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RESUMO

O combate a formacdo de espécies reativas de oxigénio € fundamental a
salude humana. Formados naturalmente na mitocondria durante os processos de
respiracdo celular, o seu excesso é prejudicial e esta associado ao surgimento de
doencas cronicas. Como mecanismo de defesa, o organismo dispde de substancias
antioxidantes responsaveis pela neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio,
exemplificadas por enzimas e vitaminas. Além destes, em produtos de origem
natural j& foram identificados compostos com tal atividade tornando-os fonte
alternativa de obtencdo. A goiabeira (Psidium guajava), planta comum no Cariri
cearense, assim como em todo o mundo, contém alta concentracdo de compostos
bioativos e em muitas comunidades suas partes sdo usadas com fins terapéuticos.
Estudos descrevem acdes antioxidante, antimicrobiana e antidiarreica de extratos
obtidos das folhas, mas informacdes a respeito das atividades dos frutos e
comparacao destes em diferentes estagios de maturacdo (verde, intermediario e
maduro) sdo escassos. O presente estudo tem como objetivo avaliar as
propriedades antioxidantes quantificando os teores de compostos fendlicos,
flavondides, vitamina C e volateis dos frutos de Psidium guajava em diferentes
estagios de maturacdo. Os teores de compostos fendlicos para os frutos verde,
intermediario e maduro foram, respectivamente, 22,41, 34,61 e 32,92 mg de Acido
galico/g fracdo. Os teores de flavondides para os frutos verde, intermediario e
maduro foram, respectivamente, 2,83, 5,1 e 5,65 mg de Rutina/g fracdo. Os teores
de acido ascorbico para os frutos verde, intermediario e maduro foram,
respectivamente, 0,48, 0,38 e 0,21 mg de Acido ascérbico/g fracdo. A composicéo
quimica do 6leo essencial indicou a presenca de 14 compostos sendo majoritarios o
a-terpineol, 1,8-cineol e 3 - cariofileno. A analise por CLAE identificou a presenca de
acido gélico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, epicatequina, rutina,
guercitrina, isoquercitrina, quercetina, campferol e campferol glicosilado, tocoferol,
licopeno e B-caroteno. A atividade antioxidante realizada pelo método do DPPH
apontou o fruto maduro como de melhor resultado, ao passo que, a quelacao de
fons Fe?* apresentou maior porcentagem para o fruto verde. Os resultados obtidos

pelo peroxidacéo lipidica ndo foram satisfatorios.

Palavras-chave: Psidium guajava, estagios de maturacdo, 6leo essencial, atividade

antioxidante.



Abstract

The combat formation of reactive oxygen species is essential to human health.
Naturally formed in mitochondria during the process of cellular respiration, its excess
is harmful and is associated with the development of chronic diseases. As a defense
mechanism, the body has antioxidants substances responsible for the neutralization
of reactive oxygen species, exemplified by enzymes and vitamins. In addition, in
natural products have been identified compounds with antioxidant activity making
them an alternative source of obtaining. Guava (Psidium guajava), a Cariri cearense
common plant, as well as throughout the world, has a high concentration of bioactive
compounds. In many communities, their parts are used for therapeutic purposes.
Studies describe antioxidant, antimicrobial and antidiarrheal activities of extracts
obtained from the leaves but information about the fruits activities and comparison of
these at different stages of ripening (green, intermediate and mature) are scarce. The
present study aims to evaluate the antioxidant properties quantifying the content of
phenolic compounds, flavonoids, vitamin C and volatile compounds of Psidium
guajava fruits in different stages of maturation. The total phenolic content in unripe,
intermediate and ripe fruits were, respectively, 22.41, 34.61 and 32.92 mg of Galic
Acid/g fraction. The total flavonoids content in unripe, intermediate and ripe fruits
were, respectively, 2.83, 5.1 and 5.65 mg of Rutin/g fraction. The ascorbic acid
content in unripe, intermediate and ripe fruits were, respectively, 0.48, 0.38 and 0.21
mg of Ascorbic Acid/g fraction. The chemical composition of the essential oll
indicated the presence of 14 compounds and the majority are a-terpineol, 1,8-cineole
and B - caryophyllene. HPLC analysis identified the presence of gallic acid, catechin,
chlorogenic acid, caffeic acid epicatechin, rutin, quercitrin, isoquercitrin, quercetin,
kaempferol and campeferol glycosylated, tocopherol, lycopene and (B-carotene. The
antioxidant activity performed by the DPPH method showed the ripe fruit as best
result, whereas chelation of Fe?" had a higher percentage for the unripe fruit. The

results for lipid peroxidation were not satisfactory.

Keywords: Psidium guajava, stages of maturations, essential oil, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A medicina vem evoluindo rapidamente a nivel molecular impulsionada pelo
desenvolvimento nanotecnoldgico. Os investimentos nesta area tem como meta o
esclarecimento dos mecanismos fisiopatolégicos de doencas crénicas, visto que, o
entendimento destes € a chave para um processo de cura. Neste contexto, as
doencas neurodegenerativas exemplificadas por doenca de Parkinson, Esclerose
Multipla e doenca de Alzheimer possuem destaque por suas etiologias relacionarem-
se a uma producdo anormal de compostos altamente reativos, os radicais livres
(BIANCHI et. al., 1999; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Em organismos aerdbios, as reacdes de oxidacdo estdo envolvidas na
obtencdo de energia, fagocitose, regulacédo do crescimento e sinalizacdo celular,
sintese de substancias importantes, etc; processos em que os radicais livres séo
produzidos naturalmente. O desequilibrio entre a producéo fisiolégica de radicais
livres e a concentracdo de antioxidantes culmina na indugdo da peroxidacdo de
fosfolipidios, mutacdes na molécula de DNA e interacdes com proteinas,
carboidratos e enzimas, alterando suas fun¢gbes (BARREIROS et. al. 2006;
PEREIRA et. al. 2009).

Para manter a homeostase, os humanos possuem um sistema de defesa
contra radicais livres formado principalmente por enzimas e substancias endégenas,
capazes de neutralizid-los impedindo o desenvolvimento dos seus efeitos
prejudiciais. Apesar de eficaz, este sistema ndo estd completo e necessita de
suplemento de antioxidantes exdgenos oriundos da alimentagdo (FANHANI et. al.
2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; PEREIRA et. al. 2009).

Desde a década de 80, a busca por compostos de origem natural que possam
vir a substituir os sintéticos vem ganhando forca. Produtos alimenticios e
farmacéuticos sdo exemplos que recebem aditivo de antioxidantes sintéticos, os
quais sofrem restricbes quanto ao seu uso por apresentarem frequentemente
potencial carcinogénico e modificador das atividades hepaticas. Os materiais
vegetais despontam como uma fonte alternativa aos antioxidantes sintéticos de onde
podemos extrair compostos com tal atividade e que causam menores riscos a saude
(DEGASPARI et. al. 2004; FERREIRA et. al. 2007; PEREIRA et. al. 2009; VELLOSA

et. al. 2007).
21



A familia myrtaceae destaca-se entre todas as familias botanicas pelo seu
tamanho, possui mais de 3 mil espécies agrupadas em cerca de 140 géneros.
Difunde-se por todo o mundo ocupando principalmente areas de clima tropical,
subtropical e temperado (WILSON et. al. 2001). O género Psidium possui
distribuicdo original do sul do México até o sul da Argentina, passando pelo Caribe e
chegando aos arquipélagos de Galadpagos e ilhas Revillagigedo. No Brasil, suas
espécies distribuem-se da Amazonia até o Rio Grande do Sul (SOARES-SILVA;
PROENCA, 2008). Engloba cerca de 100 espécies (GOVAERTS et. al. 2008)
amplamente distribuidas em todos os biomas brasileiros (caatinga, cerrado, campos
rupestres, floresta amazonica, atlantica, deciduais, restingas e outros) (BRANDAO
et. al. 2002).

A espécie de maior relevancia na familia myrtaceae é a Psidium guajava,
popularmente, conhecida como goiabeira (FRANZON, 2009). A ela, atribui-se
grande importancia econdmica em varios paises. Seus frutos sdo consumidos
frescos ou na forma de doces, sucos, sorvetes e etc. Na medicina popular, suas
folhas séo utilizadas para o tratamento de disenterias e como cicatrizante. Estudos
realizados com extratos obtidos das folhas comprovaram atividades antioxidante,
antimicrobiana e antidiarréica, assim como, estudos realizados com extratos obtidos

dos frutos comprovaram atividade hipoalergénica (CAMPQOS, 2010).

Neste trabalho foram abordadas as propriedades antioxidantes da goiabeira
relacionando-as a compostos derivados do seu metabolismo secundario. Extratos
aguosos dos frutos em estagios de maturacao verde, intermediario e maduro, foram
analisados quanto ao teor de fendis, flavondides, vitamina C e atividade antioxidante
pelos métodos do DPPH, quelante de ferro e TBAS. Foi extraido o 6leo essencial
das folhas e determinado a composicdo quimica. Os estudos foram desenvolvidos
com a finalidade de auxiliar no tratamento de doengas crénicas desencadeadas por
radicais livres além de consolidar os frutos e folhas da goiabeira, com comprovada
atividade antioxidante como afirma Gutierrez (2008), como um nutracéutico de facil

acesso.

22



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades antioxidantes, teores de compostos fendlicos,
flavondides, vitamina C e volateis de Psidium guajava em diferentes estagios de

maturacao colhidos no Cariri cearense.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter a polpa de Psidium guajava nos estagios de maturacdo verde,

intermediario e maduro;
e Determinar o pH e acidez titlavel das polpas;
e Obter as folhas de Psidium guajava;
e Obter oOleos essenciais das folhas;
¢ Identificar a composi¢ado quimica dos 6leos essenciais por CG/EM;
e Obter extratos aquosos das polpas;
e Obter fracdes metandlicas dos extratos aquosos;
e Realizar a prospeccao fitoquimica das fragcbes metandlicas;

e Identificar e quantificar a composicao quimica das fracdes metandlicas por
CLAE;

e Determinar o teor de fendis totais, flavonoides totais e vitamina C;

o Verificar o potencial antioxidante, in vitro, por sequestro de radical livre DPPH,
quelagéo do ferro e inibicdo da lipoperoxidagédo de fosfolipidios pelo método
TBAS.

23



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio

No inicio do século XX, o modelo atémico de Rutherford-Bohr apresentou o
atomo e sua configuracéo energética, distribuida em 7 niveis (K, L, M, N, O, P, Q) e
4 subniveis (s, p, d, f) formados por orbitais atdmicos preenchidos por até 2 elétrons.
Em algumas espécies quimicas, a associacdo dos pares nao ocorre naturalmente ou
€ desfeita por influéncia de outras espécies aumentando a reatividade quimica
(SALA et. al., 2007).

