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RESUMO GERAL

Originaria da AsiaHovenia dulcis Thunb. (Rhamnaceae), conhecida como uva japonesa
é encontrada também na América Central e do SutlasEuropa e norte da Africa. O
fruto € uma capsula pequena anexada a haste (pdoligoe quando amadurece, é a
parte comestivel. O objetivo deste estudo foi ¢arear o conteudo nutricional,
capacidade antioxidante, atividade antitumoral rmpmtamento reoldgico da polpa do
pseudofruto e do mel, oriundo da floradaHielulcis. Foram coletadas amostrasHle
dulcis durante cinco meses, desde a fase imatura parscsete (I, Il, 1ll, IV e V), na
cidade de Curitiba-PR. Trabalhou-se com cinco am®ste mel provenientes de quatro
Estados brasileiros (SP, PR, SC, RS). Observowseatg a composi¢cao nutricional que
o pedunculo pode ser considerado uma interessante tle fibra dietética (fracao
soluvel), de acordo com regulamentos, brasileienir®peu. No perfil de acidos graxos
monoinsaturados, o pedunculo mais verde apresentalor mais elevado (6,95%),
engquanto que o conteudo total de acidos graxosgalurados foi mais elevado no
pedunculo maduro (51,70%). Os pseudofrutos imatdesl. dulcis sdo fontes de
compostos fendlicos, melhores do que os madurodosanmelhor opg¢do para o
aproveitamento industrial deste, mostrando umacid@ae mais elevada antioxidantes,
analisadas pelos ensaios de Folin-Ciocalteu, CUPRARAP e ABTS. Durante a
maturacdo, o perfil de &cidos organicos nos pedasctoi do acido tartarico,
majoritario, seguido do acido citrico. O extratopt®udofruto revelou efeito inibitorio
sobre quatro linhas celulares tumorais MCF7 (caroem de mama), HelLa (carcinoma
cervical), HCT15 (carcinoma do célon) e HepG2 (temma hepatocelular) para os
pedunculos na fase de desenvolvimento incial eraies de citotoxicidade confirmada
em células sadias de figado suino (ensaio sufanmodaB). Quanto ao comportamento
reologico da polpa, as curvas de fluxo indicaramaamportamento ndo-Newtoniano
pseudoplastico, comprovado pelo ajuste dos mod€&lesvald-de-Waelle e Herschel-
Bulkley) aos dados obtidos para a polpa dos pseutdsftotalmente maduros. Para as
amostras de cinco méis analisadas o estudo reol@gimonstrou que em quase sua
totalidade, estas apresentaram comportamento gséstico, conforme aumentava a
temperatura. A analise melissopalinolégica conataiee duas amostras dos méis nao
apresentaram predominancia da florada Hle dulcis Thunb. & 45% de pdlen
caracteristico). Pedunculos maduros sdo uma bemaiva para melhorar a qualidade
nutricional das dietas modernas alternativas queedia a diversificacdo do ponto de
vista sensorial e nutricional e ndo convencional.

Palavras-chave:pedinculos, comportamento reoldgico, atividade ittanobral,
melissopalinologia, mel



GENERAL ABSTRACT

Originally from AsiaHovenia dulcis Thunb. (Rhamnaceae), known as Japanese grape is
also found in Central and South America, southarroe and North Africa. The fruit
is a small capsule attached to the stem, also knasvipeduncle, once mature, it
becomes de edible part of the fruit.The aim of thigdy was to distinguish the
nutritional content, antioxidant capacity and amtior activity of the fruit extract, as
well as, the rheological behavior of the pulp anddy, from the flowering ofl. dulcis
Thunb. Samples were collected frobh dulcis Thunb. for five months, from the
immature stage to the senescent (I, Il, 1ll, IV aAd in the city of Curitiba-Parana,
Brazil. We worked with five honey samples from f@nazilian States (SP, PR, SC and
RS).It has been observed that the nutritional caitipn of the peduncle can be
considered an interesting source of dietary fib®ainly the soluble fraction, according
to Brazilian and European regulations. While inkgding the profile of
monounsaturated fatty acids, the greener pedumekepted the highest value (6.95%),
while the total content of polyunsaturated fattydaovas highest in mature peduncles
(51.70%).The immature pseudofruits Bif dulcis Thunb. are sources of phenolic
compounds, they have proven to be a better sobarethe mature pseudofruits, as seen
during the antioxidant capacity analysis by their-@liocalteu, CUPRAC, FRAP and
ABTS assay, as such being a good option for induisapplication. The profile of
organic acids in peduncles was mostly of tartarid aitric acids. The pseudofruit
extract revealed inhibitory effects on tumor celhes four MCF7 (breast
adenocarcinoma), HelLa (cervical carcinoma), HCTd&of carcinoma) and HepG2
(hepatocellular carcinoma) in the initial staggpetiuncle development, and absence of
cytotoxicity in healthy swine liver cells were canied (Sulforhodamine B assay). The
rheological behavior of the pulp indicated a nomitdmian pseudoplastic fluid,
evidenced by the adjustment of models (Ostwald-@=W and Herschel-Bulkley) and
the data obtained through the pulp of the fully umatpseudofruits. During an increase
in temperature was observed that the five honeypkmmanalyzed displayed for the
duration of the rheological study, in almost its tiety, pseudoplastic
behaviour.Melissopalynology analysis found that samples of honey did not show a
predominance of flowering ofH. dulcis Thunb. & 45% of ragweed pollen
characteristics).Ripe peduncles are a good aligentt improve the nutritional value of
modern and unconventional diets, as alternativaissiek diversification of sensory and
nutritional points of view.

Keywords: peduncles, rheological behavior, antitumoral atjvmelissopalynology,
honey
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INTRODUCAO GERAL

Dentre inUmeras frutas exoticag;lavenia dulcis Thunb. é obtida de uma arvore
pertencente a familia Rhamnaceae. Originaria dea Asiencontrada no Brasil,
principalmente na regido sul, do qual se adaptou & clima e solo. Tém uma longa
histéria como suplemento alimentar e na medicimait¢ional no Japdo, China e
Coreias, mas € pouco conhecido e utilizado nogpaidgdentais até 0 momento.

A inacessibilidade ao mercado dos frutos consideraexoticos tem sido
causada por diversos fatores, entre eles estamradicOes climaticas restritas, as
técnicas agricolas pobres ou ineficientes, o camfeetto limitado para a colheita,
manuseio e transporte e, falta de conhecimentoatly nutritivo e potencial bioativo,
bem como das suas propriedades fisicas, necegsarsasua transformacéao industrial.

O conhecimento da composicdo dos alimentos, emciespes compostos
fendlicos, que apresentam elevada capacidade af#iag, tem captado cada vez mais
o0 interesse da industria alimentar e da populagégeral, como forma de melhorar a
qualidade da alimentacéo. A diversificacao do atitmena dieta contribui positivamente
para o0 estado de saude do ser humano, sendo admgidade, estratégia para a
seguranca alimentar. O cenério atual indica quereeatacdo no mundo globalizado se
restringe a um numero reduzido de espécies vegetaimal. Esforgcos sdo empregados
para identificar plantas com teores de nutrientes gonferem beneficios a saude,
dentre elas, as exoticas ganham cada vez maigjdesta

A influéncia da variacdo geogréafica e sazonal soparametros nutricionais ja
tem sido investigada em diferentes frutos, no éatgprouco ha sobre a variabilidade da
composicdo em pedunculos ¢ dulcis Thunb. e seus subprodutos. Assim, para
contribuir e aumentar o conhecimento sobre o paknatricional destes pseudofrutos
seja, ou como alternativa para outras frutas dises1no mercado ou como um novo

ingrediente para a industria alimentar, torna-ggotante e necessario seu estudo.
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OBJETIVO GERAL

O presente trabalho de pesquisa teve como objgivipal o estudo de
pseudofrutos exoéticos, mediante a caracterizagdocatdetdo nutricional e em
compostos bioativos, além da avaliagdo de sua gatatividade bioldgica e definicdo
de suas propriedades fisico-quimicas e fisicasess@das para possibilitar a sua
industrializacdo, a fim de incentivar seu consuma@leriza-lo como possivel fonte de

ingrediente funcional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Andlise da composicdo nutricional dos pseudofrutle H. dulcis Thunb. em
diferentes épocas de colheita em: umidade, cinnaserais, proteinas, lipideos,
acidos graxos essenciais e ndo essenciais, vitahirfcoferois), vitamina C,
acucares totais, acucares soluveis por HPLC e flimentar (fracdo soluvel e

insolavel).

- Avaliacdo da capacidade antioxidante de extrak®wspseudofrutos deél. dulcis
Thunb. em diferentes épocas de colheita, usandecediies ensaios, tais como Folin-
Ciocalteu, ABTS, FRAP, CUPRAC e caracterizacdo dateido de flavonois,
antocianinas e polifendis totais, além dos acidggricos por HPLC e atividade

antitumoral.

- Caracterizacao reoldgica da polpatelulcis Thunb. no estadio 6timo de consumo,
perfil de maturacdo dos pedunculos em cincos difeseépocas de colheita, a partir

das andlises de textura, espessura, pH, acideéxéte cor.

- Caracterizagdo de méis rotulados como provessetd florada del. dulcis Thunb.,
comercializados em cinco diferentes estados bnmasijea partir de diferentes
espécies apicolas, quanto a sua composicdo nuoticioeferenciando-os ao
preconizado pelas legislacbes do Brasil e Unidoopgia, bem como o

comportamento reoldgico e constatacdo melissopagiua.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1Hovenia dulcisThunberg
1.1.1 Classificacao cientifica

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)
Ordem: Rhamnales

Familia: Rhamnaceae

Género: Hovenia

Espécie: dulcis

Nome cientificoHovenia dulcis Thunberg

1.1.2 Classificacao botanica oficial

A uva-do-japao pertence a familia Rhamnaceae, quen@osta por cerca de 58
géneros e 900 espécies, com distribuicdo cosmapdaéndo representada por 23
géneros e 170 espécies na América Tropical (HEA2MM4). Segundo Xu, Deng e
Sung (2004), o género possui trés espétiesenia acerba, Hovenia trichocarpa e
Hovenia dulcis, sendo esta ultima a mais comum no Brasil.

Para Carvalho (1994) quanto a etimologia, o nont® d@ género “Hovenia”
foi em homenagem a David Hoven (1724-1787), sendddmsterda, que ajudou Carl
Peter Thunberg (1743-1828) a financiar sua expedigasul da Africa, Java e Jap&o. Ja
0 nome da espécie “dulcis” vem do latim dulcis, gignifica dogcura dos eixos das

infrutescéncias.

1.1.3 Origem e distribui¢cdo geografica

Hovenia dulcis Thunberg, conhecida vulgarmente por uva-do-japaR),(P

banana-do-japéo (SC), caju-do-japao (RJ), pau-(M& e chico-magro ou mata-fome

Parte do contetdo presente no artigo publicado isReda Sociedade Brasileira de Arborizagdo Urbana.
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(SP), ocorre naturalmente entre 25° e 41° N e #0D42° L, principalmente na China,
Japado e Coréias (RIGATT@& al., 2001). Segundo Lim (2013) ocorre também em
florestas montanhosas do norte da Tailandia e murt¥ietnd até altitudes acima de
2.000 metros. A arvore é amplamente cultivada nasHapao, Coreias, india, norte
da Africa, sul da Europa, Brasil, Cuba e Estadositin Na Argentina é conhecida por
hovenia, palito dulce, uva, uva china, uva japonasa paraguaya e uvilla (COZZO,
1960), na China por chih-chii (KOLLER e ALEXANDERI,I11979) e kenan
(EVREINOFF, 1958), nos Estados Unidos por raisée ftKOLLER e ALEXANDER
[ll, 1979), no Japdo por kenpo-nashi (SHIRASAWARS83) na Italia como ovenia
dolce e na Franga como hovenia a fruits doux (12M,3).

Introduzida no Brasil, aparentemente, quando a EsapBrasileira de Pesquisa
Agropecuaria recebeu da Academia Chinesa de Fgrestmentes dé.dulcis Thunb.
de duas localidades da antiga Republica Popul&hilaa, para fins ornamentais e de
reflorestamento (CARVALHO, 1994). Segundo Rigattoc@aboradores (2001), a
espécie vem sendo cultivada na Argentina, UrugBaraguai e no sul do Brasil,
principalmente nas regides de climas Cfa, Cfb e ‘Cwegundo a classificacdo de
Kdppen, de forma isolada ou em pequenos povoamdatosnosso pais, ocorre com
grande intensidade na Floresta Ombrofila MistabBeia do Rio Uruguai, nos estados
de Santa Catarina e Rio Grande do Sul e no suddedtarana, sdo comuns pequenos
plantios de uva-do-japdo, em propriedades agricafaplantados por mudas ou,

eventualmente, por semeadura direta no solo.

1.1.4 Aspectos morfoldgicos

E uma planta heli6fila, caducifélia, alcancandairals de 10 a 15 m, podendo
chegar até 25 m. Seu diametro médio a altura do paria entre 20 e 40 cm podendo
chegar a 50 cm. Seu tronco geralmente é retorelddd, apresentando fuste com até 8
metros de comprimento (SELLE, 2009). Segundo Chovgll994) apresenta copa
globosa e ampla e ramos pubescentes enquanto joXepasca apresenta-se com
espessura total de até 15 mm, sendo a casca ehlsar@alevemente fissurada, pardo-
escura e casca interna esbranquicada. As folhasis@tes, alternadas, ovaladas, com
apice agudo e margem serrilhada. Suas flores s&pepas, hermafroditas,
apresentando uma coloracdo branco-esverdeada cumpeajue atrai a fauna apicola,

apresentando potencial melifero. O fruto é uma @egapsula globosa de 6 a 7 mm

*Classificagdo climatica de Koppen-Geiger: Cfa (elilemperado imido com verdo quente), Cfb (clima ézatn
Uumido com verdo temperado), Cwa (clima temperadaddimdm inverno seco e verdo quente).
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de diametro, contendde 2 a 4 sementes, preso ao pedunculo de canela, que
intumescem e tornase suculentos e agridoces. As sementes de coloracdo
avermelhada quando rec-colhidas e passam de marrom a preta com o te
ligeiramente circular, de 4 a 8 mm de diameFiguras 01, 02 e 03).

