (mf).
2.3.5 Antocianinas totais

Dois gramas de polpa foram pesados e macerados em nitrogénio liquido,
incubados com 50 mL de etanol acidificado (0,01% HCI v/v), que foi colocado no
escuro por 1 hora e a solugéo foi agitada em intervalos de 5 min. Depois, a solucéo
foi centrifugada (10.000 g x 15 min x 4 °C). As leituras de absorbéancia foram
realizadas em um espectrofotbmetro UV/Vis Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech), a
520 nm. O espectrofotébmetro foi zerado com etanol acidificado (0,01% HCI v/v). Os
resultados foram expressos em g de cianidina-3-glucosideo por 100 g matéria fresca

(mf).
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2.3.6 Acido L-ascérbico

Cinco gramas do fruto foram pesados e macerados em nitrogénio liquido, e
adicionados de 30 mL de uma solucdo gelada (4 °C) de acido metafosférico ( 4,5%
m /v em agua). A mistura foi mantida a temperatura de 4°C por 1 hora na auséncia
de luz. A solucgéo foi filtrada e o volume obtido centrifugado (10.000 g x 10 min x 4
°C). O sobrenadante foi filtrado através de uma membrana Durapore 0,45 um. Do
filtrado, 25 uL foram injetados em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) da Shimadzu, equipado com uma coluna de fase reversa RP-18
(4,6 cm x 150 mm x 5 pm), e com injetor automatico. A fase moével foi composta pelo
solvente A, agua ultra pura:acido aceético (99,9:0,1 v / v) e solvente B, metanol
100%. O gradiente de eluicdo comecou com 100% do solvente A, seguindo uma
reducéo linear até 98% aos 5 min, mantido nessa condi¢cdo por 2 min e retornado as
condicBes iniciais, perfazendo um tempo de eluicdo de 12 min por amostra,
seguindo a metodologia adaptada de Vinci et al. (1995) e Ayhan et al. (2001). O
fluxo adotado foi de 0,8 mL.min™, a temperatura do forno da coluna mantido a 25 °C
e o detector UV ajustado a 254 nm. A identificacdo foi realizada comparando os
tempos de retencdo para o padrdo de acido L-ascorbico. A quantificacéo foi feita o
padrdo externo do acido L-ascérbico e os resultados expressos em mg 100 g*

matéria fresca (mf).
2.3.7 Atividade antioxidante (in vitro e in vivo)

O potencial antioxidante foi determinado utilizando os método de sequestro do
radical DPPH, descrito por Brand-Williams et al. (1995). Cinco gramas de polpa
foram pesadas, maceradas em nitrogénio liquido e centrifugadas (10.000 rpm x 15

min x 4 °C). O sobrenadante foi guardado a 4 °C e no escuro. Para a reacgéo, 0,1 mL
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de extrato foram adicionados a 3,9 mL da solugdo de DPPH em metanol (100 mM)
(Sigma—Aldrich, Saint Louis, MO, USA). A solucéo foi agitada e mantida abrigada da
luz até o momento da leitura. Para o controle foi utilizado agua e metanol. Ensaios
preliminares foram realizados para determinar as condi¢des ideais para a reacéo
(diluicdo do extrato e tempo), indicando que uma diluicdo de 100 vezes seria a
adequada. A capacidade se sequestrar radicais livres foi expressa em percentual
(%) remanescente do radical DPPH apds 1 min de reagéo. Para efetuar o célculo foi
utilizada a seguinte equacao:

% Inibigcdo = (Absorbéncia do Controle — Absorbéncia da Amostra) x 100
Absorbéncia do Controle

2.3.8 Compostos fendlicos

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada segundo o método descrito
por Souza et al. (2008). Dez gramas de polpa foi pesada, macerada na presenca de
nitrogénio liquido; incubada com 20 mL de agua deionizada e agitada em um
agitador orbital (200 rpm x 1 h), em temperatura ambiente (20 £ 3°C) e no escuro. A
solucdo foi centrifugada (10.000 rpm x 15 min x 4 °C), o sobrenadante foi
concentrado e o volume final foi ajustado para 10 mL com &gua deionizada. A
determinacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada segundo o método
descrito por Dewanto et al. (2002). Ao volume de 125 pL da amostra foi adicionado
500 yL de agua deionizada e 500 uL do reagente Folin Ciocalteau (2 M) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). A solucéo foi deixada em repouso por 6 min em
ambiente escuro e foi adicionado 1,25 mL de carbonato de sodio (7% m/v) e 1 mL de
agua deionizada para ajustar o volume final a 3 mL. A solugédo foi deixada em

repouso por 90 min a temperatura ambiente (20 = 3°C) e no escuro. A absorbancia
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foi medida no comprimento de onda 760 nm em um espectrofotometro UV/Vis
Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech), usando &gua deionizada como amostra em
branco. Os resultados dos compostos fendlicos totais foram expressos em
1

miligramas equivalentes de acido gélico por 100 g de massa fresca (mg GAE 100 g

mf).

A quantificacdo dos compostos fendlicos individuais foi realizada em extrato
aquoso conforme descrito por Hakkinen e Torronen (2000) e Zambiazi (1997). Um
mililitro de cada extrato foi hidrolisado adicionando 35 mL de metanol acidificado
(HCI 15% v / v). A solucéo foi colocada em banho-maria a 35°C por 24 h, no escuro.
Apoés ela filtrada (Whatman n°l), foi concentrada (rotaevaporador a 40°C) e o
volume final foi completado com 10 mL com metanol. Os extratos foram
centrifugados (12.000 rpm x 10 min x 4 °C) e o sobrenadante foi filtrado através de
uma membrana Durapore 0,45 um. Do filtrado, 20 pL foi injetado em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da Shimadzu. A analise foi realizada
em equipamento Shimadzu 10AVP, equipado com uma coluna de fase reversa
Shim-Pak CLC-ODS (3,9 cm x 150 mm x 4 pm), com injetor automatico. A fase
mével foi composta do solvente A — agua ultra pura:acido acético (99,9:0,1v/v) e
solvente B — 100% metanol. O gradiente de eluicdo comecou com 100% A; seguindo
uma reducdao linear para 60% de A aos 25 min, mantido nessa condi¢do por 2 min,
subindo para 95% de A aos 37 min, e mantido nessa condicdo por 5 min, voltando
para as condicdes iniciais, perfazendo um tempo de eluicdo de 45 min por amostra.
O fluxo adotado foi de 0,9 mL.min*, a temperatura do forno da coluna mantido a 25
°C e o detector UV foi ajustado a 280 nm. Os compostos fendlicos individuais ((-)-
epicatequina, acido galico, acido elagico, acido ferulico e acido p-cumarico) foram