O conceito de radical livre baseia-se na distribuicdo eletronica. Entende-se
por radical livre &tomos ou moléculas que possuem elétrons desemparelhados. Este
conceito é bastante abrangente e engloba tanto estruturas elementares como € o
caso do atomo de hidrogénio, grande parte dos ions metalicos e o oxigénio
molecular, como moléculas de alto peso molecular que sofreram uma oxidacdo com
perda eletrbnica. Com o objetivo de destacar os radicais livres danosos e
acrescentar as espécies quimicas que nao possuem elétrons desemparelhados, foi
introduzida a designacao espécies reativas, que atualmente tem sido mais utilizada
que a expressao radicais livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; QUEIROZ et.
al., 2005).

As reacdes que produzem espécies reativas envolvem transferéncia de
elétrons entre os reagentes, 0 que caracteriza as reacdes de oxi-reducdo. Também
sdo formadas por absorcdo de radiacdo e por catalise enzimatica. A entidade que
fornece um elétron sofre um processo chamado de oxidacéo e € dita agente redutor.
Por outro lado, quem ganha o elétron sofre um processo chamado de reducgédo e é
dita agente oxidante (ATKINS, 2004). O elétron ndo emparelhado ou a presenca de
atomos fortemente eletronegativos nos produtos formados aumenta a instabilidade
guimica e tendéncia em reagir com outra espécie que esteja préxima, fato que
explica a principal caracteristica das espécies reativas que é a alta reatividade
(ROVER JUNIOR et. al., 2001).
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As espécies reativas podem ter origem endogena e exdgena. As principais
fontes enddgenas sdo o0s peroxissomos, as enzimas NADPH oxidase, xantina
oxidase e citocromo P-450 e a mitocOndria enquanto que, as principais fontes
exdgenas sdo as radiacOes ionizantes e UV e substancias toxicas como as

encontradas em cigarros, bebidas, alimentos (FILIPPIN et. al. 2008).

Biologicamente, as espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo as mais
importantes. Em baixas concentracdes participam de funcdes fisiologicas vitais para
0s eucariotos como a proliferacdo celular, biossintese, quimiotaxia, respiracao
celular, apoptose e defesa contra microrganismos invasores (FRIDOVICH, 1999;
OKTYABRSKY, et. al. 2007). Todos estes eventos necessitam de energia para que
acontecam e é justamente neste processo de obtencao que formam-se as EROS na
mitocbndria, organela celular responsavel pela producéo de energia. Do inicio ao fim
da fosforilacdo oxidativa, o oxigénio molecular (O,) sofre redu¢cdo com ganho de 4
elétrons resultando na producéo de agua (H.O). Durante as etapas do processo, sdo
formadas as EROS superoéxido (O2*), peréxido de hidrogénio (H.0,) e hidroxil (OH®)
como mostrado no Esquema 1 (AGARWAL et. al., 2005; AL GHOULEH et. al., 2011,
KOWALTOWSKI, et. al. 2009).

H+

HZO/ -
OH
"l )

.
H e

H,O

Esquema 1: Reducdo do O, com ganho de 4 elétrons até formacao da agua. Sdo formadas EROS
como intermediarios entre as reacfes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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A reducédo de uma molécula de O, por um elétron origina o O,* (Equacéo 1).
ApoOs adicdo de mais um elétron e dois prétons (H"), catalisada pela enzima
superéxido dismutase (SOD), processo chamado dismutacdo, forma-se o H,0O,
(Equacédo 2). A enzima SOD encontra-se em concentracdes bem elevadas nas
células dos eucariotos e rapidamente catalisa a reacdo de dismutacdo do O,
desempenhando papel importante na reducédo das concentracdes da espécie reativa
de oxigénio em questdo. O H,O, é uma molécula com relativa estabilidade, é
permeavel a membrana da mitocondria passando através das proteinas
transmembranares aquaporinas e atua no citosol como sinalizadora, interferindo no
ciclo celular. Sua concentracdo é controlada pela enzima catalase (CAT) que
converte o H,O, em H,O e O, (Equacdo 3) (KOWALTOWSKI, et. al. 2009;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

O peroxido de hidrogénio restante ndo degradado pela CAT ganha outro
elétron e na presenca de H, fons cobre (Cu*) ou ferro (Fe**), reage formando o OH®.
A reacdo é conhecida como Reacédo de Fenton. (Equacgéo 4). O OH® também pode
formar-se pela reacdo entre o O,* e 0 H,0,, reacao catalisada por ions metdlicos e
conhecida como Reacédo de Haber-Weiss (Equacédo 5). O OH® é a espécie reativa de
oxigénio formada mais reativa, podendo reagir e alterar qualquer estrutura celular
que esteja proxima. A reducao total do O, para formacgéo de H,O completa-se com o
ganho de um quarto elétron e H' pelo OH®. (KOWALTOWSKI, et. al. 2009;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Equacéo 1: 0. - 0%
. o- + _~ SOD

Equacao 2: 20, +2H +e — 2Hy0,
~ CAT

Equacéao 3: 2H,0, — 2H,0+0,

Equac&o 4: 2Fe?*/2Cu* + H,0, — OH®+ OH + 2Fe**/2Ccu?
. o- Fe2+/Cu+ . }

Equacéo 5: H,O,+ O, ——— OH "+ OH + O,

26



3.1.1 Oxigénio Singleto (*O,)

E a espécie reativa de oxigénio no estado excitado da molécula de O,. O
estado excitado € alcancado quando h& ganho de energia. Existem dois estados do
oxigénio singleto: o estado 1Ag apresenta dois elétrons com spins opostos no mesmo
orbital, possui energia de 22,5 Kcal acima do estado fundamental e meia vida em
solventes aquosos de 10°s. O estado 'Z " tem um elétron em cada orbital “p” com
spins opostos, energia de 37,5 Kcal acima do estado fundamental e tempo de meia-

vida de 10™s (Tabela 1) (RONSEIN et. al., 2006).

O estado 'Z," tem um tempo de meia-vida muito curto em meio aquoso sendo
rapidamente desativado ao estado lAg gue é o mais importante biologicamente com
participacdo em certos eventos bioquimicos, mas com poucas doencas relacionadas
a ele (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RONSEIN et. al., 2006; SEIFRIZ, 2012).

Tabela 1: Distribuicdo eletrénica nos orbitais moleculares “p” do oxigénio nos estados excitado
singleto ( 'Z,",'A,) e no estado fundamental tripleto (*Z,) (RONSEIN et. al., 2006).

Estado Orbitais “p” Energia Tempo de

(Kcal/mol) meia-vida
P Tl 37,5 10"
A, 11 22,5 10°
s t o2

3.1.2 Radical Superoxido

O radical superéxido forma-se quando um elétron é ganho pelo O, (Equacao
1, pag. 25). E um radical pouco reativo, apresenta apenas um elétron
desemparelhado e ndo tem capacidade de penetrar em membranas lipidicas, agindo
somente nos compartimentos onde € produzido (ANDRADE et. al. 2010). Esta

presente em quase todas as células aerébias e em células fagocitarias (neutrofilos,
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mondcitos, macréfagos e eosindéfilos) quando estas reconhecem antigenos ou
moléculas sinalizadoras. Em solucdo aquosa, comporta-se como fraco agente
oxidante apesar de algumas reacdes secundarias terem sido observadas em
sistemas biolégicos geradores deste radical. Em solventes organicos, apresenta alta
reatividade e comporta-se como forte agente redutor (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990).

3.1.3 Peréxido de Hidrogénio

O peroxido de hidrogénio ndo é considerado um radical pela auséncia do
elétron desemparelhado na ultima camada. Comporta-se como uma espécie reativa
de oxigénio bastante deletéria, é importante pela participacdo nas reacdes de
formacdo do OH®. Tem meia-vida longa, atravessa camadas lipidicas, pode reagir
com membranas eritrocitarias e com proteinas ligadas ao ferro. E téxico para as
células e na presenca de ions ferro, sua toxicidade é potencializada aumentando de
10 a 1000 vezes. As atividades oxidante e redutora sdo consideradas fracas na
auséncia de ions metalicos de transicdo. (ARUOMA et. al. 1998; FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; SEIFRIZ, 2012).

3.1.4 Radical Hidroxil

De acordo com Arouma (1998), o radical hidroxil € considerado a espécie
reativa de oxigénio mais reativa formada em sistemas bioldgicos. Com tempo de
meia-vida de 10 é um agente oxidante extremamente agressivo, reagindo com a
maioria das moléculas bioldgicas. Forma-se por fissdo da ligacao entre os atomos
oxigénios da molécula de H,0,. A quebra pode ser provocada por radiagdo, choques
ou por reagdo com ions metélicos de acordo com a Reacéo de Fenton (Equacéo 4,
pg. 25) e Reacdo de Haber-Weiss (Equacdo 5, pag. 25) (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007; NORDBERG; ARNER, 2001).

A combinagéo rapida do OH® com metais ou outros radicais nas imediagdes
de sua producdo confirma a sua reatividade. Se for produzido proximo a uma

molécula de DNA, poderdo ocorrer modificacbes na ordem das bases puricas e
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pirimidicas, levando a inativacdo ou a mutacdo do DNA caso o reparo ndo aconteca.
Pode ocorrer também oxidacdo dos grupos sulfidrilas (-SH) e pontes disulfeto (-SS-)
com inativacdo de proteinas e enzimas além de causar oxidacao dos acidos graxos
poli-insaturados das membranas plasmaticas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A melhor caracterizacdo do dano biolégico causado por radical OH® é a
capacidade de estimular rea¢Bes em cadeia junto aos fosfolipidios das membranas
celulares, processo conhecido como lipoperoxidacdo (LPO). Este ataque €
possibilitado quando os OH*® sdo produzidos préximos as membranas celulares. O
inficio ocorre com a retirada pelo OH® de um atomo de hidrogénio da cadeia
carbonica dos fosfolipidios, formando uma molécula de H,O e um radical molecular
de fosfolipidio instavel. O elétron perdido junto com o atomo de hidrogénio confere
ao radical formado caracteristica de espécie reativa. Moléculas vizinhas sofreréo
ataque e consequente oxidacéo, iniciando-se uma cadeia de reacfes envolvendo 0s

fosfolipidios culminando na destruicdo da estrutura membranar. (SEIFRIZ, 2012).

3.1.5 Oxido nitrico

Assim como as espécies reativas de oxigénio, tem sido creditada a
mitocondria a producao de espécies reativas de nitrogénio (ERNS), destacando-se o
oxido nitrico (NO). Formado a partir da familia das enzimas oxido nitrico sintase
(NOS), utilizam como substrato o aminoacido L-arginina e como moléculas doadoras
de elétrons o NADPH, sua sintese € modulada pela concentracdo de calcio e

citocinas envolvidas em eventos inflamatérios (BROWN, 2007).

Em altas concentracdes, o NO torna-se altamente reativo originando outras
ERNS. Como a oferta de gas oxigénio e EROS é grande na mitocéndria, o NO
formado reage diretamente com uma molécula de O,* produzindo o peroxinitrito
(ONOOQ)) (Equagéo 6). Altamente reativo e danoso ao corpo humano, o ONOO™ atua
causando a oxidacdo ou nitracdo de biomoléculas e degradando-se para formar

outras espécies reativas como o OH* e diéxido de nitrogénio (NO, ) (BROWN, 2007).