Quanto a sua fenologia, a -dojapao floresce no Brasil de agosto a fevere
apresenta pseudofrutos maduros de marc¢o a outroriorma abundante, a partir de
a 5 anos apos plantio (COZZO0, 1960). No trabalhMiteni (2013), cujo objetivo foi
visualizacao fenoldgica da espécie, durante trés aaguidos, foi relatado o inicio
processo de senescéncia foliar, a partir de n resultando em queda total das fol
até meados de agosto e setembro, na regido deb@ A espécie passa cerca de (
meses do r@o com folhas maduras, que ssubstituidas de maneira pontual, ¢
sazonalidade marcada quando as folhas que se torelhas, sdo substituidas p
novas Os primeiros botdes florais visualizados deos anos observac, ocorreram a
partir de agostoguanto aos pseudofrutos, verdesocorrem entre novembro
fevereiro, ja os madurate margo a agos. Houve diferenca nogpiodo para os anc
seguintes do estudo, sendo encontrados pedunardssvendezembro, ocorrendo €
seguida o surgimento dutos maduros, estender-se até maippara segundo a. No
terceiro ano a presenca pgeudfrutos verdes foi observada entegesnbro eabril, e os
primeiros pseudoutos maduros foram observados em fevereiro, seguaté agos.

Figura 01 Anatomia da folha deH. dulcis Thunb. (A) visdo adaxic. (B) detalhe
abaxial.

Fonte: Kanon (2003).
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Figura 02 Anatomia da folha (A), flor (E, pseudofruto (pedunculo frutifero) m
frutos e sementes imaturos e pseudofruto (peddnculo frutifercom
frutos e sementes maduros deH. dulcis Thunb.

Fonte: Kanon (2003).

9.

Figura 03 Pseudofrutode H. dulcis Thunb, pedunculo frutifero (A) e fru com
sementes (B)

Fonte: Marisa Ono (2012).
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1.1.5 Formas de uso

A sua utilizacdo consiste no uso da madeira seraddica, na fabricacdo de
moéveis e laminados, sendo usado também na constaig@i Segundo Carminatti
(1992) a industria madeireira e moveleira da regl@oCaxias do Sul-RS executou
plantios com uva-do-japdo em pequena escala e@btavs resultados. Como energia,
a lenha é considerada de boa qualidade, quandonada&iverde, porém, sem dados
sobre seu poder calorifico. A uva-do-japao é ptimtao sul do Brasil, em pequenos
talhdes para producdo de lenha destinada a sesad®rerva-mate e de fumo, fornos
entre outros e também como quebra-vento em criagdeslas (CARVALHO, 1994).
Na industria de celulose e papel, esta espécieguada para producdo de pasta para
papel. Todavia, suas fibras curtas limitam a @gé&o para certos tipos de papel,
sugerindo-se estudos utilizando uma mistura comadibbngas, visando ao aumento da
resisténcia fisico-mecanica (FRIZZO, SILVA e BOASS3).

Serve de alimentacéo para a ictiofauna, sendo rudada para reflorestamento
ciliar de agudes. A espécie apresenta valor orntaetevido a sua copa ampla e
intensa floracdo, sendo indicada para arborizachana e sendo muito plantada nas
margens de rodovias (CARVALHO, 1994). E amplamenitivada na arborizag&o
paisagistica no Sul do Brasil (KINUPP e LORENZI12] Esta espécie é recomendada
para plantios de producdo em toda a regido sulrdeilBem locais com temperatura
média de julho acima de 12 °C, em solos de nivefedilidade média a elevada
(EMBRAPA, 1986, EMBRAPA, 1988).

O uso como alimentacdo animal para ruminantes éndondicado, pois no
trabalho de Colodedt al. (1998), a doenca polioencefalomalacia foi diagnada em
caprinos que ingeriram, durante cinco dids dulcis Thunb. Esta enfermidade
neurolégica, ndo infecciosa dos ruminantes, pode csesada por alteracdes no
metabolismo da tiamina, levando a acidose subalingue reduz o numero de
microrganismos ruminal que sintetizam tiamina. N@@m encontradas substancias
especificas para elucidar a causa da doenca, assiracanismo patogenético dessa
intoxicacdo néo foi esclarecido (HUSSA#Nal., 1990).

Estudos farmacologicos a partir de pseudofrutostra@m exercem atividade
inibitéria na liberacdo de histamina em exsudatoélelas peritoniais de ratos, e alguns
flavonodides com atividade inibidora do relaxamentascular e atividade hepato-
protetora, a partir do isolamento de saponinasrpénicas (YOSHIKAWAet al.,
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1997). Nas folhas, constatou-se a presenca de salglicosideos com atividade
inibidora da percepcéao do sabor adocicado (SUTTIBRE e KINGHORN, 1995). Foi
observada atividade antiinflamatéria em extrat@@tcos da folha, metandlico da
folha e raiz de plantulas germinadasiivo e de folhas de plantas propagadasitro
(MALAQUIAS et al., 2000). Na China, sdo consumidos para anularl@iaguez do
vinho (KINUPP e LORENZI, 2014). Atividade antioxiil@ do extrato dos
pseudofrutos foi associada com o controle do desb@tEE, CHAE e MOON, 2005).

Rico em acucares, o pedunculo é a parte comestvplanta da uva-do-japao,
podendo ser utilizado como um substituto para o(hi#, 2013). Quando desidratados
os pseudofrutos podem ser estocados por meses fnsés energéticas e sucedaneas
do acucar, contém 23% de acgucar (KINUPP e LORER@14). Carnoso, suculento e
saboroso, a polpa apresenta aroma idéntico ao @a g€ndo geralmente chamado
erroneamente de "fruto” e com boa aceitacdo pamauoao humano (CARVALHO,
1994). Segundo Chitarra e Chitarra (2005) pseuttifrisdo procedentes de uma unica
flor que, em decorréncia da fecundacdo, tem o desemento de O6rgdo acessorio,
além do ovario.

Este tipo de 6rgédo ligado a frutos secos € prowame uma estratégia para
facilitar a endozoocoria, ou seja, a dispersdwasrda ingestéo e posterior liberacdo do
diasporo por animais. Esse fendmeno é relativamemteco frequente em
angiospermas, ocorrendo comumente em varias famiiemo Podacarpaceae,
Anacardiaceae, Icacinaceae e Rhamnaceae. Alguosesiém a hipotese de que ela
obedece a uma adaptacao para facilitar a endozapcomo plantas de frutos carnosos,
sao facilmente comidas por animais e suas semsfbesxcretadas nas fezes, plantas de
frutos secos podem desenvolver apéndices carnadasapair animais a comerem seus
frutos. Particularmente pedunculos ldedulcis Thunb. atraem diferentes espécies de
mamiferos para consumir o pseudofruto inteiro (ZH&DH., 2013). O estudo de Zhou
et al. (2013) demonstrou que novas plantas apresentpoat® maior, germinadas a
partir das sementes digeridas, comparadas a garsiementes nao consumidas.

Os pedunculos podem ter aproveitamento para arelgdm de sucos, vinhos,
vinagres e doces, como geléia (CARVALHO, 1994). ¢ddaacterizacdo do extrato
concentrado e na farinha d¢ dulcis Thunb., realizada por Bamm al. (2010),
verificou-se elevados teores de fibra alimentaclcares, sendo possivel sua inclusao

na dieta como alimento fonte de fibras, ou na zaféo para o enriquecimento
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nutricional de produtos de panificacdo, uma vegsiligado como "fonte de fibras”, de

acordo com o estabelecido pela legislacdo brasi(BIRASIL, 1998).

1.2 DESENVOLVIMENTO FISIOLOGICO DOS FRUTOS

Durante o ciclo vital, as partes do vegetal sdoridap com o0s nutrientes
necessarios ao seu crescimento, maturacdo e aroademé. Nestas etapas sao
desenvolvidos numerosos processos biossintéticosdegradativos de forma
concomitante ou sequencial, o que resulta em noadiies sensiveis em suas
caracteristicas. O crescimento, desenvolvimentog-n@turagcdo, maturacao,
amadurecimento e senescéncia, sao as fases maiganips na ontologia de frutos
(Figura 04). O limiar entre cada uma destas etapas € estoeifoe dificulta a distingéo
precisa de cada uma delas (CHITARRA e CHITARRA,500

Desenvolvimento A

Pré-maturacdo

C I Maturagdo

D

Amadurecimento

Senescéncia

E F

»
»

Tempo

Figura 04 Etapas do desenvolvimento fisiologico dos frutedcid da formacédo da
polpa (A), término do crescimento em tamanho (Bigio do periodo de
consumo, mas, ainda imaturo (C), periodo 6timo desemo (D),
predominéncia de reac¢fes degradativas (E) e nhpdwdl para consumo

(F).

Fonte: Ryall e Lipton (1979).

Existem diferencas basicas no ciclo vital dososuto sentido botanico, devido
aos Orgdos dos quais se compdem em reserva, copenlimculo, por exemplo. E

importante considerar que todos tém fases no oidial correspondentes as de
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crescimento, maturacdo e senescéncia, as quaiseemmcpor processos fisioldgicos e
bioquimicos normais de células vegetais. No enfagsas etapas ndo se completam
pelo fato de serem colhidos na fase de crescimemigetativo ou imaturos
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).

As plantas sintetizam uma diversidade de composiggnicos, que Sao
tradicionalmente classificados como metabdélitomparios, responsavel pela sintese de
celulose, lignina, proteinas, lipideos, acucaresiteas substancias importantes para a
realizacdo das funcdes vitais (TAIZ e ZEIGER, 2004)

Os acidos organicos nas plantas sdo compostomed&rios no metabolismo
de moléculas de maior massa molecular, tais contar®idratos, lipideos e proteinas
(metabolismo primario). O metabolismo dos &cidoganicos é fundamental para a
célula, incluindo a producéo de energia, ou a fgénale precursores para a biossintese
de aminoécidos (LOPEZ-BUCI@ al., 2000).

Exercem um importante papel no equilibro osmétiagothnta, assim como o
ajuste e controle do excesso de céations no membé&m participam dos mecanismos
regulatorios disponiveis na planta, frente as tafatas nutricionais, a tolerancia a
metais e a defesa a patogenos (RYAN, DELHAIZE e HON2001). O acido malico
esta envolvido na respiracao e fotossintese, jleritercom os &cidos citrico e oxalico,
gue participa no transporte de cations e em prosegsie ocorrem na rizosfera,
incluindo a aquisicdo de nutrientes, a destoxificade metais, a reducdo do estresse
anaerobio em raizes, absorcdo de minerais e ataicéobiana (LOPEZ-BUCIQt al .,
2000).

Em contrapartida, os metabdlitos secundarios, aptas um papel essencial ou
nao ao metabolismo vegetal, sdo estruturalmentrstis € muitos séo distribuidos em
um namero limitado de espécies no reino vegetahoBénados por substancias
bioativas, sdo produzidos tendo como matéria-pricanpostos do metabolismo
primario, através de complexas vias bioguimicasMAREZ-JUBETE et al., 2010).
Historicamente foram considerados como componeamtgsutricionais, porque alguns,
como os taninos, eram apresentados como tendm<efadversos ao metabolismo
humano. No entanto, recentemente, o reconhecindaggropriedades antioxidantes
destes compostos tem evocado uma nova visdo egddiems efeitos benéficos para a
saude, que estes compostos podem apresentar (KAARGOR, 2001).

Segundo Alvarez-Jubetet al. (2010) estes compostos tém formacdo em

condicOes de estresse na planta como infecco@aefens, niveis elevados de radiacao
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ultravioleta, ataques de organismos patogénicoharbivoros e englobam: acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas,nas lignanas e ligninas, destacando-se
os acidos fendlicos e os flavonoides, pela maievéacia do seu poder antioxidante.

Os frutos sdo as principais fontes alimentares a®postos fendlicos, e
apresentam variacfes dessas substancias em fuagheedsos fatores que podem ser
extrinsecos, como as condi¢cdes edafoclimaticastrénsecos, como o estadio de
maturacao, entre outros (REYNERST@&MN., 2008).

1.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Dentre as classes de compostos fendlicos presemtgsantas e reconhecidos
como componentes da dieta, estado principalmenflavamoides e os acidos fendlicos.
Os acidos fendlicos consistem em dois grupos, ngad®s do acido hidroxibenzoico e
os derivados do &cido hidroxicinamico, do qual, aslém a sua origem derivada da
rota do acido chiquimico (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SMAVAN, 2006). Os
derivados do acido hidroxicinamico, sdo mais comdmgjue os derivados de acido
hidroxibenzéico, geralmente sdo encontrados nadode glicosideos ou ligados a
proteinas e a outros polimeros da parede celulANACH et al., 2004).

Os flavonoides constituem uma larga familia de pigios fendlicos,
representados pelo sabor, odor e cor caractegstieamuitas plantas, flores e frutos.
Sua estrutura comum € o difenil propano e, consilgedois anéis aromaticos

interligados por trés carbonos que forma uma estuteterociclica oxigenadgigura

05).

Figura 05 Estrutura basica do difenil propano dos flavonqgidegl A, anel B e anel C.

Fonte: Spanos e Wrolstad (1992).
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A quimica dos flavonoides € complexa, devido ao,fdas formas conjugadas
ligarem-se aos aclUcares ou mais grupos fendlicoparir dessa estrutura, varias
combinagbes podem ser formadas, principalmente aopresenca de hidroxilas e
metoxilas, a maioria dos representantes dessaectdss caracterizados pela fusdo de
dois anéis de seis membros (um anel aromatico i deterociclo C) conectados por
uma ligagdo carbono-carbono ao anel aromatico.eErdrflavonoides, incluem-se as
principais classificacdes: flavonas, flavonoisyv#laonas, flavanois, antocianidinas e
isoflavonas (MOON, WANG e MORRIS, 2006), magura 06 estdo apresentadas
algumas classes de flavonoides. As antocianinas p@mentos da classe dos
flavondides, estdo dissolvidos na seiva dos tecibs flores e frutas, que dao a
coloracao rosa, vermelho, azul ou violeta e sdoas importantes fontes de compostos
fendlicos em dietas alimentares (MANAG@Hal., 2004).

@]
Flavanona Antocianina
O O O
OH ‘
Catequina Flavonol Flavana

Figura 06 Classes de alguns flavonoides.

Fonte: Adaptado de Alvim Junior (2011).

O interesse pela descoberta de extratos vegetams diferentes atividades
bioldgicas tem crescido muito nos uUltimos anost&lesntexto, plantas que apresentam
atividade antioxidante sdo de grande interesse gsé a presenca de radicais livres
esta associada a diversos fatores como mutacdoNdg Dxidacdo de proteinas e

peroxidacao lipidica que contribuem para o desemwento de processos inflamatorios
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e envelhecimento (FINKEL e HOLBROOK, 2000). Assihg necessidade de uma
fonte externa de antioxidantes, pois se reconheeeacdieta constituida de nutrientes
essenciais e acrescida de substancias bioativasy garte de um estilo de vida
saudavel, tem um papel preponderante na prevengadenfgérmidades crbnicas nao
transmissiveis, como as doencas -cardiovascularedifegentes tipos de céancer
(RAMFUL et al., 2010).

