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RESUMO

A fruticultura brasileira tem grande potencial de expansdo pela
diversidade de espécies nativas e exoéticas insuficientemente
estudadas quanto as suas propriedades nutricionais e funcionais,
dentre elas, a Gaylussacia brasiliensis (Spreng) Meissner var.
brasiliensis, pertencente a familia Ericaceae, popularmente conhecida
como camarinha. No presente estudo objetivou-se caracterizar a
composi¢do quimica, identificar compostos bioativos, avaliar a
estabilidade do fruto e produtos derivados em armazenamento a
baixas temperaturas (5°C e -15°C) e o efeito do suco do fruto da G.
brasiliensis (camarinha) sobre a peroxidacdo lipidica e atividade
antioxidante das enzimas contra o dano hepdtico em ratos. As
amostras do fruto da G. brasiliensis foram coletadas na Praia do
Sonho, municipio de Palhoca, litoral sul de Santa Catarina, Brasil.
Determinou-se a composi¢do centesimal, o perfil de minerais e
4cidos graxos, o conteido de polifendis totais e a atividade
antioxidante utilizando diferentes métodos (DPPH, ABTS, FRAP) e
diferentes solventes extratores (acetona, metanol, dlcool, dgua). Na
avaliacdo in vivo 36 ratos machos wistar foram divididos em seis
grupos: trés controles (padrdo, agente estressor € suplementacdo com
camarinha); e trés grupos de exposi¢do suplementados com suco de
camarinha antes e/ou ap6s administragdo do agente estressor (metil
metano sulfonato-MMS). Apds 30 dias de tratamento todos os
animais foram sacrificados e amostras do sangue e do figado foram
coletadas para avaliar a atividade das enzimas aminotransferases
(ALT, AST), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
peroxidacdo lipidica e o perfil histolégico do figado. O fruto
apresentou a seguinte composi¢do: umidade (81,30%), lipidios
(0,62%), proteinas (0,56%), carboidratos (10,74%), fibras
alimentares (6,53%), cinzas (0,25%). Em sua composi¢do mineral,
K, Mg, Ca e Fe foram os que apresentaram as maiores



concentracdes. A fracdo lipidica caracterizou-se pelo alto contetddo
de 4cidos graxos insaturados (78,70%), com predominédncia dos
dcidos graxos polinsaturados (62,2%). O fruto da G. brasiliensis
apresentou contetdos elevados de compostos fendlicos (492,87 mg
EAG/100g) e de antocianinas (240,43 mg cy-3-glu/100g) que
contribuiram para a sua alta atividade antioxidante. Observou-se
correlagdo positiva entre o conteido de compostos fendlicos e
atividade antioxidante, tendo sido a acetona e o metanol os solventes
mais eficientes para extragcdo de seus polifendis. O congelamento (-
15°C) quando comparado a refrigeragio (5°C) mostrou-se como o
método mais eficiente para a estabilidade dos compostos fendlicos e
antocianinas do fruto da G. brasiliensis e produtos derivados. A
administracdo MMS aumentou os niveis séricos de AST ALT, SOD,
CAT (p <0.05) em ratos alimentados com dieta basal. Quando
administrado o suco de camarinha a atividade destas enzimas foram
praticamente restauradas e alcancaram valores préximos ao grupo
controle. A avaliacdo histopatolégica mostrou que 0s grupos
expostos ao agente estressor (MMS) e suplementados com o suco do
fruto da G. brasiliensis apresentaram arquitetura normal indicando
efeito protetor deste fruto. Os resultados indicam que o suco do fruto
da G. brasiliensis poderia minimizar o estresse hepético pela inibicao
hepdtica do acimulo lipidico e reducdo do dano oxidativo. Este
estudo aponta o potencial deste fruto como importante fonte de
compostos nutricionais e bioativos.

Palavras-chave: Gaylussacia brasiliensis, composi¢cdo quimica,
atividade antioxidante, hepatotoxicidade



BRAMORSKI, A. Gaylussacia brasiliensis (Spreng) Meisn.
(Ericaceae): chemical characterization and in vitro and in vivo
biological activity of the fruit. 2011.

ABSTRACT

Fruit production in Brazil has a high potential for expansion given
the diversity of native and exotic species which have not been
sufficiently studied with regard to their nutritional and functional
properties. One such example is Gaylussacia brasiliensis (Spreng)
Meissner var. brasiliensis, belonging to the FEricaceae family,
commonly known as camarinha. The aims of this study were to
characterize the chemical composition, identify bioactive
compounds, evaluate the stability of the fruit and derived products
under storage at low temperatures (5°C and -15°C) and investigate
the effect of G. brasiliensis fruit juice on the lipid peroxidation and
antioxidant activity of enzymes against hepatic damage in rats. The
samples of G. brasiliensis fruit were collected at Praia do Sonho, in
the municipality of Palhoga, on the coast of Santa Catarina state,
southern Brazil. The centesimal composition, mineral and fatty acids
profile, total polyphenol content and antioxidant activity were
determined using different methods (DPPH’, ABTS, and FRAP) and
different extractor solvents (acetone, methanol, alcohol, and water).
In the in vivo evaluation, 36 male Wistar rats were divided into six
groups: three controls (standard, stressor agent and supplementation
with camarinha); and three exposure groups supplemented with
camarinha juice before and/or after the administration of the stressor
agent (methyl methanesulfonate - MMS). After 30 days of treatment
all of the animals were sacrificed and blood and liver samples were
collected in order to evaluate the activity of the enzymes
aminotransferase (ALT, AST), catalase (CAT), and superoxide
dismutase (SOD), as well as the lipid peroxidation and the
histological profile of the liver. The fruit had the following
composition: moisture (81.30%), carbohydrates (10.74%), dietary
fiber (6.53%), lipids (0.62%), proteins (0.56%), and ash content
(0.25%). In its mineral composition K, Mg, Ca and Fe showed the
highest concentrations. The lipid fraction was characterized by a high



content of unsaturated fatty acids (78.70%), with a predominance of
polyunsaturated (62.2%). The fruit of G. brasiliensis had high
contents of phenolic compounds (492.87 mg GAE/100g) and of
anthocyanins (240.43 mg cy-3-glu/100g), which contributed to the
high antioxidant activity. A positive correlation between the phenolic
compounds content and antioxidant activity was observed, with
acetone and methanol being the most efficient solvents for the
extraction of polyphenols. Freezing (-15°C) when compared with
refrigeration (5°C) was found to be more efficient in terms of the
stability of the phenolic compounds and anthocyanins of the G.
brasiliensis fruit and derived products. The administration of MMS
increased the serum levels of AST/ALT, SOD, and CAT (p <0.05) in
rats fed on a basal diet. When the camarinha juice was administered,
the activity of these enzymes were almost restored and reached
values close to the group control. The histopathological evaluation
showed that the groups exposed to the stressor agent (MMS) and
supplemented with the G. brasiliensis fruit juice had normal
architecture, indicating a protector effect of this fruit. The results
demonstrate that G. brasiliensis fruit juice can minimize hepatic
stress through the hepatic inhibition of lipid accumulation and a
reduction in oxidative damage. This study highlights the potential of
this fruit as an important source of nutritional and bioactive
compounds.

Keywords: Gaylussacia brasiliensis, chemical composition,
antioxidant activity, hepatotoxicity
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INTRODUCAO

A importincia da nutricilo na promocdo da saide e
prevencdo de doencas tem impulsionado a ciéncia na busca de
alimentos capazes de contribuir para a intervengio nesses processos.
Estudos epidemioldgicos t€m demonstrado associagdo inversa entre
o consumo de frutas e hortalicas e a morbi-mortalidade por doencas
cronicas nao transmissiveis (HERTOG; HOLLMAN; VAN DE
PUTTE, 1993; HOLLMAN; HERTO; KATAN, 1996; SILALAHI,
2002; LIU et al., 2009). Estimativas da Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) indicaram que o baixo consumo de hortalicas e frutas
apresenta-se entre os cinco principais fatores de risco para a carga
global de doenca e que muitas mortes no mundo estdo relacionadas a
inadequada dieta (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).
Estes dados reforcam a hipétese de que o consumo regular de tais
alimentos em quantidades adequadas na dieta da populagcdo poderia
reduzir substancialmente as doengas que ocupam 0s primeiros
lugares de mortalidade na maioria dos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (MACHADO; SIMOES, 2008).

As frutas, alimentos de reconhecido valor nutricional,
possuem, via de regra, baixo teor caldrico e sdo fontes importantes
de vitaminas, minerais e fibras (HARBONE et al., 2000; SILALAHI,
2002; DINI; TENORE; DINI, 2008). Além disto, apresentam em sua
composicdo substincias ndo tradicionalmente classificadas como
nutrientes, mas que atualmente vem sendo pesquisadas quanto a sua
capacidade de intermediar importantes fungdes bioquimicas da
fisiologia humana (ESPIN; GARCIA-CONESA; TOMAS-
BARBERA, 2007; D’ARCHIVIO et al., 2007). Muitas frutas sao
particularmente fontes ricas de antioxidantes. Estes compostos s@o
representados principalmnete pela vitamina C e polifenois tais como
antocianinas, acidos fendlicos, taninos, estilbenos, t€m merecido
especial atencdo da comunidade cientifica por sua capacidade de
atuar como redutores de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas
reacoes de oxidacdo de lipideos, proteinas e dcidos nucléicos
(LEONG; SHUI, 2002, KUKOSKI et al., 2005; ALONTHAMAN;
BHAT; KARIM, 2009). Essas caracteristicas em sua composi¢do
justificam o crescente interesse de um grande ndmero de
pesquisadores a identificarem e estudarem novas espécies frutiferas.
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No mercado mundial, a fruticultura vem se destacando como
uma das atividades que apresentam maior retorno econdmico e social
(FREITAS et al., 2008). No entanto, a fruticultura brasileira tem
ainda grande potencial de expansdo, pois hd inimeras frutas nativas e
exdticas insuficientemente exploradas economicamente (LAGO et
al., 2006).

A Gaylussacia brasiliensis’ conhecida na regido Sul do
Brasil como “camarinha”, é uma das espécies nativas brasileiras
pouco conhecidas e ndo cultivadas, porém endémica das restingas
brasileiras, distribuidas principalmente entre os estados do Parand,
Santa Catarina, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul e
Goias (LORENZI et al., 2006). Por ser um fruto ainda nao estudado,
apresentar aparéncia e sabor agraddveis, ser comestivel e mostrar cor
e sabor indicativos da presenca compostos fendlicos, apresentou-se
como boa op¢do de pesquisa para caracterizagdo e avaliagdo de sua
composi¢do quimica e a presenga de principios ativos.

Este trabalho estd apresentado na forma de capitulos,
divididos nas seguintes abordagens:

Capitulo 1: Revisao bibliogréfica.

Neste capitulo foi realizada a revisdo dos temas relevantes
que embasaram a realizacdo deste estudo.

Capitulo 2: Composi¢do quimica e atividade antioxidante in
vitro do fruto da Gaylussacia brasiliensis (camarinha) nativa no
Brasil.

Neste capitulo foi analisada a composicdo centesimal e
mineral, perfil de 4cidos graxos da fra¢do lipidica, conteido de
polifendis, antocianinas e a atividade antioxidante do fruto da G.
brasiliensis utilizando diferentes extratores.

Capitulo 3: Efeito do suco da Gaylussacia brasiliensis sobre
a peroxidacdo lipidica e atividade antioxidante das enzimas contra o
dano hepético em ratos.

Neste capitulo foi avaliado o efeito das dietas suplementadas
com o suco do fruto da G. brasiliensis (camarinha) isolado ou em
combinacdo com o metil metanosulfonado sobre a peroxidacio
lipidica e atividade antioxidante de enzimas contra o dano hepético
em ratos Wistar.

1 . . T . . e .
Ericaceae, Gaylussacia brasiliensis (Spreng) Meissner var. brasiliensis
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Capitulo 4: Estabilidade do conteddo de polifendis totais e
antocianinas do fruto da G. brasiliensis e produtos derivados durante
0 armazenamento em temperaturas baixas.

Neste capitulo foi avaliada a estabilidade do conteido de
polifendis totais e antocianinas do fruto da G. brasiliensis e seus
produtos (polpa, suco) armazenados em temperatura de refrigeragdo
(SOC) durante 30 dias e congelamento (—ISOC) durante 360 dias.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Gaylussacia brasiliensis

Espécie pertencente a familia Ericaceae, botanicamente
classificada como Gaylussacia brasiliensis (Spreng) Meissner var.
brasiliensis, conhecida popularmente no sul do pais como
“camarinha”. E uma frutifera ndo cultivada, endémica das restingas
brasileiras, distribuidas principalmente entre os estados do Parani,
Santa Catarina, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Mato Grosso e Goias
(SILVA; CERVI, 2006). No litoral sul integra a vegetacdo das
praias e dunas, sob a influéncia marinha e fluvi-marinha (LORENZI
et al., 2006).

E um arbusto de 0,3-4,0 m de altura, de ramos densamente
folhosos, pilosos a glabros, geralmente com glandulas clavadas
diminutas produzidos durante todo o ano (Fig. 1). Apresentam folhas
de 1,8-4,0 cm de comprimento, 1-3 cm de largura, formas e
tamanhos variados, obovadas a eliptico-oblongas. As flores
caracterizam-se por apresentarem pedicelos pilosos, célice de 1,5
mm de comprimento, lobos ovdide-deltdides, ligeiramente
acuminados, ambas as faces pubescente-caducas, raro com glandulas
muricadas na face externa (Fig. 1) Fruto de cor quase negro, do tipo
baga, globosos, de 4-6 mm de didmetro com mintsculas sementes
dispersas na polpa carnosa de sabor doce e agraddvel (Fig.2). A
propagacdo da camarinha ocorre naturalmente, através de sementes,
tendo os pdssaros papel fundamental na sua disseminagdo
(LORENZI et al., 2006).

Estudo realizado por Cipollini, Stiles (1992) revelaram
relacio entre a presenga de compostos fendlicos e atividade
antifungica de frutos maduros da familia Ericaceae, incluindo o
género Gaylussacia. Outros compostos que fazem parte da
composi¢do deste gé€nero incluem os estilbenos (ASKARI;
WORTHEN; SHIMIZU, 1972) e derivados das antocianinas
(BALLINGTON et al., 1998). Souza-Fernandes et al. (2002)
avaliaram a atividade antiproliferativa do extrato bruto da
Gaylussacia em cultura de células mononucleares humanas
sangiifneas revelando agdo citotoxica. Antonio (2004) avaliou a
atividade antiproliferatifa do extrato diclometinico obtido a partir da
parte aerea da G. brasiliensis mostrando inibicdo dependente da
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concentracdo do extrato de células cancerigenas de mama, rim,
ovdrio, prostata e colon.

Fig. 1. Gaylussacia brasiliensis (A) periodo de floragdo; (B)
formacdo dos frutos, Palhoga, SC, 2008

Fonte: Autor

C D

: : W o
Fig. 2. Gaylussacia brasiliensis (C) fruto na fase madura;
(D) fruto fase de colheita, Palhoca, SC, 2008

“_) P

Rodrigues et al. (2011) isolaram e identificaram compostos
ativos da parte aerea da G. brasiliensis apresentando atividade
antiproliferativa com morte celular para células cancerigenas de
ovdrio, préstata e rim.
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Outro estudo conduzido pela autora foi a correlagdo entre a
atividade antiproliferativa e inibicdo da cicloxigenase (COX)
utilizando extrato de parte aérea da G. brasiliensis. Os resultados
revelaram que o extrato inibiu 50% da sintese de prostaglandinas
(PGE2) na mucosa géstrica de ratos, sugerindo que o mecanismo do
composto antitumoral esteja relacionado com a inibi¢do da COX
(ANTONIO, 2004).

1.2 Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

As células vivas em contato com uma atmosfera rica em
oxigénio estdo constantemente expostas aos possiveis danos
causados por radicais livres e por espécies reativas de oxigénio
(EROs) (VANCINI et al., 2005, VALKON et al., 2007).

Radicais livres podem ser definidos como uma espécie
quimica que apresenta um ou mais elétrons nio pareados nos orbitais
externos, seja pela perda ou ganho de elétrons, permitindo func¢des de
oxidag¢@o ou redugdo. O anion superéxido (O,”), o radical hidroxila
("OH) e o 6xido nitrico (NO®) sio exemplos de radicais livres (PINA;
BALMORI, 1996; BIANCHI; ANTUNES, 1999) os quais sdo
produzidos naturalmente nos organismos por meio dos processos
metabdlicos oxidativos, desempenhando fungdes importantes no
metabolismo, dentre elas, ativacdo do sistema imunolégico e
desintoxicagdo de drogas (DROGE, 2002; SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004).