identificados pela comparacéo dos tempos de retencdo dos padrdes (Sigma—Aldrich,
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Saint Louis, MO, USA). Todos os compostos fendlicos individuais foram
guantificados usando padrdes externos e construindo suas respectivas curvas de
calibracdo (todos os padrbes foram dissolvidos em metanol) e os resultados

expressos em pg. 100g™* de matéria fresca (mf).

2.3.9 Atividade Antiproliferativa

A atividade antiproliferativa foi avaliada na linhagem de células tumorais
humanas MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e na linhagem de células nao tumorais
3T3 (fibroblastos embrionarios de ratos) utilizada como controle. As células foram
adquiridas do Banco Celular da Universidade do Rio de Janeiro/RJ. As células foram
cultivadas em monocamada (Monks et al., 1991). Em placas de poliestireno, apos 24
horas a 37 °C e 100 % de UR (umidade relativa) as células foram expostas durante
48 h aos extratos aquosos e etandlicos de guabiroba, em quatro diluicbes calculadas
em fungado do teor de compostos fendlicos totais (100 pg mL-1, 75 uyg mL-1, 50 pg
mL-1 e 25 uyg mL ), comparadas a um grupo controle. Foram realizadas trés
repeticdes técnicas para cada repeticdo biolégica. Apos o periodo de incubacao, nas
condicBes de 37 °C, 5 % de CO; e 100 % de UR, as células foram fixadas mediante
a adicdo de TCA (&cido tricloroacético) e incubadas em refrigerador a 4 °C durante 1
h. O ensaio colorimétrico foi realizado mediante a adicdo de solucdo de
sulforodamina B 0,4 % (p / v, com &cido acético a 1%) em cada uma das cavidades
da placa de cultivo. Essa placa permaneceu em repouso, em temperatura ambiente
(20 + 3°C), por 30 min, e posteriormente, a solucdo nado fixada foi desprezada
mediante lavagens com acido acético a 1 %. O corante fixado nas proteinas
celulares foi ressolubilizado com tampé&o Tris Base 10 mM (pH 10,0) sob agitagao,

em uma velocidade de 50 rpm, a temperatura ambiente, por um tempo de 5 min
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(Rubinstein et al., 1990; Skehan et al., 1990). A leitura da densidade Optica foi
realizada em espectrofotbmetro com leitor de placa ELISA, nos comprimentos de
onda de 492 e 560 nm (Itharat et al., 2004; Skehan et al., 1990). A medida da
viabilidade e sobrevivéncia celular, segundo Monks et al. (1991) foi expressa em
%T/C [(densidade éptica das células tratadas /densidade éptica do controle celular)

x 100].

2.3.10 Atividade antioxidante (in vivo)

A atividade antioxidante frente a um modelo bioldgico foi realizada utilizando a
linhagem haploide da levedura Saccharomyces cerevisiae XV 185-14C (MATq,
ade2-2, arg4-17, hisl-7, lysl-1, trp5-48, hom3-10), cedidas pelo Dr. R. C. Von
Borstel (Genetics Department, University of Alberta, Edmonton, AB, Canada) (Lopes
et al., 2004). O cultivo da linhagem S. cerevisiae XV185-14c foi realizado em meio
YPD solido contendo extrato de levedura (1 % m/ v), glicose (2 % m/ v), peptona (2
% m/ v) e agar (2 % m / v), todos adquiridos da Merck KGaA (Darmstadt,
Alemanha). Para a diluicdo da suspensédo celular foi empregada uma solucdo de
NaCl (Reagem) a 0,9% (m/v). Como agente de inducdo de oxidacdo foi utilizado
50mM de peréxido de hidrogénio, preparado imediatamente antes do uso, em agua
destilada deionizada e estéril. Para determinar a capacidade antioxidante, 2 x 10’
UFC.mL™* da linhagem XV185-14c foram tratadas com extratos de diferentes
diluicdes (1:1 até 1:10, extrato:agua), para determinar a maior concentracdo nao
citotOxica para 0s extratos. Para os extratos de C. xanthocarpa, as maiores
concentragfes nao citotoxicas para o extrato aquoso foi 1:6 e para o extrato
metanolico foi de 1:8. O acesso de guabiroba escolhido foi 0 23962, por apresentar

as maiores concentracoes de fendis totais. Nesse estudo a concentragdo de células
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de levedura foi de 2,21 x 10" UFC.mL™. A incubacdo na presenca do extrato foi
realizada a 28 °C por 2 h. A oxidacédo foi induzida com perdxido de hidrogénio (50
mM), preparado imediatamente antes do uso com agua estéril e adicionado apds os
extratos sendo incubadas a 28 °C por 1 h, sob agitacdo. Aliquotas foram diluidas em
solucéo salina e incubadas por 72 h a 28 °C em meio YPD. A viabilidade celular foi
determinada contando as colonias e comparando a contagem com o tratamento

controle gque foi considerado como tendo 100% de sobrevivéncia.