Equacéo 6: 0,* + NO — ONOO’
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3.2 Estresse Oxidativo

Células que apresentam o tipo de respiracdo aerdbia utilizam o gas oxigénio
para desenvolvimento de tal atividade, como consequéncia, temos a formacéo das
EROS de forma natural. A formacdo ocorre via acao catalitica de enzimas durante
os processos de transferéncia eletrbnica na cadeia de transporte de elétrons e
durante a exposicdo a fatores exdgenos como fumo, poluicdo e radiacdo. (BIANCHI
et. al., 1999; FERREIRA et. al., 2007)

Situacdes em que ha desequilibrio entre producdo de EROS e agentes
antioxidantes, seja por aumento da producdo enddgena ou exdgena ou por
deficiéncia das defesas antioxidantes, caracterizam um estado de estresse oxidativo.
(SIES, 1993). O surgimento e desenvolvimento de doengas como O cancer,
Parkinson, Alzheimer, aterosclerose, AVC, catarata, inflamacdes cronicas, doencas
auto-imunes, doencas neurodegenerativas e outras que afetam todos os sistemas
tem sido associadas ao estresse oxidativo.(LU et. al., 2010; RAHMAN et. al., 2007).

3.2.1 Alvos celulares das EROS

A reacdo das EROS com proteinas provoca mudanca estrutural, a adicdo de
grupos estranhos a molécula causa mudancas conformacionais resultando na
maioria das vezes em perda parcial ou total da funcdo. Alguns aminoéacidos
apresentam estruturas menos protegida a oxidacao, é geralmente nestes pontos que
ocorrem 0s ataques originando um novo radical peptidico capaz de oxidar moléculas

organicas vizinhas (LOBO et. al., 2010).

Os danos causado ao DNA envolvem oxidacao da cadeia, mudanga na ordem
das bases nitrogenadas, modificacdo na funcdo organica, quebra e mudanca na
configuracdo dos cromossomos. O OH® causa importante dano ao DNA por sua
capacidade de reagir com qualquer componente do nucleotideo (base nitrogenada,
desoxirribose e o grupo fosfato) (DIZDAROGLU et. al., 2002).

Em relag&o aos carboidratos, a formacao das EROS durante a glicagao pode

contribuir para o dano glico-oxidativo. Durante as fases iniciais da glicacdo néo
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enzimatica, a fragmentacdo dos carboidratos produz espécies reativas de cadeia
curta, como os glicoaldeidos, que sdo moléculas pequenas propensas a auto-
oxidacdo, EROS. O resultado dessa reacéo pode formar o a ou B dicarbonil, ambos
com atividade mutagénica (BENOV et. al., 2003).

A mitocbndria é a organela responsavel pela geracédo de energia através dos
eventos da cadeia respiratdria, consequentemente € na mitocondria que ocorre a
maior producdo de EROS no organismo. Como a cadeia respiratoria € mediada por
proteinas transmembranares existentes na membrana mitocondrial interna, os
fosfolipidios sdo facilmente atacados pelas EROS formadas. (FERREIRA et. al.,
2007). O ataque aos fosfolipidios por EROS é denominado peroxidacao lipidica e
resulta em injurias celulares tais como formacéo de radicais fosfolipidicos, alteracfes
estruturais e da permeabilidade da membrana, perda de seletividade na troca idnica,
rompimento e liberacdo do conteudo de organelas. (FERREIRA; MATSUBARA,
1997)

A peroxidacao lipidica comeca com a retirada de um atomo de hidrogénio de
uma cadeia poli-insaturada fosfolipidica (LH) por intermédio de uma EROS, como
por exemplo, OH® ou por radicais fosfolipidicos originarios de outras peroxidacées. O
produto € um novo radical fosfolipidico (Le) ou uma espécie reativa de origem
fosfolipidica (LOH) juntamente com uma molécula de agua. O Le interage com
oxigénio molecular formando o radical peroxil (LOOe). Se este radical ndo for
neutralizado pelas defesas antioxidantes, ele rapidamente desencadeard novas
reacdbes com LH vizinhos propagando a peroxidacdo lipidica (Esquema 2)
(FERREIRA et. al.,, 2007; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; LIMA; ABDALLA,
2001).
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Esquema 2: Principais reagbes ocorridas durante o processo de peroxidagdo lipidica (LIMA;
ABDALLA, 2001).

3.3 Defesas Antioxidantes

A constante exposi¢cao do organismo humano aos radicais livres oriundos de
varias fontes levou ao desenvolvimento de mecanismos capazes de equilibrar a
producdo quando necessario. Estas defesas sdo prova de um processo de evolugao
pelo qual os humanos passaram, visto que, a producdo de EROS é fundamental a

Mmuitos processos vitais e também traz maleficios em outros.

Halliwell e Gutteridge (2007) conceituam antioxidantes como qualquer
substéancia que, quando em baixas concentracées comparadas aquela do substrato

oxidavel, retarda ou previne, significantemente, a oxidacado daqueles substratos. Do
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ponto de vista bioldgico, podemos definir antioxidantes como aqueles compostos
que protegem os sistemas biologicos contra os efeitos deletérios dos processos ou
das reacdes que levam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares.
(JUNIOR et. al., 1998).

Os antioxidantes desempenham o seu papel na protecdo do organismo de
varias maneiras. O primeiro mecanismo de defesa contra radicais livres é a inibigdo
da sua formacao, bloqueando as reacdes com os ions de ferro e de cobre. Apés
producdo, os antioxidantes podem interceptar as espécie reativas impedindo o
ataque a proteinas, DNA, carboidratos e fosfolipidios. Com danos ja instalados em
biomoléculas, os antioxidantes podem repara-los e em situacdes emergenciais de
grande producao de espécies reativas, 0 organismo recorre ao quarto mecanismo de

protecdo que € o aumento da sintese de enzimas e substancias antioxidantes.
(BIANCHI et al., 1999).

3.3.1 Antioxidantes Enzimaticos

As defesas antioxidantes enziméticas existem em grande ndamero e
encontram-se espalhadas por todo o organismo tanto no meio intracelular como no
meio extracelular. As enzimas antioxidantes atuam em duas linhas, como
detoxificadoras de EROS antes que causem injurias exemplificadas por glutationa-
reduzida (GSH), superéxido dismutase, catalase e glutationa-peroxidase (GSH-Px) e
como reparadora das injdrias instaladas exemplificada por glutationa-redutase
(GSH-Rd) (VALKO et. al., 2007).

3.3.1.1 Glutationa reduzida

Presente na maioria das células, formada por glutamato, glicina e cisteina, é o
principal tamp&o redox intracelular. Sua capacidade redutora € atribuida ao grupo
sulfidrila presente no aminoacido cisteina. No processo de neutralizacdo, a GSH
reage com uma espécie reativa e é oxidada com formagédo do radical GSe. Este
radical ird reagir com outro radical GSe formando uma molécula de glutationa-
dissulfito (GS-SG). A GS-GS é substrato da GSH- Rd que promove a reducdo e

restauracdo da enzima a forma original (Esquema 3) (FANG et. al., 2002).
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Esquema 3: Sincronia de atuacdo entre as enzimas antioxidantes. O O,* formado na fosforilac&o

oxidativa é dismutado pela SOD formando H,0, As enzimas CAT e GSH-Px reduzem o H,O, formado
a H,O e 0,. A enzima GSH-Px oxida GSH a GSGS que posteriormente é reduzida pela GSH-Rd
dependente de NADPH.

3.3.1.2  Superoéxido dismutase

A SOD corresponde a uma familia com diferentes grupos prostéticos em sua
composicdo. Encontramos duas formas da enzima que se diferenciam pelo ion
componente do grupo prostético e local onde sdo encontradas. A SOD-cobre-zinco
esta presente principalmente no citosol enquanto que a SOD-manganés esta
presente principalmente na mitocondria. Ambas possuem atividade antioxidante
visto que catalisam a dismutac¢édo do 0,* em H,0, e O, na presenca de H* (Reacéo
2) (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007; LIMON-PACHECO et. al., 2009).

3.3.1.3 Catalase

A catalase € um hemeproteina que contem ferro no seu centro catalitico e
promove a reducéo de H,O, em H,O e O,. Atua na protecdo da enzima GSH
evitando sua oxidacdo mediada por H,O, e a permanéncia por longo periodo na
forma GS-GS. E encontrada em grande quantidade nos peroxissomos de células do
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sangue, medula Ossea, mucosas, rins e figado (LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007; LIMON-PACHECO et. al., 2009).

3.3.1.4 Glutationa peroxidase

E uma enzima que possui 4 atomos de selénio ligados ao aminoacido cisteina
localizados no sitio ativo da enzima. Catalisa a reducdo de perédxido de hidrogénio e
peréxidos organicos para seus respectivos alcoois. Estas reacdes ocorrem
paralelamente a oxidacdo de GSH a GS-SG e reducdo H,O, em H,O e O
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007; LIMON-PACHECO et. al., 2009).

3.3.1.5 Glutationa redutase

Enzima que participa nas reacdes envolvendo a GSH e é responsavel pela
manutencdo dos seus niveis plasméaticos. Apés oxidacdo da GSH produzindo GS-
SG, a enzima GSH-Rd é a responsavel pela recuperacdo da forma GSH essencial a
integridade do sistema de protecdo antioxidante enzimatico. A GSH-Rd é enzima
que contém como cofator enziméatico um derivado nucleotidico da riboflavina
(flavoproteina) dependente de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida
(NADPH) (Esquema 3, pag. 33) (KOWALTOWSKI, et. al. 2009; SENTURK et. al.,
2009).

Todas estas enzimas atuam em sincronia in vivo. A atividade de SOD que
dismuta o O,*, leva a formacgédo de H,O,, que é entdo detoxificado pela acédo tanto
da catalase como da GSH-Px. Nas rea¢cdes de decomposi¢cédo de H,0,, a GSH-Px
oxida GSH a GS-SG que posteriormente € reduzida pela GSH-Rd a GSH
restaurando a enzima e mantendo os niveis plasmaticos normais (Esquema 3)
(SILVA, 2012).

3.3.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Apesar da eficiéncia das defesas antioxidantes enzimaticas, os humanos
ainda dependem de outros defensores. A alimentacdo € uma fonte importante de
moléculas antioxidantes que em geral estdo em concentracbes mais altas que as
enzimas com mesma funcéo. Estas moléculas apresentam algumas caracteristicas

em comum como tamanho pequeno, baixo peso molecular, distribuicdo tanto no
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meio intracelular como no meio extracelular e quando oxidadas pelo ataque de

espécies reativas, formam produtos pouco reativos (VASCONCELOS, et. al., 2006).