Porém, em vista das inUmeras propriedades biol®gleacritas, muitos dados
sdo publicados direcionando alguns pontos dos nsmeas de acdo dos flavonoides,
entretanto, ainda existem varias questdes que dsgediscutidas, principalmente com
relacdo aos efeitos toxicos e também sobre os nsewas de absorgéo, distribuicdo e
biotransformacdo. Os flavondides, e seus metaBdiitovivo, ndo agem como 0s
convencionais antioxidantes doadores de hidrogé&ugerindo uma atividade nao
antioxidante (SCHROETER al., 2002).

1.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Nos processos oxidativos ha transferéncias deorktou seja, ocorre a perda
de cargas negativas. Neste processo participammagzique Se encontram nas
mitocdndrias e atuam em varias estapas da cadgprairia, sendo um processo
habitual dentro do metabolismo celular. Na cadaspiratoria 0 oxigénio capta
elétrons, gerando energia em forma de ATP, e darghy aos denominados radicias
livres. Estes compostos sdo muito reativos, pomiden a captar um elétron de
moléculas biologicas estaveis, a fim de alcancaresiabilidade eletroquimica. Uma
vez que o radical livre consegue subtrair um atétjoe necessita, a molécula estavel
qgue o cedeu se converte a um radical livre, poensentra com um elétron despareado,
iniciando assim uma verdadeira reacdo em cadeia@amédia biologica de um radical
livre é de segundos, porém, apresenta a capaciadsagir com tudo o que esteja ao
seu redor, provocando um grande dano moleculannembranas celulares e tecidos
(HALLIWELL, 1999).

A producdo desacerbada de radicais e espécievaeale oxigénio ou a
deficiéncia de mecanismos de defesa, devido a ttegiou podem ser prejudiciais e,
consequentemente, induzir a oxidacdo de lipideomeé®brana, proteinas, enzimas,
carboidratos e DNA, prejudicando o equilibrio eageio 0 estresse oxidativo ou danos

oxidativos. O dano causado a esses componentdareslise acumula, com o passar
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dos anos, contribuindo para a degeneracdo de sé&ahaaticas e inducédo as doencas
cronico-degenerativas, especialmente associadasocawanco da idade. Assim, em
sistemas bioldgicos, deve existir um equilibro entis fatores que promovem a
oxidacdo, e os mecanismos antioxidantes de dedessantioxidantes presentes na dieta
assumem grande importancia como possiveis proset@@uzindo os danos oxidativos
(VALKON et al., 2007).

Dentre os antioxidantes mais comuns advindos dedamaturais, destacam-se
os acidos fendlicos (derivados do acido hidroxib@w e derivados do acido
hidroxicinamico), os taninos (hidrolisaveis comadacgalico e elagico e os taninos
condensados como polimeros de catequina e epiga¢qws flavonoides e os
tocoferbis (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicasna os flavonoides, acidos
fendlicos e antocianinas € devido pelo menos uamtrés propriedades: supressao da
formacao de radicais livres (por quelacdo de maetaispor inibicdo de enzimas
geradoras de radicais livres), eliminacdo ou desgdo de radicais livres ou
participacdo em processos de reparo de danos eisla(BALASUNDRAM,
SUNDRAM e SAMMAN, 2006). Assim, a atividade antidante dos compostos
fendlicos, depende da sua estrutura, particulaengatnimero e posicdo dos grupos
hidroxila e da natureza das substituicbes nos aréimaticos. Os antioxidantes sdo
capazes de neutralizar as reacfes em cadeia, deagimm os radicais livres,
convertendo-os em compostos termodinamicamenteegstgprimarios) ou retardando
0 inicio das reacdes em cadeias, formadoras dospeidxidos (secundararios) (LAI,
CHOU e CHAO, 2001). A vitamina E € uma vitaminabBpolluvel que por se encontrar
nas membranas, previne mais facilmente a peroxddggidica, pode ser encontrada em
oito diferentes formas, das quais-tocoferol é a mais ativa em humanos (HENL&Y
al., 2004).

Segundo Prior, Xianli e Schaich (2005), para mersesta atividade, existem
diferentes metodologias, pois atualmente néo emisteonsenso universal, para medir
a capacidade antioxidante de todas as amostrasrde precisa e quantitativa, devido a
presenca de compostos com diferentes solubilidadesm acdo sob diferentes sistemas
oxidativos. A maioria dos métodos de determinagiatividade antioxidante aplicados
atualmente tem como base a formacao de radicaesies quais s&o capturados ao ser
adicionado o composto antioxidante, ou por inidforanacao de radicais livres ou entao

do consumo de oxigénio por esta e/ou a formacgwathitos de oxidagao.
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Sabendo-se que estes métodos diferem tanto emAoekg mecanismo de
reacdo, como no que se refere as espécies-aleondg;des em que ocorre a reagdo e
na forma de expressar os resultados, torna-sepemiavel o uso dos mesmos
concomitantemente para estimar a capacidade afdiiobe de uma amostra vegetal em
estudo. O ensaio FRAPFdrric reducing antioxidant power), mede somente o0s
mecanismos de transferéncia de elétrons, que enbicagdio com outros métodos,
pode ser util na distincdo de mecanismos dominacdes diferentes antioxidantes
(PRIOR, XIANLI e SCHAICH, 2005). Os ensaios qudizdéim o radical ABTS, entre
eles o TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity), sdo baseados na habilidade dos
antioxidantes em sequestrar o anion radical dealoriga ABTS® (AWIKA et al.,
2003). O ensaio CUPRACC(pper reducing antioxidant capacity) € um método
baseado na reducdo da Cu (ll) para Cu (l) pela agiobinada de todos os
antioxidantes (agentes redutores) em uma amosteas@io de Folin-Ciocalteu, apesar
de ser comumente utilizado para quantificar fewglitotais, atualmente € um dos
meétodos preconizados para avaliar a capacidadexalante através do poder redutor
de extratos de amostras vegetais (PRIOR, XIANLC&S&ICH, 2005). Como ele néo é
especifico para compostos fendlicos, existe a pitigside de ser reduzido por outros
compostos como o acido ascérbico, levando, portamtama superestimacado dos
resultados (HUANG, OU e PRIOR, 2005).

1.5 ATIVIDADE ANTITUMORAL

O cancer € uma doenca onde ocorre profunda alteragd sistemas de
regulacdo da proliferacdo e de diferenciacdo aelsilad origem da célula cancerosa €
consequéncia de alteracbes genéticas que podempreduzidas por diversos
mecanismos como a inativacdo de genes supressotasdr, ativacdo de oncogenes,
inativacdo de genes responsaveis pela apoptosetagdea produzidas por agentes
quimicos, fisicos e biolégicos, os chamados caganés (SIEBER, HEINIMANN e
TOMLINSON, 2003).

O desenvolvimento do céancer € um processo de rnodltippssos envolvendo
mutacdo e selecdo de células com capacidade pogm@ente aumentada para
proliferacdo incontrolada, invasividade dos tecidd§acentes e metastases. Inicia-se
com uma alteracdo genética que leva a proliferag@imal de uma Unica célula,

seguida pelo supercrescimento de uma populacdvadaridesta célula e mutacdes
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adicionais com selecao clonal, ou seja, o acumelaanbrmalidades genéticas € o
principal responsavel pelo desenvolvimento e psEffie neoplasica
(BLAGOSKLONNY, 2005).

Os testes de citotoxicidade vitro em cultura de células sdo importantes para a
avaliacdo de agentes anticancer, sendo que, pelosndeirante a fase dereening, tém
reduzido os ensaias vivo em animais. Além disso, sdo muito utilizados con&todos
alternativos aos testes farmacolégicos em o6rgaokdes. A citotoxicidade dos
compostos é avaliadim vitro em linhagens celulares tumorais, sendo tais efeito
verificados por parametros que incluem desde aermelular até a alteracdo de seu
metabolismo (HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991).

A metodologia mais utilizada para os testes ézadii por meio dos ensaios de
citotoxicidade, usando linhagens de células nemalss do qual é considerado um
parametro consistente para a deteccéo da ativatgdemoral. A taxa de crescimento e
multiplicacdo € medida indiretamente por algumdador de crescimento através da
formacdo do aparecimento de coloracdo e a intafsidde cor € diretamente
proporcional ao numero de células presentes (HOUGM& al., 2007).

A citotoxicidade pode ser estabelecida em cultdeasélulas tumorais de varias
linhagens através das variagbes da morfologia arelulabilidade celular utilizando
corantes, como o azul de tripano e a eosina, qbass®am na perda da integridade da
membrana celular das células ndo viaveis, causarchptacdo do corante, contagem
celular, ensaios clonogénicos, medida de incorgorale nucleotideos radiativos ou
métodos colorimétricos dentre os quais se citanstalrVioleta, Tetrazodlio (MMT),
Alamar Blue e SRB (Sulforodamina B) (HENRIKSS@NI., 2006). Vérias linhagens
neoplasicas sao utilizadas e, para se verificaeletigdade da droga, utilizam-se
linhagens normais (HOUGHTO®# al., 2007).

O principio do ensaio da sulforodamina B, desengolem 1990, baseia-e na
habilidade que tem este composto de se ligar a coempes protéicos das células. O
ensaio cora proteinas dentro das células, a plartcorante aminoxantina, de cor rosa
brilhante e com dois grupos sulfénicos que, emcsaUdracamente acida, sdo capazes
de se ligar as por¢Oes terminais dos aminoacidexélalas que foram fixadas com o
acido tricloroacético e dissocia-se em condi¢cdeschd. Constitui-se em um método
simples, sensivel e rapido e apresenta estabilisader (HOUGHTONt al., 2007). A

determinacao do Kg, capacidade que o composto possui para inibilescenento de
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50% das células, consiste na relacdo entre a ciwac&a do composto e a percentagem

de células mortas.

1.6 REOLOGIA

Segundo Steffe (1996) Eugene C. Bingham foi o grona utilizar a palavra
reologia ao definir que “tudo escoa”. O foco prnpadida reologia é avaliar a forma
como 0s materiais respondem, quando se aplica ama. fOs alimentos apresentam
comportamento reologico variado, devido a sua cerapkstrutura e composicéo e, o
conhecimento do comportamento reologico de qualdjuédo, e em particular de
alimentos, € muito importante e esta relacionada eérias etapas da industrializacéo,
como o controle de qualidade, a avaliacido senserkstrutura dos alimentos. E (til
ndo somente para o controle de qualidade do prodoés principalmente para a
adequacao de sistemas de tubulacédo, trocadoreslate fdtros, bombas, entre outros
(TABILO-MUNIZAGA e BARBOSA-CANOVAS, 2005).

O comportamento dos fluidos pode ser inicialmeintelido em Newtoniano e
nao-Newtoniano. Os fluidos Newtonianos apresentlatéo linear entre a tenséo de
cisalhamento e a taxa de cisalhamento, j4 os Burdm-Newtonianos ndo atendem a
esta relacdo. Estes podem ainda ser divididos esngdapos: dependentes do tempo e
independentes do tempo. Fluidos dependentes datséwpreopéticos e tixotropicos e,
os fluidos independentes do tempo sao pseudopasiiatante e plastico de Bingham
(SHARMA, MULVANEY e RIZVI, 2000), conforme ilustraminaFigura 07.

Tenséo de cisalhamento (Pa)

Taxa de cisalhamento (3)

Figura 07 Curva de escoamento de fluidos Newtonianos e réwdhianos de
propriedades independentes do tempo de cisalhantagtico de Bingham
(A), Pseudoplastico (B), Newtoniano (C) e Dilatafid.

Fonte: Steffe (1996).
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Holdsworth (1971) afirma que a maioria dos fluidasmenticios apresenta
comportamento pseudoplastico (n&o-Newtoniano), mgssa viscosidade aparente
decresce com o aumento da taxa de cisalhamentscAsidade é considerada um dos
principais parametros reoldgicos e mede a resist@ufluido ao escoamento, quando
uma taxa de deformacéo é aplicada.

O conhecimento da viscosidade pode contribuir pasimizacao de processos,
reducdo dos custos nos ingredientes e melhoriamsisténcia do produto. Varios sdo
os fatores que podem alterar a viscosidade de umdofl tais como: temperatura,
pressédo, taxa de deformacao, tempo de deformagéwocelétrico, concentracdo de
sélidos soluveis, concentracdo de fibras, grau dixilacdo de pectinas, entre outros
(HOLDSWORTH, 1971).

A viscosidade é definida como a razdo entre a tedsacisalhamentor) e a
taxa de deformacéaq)( O termo viscosidade)) € geralmente reservado para fluidos
Newtonianos. Para fluidos ndo-Newtonianos, a video® a uma determinada taxa de
deformacgéo é denominada de viscosidade apang)hteSTEFFE, 1996).

1.6.1 Modelos reoldgicos

O comportamento dos fluidos é descrito através ddeins reoldgicos, dos
quais relacionam tensdo de cisalhamento com a thxadeformacdo (RAO e
ANANTHESWARAM, 1982). Na literatura existem muitosiodelos reoldgicos
propostos, sendo o melhor modelo, definido a pdds caracteristicas do fluido. O
modelo reoldgico mais simples € o Newtoniano, niargn, a maioria dos alimentos
fluidos, ndo apresenta esse tipo de comportamendgeer modelos mais complexos
para sua caracterizacdo (TABILO-MUNIZAGA e BARBOSMNOVAS, 2005).

O modelo de Ostwald-de-Waelle, também conhecidoocbei da Poténcia, é
um dos modelos mais utilizados para descrever godgamento reoldgico de fluidos
devido sua facil aplicacdo (BIRD, STEWART e LIGHT®O, 1960). A representacao

matematica do modelo € dada petpacéo 01

T = ky" (01)

Em que:T = tenséo de cisalhamento (Pa), k = indice de stmsiia (Pa’, y = taxa de deformacéo {5
en = indice de comportamento (adimensional).
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A avaliacdo do parametnp da Equacao Oldefine o comportamento do fluido
em Newtoniano ou Nao-newtoniano. Os fluidos Nevanas apresentam valor dg (
igual a 1. Porém, os fluidos ndo-Newtonianos aptese valor det() diferente de 1,
sendo que para o fluido pseudoplastico, o indiceodgportamento do escoamentd €
menor que 1 e a viscosidade aparente diminui canmeento da taxa de deformacgéo. O
inverso ocorre para fluido dilatante, o indice denportamento do escoamenty) €
maior que 1 e a viscosidade aparente aumenta ctawaade deformacdo (STEFFE,
1996).