2.3.11 Compostos volateis (CG-EM)

Cinco gramas de polpa do fruto foram macerados e pesados em vial
"headspace" de 20 mL, acondicionado na plataforma de amostragem para incubacao
(250 rpm x 40 min x 40 °C), sendo a agitacdo 5:2 (agitando:parado), acoplada a um
sistema de cromatografia a gas Agilent Technologies 7890A (Agilent Technologies,
USA), acoplado a um espectrémetro de massas Agilent Technologies 5975C (CG-
EM) (Agilent Technologies, USA). Os dados gerados foram analisados utilizando o
software MSD Chemstation acoplado com uma biblioteca de espectros de massa
(NIST/2002). O CG é equipado com uma coluna capilar de polietileno glicol (PEG)
Zebron™ ZB-WAX (60 m x 250 pum x 0.25 pum) (Phenomenex,U.S.A.), com
temperatura programada em 35 °C por 15 min , 35 a 50 °C numa taxa de
aquecimento (TA) de 3 °C.min™, 50 a 110 °C numa TA de 4 °C.min™, 110 a 150 °C
numa TA de 5 °C.min?, 150 a 250 °C numa TA de 10 °C.min, permanecendo nessa
temperatura por 10 min. Foi utilizado hélio como gas de arraste no fluxo de 1,0295
mL.min. A temperatura do injetor 280°C e do detector 250°C. Para a extracao,
foram utilizadas duas fiboras SPME: CAR/PDMS (carboxen/polidimetilsiloxano) e

DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano), para a extragdo dos
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compostos voléteis do vial "headspace”. Com tempo de exposi¢cao de 30 min e 6 min

de desorcao no injetor.

2.3.12RMN

2.3.12.1 Pré-preparo da amostra

Aproximadamente 500 g de frutos foram liofilizados. Ao material liofilizado foi
adicionado igual volume de agua deionizada (100 g de fruto liofilizado + 100 mL
agua deionizada) e a mistura foi homogeneizada em Ultraturax (10000 rpm x 3 min).
O solucéao resultante foi centrifugada (10000 rpm x 10 min x 4 °C) e o sobrenadante
recolhido. Esse procedimento foi repetido trés vezes. O volume total do
sobrenadante recolhido foi aproximadamente 150 mL, o mesmo foi filtrado e eluido
através de uma coluna cromatografica (40 x 3 cm), preenchida com uma fase
estacionaria de XAD, pré-condicionada com 200 mL de metanol e agua deionizada
na proporcdo de 1:1. O volume eluido foi descartado. A coluna foi lavada com 200
mL de agua deionizada e o eluido descartado (expresséo repetida). Apoés foi feita
eluicdo dos compostos da fase estacionaria com aproximadamente 500 mL de
metanol, sendo o eluido recolhido e concentrado sob vacuo (SpeedVac®, + 5 h, < 40
°C) até o volume de 3 mL. Uma amostra desse concentrado foi preparada e injetado
25 pL em um sistema de cromatografia liquida acoplado a um espectrémetro de

massas (CL-EM/EM) para determinar a presenca de compostos nessa amostra.

2.3.12.2 Preparo da amostra para confirmacao do pico

Apoés a confirmacao da ocorréncia de picos no espectro de massas obtido a partir da
leitura cromatografica por CL-EM/EM, procedeu-se o preparo da amostra para o

isolamento dos seis principais picos identificados no cromatograma. Uma coluna
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RP18 foi pré-condicionada com acetonitrila e Agua deionizada na proporcao de 200
mL para 150 mL, respectivamente. Os 3 mL de amostra concentrada foram
dissolvidos com acetronitrila e &gua deionizada na propor¢édo de 500 uL para 500 pL,
respectivamente, e a solucdo colocada na coluna sobre a fase estacionaria. Para a
eluicdo da amostra foi utilizado agua deionizada e acetonitrila, comecando pela
proporcao de 90:10 e 50 mL de volume, seguindo-se para a proporgédo de 80:10,
sempre com intervalos de 10% e 50 mL de volume ate atingir a proporgcédo de
00:100. O volume eluido foi de aproximadamente 500 mL, recolhido em frascos de
15 mL, totalizando 35 fragbes. Uma amostra de cada fragcéo foi preparada e injetada
o volume de 25 pL em um CL-EM/EM para determinar a presenca de compostos nas
fracOes. Foram identificados picos no espectro de massas nas fracdes 14, 18-19, 23-

24, 26-27, 28-29, e 30-31.

2.3.12.3 Preparo da amostra apés confirmacgédo do pico

Essas fracdes (14, 18-19, 23-24, 26-27, 28-29, e 30-31) foram submetidas a um
novo fracionamento para melhorar o isolamento dos compostos. As fracdes a seguir
foram agrupadas aos pares conforme estdo descritas (18-19, 23-24, 26-27, 28-29, e
30-31) e cada par foi considerado uma Unica amostra isoladamente. As seis fracdes
resultantes foram concentradas sob vacuo (SpeedVac®, + 3 h, <40 °C) até o volume
de 1 mL. A amostra concentrada foi dissolvida com acetronitrila e agua deionizada
na proporcdo de 750 uL para 250 pL, respectivamente, e a solucdo colocada na
coluna sobre a fase estacionaria RP18 pré-condicionada com acetonitrila e agua
deionizada na propor¢cao de 200 mL para 150 mL, respectivamente. Para a elui¢do
da amostra foi utilizado dgua deionizada e acetonitrila, come¢ando na proporcao de

90:10 e no volume de 50 mL, seguindo-se para a proporgédo de 85:15, continuado
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com intervalos de 5% e volume de 50 mL ate atingir a propor¢édo de 50:50 de 4gua
deionizda:acetonitrila. O volume eluido foi de aproximadamente 500 mL, recolhido
em frascos de 15 mL, totalizando 35 fragdes. Uma amostra de cada fragdo foi
preparado e injetado 25 pL em um CL-EM/EM para determinar em qual fracdo se

encontrava 0 composto.
2.3.12.4 Preparo da amostra para RMN

Identificadas as fragdes com a presenca dos compostos, elas foram novamente
concentradas sob vacuo (SpeedVac®, + 3 h, < 35 °C). As amostras foram
dissolvidas com metanol D4 (grau de deuterizacdo min. 99,8 % para espectroscopia
RMN da Roth) e metanol D4 (grau de deuterizacdo min. 99,8 % + TMS para

espectroscopia RMN da Aldrich) até atingir 4 cm em varetas para leitura de RMN.
2.3.12.5 Espectrometriade NMR