Existem, entretanto, compostos igualmente reativos quanto
aos radicais livres que ndo possuem elétrons pareados na ultima
camada e, portanto, ndo podem ser classificados como radicais livres.
Estas substincias sao classificadas como espécies reativas de
oxigénio (EROs) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNs) que
incluem o peréxido de nitrogénio (H,O,), o cdtion nitrosonium
(NO"), o anion nitroxila (NO") e o peroxinitrito (ONOQO) (DROGE,
2002; VANCINI et al., 2005; NUNES; OLIVEIRA; MORALIS,
20006).

A geracdo de radicais livres pode ter origem tanto exdgena
quanto enddgena. As fontes exdgenas incluem luz ultravioleta,
0zOnio, tabaco, substancias téxicas presentes em alimentos e bebidas
(aditivos quimicos, hormdnios, aflatoxinas), elevado consumo de
gorduras saturadas (frituras, embutidos) e agentes quimicos
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(medicamentos, etanol, praguicidas) (NUNES; OLIVEIRA;
MORAIS, 2006). Ja as espécies reativas geradas endogenamente
podem ser resultantes do proprio metabolismo celular, uma vez que
elétrons provenientes da cadeia de transporte de elétrons, localizada
na mitocondria, podem interagir com vdrias moléculas intracelulares
(BERRA; MENCK, 2006; SEIFRIED et al., 2007). Outra fonte
enddgena de espécies reativas sdo os fagdcitos, que destroem células
infectadas por bactérias ou virus, liberando oxidantes (6xido nitrico,
anion superdxido e perdxido de hidrogénio), portanto, participando
da defesa imune primdria do organismo (DROGE, 2002; VALKON,
et al. 2007). Assim, a geracdo intracelular de espécies reativas em
niveis fisioldgicos normais, quando ndo lesiva a célula, tem
importante papel, uma vez que, produzidas de forma controlada
atuam na regulacdo da sinalizacdo celular e expressdo génica
(BERRA; MENCK, 2006; SANTOS, 2007; SEIFRIED, et al., 2007;
VALKON, et al. 2007).

Porém, quando a formacdo de radicais livres excede a
capacidade antioxidante celular pode haver a geracdo de uma
condi¢do conhecida como estresse oxidativo, podendo levar a danos,
dependendo da extensdo, da duragdo e do tipo de oxidante implicado
(KRAJCOVICOVAKUDLACKOVA et al.,, 2003; STAHL; SEIS,
2005; BERRA; MENCK, 2006). Este desequilibrio pode ser
resultante da exposicdo ambiental aos oxidantes; da ingestdao
insuficiente de antioxidantes na dieta; do metabolismo de farmacos
ou substancias toxicas; da ativacdo excessiva do sistema celular,
durante o processo inflamatdrio; ou ainda das alteragdes enzimaticas,
resultando em niveis patoldgicos de danos as estruturas celulares
(HUANG; OU; PRIOR; 2005). Existem evidéncias que a producio
de radicais livres contribuem para a etiologia de muitas doengas
cronicas, incluindo modificacdes quimicas de proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA que podem resultar em uma variedade de
consequéncias bioldgicas: lesdes teciduais, mutagdes,
carcinogéneses, comprometimento do sistema imunolégico, doengas
e morte celular (COSTA; MONTEIRO, 2009). Porém a preferéncia
do foco de ataque depende de muitos fatores, como local onde a
espécie reativa € gerada, a habilidade relativa de uma biomolécula
ser oxidada e a disponibilidade de ions metdlicos associados a esta
biomolécula (BULKLEY, 1983; RAHMAN; ADCOCK, 2006).
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No entanto, enquanto os lipideos, proteinas e acticares
podem ser removidos via degrada¢do, o mesmo niao ocorre com O
DNA, uma vez que é uma molécula responsdvel por todas as
informacdes genéticas de todas as células de um organismo vivo,
propiciando mutagdes que podem desencadear a carcinogénese
(BERRA; MENCK, 2006).

Apesar de todos os componentes celulares serem suscetiveis
a acdo de diferentes espécies reativas, a membrana é uma das mais
atingidas em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta
alteracbes na sua estrutura e na sua permeabilidade.
Consequentemente ha perda da seletividade na troca i0nica, liberacio
do conteddo das organelas (enzimas hidroliticas dos lisossomos) e
formacao de produtos citotéxicos (como malonaldeido), culminando
com morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; YU;
CHUNG, 2006).

O dano oxidativo aos lipideos dos constituintes dos vasos
sanguineos contribuem significativamente para o desenvolvimento
da aterosclerose e consequente surgimento de doengas do aparelho
circulatorio (CURIN; ANDRIANTSITOHAINA, 2005; MANACH,;
MAZUR; SCALBERT, 2005). Outro componente celular
comumente atacado pelas EROs sdo as proteinas, principalmente
aquelas com ligagdes com enxofre e DNA (HALLIEW, 2006). O
dano oxidativo a proteina pode ocorrer tanto nela prépria - afetando a
funcdo de receptores, enzimas, gerando novos antigenos, que
provocam respostas imunes -, como pode provocar danos
secunddrios a outras moléculas. O ataque de radicais livres a estes
componentes geram radicais aminodcidos, que podem ligar-se ou
reagir com O,, formando radical peroxil (HOO<) (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004), associados a processos inflamatérios como a
Catarata, o Mal de Parkinson, a Doenga de Alzheimer, entre outros
(LAWRENCE; BENDICH, 1987; BAGCHI; PURI, 1998;
MANACH; MAZUR; SCALBERT, 2005; SZAJDEK;
BOROWSKA, 2008).

Acredita-se ainda que as EROs estejam relacionadas a
génese de tumores em diferentes niveis, podendo promover o
desenvolvimento de cincer por vdrios mecanismos: a) alteracdo e
proliferacdo celular; b) diminuicdo da afinidade da enzima
polimerase; c¢) inativacdo das enzimas responsdveis pela degradacdo
de carcinégenos potentes; d) complexacdo de produtos finais da
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peroxidacdo lipidica a molécula de DNA, criando lesdes mutagénicas
ao ataque direto do DNA (BAGHI; PURI, 1998). Assim,
consideram-se mais graves as lesdes causadas ao DNA e RNA, pois
as modificacdes nas bases do DNA (como hidroxitimidina ou
hidroxiguanina) podem resultar em mutacdes, delecdes ou
ampliacdes do material genético, considerado pela comunidade
cientifica como primeira etapa para a carcinogénese (BARREIROS;
DAVID, 2006; MIN; EBELER, 2008).

No entanto, o efeito deletério do estresse oxidativo varia
consideravelmente de um organismo para o outro, de acordo com a
idade, o estado fisiolégico e a dieta (DAVALOS; GOMEZ-
CORDOVES; BARTOLOME, 2003).

1.3 Mecanismos de defesa antioxidante

1.3.1 Linhas de defesa antioxidante enddgena: sistema enzimdtico e
ndo enzimdtico

Os processos oxidativos podem ser evitados por meio da
modificagdo das condigdes ambientais ou pela utilizacdo de
mecanismos antioxidantes com propriedades de impedir ou diminuir
o desencadeamento das reacdes oxidativas e, assim, reduzir a
indu¢do de danos (SIES, 1993; SEIFRIED, 2007). Antioxidantes
podem ser definidos como agentes presentes em baixas
concentracdes quando comparado ao do substrato oxidével,
responsdveis pela inibi¢do ou reducdo das lesdes causadas pelos
radicais livres nas células (SANTOS; CRUZ, 2001). O organismo
dispde de diversos mecanismos de defesa antioxidante. Os principais
meios de defesa antioxidantes no organismo podem ser divididos em
dois grupos: (1) enzimdticos, tais como, superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e, glutationa
redutase (GR); e (2) ndo enzimadticos, tais como, -caroteno, selénio,
a-tocoferol, vitamina C e glutationa (YU, 1994; COULTER;
FEHILY; STRAIN,1999).

O sistema antioxidante enzimatico constitui a primeira linha
de defesa end6gena ao ataque de EROs, impedindo sua formagdo ou
seqliestram-os e impedindo sua interagdo com alvos celulares,
bloqueando, portanto, a etapa de iniciagio da cadeia radicalar
(ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2001).
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Assim, para minimizar os efeitos deletérios dos agentes
oxidantes o organismo induz um incremento na atividade das
enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), nos niveis de
grupos tidis ndo protéicos (NPSH), proteina carbonil e substincias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (ALSCHER; ERTUK;
HEATH, 2002; RAMAKRISHNA; JAILKHANI, 2007). A SOD ¢ a
primeira linha de defesa contra EROs por neutralizar a formagdo do
O," na mitocondria e H,O, no citosol. O manganés é um importante
cofator para SOD mitocondrial, enquanto o zinco e o cobre sio
importantes na SOD citosdlica. A CAT estd presente em todas as
células, principalmente em peroxissomos, que utilizam o oxigénio
para converter H,O, em dgua e oxigénio. Para que a atividade
protetora expressa pela reducdo de espécies oxidantes, e
consequentemente a oxidagdo da GSH seja mantida precisa ser
regenerada através do ciclo catalitico (Figura 3). A glutationa
peroxidase (GSH-Px) e a glutationa oxidase (GO) catalisam a reag@o
da glutationa (GSH) com H,0, para formar a glutationa oxidada
(GSSG) e agua. A glutationa redutase (GR), € responsdvel pela
regeneracdo do GSH, a partir do GSSG, na presenga de NADH
(FINALD; LAC; FILAIRE, 2006; HUBER; ALMEIDA; FATIMA,
2008; VANCINI; LIRA, 2011). Portanto, as enzimas GSH-Px, GR,
SOD e CAT apresentam a mesma funcio, ou seja, controlam as
concentracdes de peréxido de hidrogénio e dos hidroperdxidos
formados durante os processos de dismutacdo do fon superéxido (O,)
e da peroxidacao lipidica, através da sua transformagdo em H,O e O,
respectivamente, neutralizando as ac¢des deletérias por eles as células
(YU, 1994; FRIDOVICH, 1997; VANNUCHI et al., 1998, YU;
CHUNG, 2006).

A glutationa é um tripeptideo e existe no organismo em sua
forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Atua direta ou
indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo
sintese de proteinas, metabolismo e protecdo celular (ROVER;
HOEHR; VELLASCO, 2001). E reconhecida como um antioxidante
fisiolégico chave por sua alta capacidade de doar elétrons combinada
com sua alta concentragdo intracelular, resultando em grande poder
redutor (DROGE, 2002). Na inativacio de um agente oxidante
ocorre producdo de GSSG e deplecdo de GSH. Em situagcdes em que
o sistema redox estd integro, haverd recuperacio da GSH via
glutationa redutase (GR) na presenca de NADPH. Assim, a
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magnitude do estresse oxidativo pode ser monitorada pela razdo
GSSG/GGSH (FERREIRA; MATSUBARA, 1997, VANNUCCHI,
et al., 1998).
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Figura 3. Biossintese da glutationa e enzimas envolvidas:
(a) y- glutamilcisteina sintetase e (b) glutationa sintetase; (c)
v- glutamilciclotransferase, e butionina sulfoximina (BSO),
inibidor da biossintese da glutationa

Fonte: Huber; Almeida; Fatima, 2008

O grupo antioxidante ndo-enzimdtico apresenta, da mesma
forma que as enzimas, compostos capazes de prevenir danos
oxidativos por interacdo direta e indireta com as EROs, dentre os
quais, estdo incluidas a glutationa (sintetizada pela célula), os
carotendides, tocoferdis, polifendis e dcido ascérbico (provenientes
da dieta) (GRANOT; KOHEN, 2004).

Considerando tais fatores, a identificacdo de compostos
antioxidantes vem despertando grande interesse, uma vez que tais
compostos podem manter o equilibrio dindmico entre a producio de
oxidantes e a concentracdo de compostos antioxidantes, minimizando
os danos oxidativos no organismo (CHIDAMBARA-MURTHY;
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JAYAPRAKASHA; SINGH, 2002, SINGH et al., 2008, ALVES et
al. 2010).

1.3.2 Linhas de defesa antioxidante exogenas: componentes da dieta

Os polifendis tém recebido aten¢do da comunidade cientifica
por seus numerosos efeitos bioldgicos, como seqiiestrador de
espécies radicalares de oxigénio (SHAN; CAI; SUN; 2005;
ANGELO; JORGE, 2007; D’ ARCHIVIO et al., 2007), modulagdo da
atividade de algumas enzimas especificas, inibicdo da proliferacio
celular, bem como seu potencial como agente antibactericida,
antialergénico e antiinflamatério (BRAVO, 1998; MANACH et al,
2004; LAJOLO; HORST; 2009).

Estudos epidemioldgicos tém sugerido associagdes entre o
consumo de alimentos e bebidas ricos em polifendis e a prevencao de
doencas cardiovasculares (TIJBURG et al. 1997; SALONEN, 2002),
cancer (YANG; WANG, 1993), diabetes melitos (JOHNSTON;
CLIFFORD; MORGAN, 2003; GOTTLIEB; BODANESE; CRUZ,
2009) e doencas neurodegenerativas (GHANI et al., 2002; CHEN et
al.,, 2004; ETMINAN; GILL; SAMII, 2005) . Por outro lado,
pesquisas evidenciam que os polifendis poderiam exercer alguns
outros efeitos bioldgicos tais como a inibi¢do ou redugdo de
diferentes enzimas, entre as quais telomerase, cicloxigenase,
lipoxigenase e a interacdo com e receptores celulares (ANGELO;
JORGE, 2007; TAPIERO et al., 2002). Porém, os efeitos benéficos
dos polifendis dependem de seu consumo e biodisponibilidade,
incluindo varidveis como, absor¢do intestinal, metabolismo da flora
intestinal, metabolismo hepdtico, natureza dos metabdlitos
circulantes, excrecao urindria e biliar (SCALBERT; WILLIAMSON,
2000; WILLIAMSON; MANACH, 2005; BOUDET, 2007).

Os fendlicos sdo pertencentes a uma classe de compostos que
inclui grande variedade de estruturas simples e complexas, que
possuem pelo menos um anel aromdtico no qual, um hidrogénio ou
mais € substituido por um grupamento hidroxila (PODSEDEK,
2007). Entre os fendlicos, existem diversas categorias, entre elas,
fendis simples, 4cidos fendlicos, cumarinas, flavondéides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisdveis, lignanas e ligninas (ANGELO;
JORGE, 2007; BOUDET, 2007).
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Os é4cidos fendlicos podem ser divididos em dois grandes
grupos: um formado pelos 4cidos hidroxibenzéicos, que inclui os
4cidos gélico, p-hidroxibenzéico, protocatequinico, vanilico e
siringico; outro pelos dcidos hidroxicindmicos, que inclui os 4cidos
caféico, fertlico, p-cumdrico e sindpico (BRAVO, 1998; SOARES,
2002). A combinagdo mais importante destes dcidos ocorre com o
4cido caféico, que associado a um 4lcool-4cido ciclico, denominado
dcido quinico, origina o 4dcido clorogénico (TAPIERO et al., 2002;
GARAMBONE; ROSA, 2007). O 4cido 5-o-cafeoilquinico é o mais
comum dos 4cidos clorogénicos e o mais conhecido dos fendis
dietéticos biologicamente ativos (CLIFFORD, 2000; JOHNSTON;
CLIFFORD; MORGAN, 2003). Devido as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica desempenham importante papel na
neutralizacdo de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagdo do processo
oxidativo (FARAH; DONANGELO, 2006; SOUSA et al., 2007).

As principais fontes de compostos fendlicos sdo frutos
citricos, como limao, laranja e tangerina, além de outros como cereja,
uva, ameixa, péra, ma¢cd e mamao, sendo encontrados em maiores
quantidades na polpa quando comparado ao suco do fruto. Pimenta
verde, brécolis, repolho roxo, cebola, alho e tomate também sdo
excelentes fontes destes compostos (BECKMAN, 2000; BRAVO,
1998; SHAN; CAI; SUN, 2005; LAJOLO; HORST; 2009; COSTA;
MONTEIRO, 2009).