Diferentes alimentos sédo estudados por possuirem compostos com atividade
antioxidante, os principais nutrientes com essa funcdo sdo o acido ascorbico, os
flavondides e os compostos fendlicos. Eles atuam como moléculas suicidas,
neutralizando as espécies reativas. A ndo reciclagem destas moléculas apés
neutralizacdo implica na sua ingestdo constante a fim de manter os niveis
plasméticos em uma faixa segura. A oferta de antioxidantes ndo enzimaticos é
grande e sua disponibilidade ja foi observada em alimentos de diversas categorias

como temperos, frutas, hortalicas, cereais e sementes (ZIMMERMANN et. al., 2008).
3.3.2.1 VitaminaC

O acido ascorbico também conhecido como vitamina C, esta presente em
frutas citricas, tomates, melBes, morangos, goiabas, etc. Em sistemas bioldgicos
onde o pH é cerca de 7,4, o 4cido ascorbico encontra-se na forma de ascorbato
(AscH), ativa frente as EROS devido sua estrutura apresentar um H* faciimente
retirdvel. Por se tratar de uma molécula com alta solubilidade em agua, o AscH"
localiza-se nos compartimentos aquosos dos tecidos. A oxidacdo do AscH
neutraliza as EROS e produz o radical ou ascorbila (Asc*) (Equacdes 7 a 9) pouco
reativo. Este radical é regenerado a AscH quando sofre uma reagéo de dismutacéao,
decorrente de uma reducdo quimica ou uma reducdo enzimatica (Equacdo 10)
(CERQUEIRA, et. al., 2007; VASCONCELOS, et. al., 2006; ZIMMERMANN et. al.,
2008).

Equacéo 7: 2AscH + 0,* 2H" — 2 Asc* + H,0;
Equacéo 8: AscH + H,O, + 2H" — Asc® + 2 H,0O
Equacéo 9: AscH + OH®* — Asc*® + H,0
Equacéo 10: Asc® + H" — AscH’
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O &cido ascorbico é considerado o mais importante antioxidante em fluidos
extracelulares, pois os ions AscH™ atuam eficientemente sobre as EROS produzindo
espécies inofensivas com baixa reatividade e agem diretamente nas membranas
celulares impedido o inicio da peroxidacao lipidica. Outra funcdo importante é a
capacidade de regenerar a vitamina E que atua como antioxidante em
compartimentos hidrofobicos. Baseados nestas informacdes, muitos autores
recomendam a ingestdo de alimentos fonte de acido ascorbico com o objetivo de

evitar o estresse oxidativo e suas doencas decorrentes (MIQUEL et. al., 2006).

3.3.2.2 Compostos fendlicos e flavonodides

Os compostos fendlicos formam um dos principais grupos de substancias do
reino vegetal. Sdo produtos do metabolismo secundario tanto da via do &cido
chiquimico como da via do acetato e geralmente sdo encontrados unidos a
glicosideos, o que Ihes confere solubilidade em &gua. Mais de 8000 compostos
fendlicos ja foram identificados e apresentam como caracteristica uma hidroxila
ligada a um anel aromatico. Outros grupamentos podem aparecer na estrutura
molecular e partindo dai, os compostos fendlicos sao divididos em categorias: fendis
simples, &cidos fendlicos, cumarinas, estilbenos, taninos, lignanas, ligninas e a
principal, flavonéides (BRAVO, 1998; CROFT, 1998).

A presenca de compostos fendlicos em plantas vem sendo muito estudada
por estes apresentarem atividades farmacoldgicas, entre as quais a atividade
antioxidante. Esta € atribuida ao poder redutor do grupo hidroxila ligado ao anel
aromatico que influencia na neutralizacao ou sequestro de radicais livres e quelacao
de metais de transicdo agindo na etapa inicial e no decorrer do processo oxidativo.
Apds reacdo com espécies reativas, forma-se um radical fenoxila pouco estavel que
€ rapidamente estabilizado por ressonancia do anel aromatico. (CERQUEIRA, et. al.,
2007; SOUSA et. al., 2007).

Os flavondides constituem o maior grupo de compostos fendélicos existente na
natureza e estdo amplamente distribuidos nas plantas. Sua estrutura basica

apresenta um nucleo flavona com 15 atomos de carbono arranjados em 3 anéis (Cs-
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C;3-Cs) definidos com A, B, C sendo A e C arométicos e o B central formado por um
heterociclo oxigenado como mostrado na Figura 1 (VASCONCELOS, et. al., 2006).

5 ||

Figura 1: Estrutura basica flavonéides (DUTHIE et. al., 2000).

Aproximadamente 4000 flavonoides ja foram descritos organizados em varias
classes, com destaque para as classes dos flavondis, das flavonas, das catequinas,
das flavononas, das antocianidinas e das isoflavonas. (COOK; SAMMAN, 1996;
DUTHIE et. al., 2000).

Juntamente com vitaminas C e E, os flavonoides estéo relacionados com a
inibicdo da peroxidacgéo lipidica causada pelas espécies reativas. Um diferencial dos
flavondides € a sua localizacdo entre a fase aquosa e a bicamada fosfolipidica,
comportamento permitido pelo carater anfipatico. Portanto, os flavondides podem
bloquear os radicais livres presentes no citosol momentos antes de ocorrer 0 ataque
a membrana e também bloquear eventos ja instalados da peroxidacdo dos
fosfolipidios (HERTOG, et. al. 1993).

A atividade antioxidante dos flavondides depende de sua estrutura e pode ser
determinada por quatro fatores: 1) reatividade como agente doador de elétrons e H';
2) estabilidade do radical flavonoil formado; 3) capacidade de quelar metais de

transicao; 4) solubilidade e interacdo com membranas.

1) A atividade doadora de elétrons e H* esta relacionada com a quantidade
de hidroxilas presentes nos ciclos. Quanto maior a quantidade de
hidroxilas maior o seu potencial em doar elétrons e H™ consequentemente

maior poder em reagir com espécies reativas (CAO et. al. 1997).
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2) A estabilidade do radical flavonoil formado apds reacdo é definida pela
capacidade de migracdo do elétron desemparelhado resultante.
Insaturacdes, grupamentos fortemente eletrofilicos e posicdo de grupos
hidroxilicos podem interferir na estrutura de ressonancia do anel aromatico
diminuindo a migracdo do elétron desemparelhado (RICE-EVANS et. al.,
1996).

3) A inativacdo de metais de transi¢do, livres no meio biolégico, €
fundamental para a protecdo antioxidante do organismo, visto que eles
catalisam as reacfes de Fenton (Reacdo 4) e de Haber-Weiss (Racéo 5).
A quelacdo dos metais somente ira acontecer em flavondides com
hidroxilas na posicdo orto. A substituicdo de alguma hidroxila diminui o
poder quelante principalmente por impedimento estérico (RICE-EVANS et.
al., 1996).

4) A solubilidade e capacidade de interagir com a membrana sao
propriedades que dependem exclusivamente da lipofilicidade das
moléculas dos flavondides. Como as espécies reativas tem como alvos as
membranas celulares, uma certa quantidade de flavondides deve estar
presente na membrana com 0 objetivo de garantir a seguranca dos
fosfolipidios contra o ataque. A insercdo de flavondides na membrana
participa também da modulacdo da fluidez o que dificulta a difusdo de das
espécies reativas diminuindo a cinética da peroxidacdo. (VAN ACKER,
1996 apud BARREIROS et. al., 2006)

Apesar da grande capacidade antioxidante “in vitro”, sua eficiéncia “in vivo”
depende de alguns fatores. Quando comparados com a absorcéo de vitaminas C e
E, os flavonoides levam desvantagem, pois somente as moléculas que néo estao
ligadas ao acglcar conseguem atravessar a parede celular do intestino. Além da
baixa biodisponibilidade, os flavondides apresentam meia-vida plasmatica de
somente algumas horas limitando a sua acdo somente ao sangue. (CAMMERER,
2012).
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3.4 Psidium guajava

Psidium guajava, conhecida popularmente no Brasil como goiaba, é
considerada nativa do México e mundialmente distribuida. Ocupa &reas tropicais e
subtropicais adaptada a variadas condicfes climaticas com preferéncia pelos climas
mais secos. Tem importancia econémica em muitos paises sendo o seu cultivo
destinado principalmente ao consumo “in natura” e a industrializacédo (GUTIERREZ
et. al., 2008).

E uma arvore frutifera de pequeno porte, copa aberta medindo até 7 metros
de altura. Apresentam caules tortuosos, irregulares, lisos e revestidos por uma casca
que passa por constante processo de descamacdo. As folhas sdo opostas,
oblongas, subcoriaceas e aromaticas. As flores sdo brancas e agrupam-se em até 3
nas axilas da folhas, apresentam bractéolas lineares a pouco triangulares,
esparsamente pubescentes, cdalice cbnico no botdo, fechado, rasgando
irregularmente quando o botédo se abre, persistindo ou caindo em 3 partes. Os frutos
sdo carnudos de cor amarela quando maduros, formato globoso com 3 a 6
centimetros de diametro, mesocarpo comestivel onde estdo inseridas inUmeras
sementes (LANDRUM et. al. 1995; MATOS, 2002)

O uso medicinal é muito antigo, registros de comunidades indigenas
mexicanas trazem o decocto das folhas como um remédio usado no tratamento da
tosse e também para tratamento de problemas digestivos associados a forte
diarreia. Estudos etnofarmacoldgicos recentes mostram o uso da goiaba como anti-
inflamatorio, contra diabetes, hipertensao, caries dentérias, como antipirético e como
cicatrizante (GUTIERREZ et. al., 2008) No Brasil, frutos maduros e folhas sé&o
usados para o tratamento da anorexia, cblera, diarréia, problemas do sistema
gastrointestinal, disenteria, insuficiéncia gastrica, inflamag¢do na mucosa gastrica,

problemas de pele, de garganta e corrimento vaginal (HOLETZ et. al., 2002).

Quimicamente, os frutos caracterizam-se por apresentarem pequenas
quantidades de carboidratos (13,2%), gorduras (0,53%) e proteinas (0,88%) e
abundante quantidade de agua (84,9%) (MEDINA; PAGANO, 2003). Célcio, fosforo,
ferro e manganés sdo metais encontrados assim como a vitamina A, Vitamina C, e
vitamina B3 (CONWAY, 2002; FUJITA et. al., 1985; HERNANDEZ, 1971; IWU, 1993
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apud GUTIERREZ et. al., 2008). O fruto verde € indigesto, rico em taninos, tem
atividade adstringente e causa constipacdo sendo utilizado nos casos de diarreia
(JAIN et. al., 2003). A casca dos frutos é rica em &cido ascérbico, concentracédo que
decresce a medida que aproxima-se o centro do fruto (WILSON et. al., 2006).

Embora a goiabeira tenha diversas indicacfes terapéuticas na medicina
popular e a constituicAo quimica dos seus extratos tenha sido extensivamente
investigada, poucas informacdes sobre as propriedades farmacoldgicas de frutos em
diferentes estagios de maturagcédo sdo encontradas.

A atividade antidiarreica apresentada pelos frutos maduros foi relacionada por
Coutifio (2001) com o isolamento de uma lectina capaz de se ligar a Escherichia coli,
comum causadora de diarreia, impedindo a adeséo da bactéria a parede intestinal,
prevenindo a infeccdo e consequente diarreia. Neira e Ramirez (2005) relataram
também atividade frente a Escherichia coli que foi inibida pelo extrato etandlico
obtido dos frutos, resultados que dao suporte a utilizacdo pela medicina popular para

diarreias causadas por bactérias.