As amostras foram dissolvidas em tetradeuterometanol (MeOD4) contendo
tetrametilsilano 0,03% (TMS). Foram feitas as leituras unidimensional (*H e **C) e
bidimensional (HMBC). Analises de RMN foram realizadas utilizando um
espectrometro Bruker DMX-400 Avance lll (Bruker, Rheinstetten, Alemanha). As
frequéncias utilizadas no espectrémetro foram 500 Hz e 125 Hz para a determinacéo
de deslocamentos quimicos dos nucleos de 'H e *C, respectivamente. Estes
deslocamentos quimicos determinados usando TMS como padrdo interno na
dimensado préton e do sinal de carbono de MeOD4 na dimensdo de carbono. A
avaliacdo dos dados espectrais de RMN foi feito usando o software MestReNova

(www.mestrelab.com).
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As leituras de confirmacdo da presenca dos compostos foram efetuadas em um
sistema de cromatografia liquida Agilent 1100 HPLC, equipado com uma bomba
quaternaria (Agilent 1100) e um detector de arranjo de diodos (Agilent 1100) (
Agilent, Waldbronn, Alemanha), acoplado a um espectrometro de massas Bruker
Esquire 3000 plus (Bruker, Bremen, Alemanha). Foi utilizada uma coluna Eurospher
C18 (5 pm, 10 cm x 2 mm) (Grom Analytik & HPLC GmbH, Rottenburg, Alemanha).
Para a fase movel foi utilizado o gradiente de 0% acetonitrila e 100% de agua
(acidificada com &cido formico 0,05%) para acetonitrila 50% e 50% de agua &cida
aos 50 min, seguindo por 20 min até 100% acetonitrila, permanecendo por 10 min
nessas condi¢des, voltando para as condi¢des iniciais em 5 min. A vazao utilizada

foi de 0,2 mL.min™". O comprimento de onda para detecc&o foi de 280 nm.

2.3.13 Analise Estatistica

As meédias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
usando o programa Statistix 9 (Tallahassee, FL, USA). Os dados em porcentual
foram normalizados, segundo a equacédo f (x) = arco seno Vx antes da andlise

estatistica.

Resultados

Descricao

O peso médio dos frutos variou entre 6,75 e 10,86 g. Os valores de L*
(luminosidade) para a casca variaram entre 48,65 e 62,07 e na polpa entre 48,59 e
52,98. Os valores de a* (cromaticidade — verde a vermelho) ficaram entre 17,77 e
23,04 para a casca e 10,41 a 13,81 na polpa. Para os valores de b* (cromaticidade —

azul a amarelo), a variagdo na casca foi de 41,03 a 58,04 e de 39,94 a 43,82 na
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polpa. Os valores de Hue (angulo hue) variaram de 62,96 a 72,89 e de 72,83 a 76,46

para casca e polpa, respectivamente (Tabela 1).

As guabirobas caracterizaram-se como frutos medianamente &cidos, com pH
variando entre 4,10 e 4,58 e acidez total entre 0,30 e 0,48 % de &cido citrico, e
relativamente ricos em soélidos soluveis totais, entre 12,68 e 15,57 °Brix (Tabela 2). O
teor total de carotendides, entre 32,19 e 72,19 pg.g™ B-Caroteno e o teor de
antocianinas totais, entre 3,24 e 11,68 mg.100g™. Contrastando com esses dados,
os teores de compostos fendlicos totais e de acido L-ascérbico foram,
respectivamente, entre 431,60 e 813,70 mg EAG.100g" e 809,10 e 3243,30
mg.100g™. A atividade antioxidante, mensurada pelo método de sequestro do radical
DPPH, havendo percentuais de reducao acima de 57% apds 1 min de reacdo, com

os valores variando entre 57,48 e 91,0%.

A semelhanca do observado para o teste de atividade antioxidante
mensurado pelo DPPH (Tabela 2), os testes in vivo (Tabela 5), contra S. cerevisiae
XV185-14c, confirmaram que se trata de um fruto com propriedades protetoras
frente a oxidacdo. Os extratos proporcionaram uma significativa protecéo das células

eucariotas frente a acao de potente oxidante, o perdxido de hidrogénio.

Entre os compostos fendlicos individuais avaliados (Tabela 3), os majoritarios
foram a epicatequina com os teores variando de 197,74 a 576,04 mg 100g™, e o
acido galico, que variou de 82,20 a 305,08 mg.100g™, e em menor concentracdo o
acido elagico, variando os seus teores de 0,01 a 12,36 mg.100g™, o &cido ferdlico
variou os seus teores de nd a 4,10 mg.100g™, e para o p-cumarico, os teores

variaram de nd a 1,55 mg.100g™. Esse conjunto de dados mostra que o fruto da
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guabiroba é rico nesses compostos quando comparado ao aracd (Medina et al.

2010).

Ao se testar os extratos de frutos de guabiroba na atividade antiproliferativa
de células de cancer MCF-7, verificou-se que ha uma reducdo de células viaveis
quando se usam extratos nas concentragbes crescentes de 25 a 100 pg.mL™
(Tabela 4 ), obtendo-se uma resposta dependente da concentragdo. Os mesmos
extratos frente a linhagem de células de fibroblastos (3T3), os extratos com maior

concentracéo (100 pg.mL™) reduziram o percentual de células viaveis.

Foram detectados 36 compostos volates na avaliacdo por headspace desses
compostos nos frutos. O grupo com maior destaque foi o dos terpendides (mono e
sequiterpenos), com a presenca menor de ésteres e alcoois (Tabela 6). Dentre os
terpenos destaca-se a presenca de cariofileno e limoneno. Houve uma pequena

variacao na deteccdo em funcao da fibra utilizada.