Os flavondides representam o maior grupo de polifendis
encontrados em alimentos (SCALBERT; WILLIANSON, 2000),
sendo os compostos de maior diversificacdo no reino vegetal. Neste
grupo encontram-se os flavondis, catequinas ou flavonas,
isoflavondides  antocianidinas  (Fig. 1) (BRAVO, 1998§;
BALASUNDRAM, SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Participam de
importantes fun¢des no crescimento, desenvolvimento e na defesa de
vegetais contra ao ataque de patdgenos (DIXON; HARRISON,
1990) e estdo presentes, na maioria das plantas, distribuidos em suas
sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e flores (FELDMANN, 2001,
HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2001). As principais fontes de
flavondides incluem frutos (uva, cereja, maga, grosela, frutas citricas,
amora, entre outros) e hortalicas (pimenta, tomate, espinafre, cebola,
brocolis, dentre outros) (KARAKAYA, 2004, NACZK; SHAHIDI,
2006).
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Figura 4. Estrutura das principais classes de flavondides
Fonte: Cerqueira; Medeiros; Augusto, 2007

Os principais representantes dos flavondis sdo a micertina,
quercetina, campferol e fisetina. A quercetina, considerado o
principal flavondide da dieta estd presente em frutos, vegetais e
bebidas. Entre os flavondides de maior importincia antioxidante
encontram-se as catequinas, presentes no chd verde, vinho e cacau
(LEE et al., 2003; SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH, 2005;
CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). As isoflavonas
estdo principalmente representadas pela daidezina e ginesteina, sendo
a soja a principal fonte destes compostos. Estas duas isoflavonas t€ém
recebido consideravel atenc¢do devida suas propriedades estrogénicas
e preventivas de cancer de mama e osteoporose (GANDINI et al.
2000; MESSIMA, 1999; BRESSAN; MONTEIRO, 2001).

A subclasse de flavondides denominada antocianinas sdo
pigmentos vegetais responsaveis pelas cores laranja, azul, roxa e
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tonalidades de vermelho a violeta encontrada em flores, frutos,
folhas, caules e tubérculos de plantas (OLIVEIRA et al., 2009;
DORNAS et al., 2007). Algumas fontes de antocianinas sdo o
mirtilo, a pitanga, a framboesa, o morango, a groselha, uvas e o
vinho tinto (OLIVEIRA, et. al.,, 2009). Quanto mais intensa a
coloracdo da uva, mais interessante se torna o alimento do ponto de
vista funcional, j4 que as uvas de coloracdo escura apresentaram
maior conteddo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante
(ABE et al., 2007). Assim, nos ultimos anos, o interesse por estes
pigmentos intensificou-se diante de resultados que apontam as
antocianinas como compostos bioativos, com potencial antioxidante,
entre varios outros efeitos farmacolédgicos (KAHKONEN;
HEINONEN, 2003, CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Estes compostos contribuem para a explicacido da associacio
entre dietas ricas em frutas e vegetais e a menor prevaléncia de
doengas cronicas ndo transmissiveis em populacdes (JENKINS,
2000; JOHNSON, 2007; SINGH, et. al. 2008)

1.4 Extracdo, quantificacdo e identificacio de compostos
fendlicos

Considerando o grande ndmero de compostos fendlicos
presentes nos vegetais, sua presenca em baixas concentragdes,
estruturas diversificadas e possibilidade de interagdo com outros
constituintes celulares, torna-se um desafio a comunidade cientifica
desenvolver métodos mais efetivos e seletivos para a extragdo e
andlise de matrizes de diferentes origens (LUTHRIA, 2009). A
andlise de compostos fendlicos € influenciada pela natureza do
composto, o0 método de extracdo empregado, o tamanho da amostra,
o tempo e as condi¢des de estocagem, o padrio utilizado e a presenca
de interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

A solubilidade dos fendlicos também ¢é afetada pela
polaridade dos solventes utilizados. Portanto, € muito dificil
desenvolver um procedimento de extragdo apropriado para a extragio
de todos os fendlicos (NACZK; SHAHIDI, 2006). Os solventes mais
utilizados para a extragdo destes compostos sdo metanol, etanol,
acetona, dgua, acetato de etila, propanol, hexano, dimetilformaldeido
e suas combinag¢des (ANGELO; JORGE, 2007, NACZK; SHAHIDI,
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2004, MAROSTICA Jr., 2010). Em geral o hexano remove
interferentes como lipideos, carotendides e clorofila, metanol extrai
acucares, dcido organicos e fendis de baixo peso molecuar; o acetato
de etila e o éter dietilico extraem fendlicos de baixo peso molecular,
enquanto a acetona extrai fendis poliméricos. O pH também deve ser
levado em consideragdo quando da escolha de um método de
extracdo. A maioria das extracdes de polifendis € realizada em meio
acido, pois geralmente sdo mais estdveis em pH baixo, e a condi¢io
dcida ajuda a manter a neutralidade do polifenol, favorecendo sua
extracdo em solventes organicos (TSAO, 2010).

Os procedimentos que antecedem a extracdo também estdo
envolvidos no processo e sdo de extrema importancia, pois a coleta e
preparacdo de amostras estdo diretamente relacionadas a preservagao
do conteddo fendlico. Para evitar a degradacido destes compostos, as
amostras (plantas, alimentos, fluidos biolégicos) sdo freqiientemente
secas, liofilizadas ou congeladas antes do processo de extragcdo e o
método de armazenamento e temperatura de extracdo devem ser
monitorados a fim de evitar a reducdo da estabilidade destes
compostos decorrente de degradacdo quimica, térmica e enzimética
(STALIKAS, 2007).

O tempo de extracdo € outro fator que afeta a disponibilidade
de compostos fendlicos. Tempos prolongados de extracdo aumentam
a chance de oxidacdo dos fendlicos, a menos que agentes redutores
sejam adicionados ao sistema solvente. Além disso, a razdo
amostra/solvente também influencia diretamente a recuperacdo de
compostos fendlicos de plantas (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Atualmente vem sendo testadas técnicas de extragdo e
isolamento de compostos com o intuito de reduzir o consumo de
solventes, acelerar e tornar mais eficiente o processo de extracao.
Dentre as técnicas testadas incluem-se: extracdo com fluido
supercritico (EFS), extracdo com liquido pressurizado (ELP),
extragcdo assistida por microondas (EAM) e extracdo assistida por
ultrassom (EAU) (GARCIA-SALAS et al., 2010).

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacgdo,
identificacdo, quantificagc@o e aplicacdo dos compostos fendlicos em
alimentos, enfrentando muitos problemas metodolégicos, pois, além
de englobarem uma gama enorme de substancias, sdo, na maioria das
vezes, de grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de
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enzimas. Os métodos realizados em andlises de compostos fendlicos
podem ser classificados em determinacao de

compostos fendlicos totais e quantificacdo individual e/ou de um
grupo ou classe de compostos fendlicos (ANGELO; JORGE, 2007).

O método espectofotométrico € uma das metodologias
empregadas para estimar o conteido de polifendis totais, flavonéides
totais e antocianinas. Sao métodos que tem como vantagem a sua
simplicidade e rapidez, porém ndo é especifico para a avaliacdo
individual dos compostos. Interferéncias de componentes nao
polifendlicos (vitamina C) podem causar falsas leituras e assim
conduzir a resultados errobneos (TSAQO, 2010).

Todos os compostos fendlicos absorvem energia radiante na
regido ultravioleta, permitindo a quantificacio espectofotométrica de
fendis totais. A quantificacdo dos compostos fendlicos totais pela
metodologia que emprega o reagente de Folin-Ciocalteau baseia-se
na redugdo dos 4cidos fosfotiingstico e fosfomolibdénico, presentes
no reagente de Folin-Ciocalteau, pelos fendlicos presentes na
amostra a 6xido de tungsténio e 6xido de molibdénio em meio
alcalino (NACZK; SHAHIDI,2004). Estes o6xidos formados
apresentam coloragdo azulada, sendo possivel a quantificacdo da
absorvancia da solucdo na regido do visivel (760nm). No entanto, o
reagente de Folin-Ciocalteau ndo € especifico para grupos fendlicos
sofrendo interferéncias de outras substancias redutoras presentes na
amostra, tais como 4cido ascérbico e agucares redutores
(ROBARDS, 2003).

As técnicas cromatogréficas t&ém sido amplamente utilizadas,
pois permitem identificar e quantificar os compostos individualmente
(TSAO; DENG, 2004; TSAO, 2010). A cromatografia gasosa (CG) e
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sdo técnicas
usadas tanto na separacdo quanto na quantificacdo de compostos
fendlicos. A elucidag¢do de estruturas tem sido realizada através da
combinacdo de CG e CLAE com a espectrometria de massa, além de
outras técnicas relevantes (ANGELO; JORGE, 2007). Alto
desempenho da CLAE e cromatografia gasosa em combinagdo com a
espectrometria de massa tém sido comumente utilizadas para
caracterizacdo estrutural de fendlicos em alimentos e fluidos
biolégicos (TOMAS-BARBERA et al., 2001; MARTINEZ-
ORTEGA; GARCIA-PARRILLA; TRONCOSO, 2004).
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1.5 Avaliacao da capacidade antioxidante

As diferentes metodologias para determinagdo da capacidade
antioxidante podem estar sujeitas a interferéncias, por isso
atualmente preconiza-se a utilizagdo de duas ou mais técnicas, visto
que nenhum ensaio utilizado isoladamente para determinar a
capacidade antioxidante ird refletir exatamente a ‘“‘capacidade
antioxidante total” de uma amostra (HUANG, OU; PRIOR, 2005;
PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; TABART et al., 2009). Os métodos
quimicos para determinacdo da atividade antioxidante estdo
divididos quanto a natureza da reacdo envolvida em dois grupos
principais, os que envolvem transferéncia de elétrons e os que
envolvem transferéncia de dtomos de hidrogénio (ALVES et. al,,
2010).

Dentre os métodos baseados na transferéncia de elétrons,
tém-se o ORAC (capacidade absorbancia do radical oxigénio), o
TRAP (potencial antioxidante reativo total); e a inibicdo da oxidagdo
do 4cido linoléico e da lipoproteina de baixa densidade, (LDL). A
maioria destas metodologias baseia-se na reagdo competitiva entre o
antioxidante e o substrato para formacdo do radical por
decomposicdo de compostos azo, permitindo o acompanhamento da
reacdo por ultravioleta ou por fluorescéncia (ORAC) (ARNAO,
2000; HUANG, OU; PRIOR, 2005). Dentre os métodos baseados na
transferéncia de elétrons tém-se a metodologia do radical ABTS
(2,27-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), FRAP
(Potencial antioxidante de reducao do ferro) e o DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila). Estas metodologias baseiam-se na redug¢do do
substrato por acdo de componentes antioxidantes presentes na
amostra, que apresentam comportamento espectral distinto no estado
oxidado e reduzido (ARNAO, 2000; HUANG, OU; PRIOR, 2005).

Ambos, tanto o método ABTS quanto o DPPH apresentam
estabilidade em certas condi¢des (PRIOR; CAO, 1999;
ALOTHMAN; BHAT, KARIM, 2009). O DPPH ¢ um radical livre
que se pode obter diretamente, sem preparacdo prévia, porém o
método ABTS cujo resultado é expresso em TEAC, proposto por RE
et al. (1999), utiliza o reagente ABTS como substrato e emprega o
persulfato de potdssio para formar quimicamente o radical ABTSe"
(KUSKOSKI et al. 2004, ANTOLOVICH et al. 2002, MILLER,
1997). Com o ABTS pode-se medir a atividade antioxidante de
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compostos de natureza hidrofilica ou lipofilica, enquanto o método
DPPH somente pode se dissolver em meio organico (ARNAO, 2000,
ANTOLOVICH et al. 2002). Este método tem sido considerado um
dos mais representativos para o emprego em modelos de radicais na
avaliag@o da capacidade de remocao de radicais livres (GENOVESE
et al.,, 2008). Outro método utilizado para medir a atividade
antioxidante € baseado na capacidade de reducdo do ferro (FRAP) e
nao na capacidade de captura de radicais livres. Neste sistema ocorre
a redugdo do fon férrico para fon ferroso, em pH baixo, resultando no
aparecimento de um complexo colorido ferroso-tripiridiltriazina
(ferroso-TPTZ) absorvido a 593 nm. A absorbancia final é
interpolada em uma curva padrdo de Trolox, e os resultados sdo
expressos como TEAC (BENZIE; STRAIN, 1996, PEREZ-
JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

As células que compdem os diferentes tecidos possuem
enzimas antioxidantes que participam de forma decisiva nos
mecanismos de protecdo tecidual contra o estresse oxidativo, das
quais a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPX) sdo as mais referidas. Cada uma destas enzimas
tem capacidade de catalisar reacdes que conduzem a producdo de
espécies menos reativas ou a neutralizacdo das EROs (POWERS; JI;
LEEUWENBURGH, 1999).

Testes que avaliam a atividade de enzimas antioxidantes t€m
sido utilizados em humanos e animais de laboratério (HANAMURA
et al., 2005; NIKI, 2010), como por exemplo a medida da capacidade
de varredura de radicais superoxido (SOD) e do perdxido de
hidrogénio. A enzima superdéxido dismutase (SOD) dismuta os
anions superoxido em O, e H,0,, sendo este tltimo substrato para a
enzima catalase (CAT) que forma dgua e oxigénio (LEE; KOO;
MIN, 2004).

A utilizacdo de diferentes tecidos animais (figado, cerebelo,
cortex cerebral) como modelo experimental permite a avaliagdo de
pardmetros de estresse oxidativo, tais como o nivel de peroxidagdo
lipidica e protéica, atividade de enzimas antioxidantes, entre outros
(CAREGNATO et al., 2008; NIKI, 2010). As espécies reativas ao
dcido tiobarbitirico (TBARS) como produtos finais do dano
oxidativo aos lipidios de membrana durante o processo de
peroxidacdo lipidica. Dentre os produtos finais da peroxidagdao
lipidica de membranas ocorre a forma¢do de molondialdeido (MDA).
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O MDA formado pode reagir com o 4cido tiobarbitirico (TBA) e
resultar na formacdo de complexos coloridos TBA-MDA, os quais
possuem um coeficiente de absorcdo médxima em 532 nm. Desta
forma, a andlise da formacdo de TBARS pode ser empregada
convenientemente como um indice do comprometimento lipidico
oriundo do dano oxidativo resultante de uma situacao de estresse do
organismo (PUNTEL et al., 2007).
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Composiciao quimica e atividade antioxidante do fruto da
Gaylussacia brasiliensis (camarinha)” nativa no brasil

Resumo

Este artigo apresenta a composi¢do centesimal e mineral, perfil de
dcidos graxos da fragdo lipidica, contetido de polifendis e
antocianinas, e atividade antioxidante do fruto da Gaylussacia
brasiliensis. Os resultados indicaram a seguinte composicao:
umidade (81,30%), lipideos (0,62%), proteinas (0,56%), carboidratos
(10,74%), fibra (6,53%), e cinzas (0,25%). Os principais elementos
da composi¢do mineral foram o K, Mg, Ca, and Fe. A composi¢do de
4cidos graxos foi caracterizada pelo contetido de 4cidos graxos
poliinsaturados (62.2%) e alta relacio de PUFA/SFA (2,92). O fruto
da G. brasiliensis contém considerdvel quantidade de fendlicos
(492,87 mg AG/100 g) e antocianinas (240,43 mg/100 g), que
contribuiram para a alta atividade antioxidante. Este estudo aponta
para o potencial deste fruto como importante fonte de compostos
nutricionais e bioativos disponiveis na flora nativa brasileira.

Palavras-chave: Gaylussacia brasiliensis, quimica dos alimentos,
compostos fendlicos, capacidade antioxidante
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Chemical composition and antioxidant activity of Gaylussacia
brasiliensis (camarinha) grown in Brazil

Abstract

This paper presents the centesimal and mineral composition, fatty
acid profile of the lipidic fraction, phenolic and anthocyanin
contents, and antioxidant activity of Gaylussacia brasiliensis fruit.
The results indicated the following composition: moisture (81.30%),
lipids (0.62%), proteins (0.56%), carbohydrates (10.74%), dietary
fiber (6.53%), and ash (0.25%). The main elements comprising the
mineral composition were K, Mg, Ca, and Fe. The fatty acid
composition was characterized by content of polyunsaturated fatty
acids (62.2%) and a high PUFA/SFA ratio (2.92). The G. brasiliensis
fruit contained considerable amounts of phenolics (492.87
mgAG/100 g) and anthocyanins (240.43 mg/100 g), which contribute
to its high antioxidant activity. This study highlights the potential of
this fruit as an important source of both nutritional and bioactive
compounds available in the native Brazilian flora.