Efeitos hepatoprotetores foram testados em figados de ratos. Pré-tratamento
com &cido asiatico isolado de frutos de goiaba foi capaz de aumentar os niveis
séricos de aspartato aminotrasferase (AST) e alanina aminotrasferase (ALT) além de
aumentar a condensacdo nuclear e multiplicacdo dos hepatécitos e prevenir o

depdsito de lipidios segundo Gao et. al. (2006).

Os efeitos antioxidantes sédo atribuidos a presenca de varios compostos
fendlicos como a rutina, quercetina, acido galico, acido cafeico e guavina presente
em folhas e em frutos. A atividade do acido ascorbico é bem superior a apresentada
pelos estudos da atividade antioxidante envolvendo frutos de Psidium guajava, mas
0 extratos obtidos dos frutos sao fonte de compostos antioxidantes naturais.
JIMENEZ, et. al., 2001; THAIPONG, et. al., 2005).

Efeitos hipoglicemiantes foram observados com a administracdo via oral do
suco do fruto no estagio de maturacdo maduro em ratos saudaveis e em ratos
diabéticos, embora a duracdo do efeito foi menos potente quando comparada com

cos medicamentos clorpropramida e metformina. Foram observado também efeitos

41



anti-hipertensivos e antiglicacdo das lipoproteinas. (CHANG, 1982; CHENG; YANG,
1983; HSIEH, et. al., 2005)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Folhas e frutos nos estagios de maturacéo verde, intermediario e maduro de
Psidium guajava foram coletados no més de outubro de 2012 no Instituto Federal de

Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard, campus Crato, localizado na Rodovia CE

292, Km 15, Bairro Gisélia Pinheiro no municipio de Crato-CE, sob as coordenadas
7°20'52.28”S, 39°44’79.51"W. A exsicata da planta foi preparada e depositada sob o
namero de registro 9482 no Herbario Dardano de Andrade Lima da Universidade
Regional do Cariri-URCA.

Figura 2: Partes aéreas de Psidium guajava. A- Arvore inteira; B- Tronco, galhos e folhas; C- Folhas e

flores D- Galhos com folhas e frutos intermediarios (Fonte: Autor).
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4.2 Preparacgao dos Extratos

Os materiais vegetais coletados foram selecionados, lavados e secos a
temperatura ambiente. Apds secagem, as folhas foram cortadas em pequenos
pedacos e pesadas procedendo para a obtencdo dos 6leos essenciais. Os frutos
foram descascados e as polpas retiradas, cortadas em pequenos pedacos e
trituradas junto com agua destilada para preparo do extrato aquoso. Os extratos
aquosos foram congelados e armazenados a temperatura de -18° C para posterior
liofilizagdo. (fluxograma 1).

Fluxograma 1: Obtencé@o dos 6leos essenciais das folhas e obtenc@o dos extratos aquosos das

polpas de Psidium guajava nos trés estagios de
maturagéo.
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Para obtencédo das fragdes metandlicas, os extratos aquosos liofilizados foram
imersos em metanol P.A. para extracdo a frio por 72 horas, segundo metodologia
descrita por Matos (1988). As fracbes metandlicas diluidas obtidas foram filtradas e
destiladas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e temperatura controlada
entre 80-90°C, o restante do metanol foi evaporado em banho-maria (Fluxograma 2).
ApoOs secagem do solvente, foi feito o acondicionamento adequado, calculo dos

rendimentos e realizacéo dos ensaios.

Fluxograma 2: Obtencao das fracdes metandlicas das polpas liofilizadas de Psidium guajava em trés

estagios de maturacao.
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4.3 Obtencéo do Oleo Essencial das Folhas

As folhas foram selecionadas, lavadas e secas. Apds secagem, foram
cortadas em pequenos pedacos, pesadas e adicionadas em baldo de vidro de 5
litros. Foi adicionado cerca de 2,5 litros de agua destilada e iniciado o aquecimento
até ebulicdo que durou 2 horas. Assim, o material vegetal foi submetido ao processo
de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado segundo metodologia
descrita por Gottlieb (1960). Os rendimentos foram calculados com base na massa
do 6leo obtido em relacdo a massa inicial (1750g) do material submetido a extracao.
Apos coleta do 6leo essencial, foi realizado a secagem do mesmo, adicionando-se
uma quantidade de sulfato de sédio anidro (Na,SO,) e armazenamento em frasco de

vidro ambar a + 4° C até o momento das analises.

4.4 Andlises Fisico-Quimicas

4.4.1 Determinacao do pH e acidez

Foram utilizadas as polpas dos frutos frescos para a determinacdo do pH pelo
método potenciométrico segundo as normas do Instituto Adolfo Lutz (1985) e a
acidez total titulavel foi determinada pelo método acidimétrico utilizando uma
solucéo de NaOH a 0,1 M segundo metodologia A.O.A.C (1990).

4.4.2 Prospeccao fitoquimica

A avaliacao fitoquimica das fragbes metandlicas foi realizada de acordo com a
metodologia de Matos (1997). Os testes foram baseados na observacéo visual da
mudanca colorimétrica e/ou formacdo de precipitado apds adicdo de reagentes

especificos nas solucdes das fracdes metandlicas.
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4.4.3 Analise da composicdo quimica do éleo essencial em CG/EM

A andlise da composicdo quimica do Oleo essencial foi realizada por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas utilizando um
equipamento Shimidzu, Série QP2010. A coluna capilar usada foi do tipo Rtx-5MS
medindo 30 mm de comprimento por 0,25 mm de diametro e 0,25 mm de espessura
do filme. O géas hélio foi usado como carreador a uma velocidade de 1,5 mL/min. A
temperatura do injetor foi de 250° C e no detector foi de 290° C. A temperatura da
coluna variou inicialmente de 60 a 180° aumentando 5° C/min, em seguida variou de
180 a 280° C aumentando 10° C/min.

O ¢leo essencial foi diluido na proporcéo de 1:200 em cloroférmio sendo 1 mL
injetado. O espectrofotdmetro de massas foi ajustado para uma energia de ionizagao
de 70eV. A identificacdo dos componentes individuais foi baseada na sua
fragmentacao de espectro de massa de acordo com a sua biblioteca espectral NIST
Mass 08, indices de retencédo e comparacdo com dados publicados (ADAMS, 2001,
ALENCAR et. al.,, 1984; ALENCAR et. al., 1990; STENHAGEN; ABRAHAMSON;
MCLAFFERTY, 1974).

4.4.4 Determinacdao de fendis totais

A concentracdo de fenois totais foi determinada pelo método
espectrofotométrico baseado em procedimentos descritos por Singleton et. al.
(1999). Concentragdes variadas das fragbes metandlicas foram misturadas com 200
uL de solucéo de Folin-Ciocalteu a 10% e 400 uL de solucdo de carbonato de sodio
a 7,5%. A mistura foi incubada a 45°C e reagiu ao abrigo da luz durante 15 minutos.
O branco foi concomitantemente preparado usando-se agua destilada ao invés das
amostras. A absorbancia foi determinada em comprimento de onda de 765 nm. O
mesmo procedimento foi repetido para o acido géalico que foi utilizado como padréao

de comparacao de compostos fendlicos.
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4.4.5 Determinacdo de flavonodides totais

A concentracdo de flavonoides totais foi determinada pelo método
espectrofotométrico do cloreto de aluminio baseado em procedimentos descritos por
Venkatachalam et. al. (2012). Concentracdes das fragcbes metandlicas foram
preparadas em agua destilada e misturadas com 40 pL de solucdo de acetato de
sédio 0,1M e 40 pL de uma solucédo de cloreto de aluminio a 10%. A mistura foi
incubada a temperatura ambiente durante 45 minutos e reagiu ao abrigo da luz. O
branco foi concomitantemente preparado usando-se 4gua destilada ao invés das
amostras. A absorbancia foi medida um comprimento de onda de 415 nm. O mesmo

procedimento foi repetido para obtencéo da curva padrdo com rutina.

4.4.6 Determinacédo de acido ascorbico

A concentracdo de 4&cido ascorbico foi determinada pelo método
espectrofotométrico segundo Leme Junior e Malavolta (1958). 10 gramas de polpa
liofilizada nos trés estagios de maturacdo foram imersas em solucdo de acido
oxalico a 2%. Apo6s 24 horas de extracdo, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi recolhido para continuidade dos testes. Em tubos de ensaio foram
adicionados volumes crescentes do sobrenadante (200 uL, 400 pL, 600 pL, 800 pL e
1000 pL) e completados com solucéo de acido oxalico até formar um volume final de
1000 pL. A absorbancia foi medida em comprimento de onda de 418nm, 20
segundos apo6s adicdo de 2000 pL de solugcdo corante de 2,6-
diclorobenzenoindofenol 0,25 mg/mL. O branco foi concomitantemente preparado
usando-se acido oxalico e solucdo do corante. Todo o teste foi realizado a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O mesmo procedimento foi repetido para

obtencado da curva padrdo com &cido ascorbico.
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4.5 Anélise por CLAE

4.5.1 Quimica, aparelhos e procedimentos em geral

Todos os reagentes utilizados foram de pureza com grau analitico. Metanol,
acido acético, acido galico, acido clorogénico e acido cefeico, acetonitrila e acetato
de etila foram obtidos da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). Quercetina, rutina
e campferol, tocoferol, licopeno e B-caroteno obtidas da Sigma Chemical Co. (St.
Louis MO, EUA). A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD) foi realizada utilizando o sistema CLAE (Shimadzu,
Kyoto, Japan), destaque Auto Sampler (SIL-20A), equipado com Shimadzu LC-
20AT, com bombas alternadas ligadas ao degaseificador DGU 25A5 com integrador
CBM 202, UV-VIS com detector DAD (diodo) SPD M20A e software LC 1,22 SP1.

4.5.2 Quantificacdo de compostos fendlicos por CLAE

As andlises cromatogréficas de alta eficiéncia com fase reversa das fracoes
metandlicas dos frutos, foram realizadas utilizando colunas Cjig (4,6 mm x 250 mm)
com particulas medindo 5 ym de didmetro. A fase mével continha na solucdo A,
agua e 2% de acido acético e na solucdo B, metanol. A composicao do gradiente foi
de 5% de B nos primeiros 2 minutos mudando para a obtencéo de 25%, 40%, 50%,
60%, 70% e 100% de B nos tempos de 10, 20, 30, 40, 50 e 80 minutos,
respectivamente, segundo a metodologia descrita por Laghari et al. (2011). As
fracbes metanodlicas de Psidium guajava nos estagios de maturacdo verde,
intermediario e maduro foram dissolvidos em etanol na concentragéo de 2,4 mg/mL.
A presenca de seis compostos fendlicos foi investigada: &cido galico, &cido
clorogénico e acido cafeico e os flavondides quercetina, rutina e campferol. A
identificacdo desses compostos foi realizada pelo método do padréao pelo qual é
realizada a comparacdo dos seus tempos de retencdo e através do espectro de
absorcdo UV comparando-os a compostos de padrdo comercial. A taxa de fluxo foi
de 0,6 mL/min, injetando um volume de 40 pL e o comprimento de ondas de 254 nm
para o acido galico, 325 nm para o acido cafeico e acido clorogénico, e 365 nm para

guercetina rutina e campferol. Todas as amostras e a fase movel foram filtradas por
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membrana (Millipore) com poros de 0,45 pm, e desgaseificadas por ultra-som antes

de serem utilizadas.