O fracionamento cromatografico dos extratos metandlicos dos frutos da C.
xanthocarpa culminou com o isolamento e elucidacdo de quatro estruturas das
fracbes 18-19 (acido abscisico), 23-24 (7-hidroxi-6-metil-5-metoxiflavanona), 26-27
(2,4-diidroxi-3-metil-6-metoxichalcona) e 30-31 (2,4-diidroxi-3,5-dimetil-6-
metoxichalcona) (Figura 2). Das fracdes 14 e 28-29 ndo foi possivel a elucidacao
dos compostos presentes. As estruturas foram elucidas por métodos
espectroscopicos, em particular RMN 1H 13C, 1D e 2D. Das estruturas isoladas,

todas ja haviam sido descritas na literatura.
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2.4Discussao

Popularmente, frutos, folhas e casca da guabiroba sdo recomendados e
usados por apresentarem “propriedades medicinais”. Porém, poucas sdo as
comprovacbes cientificas desse fato (Ballvé et al., 1995; Markman et al., 2004;
Biavatti et al., 2004; Dickel et al., 2007), tampouco se tem uma caracterizacao fisico-
guimica desse material. Por isso, realizou-se essa pesquisa, inicialmente descritiva,
visando caracterizar esse fruto, que tem como centro de origem a América do Sul,

especialmente em regides de clima subtropical e temperado (Silva, et al. 2009).

O conjunto de dados para o peso e coloracao (Tabela 1), indica que se trata
de frutos relativamente pequenos, assemelhando-se a pequenas goiabas, com
coloracdo amarelada, tanto na casca como na polpa (Alvarez et al. 2009, Alvarez-

Herrera et al., 2009).

Os frutos de guabirobas em ecossistema nativo sdo caracterizados por
elevados teores de SS e mediana acidez, 0 que, em geral é interessante para o
equilibrio gustativo, bastante apreciado nesse fruto. Entretanto, ha que se considerar
gue o pH, entre 4,00 e 4,68, enquadra esse fruto numa faixa critica para o
processamento térmico, caso haja necessidade de processamento térmico ou
formacédo de géis, tendo em vista que, na maioria dos casos havera necessidade de
aumento da acidez, pela adicdo de &cido organico exdgeno. Também se
demonstrou que € um fruto altamente rico em compostos fendlicos totais, com
valores de até 813,70 mg EAG.100g" quando comparado a goiaba (159,8 mg
EAG.100g%), maméao (88,1 mg EAG.100g™) e a manga (59,8 EAG.100g™) (Oliveira
et al. 2011) (Tabela 2). Além disso, os resultados mostraram altos teores de acido

ascorbico, atingindo valores de até 3242,30 mg.100™. Sdo poucos os frutos que
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apresentam essa caracteristica. Como exemplos de frutos ricos nessa molécula tem-
se a acerola (1357 mg.100g™), a camu-camu (1882 mg.100g™) (Rufino et al., 2010)
e o kiwi com valores de até 163 mg.100g™ (Rassam e Laing, 2005). O fato de os
frutos de guabiroba apresentarem elevados teores de compostos fendlicos e de
acido L-ascérbico provavelmente seja a causa do elevado potencial antioxidante
avaliado pelo método do DPPH (Tabela 2). Houve reducdo de mais do que 50%
desse radical, ap6s 1 min de reagcdo com um extrato 10x mais diluido do que a
maioria dos trabalhos publicados (Brand-Williams, 1995, Oliveira et al. 2011). Esse
comportamento pode ser explicado principalmente pela elevada concentracédo de
acido L-ascorbico nesses frutos, molécula conhecida como altamente redutora do
radical DPPH (Brand-Williams). Em funcéo disso, o0 método de DPPH néao € o mais
recomendado para monitorar o potencial antioxidante desse fruto. Além disso,
destaca-se que ha diferencas significativas entre os acessos, sem poder-se atribuir a
uma causa especifica, por se tratar de plantas ainda ndo domesticadas. Essa
variagdo ampla € comum quando sdo avaliados produtos provenientes de acessos
com significativa variabilidade genética, como foi o caso do araca caracterizados por
Medina et al (2011) no mesmo bioma. Fato similar foi observado em 18 frutos
nativos de clima tropical e equatorial do Brasil (Rufino et al., 2010), assim como em

100 frutos nativos da india (Fu et al., 2010).

Ao se avaliarem os principais compostos fendlicos, houve predominancia de
epicatequina (576,04 mg.100g™ mf), acido galico (305,08 mg.100g™* mf) e &cido
elagico (12,36 mg.100g™® mf), nessa ordem. Ocorreu uma grande variabilidade
gualitativa e quantitativa destes compostos entre diferentes espécies frutiferas
(Reynertson et al., 2008; Rufino et al., 2010). A guabiroba pode ser classificada

como um fruto rico nesses compostos devido aos altos teores. Destaca-se a
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presenca de &cido elagico de até 12,36 mg.100g™ mf, como fator positivo para esse
fruto, porque esse composto apresenta propriedades funcionais (Wattem e Shetty,
2005). Com o intuito de ilustrar essa variabilidade, em frutos nativos da América do
Norte, Pande (2010), identificou que a predominéncia de acidos fendlicos nos frutos
foi o &cido gélico (1,5 a 6,4 mg.100g™* mf) e o &cido elagico (0,2 a 33,8 mg.100g™
mf), e o flavondide mais abundante foi a catequina (12,2 a 37,8 mg.100g™ mf).

(Wattem e Shetty, 2005, Reynertson et al., 2008; Rufino et al., 2010)

Buscando colocar em evidéncia potenciais propriedades in vivo, também
foram testados os extratos frente a células eucariotas submetidas a estresse
oxidativo. Desse ensaio, verificou-se que, efetivamente, o extrato aquoso de frutos
de guabiroba protege as leveduras da oxidagcédo por peroxido de hidrogénio. Esse
nivel de protecdo também foi obtido com frutos de araca (Medina et al., 2011),
embora esses tivessem baixissimos teores de acido L-ascorbico. Alem do potencial
antioxidante, foi verificado que o0s extratos aquosos de guabiroba reduzem o
percentual de células viaveis da linhagem MCF-7. Esse aspecto € importante, pois
indica que esse extrato contém moléculas capazes, ndo so6 de reduzir a proliferacéo,
mas também de reduzir a populacdo de células causadoras de cancer de mama
cultivadas in vitro. No entanto, deve-se considerar que, nas doses acima de 75
pug.mL?, houve citotoxicidade, comprovada pela reducdo de células vidveis de
fibroblastos (3T3) (Baliga et al. 2011). Isso demonstra que 0s extratos de guabiroba
apresentam um poder antiproliferativo frente as células de cancer MCF-7, mas em
dosagens elevadas (acima de 75 pg.mL™) sdo citotéxicos, reduzindo o percentual de

células de fibroblastos.
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Cardoso et al.,(2010), trabalhando com 6éleo essencial extraido das flores de
C. xanthocarpa e analisado por CG e CG-EM, identificou 34 compostos , sendo o

ledol o composto majoritario (18,90%).