Keywords: Gaylussacia brasiliensis (camarinha), Food chemistry,
Phenolic compounds, Antioxidant capacity
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1 Introduction

Fruits are considered foods with high nutritional and low
caloric values and are considered sources of vitamins, minerals and
fiber (Dini; Tenore, & Dini, 2008). Apart from the nutritional
characteristics of their composition, fruits contain substances that are
not traditionally classified as nutrients, but are currently being
researched in relation to their capacity to intermediate important
biochemical functions in human physiology (D’Archivio et al.,
2007).

Epidemiological studies have shown an inverse association
between the consumption of fruits and vegetables and morbidity-
mortality associated with non transmissibe chronic diseases
(Hollman, Hertog, & Katan, 1996).

Gaylussacia brasiliensis, belonging to the Ericaceae family,
is botanically classified as Gaylussacia brasiliensis (Spreng)
Meissner var. brasiliensis. It is not a highly cultivated fruit, although
it is abundant in its natural habitat and is endemic to Brazilian
sandbank vegetation. This fruit is found mainly in the states of
Parana, Santa Catarina, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Mato Grosso and
Goids. On the southern coast, it forms part of the beach vegetation,
under marine and fluvi-marine influences (Lorenzi et al., 2006).
Bushes of dense leafy branches, from 0.3 to 1.0 m in height, grow
throughout the year. The fruit comprises black berries weighing 4-6
g/fruit and measuring 1-2 cm in diameter, with miniscule seeds
dispersed within the fleshy pulp, which is 100% edible and has a
sweet and pleasant flavor (Lorenzi et al., 2006).

Despite its importance, there are few studies reporting on this
fruit, and there appears to be no literature worldwide related to its
chemical composition. Thus, the aim of this study was to determine
the centesimal, mineral and fatty acids profiles of G.brasiliensis as
well as to evaluate its antioxidant capacity.

2. Materials and methods
2.1. Samples

Ripe camarinha fruits (G. brasiliensis (Spreng) Meissner
var. brasiliensis) were collected in the town of Palhoca in the coastal
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region of Santa Catarina State, Brazil, at latitude 27°38'4"S and
longitude 48°39'56" W of Greenwich, between the months of
February and April, 2008, and identified by Dr. Oscar Benigno Iza of
the Universidade do Vale do Itajai. A voucher specimen no. HBR
52834 (A. Bramorski 01) was deposited at the Barbosa Rodrigues
Herbarium (HBR), Itajai, Santa Catarina, Brazil. Ripe berries were
harvested when 50% to 80% of the fruit on the bushes was ripe, and
overripe fruit was discarded.

The fruits were picked and were then carefully selected in
order to obtain a uniform batch in relation to size and degree of
maturity, determined by the intensity of their color. After selection,
the fruits were packaged and stored at a temperature of -18 + 0.2 °C
until processed.

2.2. Chemicals

The 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS) in the crystallized diammonium salt form, 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH), 2.4,6-tripyridyl-S-triazine (TPTZ) were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The Folin—
Ciocalteau reagent, methanol, ethanol, and acetone were provided by
Merck, and 6-hydroxy-2,5,7,8 tetramethylchroman-2-carboxylic acid
(Trolox) was purchased from Aldrich. All reagents were of analytical
grade.

2.3. Methods
2.3.1. Centesimal composition

Moisture, ash, protein (N x 6.25) and total lipid content were
determined according to AOAC (1998). Total carbohydrate content
was determined by the difference between 100 and the sum of the
moisture, protein, total lipids and ash content as percentages. The
energy value was calculated from the protein, and total lipid and total
carbohydrate content was calculated using an Atwater system
(Merrill & Watt, 1973). Each determination was performed in
triplicate and repeated at least three times.
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2.3.2. Mineral composition

G. brasiliensis samples were digested in HNO;:H,0, (3:1) in
a microwave oven in hermetically sealed polytetrafluoroethylene
(PTFE) vessels. After decomposition, the solution was transferred to
a 25 mL volumetric flask. Quantification of the minerals found in
the samples was carried out using an Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometer (Perkin-Elmer SCIEX model Elan 6000)
(AOAC, 1998), with operating conditions including the following:
1000 W power, argon flow 6.5 L min™', sample flow 2 mL min™, and
vertical observation height 19 mm. The wavelengths (nm) used
included the following: Ca 317.93; Cu 324.75; Fe 259.94; P 178.28;
K 766.49; Mg 279.08; Mn 257.67; Na 589.59; and Zn 213.86. The
analytical curves were prepared using metal standards in a 5%
solution of HNO;.

2.3.3. Determination of the fatty acid composition

The lipid fraction, obtained according to Folch, Lees &
Sloanne (1957), was esterified according to the method of Hartman
& Lago (1973). Analysis was carried out in a gas chromatograph
(17A Shimadzu/Class GC 10) equipped with a fused silica capillary
column SP-2560 (length: 100 m; ID: 0.25 mm). The oven
temperature program was 140 °C isothermal for 5 min, was increased
by 4 °C min" to 240 °C, and was maintained for 20 minutes.
Vaporization and detector temperatures were set at 250° C and 260
°C, respectively. The carrier gas (helium) was kept at a constant
flow-rate of 1 ml min"" Each determination was performed in
triplicate and was repeated at least three times.

2.3.4. Extract preparation

The extracts were prepared with fresh fruit in a mass/solvent
ratio of 1:20. Four solvents were used including the following:
methanol, ethanol, acetone, and water. The extraction was carried
out with ultrasound equipment (USC-1400 - Unique®) for a period
of 60 min, after which samples were centrifuged at 4000 rpm. The
supernatant was used in order to determine total phenolics, total
anthocyanins and antioxidant activity.
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2.3.5. Determination of Total Phenolics

Total phenolics were determined by the Folin—Ciocalteau
method (Singleton & Rossi, 1965), and results were expressed as
gallic acid equivalents (GAE, mg/100g fresh fruit weight). A volume
of 2 mL of distilled water and 100 uL of a known dilution of the
extract were added to a volumetric test flask. The Folin-Ciocalteau
reagent (500 uL) was added to the solution, which was allowed to
react for 2 min followed by addition of 1.5 mL of (20%w/v) sodium
carbonate solution. The solutions were mixed and allowed to stand
for 2 h at room temperature. Subsequently, the absorbance was
measured at 765nm, using a UV-visible spectrophotometer
(Shimadzu UV-1601PC, Japan). A calibration curve was prepared,
using a standard solution of gallic acid (20, 40, 60, 80 and 100 mg/L,
r=0.997). Results were expressed on a fresh weight (fw) basis as mg
gallic acid equivalents/100 g of sample. Each determination was
performed in triplicate and was repeated at least three times.

2.3.6. Determination of Total Anthocyanins

Total anthocyanins were determined using a pH differential
method (Guisti & Wrolstad, 2001). The extracts were dissolved
separately in a potassium chloride buffer (KCL, 0.025 M, pH 1.0)
and sodium acetate (CH;COONa. 3H,0, 0.4 M, pH 4.5), with a pre-
determined dilution factor. Sample measurement absorptions were
read at 510 and 700 nm against a blank cell containing distilled
water. The absorption (A) of the diluted sample was then calculated
as follows: A= (As; - A700)pH 10— (Asio _A700)pH 45

The monomeric anthocyanin pigment concentration in the
original sample was calculated according to the following formula:
Anthocyanin content (mg/100g of fresh fruit) = A x MW x DF x
100/(ex 1)

This equation was applied where cyanidin-3-glucoside
molecular weight (MW= 449.2 g mol™") and the molar absorption of
cyanidin-3-glucoside (¢ = 26900M) constants were used. The
anthocyanin content was expressed as milligrams of cyanidin-3-
glucoside (cy-3-glu) equivalent per 100g of fresh fruit. Each
determination was performed in triplicate and was repeated at least
three times.
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2.3.7. Evaluation of the Antioxidant Activity
2.3.7.1. ABTS Method

The ABTS method [2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid] used was previously described by Re et al. (1999).
The ABTS" radical cation was produced by mixing ABTS (7 mM
final concentration in 25 mL) with potassium persulfate (2.45 mM
final concentration in 25 mL), and the mixture was kept in the dark at
room temperature for 16 h. For the analysis, the reagent was diluted
in ethanol until the absorption at 734 nm was 0.7 + 0.02. The
absorption was measured in a Hewlett-Packard 845A
spectrophotometer 7 min after the addition of the sample. The results
were expressed in TEAC (antioxidant activity equivalent to Trolox)
in pmol TEAC/100g fresh weight. Each determination was
performed in triplicate and was repeated at least three times.

2.3.7.2. DPPH’ Method

The antioxidant capacity of the fruit extracts was also studied
through the evaluation of the free radical-scavenging effect on the
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical. The DPPH free
radical was commercially available and was prepared at a 0.1 mM
concentration (25 mgL™) in methanol, as described by Sanchez-
Moreno, Laurrari, and Saura-Calixto (1998). In the two scavenging
methods, the radical was prepared daily and was protected from
light. Absorption was recorded to check the stability of the radical
throughout the period of analysis. The results were expressed in
TEAC (activity equivalent to Trolox) in pmol TEAC/100g fresh
weight. Each determination was performed in triplicate and was
repeated at least three times.

2.3.7.3. The FRAP Method

The procedure was described by Benzie and Strain (1996,
1999). The principle of this method is based on the reduction of a
ferric [(Fe* (tripyridyltriazine TPTZ),]” complex to its ferrous
[(Fe+2 (TPTZ)2]+2 (blue-colored) form in the presence of antioxidants.
FRAP reagent was prepared by mixing 2.5 mL TPTZ solution
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(10mM in 40 mM HCl), 25 mL acetate buffer (300mM, pH 3.6), and
2.5 mL FeCl;6 H,0 solution (20 mM). After 4-min incubation at
37°C, the reagent was used as a blank by determining the absorbance
at 593 nm (Hewlett—Packard® 8452A). FRAP solution (900uL) was
added to 90 uL of distilled water and 30 uL of standards or extracts.
In addition to standard curves using trolox (0-500 puL) were run with
each set of extracts The results were expressed in TEAC (activity
equivalent to Trolox) in pmol TEAC/100g fresh weight. Each
determination was performed in triplicate and was repeated at least
three times.

2.3.8. Statistical Analysis

All of the analyses using different extraction systems were
carried out in triplicate, and the results were presented as averages
and standard deviations. To compare the averages, a variance
analysis (ANOVA) was carried out (univariate) as well as the Tukey
test, with the help of the software Statistica® 6.0, version 2001. The
significance level considered for the differences between averages
was 5% (p< 0.05).

3. Results and discussion
3.1. Chemical composition

There is no information available in the literature regarding
the chemical composition, phenolic compounds content or the
antioxidant capacity of G. brasiliensis (camarinha), therefore we will
use as a reference data on other small fruits with known composition
which are recognized for their health benefits being important dietary
sources of fiber and bioactive compounds, both micronutrients and
phytochemicals (D’Archivio et al., 2007; Dini; Tenore, & Dini,
2008). The chemical composition of the G. brasiliensis (camarinha)
fruit is described in Table 1. The moisture level of the fruit was
around 81.30%, which lies within the class of fleshy and succulent
fruits; a common characteristic in tropical fruits (Lorenzi et al.,
2006). The carbohydrate level (10.74%) is the highest calorie
contributor, as the total lipid and protein contents do not substantially
influence the calculation of the energy value of the produce.
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Table 1. Centesimal composition of the Gaylussacia
brasiliensis fruit”,

Gaylussacia brasiliensis
Parameter

(mg/100g)
Moisture 105°C (% p/p) 81.30 +£0.09
Lipids (% p/p) 0.62+0.23
Protein (% p/p)" 0.56 +0.02
Carbohydrates* 10.74
Fibers (% p/p) 6.53+0.5
Ashes (% p/p) 0.25+0.02
Caloric value (kcal/kJ)? 51 kcal/215 KJ

“Results presented as mean + SD, n = 3. PN x 6.25.

“Calculated by the difference of: 100- (% total lipids + % proteins + % moisture
+ % ashes + % fibers). *Calculated by the sum of the percentages of proteins and
carbohydrates multiplied by a factor of 4 (Kcal/g) and total lipids multiplied by a
factor of 9 (Kcal/g).

The lipid values (0.62%) were shown to be lower than those
obtained in a study by Ercisli and Orhan (2008) on other examples of
the berry class of fruits including the following: Morus Alba
(1.10%), Morus rubra (0.95%) and Morus nigra (0.85%). Therefore,
the G. brasiliensis fruit appears to be a good low calorie option.

The camarinha fruit samples showed a fiber level of 6.53%,
corresponding to 100% of insoluble fibers, which could be
considered as a food rich in fibers when compared to other small
fruits, such as blackberries (5.30%), blueberries (2.40%),
strawberries (2.00%), and grapes (0.50%), (USDA, 2008). High
fiber content is found in few edible fruits. However, according to
Andola et al. (2010), who analyzed the most prominent commercial
fruits in India, the berberis species presents a high fiber content,
which corroborates with the findings of the present study. The ash
content is considered to provide a general measure of quality and is
frequently used as a parameter in the assessment (Hofman et al.,
2002) of the functional properties of foods, mainly in the case of
foods relatively high mineral contents, such as fruits and vegetables.
The ash content (0.25%) of camarinha is similar to other small-sized
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fruits, such as blueberries (0.24%), blackberries (0.37%) and
strawberries (0.40%) (USDA, 2008).

With regard to the mineral elements (Table 2), the G.
brasiliensis fruit contained the main macroelements K (115.4
mg/100 g), Ca (58.2 mg/100 g) and Mg (21.9 mg/100 g) as well as
the microelement Fe (6.0 mg/100 g).

Table 2. Mineral composition of the Gaylussacia brasiliensis fruit"

Gaylussacia brasiliensis
Parameter

(mg.100g™")
Potassium 11540+ 1.75
Calcium 58.23+1.34
Magnesium 21.90% 1.00
Phosphorus 16.31£0.08
Sodium 13.21£0.02
Iron 6.03+£0.03
Zinc 0.40£ 0.02
Copper 0.10+ 0.02
Selenium 0.05+ 0.00
Cobalt 0.04%0.00
Chromium 0.05% 0.00
Molybdenum 0.02+ 0.00

*Results presented as mean + SD, n =3

Fruits in general are a good potassium source, because this
cation represents one of the most abundant minerals due to its
diversity of functions in plants (Soares et. al., 2004, Andola et al.,
2010). Calcium is the second most abundant element in this fruit.
This mineral is frequently associated with the quality of fruits
(Hofman et al., 2002) and it has been used to increase their texture
and firmness, to delay senescence and to reduce the respiration rate
(Hofman et al., 2002; Soares et. al., 2004). The content of iron
observed in camarinha was higher than values reported for other
small fruits (USDA, 2008). In the mineral composition of the berry
species Morus sp, high values were found for K (1,141 mg/100 g), P
(235 mg/100 g), and Ca (139 mg/100 g) (Ercisli & Ohran, 2007), but
values for Fe (4.3 mg/100 g), Mg (4.0 mg/100 g), and Zn (3.1
mg/100 g) were lower than those obtained in the current study. Zn,
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Cu, Se, Co and Cr contents of camarinha were very low. The
importance of these elements cannot be overemphasized because
many enzymes require them as cofactors (Ozcan &
Haciseferogullari, 2007).

3.2. Fatty acids profile

The results for fatty acid composition, total saturated fatty
acids (SFA), monounsaturated fatty acids (MUFA), and
polyunsaturated fatty acids (PUFA) of the studied fruit samples are
shown in Table 3. Levels of unsaturated fatty acids (78.7%) were
found in the camarinha fruit (MUFA content (16.5%), and PUFA
content (62.2%), with the main ones being linoleic (33.4%) and o-
linolenic (28.8%) acids.