O modelo de Herschel-Bulkley é apropriado pararéesc o comportamento
nao-Newtoniano de varios alimentos fluidos. Uma dntgnte caracteristica deste
modelo é a presenca de uma tensdo de cisalhaméiita ¢(STEFFE, 1996), que o
distingue do modelo Lei da Poténcia. A represeptagatematica desse modelo &

mostrada n&quacéao 02

T=ToH t ky" (02)

Em que:T = tensdo de cisalhamento (Pajy = tensdo de cisalhamento inicial (Pa), k = indiee
consisténcia (Pd)sy = taxa de cisalhamento{sen = indice de comportamento (adimensional).

1.6.2 Efeito da temperatura

A temperatura € um dos fatores que mais afeta eosikade de diversos
alimentos, como as polpas de frutas, pois a madesas apresenta-se na forma de
sélidos dispersos em meios liquidos. Um aumentteageratura neste caso faz com
gue a viscosidade da fase liquida diminua, aumdatarmovimento das particulas em
suspensao, causando um decréscimo na viscosidadeE@RINE, SILVA e
GASPARETTO, 2002).

O efeito da temperatura na viscosidade aparenfkiides alimenticios, a uma
taxa de cisalhamento constante, pode ser desetdeeguacéo de Arrhenius, na qual a
viscosidade aparente diminui em uma funcdo expé@ermom o0 aumento da
temperatura (RAO e TATTIYAKUL, 1999). A equacédo Alehenius é apresentada na
Equacgéo 03
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na: T,|Oe (Ea/RT) (03)

Em quem, = viscosidade aparente em uma taxa de cisalhameptxifican, -fator pré-exponenciaR
= constante universal dos gases (8,314 J:id), E, = energia de ativacéo (J.nple T = temperatura
absoluta (K).

Esta Equacdo 03indica a tendéncia geral observada, uma diminuigao
viscosidade aparente com o aumento da temperd&uorageral, uma alta energia de
ativacédo de fluxo implica que pequenas variacOetehperatura sdo necessarias para
modificar rapidamente a viscosidade (STEFFE, 1996).
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CAPITULO |

Evolucéo da composicao nutricional de pseudofrutode Hovenia dulcisThunb. em
diferentes épocas de colheita

RESUMO

Originaria da AsiaHovenia dulcis Thunb. (Rhamnaceae), conhecida como uva japonesa
é encontrada também na América Central e do SutlasEuropa e norte da Africa. O
fruto € uma cépsula pequena, anexada a haste (uéd(ou pseudofruto), e quando
este amadurece, é a parte comestivel. A fim de rame® conhecimento sobre o
potencial destes pseudofrutos, como uma alterngtiva outras frutas disponiveis no
mercado, ou como um novo ingrediente para a inddatimentar, o objetivo deste
estudo foi caracterizar o valor nutricional de pemlios deH. dulcis, colhidos em
diferentes épocas. Foram coletadas amostras delgfegos durante cinco meses,
desde a fase imatura para senescente (I, lIMIg V), na cidade de Curitiba-PR-Brasil.
Foram realizadas analises de umidade, cinzas, amsngroteinas, lipidios, perfil dos
acidos graxos, vitamina E, vitamina C, carboidral@gponiveis, acucares soluveis e
fibra alimentar (soltvel e insoluvel). O teor ddieagres solUveis aumentou durante a
maturacdo, devido as perdas de 4gua e a hidr@isenido. Este produto, colhido a
partir de marco, pode ser considerado uma interesdante de fibra dietética, de
acordo com regulamentos brasileiro e europeu. @snais Cu, Ca e Mn foram as mais
relevantes contribui¢cdes dietéticas nos pedunaukduros, sendo uma boa alternativa
para melhorar a qualidade nutricional das dietdsrradtivas, do qual exigem a

diversificacdo do ponto de vista sensorial e niginil.

Palavras-chave:Hovenia dulcis Thunb., maturacao, nutrientes, minerais.

1 INTRODUCAO

Dada a superficie e sua diversidade climatica, alésncaracteristicas do solo, o
Brasil € um pais privilegiado por possuir uma dasonmes variedades de frutas. A

fruticultura nacional, no entanto, tem ainda grapdéencial de expansao, pois ha

Parte do conteldo presente no artigo aceito pdaicpgéo - Fruits Journal.
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inUmeras frutas nativas e exoticas pouco exploradasomicamente (LAGE@t al.,
2006). As frutas sdo componentes essenciais da lighana, elas desempenham um
importante papel nutricional na alimentacdo diarfarnecendo principalmente
vitaminas, minerais, fibras e energia, além de sstrarem como aqueles produtos que
mais correspondem as expectativas sensoriais tesimodores, por satisfazerem suas
exigéncias e apelos por produtos agradaveis a ,vigaladar, olfato e tato. A
diversificacdo do alimento na dieta contribui pgainente para o estado de saude do
ser humano, sendo assim, a biodiversidade é egt@tpara a seguranca alimentar
(MARTINEZ-VALVERDE, PERIAGO e ROS, 2000).

Dentre inimeras frutas,k dulcis Thunb. é obtida de uma arvore pertencente a
familia Rhamnaceae. Originaria da Asia, mais paecente China, Jap&do e Coreias, é
encontrada também no Brasil, Argentina, Paraguaiglihi, Estados Unidos, Cuba, sul
da Europa e norte da Africa. Disseminada em taggido sul, a uva-do-jap&o adaptou-
se bem ao clima e solo do Brasil (COZZO, 1960).

O fruto € uma pequena capsula globosa seca derbra de diametro, contendo
de 2 a 4 sementes, preso ao pedunculo cor de cguel@e torna espesso ao madurar,
com sabor doce e agradavel. As sementes sdo dagicavermelhada quando recém-
colhidas, passando para marrom a preta com o teligpgamente circular, de 4 a 8
mm de diametro (CARVALHO, 1994).

Pseudofrutos (pedunculos) sdo de uma unica flor, goemo resultado da
fertilizacdo tem o desenvolvimento de 6rgao acessdém do ovario (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). No caso do pedunculo maduro He dulcis Thunb., esta é
considerada a parte comestivel da espécie, podmrdmnsumido fresco ou como um
ingrediente funcional em produtos alimenticios.ddpp carnuda, suculenta e saborosa,
quando madura, apresenta caracteristicas idénticasroma de péra e com boa
aceitacdo para consumo humano (CARVALHO, 1994)p&kinculos maduros podem
também ser usados para a preparacdo de sucoss,viihagres e doces tais como
geléia ou em uso para fortificagcdo nutricional dedptos de padaria, como fonte de
fibra dietética (BAMPIet al., 2010; BRASIL, 1998).

Apesar do grande interesse envolvido para caraatgd agrondmica, poucos
estudos foram feitos sobre o seu potencial nubédioe raros sdo aqueles que
pesquisaram diferentes fases de desenvolviment@arfm, para contribuir e aumentar o

conhecimento sobre o potencial nutricional destEsugofrutos como um ingrediente
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novo para a industria alimenticia, este estudo tewmo objetivo caracterizar

pseudofrutos quanto ao seu valor nutricional, dolkiem diferentes épocas de colheita.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras e determinacéo de umidade

As amostras de pseudofrutos Hevenia dulcis Thunb., foram coletadas em
diferentes épocas, durante cinco meses consecuénte fevereiro a julho, em duas
arvores situadas no Campus lll da Universidaderaéde Parana (UFPR) (MAIEVES
e RIBANI, 2013), sob as coordenadas de (S) 25%80’e (O) 49° 13’ 57” no bairro
Jardim das Américas, em Curitiba — PR. Foram lavao agua corrente e deixados
por 10 minutos sob concentracdo de hipoclorito @giosa 200 ppm, em seguida
enxaguados e secos, descartando-se os frutos tesinénmassa seca foi determinada
por desidratacdo até peso constante em estufa a°@0% 2 °C, seguindo os
procedimentos da AOAC (HORWITZ e LATIMER, 2005). faés, foram embalados
em sacos de polietileno e congelados a -18 °C €,2%ara serem liofilizados (L101-
Liotop) e posteriormente moidos (MA630/1-Marconi).

2.2 AcUcares totais

A quantificacdo dos acucares totais se deu a pdetimétodo colorimétrico,
utilizando o reagente de Antrona, conforme desgibo Osborne e Voogt (1986).
Pesou-se 0,5 g de cada amostra liofilizada, adiciee 15 mL de HCIEOa 52% (v:v)
mais 10 mL de agua destilada, em seguida, forarades em repouso por 18 horas no
escuro. Apoés este periodo, foram filtrados e ajlestaa 100 mL. Finalmente, em 1 mL
deste extrato adicionou-se 5 mL da solugao de rmteo 0,1% (p:v), seguindo para
banho aquecido por 12 minutos, sendo resfriados legn seguida e lidos sob
absorbancia de 630 nm em espectrofotometro EZ2&fki(PElmer, Waltham, MA,

EUA), a partir de uma curva padréao de glicose.

2.3 Agucares soluveis

A andlise dos acucares soluveis por cromatografiada de alta eficiéncia foi
realizada conforme descrito por Sanchez-Mettaal. (1998), no Departamento de



36

Nutricion y Bromatologia Il. Bromatologia - Facultade Farmacia (Universidad
Complutense de Madrid). Amostras em triplicata ¢& @ da polpa liofilizada, foi
extraida com etanol 80% (v:v) em agua sob temperata 55 a 60 °C, durante 45
minutos sob agitacdo constante. O etanol foi ewaworutilizando um evaporador
rotativo a vacuo (Buchi R-114), ajustado para 4@ €z-se o concentrado para 10 mL
com agua destilada. Em seguida, as amostras fosasagas em cartuchos Sep-Pak
C18 (Waters, Milford, MA, EUA), previamente lavad@mL de metanol seguidos por
5 mL de agua). Dois mililitros de filtrado foi misado com 8 mL de acetonitrila e a
mistura foi filtrada através de membrana PVDF Qua®l.L* (Millipore, Bedford, MA,
EUA) antes da injeccdo de 250 pL no cromatograjojpado com sistema PU Il de
bombeamento isocratico (Micron Analitica, SA, Edm@n uma Valvula Rheodyne
manual e detector refratbmetro diferencial R40kddaMadrid, Espanha). A coluna
utilizada (250 mm x 4,60 mm x@m), Luna da Phenomenex (Torrance, CA, EUA). A
fase madvel consistiu em uma mistura de acetongrégua (80:20) (v:v), a um fluxo de
0,9 mL.min'. Todos os cromatogramas foram processados utlizaoftware
Cromanec XP (Micronec, Espanha). As areas dos picesromatogramas resultantes
foram quantificadas por curva analitica de padiagép externa de solucdes padrdes de

frutose, glicose, sacarose e maltose.

2.4 Fibras sollveis e insollveis: fibras alimentase

A quantificacédo das fibras totais (alimentaresjiee a partir das quantificacoes
das fibras insolUveis mais as soluveis. Pesoutsg @a amostra liofilizada e adicionou-
se 50 mL de tampéo fosfato 0,008 mdl.l(pH 6) mais 0,1 mL da enzimaamilase,
permanecendo sob agitacdo em banho a 100 °C paririlBos. Em seguida, foram
resfriados e, adicionados 10 mL de NaOH 0,275 rifolpH 7,5) mais 5 mg da enzima
protease, a seguir foram incubados em banho a 00fG0 minutos, sob agitacao.
Ap6s, foram adicionados 10 mL de HCI 0,325 mdl{pH 4,5) mais 0,1 mL de
amiloglucosidase, permanecendo também por 30 ninwm banho & 60 °C sob
agitacdo. Para a determinacéo das fibras insoltasismostras foram imediatamente
filtradas apds o final das digestbes e mantidaggmrfa a 105 °C. Quanto as sollveis,
estas foram precipitadas com etanol 96° por 18sherdiltradas apods este periodo,

seguindo para estufa a 105 °C. As corre¢des patérimamineral e proteina foram
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feitas e a quantidade total de fibra alimentarc@orsolivel mais insoluvel foram
calculadas (HORWITZ e LATIMER, 2005).

2.5 Proteinas

As proteinas totais foram determinadas como teaitdegénio pelo método de
Kjeldahl. Uma quantidade de 0,5 g de amostra itrafila foi digerida em acido
sulfarico concentrado, e 0 excesso de 4cido sofffai titulada com solugcdo de NaOH
0,1 mol.L*. O conteldo total de nitrogénio foi convertidogparcontetido de proteina
utilizando o fator de conversao de 6,25 (HORWITIZAG IMER, 2005).

2.6 Lipideos

O teor de lipideos bruto foi determinado por ex@caem aparelho de Soxhlet,
de 0,5 g de amostra liofilizada com éter de petcd@s recipientes foram retirados e
secos em estufa a 105 °C, sendo pesados apos sereme resfriados (HORWITZ e
LATIMER, 2005).

2.7 Perfil de acidos graxos

Determinou-se 0s &cidos graxos com prévio procedeo esterificacao
(metilacdo), com 5 mL de metanol:4cido sulfurico¢mo 2:1:1 (v:v:v), durante 12
horas em banho a 50 °C e 160 rpm. Posteriormentgoadu-se 3 mL de agua
deionizada, para facilitar a separacdo de fasesadios graxos presentes na fase
lipidica, foram recuperados adicionando-se 3 mitee etilico e posterior agitagdo em
vortex, sendo em seguida passado em microcoluna decsdiasddio anidro, com o
objetivo de eliminar a agua, e colocou-se a amasim frasco com Teflon. Antes da
injecao, filtrou-se a amostra com um filtro don da Milipore 0,2 um (BARROSt
al., 2007), realizado no Instituto Politécnico de Braga - Portugal. O equipamento
utilizado foi o GC DANI 1000 com um injeta@plit/splitless, um detector de ionizacao
de chama (FID) e uma coluna Macherey-Nagel (30 ©,32 nm x 0,25 um). A
temperatura do FID foi de 260 °C. O programa dep&gatura do forno foi o seguinte: a
temperatura inicial da coluna foi 50 °C, durantenid, em seguida, aumentou-se a
temperatura a 30 °C.mtraté 125 °C, 5 °C.mihaté 160 °C, 20 °C.ninaté 180 ©, 3
°C.min* até 200 °C, 20 °C.minaté 220 °C que foi mantida por 15 min. O gas de
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transporte (hidrogénio) tinha um fluxo de 0,4 minthi0,61 bar), medido a 50 °C.
Utilizou-se um modo de injecaplit (1:40) a 250 °C. O volume de amostra injetado foi
de 1 pL. A identificacdo e quantificacdo realizarsencomparando os tempos de
retencao, relativos com os de um padrdo multipl&ddos graxos. Os picos foram
processados utilizando-seftware 1.7 CSW DataApex e os resultados foram expressos

como percentagem relativa a cada um dos acidosgencontrados.