Limberger et al. (2001), trabalhando com 6leo essencial de algumas espécies
do género campomanesia, demonstrou a presenca dos sesquiterpenos espatulenol
(27,7%) e do 6xido de B-cariofileno (29,0%) em C. guazumifolia; o biciclogermacreno
(13,6%) e o globulol (10,8%) em C. rombea e o {E}-nerolidol (28,8%) em C.

xanthocarpa.
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Tabela 1. Peso dos frutos (g), cor da casca e polpa (CIE L*, a*, b* e angulo hue) de guabiroba
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Cor da Casca Cor da Polpa
Gendétipo Peso L a b Hue L a b Hue
23958 10,862 50,40 22,41% 43,49 62,96° 48,95 12,592 43,22% 73,71
23959 10,322 52,31° 23,042 45,68° 63,22 52,98° 10,41° 39,94° 75,26%
23960 6,75° 48,65° 18,59° 41,03° 65,64 48,79° 13,812 44,80° 72,83°
23961 7,96° 52,30° 19,91 45,45° 66,41° 48,59° 13,022 42,46% 72,86°
23962 8,02 62,072 17,77° 58,04 72,892 51,54 11,99 42 56% 74,21%¢
23963 7,43° 49,42° 21,70% 43,42% 63,42 52,82% 10,46° 43,82 76,462

* Medias seguida da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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Tabela 2. Caracterizacdo de pH, sdlidos sollveis, antocianinas totais, carotenoides totais, fendis totais, acido L-ascorbico,

atividade antioxidante em frutos de guabiroba

Genotipo pH sst AT? Ant.T® cT* FT° Ac L-asc®  AA’(DPPH)
23958 4,24% 13,73 0,44° 3,24°¢ 72,192 763,82 809,10° 57,48°
23959 4,40% 14,29%° 0,40° 5,83 47,24° 638,6° 3243,30° 69,77°
23960 4,522 13,15 0,33 7,46° 50,38" 505,8° 1606,50" 91,00?
23961 4,582 12,68° 0,30° 4,47 48,59° 431,6° 2153,00° 84,72°
23962 4,10° 14,60% 0,48° 11,682 37,86° 813,72 914,20° 66,33
23963 4,13° 15,572 0,31° 5,32 32,19° 548,0°° 1917,60° 63,83

*Medias seguida da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).

sSélidos sollveis expressos em ©Brix

Acidez titulavel expressa em % equivalente de acido citrico por 100g™ mf

®Antocianinas totais expressas em mg de cianidina-3,5-glucosideo por 100g™ mf

“Carotendides totais expressos em pg de B-Caroteno por g’ mf.

°Fenois totais expressos em mg de equivalentes de &cidos galico (EAG) por 100g™ mf

®Acido L-ascorbico expresso em mg de &cido L-ascérbico por 100g™ mf

"Atividade antioxidante expressa em % de inibicao do radical DPPH em 1 min de reacao.



Tabela 3. Compostos fenéis individuais (mg.100g™) em frutos de guabiroba

Genotipo (-)-epicatequina Ac. gélico Ac. elagico Ac. ferulico Ac. p-cumarico
23958 463,90° 129,29¢ 0,01° 2,05 0,57°
23959 314,90° 158,15" 10,752 1,57 0,43°
23960 212,26° 82,20° 12,362 2,29% 1,552
23961 273,28° 133,62° 5,11° 0,65 1,442
23962 576,042 305,082 7,29° nd nd
23963 197,74 126,85¢ 6,71° 4,10° 0,09°

*Medias seguida da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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Tabela 4. Efeito antiproliferativo de extratos aquosos e etandlicos de guabiroba testados a 100, 75, 50 e 25 ug.mL™ frente a células

cancerosas humanas MCF-7 (mama) e fibroblastos embrionarios de ratos 3T3

Sobrevivéncia (%)

Tratamentos Concentracao Extratos 3T3 MCF-7
agua 97,87% 98,69°
Controle 0 etanol 98,392 08 39%
1 agua 88,96% 51,23
100 pg.mL etanol 85,65 53,25%
] agua 95,322 66,831
75 pg.mL* etanol 93,212 63,54
C. xanthocarpa , ’ ’
50 ua.mL-t agua 99,23 71,26
HO- etanol 98,09 72,36°
] agua 98,31% 96,381
25 ug.mL? : :
Hg-m etanol 98,23? 93,56°

*Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).



Tabela 5. Atividade antioxidante de extratos de guabiroba frente a S. cerevisiae XV185-14c
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Tratamentos

% de Sobrevivéncia

Agua 98,00a
HzOz 50 mM 42,670
Extrato aquoso (50 pg.mL™) 84,33b
Extrato metandlico (50 pg.mL™) 84,00b

*Medias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).