Table 3. Fatty acids profile (% p/p) of the Gaylussacia brasiliensis
fruit*

Fatty acids G. brasiliensis

(g/100g)
C16:0 (Palmitic) 16.8 0.8
C18:0 (Stearic) 4.5+ 0.04
C18:1 (Oleic) 16.51£0.3
C18:2 (Linoleic) 33.4+0.2
C18:3 (a-Linolenic) 28.810.2
Saturated (SFA) 21.3
Monounsaturated (MUFA) 16.5
Polyunsaturated (PUFA) 62.2

"Results presented as mean + SD, n =3

It is well known that linoleic and «-linolenic acids are two
essential fatty acids required by humans (Simpoulos, 2002). The
lower omega 6 to omega 3 fatty acids ratio of G. brasiliensis fruit
provides a better choice from the nutritional point of view.The major
saturated fatty acids (SFA) were found in the camarinha fruit
samples C16:0 and C18:0, and the ratio of PUFA to SFA was 2.92.
Parry et al. (2005) reported that o-linolenic acid was the dominant
fatty acid in blackberry, blueberry, and red raspberry fruits. Ercisli &
Orhan, (2008) revealed that mulberry fruits were rich in linoleic and
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palmitic acids, and linolenic was not found. Barros et al. (2010)
showed that the dominant fatty acids in strawberry-tree berries were
linoleic and a-linolenic acids. The difference observed in the fatty
acid compositions may be due to different phases of biosynthesis of
these compounds as well as the stages of their biosynthesis and
accumulation (Ercisli, 2007).

3.3. Phenolic compounds

The antioxidant potential of phenolic compounds is
recognized in the scientific community, as they are singlet oxygen
reducers in lipid oxidation reactions and in the chelation of metals.
Phenolic compounds present a wide array of pharmacological
properties, including antiallergenic, anti-atheriogenic, anti-
inflammatory, antimicrobial, and anti-thrombotic effects and have
cardio-protective and vasodilating effects (Manach, Mazur, &
Scalbert, 2005).

Table 4 shows the total phenolic compounds content and
antioxidant capacity of the different extraction systems obtained
from the G. brasiliensis fruit, determined by the ABTS, DPPH and
FRAP methods.

The acetonic extract presented the highest level of total
phenolic compounds, with a statistically significant difference (p<
0.05) in relation to the other extracts, and there was no difference
between the ethanolic and aqueous extracts. According to Julkunen-
Tiito (1985), the total phenolic content and antioxidant activity of
extracts are significantly dependent on the solvents used, as
antioxidant compounds have different polarities. The level of
phenolic compounds obtained from the acetonic extract of the G.
brasiliensis fruit was 492.87 mg GAE/100 g, which was higher than
the levels noted in the study by Kuskoski et al. (2006) who carried
out research using the pulp of strawberry (132.1 mg GAE/100g), acai
(136.8 mg GAE/100g), grape (117.1 mg GAE/100g), and mulberry
(118.9 mg GAE/100g).
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Table 4. Total phenolic content and antioxidant activity of the
Gaylussacia brasiliensis (camarinha) fruit extracts” .
Acetonic Methanolic Ethanolic Aqueous

Total
phenolic

ABTS' 20547 £1.5% 204120 +4.03** 1946.5+2.4>* 1816.5+0.2%
DPPH!  2256.6 +92.5*% 2110.6 £ 19.9%* 1698.7 + 11.3%% 1399.9° + 3.6°!
FRAP'  851.77 £ 21.59*C 765.32° +2.60°8 691.98 + 1.70°C 406.4 + 10.7%¢

4929+1.2° 417.8+1.2° 3825+45° 402.6+7.7°

Data was expressed as average + SD, n = 3.

°Equivalent to gallic acid (GAE) (mg GAE/100g)

TEAC value (uMol/100g) (antioxidant activity equivalent to Trolox).

Different lowercase letters in the same column and different uppercase letters on the
same line represent significant statistical differences (Tukey HSD, P<0.05).

Therefore, it can be inferred that the total phenolic content of
the Gaylussacia brasiliensis (camarinha) is similar or higher than
that of various other small fruits, for instance, blackberry (486,5 mg
GAE/100g), blueberry (399.3 mg GAE/100g, strawberries (148,0 mg
GAE/100 g), and grape (126 mg GAE/100g (Sellappan et al., 2002;
Zheng et al., 2007; Reddy et al., 2010,).

3.4. Determination of Total Anthocyanins

The anthocyanin content found in the camarinha fruit was
240.43 mg cy-3-glu/100 g. On comparing these results with those
available in the literature, lower anthocyanin values have been
reported for blackberries (152.8 mg cy-3-glu /100 g), blueberrye
(113.3 mg cy-3-glu/100 g), strawberrye (20.1 mg cy-3-glu /100 g)
and grape (107.6 mg cy-3-glu /100 g). (Sellappan et al., 2002, Zheng
et al., 2007, Khanal, Howard, Prior, 2010). Anthocyanins are potent
flavonoid antioxidants that provide health benefits and contribute to
antioxidant capacity. These significant properties of anthocyanins
play an important role in the prevention of neuronal and
cardiovascular diseases, cancer and diabetes, among others
(Castaneda-Ovando, et al., 2009).
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3.5. Antioxidant activity

The antioxidant activity data for the G. brasiliensis fruit
extracts presented in Table 4 show that in addition to the total
phenolic content, the antioxidant activity was also higher in the
acetonic and methanolic extracts. The average antioxidant values
were 1964.72, 1866.46 and 678.86 uMol TE/100 g, determined by
the ABTS, DPPH' and FRAP methods, respectively. For the
different extracts, there were no significant differences (p>0.05)
between the ABTS and DPPH" methods, which may be due to the
similar action mechanisms of these two methods or to the ability of
the antioxidant to reduce certain radicals (DPPH" and ABTS). The
high antioxidant capacity of the camarinha fruit is in agreement with
data obtained in several previous studies (Sellappan et al., 2002;
Vasco et al., 2008; Ogzen, Serce, & Kaya, 2009; Reddy et al., 2010),

Positive correlation was observed between the total
polyphenol content and the antioxidant capacity in the camarinha
extracts: ABTS (r = 0.66), DPPH (r = 0.79), FRAP (r = 0.97),
whereas a less linear correlation between total antioxidant capacity
and anthocyanin content were recorded (r= 0.4259, 0.5656, 0.8457,
respectively). Some authors have found a positive correlation
between total phenolic content and antioxidant capacity using the
DPPH, ABTS, and FRAP methods (Ercisli et al., 2007, Vasco et al.,
2008, Ozgen et al., 2009, Reddy et. al, 2010). Zheng et al. (in press)
reported that both TPC and major anthocyanins correlated
significantly with DPPH, ABTS, and FRAP, indicating that
anthocyanins and the TPC contributed to the antioxidant activity,
which is consistent with the results of the present study.

In the current study, the correlations for the FRAP-ABTS,
FRAP-DPPH’, ABTS-DPPH’ methods were 0.95, 0.89, and 0.95,
respectively, indicating that the camarinha extract has comparable
activity in all determinations.  Other studies have reported
correlations of between -0.58 and 0.97, depending on the extractor
solvent, the hydrophilicity of the compounds, the sample, and the
type of phenolic compound (Thaipong et al., 2006). Each method
evaluates the antioxidant capacity according to the conditions and
reagent used; therefore, the employment of different methods could
assist in the identification of variations in the response to the
compounds extracted from fruit samples (Vasco et al., 2008).
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4. Conclusions

In relation to the nutritional composition, the Gaylussacia
brasiliensis (camarinha) fruit showed high levels of dietary fiber.
The total polyphenol content was dependent on the solvent used,
demonstrating its positive correlation to the antioxidant capacity of
the different camarinha extracts. Acetone (100%) and Methanol
(100%) were the most efficient solvents for total polyphenol
extraction, which is associated with the highest levels of antioxidant
activity, verified by the ABTS, DPPH and FRAP methods. In
addressing the lack of research on Gaylussacia brasiliensis, this
study highlights the potential of this fruit as an important source of
nutritional and bioactive compounds available in the native Brazilian
flora.
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CAPITULO 3

EFEITO DO SUCO DA GAYLUSSACIA BRASILIENSIS
SOBRE A PEROXIDACAO LIPIDICA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DAS ENZIMAS CONTRA O DANO

HEPATICO EM RATOS

Artigo submetido a revista Basic of Clinical Pharmacology and
Toxicology (ANEXO C).

Efeito do suco da Gaylussacia brasiliensis sobre a peroxidagdo
lipidica e atividade antioxidante das enzimas contra o dano hepdtico

em ratos.
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Efeito do suco da Gaylussacia brasiliensis sobre a peroxidacao
lipidica e atividade antioxidante das enzimas contra o dano
hepatico em ratos.

Resumo

O objetivo principal deste estudo foi avaliar o efeito das dietas
suplementadas com o suco da fruto da Gaylussacia brasiliensis
(camarinha) isolado ou em combinagdio com o metil
metanosulfonato (MMS) sobre a peroxidagdo lipidica e atividade
antioxidante de enzimas contra o dano hepético em ratos Wistar. O
suco foi administrado uma vez ao dia, nos ratos, por meio de
gavagem. Apds 30 dias de tratamento todos os animais foram
sacrificados e coletadas amostras do sangue e do figado para
determinar a atividade das enzimas aminotransferases (ALT, AST),
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), peroxidagao lipidica, e
a avaliacdo histolégica do figado. No presente estudo, a
administracdo do MMS afetou marcadores bioquimicos de funcio
hepdtica. Os niveis séricos SOD, CAT e a peroxidagdo lipidica no
figado dos ratos foram aumentados na administragdo aguda de MMS
no grupo dos ratos tratados com a dieta basica. Quando a dieta foi
suplementada com suco de camarinha, a atividades das enzimas e a
peroxidacdo lipidica foram praticamente restauradas e aproximaram-
se das observadas no grupo controle. Estudos histolégicos mostraram
que oS grupos expostos ao estresse oxidativo e suplementado com o
suco de camarinha apresentaram figado de arquitetura normal,
indicando efeito protetor deste fruto. Sobre os resultados deste estudo
sugere-se que o suco de camarinha mitigou o dano hepético pela
inibi¢do do acimulo lipidico e redugado do estresse oxidativo.

Palavras-chave: Gaylussacia brasiliensis (camarinha), atividade
antioxidante, efeito hepatoprotetor, estresse oxidativo
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Effect of Gaylussacia brasiliensis juice on lipid peroxidation and
antioxidant enzyme activity against liver damage in rats.

Abstract

This study aimed to evaluate the possible effect of diets
supplemented with Gaylussacia brasiliensis (camarinha) juice alone
or in combination with methyl methanesulfonate (MMS) on the
activity of antioxidant enzymes in albino Wistar rats. Juices were
administered to the rats by oral gavage once a day. After 30 days of
treatment all animals were sacrificed, and blood and liver samples
were collected to evaluate aminotransferases (ALT, AST), catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) activity, lipid peroxidation, and
to carry out a histological assessment of the liver. In this study, MMS
administration affected the biochemical markers of liver function.
Serum SOD, CAT levels and lipid peroxidation were enhanced (p
<0.05) in acute MMS-treated rats nourished with a basal diet. When
the diet was supplemented with camarinha juice, the activities of
these enzymes e lipid damage were practically restored and reached
the normal values of control rats. Histological studies showed that
groups exposed to oxidative stress and supplemented with camarinha
juice presented a normal liver architecture, indicating the protective
effect of this fruit. On the basis of the above results it could be
concluded that camarinha juice mitigates hepatic injury by inhibiting
hepatic lipid accumulation and reducing oxidative damage.

Key words: Gaylussacia brasiliensis (camarinha), antioxidant
activity, hepatoprotective, oxidative stress
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Introducao

Gaylussacia brasiliensis, pertencente a familia Ericaceae, ¢
botanicamente classificada como Gaylussacia brasiliensis (Spreng)
Meissner var. brasiliensis e conhecida na regido sul do Brasil como
“camarinha”. E uma das espécies nativas do Brasil pouco conhecidas
e ndo cultivadas, porém endémica das restingas brasileiras
(LORENZI et al., 2006). E um arbusto de ramos densamente
folhosos, medindo de 0,3 a 1,0 metro, produzidos durante todo o ano
(LORENZI et al., 2006). Fruto de cor quase negro, medindo de 4 a 6
mm de didmetro com mindsculas sementes dispersas na polpa
carnosa , 100% comestivel, de sabor doce e agradavel Lorenzi et al.,
2006. O fruto da G. brasiliensis (camarinha) € boa fonte de
compostos fendlicos, incluindo antocianinas, apresentando contetdo
superior quando comparado com alguns frutos de pequeno porte
como amora, mirtilo, morango e uva (BRAMORSKI et al., 2011).

Frutas s3o conhecidas como fontes ricas de compostos
fendlicos. Apresentam em sua composi¢cdo quantidades varidveis de
acidos fendlicos (dcido clorogénico e 4cido tanico) e flavondides
(antocianinas, proantocinainas, flavonodis e catequinas (KRAJKA-
UZNIAK et al., 2009). A énfase na sua utilizacido em dietas voltadas
a promo¢do da sdude estd bem fundamentada nas evidéncias
acumuladas por varias décadas. O consumo regular e variado de
frutas e vegetais é reconhecido fator de protecdo para doencas
degenerativas incluindo o cincer (KRAJKA-UZNIAK et al., 2009).
Estes compostos, considerados potentes antioxidantes, também
afetam a formacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e
alteracdo do DNA in vitro e in vivo (IGNATOWICZ et al., 2008).
Estudos epidemioldgicos tem demosntrado o efeito protetor de
antioxidantes naturais contra algumas doencas degenerativs
(WILLET, 1994; NESS; POWLES, 1997). Neste contexto, existe a
necessidade de pesquisas sobre agentes que poderiam prevenir tais
prejuizos.

O figado é orgdo envolvido em diversas funcdes
metabdlicas, bem como no metabolismo de substincias tdxicas e
toxinas (LEE, KEUM; KU, 2007). Um desequilibrio em favor de
pré-oxidantes em detrimento de antioxidantes pode afetar todos os
tipos de moléculas biolégicas, incluindo o DNA, lipideos, proteinas e
carboidratos, podendo resultar em processos como a mutagénese,
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carcinogénese, dano as membranas, peroxidacdo lipidica, oxidacio
de proteinas e fragmentagdo (SEIS, 1993).

Alguns mecanismos de protecdo enddgena estdo envolvidos
nas reacdes que limitam a formacdo de ROS e prejuizos que estas
espécies reativas causam ao organimso (SEIS, 1993). Considerando
que a prote¢do ndo pode ser completa, ou quando a formagdo de
ROS ¢ excessiva, mecanismos de protecdo adicionais fornecidos pela
dieta antioxidante poderd ser de grande importancia. Assim, muitos
agentes naturais que apresentam propriedades antioxidantes t&ém sido
propostos para prevenir e ou tratar hepatopatias induzidas pelo
estresse oxidativo (LIEBER, 1997; CERVINKOVA; DRAHOTA,
1998).

Apesar de seu potencial efeito em termos de beneficios a
satde, ha poucos estudos com a Gaylussacia brasiliensis € nenhum
dado foi descrito a respeito de seu potencial antioxidante in vivo.
Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi estabelecer o
efeito potencial de dietas suplementadas com o suco de G.
brasiliensis (camarinha) isolado ou em combina¢do com metil-
metanosulfonato (MMS) sobre a peroxidacdo lipidica e atividade
antioxidante de enzimas contra o dano hepético em ratos Wistar.

2 Material e Métodos
2.1 Amostra

Frutos maduros da camarinha (G. brasiliensis (Spreng)
Meissner var. brasiliensis) foram coletados na regido litordnea do
municipio de Palhoca, estado de Santa Catarina, Brasil, em abril de
2008, e identificadas pelo Dr. Oscar Benigno Iza, da Universidade do
Vale do Itajai. A especie foi identificada sob o n® HBR 52834 (A.
Bramorski 01) e depositada no Herbario Barbosa Rodrigues (HBR),
Itajai, Santa Catarina, Brasil. Os frutos foram reunidos e
cuidadosamente selecionados, procurando-se obter um lote uniforme
quanto ao tamanho e ao grau de maturacdo, determinado pela
intensidade da cor visualmente. Apds sele¢do os frutos foram
embalados e armazenados a temperatura de -18,0 +0,2°C até o
processamento.
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2.2 Preparo da Amostra

As amostras do suco de camarinha foram preparadas
semanalmente com 60 g do fruto e adicionados de 50 mL de dgua
destilada estéril, e homogeinizados em moinho de bancada a 7000
rpm. Apds homogeinizagdo, o suco foi filtrado em tecido de algoddo
e estocado em frascos estéreis -18°C para subsequente uso.