2.8 Tocoferois: vitamina E

O conteudo de tocoferois foi determinado segundeagatimento descrito por
Barroset al. (2008), realizado no Instituto Politécnico de Braga - Portugal. Realizou-
se uma extracdo em n-hexano, partindo de 0,5 gniestea liofilizada, na qual se
adicionou 100 pL de solucdo de BHT (butilhidroxieho) em n-hexano (10 mg.fL
e 250 pL do padréo interno: solugéo de tocol enahex2,0 mg. mL). Posteriormente
homogeneizou-se com 4 mL de metanol, agitandog@asamente durante 1 minuto.
Uma vez obtida a solugéo de partida, procedeuesdracao, adicionando 4 mL de n-
hexano, seguido de homogeneizacdo durante um miAweguir, adicionou-se 2 mL
de solucédo saturada de NaCl em agua, para favaaaoegracao dos tocoferois para a
fase lipolitica (n-hexano). A mistura foi homogeraeia durante 1 minuto e
porteriormente centrifugada a baixa temperaturardar5 minutos a 6000 rpm. O
sobrenadante foi transferido cuidadosamente aviah repetindo-se o processo de
extracdo por mais 2 vezes, a partir do residualolgela primeira centrifugacdo. As
analises foram realizadas pelo sistema de HPLC ctahe a um detetor de
fluorescéncia (FP-2020, Jasco), programado pargae#o a 290 nm e emissédo a 330
nm. A separagdo cromatografica foi feita com umar@de fase normal de Poliamida
Il (250 x 4,6 mm) (YMC Waters) operando a 30 °Cfa8e movel utilizada foi uma
mistura de hexano e acetato de etila 70:30 (vorj fluxo de 1 mL.mift e o volume de
amostra injetado foi de 320.. Os compostos foram identificados através de evagio
cromatografica com padrbes. Os dados foram protessatilizando csoftware Data
Apex (2.4Software).

2.9 Acido ascorbico e dehidroascorbico: Vitamina C

A determinacao dos acidos ascorbico e dehidroascdidi realizada em HPLC,

realizado no Departamento de Nutricion y Bromati@dy Bromatologia - Facultad de
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Farmacia (Universidad Complutense de Madrid), dirpda metodologia descrita por
Vazquez-Odérizt al. (1994) e Arellaet al. (1996). Pesou-se 0,5 g de cada amostra
liofilizada e adicionou-se 25 mL de &cido meta-dosb a 4,5% (p:v), sob agitacédo
constante por 15 minutos, no escuro. Apos, ostestfaram filtrados em filtro de papel

e uma aliquota foi filtrada em membrana de PVDR#b Para quantificacdo da forma
reduzida, utilizou-se 3 mL deste extrato filtraddjcionando-se 2,5 mL da solucdo de
L-cisteina a 4% (p:v), sendo ajustado ao pH 7 cohRQ, a 20% (p:v) e, deixado em
repouso por 5 minutos, apds foi novamente ajustadon pH 3 com acido meta-
fosforico a 20% (p:v), completou-se com agua deddila um volume final de 10 mL.
Em seguida, filtrou-se em membrana PVDF 45 um anfomjetados (40 pL) no
cromatografo, equipado com sistema PU Il de bombatmmisocratico (Micron
Analitica, SA, Espanha), injetor automatico As-155%letector ultravioleta 100 UV
(Knauer - Alemanha). A coluna utilizada (250 mm 604 mm x 5um) ODS Il da
Phenomenex (Torrance, CA, EUA). A fase moével cdiss@am HSO, 1,8 mmol.L* (pH
2,6), a um fluxo de 0,9 mL.mine comprimento de onda de 245nm. Todos os
cromatogramas foram processados utilizando Cromafieécsoftware (Micronec,
Espanha). As areas dos picos nos cromatogramalsarges foram plotados contra
curvas obtidas a partir de solu¢des padrbes de aegidico, tartarico, malico, citrico e

fumarico, a diferentes concentragdes.

2.10 Teor de cinzas e composi¢cao mineral

Para a quantificacdo das cinzas por gravimetnarar da metologia da AOAC,
uma amostra de 0,3 g foi incinerada a alta press@idorno de micro-ondas (Mufle
Furnace mis1200) por 24 horas a 550 °C. O resi@umalneracdo foi extraido com
HCI 50% (v:v) e HNQ 50% (v:v) e foi completado a um volume adequado égua
destilada, sendo que o Fe, Cu, Mn e Zn foram medidetamente no comprimento de
onda adequado para cada elemento, utilizando-secGed-padrédo para fins de
calibracdo.Uma diluicéo adicional de 1:10 (v:v)realizada com LaGl,8% (p:v) para
a determinacdo dos minerais Ca e Mg, e outra co@l,d52% (p:v) para a
determinacdo de Na e K. Todas as leituras forarizagdas em espectroscopia de
absorcéo atdbmica, no equipamento Analyst 200 Pé&ilkier (HORWITZ e LATIMER,
2005).
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2.11 Comparacéao para RDA -Recommended dietary allowance

Em estudos de composicédo de alimentos, o foconé&tésd na quantidade de
nutrientes presentes, mas também na contribuic@cesies niveis representam para as
necessidades humanas diarias. Por essa razdodas aatidos a partir da analise da
composicdo de nutrientes nas amostras, foram cahpsrcom a cota dietética
recomendada (RDA) dada pélaod and Nutrition Board (FNB), doAmerican Institute
of Medicine of the National Academies (anteriormenteNational Academy of Sciences)
(TRUMBO et al., 2002). Estas RDA’s foram selecionadas entreosutpor ser
amplamente aceita em todo o mundo, pois recomendaaatidade de nutrientes
necessaria para atender as exigéncias de quaseatqigulacdo saudavel (98%)
(MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2010). Assim foi utilizadaga avaliar a contribuicdo
potencial de uma porcéo de 100 gramas de pseuo®fdetH. dulcis Thunb., para as

necessidades humanas diarias de alguns nutrientes.

2.12 Andlise estatistica

O experimento inteiramente casualizado, realizapgartir de cinco tratamentos
com duas repeticdes, tiveram seus resultados exqsremsm meédias e desvio padrdo
(triplicata). Analise de variancia (ANOVA), seguipelo teste de Duncan, foi realizada
atraves do uso dmftware Statgraphics PIUBIANUGISTICS, 2001)yerséo 5.1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da composicéo de nutrientes e vatleresergia (expressos em
massa fresca), em diferentes épocas de colheipsalelofrutos dél. dulcis Thunb.,
sao apresentados nbabelas 01a05. Diferengas significativas foram reveladas quanto
a umidade dos pseudofrutos conforme o processo ateragdo Tabela 01). O
pedunculo mais imaturo, colhido em fevereiro (pPresentou percentual de umidade de
93,21% decaindo até 51,11%, no pedunuclo em estdgj® avancado de senescéncia,
colhido em junho (V). O conteddo de proteinas gesate representa apenas uma
pequena percentagem da massa fresca de um fraémdespresentes nas plantas,
principalmente como enzimas que catalisam processbtgbolicos, e a formacao ou a
ativacdo delas, pode ser fisiologicamente impaogtamt varios processos fisioldgicos,
como o amadurecimento e senescéncia (CHITARRA @8RRA, 2005).



41

Tabela 01 Macronutrientes, vitamina C e valor energético gesudofrutos deH.
dulcis Thunb. em diferentes épocas de colheita.

Epocas de colheita

Anlises | (Fev) Il (Mar) Il (Abr) IV (Mai) V (Jun)
Umidadé 93,21+ 0,75a 79,39+0,73b 7545+ 1,74c 67,64+1,17d 51,51+ 2,23e
Proteinas 0,06+ 0,00e 0,20+ 0,02d 0,32£0,0l1c  0,41+0,02b 0,69+ 0,05a
Lipideos 0,12+0,01d 0,32+ 0,01b 0,36+0,02b  0,23+0,01c  0,46%0,03a
Aclcares Totais 2,48+0,11d  14,16+0,49c 14,76+ 1,34c 18,05+1,41b 26,42+ 2,10a
Fibras totais 1,51+0,11d 9,22+ 0,36¢ 9,92+0,49c  15,17+0,43b 25,63+ 0,23a
Fibras sollveis 0,72+0,02d 5,68+ 0,20c 6,21+0,51c 9,66+ 0,44b 15,45+ 0,19a
Fibras insoltveis 0,83+ 0,04d 3,39+ 0,13c 3,84+ 0,17c 5,47+ 0,05b 10,22+ 0,06a
Vitamina C* 4,07+0,11d  16,98+0,19b  18,41+0,89a 4,25+0,22d 6,83+ 1,17¢c
Acido Ascérbicd 4,07+0,11d  16,98+0,19b  18,41+0,89a 4,25+0,22d 6,83+ 1,17¢c
Acido Dehidroascérbico  nd nd nd nd nd

Valor calérico” 14,72 76,57 83,43 102,67 155,67

(<0.08). nd no detectado (31000 (ma. 100 (cal 100Gy o e cerenesiesEamenie sgniicaas

Conteudo de carboidratos totais coincidiu com eaaelatados por Almeida e
Valsechi (1966), para o pedunculo considerado p@ta 0 consumin natura, ou seja,
aqueles colhidos entre maio e junho (IV e V), cafores de 15,17 e 25,63 g.100g
respectivamente. Esta aparente diminuicdo podeaseralmente atribuida a umidade
no produto maduro, desde dados expressos em messa(dados ndo mostrados),
apresentam um teor méximo de carboidrato no pediicoletado em margo (1), com
uma diminuicdo progressiva ap0s este momento. Wlied do amido e a utilizagdo de
acucares, pelo metabolismo dos tecidos na plartanp@xplicar este comportamento.
AcUcares totais disponiveis sdo compostos por araidgicares soluveis: frutose,
glicose, sacarose e maltose, dos quais foram fabaads e quantificados em todas as
amostras analisadasigura 08).

Quantidades de acucares soluveis em pedunculoso$regsriaram de 0,17
9.100g" no periodo de colheita inicial (I) (0 que sigréfique quase todos os
carboidratos disponiveis s&o constituidos por aympdea 8,2 g.1004nos pseudofrutos
colhidos em junho (V) (com o amido que represerdss dercos dos carboidratos
disponiveis). Esses resultados mostram que a mé@pate amido e aclcares solaveis
nos pedunculos, aumenta conforme ocorre a matufggiaoa 09), corroborando com
0o sabor doce caracteristico deste produto. Sacdmse principal acucar em
pseudofrutos deH. dulcis Thunb., assim como ocorre em colmos $&charum
officinarum L. (AYAZ et al., 2000).
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Figura 08 Perfil HPLC de agucares soluveis em pseudofrueds. dulcis Thunb. (III).
Condic6es cromatogréaficas: coluna Luna (250 mnBR Aam x Sum), fase
movel: acetonitrila e agua (80:20), deteccao: mdie refracdo, fluxo de 0,9
mL.min™. Frutose (1), glicose (2), sacarose (3) e mafise

B Frutose
6 4 ®Glicose
@Sacarose

OMaltose

g.100g!

1 4
0 m . ——Hl—! : Bm : .. . “

I 11l v \

Epocas de colheita

Figura 09 Conteudo de acgUcares soluveis em pseudofrutad. diilcis Thunb. em
diferentes épocas de colheita. | (Fevereiro), llagd), 11l (Abril), IV
(Maio) e V (Junho).

Teores de vitamina C no produto fresco aumentoarderas primeiras fases de
desenvolvimento, de 4 mg.10bqo pedinculo colhido em fevereiro (I) para 18
mg.100¢" no pedunculo colhido em abril (11l), ocorrendo stiéa diminuicdo nas fases
subsequentes (IV e V). Ao considerar valores enmsanasca (MAIEVESt al., 2015b),
uma progressiva diminuicdo no conteudo de acid@rbmm foi encontrada nos
pseudofrutos (de 85 mg.100@ 14 mg.1009). Isto pode ser justificado pela fase de
maturacdo do pseudofruto, combinada com as corglicliméaticas, uma vez que a
formacg&o de acido ascorbico esta relacionada conemasidade da radiagdo solar. Itoo
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et al. (1990) também encontraram declinio de vitamina eomaturacao dos frutos de
acerola. A partir dos valores obtidos, pode sdp\gsie a contribuicdo nutricional deste
alimento para a ingestdo de vitamina C ndo é daelkvancia, em pedunculos colhidos
entre maio e junho (IV e V). No entanto, € impoanbservar que toda a vitamina C
encontrada, foi sob a forma de acido ascoérbico,équ potente antioxidante tanto em
alimentos quanto para o corpo humano, destruindadeais livres (SUNt al., 2002 e
RUIZ-RODRIGUEZet al., 2011).

Os tocoferéis (vitamina E) nos vegetais sdo nugime origem natural, com
capacidade antioxidante, que possuem um imporiaapel, ao inativar os radicais
livres produzidos pela atividade antioxidante @ derivados dos distintos fatores de
estresse. Sendo uma de suas principais funcbeg praleger os acidos graxos
poliinsaturados e outros componentes das membi@lalares, e as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e a oxidacao por radicaiev(DUTHIE, 1993). As quatro
isoformas ¢, B, y e é-tocoferéis) foram identificadas nos pseudofrutothidos em
diferentes épocas, conforme observadd atzela 02

Tabela 02 Tocoferdis totais em pseudofrutoshdedulcis Thunb., em diferentes épocas

de colheita.
oformas Epocas de colheita
| (Fev) Il (Mar) Il (Abr) IV (Mai) V (Jun)

a-tocoferol 0,18+ 0,00e 2,71+ 0,01d 4,45+0,02b 5,43+0,06a 4,06+ 0,03c
B-tocoferol 0,04+ 0,00d 0,10+ 0,00a  0,04+0,00d 0,05+0,00c 0,09+ 0,00b
y-tocoferof 0,02+ 0,00c 0,07£0,00b  0,09+0,00a 0,07+0,00b  0,07+0,00b
3-tocoferofl 0,05+ 0,00b 0,06+x0,01a 0,04+0,00c 0,06+ 0,00a nd
Tocoferéis totais 0,30+ 0,01e 2,96+ 0,01d 4,66+0,08b 5,66+0,11a 4,24+0,05c

Valores expressos como médias e desvio padraoaBaaoluna, diferentes letras indicam diferengeisscamente significativas

(p<0,05):mg.100'g (base seca). nd: ndo detectado.

O o-tocoferol € considerada a isoforma mais ativa id@amina E, conforme
Carettoet al. (2010), sendo por sua vez a mais abundante eys tpedunculos dé
dulcis Thunb. analisados (I ao V). &tocoferol foi identificado em praticamente todos
0s pedunculos, durante os cinco meses, com exaiEaolhidos em junho (V). O
pedunculo colhido em maio (IV) apresentou o maoteido de tocoferdis totais (5,66
mg.100g").