Tabela 6. Compostos volateis em frutos de guabiroba
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. Fibra SPME
R.T. Compostos m/z abundancia match Rmatch Probab CAR/PDMS _ DVB/CAR/PDMS
8.5 Ethyl acetate 43(100), 29 (21), 61 (19), 70 (14), 45(14), 73 (6), 61(17), M"88 (5) 891 936 96.5 M X
10.35 Ethanol 29(<1), 31(100), 45(12), M*46(1), 940 959 97.4 X
12.03  3-Pentanone 57(100), 29(45), 43(16), 207(13), 31(11), 45(9), 41(5), 69(5), 42(4), M"86(27) 862 862 75.5 X
12.33  2,3-Butanedione 43 (100), 86 (25), 42 (6), 44 (3) 948 948 71 X
13.97 1-Penten-3-one 55(100), 29(10), 57(7), 56(7), 83(5), 39(2), 42(1), 53(1), 85(1), 41(1), M*84(18) 912 933 92.5 X
14.28 3-Ethyl-1,5-octadiene 69(100), 41(73), 68(52), 109(47), 67(47), 95(30), 53(22), 81(17), 79(16), M* 138(<1) 768 768 75 X
16.72 Hexanal 56(100), 44(96), 41(85), 57(69), 43 (61), 29(38), 39(34), 72(31), 82(26), M"100(1) 921 923 68.6 x X
18.77  2-Pentenal 55(100), 83(75), 39(39), 41(24), 53(20), 56(18), 50(10), 57(10), 51(10), M*84(51) 892 892 53.5 X
18.77  2-Pentenal, (E)- 55(100), 83(72), 39(48), 41(45), 69(23), 56(19), 53(19), 43(11), 50(10), M*'84(59) 942 943 58.1 X
20.49  1-Penten-3-ol 57(100), 29(24), 31(7), 41(6), 43(6), 39(5), 58(5), 55(4), 53(3), 59(3), 71(2), M"86(1) 914 914 69.3 X
21.64 Eucalyptol 43(100), 81(73), 108(63), 71(60), 111(57), 84(52), 69(47), 93(45), 139(43), M"154(48) 951 952 91.2 X X
21.76  2-Hexenal, (E)- 83(100), 55(77), 41(67), 69(62), 39(53), 42(30), 56(21), 97(19), 57(19), 70(19), M"98(17) 897 898 62.8 X
22.93  Hexanoic acid, ethyl ester 2181&11(2% 99(57), 43(56), 41(41), 60(35), 55(35), 70(32), 101(30), 73(29), 42(26) M 771 771 85.2 ) )
2392  1-Pentanol ggéﬂg)) 55(96), 70(87), 41(65), 31(63), 43(40), 104(39), 39(36), 56(30), 45(29), M 782 848 57.8 ) )
251 Octanal :\143:&12()&)415)7(92), 56(84), 42(72), 69(70), 84(66), 68(64), 41(62), 39(59), 81(56), 82(54), 825 825 83.1 ) )
26.00 2-Penten-1-ol, (2)- ;7*(8160(03)) 41(26), 68(26), 29(25), 39(22), 44(20), 67(18), 43(15), 55(15), 53(11), 31(10), 044 052 77.2 )
26.95  5-Hepten-2-one, 6-methyl- &%(11208(2)108(59), 41(53), 69(46), 55(45), 111(25), 67(22), 58(21), 39(20), 71(19), 894 929 79.9 . )
276 1-Hexanol ﬁ/lq(llc?zo()éls)smg)’ 43(47), 41(36), 42(33), 69(33), 29(23), 31(18), 39(12), 84(5), 54(5), 912 919 52.6 . )
31.06  a-Cubebene I%A%(olf(g)ﬁ,)llg(gl)' 105(90), 91(40), 55(30), 41(27), 81(26), 93(25), 120(25), 56(25), 830 839 53.3 . )
31.91 Ylangene '%/Il}z)(olf(g)s,)lOS(SS), 93(74), 120(71), 161(61), 91(47), 92(43), 107(41), 121(39), 77(34), 795 804 64 .
33.11 Butanoic acid, 3-hydroxy-, 67(100), 87(98), 71(92), 43(86), 88(83), 45(81), 117(76), 60(75), 42(60), 39(51), 41(48), 792 769 56.1
' ethyl ester 61(42), 89(36), M"132(<1) ' x *
33.4 Benzaldehyde 105(90), 77(82), 51(34), 50(19), 78(18), 107(11), 74(10), 52(7), 73(6), M"106(100) 898 918 67.3 x
3,7-dimethyl-1,6-octadien-3- +
33.93 ol 71(100), 93(85), 41(51), 43(50), 55(50), 69(43), 80(33), 121(27), 67(20), M"154(<1) 928 928 66.1 x
) 56(100), 55(100), 41(76), 69(70), 70(68), 43(65), 84(52), 83(51), 42(46), 57(41), 31(23),
34.34  1-Octanol 39(22), 68(21), 32(21), 45(17), M*130(<1) 907 917 54.3 x
3479 2(10)-Pinen-3-one, (fi)- &%(1150(?()2,15)3(87), 108(87), 107(59), 79(53), 135(48), 41(38), 39(37), 69(35), 77(29), 850 850 65.5 . )
35.54 a-Isophoron 82(100), 39(12), 54(11), 41(8), 95(8), 83(7), 55(7), 67(6), 53(5), 79(5), 32(4), M*138(25) 864 869 58.2 x X
o\ N 71(100), 111(67), 93(54), 43(31), 55(23), 86(23), 69(22), 41(21), 110(16), 136(13),
35.72  (-)-Terpinen-4-ol 94(13), M'154(24) 818 818 55.6 X
) . 137(100), 109(73), 123(71), 81(58), 67(54), 107(35), 95(33), 79(31), 55(30), 39(30),
36.39 a-Cyclocitral 43(28), 91(27), M"152(97) 859 888 60.3 x
. 93(100), 80(33), 121(30), 147(21), 91(19), 92(18), 79(17), 107(16), 41(15), 77(14),
37.85  a-Caryophyllene 94(14), 67(12), M"204(7) 943 947 66.3 x x
40.42 Cadinene 161(100), 105(37), 91(31), 119(29), 93(27),133(21), 79(21), 83(18), 81(16), 41(16), 922 924 51.1 x x



41.33

42.44

4471

45.18

49.73

51.72

Myrtenol
Cadina-1,3,5-triene
a-Calacorene
a-lonone
Spathulenol

Bulnesol

77(15) M"204(23)

79(100), 91(51), 108(31), 105(23), 77(21), 93(20), 119(19), 41(16), 67(13), 39(12),
107(12), M"152(<1)

159(100), 160(15),128(10), 129(9), 131(7), 144(7), 115(6), 143(6), 105(4), 141(4),
M*202(11)