2.3 Determinacdo do conteiido de fendlicos totais e antocianinas
monoméricas totais do suco

O conteddo de fenélicos totais do suco de camarinha foi
determinado espectofotometricamente (Hewlett-Packard 8452 A
Spectrophotometer) segundo o método descrito por Folin-Ciocalteau
(SINGLETON; ROSSI, 1965). A absorbéncia foi medida a 765 nm e
os resultados expressos em mg de equivalente em &cido gdlico
(EAG)/ 100 mL suco do fruto. O contetido total de antocianinas do
suco de camarinha foi determinado pelo método de diferenca de pH
(GUISTI; WROLSTAD, 2001). A absorbancia foi lida a 520 e 700
nm. Os resultados foram expressos como concentracio de pigmentos
monoméricos (mg/100 mL) de equivalente de cianidina-3-glicosideo
(mg cy-3-glu Eq/100 mL) do suco do fruto.

2.4 Animais

Para o estudo foram utilizados trinta e seis ratos machos da
linhagem Wistar pesando entre 200-210 g. Os animais foram
provenientes do Biotério Central da Univali e mantidos em
condi¢des climatizadas no laboratdrio, por trés dias, antes do inicio
do experimento, permitindo acesso livre a alimentacdo (dieta
comercial peletizada) e dgua. As dietas para todos os grupos foram
preparadas de acordo com a recomendag@o do American Institute of
Nutrition 1993 (REEVES; NIELSEN; FSHEY, 1993) para a
manuten¢do de ratos adultos (AIN-93M). Durante o experimento os
animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas de aco inoxidavel
em sala fechada, com temperatura controlada (22 + 20C), com
fotoperiodo de 12 horas. Este experimento foi realizado de acordo
com as Normas Internacionais para a Pesquisa Biomédica em
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Animais e aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa da
Universidade do Vale do Itajai, Itajai, Santa Catarina, Brasil.

2.5 Tratamento

Os ratos foram distribuidos em seis grupos ao acaso (n=6):
Group I (GI) serviu como controle negativo e recebeu dgua destilada
por gavagem oral durante o experimento; Grupo II (GII) serviu de
controle positivo e recebeu dgua destilada por gavagem oral durante
o experimento e no 28’ dia foi administrado por gavagem oral metil-
metanosulfonato (MMS) e nos dois dias subsequentes os animais
deste grupo receberam agua destilada; Grupo 111 (GIII) serviu como
controle camarinha e recebeu suco de camarinha por gavagem oral
durante os 30 dias de experimento; Group IV (GIV) recebeu suco de
camarinha, por gavagem oral e no 28° dia foi administrado MMS e
nos dois dias subsequentes recebeu agua destilada; Grupo V (GV)
recebeu 4dgua destilada, por gavagem oral, no 28" dia foi
administrado MMS e nos dois dias subseqiientes recebeu suco de
camarinha; Grupo VI (GVI) recebeu suco de camarinha, por
gavagem oral, no 28° dia foi administrado MMS e nos dois dias
subseqiientes recebeu suco de camarinha. As doses do suco de
camarinha foram determinadas pelo célculo da quantidade de suco
de uva correspondente a dose didria recomendada para individuos
adultos do sexo masculino (PARK et al., 2003; DANI et al., 2008). O
suco de camarinha foi administrado aos ratos (7uL do suco de
camarinha/g peso do animal) uma vez ao dia. Durante o experimento
a quantidade de suco foi ajustada de acordo com o peso do animal. O
registro do consumo alimentar foi realizado trés vezes por semana e
o controle de peso diariamente. O ganho de peso foi calculado
usando a seguinte equacgdo: ganho peso (gramas) = (peso final- peso
inicial). Apds a eutandsia foi realizado a pesagem do figado, e
definido como peso absoluto. O peso relativo foi calculado usando o
peso do corpo no dia da eutandsia (A) e o peso absoluto (B)
utilizando a seguinte equacdo para reduzir a diferenca do peso
individual: peso relativo (%) = (B/A)*100. O experimento teve
duracio de 30 dias e no 24° dia foi suspensa a dieta para manter
todos os animais em periodo de jejum. Apés 12 horas de jejum foram
coletadas amostras do sangue total da cauda de cada animal para
determinacdo do colesterol total e glicose. Accu-chek® foi usado
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para determinacdo da concentracio de glicose e o Accutrend
colesterol® para determinacio de colesterol. Apés a coleta de sangue
0s animais retornaram as condi¢cdes do experimento, cada grupo com
as suas especificidades. No 28° dia de experimento foi administrado
MMS na propor¢ao de 50 mg/kg de peso do animal nos Grupos 1I,
IV, V, VI via intraperitoneal. Posteriormente, os Grupos III, V, VI
receberam suco de camarinha (gavagem oral) até o final do
experimento (dois dias) e os Grupos I, II, IV receberam &4gua
destilada (gavagem oral) até o final do experimento. No 30° dia de
experimento (48 horas apds a administracio do MMS), os animais
foram anestesiados com Zoletil 50® (50mg/Kg de peso do animal,
via intraperitoneal) e realizada a coleta de sangue através da puncio
cardiaca. O sangue coletado foi centrifugado a 3500 rpm por 15
minutos e armazenado a -80°C para posterior andlise.

2.6 Andlises Bioquimicas

Os niveis séricos de aspartato transaminase (TGO/AST) e
alanina transaminase (TGP/ALT) foram determinadas utilizando kit
commercial de acordo com o protocolo do fabricante usando um
analisador Cobas Mira Plus, Roche®. A atividade da superéxido
dismutase (SOD) foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da
adrenalina  medida  espectofotometricamente a 480 nm
(espectofotdmetro model UV-1700, Shimadzu, Kyoto, Japan) e
expressa em USOD/mg (BANNISTER; CALABRESE, 1987). A
determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi realizada de
acordo com o método descrito por Aebi (1984), avaliando a
velocidade de decomposicio do H,O, a 240 nm e expressa em
UCAT/mg de proteina.

2.7 Andlise do estresse oxidativo no figado

A peroxidacio lipidica foi monitorada por meio da formagao
das espécies reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS) ao
aquecimento, o qual tem sido amplamente adotado como um método
sensivel para a avaliagdo da peroxidagdo lipidica (WILLS, 1966).
Resumidamente, as amostras de figado foram misturadas com 10%
de 4cido tricloacético e 0,67% 4cido tiobarbiturico e entdo aquecidas
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em banho fervente por 15 minutos. TBARS foi realizado a 535 nm e
os resultados expressos em nmol/mg de proteina.

2.8 Avaliagdo histologica

Fragmetos do l6bulo direito do figado foram coletados,
cortados em pedagos de aproximadamente 3 mm, fixados em 4% de
formol, dehidratado, clarificado e embebido em parafina. Os
fragmentos embebidos em parafina foram seccionados com
espessura de 4 um e corados com Hematoxilina Harris e eosina para
andlise histoldgica, utilizando microscépio padrdo (40x). Esteatose
hepdtica foi classificada de acordo com a presenca de hepatdcitos
contendo vacuolos de gordura. Os cortes do figado corados com
H&E foram codificados e avaliados cegamente para investigar a
presenca de esteatose por patologista sem conhecimento dos grupos a
que pertencia e conseqiiente resposta ao tratamento.

2.9 Andlise estatistica

Os resultados bioquimicos foram expressos como media e
desvio-padrao, e submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey’s
através do software Statistical Package for the Social Sciences -
SPSS (Chicago, IL) versao 12.0.

3 Resultados

O conteddo de fendlicos do suco de camarinha usado neste
estudo foi em média 275,0 £ 2,3 mg EAG/100 mL e para
antocianinas monoméricas totais foi 46,0 + 2,1 mg/100mL cy-3-glu.

3.1 Perfil dos animais.

A Tabela 1 apresenta a media do consumo alimentar, ganho
de peso, peso do figado, colesterol e glicose dos grupos de animais
consumindo dieta padrdao e dietas suplementadas com o suco de
camarinha.
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Tabela 1. Efeito do suco do fruto da camarinha sobre consumo
alimentar relativizado, ganho de peso, peso do figado relativizado apds
administracdo MMS, colesterol e glicose.

Consumo Peso .
. Ganho peso ’ Colesterol Glicose
Grupos  alimentar @ figado (mg/dL) (mg/dL)
(%) £ (%) © ©
I 7,6%0,3" 112,2+30.8" 3,8£0,3" 1528+ 1,6 83,3+74"
II 8,0+0,4" 116,0+1,3* 3,9+0,3" 153,0+2,3" 75,8+8,5"
92,6+
III 7,6+0,3" 117,2422,3* 3,6+0,1*  152,0+1,1° b
15,5%
1AY 7,9+0,6" 123,5+15,8" 3,9403*  151,7+29" 90,9+ 9,5
v 8,2+0,2° 115,6+14,5" 43+04* 1522+1,8" 75,0+3,3"
VI 8,2+0,5" 103,3+8,3" 3,940,7°  151,8+2,2" 758+3,1*"
p 0,2775 0,5829 0,6688 0,8767 <0,05

Grupos: (GI) controle negativo, controle positivo (GII) H,O + MMS, (GIII) suco
camarinha, (GIV) suco camarinha + MMS+ H,0, (GV) H,O + MMS + suco camarinha
e (GVI) suco camarinha + MMS + suco camarinha (médiaxSD; n=6). Letras diferentes
na mesma coluna representam diferencas estatisticas (Tukey HSD, p<0,05).

Os resultados foram apresentados de forma a facilitar as
comparacdes entre os grupos de animais tratados com MMS
(estressados) e ndo estressados (sem administracio de MMS). Ratos
foram distribuidos ao acaso no inicio do experimento, assegurando
que o peso inicial entre os grupos fossem préximos. Dietas foram
bem toleradas por todos os grupos, sem sinais de rejeicdo pelos
animais. O consumo alimentar nao apresentou diferencas estatisticas
entre os grupos durante quatro semanas de experimento.
Adicionalmente, ndo foram observadas diferencas significativas no
ganho de peso (p>0,05) e no peso relativizado do figado (p>0,05)
entre os seis grupos de animais no final do experimento. Em relacio
as concentragdes de colesterol total e glicose ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre cada grupo e o
controle (GI). Contudo, quando comparou-se 0Ss grupos que
receberam suco de camarinha (GIV, GV, GVI) com o grupo controle
camarinha (GIII) foram observadas diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05). Os groups III, IV and VI ndo apresentaram
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diferencas estatistica entre si. Estes resultados coincidem com o fato
dos grupos III, IV e VI terem recebido suco de camarinha no inicio
do experimento, enquanto o grupo V recebeu somente no final do
experimento.

3.2 Andlises bioquimicas

A atividade das enzimas AST e ALT s@o reconhecidos
marcadores bioquimicos de alteracdes hepatocelulares. O dano do
tecido hepético permite a liberacio de quantidades significativas
destas enzimas na corrente sanguinea (GOWRI et al.,, 2008;
DOMITROVI et al., 2010). No presente estudo, a administracao de
MMS afetou os marcadores bioquimicos da func@o hepética. Como
apresentado na Fig.1, os niveis séricos das enzimas AST e ALT
foram aumentados (p<0,05) em ratos tratados com dose aguda de
MMS e alimentados com dieta basal.

Gl GIV GV GVI

>
w

g & 8

TGO/AST(U/L)

g

Gll Gl GIV GV GVI
Grupos Grupos

Fig. 1 Atividade das enzimas (A) Aspartato transaminase (AST) e

(B) alanina transaminase (ALT) no plasma de ratos.

Grupos: (GI) controle negativo, controle positivo (GII) H,O + MMS, (GIII) suco
camarinha, (GIV) suco camarinha + MMS+ H,O (GV) H,O + MMS + suco
camarinha e (GVI) suco camarinha + MMS + suco camarinha (médiaxzSD; n=6).
*p<0,001 comparado com o controle (GI); *p<0,001 comparado com os grupos III,
IV, V, VI; “p<0,05 comparado com controle (I); $p<0,05 comparado com o0s
grupos III, IV, V, VL.

Quando a dieta foi suplementada com suco de camarinha
(GIV, V, VI), a atividade das enzimas foram praticamente
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restauradas e alcancaram valores proximo aos grupos controle (GI) e
camarinha (GIII). Por outro lado, o suco de camarinha administrado
sozinho (GIII) ndo afetou os marcadores bioquimicos. Observou-se
uma reducdo dos niveis séricos das enzimas AST e ALT nos grupos
tratados com o suco de camarinha em comparacdo com o grupo
controle MMS (GII).

A producdo acima do normal de moléculas citotdxicas
reativas, causada por agentes tdxicos, pode ser controlada por
antioxidantes enzimaticos e moleculares tais como SOD, CAT, GPx,
GST, and GSH (EL-SAYED et al., 2006). A enzima SOD catalisa a
dismutacdo do anion superdxido (-O,) para peréxido hidrogénio
(H,0,) e oxigénio (0O,), reagdo importante no mecanismo
antioxidante de defesa celular (ALSCHER; ERTURK; HEATH,
2002; SHIH; WU; LIN, 2005. O MMS induziu um aumento da
atividade sérica de ambas as enzimas SOD e CAT (Fig. 2), bem
como, um aumento da peroxidagdo lipidica (TBARS) no figado dos
ratos controle ndo tratados (GII) (Fig 3).
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Fig. 2. Atividade das enzimas antioxidantes (A) SOD and (B) CAT
no plasma de ratos. Grupos: (GI) controle negativo, controle positivo
(GIDH,0 + MMS, (GIII) suco camarinha, (GIV) suco camarinha + MMS+ H,O
(GV) H,0 + MMS + suco camarinha e (GVI) suco camarinha + MMS + suco
camarinha (médiaxSD; n=6), *p<0,001 comparado com o controle (GI); #p<0,001
comparado com os grupos III, IV, VI.



102

Nos grupos suplementados com suco de camarinha e com
MMS (GIV, GV, GVI) observou-se decréscimo significante da
peroxidacdo lipidica e atividade das enzimas SOD e CAT quando
comparados com o grupo controle (GI) e camarinha (GII). A
reducdo da oxidagdo lipidica foi em torno de 80% no figado.
Portanto, sugere-se que o group II (MMS) ndo suplementado com
suco de camarinha apresentou um efeito diferente no balanco
oxidativo, o que poderia sugerir um efeito protetor deste fruto contra
o dano hepdtico.
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Fig. 3. Peroxidagdo lipidica no figado dos ratos.
Grupos: (GI) controle negativo, controle positivo (GII) H,O +
MMS, (GIII) suco camarinha, (GIV) suco camarinha +
MMS+ H,0 (GV) H,O + MMS + suco camarinha e (GVI)
suco camarinha + MMS + suco camarinha (média£SD; n=6),
*p<0,001 quando comparado com o (I); *p<0,001 e comparado

Avaliagdo histologica do figado

Nao foram observadas alteracdes morfoldgicas nos figados
dos grupos de animais tratados com o suco de camarinha (GIII),
suco camarinha+MMS+H,O (GIV), H,O+MMS+ suco camarinha
(GV) e suco camarinha+MMS+suco camarinha (GV]) (Fig. 4C, 4D,
4E, 4F) respectivamente.

Todos os figados analisados apresentaram aspectos similares
quando comparados com os figados do grupo controle (GI).



Fig. 4. Fotomicrografia da secdo do figado dos ratos apés
diferentes tratamentos. (A) GI: controle negativo; (B) GII: controle
positivo H,O + MMS; (C) GIII: suco camarinha; (D) GIV: suco camarinha +
MMS + H,0; (E) GV: H,O + MMS + suco camarinha; (F) GVI: suco
camarinha + MMS + suco camarinha (H&E x40)
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No grupo II (GII), os cortes corados de figado revelaram
vactolos lipidicos indicando esteatose macrovesicular ao redor da
zona periportal. Os hepatdcitos apresentaram-se aumentados,
mostrando goticulas de lipideos no citoplasma e niicleo localizado na
periferia da célula (Fig. 4B). Nao foram observadas evidéncias de
necrose, inflamacdo e fibrose perisinusoidal nos figados dos animais
tratados com MMS.

Contudo ndo foi utilizado nenhum método morfométrico
para determinar o grau de esteatose, sendo os achados compativeis
com esteatose macrovesicular sem inflamac¢do no parénquima.