As solucBes padrdes de referéncia foram preparadas na fase moével do CLAE
a um intervalo de concentracdo entre 0,020 — 0,200 mg/mL para campferol,
quercetina e rutina; e 0,050 — 0,250 mg/mL para o acidos galico, acido cafeico e
acido clorogénico. Os picos de cromatograma foram confirmados por comparacao
do seu tempo de retencdo com os padrdes de referéncia e por espectros de diiodo
(200 a 400nm). Todas as avaliacdes cromatograficas foram realizadas a temperatura

ambiente e em triplicata.

4.5.3 Quantificacdo de compostos carotendides por CLAE

As analises cromatogréficas de alta eficiéncia com fase reversa das fragfes
metandlicas dos frutos, foram realizadas utilizando colunas Cig (4,6 mm x 250 mm)
com particulas medindo 5 ym de diametro. A fase movel continha uma mistura de
acetonitrila e 4gua na porporcao de (9:1, v/v), com 0,25% de trietilamina na solucéo
A e na solucédo B acetato de etila com 0,25% de trietilamina. A composic¢éo inicial do
do gradiente foi de 90% de A chegando a 50% no final de 10 min. No final de 20 min,
a porcentagem de a era de 20%. A taxa de fluxo foi de 0,8 mL/min e o volume de
injecdo foi de 40 pL. Os sinais foram detectados a 450 nm, seguindo o método
descrito por Janovik et. al., (2012) com ligeiras modificacbes As solucdes de
referéncia (padrboes de tocoferol, licopeno e B-caroteno) foram preparadas na fase
movel com concentragdes variando de 0,035-0,350mg/mL. As fracbes metandlicas
de Psidium guajava foram analisadas na concentracdo de 10mg/mL e a identificacédo
e quantificacdo dos carotenoides foi realizada por comparacdo dos tempos de
retencdo e espectros de UV-VIS com a solucdo padréo. Todas as operacdes de

cromatografia foram realizados a temperatura ambiente e em triplicata
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4.6 Atividade Antioxidante

4.6.1 Sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH)

A capacidade antioxidante das fracdes metandlicas pelo método
espectrofotométrico do sequestro do radical DPPH foi realizada segundo Mensor et.
al. (2001). Foram preparadas solucdes das fracdes metandlicas nas concetractes
de 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL e 2,5 pg/mL
utilizando-se como solvente metanol P.A. As solucfes foram misturadas com 1500
pL de solucdo de DPPH 0,3 mM e incubadas a temperatura ambiente durante 30
minutos, e reagiram ao abrigo da luz. O branco foi concomitantemente preparado
usando-se agua e metanol P.A ao invés das amostras. A absorbancia foi medida em
um comprimento de onda de 517nm. O mesmo procedimento foi repetido para
obtencdo da capacidade antioxidante do acido ascérbico que foi tomado como
controle positivo.

4.6.2 Quelante de fons Fe**

A capacidade das fracbes metanodlicas extraidas dos frutos de Psidium
guajava para quelar fons Fe?* foi determinada usando-se o método descrito por
Puntel et al. (2005) com algumas modificacdes realizadas. O teste foi realizado com
adicdo de 150 pL de sulfato ferroso (FeSO4) 2 mM em uma mistura de reacao
contendo 168 pL de Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4), 218 pL de solucao salina e as solucfes
das amostras com concentracbes nas concetracdes de 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50
pug/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL e 2,5 pg/mL utilizando-se como solvente agua
destilada. A mistura de reacédo foi incubada, ao abrigo da luz, durante 5 minutos

antes da adicao de 13 pL de 1,1-O-fenantrolina 0,25%.

Dois testes brancos foram realizados no qual o primeiro continha as soluc¢des
das amostras nas mesmas concentracdes utilizadas no teste e a solugéo de 1,1-O-
fenantrolina 0,25%. O segundo, continha as solu¢cfes das amostras nas mesmas
concentracdes utilizadas no teste e a solucdo de FeSO,também utilizada no teste. A

absorbancia foi subsequentemente medida a 510 nm em espectrofotbmetro
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(BATOOL et al., 2010) e a capacidade quelante das amostras foi expressa em
percentagem (%) (BATOOL et al., 2010).

4.6.3 Determinacéo da inibicdo da peroxidacdo lipidica

A peroxidacgéo lipidica foi determinada pela medida dos produtos oriundos da
oxidacgdo dos lipidios que reagem com o &cido tiobarbitirico (TBARS), entre eles, o
malondialdeido (MDA). A metodologia utilizada nessa investigacdo usa como
parametro a leitura das absorbancias das solu¢cdes contendo os extratos, 0s

fosfolipidios e o &cido tiobarbiturico.

Os fosfolipidios forma obtidos de gema de ovo. Foi preparada uma solucéo de
gema de ovo na proporgao de 1 g para 10 ml de uma mistura de solventes contendo
hexano e alcool isopropilico na propor¢cédo de 3:2 respectivamente (PUNTEL et. al.,
2007). A producédo de TBARS foi determinada utilizando um método modificado de
Ohkawa et. al., (1979), As solu¢Bes das fracdes metandlicas das polpas de Psidium
guajava nas concentracées de 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10
pug/mL foram misturadas junto com a solucdo dos fosfolipidios de ovo e &gua
deionizada (volume total de 500 pL) e pré-incubadas durante 1 hora em uma
temperatura de 37° C. Apos este periodo, 500 pL de tampéo acido acético e 500 pL
de TBA 0,6% foram adicionados a mistura reacional e levados para nova incubacéo
a 100° C durante 1 hora. Finalizada a incubacgéao, foi adicionado 1,5 mL de btanol
P.A. e a mistura submetida a centrifugacdo a 2000 rpm durante 2 minutos. A curva
padrdo obedeceu o mesmo procedimento que o teste sendo retirados a solugédo de
fesfolipidio e as solucdes das fragcdes metandlicas e substituidos por uma solucao de
MDA 320 500 pM. A absorbancia foi medida em um comprimento de onda de
532nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as analises realizadas foram feitas a partir das folhas e das polpas de
Psidium guajava nos estados de maturacéo verde, itermédiario e maduro. Das folhas
foi extraido o 6leo essencial e determinada sua composi¢cao quimica. Das polpas dos
frutos nos estagios de maturacao verde, intermediario e maduro foram determinados
o pH e acidez titulavel, os teores de compostos fendlicos, flavondides e &cido
ascorbico, e feita a quantificacdo de compostos por CLAE e verificacdo da atividade
antioxidante pelos métodos do sequestro do radical livre DPPH, quelacdo de ions
Fe’* e TBARS.

5.1 Rendimentos

No processo de liofilizacdo das polpas, 392,54 g da polpa verde, 603,28 g de
polpa no estagio intermediario e 596,86 g de polpa madura foram liofilizadas
obtendo-se, ao final do processo, respectivamente, 55,97 g e rendimento de 14,26%,
61,05 g e rendimento de 10,12%, 59,56 g e rendimento de 9,98%. No fracionamento
com metanol P.A, 5 g das polpas liofilizadas obtidas foram utilizadas resultando apo6s
0 processo em 1,455 g e rendimento de 29,1% para o estagio verde, 1,336 g e
rendimento de 26,73% para o estagio intermediario e 1,242 g e rendimento de

24,84% para o estagio maduro. (Tabela 3).

Tabela 2: Rendimentos dos processos de liofilizagéo e fracionamento.

Rendimentos

Amostras Liofilizac&o Fracionamento
Goiaba Verde 14,26% 29,1%
Goiaba Intermediaria 10,12% 26,73%
Goiaba Madura 9,98% 24.84%
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5.2 Analises Fisico-Quimicas

Os frutos imaturos apresentaram casca de cor verde escuro e consisténcia
rigida (Figura 3-A) e polpa com cor branca predominante (Figura 4-A). Para os frutos
intemédiarios, a cor da casca apresentou ton mais claro de verde e rigidez diminuida
em relacdo ao fruto verde (Figura 3-B), quanto a polpa, houve aparecimento de
coloragdo na cor rosa (Figura 4-B). No estagio maduro, a casca apresentou cor
amarela e textura macia ao toque, com consisténcia mole e aparencia fragil (Figura
3-C), a polpa apresentou coloracédo vermelha (Figura 4-C) e um odor agradavel que

a diferencia dos estagios mais imaturos que nao apresentam tal caracteristica.

v N g
Figura 3: Frutos de Psidium guajava em trés estagios de maturagdo A- Verde; B- Intermediario; C-
Maduro.

As mudancas observadas nos trés estdgios de maturacdo decorrem dos
processos metabdlicos que envolvem o amadurecimento dos frutos, este é
caracterizado pela producdo autocatalitica de etileno, que funciona como molécula
sinalizadora induzindo aumento da sintese de enzimas. A variagdo na cor das
cascas € determinada pela concentracao de clorofila. Os frutos verdes apresentam
maior quantidade de clorofila que decresce com o amadurecimento assim como a
intensidade de coloracdo chegando a mudar para amarelo no fruto maduro. A
mudanca de coloracdo das polpas estd associada a atividade enzimatica com
producéo de licopeno que aumenta durante o amadurecimento. A rigidez dos frutos

€ atribuida a presenca de pectinas presentes na parede celular. Durante o
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amadurecimento ha aumento da sintese de poligalacturonase e
pectinametilesterase, enzimas que atuam solubilizando as pectinas determinando
assim a diminuicao da rigidez. (AZZAROLI et. al., 2004; BRADY, 1987; PEREIRA et.
al., 2006).

Figura 4: Corte transversal dos frutos de Psidium guajava nos estagios de maturagdo: A- Verde; B-
Intermediario; C- Maduro. A coloracéo das polpas varia da cor branca no estagio verde passando por
rosa no estagio intermediario até a cor vermelha no estagio maduro

5.2.1 Prospeccéao fitoquimica
A andlise dos dados referente a prospeccdo fotoquimica das fragbes
metandlicas dos frutos de Psidium guajava nos estadgios de maturacdo verde,
intermediario e maduro, revelaram a presenca de algumas classes de metabdlitos

secundarios, como flavonas, flavondis, xantonas, catequinas, flavononas (Tabela 3).

Tabela 3: Classes de metabdlitos secundarios identificados.