157(100), 142(47), 141(32), 156(22), 158(15), 115(12), 153(9), 128(8), 143(8), 155(7),
M*200(25)

177(100), 43(24), 133(13), 178(13), 135(12), 91(11), 93(8), 41(7), 77(7), 121(7), 105(7),
107(6), M*192(4)

205(100), 91(75), 43(75), 119(71), 105(59), 159(57), 93(55), 41(52), 79(47), 147(47),
M*220(<1)

107(100), 135(94), 59(75), 161(74), 93(70), 105(51), 79(39), 81(38), 91(38), 189(37),
108(33)

862

923

824

895

880

888

900

929

877

901

880

888

63.3

88.3

70.7

61.8

53.2

57.1
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN (**C e 'H, & em ppm) para os compostos 1-4.
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NUumero

1 - acido abscisico (18-19)

2 - 7-hidroxi-6-metil-5-
metoxiflavanona (23-24)

3 - 2,4-diidroxi-3-metil-6-
metoxichalcona (26-27)

4 - 2,4-diidroxi-3,5-dimetil-6-
metoxichalcona (30-31)

13 8'H (mult, J 13 1 13 1 13 1
6°C em Hz) 6°C 6"H (mult, J em Hz) 6°C &6"H (mult, J em Hz) 6°C &6"H (mult, J em Hz)

1 48,25 - 163,81 - 135,7 - 135,3 -

2 198,90 5,77 (s) 112,95 7,53 (m) 128,3 7,70 (m) 128,9 7,64 (m)

3 126,31 5,98 (s) 162,62 7,37 (m) 128,9 7,43 (m) 128,4 7,39 (m)

4 166,67 6,17 (s) 107,64 7,37 (m) 130,0 7,43 (m) 130,2 7,39 (m)

5 78,60 7,81 (s) 7,37 (m) 128,9 7,43 (m) 128,4 7,39 (m)

6 38,31 - 98,45 7,53 (m) 128,3 7,70 (m) 128,9 7,64 (m)

7 24,97 - 190,21 - 127,9 7,99 (d; 15,7) 126,7 7,98 (d;15,7)

8 24,97 - 4511 - 141,5 7,74 (d; 15,7) 1429 7,83 (d;15,7)

9 133,07 - 78,78 - 105,3 - 108,9 -

10 - - 139,26 - 164,1 - 162,0 -

11 20,05 - 125,87 - 103,7 - 106,7 -

12 135,31 - 128,10 - 161,6 - 159,4 -

13 154,71 2,59 (d, 17,1) 128,27 6,31 (s) 90,7 6,15 (s) 109,1 -

14 - - 128,10 - 161,5 - 158,8 -
OH - 10 - 7,63 (d; 16,6) - 5,45 (d; 3,0 e 12,0) - - - 13,59 (s)
OH -12 - 6,64 (d; 16,6) - 2,94 (d; 12,0 € 18,0) - 14,49 (s) - 5,4 (s)
CH3-13 - 4,41 (d, 1,2) - 2,65 (d; 3,0 e 18,0) - 9,24 (s) 7,6 2,12 (s)
CH3-15 - 6,18 (s) - 9,44 (s) - 1,94 (s) 8,2 2,15 (s)
CH3 - 16 - 5,96 (s) - 2,02 (s) - 3,93 (s) 62,3 3,65 (s)
CO - - - 3,74 (s) - - 193,4 -




Figuras

Figura 1. Arvore e frutificacdo de guabiroba.

Fonte: Fotos do autor, 2009.
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Composto 1 — &cido abscisico (18-19)

HO 0]
HsC
OH (0]

Composto 3 - 2,4-diidroxi-3-metil-6-metoxichalcona (26-27)

Figura 2. Estruturas isoladas dos frutos da guabiroba.
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HO O

Composto 2 - 7-hidroxi-6-metil-5-metoxiflavanona (23-24)

CHj3 THa
HO o
H;C

OH o

Composto 4 — 2,4-diidroxi-3,5-dimetil-6-metoxichalcona (30-31)
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CONCLUSOES

Os frutos da guabiroba sdo medianamente acidos com bons teores sélidos
soliveis, sendo essas caracteristicas de interesse para a transformacado desse fruto

em produto.

O atrativo aromatico que a fruta apresenta € confirmado pelos compostos

volateis pertencentes majoritariamente ao grupo do terpendides.

Os extratos dos frutos da guabiroba sdo ricos em compostos classificados
dentro dos produtos naturais, e a essa riqueza pode ser atribuida a atividade
antioxidante frente ao DPPH, atividade antiproliferativa de células MCF-7 e atividade

antioxidante frente a leveduras.

Os compostos isolados (chalconas e flavanovas), a partir dos extratos
metanolicos, e as estruturas elucidadas por RMN, sédo relatados na literatura como
compostos que ocorrem na espécie C. xanthocarpa, porém em diferentes partes do

vegetal.
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CONCLUSOES GERAIS

Os frutos das mirtaceas nativas estudadas, aracé e guabiroba, demonstraram
serem ricas em produtos naturais, como a composi¢cao em acidos fendlicos, e devido
a esses compostos do metabolismo secundario, os extratos estudados desses frutos
apresentaram potencias atividades in vivo e in vitro que sdo oriundos desses

metabolitos secundarios.

Os frutos estudados tem potencial para exploracdo econbmica, pelas
potencias propriedades funcionais demonstradas, os frutos ou seus processados
poderdo fazer parte de novos produtos, ou utilizados como novos produtos para
atender um publico consumidor seleto para atender as suas preocupacdes com a

alimentacéo.

O metabolismo secundario das duas espécies estudadas € distinto,
metabolismo de frutos vermelhos e amarelos, para o aracd e a guabiroba,
respectivamente, demostrando conforme a composicdo de produtos naturais de
cada espécie. Podendo-se inferir que essas caracteristicas s&8o0 estratégias
evolutivas de cada espécie, e esses compostos podem ser de interesse para a

escolha desses frutos para compor uma dieta funcional.
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