4 Discussao

O estresse oxidativo tem sido associado a etiologia de varias
doengas hepaticas, frequentemente cursando com o decréscimo das
defesas antioxidantes, podendo, porém, ser limitado pelo sistema de
defesa do hospedeiro (PAROLA; ROBINO, 2001). Nutrientes e ndo
nutrientes da dieta parecem ser capazes de induzir o sistema de
defesa. Em adicdo ao efeito protetor das enzimas antioxidantes, o
consumo de antioxidantes por meio da dieta constitui um importante
modulador contra o dano oxidativo endégeno (WILLS, 1966). No
presente estudo, os resultados sugerem a ocorréncia de estesse
oxidativo hepdtico acompanhado pelas mudangas histoldgicas e
enzimdticas dos animais expostos ao agente téxico (MMS), o que
poderia servir de subsidio para futuras avaliacdes do potencial para
modificagdo do estado redox hepético por outros agentes.
Considerando que o MMS é um potente agente toxico usado para
induzir mudancas no DNA da célula, este estudo sugere que o suco
de camarinha poderd ser usado como suplemento da dieta para
proteger o figado contra agentes oxidativos. Os resultados obtidos
quanto a avalia¢do das enzimas antioxidantes do figado em animais
que receberam MMS (GII) indicaram alteragdes dos marcadores de
injuria hepdtica (aminotransferases, enzimas antioxidantes e perfil
histolégico).

A avaliag@o do perfil histolégico do figado também forneceu
evidéncias que suportam os resultados das andlises bioquimicas. Os
figados dos animais do grupo controle (GI) apresentaram estrutural
normal (Fig. 4A), com hepatécitos bem organizados. O grupo II,
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controle de MMS, apresentou-se com acimulo de goticulas de
gordura (Fig 4B). Em contraste, a avaliacdo histoldgica dos cortes
dos tecidos dos ratos expostos ao MMS e suplementados com suco
de camarinha mostraram uma histomorfologia mais préxima do
normal (Fig. 4D, 4E, 4F).

Uma resposta significativa das enzimas SOD e CAT nos
grupos II, IV, V e VI sugerem mecanismos adaptativos de defesas
antioxidantes que poderiam ter contribuido para evitar o aumento
significativo do dano celular, bem como, a auséncia de alteracdes
histolégicas nestes grupos.

O aumento significante da enzima SOD no grupo MMS
(GII) poderia ser resultado de um aumento na produg¢do do anion
super6xido, um potente radical livre consequente da transformacdo
do anion superéxido em peréxido de hidrogénio formando o radical
hidroxil, o principal iniciador da peroxidacdo lipidica (RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996; BRASIL et al., 2007). Por
outro lado, o descréscimo da atividade antioxidante das enzimas
enddgenas poderia ser consequéncia da presenca de antioxidantes da
dieta, reultando em concentracdes elevadas de antioxidantes
exdgenos no sistema circulatério e reduzindo o efeito da fungdo das
enzimas antioxidantes enddgenas (BREINHOLT; LAURIDSEN;
DRAGSTED, 1999; ALIA et al., 2003). Estas teorias contraditdrias
apontam o conhecimento deficeinte do mecanismo de acdo dos
polifendis e outros antioxidantes naturais e a implicacdo fisioldgica
de uma variacdo na atividade do sistema enzimatico em resposta ao
aumento do aporte de antioxidantes da dieta (ALIA et al., 2003). Um
estudo conduzido por Birkner et al., 2005 usando dietas ricas em
gordura e baixa em carboidratos mostrou aumento da atividade
mitocondrial SOD e GPX, que parece ser uma resposta a0 aumento
de ROS durante a oxidacdo de 4cidos graxos na mitocondria. ROS
sdo apontados como um dos principais fatores do depdsito de
gordura no figado e consequentemente estabelecimento da esteatose
hepitica.

5 Conclusao
Os resultados apresentados sugerem que o suco de

camarinha mitigou o dano hepdtico inibindo o acimulo de lipideo
hepdtico e reduzindo o estresse oxidativo e que os compostos
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fendlicos presentes na camarinha estariam exercendo importante
papel modulatério contra o estresse oxidativo enddgeno, em adig@o
ao efeito protetor das enzimas antioxidantes. Contudo, estudos
adicinais sdo necessdrios para avaliar a eficicia do suco de
camarinha como um agente anti-hepatotdxico.
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CAPITULO 4

ESTABILIDADE DO CONTEUDO POLIFENOIS TOTAIS E
ANTOCIANINAS DO FRUTO DA GAYLUSSACIA
BRASILIENSIS E PRODUTOS DERIVADOS DURANTE O
ARMAZENAMENTO EM TEMPERATURAS BAIXAS.
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Avaliacdo da estabilidade do contetido fendlicos totais e
antocianinas do fruto da Gaylussacia brasiliensis e produtos
derivados durante o armazenamento em baixas temperaturas.

Resumo

Considerando a escassez de pesquisas com o fruto da
Gaylussacia brasiliensis (camarinha) e alta perecibilidade pos-
colheita, torna-se necessdrio buscar tecnologias que permitam
aumentar a vida de prateleira dos produtos. Neste contexto, o
presente artigo teve como objetivo avaliar a estabilidade do conteddo
de fendlicos totais e antocianinas do fruto da G. brasiliensis e seus
produtos (polpa, suco diluido e concentrado) armazenados em
temperatura de refrigeracio (5°C) durante 30 dias e congelamento (-
15°C) durante 360 dias. Para determinar a concentracdo de polifendis
totais e antocianinas foram utilizados os métodos Folin-Ciocalteau e
diferenca de pH, respectivamente. Observou-se um continuo
descrescimo do contetdo de antocianinas no fruto da G. brasiliensis
e produtos derivados durante o periodo de armazenamento em
refrigeracio (5° C). O fruto camarinha apresentou menor retengio do
pigmento (25%), seguido pelo suco concentrado (44%) e diluido
(57%) depois de 30 dias de armazenamento a 5°C. Ao contririo,
quando armazenados a -15°C, o conteido de antocianinas
comportou-se de forma mais estdvel, apresentando percentual de
reteng¢do superior na amostra do fruto (71,4%), seguido pela polpa
(52,3%), suco diluido (42,0%) e suco concentrado (31,4%). Quando
comparado a estabilidade do conteddo de antocianinas e polifendis
totais, os compostos fendlicos foram mais estdveis durante todo o
periodo de armazenamento a 5°C e -15°C. Os valores obtidos
indicaram que a G. brasiliensis e seus produtos sdo boas fontes de
fenolicos totais e antocianinas, mantendo-se relativamente estaveis
durante o armazenamento a temperaturas baixas. O congelamento
mostrou-se como método eficiente para a estabilidade dos compostos
fendlicos e antocianinas do fruto da G. brasiliensis e seus produtos.

Palavras-chave: Gaylussacia brasiliensis (camarinha), estabilidade,
compostos fendlicos, antocianinas, frutas de pequeno porte.
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Evaluation of stability of total phenols and anthocyanin content
of Gaylussacia brasiliensis fruit and derived products during
storage at low temperatures

Abstract

Considering the scarcity of studies on the fruit of Gaylussacia
brasiliensis (camarinha) and its high post-harvest perishibility, there
is a need to develop technologies which increase the shelf life of
camarinha fruit products. In this context, the objective of this study
was to evaluate changes in the total polyphenols and anthocyanin
content of G. brasiliensis fruit and its products (pulp, diluted and
concentrated juice) stored under refrigeration (5°C) for 30 days and
frozen (-15°C) for 360 days. In order to determine the total
polyphenols and anthocyanin concentration the Folin-Ciocalteau and
pH difference methods, respectively, were used. A continual
decrease in the anthocyanin content was observed in the fruit of G.
brasiliensis and derived products during the period of storage under
refrigeration (5°C). The camarinha fruit had the lowest pigment
retention (25%), followed by the concentrated juice (44%) and
diluted juice (57%) after 30 days of storage at 5°C. In contrast, under
storage at -15°C, the anthocyanin content behaved in a more stable
manner, with the highest percentage of retention in the fruit (71.4%),
followed by the pulp (52.3%), diluted juice (42.0%) and concentrated
juice (31.4%). On comparing the stability of the anthocyanin content
with the total polyphenols, the phenolic compounds were more stable
over the whole period of storage at 5°C and -15°C. The values
obtained indicate that G. brasiliensis and its products are good
sources of total phenolics and anthocyanins, remaining relatively
stable during storage at low temperatures. Freezing was found to be
the best method in terms of the stability of phenolic compounds and
anthocyanins in camarinha fruit and its products.

Palavras-chave: Gaylussacia brasiliensis (camarinha), stability,
phenolic compounds, anthocyanins, small fruits.
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1 INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que dietas ricas
em frutas e vegetais retardam o processo de envelhecimento e
previnem as doengas cronicas ndo transmissiveis, principalmente as
do aparelho circulatério e os céanceres, bem como desordens mais
especificas, incluindo Artrite reumatéide, Catarata, Doenca de
Parkinson e Alzheimer (NARWOJSZI; BOROWSKA, 2010).

As frutas s@o importantes fontes de elementos nutritivos
indispensdveis para a alimentacdo humana, pois sdo alimentos de
baixo valor caldrico, ricos em vitaminas, minerais e fibras. Além do
valor nutricional, apresentam em sua composi¢do substincias nao
tradicionalmente classificadas como nutrientes, mas biologicamente
ativas, capazes de intermediar funcdes bioquimicas primordiais a
fisiologia humana, como os antioxidantes (HARBORE; WILLIAMS,
2000; SVILAAS, 2004). Dentre os frutos, alguns de pequeno porte,
sdo ricos de tais compostos como a vitamina C, a vitamina E e os
polifendis (antocianinas, dcidos fendlicos, taninos, estilbenos)
(WANG; LI, 2000, NARWOIJSZI; BOROWSKA, 2010). Estas
peculiaridades de suas composi¢des justificam o crescente interesse
dos pesquisadores em identificar e estudar novas espécies frutiferas
(MOURA, 2004).

Dentre as espécies nativas com caracteristicas sugestivas de
altos teores de antioxidantes destaca-se a camarinha, pertencente a
familia Ericaceae, botanicamente classificada como Gaylussacia
brasiliensis (Spreng) Meissner var. brasiliensis. E uma frutifera nio
cultivada, endémica das restingas brasileiras, distribuidas
principalmente entre os estados do Parand, Santa Catarina, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Mato Grosso e Goids. No litoral sul, integra a
vegetacdo das praias e dunas, sob a influéncia marinha e fluvi-
marinha. E um arbusto de ramos densamente folhosos, de 0,3a 1,0 m
de altura, apresentando frutos de cor escura, globosos, com
minusculas sementes dispersas na polpa carnosa, de sabor doce e
agraddvel (LORENZI et al., 2006). O fruto da G. brasiliensis
(camarinha) é boa fonte de compostos fendlicos, incluindo
antocianinas e acidos fendlicos (BRAMORSKI et al.,, 2010),
apresentando conteiido superior quando comparado com alguns
frutos de pequeno porte como amora, mirtilo, morango e uva
(CASTANEDA et al., 2009).
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Como a maioria das frutas de pequeno porte, a G.
brasiliensis & altamente perecivel apds a colheita, tornado-se
necessdria a escolha de técnicas que permitam aumentar a sua vida
de prateleira. Além da refrigeracdo, outros métodos vém sendo
estudados a fim de reduzir as perdas e aumentar a vida de prateleira
do produto in natura, destacando-se o congelamento, o
armazenamento em atmosfera modificada ou controlada e outras
formas de processo, como a produgdo de sucos, polpas e geléias
(CHITARRA; CHITARRA, 2005; HASSIMOTO; GENOVESE;
LAJOLO, 2005; GADELHA et al., 2009).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a estabilidade de polifendis totais e antocianinas do fruto
Gaylussacia brasiliensis e seus produtos quando em armazenados em
baixas temperaturas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra

Frutos maduros da G. brasiliensis foram coletados na regido
litoranea do municipio de Palhoca, estado de Santa Catarina, Brasil,
abril 2009.

Foram coletados 5 Kg de frutos. Todos os frutos foram
reunidos e posteriormente selecionados, procurando-se obter um lote
uniforme quanto ao tamanho e ao grau de maturacdo, determinado
pela intensidade da cor visualmente.

2.1.1 Preparo da amostra

Fruto camarinha: Foram distribuidos 30 g do fruto em recipientes
fechados, identificados e mantidos a 5°C e -15°C.

Polpa: Foram utilizados 60 g de amostra, triturados em moinho até
obtencdo de uma pasta e acondicionados em recipientes fechados
com capacidade para 30g, identificados e mantidos a -15°C. Este
produto nio foi armazenado a 5°C pois nesta forma ndo apresenta-se
disponivel para comercializacao,

Suco X (SX): Foram utilizados 50 g do fruto para cada 100 mL de
dgua destilada, homogeneizado em liquidificador, armazenado em
frasocos com capacidade para 15 mL, identificados e mantidos a 5°C e
-15°C.
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Suco Y (SY): Foram utilizados 250 g de camarinha para cada 100
mL de 4gua destilada, homogeneizado em liquidificador,
armazenado em frascos com capacidade para 15 mL, identificados e
mantidos a 5°C e -15°C.

2.1.2 Extragdo das amostras

Para avaliacdo do contetiido de polifendis totais foi pesado 1
g de amostra (camarinha e produtos) e adicionados 20 mL de uma
solugdo de acetona/dgua (80:20). Para extragdo do pigmento
antocianina pesou-se 1 g de amostra (camarinha e produtos) e
adicionou-se 20 mL de metanol acidificado com 0,1% de HCI. Todas
as duas extracdes foram mantidas por 60 minutos em ultrassom
(USC-1400 - Unique®), em seguida centrifugadas a 4000 rpm. O
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo do conteido de
po(l)ifen(’)is totais e antocianinas das amostras armazenadas a 5°C e -
15°C.

2.1.3 Periodo de andlise

Refrigeracdo

As andlises foram realizadas nos tempos: zero (t,), 2°, 4°, 6°,
8°, 10° 15° 20° 25° e 30° dia do armazenamento, referentes ao
conteddo de polifendis totais e antocianinas do fruto, suco X e suco
Y. Nio foi realizada a avaliacio da estabilidade da polpa a 5°C,
considerando que este produto ndo apresenta-se disponivel para
comercializagio.

Congelamento

As andlises foram realizadas nos tempos: zero (t,), 15°, 30°,
45°, 60°, 90°, 120° 150°, 180°, 210, 240°, 300°, 330° e 360° dias,
referentes ao conteddo de polifendis totais e antocianinas do fruto,
polpa, suco concentrado e suco diluido.

2.2 Reagentes
Os reagentes Folin-Ciocalteau, dcido gdlico, acetona,

carbonato de sddio, cloreto de potdssio e acetato de sédio foram
adquiridos da empresa Merck ®.
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2.3 Metodologia

2.3 .1 Determinagdo do conteiido de fendlicos totais e antocianinas
monoméricas totais do suco

O contetido de fendlicos totais do fruto da G. brasiliensis e
seus produtos foram determinados espectofotometricamente
(Hewlett-Packard 8452 A) segundo o método descrito por Folin;
Ciocalteau (1927). A absorbancia foi medida a 765 nm e os
resultados expressos em mg equivalente dcido gilico (EAG mg/100g
ou 100 mL fruto fresco e/ou produtos). O conteudo total de
antocianinas do fruto da G. brasiliensis e seus produtos foi
determinado pelo método de diferenca de pH (GIUSTIL
WROSLSTAD, 2003). A absorbancia foi lida a 520 e 700 nm. Os
resultados foram expressos como concentracdo de pigmentos
monoméricos em equivalente de cianidina-3-glicosideo (mg cy-3-
glu/100g ou 100 mL) de acordo com a formula: Antocianinas
monoméricas (mg/100g) = (A x PM x FD x 100)/(e x 1);
onde: A = absorbancia, PM = peso molecular (449,2), FD = fator de
diluicdo, € = absortividade molar (26900). Todas as andlises foram
realizadas em triplicata.

2.4 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio-padrdo,
e submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey’s através do
software Statistical Package for the Social Sciences — SPSS (Chicafo,
IL) versao 12.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a correlacdo encontrada entre o
conteiido de polifendis totais e antocianians do fruto da G.
brasiliensis e produtos derivados durante o perido de
armazenamento. Observa-se forte correlacdo entre o conteido de
polifendis totais e antocianinas.
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Figura 1. Correlacio entre as concentragdes de fendlicos e
antocianinas do fruto da G. brasiliensis e produtos
derivados durante o periodo de armazenamento a 5°C e -

3.1 Conteido de antocianinas monoméricas totais e fenolicos
totais a 5°C.

O conteddo inicial (Ty) do pigmento antocianina da G.
brasiliensis para o fruto, suco concentrado e suco diluido foram:
285,77 mg/100g cy-3-glu; 148,9 mg/100mL cy-3-glu e 63,0
mg/100mL cy-3-glu, respectivamente.