Um aspecto de suma importancia € o estudo sobasfiiresentes em frutas, a

sua associacdo com compostos bioativos, e o sal pamualidade do alimento e na
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saude do consumidor. Pseudofrutodidelulcis Thunb., colhidos a partir de marco (ll)
e 0s meses subsequentes (lll, IV e V), podem s&iderados como interessante fonte
de fibra dietética, de acordo com os regulamentasilbiro e da Unido Europeia
(BRASIL, 1998 e UE, 2011), por ter mais de 3 gitbeak por 100 g. Isto é de grande
interesse, uma vez que dietas modernas sao freguemnte deficitarias em fibras, e um
aumento na ingestédo de alimentos ricos em fibr@taéente recomendado em muitos
paises, segundo WHO (1990). Pedunculobidéulcis Thunb. colhidos em maio (IV),
representaria uma interessante contribuicdo paa fasalidade, pois 100 gramas de
pseudofrutos frescos nesta fase (ideal para consumatura), pode fornecer cerca de
60% de fibra dietética recomendada pela RDA (TRUMBGal., 2002) para as
mulheres e o colhidos em junho (V), alcancaria 10@%ecomendacad ¢bela 03.

Maior parte deste conteudo de fibra é em formavsbligue inclui a pectina,
sendo superiores aos encontrados na maioria das,frtonsiderada rica em pectina,
como magas, citros, damascos, péssegos e ameQbBKC(SFACHMANN e KRAUT,
2008). Fibra solGvel (0,72 para 15,45 g.180gumentou mais do que a fracéo de fibras
insoltveis (0,83 para 10,22 g.10Y)gatravés da maturacéo, sendo predominante em
praticamente todas as etapas de colheita.

O teor de cinzas totais aumentou conforme ocorrgesenvolvimento destes
pseudofrutos devido a concentracdo de mineraigqurcdo de umidade no produto
maduro. De acordo com Pefuelas al. (2008), estas variacbes podem estar
relacionadas a condicbes ambientais, como a chuvidade e composicdo do solo, que
podem influenciar niveis de micronutrientes, eledgm induzir a resposta da planta a
situacdes de estresse fisioldgico, no qual os mimgroderiam atuar como co-fatores,
regulando as vias metabdlicas da planta, uma vezodquaterial em formacao exige a
presenca de metais reguladores do processo metab@uanto aos minerais, 0s
resultados mostraram variacéo entre as difereptesaé de colheita de pseudofrutos de
H. dulcis Thunb.
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Tabela 03 Composi¢éo nutricional de pseudofrutosHiedulcis Thunb. em diferentes épocas de colheita e coigébupara a cota dietética

recomendada (RDA)

Nutrientes Proteinas Carboidratos Fibras Totais Vitamina C Cétio Magnésio Ferro Zinco Manganés Cobre
3 ? 3% 3 ? 3 ? 3% 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 32

RDA (minimo) 36 . 46 13? 38 . 25 90 ) 75 10100 420 ) 310 8 . 18 ll1 8 2,31 8 1, 9001

g.d g.d g.d mg.d mg.d mg.d mg.d mg.d mg.d pg.d
| (Fevereiro)
Valor médio 0,06 2,48 1,51 4,07 43,36 9,43 0,14 0,07 0,08 55,48
% RDA 0,17 0,13 1,87 3,97 6,04 4,52 5,43 4,34 2,25 3,04,751 0,78 0,64 0,88 3,48 4,44 6,16
Il (Marco)
Valor médio 0,20 14,16 9,22 16,98 112,24 21,19 0,21 0,21 0,06 18,71
% RDA 0,56 0,43 10,82 24,26 36,88 18,87 22,64 11,22 5,0%6,84 2,63 1,17 191 2,63 2,61 3,33 13,19
11 (Abril)
Valor médio 0,32 14,76 9,92 18,41 84,23 21,01 0,31 0,25 0,03 4,628
% RDA 0,89 0,70 11,09 26,11 39,68 20,46 24,55 8,42 5,00 ,78 6 3,88 1,72 2,27 3,13 1,30 1,67 31,63
IV (Maio)
Valor médio 0,41 18,05 15,17 4,25 110,03 25,47 1,16 0,33 0,06 76,30
% RDA 1,14 0,89 13,68 39,92 60,68 4,72 5,67 11,00 6,06 228, 1450 6,44 3,00 413 261 3,33 64,03
V (Junho)
Valor médio 0,69 26,42 25,63 6,83 187,78 44,32 0,58 0,80 0,37 52,08
% RDA 1,92 1,50 19,95 67,45 102,52 7,59 9,11 18,78 10,564,300 7,25 3,22 7,27 10,00 16,09 20,56 50,23

Valores expressos em massa fresca. * Segundo Tretrahd2002).
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Entre os macroelementos, o K foi o elemento minpraicipal (Tabela 09,
com valores mais elevados (60,16 a 431,81 mg:108gguidos por Ca (43,36 a 187,78
mg.100¢") e Na (14,31 a 165,89 mg.10)gOs menores valores encontrados, dentre 0s
macro, foi o Mg, variando entre 9,43 a 44,32 mgglO@Quanto aos microelementos, 0s
maiores valores foram alcancados pelo Fe (0,146 rhg.100d) e o Zn (0,07 a 0,80
mg.100¢"). O manganés apareceu com 0s menores valoreandasse entre 0,03 a
0,37 mg.1004, j& o mineral Cu variou entre os valores de 55,4800¢ (I) a 576,30

11g.100g" (1V), fase ideal para consunionatura.

Tabela 04 Teores de minerais em pseudofrutos Hledulcis Thunb. em diferentes
épocas de colheita.

Epocas de colheita

Minerais | (Fev) Il (Mar) Il (Abr) IV (Mai) V (Jun)

Cinzas* 0,32+ 0,00e 0,84+ 0,03c 0,79+ 0,03d 1,22+ 0,02b 1,47+ 0,02a
Saédio** 14,31+ 0,01e 45,28+ 0,59d 97,06+ 0,56¢ 109,1% 0,90b 165,89+ 2,51a
Potassio** 60,16+ 0,01le 185,92+ 1,68d 195,14+ 0,77c 344,38+ 0,47b 431,81+ 0,89a
Célcio** 43,36 +0,28e 112,24+ 1,36b 84,23+ 1,03d 110,03+ 2,01c 187,78+ 2,72a
Magnésio** 9,43+ 0,11d 21,19+ 0,26¢ 21,01+ 0,17c 25,47+ 0,25b 44,32+ 0,96a
Cobre*** 55,48+ 1,81e 118,70+ 1,73d 284,69+ 3,64c 576,30+ 7,68a 452,03+ 2,96b
Ferro** 0,14+ 0,01e 0,21+ 0,02d 0,31+ 0,12c 1,16+ 0,11a 0,58+ 0,05b
Manganés** 0,08+ 0,00b 0,06+ 0,00c 0,03+ 0,00d 0,06+ 0,01c 0,37+ 0,02a
Zinco** 0,07+ 0,00c 0,21+ 0,05b 0,25+ 0,07b 0,33+ 0,07b 0,80+ 0,22a

Valores expressos como médias e desvio padraoaBenapluna, diferentes letras indicam diferenctsisscamente significativas
(p<0,05). (9.100¢)* (Mg.100g")** (1g.100g")***

Microelementos, também chamados de oligoelemenbtafyem um grande
namero de compostos com atividade fisiologica, grred deles podem desempenhar
fungBes decisivas para manter a saude humana (PRL#BI., 2008). As atividades
biologicas dos minerais Cu, Fe, Zn e Mn, sao foeta associados com a presenca de
elétrons desemparelhados, que permitem a suaipato em reacdes redox. Presume-
se que estes metais vestigiais desempenham umfpagamental nos mecanismos de
protecdo por limpeza dos radicais livres (RUIZ-ROBBEZ et al., 2011). NaTabela
03, pode ser visto que os pedunculos frescos colh@nsmaio (IV) podem ser
considerados como boas fontes de Cu (64% da RDA paultos), enquanto
pseudofrutos colhidos em junho (V) fornecem maigja® 15% da RDA para Ca, Mn e

Cu, estabelecido para a populacéo adulta, de aosb®esxos.
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Segundo Padovast al. (2006) ha, em alguns casos, a compreensao eqdaoca
de que se um nutriente faz bem em pequena quaatidath grande quantidade traria
proporcionalmente mais beneficios. De fato, nutegipodem ser nocivos em doses que
as vezes sao apenas pouco superiores aos valoresotieendacao. O ULTlerable
upper intake level) é definido como o mais alto valor de ingestaagiaigrolongada de
um nutriente que, aparentemente, ndo oferece dis@eito adverso a salde em quase
todos os individuos de um estagio de vida ou séatores de 3 mg de Mn € o limite
para criancas de 4 a 8 anos e para adultos 11 rgnit® de Cu para criancas de 1 a 3
anos € de 1000 pg e 3000 pg entre 4 a 8 anos.egader40 mg de ferro para criancas
de 4 a 8 anos e 45 mg para adultos. Ja o zinceayeelimite toleravel até 12 mg para
faixa etaria de 4 a 8 anos e 40 mg para adultos.vd@sres encontrados dos
oligoelementos (Cu, Fe, Zn e Mn) nos pedunculosHdeenia dulcis Thunb. em
diferentes épocas de colheita, ndo ultrapassardin greconizado para estes minerais,
em 100 gramas, sendo portando seguro sua ingdstBelé 09.

O extrato etéreo dos pedunculos, coletados durameo meses, foi
relativamente baixo, 0,12 g.100gos pedtnculos colhidos em fevereiro (I) para 0,46
g.100g" nos pedunuclos colhidos em junho (Vabela 03). A partir da fracéo lipidica,

o perfil dos acidos graxos essenciais e nado essgndioram identificados e
quantificados, totalizando 20 diferentes tipos,foome aTabela 05 sendo os acidos
majoritarios o palmitico (C16:0), o linoleico (C286) e ocu-linolénico (C18:3n3).

O acido palmitico é um dos acidos graxos saturathis comumente presentes
em animais e plantas (WARD e SINGH, 2005). O pedlincolhido em maio (IV)
apresentou o menor valor (29,70%), em relacéo i@mido ciclo de desenvolvimento
do pseudofruto. Em relacdo aos acidos graxos msatirados, o &cido oléico (C18:1)
foi o mais abundante nos pedunculos colhidos ereré@o (1) (6,55%). O acido
linoleico e o acidau-linolénico, se encontram entre os acidos graxosnpaturados
predomimantes na espécie, principalmente aquelésdos em maio (IV) (35,90 e
15,50%, respectivamente). E demonstrado que umguade ingestdo destes acidos
graxos essenciais, pode contribuir a reducdo dealérecia de enfermidades como a
asma (ODDYet al., 2004), podendo também prevenir a trombose,egiosxtlerose e a
reduzir o risco de cancer de pulméao (HU e KITTS130

Para avaliar o interesse nutricional dos pseududrude H. dulcis Thunb.,
buscou-se demonstrar o perfil de acidos graxosule@los em percentagem dos acidos
graxos saturados, dos monoinsaturados e dos @linaslos, e sua relacéo-6:0-3).
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Como pode ser observado, o pseudofruto colhidoesmréiro (I) apresentou o maior
nivel de &cidos graxos saturados (58,60%) em @lagd@lemais épocas de colheita, em
uma quantificacéo total de 0,12 g.100de extrato etéreo. No perfil de &cidos graxos
monoinsaturados, os pedunculos colhidos em makcagilesentaram o valor mais alto
(6,95%), enquanto que o conteudo total de acidagogr poliinsaturados foi mais

elevado nos pedunculos colhidos em maio (1V) (5%)70

Tabela 05 Perfil de acidos graxos de pseudofrutodHdelulcis Thunb. em diferentes
épocas de colheita.

Epocas de colheita

Acidos graxos

I (Fev) Il (Mar) I (Abr) IV (Mai) V (Jun)

C6:0 0,30+ 0,00 0,10+ 0,00 0,10+ 0,00 0,25+ 0,03 0,20+ 0,00
C8:0 0,45+ 0,05 0,35+ 0,04 0,25+ 0,05 0,20+ 0,06 0,15+ 0,03
C10:0 0,45+ 0,05 0,40+ 0,00 0,25+ 0,05 0,20+ 0,00 0,15+ 0,03
C12:.0 0,85+ 0,05 0,70+ 0,00 0,65+ 0,05 0,50+ 0,00 0,40+ 0,00
C13:.0 nd nd 0,10+ 0,00 nd 0,10+ 0,00
C14:0 1,20+ 0,14 1,15+ 0,05 1,15+ 0,11 1,10+ 0,10 0,80+ 0,10
C15:0 0,50+ 0,00 0,40+ 0,00 0,50+ 0,10 0,70+ 0,07 0,40+ 0,06
C16:0 37,70+ 1,30 31,95+ 0,05 30,85+ 0,05 29,70+ 0,10 30,75+ 0,25
Cle6:1 0,25+ 0,05 0,70+ 0,00 0,70% 0,07 0,80+ 0,00 0,85+ 0,09
C17:.0 0,80+ 0,10 0,70+ 0,00 0,65+ 0,05 0,60+ 0,00 0,55+ 0,05
C18:.0 6,55+ 0,45 5,80+ 0,40 5,10+ 0,42 4,55+ 0,05 4,75+ 0,05
C18:1n9c+t 6,15+ 0,15 5,85+ 0,05 3,05+ 0,15 3,10+ 0,00 4,85+ 0,25
C18:2n6¢ 23,00+ 1,80 30,05+ 0,05 35,35+ 0,15 35,90+ 0,30 35,15+ 0,25
C18:3n3 11,60+ 1,30 14,85+ 0,15 15,10+ 0,10 15,50+ 0,10 13,75+ 0,25
C20:0 1,60+ 0,20 1,10+ 0,10 1,05+ 0,05 1,10+ 0,00 1,10+ 0,00
C20:1CIS-11 nd 0,30% 0,06 nd nd nd
C20:3n3+C21:0 0,45+ 0,05 0,35+ 0,05 0,25+ 0,05 0,30+ 0,00 0,30+ 0,00
C22:0 5,45+ 0,60 3,10+ 0,10 2,95+ 0,15 3,45+ 0,05 3,60+ 0,10
C23:.0 nd 0,40+ 0,00 0,35+ 0,04 0,40+ 0,00 0,30+ 0,00
C24:.0 2,75+ 0,05 1,65+ 0,05 1,70+ 0,10 1,70+ 0,00 1,85+ 0,05
AGS 58,60+ 3,20 47,80+ 0,30 45,65+ 0,55 44,45+ 0,35 45,10+ 0,20
MUFA 6,40+ 0,10 6,95+ 0,05 3,70£ 0,25 3,90+ 0,00 5,70+ 0,40
PUFA 35,05+ 3,05 45,25+ 0,25 50,70+ 0,20 51,70+ 0,40 49,20+ 0,50
06:03 1,91+ 0,05 1,98+ 0,02 2,30+ 0,00 2,27+ 0,00 2,50+ 0,03