Metabolitos
Fracoes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
metanolicas
Verde - - - -+ o+ o+ - - - + o+ -
Intermédiario - - - -+ o+ o+ - - - + o+ -
Madura - - - -+ o+ o+ - - - + 4+ -

1 = Tanino pirrogalicos; 2 = taninos condensados; 3 = antocianinas; 4 = antocianidinas; 5 = flavonas;
6 = flavondis; 7 = xantonas; 8 = chalconas; 9 = auronas; 10 = leucoantocianidinas; 11 = catequinas;

12 =flavononas; 13 = alcaloides; + = presenca; ( - ) = auséncia.
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Apesar de nao ter sido constatada a sua presenca pela prospeccgao
fitoquimica, os taninos estao presentes em frutos no estagio de maturacao verde. A
esta classe de metabdlitos secundarios, é atribuida a adstringéncia que os frutos
apresentam. (JAIN et. al., 2003 apud GUTIERREZ et. al., 2008). Soares et. al.(2008)
identificou a presenca de compostos volateis das fun¢des organicas aldeido e éster
além de monoterpenos e sesquiterpenos em frutos nos estagios de maturagédo

verde, intermediario e maduro e relaciona-os com o odor e sabor.

5.2.2 pH e acidez titulavel

Os dados correspondentes aos valores de pH e acidez titulavel para os frutos
de Psidium guajava nos estagios de maturacao verde, Intermediario e maduro estédo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 4: Valores de pH e acidez titulavel para os frutos de Psidium guajava nos estagios de
maturacéo verde, intermediério e maduro.

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Frutos

Amostras pH Acidez titulavel (%)
Goiaba Verde 404 13,70%
Goiaba Intermediaria 414 9,15%
Goiaba Madura 441 7,32%

Foi observado um aumento do pH durante o amadurecimento e uma
diminuicdo da acidez titulavel. Estes resultados estdo similares aos encontrados por
YOUSUF et. al. (1988) e Bashir et. al. (2003) em seus estudos. Lee et. al. (2010)

lista os acidos malico e citrico presentes nos frutos como importantes na acidez dos
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frutos. O &cido citrico € o componente majoritario entre todos os &cidos organcios e
a reducéo de sua concentragdo durante o amadurecimento, associada ao aumento
da concentracdo de acucares (galactose e frutose), esta relacionada adiminuicdo da
acidez apresentada pelos frutos. Esta mesma relacdo pode ser feita ao observamos
0 comportamento do acido ascorbico nos frutos. A diminuigdo da sua concentracao a
medida que o fruto amadurece tambme influencia noaumento do pH e diminui¢éo da
acidez titulavel.(TABELA XX)

5.2.3 Teor de acido ascorbico

O teor de &cido ascérbico alcanca maiores valores nos frutos ainda verdes
decrescendo a medida que o fruto amadurece. Bashir et. al. (2003) apresenta
valores semelhantes ao teor de acido ascérbico durante a maturacdo assim como

valores maiores encontrados na casca em relacao a polpa dos frutos.

Tabela 5: Teor de Acido ascorbico em diferentes estagios de maturagao.

Teor de Acido Ascorbico nas Fragdes Metanolicas

Amostras Acido Ascorbico (mg AA/g frac&o)
Goiaba Verde 0,48a+0,17
Goiaba Intermediario 0,38b + 0,14
Goiaba Madura 0,21c + 0,16

Dados mostram médias + D.P. valores médios de 3 experimentos independentes realizados em

triplicata. Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a p <0,005.
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5.2.4 Teores de fendis e flavondides totais

As concentracfes de fendis, flavondides das fragcbes metandlicas dos extratos
aquosos dos frutos imaturos, intermediarios e maduros estdo representadas na
Tabela 6.

Tabela 6: Teor de Fendis e Flavondides Totais em diferentes estagios de maturacao.

Teor de Fendis e Flavondides Totais das Fracdes Metandlicas

Amostras Fenois (mg de AG/g Flavondides (mg de RUT/g
fracdo) fracao)

Goiaba Verde 22,41a + 0,50 2,83a+1,31

Goiaba 34,61b £ 0,32 51b+1,0

Intermediario

Goiaba Madura 32,92b + 1,26 5,65b + 1,22

Dados mostram médias + D.P. valores médios de 3 experimentos independentes realizados em

triplicata. Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a p <0,005.

Comparando os resultados dos teores de compostos fenélicos observarmos
que os estagios intermediario e maduro ndo apresentam diferenca significativa. Igual
observacdo é feita na comparacdo entre 0s mesmo estagios nos teores de
flavonoides. Bashir et. al. (2003) discorda dos valores obtidos e apresentam uma
diminuicao dos teores de compostos fendlicos durante o amadurecimento dos frutos.
Ainda segundo Bashir et. al. (2003), os valores de compostos fendlicos sdo maiores
nas cascas quando comparados com as polpas isoladamente e a variacdo de
concentracdo das polpas de cor rosa foi pequena e na mesma faixa dos valores

obtidos neste trabalho.

O estagio verde apresentou os menores teores tanto fendis como para
flavondides, o resultado é semelhante ao encontrado no extrato hidroalcodlico por

Vieira et. al. (2011). Entre os testes realizados, a concentracdo de fendis é bem
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superior a de flavondides. A literatura posiciona a classe dos flavondides como
participante do variado grupo de compostos fendlicos que compreende ainda fenois
simples, acidos fendlicos, cumarinas, estilbenos, taninos, lignanas, ligninas entre
outros (BRAVO, 1998; CROFT, 1998), sendo assim, a comparacdo das
concentracdes obtidas sugere ha presenca de outros compostos fenélicos que nao
flavonoides, e ndo puderam ser identificados nos testes realizados.

O contetido molecular dos metabdlitos secundarios sofre grande variacéo e é
influenciado diretamente por estadgio de maturacdo, cultivo, origem geografica,
condi¢cbes de colheita, metodologia e solventes usados na extracao (VIEIRA et. al.,
2011). Amostras de frutos frescos apresentam maior quantidade de compostos
fendlicos apds extracdo que frutos congelados para posterior liofilizacdo. Durante o
congelamento, as células dos frutos podem passar por um processo de juncdo dos
compartimentos por quebra da estrutura interna culminando na aproximacao de
enzimas e ativadores dos compostos fendlicos causando a sua degradacéo
(SHOFIAN et. al., 2001).

5.2.5 Analise por CLAE

O perfil de andlise das fraces metandlicas dos frutos de Psidium guajava nos
estagios de maturacdo verde, intermediario e maduros para fenois e flavondides
revelou a presenca de acido gélico (tR = 12.65 min; pico 1), catequina (tR = 16.79
28.05
min; pico 4), epicatequina (tR = 34.96 min; pico 5), rutina (tR = 40.01 min, pico 6),

min; pico 2), acido clorogénico (tR = 24.83 min; pico 3), &cido cafeico (tR

quercitrina (tR = 44.27 min; pico 7), isoquercitrina (tR = 46.85 min; pico 8),
quercetina (tg = 50.13 min; pico 9), campferol (tR = 55.23 min; pico 10) e campferol
glicosilado (tR = 63.47 min; pico 11), além de outros componentes em menor

concentracéo (Figura 5).
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Figura 5: Perfil de andlise das fragBes metandlicas dos frutos de Psidium guajava nos estagios de
maturacdo Verde (a), Intermediario (b) e Maduro (c) para fenois e flavonoides. Acido galico (pico 1),
catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), acido cafeico (pico 4), epicatequina (pico 5), rutina (pico
6), quercitrina (pico 7), isoquercitrina (pico 8), quercetina (pico 9), campferol (pico 10) e campeferol

glicosilado (pico 11).

A analise confirmou a presenca de compostos fendlicos e flavondides como
indicado nos testes anteriores. A concentracao crescente para compostos fenolicos
e flavondides a medida que os frutos amadureceram também foi confirmada como
observado anteriormente. As estruturas dos compostos identificados estéao
esquematizadas nas Figuras 6 e Figura 7 e Figura 8. A concentracdo em mg/g das

substancias encontradas estdao demonstradas na Tabela 7.
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Figura 6: Estruturas quimicas dos compostos identificados nas fragbes metandlicas dos frutos de

Psidium guajava nos estagios de maturagéo Verde, Intermediario e Maduro.
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Figura 6 : Estruturas quimicas dos compostos identificados nas fracdes metandlicas dos frutos de
Psidium guajava nos estagios de maturagcédo Verde, Intermediario e Maduro.
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Tabela 7: Composicéo de fenois e flavonoides de das fragbes metandlicas de frutos de Psidum guajava nos estagios de maturacao verde, intermediario e

maduro.
Maduro Intermediério Verde LOQ LOD

Compostos

mg/g % mg/g % mg/g % pug/mL pug/mL
Acido galico 12,56 +0,03a 1,25 7,65 + 0,01a 0,76 4,73 +£0,01a 0,47 0,025 0,083
Catequina 4,91 + 0,01b 0,49 1,74 + 0,01b 0,17 3,92 £ 0,03b 0,39 0,019 0,062
Acido clorogénico 9,70 £ 0,03c 0,97 4,32 + 0,02c 0,43 5,11 + 0,03a 0,51 0,038 0,125
Acido cafeico 7,32 £ 0,02d 0,73 5,76 £ 0,01d 0,57 4,57 £ 0,02ab 0,45 0,007 0,023
Epicatequina 3,04 + 0,01e 0,30 4,17 + 0,01c 0,41 3,62 +£0,01b 0,36 0,039 0,128
Rutina 12,85+0,04a 1,28 gog3+003e 082 538%00la 0,53 0,011 0,034
Quercitrina 7,03 £ 0,01d 0,70 8,95+ 0,01e 0,89 4,69 + 0,03a 0,46 0,015 0,049
Isoquercitrina 12,34+£0,0la 123 7,91 + 0,01a 0,79 8,19 + 0,02c 0,81 0,009 0,031
Quercetina 945+002c 094 12,37+003f 1,23  4,05:00lb 0,40 0,008 0,029
Campferol 658+002d 065 231+002 023 423+002b 042 0,023 0,075
Campferol 2984003 (o9 540%+002d 054 3,50£001b 0,35 i i
glicosilado

"Quantificado como Campferol. Os resultados s&o expressos com media + D.P. de trés determinacdes. Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo
teste de Tukey p< 0.01.
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O perfil de analise das fracbes metandlicas dos frutos de Psidium guajava nos
estagios de maturacdo verde, intermediario e maduros para carotendides revelou a
presenca de tocoferol (tR = 13.65 min; pico 1), licopeno (tR = 17.34 min; pico 2) e B-
caroteno (tR = 24.01 min) (Figura 9). As estruturas dos compostos identificadas
estédo representadas na Figura 10.
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Figura 7: Perfil de andlise das fracdes metandlicas dos frutos de Psidium guajava nos estagios de
maturacdo Verde (a), Intermediario (b) e Maduro (c) para carotendides. Tocoferol (pico 1), licopeno

(pico 2), B-caroteno (pico 3).
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Figura 8: Estruturas quimicas dos carotendides identificados nas fragbes metandlicas dos frutos de
Psidium guajava nos estagios de maturagéo Verde, Intermediario e Maduro.