Comparando tais resultados com os disponiveis na literatura,
valores similares ou inferiores tém sido reportados para os frutos
mirtilo (280,0 mg/100g cy-3-glu), acai (208,0 mg/100g cy-3-glu),
amora preta (152,8 mg/100g cy-3-glu), uva (107,6 mg/100g cy-3-
glu) e morango (20,1 mg/100g cy-3-glu) (CONNOR et al., 2002;
SELLAPAN; AKOH; KREWER, 2002; ZHENG et al., 2007;
PACHECO-PALENCIA; TALCOTT, 2010; KHANAL; HOWARD;
PRIOR, 2010). De acordo com diferentes pesquisas referentes aos
sucos de morango, mirtilo, amora-preta e uva indicaram a presenca
de: 5,6 mg cy-3-glu/100mL (Torreggiani et al., 1999); 22,9 mg cy-3-
glu/100mL (Buckow et al., 2010); 40,1 mg cy-3-glu/100mL (Wang;
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Xu, 2007); 2,8 mg cy-3-glu/100mL (Malacrida; Motta, 2005)
respetivamente. Assim, pode-se inferir que o fruto da G. brasiliensis
e produtos sdo boas fontes do pigmento antocianina. Durante o
periodo de armazenamento a 5°C o conteido de antocianinas da
camarinha e seus produtos apresentaram mudangas estatisticamente
significativas (Figura 2).
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Figura 2. Retas ajustadas e intervalos de confianca para as
concentracdes de antocianinas do fruto da G. brasiliensis e e
derivados a 5°C. (A) fruto, (B) suco X, (C) suco Y.

Apés 30 dias de armazenamento sob refrigeracdo, a
camarinha apresentou menor retengdo do pigmento (25%), seguido
pelo suco X (44%) e suco Y (57%) (Figura 3). O conteddo de dgua
presente nas amostras poderia ser um dos fatores que justificam a
retengdo superior de antocianinas nos sucos. Segundo Pascual-Teresa
e Sanchez-Ballesta (2008) as antocianinas em solu¢do aquosa
coexistem em quatro espécies de equilibrio: o cation flavilium, a
base quinoidal, o carbinol ou pseudobase e a chalcona. Dependendo
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do pH da solugdo e estrutura da antocianina a quantidade de
equilibrio de cada forma varia.

Hartmann et al. (2008), ao avaliarem a estabilidade do
pigmento antocianina em suco de morango pasteurizado e
armazenado a 8°C, obtiveram perda de 11% do pigmento apés trés
semanas e 23% ap0s sete semanas. Entretanto, diferente do presente
estudo, o suco de morango em questdo sofreu a inativacdo de
enzimas responsdveis pela degradacdo das antocianinas, o que lhe
confere maior estabilidade no periodo de armazenamento
(MANACH; MAZUR; SCALBERT, 2005).
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Figura 3. Percentual de retencdo do conteido de antocianinas
do fruto G. brasiliensis e produtos durante o armazenamento a
5°C.

Segundo Franchia-Aricha et al. (1997) a reducdo do
conteddo de antocianinas pode ocorrer durante as etapas de
processamento e, principalmente, armazenamento, justificada pela
formacdo de pigmentos mais estdveis que sdo responsdveis por
mudancgas no aroma, cor e sabor. Autores tém reportado variacdes do
contetido de antocianinas durante o periodo de estocagem a baixas
temperaturas, tal como no morango (KALT; PRANGE; LIDSTER,
1993), no mirtilo (KALT; MCDONALD, 1996) e na framboesa
(MAZZA; MINATI, 1993).



124

Zhang; Quantich; Gricor (2000) analisando o fruto da lichia,
encontraram reducdo de 50% do pigmento apds 28 dias a 4°C.
Cordenunsi et al.(2005) em estudo com morangos provenientes de
diferentes cultivares, obtiveram aumento no conteido de
antocianinas em cultivares que, inicialmente, possuiam quantidades
menores deste pigmento. Ao contrdrio, os cultivares que inicialmente
apresentavam conteddos superiores de antocianinas, apds o sexto dia
de armazenamento a 6°C, obtiveram reducio deste pigmento. No
presente estudo pdde-se observar que as amostras de suco Y, com
conteddos inicialmente inferiores deste pigmento obtiveram retencao
superior quando comparadas as amostras do fruto de camarinha com
contetido inicialmente superior.

Durante o periodo de armazenamento a 5°C, os valores do
contetido de polifendis do fruto G. brasiliensis variaram de 744,7 a
406,5 (mg GAE/100g); 535,9 a 379,6 (mg GAE/100mL) para o suco
X e291,9 a228,2 (mg GAE/100mL) para o suco Y. Observou-se que
o conteddo de fendlicos totais do fruto camarinha e seus produtos
apresentaram valores similares ou superiores a alguns frutos de
pequeno porte como o mirtilo (280,0 mg GAE/100g), amora-preta
(486,5 mg GAE/100g), morango (148,0 mg GAE/100g), acai (20,8
mg GAE/100g) e uva (126,0 mg GAE/100g) (CONNOR et al., 2002,
SELLAPAN; AKOH; KREWER, 2002; ZHENG et al., 2007,
PACHECO-PALENCIA; TALCOTT, 2010; PELEGRINI et al.,
2000). Frankel et al.(1998), analisando compostos fendlicos em suco
de uva concentrado, obtiveram valores médios de 170,0 mg
GAE/100mL. Em estudo conduzido por Malacrida e Motta (2005),
buscando quantificar os fendlicos totais em suco de uva diluido,
encontraram valor médio de 143,0 mg GAE/100mL.

Variagdes ocorreram no contetido de polifendis totais do
fruto da G. brasiliensis (camarinha) e seus produtos durante o
periodo de refrigeracdo, apresentando diferencas estatisticamente
significativas (Figura 4).

A camarinha apresentou menor retencdo de compostos
fendlicos (54,6%) quando comparada aos seus produtos: suco
concentrado (70,8%) e suco diluido (78,2%) (Figura 6).
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Figura 4. Retas ajustadas e intervalos de confianga para as
concentracdes de fendlicos totais do fruto da G. brasiliensis e e
derivados a 5°C. (A) fruto, (B) suco X, (C) suco Y
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totais do fruto G. brasiliensis e produtos durante o
armazenamento a 5°C.
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Segundo Pascual-Teresa e Sanchez-Ballesta (2008), uma
possivel reducdo do conteido de polifendis totais poderia estar
relacionada a polimerizagdo das antocianinas, que resulta na
diminui¢do da concentragdo deste pigmento e, consequentemente,
reducdo nos teores de compostos fendlicos totais.

Porém, quando comparado a estabilidade do pigmento
antocianina com os compostos fendlicos, observa-se que o contetido
fendlico apresenta-se de forma mais estavel a 5°C (Figura 6).
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Figura 6. Retas ajustadas e intervalos de confianga para as
concentracdes de antocianinas (A) e fendlicos (B) do fruto da G.
brasiliensis e derivados a 5°C

3.2 Mudancas do contetido de antocianinas monoméricas totais e
fenélicos totais a -15°C

A Figura 7 apresenta as retas ajustadas intervalos de
confianca para as conecentracdes de antocianinas do fruto da G.
brasiliensis e produtos durante o armazenamento a -15. Observa-se
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que o conteudo de antocianinas apresentou-se de forma mais estavel
quando comparado ao mesmo periodo durante o armazenamento a
5°C (Fig. 2). Segundo Ancos et al. (2000), durante o congelamento
as reacdes metabdlicas sdo reduzidas, porém, ndo totalmente
inibidas, o que justifica a degradacio do pigmento antocianinico.
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Figura 7. Retas ajustadas e intervalos de confianga para as
concentragdes de antocianinas totais do fruto da G. brasiliensis e
e derivados a -15°C. (A) fruto, (B) polpa , (C) suco X e (D) suco

O conteddo inicial de antocianinas foi superior no fruto
(289,3 mg/100g cy-3-glu), seguido da polpa (287,9 mg/100g cy-3-
glu); suco concentrado (147,6 mg/100mL cy-3-glu) e suco diluido
(64,4 mg/100mL cy-3-glu).

Gancel et al.(2010) avaliando a concentragdo inicial de
antocianinas em amora preta congelada obtiveram o valor de 126,3
mg/100g cy-3-glu. Scibisz; Mitek (2007) em estudo com mirtilos,
obtiveram no tempo zero o valor médio de 140 mg/100g cy-3-glu.
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Apds 60 dias de armazenamento, o fruto da camarinha
revelou perda de 3% de seu conteido antocianinico, que foi
ligeiramente reduzido aos 180 dias de armazenamento (perda de 5%)
0 que permite inferir que o congelamento foi a melhor forma de
armazenamento quando comparado a refrigeracdo. Resultados
similares foram obtidos por Scibisz; Mitek (2007) em congelamento
de mirtilos a -18°C por seis meses; Gonzélez; Bergofia; Cano (2003)
ao analisar o conteddo de antocianinas em amora preta congelada por
um ano a -24°C. Lima et al.(2002) observaram, ap6s 180 dias, perda
de apenas 4,2% do pigmento em polpa de acerola armazenada a -
18°C. Entretanto, Chaovanalikit; Wrolstad (2004) demonstraram
perdas de até 88% do pigmento em cerejas estocadas por 6 meses a -
23°C. O percentual de retencdo (Figura 8) do pigmento antocianinico
foi maior na amostra do fruto da camarinha (71,4%), seguido pela
polpa (52,3%), suco diluido (42,0%) e suco concentrado (31,4%).
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Figura 8. Retencdo do contetido de antocianinas totais do

fruto da G. brasiliensis e produtos durante o armazenamento
0

a-15"C.

Diferente do resultado obtido para o fruto da camarinha, a
polpa apresentou-se menos estavel ao congelamento, provavelmente
devido ao processamento (trituracdo) ocorrido antes do
congelamento, pois assim, suas células perdem a integridade do
sistema de membranas, possibilitando a acdo das enzimas sobre o
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substrato o que leva ao escurecimento, resultado na perda do
conteddo de antocianinas (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Ao final do periodo de armazenamento a -15°C, o contetido
de antocianinas da polpa foi de 150,5 mg/100g cy-3-glu. Kuskoski et
al. (2006) igualmente buscando avaliar a quantidade de antocianinas
em polpas de frutas comercializads mantidas a -15°C, obtiveram os
valores: polpa de amora (41,8 mg/100g cy-3-glu), polpa de uva (30,9
mg/100g cy-3-glu), polpa de agai (22,8 mg/100g cy-3glu) e polpa de
morango (23,7 mg/100g cy-3glu), valores estes inferiores ao do fruto
da camarinha armazenados durante 360 dias a -15°C. Ambos os
sucos, X e Y, apresentaram-se estdveis até 150 dias de
armazenamento, seguindo comportamento similar ao tratamento
refrigerado, porém com perdas menores deste composto. A Figura 9
apresenta os resultados da estabilidade do conteido de polifendis
totais do fruto G. brasiliensis e seus produtos durante o
armazenamento a -15°C.
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Figura 9. Retas ajustadas e intervalos de confianga para as
concentracdes de fendlicos totais do fruto da G. brasiliensis e e
derivados a -15°C. (A) fruto, (B) polpa, (C) suco X e (D) suco Y.
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No tempo zero, o fruto apresentou contetido de polifendis de 768,6
mg GAE/100g, na polpa 753,3 mg GAE/100g, no suco concentrado
539,2 mg GAE/100mL e no suco diluido 283,2 mg GAE/100mL.
Scibisk; Mitek (2007) ao quantificar os fendlicos totais em mirtilo
estocado a -18°C obtiveram, no tempo zero, o valor de 427 mg
GAE/100g, resultado este inferior ao observado no presente estudo
para o fruto.

Quando comparado a estabilidade do conteido de
antocianinas e polifendis totais, observa-se que 0s compostos
fendlicos foram mais estdveis durante todo o periodo de
armazenamento a -15°C, demonstrado pelos resultados de retencdo
deste composto (Fig. 10). Em ordem decrescente de retengdo; 69,8%
(fruto), 65,4% (suco diluido), 59,9% (suco concentrado) e 58,7%
(polpa). A polpa manteve-se estdvel até o 60° dia (perda de 2,3%). A
partir do 120° ao 270° dia, houve uma redugdo de 13,3% e ao 360°
dia reducdo de 41,3%.
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Figura 10. Retencao do contetido de fendlicos totais do fruto da
G. brasiliensis e produtos durante o armazenamento a -15°C.

Valores inferiores no conteido de polifendis foram
reportados por Kuskoski et al. (2006) para polpa de amora (118,9 mg
GAE/100g), polpa de agai (136,8 mg GAE/100g), polpa de morango
(131,1 mg GAE/100g) e polpa de uva (117,1 mg GAE/100g),
armazenados a -15°C.
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Entre os sucos, o que obteve menor perda de fenélicos foi o
diluido (34,6%) quando comparado com o suco concentrado
(40,1%). O suco camarinha diluido manteve-se estdvel até o 90° dia,
com perda de 9,53%, e a partir do 120° dia até o 300° dia, obervous-
se perda de 13,40 %, enquanto o suco concentrado manteve-se
estavel até o 60°dia, com perda de 11,11%. Entretanto, nao
foram encontrados na literatura cientifica, para meio de comparacao,
valores para fendlicos totais e antocianinas em sucos de frutas
congelados. Geralmente a industria de alimentos produz os sucos
concentrados e diluidos a partir de tratamento térmico, muitas vezes
com adic¢do de aditivos, o que permite comercializi-los a temperatura
ambiente.

Assim, as diferencas encontradas nos teores de polifendis
totais e antocianinas em estudos envolvendo frutos e seus produtos
podem estar relacionados ao tipo de fruta, processamento, tempo de
extragcdo, maturidade, regido e pratica de cultivo (MALACRIDA;
MOTTA, 2005; PELEGRINI et al., 2000).

CONCLUSAO

Observou-se relacdo entre a reducdo do conteudo de
antocianinas, polifendis, tempo e temperatura de armazenamento. O
congelamento mostrou-se como método eficiente para a estabildade
do conteddo de antocianinas e fendlicos totais do fruto da G.
brasiliensis e seus produtos. Os resultados indicaram que o fruto da
G.  brasiliensis (camarinha) e seus produtos mantidos sob
refrigeracdo (30 dias) e congelamento (360 dias) sdo boas fontes de
antocinainas e compostos fendlicos.
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CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES

Este estudo mostrou que os frutos da G. brasiliensis
apresentou elevado conteido de fibras alimentares, alta concentracio
de antocianinas monoméricas e de compostos fendlicos. Embora
outros estudos sejam necessarios, os dados obtidos neste trabalho
revelaram que o fruto da G. brasiliensis apresenta importante
atividade antioxidante in vitro e in vivo.

Os animais expostos ao agente estressor (MMS) que
receberam o suco do fruto da camarinha mostraram, através do
restabelecimento da atividade enzimdtica, da diminuicdo da
peroxidacdo lipidica e da arquitetura hepdtica, resultados indicativos
de protecdo ao estresse oxidativo.

O congelamento mostrou ser o método de conservacdo mais
eficiente para a estabilidade do fruto da G. brasiliensis e seus
produtos, por mostrarem as maiores propor¢des de retengdo de
compostos fendlicos e antocianinas.

Considerando que o fruto da G. brasiliensis e seus produtos
sdo boas fontes de substancias antioxidantes, demonstrado por testes
in vitro e in vivo, sugere-se estudos adicionais que possam elucidar
tais mecanismos:

Analisar a atividade citot6xica e citoprotetora contra o
estresse oxidativo causado por H,O,.

Avaliar a protecdo g€nica contra o estresse oxidativo causado
por H,O, em ensaio cometa, utilizando células;

Avaliar a protecdo gé€nica em DNA de plasmidio pBSK II
frente a exposi¢do dos radicais H,O,/ AAPH,

Avaliagdo da genotoxicidade e mutagenicidade do extrato do
fruto e outras partes da planta da G. brasiliensis em células
eucaridticas de Saharomyces cerevisae;

Estudar o efeito agudo e cronico do fruto e outras partes da
G. brasilienesis utilizando como modelo de hepatoxicidade o
tetacloreto de carbono;
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