"Massa seca (%Mcido Caproico (C6:0); Acido Caprilico (C8:0); AdidCaprico (C10:0), Acido Laurico (C12:0); Acido Nitico
(C14:0); Acido Pentadecilico (C15:0); Acido Palwit{C16:0), Acido Palmitoléico (C16:1), Acido Hegigandico (C17:0); Acido
Estearico (C18:0); Acido Oléico (C18:1n9c), Acidindléico (C18:2n6c); Acidan-Linolénico (C18:3n3); Acido Araquidico
(C20:0); Acido Eicosendico (C20:1); Acido 8,11-Esedienoico (C20:2); Acido cis-11,14,17-Eicosatiien (C20:3n3+C21:0);
Acido Behénico (C22:0); Acido cis-13,16-DocosadiendC22:2), Acido Tricosandico (C23:0); Acido Ligrérico (C24:0). SFA -
Acidos Graxos Saturados; MUFA - Acidos Graxos Masaturados; PUFA - Acidos Graxos Poliinsaturaddsnéo detectado.
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Cada vez mais é evidente, que a ingestdo de agrd®es poliinsaturados e a
relacdo entre os acidos graxes3 (acidoa-linolénico) ew-6 (4cido linoleico), tém
efeitos importantes para a saude. A preocupaca@orekldcdo entre estes acidos graxos
vem sendo impulsionada, por uma baixa ingestaocitks graxosw-3, enquanto o
consumo dew-6 encontra-se dentro das recomendacfes (WARD &I3IN2005).
Simopoulos (2002) afirma que propor¢coesadd:o-3 em torno de 2 a 3:1, suprime a
inflamacéo em pacientes com artrite reumatoide,t@mo de 5:1 apresenta efeito
benéfico em pacientes com asma, enquanto que umporp@o de 10:1 pode ser
negativo, sendo fundamental ingerir as proporcdodainms recomendada pela
Organizacdo Mundial da Saude. Como demonstrad@bela 05 todas as cinco fases

de desenvolvimento, apresentaram niveis relativeenrtsixos da relagc&o-6:»-3.
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CONCLUSAO

Pseudofrutos ded. dulcis Thunb. sdo uma boa alternativa para melhorar a
qualidade nutricional das dietas modernas, queeexigliversificagdo sob o ponto de
vista sensorial e nutricional. A este respeitoe gatoduto menos conhecido pode
fornecer uma alta ingestdo de fibras, como tamb@ereassante valores de minerais
(Cu, Ca e Mn) na fase madura, propicio ao consummatura. Os pedunculos durante
seu desenvolvimento apresentam aumento de sacgreE#yminando este acgucar
soltvel na sua forman natura, ou seja,apto ao consumo fresco. Os acidos graxos
insaturados (monoinsaturados + poliinsaturadogjgonénaram sobre os acidos graxos
saturados. Foram também identificados e quantidi€ads quatro isoformas dos
tocoferéis, sendo encontrado os maiores valores gé&wcoferol. Pedunculos menos
maduros também podem ser boas alternativas, parasado como ingredientes de

alimentos ou suplementos dietéticos.
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CAPITULO Il

Fitoquimicos antioxidantes em pedunculos ddovenia dulcisThunb. em diferentes
épocas de colheita

RESUMO

Durante o desenvolvimento da planta, ocorrem @fe® metabolicas gerando
produtos, como os compostos bioativos. O objetiwacpal deste trabalho foi avaliar
0s pedunculos del. dulcis Thunb. em cinco diferentes épocas de colheita, tquam
conteudo de compostos antioxidantes (incluindoifea@cidos organicos) e capacidade
antioxidante. Os pseudofrutos imaturosHledulcis sdo fontes de fendlicos, melhores
do que os maduros. Durante a maturacdo, o perfic@s organicos nos peddnculos
deH. dulcis evolui do &cido tartarico (majoritario), seguidmatido citrico. Pedunculos
nao totalmente maduros sdo a melhor opcao pareoweaamento industrial, revelando

teores mais elevadas de polifendis e capacidadexatante.

Palavras-chave Hovenia dulcis Thunb., maturacdo, acidos organicos, polifendis,

capacidade antioxidante

1 INTRODUCAO

Hovenia dulcis Thunb., cujo nome popular é uva-japonesa, pertantamilia
Rhamnaceae, nativa da China, Japao e Coreias, @memnte distribuido no sul do
Brasil (RIGATTO et al., 2001). O fruto € uma capsula seca pequena denfi7de
didmetro contendo de 2 a 4 sementes, anexadaspadimculo cor de canela, do qual
torna-se espesso e carnoso, quando maduro, com dab® e agradavel, com boa
aceitacdo para consumo humano, sendo este a parestivel (CARVALHO, 1994).
Pseudofrutos, sdo procedentes de uma Unica floreqmedecorréncia da fecundacéo,
tem o desenvolvimento de 0Orgdo acessorio, além darioo (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

As plantas séo reconhecidas fontes de vitaminagrais e fibras. No entanto,

nos ultimos anos, maior atencdo tem sido dada euwomponentes, desde que

Parte do conteldo presente no artigo aceito pdalicpgéo - Journal of Functional Foods.
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evidéncias epidemiolégicas tém demonstrado quensurno regular de vegetais esta
associado com reducdo da mortalidade e morbidadeafimumas doencas cronicas nao-
transmissiveis. O efeito protetor exercido por £ssénentos tém sido atribuido a

presenca de muitos compostos bioativos, incluiftdgdimicos com ag¢ao antioxidante

(MARTINEZ-VALVERDE, PERIAGO e ROS, 2000).

A capacidade antioxidante dos compostos fendliags extingue os radicais
livres € bem conhecido (PERRON e BRUMAGHIM, 20@9\itros compostos, também
apresentam propriedades antioxidantes, por exenghjmns acidos organicos, tais
como 0s acidos citrico, ascorbico e tartarico, pade ser considerados como
antioxidantes secundarios, classificados como agenminérgicos para promover a
atividade dos antioxidantes primarios (CHEFTEL e BEHIEL, 1999). O &cido
ascorbico € um dos mais importantes antioxidara@s/ais em agua, contra espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), rneasbém por sinergismo com o
tocoferol e glutationa em membranas celulares (BRAGl., 1999). O acido citrico é
um antioxidante muito eficaz por sua capacidadeirggivar tracos de metais,
principalmente em 6leos e gorduras. O efeito ratdsddo acido malico na degradacéo
oxidativa de lipideos é bem conhecido, comportameetnelhante tem sido relatado
para o acido tartarico (MATSUZAKI e HARA, 1985). Nemtanto, apesar de muitos
estudos terem o foco no conteldo de compostosiées@m produtos naturais, poucos
incluem estes outros compostos, que podem contribsi suas propriedades
antioxidantes finais (MORALES®&t al., 2013).

Como frutas sofrem alteragées importantes duranpeooesso de maturagcao
(coloragéo, amolecimento, reducéo da acidez, adéticia, ascensdo de dogura e
emanacao de compostos volateis), do ponto de dastdilizacdo de produtos naturais,
o0 conhecimento da evolucdo da composicdo em um, faitavés do processo de
maturacdo é de grande relevancia para seleciofegeade maturidade ideal para ser
usado como um ingrediente funcional. No entanto, & muitos estudos que buscam
elucidar, o quanto o processo de maturacdo podarabeconteddo de compostos
bioativos nos vegetais (SOUSAal., 2014).

IndUstrias de alimentos estdo exigindo novos ingréds alimentares para o
desenvolvimento de alimentos comerciais, bem cammclusdo como ingredientes
funcionais em diferentes alimentos, suplementosnedicamentos. Frutos utilizados
para alimentos sdo consumidos geralmente na madierideal, determinado pelo ponto

de vista sensorial, no entanto, os produtos vesdesgeralmente ricos em metabdlitos
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secundarios. Isto é devido pela intensa atividad&lodlica do fruto em formacéo, que
geralmente requer mecanismos fisiolégicos de defes® a biossintese de moléculas
organicas (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Existem poucos estudos sobre a caracterizacéo qitheiH. dulcis Thunb. e
este € o primeiro estudo sobre variagcbes dos fittigas durante o processo de
maturacdo. Portanto, o objetivo principal destbaitzo foi analisar os pseudofrutos de
H. dulcis Thunb. em diferentes épocas de colheita, a fimlder informac6es sobre o
conteudo de compostos antioxidantes, incluindo ostgs fendlicos e acidos
organicos, bem como avaliar a capacidade antiosedade cada fase de
desenvolvimento e/ou maturacdo, com o propositavdéar o produto como uma fonte
alternativa de compostos bioativos, como ingrediepaira alimentos funcionais,

suplementos dietéticos ou formulacao de nutracgtic

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Conforme descrito anteriormente no item 2.1 do @apl.

2.1.1 Extratos

A partir dos pedunculos liofilizados, obtiveram-ee extratos metandlicos.
Pesou-se 5 gramas da amostra e adicionou-se 40embethnol, na qual permaneceu
por 60 minutos sob agitacdo constante. Em segtodan levados a centrifugacédo a
5500 rpm por 5 minutos, filtrados através de papleatman e re-extraido com mais 40
mL de metanol, sob 1 hora de agitacdo, centrifugaeldiltrados. O filtrado foi
evaporado em rota-evaporador (Blichi R-114) a 4@t&Crecuperacdo do metanol. O

extrato bruto foi corrigido para posterior diluigcao

2.2 Compostos fendlicos

Todos o0s ensaios foram realizados no Departamermo Ndtricion vy
Bromatologia Il. Bromatologia - Facultad de Farraaginiversidad Complutense de
Madrid), a partir do extrato, descrito anteriorngend item 2.1.1 deste Capitulo, sendo

adequadamente diluidos para cada metodologia.
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2.2.1 Fendlicos totais

A determinacdo do teor de polifendis totais foilirg@la de acordo com a
metodologia descrita no trabalho de Medina (20d4 jual se baseia na interacao direta
entre polifendis com o sal de diazénio Fast Blug BBultando em uma substituicdo
eletrofilica aroméatica e, em relacdo ao método @miocalteu tem a vantagem da
auséncia de interferéncias com acido ascorbicaresoaompostos redutores (LESTER
et al. 2012). Foi utilizado 4 mL de solugcéo padrao e straoem tubos boro-silicatados,
com mais 0,4 mL de Fast Blue BB 0,01% (p:v), aggewlurante um minuto evortex,
sendo adicionado em seguida 0,4 mL de NaOH a 59}. (peixou-se em repouso em
temperatura ambiente durante 1 hora e trinta msnwgendo novamente agitado, um
minuto antes de medir a absorbancia a 420 nm esctesfotometro UV/Vis EZ210
(Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) frente a um bran€&opmo padrdo empregou-se
acido galico a uma concentracdo que variou de BOan2g.L'. Os resultados foram

expressos em mg de acido galico para cada 10Gmdstra.

2.2.2 Antocianinas monoméricas

O conteudo de antocianinas totais foi determinaéto pnétodo de pH
diferencial, conforme Giusti e Wrolstad (1996). Bsarbancia do extrato metandlico
em condicdes diferentes de pH (pH 1 e pH 4,5) farsedidos em 510 nm e 700 nm e
calculado usando um coeficiente de extingdo de0B6L9mol*.cm* e massa molecular
de 449,6 g.mal. O valor final foi expresso em mg de cianidina Zagiideo para cada
100 g.

2.2.3 Flavonois totais

Para a determinacdo de flavonois totais, utilizoasmetodologia descrita por
Bonoli et al. (2004). Brevemente, 0,25 mL de extrato das am®dti colocado em
tubos de ensaio, 4 mL de metanol foi adicionadestapdo-se a um volume final de 4,5
mL com agua deionizada. A solucao foi misturadarenaneceu em repouso durante 15
minutos antes da leitura de absorbéancia a 350 m@ana, @stimar flavonois foi usada
como padrdo a quercetina (0-27 md),Lsendo os resultados expressos em mg de

guercetina para cada 100 g.
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2.3 Acidos organicos

Conforme descrito anteriormente no item 2.9 do @&pi, para a identificacao
de acido ascérbico. Para a analise dos demaissasiganicos, utilizou-se metodologia
desenvolvida por Sanchez-Mataal. (2012), pesou-se 0,5 g de cada amostra liofiizad
e adicionou-se 25 mL de acido meta-fosforico a 4(p%), sob agitacdo constante por
15 minutos, no escuro. Apos, 0s extratos foramaéiths em filtro de papel Whatman e
em mebrana de PVDF 45um, sendo posteriormentadgst(40 pL) em cromatografo
(Micron Analitica, Madrid, Spain) equipado com banribocratica modelo PU I, com
injector automatico modelo AS-1555. Utilizou-se ww Sphereclone ODS(2)
(250%4,60 mm, 5um) Phenomenex, com detector UV-visivel (Thermo Ssjmm
Specta Series UV100). Os dados foram obtidos atraeésoftware Cromanec XP
(Micronec, Espanha). A fase mével consistiu epS® 1,8 mmol.L* (pH 2,6), com
comprimento de onda de 215 nm e vazéo de fluxg4leQ.s" As curvas de calibracdo
foram obtidas para fins de quantificacdo de solsig@an quantidades conhecidas de

todos os compostos identificados, comparados corntesapo de retencao.

2.4 Capacidade antioxidante

Todos os ensaios foram realizados a partir da&xtdescrito anteriormente no

item 2.1.1 deste Capitulo, sendo adequadamenidaklpara cada ensaio.

2.4.1 Ensaio Folin-Ciocalteu

A partir da metodologia descrita por Brenna, Cep@iovanelli (2009), avaliou-
se a capacidade antioxidante com o reagente de-Emicalteu. O ensaio é utilizado ha
muitos anos como medida de fendlicos, no entanityp® compostos redutores, tais
como o0 acido ascoérbico, também podem reagir condoadosfotungstico-
fosfomolibdico formando o complexo azul de moliidénque levam a uma
superestimacao dos resultados. Por essa razéos atiores hoje em dia estdo usando
método de Folin-Ciocalteu como uma medida de cdpdei antioxidante (HUANG,
OU e PRIOR, 2005; PRIOR, XIANLI e SCHAICH, 2005)mEum baldo de 25 mL,
adicionou-se 1 mL de cada amostra, 1 mL do reagentmlin-Ciocalteu mais 4 mL de
carbonato sédico a 10% (p:v), sendo completado &gma destilada. A seguir, 0s
baldes foram mantidos em repouso por 1 hora e 3itod, no escuro. Apds este
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periodo, foram lidos em espectrofotobmetro UV/Vis2E@ (Perkin Elmer, Waltham,

MA, EUA), a uma absorvancia de 750 nm, frente auamco e curva padrao.