Assim como observado para os compostos fendlicos e flavonoides, a
concentracdo de carotendides aumenta com o amadurecimento dos frutos (Tabela
8). Resultado confirmado com observagdo de aumento da intensidade da cor
vermelha das polpas dos frutos verde até o maduro devido aumento da

concentracéo de licopeno.
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Tabela 8: Composicao de carotendides das frac6es metandlicas de frutos de Psidum guajava nos estagios de maturacao verde, intermediario e maduro.

Maduro Intermediério Verde LOQ LOD
Compostos
mg/g % mg/g % mg/g % pug/mL  ug/mL
0,14
Tocoferol 4,15+ 0,01a 041 1,70+x0,02a 0,17 1,43 +£0,01a 0,023 0,075
Licopeno 12,37 +0,01b 1,23 10,63+0,01b 1,06 6,27 +0,03b ’ 0,017 0,056
B-Caroteno 6,82 +0,03c 0,68 10,25+0,01b 1,02 5,98 + 0,02b 0,59 0,009 0,028

Os resultados sdo expressos com media + D.P. de trés determinacdes. Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey p< 0.001
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5.2.6 Composicéo quimica do 6leo essencial

O dleo essencial de Psidium guajava obtido por hidrodestilacdo e identificado
em CG/EM teve rendimento (m/m) de 0,017%. O mesmo apresenta cor amarelo
claro e odor caracteristico desagradavel. Foram identificados quatorze constituintes
quimicos correspondendo a 99,76 % do 6leo essencial. Resultados da analise
quimica qualitativa e quantitativa estdo mostrados na Tabela 5. Podemos observar
que a-terpineol (35,86 %), 1,8-cineol (18,83 %), [ -cariofileno (10,08 %) sdo os
componentes majoritarios. Esses dados estdo de acordo com varios trabalhos
relatados na literatura, que identificaram no 6leo das folhas de P. guajava muitas
substancias em comum com o 6leo em estudo. Pino et. al. (2001) encontraram o 3-
cariofileno (21,6 %), o nerolidol (19,2 %) e o selin-11-en-4-a-ol (13,4 %) como
componentes predominantes. Silva et. al. (2003), identificaram o 1,8-cineol (21,4 %)
como componente majoritario em um o6leo das folhas de P. guajava da Amazodnia,
enquanto o limoneno (41,2 %) e o p-cariofileno (21,3 %) constituiram o0s
componentes principais no 6leo obtido na Nigéria (OGUNWANDE et al., 2003).

As diferencas observadas nas composicdes quimicas qualitativas e
guantitativas dos Oleos relacionados podem estad relacionadas a variacbes de
cultivos, climaticas, geograficas, horarios de coletas e métodos de extracdes. Todos
esses fatores oferecem grande impacto no perfil da composicdo quimica dos

volateis.
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Tabela 9: Composicao quimica (%) do 6leo essencial das folhas de Psidium guajava.

Constituintes (%) In-dlce de
retencado (Literatura)*
1,8-cineol 18,83 1033
cis-ocimeno 1,78 1040
sabineno 1,69 1097
borneol 1,16 1165
4-terpineol 3,91 1177
a-terpineol 35,86 1189
B-cariofileno 10,08 1418
a-humuleno 3,07 1454
guaieno 4,42 1490
a-selineno 6,79 1494
nerolidol 2,84 1564
oxido cariofileno 6,89 1581
cadinol 1,16 1640
selin-11-en-4-a-ol 1,28 1652
TOTAL 99,76

5.3 Atividade Antioxidante

5.3.1 DPPH

As fracbes metanodlicas dos frutos de Psidium guajava nos estagios de
maturacado verde, intermediario e maduro foram capazes de neutralizar o radical livre
DPPH (Grafico 1). As concentracdes para Clsg indicaram valores proximos, sem
diferenca estatistica significante entre eles, com melhor resultado para o estagio

maduro com concentracao de 848,78 ug/mL (Tabela 10).
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Gréfico 1: Efeitos de diferentes concentraces das fragdes metandlicas dos de Psidium guajava nos
estagios de maturacao verde, intermediario e maduro frente ao radical DPPH.

Tabela 10: Valores da concentracao inibitoria a 50% (Clsg pg/mL) para as fracdes metandlicas dos
estagios de maturacédo verde, intermediério e maduro de Psidium guajava obtidos por meio de reacao
com o radical livre DPPH.

Amostras Clso (ug/mL)
Verde 859,33
Intermediario 854,63
Maduro 848,78
Acido ascérbico 2,25

A reacdo de neutralizacdo do radical livre DPPH guarda um grau de
proporcionalidade com a quantidade de compostos doadores de elétrons ou de
prétons, quanto maior a capacidade de doac&do, maior serd a neutralizacao.
Compostos fendlicos em geral apresentam estrutura quimica com grupos
hidroxilicos, carboxilicos e carbonilicos ligados ao anel aromético que séo facilmente
atacados por espécies reativas, a presenca destes grupos esta diretamente ligada

ao poder de neutralizacdo das espécies reativas (VAN ACKER et. al., 1995).
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Cao et. al. (1997) correlaciona a quantidade de hidroxilas ligadas a estrutura
basica dos flavondides com a sua capacidade antioxidante e observa que os
flavondides de maior numero de hidroxilas tem maior potencial antioxidante.
Gutierrez et al. (2008) lista a presenca de flavonbdides com multiligantes hidroxilicos
(quercetina, leucocianidina, campferol e guaijaverina), confirmados pela anélise em
CLAE, em frutos de goiaba. Estes flavonoides aumentam a concentragdo durante o
amadurecimento o que pode ser relacionado a maior atividade neutralizante do

radical DPPH ter sido observada no estagio maduro.

5.2.2 Quelacéo de fons Fe?*

Os resultados obtidos para a capacidade de quelacdo dos fons Fe?* pelas
fracbes metandlicas dos frutos de Psidium guajava nos estagios de maturacdo
verde, intermediario e maduro estdo apresentados na Tabela 12, Tabela 13 e Tabela

14, respectivamente.

Tabela 11: Porcentagem de Fe? quelado pela fracdo metandlica dos frutos de Psidium guajava no

estagio de maturacéo verde, intermediario e maduro.

Porcentagem de Fe*~ Quelado em Diferentes Estagios de Maturacado

Concentragao (pg/mL) Verde Intermediario Maduro
250 21,93% 9,2% 6,57%
100 17,09% 3,73% 0,89%
50 14,57% 0% 0%
25 10,50% 0% 0%
10 6,36% 0% 0%

A maior porcentagem de quelagdo foi encontrada no estadgio de maturacao

verde na concentracao de 250 pg/mL com 21,93%, a medida que a concentracao foi
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reduzida, a porcentagem de quelacdo também diminuiu proporcionalmente.
Diferente do estdgio de maturacdo verde, os estagios intermedidrio e maduro
apresentaram menores porcentagens de quelacdo dos fons Fe?*. Na sua maior
concentracdo, 0 estagio intermediario apresentou 9,2% assim como o0 estagio
maduro que apresentou 6,57%. Para ambos, nem todas as concentragbes foram
capaz de quelar os ions ferro.

Os ions ferro participam da producdo de EROS mostrada na Equacédo 4 e
Equacdo 5. A quelagdo destes ions por compostos diversos presentes nas fracoes
metandlicas dos frutos de Psidium guajava, esta associada a um efeito protetor
contra EROS prejudiciais aos sistemas bioldgicos. O estagio verde de maturacao
mostrou maior atividade por esta via antioxidante em relacdo a neutralizacao direta
das EROS observado no teste do sequestro do radical livre DPPH. Disler et. al.
(1975) demonstraram que em ratos, taninos presente em chas sédo capazes de atuar
como quelantes de ferro inibindo a absorc¢éo intestinal do metal. Jain et. al. (2003)
apud Gutierrez et. al. (2008) cita os frutos verdes como ricos em taninos e por
correlagdo com a sua atividade in vivo observada em ratos, podemos supor que a
maior atividade quelante apresentada pelo fruto no estagio mais imaturo deve-se a

presenca de taninos.
5.2.3 Peroxidacéao lipidica

A inibicdo do processo de peroxidacao lipidica apresentou indicios de reducéo
guanto aos niveis basais para as concentracfes de 250 pg/mL dos estagios de
maturacdo verde, intermediario e maduro que se destaca dos demais. O teste
apresentou grande variagcdo entre os resultados e a atividade antioxidante n&o foi
considerada significativa para nenhuma das amostras e concentracoes testadas. Os

dados obtidos estédo apresentados no Grafico 2.

Gull et. al. (2012) determinaram a atividade antioxidante dos frutos de
Psidium guajava em diferentes estagios de maturacdo, colhidos em 3 regides
diferentes, pela inibicdo oxidacdo do acido linoleico induzida por tiocianato. Os
valores obtidos apresentaram significante atividade sendo o estagio mais imaturo o
de melhor resultado. Embora seus estudos envolveram um metodologia diferente, a
comparacado com os resultados obtidos neste trabalho é valida, visto que, a via

antioxidante em estudo (inibicdo da peroxidacao lipidica) € comum aos trabalhos.
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Figura 9: Graficos resultantes da analise da peroxidacao lipidica induzida e as propriedade antioxidante das frac6es metandlicas dos estagios de maturacao

verde, intermediario e maduro dos frutos de Psidium guajava.
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CONCLUSOES

Foram obtidas as polpas dos frutos de Psidium guajava nos estagios de
maturacao verde, intermediario e maduro. A diferenciagéo foi feita baseada na
cor das cascas, rigidez dos frutos e cor das polpas.

O pH e acidez das polpas foram determinados e demonstraram o estagio de
maturacdo maduro como o mais alcalino.

Foram obtidos Oleos essenciais das folhas de Psidium guajava com
rendimento de 0,017%, coloracdo amarelo claro e odor desagradavel.

A elucidacdo da composicdo quimica demonstrou que o Oleo apresenta
composicdo diversa com a presenca de 14 compostos. Os compostos
majoritarios sao a-terpineol (35,86 %), 1,8-cineol (18,83 %), [ -cariofileno
(10,08 %).

Foram obtidos extratos aquosos das polpas nos trés estagios de maturacao
Foram obtidas fragcbes metandlicas dos extratos aquosos nos trés estagios de
maturacao.

A prospeccao fitoquimica apresentou paras a trés fracfes a existéncia de
flavonas, flavonadis, xantonas, catequinas e flavononas.

A andlise por CLAE das fracbes metandlicas revelou a presenca de acido
galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico epicatequina, rutina,
quercitrina, isoquercitrina, quercetina, campferol e campeferol glicosilado,
Tocoferol, licopeno e p-Caroteno.

As fracBes metandlicas dos trés estdgios de maturacdo demonstraram a

presenca de compostos fendlicos, flavondides e acido ascoérbico, assim como
a capacidade de neutralizar o radical livre DPPH, sendo o estagio de
maturacdo maduro como oque apresentou melhor resultado e a capacidade
de quelar os fons Fe?*, sendo o estagio de maturacdo verde o que apresentou
melhor resultado.

O teste antioxidante da peroxidacdo lipidica ndo mostrou resultados

significantes.
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