2.4.2 Ensaio ABTS

A capacidade antioxidante medida pelo método de Bfbi determinada
seguindo a metologia proposta poréRal. (1999). O método se baseia na reducao por
parte dos antioxidants do céation radical ABT$eradan situ durante 16 horas a partir
da oxidacdo de 7 mmollL de ABTS com 2,45 mmol'L de persulfato de potassio em
agua destilada, permanecendo sob refrigeracadCa do°escuro. Uma vez produzida a
oxidacdo do cation radical, que apresenta umanig#ia entre 16 a 20 horas, realizou-
se uma diluicdo com solugéo salina-fosfato tampen@®BS) a pH 7,4 para chegar a
uma absorbancia do cation radical a 734 nm (080@20). Do céation radical tomou-
se 4 mL em tubos de ensaio protegidos da luz, so da padrao utilizado, que € o
trolox, realizou-se uma curva de calibracédo, dduégth metanol, empregando-se 0,100
mL de trolox e adicionando-se 0,150 mL de aguailddat O decréscimo da
descoloracgéo foi medida a 734 nm UV/Vis EZ210 (PeBtmer, Waltham, MA, EUA)
30 minutos e depois, frente a PBS. Os resultadomeldida da absorbancia foram
expressos em percentagem de inibicdo frente a wmneentracdo de trolox, e o0s

resultados foram expressos em pmol de trolox etprnit@por gramas de amostra.

2.4.3 Ensaio CUPRAC

Para o método de capacidade antioxidante por reddgécobre, utilizou-se a
metodologia de Apakt al. (2004). O ensaio CUPRAC consiste na reducdo ddl)Cu(
para Cu(l) por acédo de redutores (antioxidantesggmtes numa amostra. Ao contrario
da forma oxidada (Cu(ll)-neocuproina), a forma mdls do complexo Cu-neocuproina
(Cu()-neocuproina) apresenta uma coloracdo intensa um maximo de absorcéo a
450 nm. Em um tubo de ensaio juntou-se 1 mL de caua das seguintes solucdes:
cloreto de cobre (Il) dihidratado 10 mmot,lacetato de aménio 1 moft.neocuproina
7,5 mmol.L'* em etanol. Em seguida, adicionou-se 50 pL de @®@rcompletou-se
com agua. Os tubos foram incubados, ao abrigo z”ladlurante 1 hora a temperatura
ambiente, procedendo-se entdo a leitura da abswabém espectrofotometro UV/Vis
EZ210 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) a 450 nnerfte a um branco. As amostras
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foram analisadas em triplicata tendo a atividadgosdante sido determinada por

interpolacdo de uma curva de calibracao, prepargdatir de uma solugéo de Trolox.

2.4.4 Ensaio FRAP

Para a determinacdo da atividade de reducdo ddl)FHe¢lo ensaio FRAP,
utilizou-se a metologia descrita por Pulido, BravBaura-Calixto (2000). Adicionou-se
a 4 mL de reganete FRAP, preparado no momento@esa&nmisturando-se 2Q0. de
MeOH, 250uL de &gua deionizada e 3. do extrato metandlico da amostra. O
reagente FRAP continha 25 mL da solucdo TPTZ (1@hm) em HCI (40 mmol.),
FeCk-6H,0 (20 mmol.I") e tamp&o de acetato (0,3 M; pH 3,6) na propodgid:1:10
(v:viv). ApOs incubacdo de 30 minutos, a absorl@rioi medida a 593 nm. Os
resultados foram obtidos por uma regresséao lineatralox (0 - 0,02 mM), e os

resultados foram expressos em pmol de equivaléoles (TE) por grama.

2.5 Avaliagéo do potencial antitumoral e citotoxidade

A atividade antitumoral foi realizada a partir deratos (descrito anteriormente)
dos pseudofrutos dd. dulcis Thunb., foi realizada a partir do ensaio de ckmidade
pelo método colorimétrico da Sulforodamina B (SRBUIMARAES et al., 2013), no
qual foram testadas quatro linhas de células derttmmano: MCF-7 (adenocarcinoma
de mama), HCT-15 (carcinoma de cdlon), HelLa (carom cervical) e HepG2
(carcinoma hepatocelular). As células foram mastigla cultura de células aderentes
em meio RPMI-1640 contendo 10% de Soro Fetal denBa\BFB) inativado pelo calor
e 2 mmol.I* de glutamina (MCF-7, HCT-15, HeLa e HepG2), aB7ém incubadora
com temperatura umidificada contendo 5% de,.COpdas as experiéncias foram
realizadas em ambiente asséptico numa camaraxdelf#minar vertical (TLStar, AV-
30/70). Retiraram-se 0 meio de cultura de cadaaadéxcultura com as respetivas linhas
celulares, adicionou-se 0 meio de lavagem (HBS®nL2 e ap0s a sua remocao
adicionou-se tripsina (1,5 mL). A caixa de culttoacolocada na incubadora durante 3
minutos para desagregacdo das células. Adicionogagmdamente meio de cultura (3
mL) para inativar a tripsina. Pipetou-se a suspersdular para um tubo de Falcon
estéril, do qual centrifugou a 1200 rpm por 5 misuRetiraram-se 50 uL da suspenséo
e adicionou-se 50 pL da solugdo de azul tripana pantagem do numero de células

numa camara de Neubauer.
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Cada linha celular foi plaqueada numa densidadeopapda (7,5x19
células/poco para MCF-7 e HCT-15 ou 1,0%&6lulas/poco para HelLa e HepG2) em
microplaca de 96 pocos. Adicionaram-se 5 diluicdas amostras (10 puL) em cada
poco, juntamente com o volume de células calcutanderiormente. Perfez-se o volume
de cada poco com meio de cultura. As microplacaanfoseladas e guardadas na
incubadora durante 48h até ao teste da SulforodaBifSRB). Neste teste, adicionou-
se a cada poco acido tricloroacético frio (TCA, 1090 pL), incubando-se em seguida
por 60 minutos a 4 °C. As microplacas foram lavadtam agua destilada e secas. A
solucéo de SRB (0,1% em 1% acido acético, 100 piLadicionada a cada poco. A
placa foi incubada durante 30 minutos a temperatonaiente. Posteriormente, lavou-se
a placa com acido acético (1%) para remover o erceds SRB e secou-se. A SRB foi
solubilizada com 10 mmolt de Tris (200 pL, pH 7,4) num agitador de micropk&
(Stat Fax-2100). A absorvancia foi medida a 540 mmm leitor de microplacas.
Utilizou-se elipticina como padrdo. Os resultadosrin expressos em valores dedGl
(concentragdo responséavel por 50% de inibicdoekcitnento celular).

Além disso, uma avaliagcdo da hepatotoxicidade &alizada, usando uma
cultura de células priméarias a partir de figadsdoede porco (PLP1), a partir da
metodologia de Abreet al. (2011). Os tecidos foram lavados em solucdo salm
Hank contendo 100 U.mtde penicilina e 100 pg.niLde estreptomicina e dividido em
explantes de 1x1 mOs explantes foram colocados em caixas de cutma meio
DMEM suplementado com SFB (10%), 2 mM de amino&idéo essenciais, 100
U.mL? de penicilina e 100 ug.niLde estreptomicina, e colocou-se na incubadora. O
meio de cultura foi trocado a cada 2 dias, momgilo-se a partir de um microscopio
invertido (Ilcon Eclipse Ts 100). As células foraransferidas para uma placa de 96
pocos com uma densidade de Tkt8lulas/poco, e cultivadas em meio DMEM com
10% de SFB, 100 U.mit de penicilina e 100 pg.nLde estreptomicina, sendo
posteriormente efetuado o teste SRB. Finalmentggsslitados foram expressos em
valores G4, (concentragdo da amostra responsavel por 50%ldeda do crescimento

celular).

2.6 Anélise estatistica

Conforme descrito anteriormente no item 2.12 doit0kpl. Além da analise
dos componentes principais (PCA), realizada ertrasaveis analisadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos fendlicos

O teor total de compostos fendlicos em amostradisadlas foi severamente
influenciado pelo processo de maturagdo. Diminugigaificativa de fendlicos totais
foi observada no pedunculo colhido em fevereirdX%)78 mg GA.1009, massa seca)
para o pedunculo colhido em junho (V) (659 mg GAdY) massa seca), como pode
ser visto naTabela 06 Isto esta de acordo com os resultados obseradosutras
frutas, como azeitonas (SOU®Aal., 2014).

Geralmente, conteudo de compostos fendlicos temdenmior em frutos
imaturos, uma vez utilizados como metabdlitos seétios para os mecanismos de
defesa das plantas, e assim proteger os fruto:migogepermitir a sua maturacéo e
reproducdo (FENNEMA, 1996). Eles também podem atsneem resposta a
estressores, tais como contusdes e infeccbes dmgia extensdo e a magnitude destas
mudancas pode variar, dependendo do material eigémsdde armazenamento da
planta. Em outros pseudofrutos, tais como pedundelocaju, Augustin Unnithan
(1981) sugeriu que o lento crescimento inicial parestar ligado a alta concentracdo de
fendlicos, inibidores eficientes entre os subprosiulas plantas, enquanto o rapido
crescimento na fase final é devido ao aumento dmichatos.

Comparando os resultados obtidos com outras frataep a goiabaRsidium
guajava L.) e jameldo $yzygium cumini L.), estes apresentaram valores de 10,81 e 583
mg GA.100¢", respectivamente (HASSIMOTTO, GENOVESE e LAJOLMOZ
KUBOLA, SIRIAMORNPUN e MEESO, 2011)0s pedunuclos del. dulcis Thunb.
apresentaram valores mais elevados de polifenféésticEles também apresentaram
teores mais elevados do que outros pseudofruto®) celatado por Rochet al. (2011)
em diferentes espécies de pedunuclos de caju aitarnensumido no Brasil, tais como
Anacardium nanum A.St.-Hil, Anacardium othonianum Rizzini e Anacardium
occidentale L., com contetido de polifendlicos totais de 17G 82159 mg GA.100Y
respectivamente. Contetudo de polifendis totaislgensas das familias mais comuns
presentes em frutas e vegetais (antocianinas enités) € apresentado mabela 06
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Tabela 06 Compostos fenodlicos em pseudofrutos ldevenia dulcis Thunb. em
diferentes épocas de colheita.

Epocas de colheita

Ensaios

| (Fev) Il (Mar) Il (Abr) IV (Mai) V (Jun)
Fendlicos totafs 1778+ 139a 1079+ 84b 432+ 16d 496+ 27d 659+ 34c
Flavonoig 45,8+ 1,7c 41,6+2,3c 86,5+ 2,4c 638+ 21b 1354+ 89a
Antocianinad nd nd 2,10+0,23¢c 21,23+ 1,45a 17,94+0,32b

*mg de &cido gélico por 100 g (1). mg de quercefiaea cada 100 g (2). mg de cianidina-3-glicosfu®o100 g (3). Peso seco.
Valores expressos como médias e desvio padraoaBenapluna, diferentes letras indicam diferenctisscamente significativas
(p<0,05). nd: ndo detectado.

Flavonois totais apresentaram o menor teor nos noeds colhidos em
fevereiro (Il) (41,6 mg de quercetina.100gnassa seca) chegando & valores de 1354
mg de quercetina.100 'g massa seca) quando atinge a completa maturacao,
especialmente em julho (V). Em todas as fases,neianinas foram minoritarias.
Estes compostos ndo foram encontrados nos psetafofimaturos (I e Il), sendo
detectado a partir da fase intermediaria (lll), queconsiderado ainda um pouco
imaturo, em quantidades de 2,1 mg cianidina-3-glisE®.100g e aumentando para
21,23 mg cianidina-3-glucosideo.100gos pedunculos colhidos em maio (IV), em
massa seca. Antocianinas tém sido relatadas cogunsaldos fitoquimicos mais
afetados pelos processos de maturagdo. Siriwodiaah (2004) demonstraram um
aumento em antocianinas através do processo derap@buem amoras, enquanto
compostos fendlicos totais e atividade antioxidamt@o mostrou alteracfes
significativas. De acordo com o0s presentes resadtads compostos fendlicos totais
diminuem ao mesmo tempo, em que antocianinas enftas aumentam.

De acordo com Winkel-Shirley (2001) a sintese dgdihois ocorre antes das
antocianinas, ambos os compostos foram altamentelatonados no presente estudo
(0,833; p<0,000), sugerindo uma acéo protetoraadesivléculas, como relatado por
Bobbio e Bobbio (1995). Estas alteragcbes podemeserelacdo com a capacidade
antioxidante dos pedunculos, conforme discutidagrmsmente.

3.2 Acidos organicos

Nos pedunculos analisados foram encontrados osaatalico, tartarico,
malico, ascorbico, citrico e fumarico, sendo ogl@itartarico, citrico e oxalico os mais
abundantes, com alteragbes em seus perfis atravésatliracdo. Particularmente, os

acidos organicos desempenham um papel importanteamatencdo da qualidade de
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diferentes frutas, os acidos de ocorréncia maidaammais abundante nos vegetais sédo
o citrico, tartarico e malico (BRADY, 1987), istoqe ser altamente influenciado por
diferentes condigdes ambientais e o metabolismplaata (LOPEZ-BUCIOet al.,
2000).

Ha poucos estudos sobre a composicdo quimica idesaorganicos nao-
volateis em pseudofrutos deé. dulcis Thunb., e nenhum deles tém estudado sua
evolucdo através do processo de maturacdo. Nolhcale Xianget al. (2012) os
compostos relatados sédo bastante variaveis, emotah de sete acidos, entre eles
oxalico, tartarico, malico, ascorbico, acético, &wivo e succinico, foram encontrados
em maior quantidade o tartarico com 5630,86 mg.1@@guido do malico com 347,26
mg.100§" em peddnculos maduros e frescos e dulcis Thunb. Além disso,
comparando com outros pseudofrutos, Scherred. (2008) relataram que os acidos
tartarico, malico, citrico e ascorbico foram ospipais acidos encontrados na polpa de
caju, com valores superiores aos encontrados ednpelds deH. dulcis Thunb.

Nos pedunculos analisados, foi encontrada uma nera@eral na redugéo na
quantidade da maioria dos acidos organicos (oxaietarico, ascorbico e citrico), que
pode ser resultado da sua utilizacdo na respirdogin,como, para a sintese de novas
substancias (por exemplo, formacdo de agucareslTEARRA e CHITARRA, 2005).
Acidos tartéarico e citrico foram predominantes edimculo imaturo () com valores de
4822 e 2854 mg.100gdmassa seca), respectivamefitakfela 07.

Tabela 07 Acidos organicos em pseudofrutosHiledulcis Thunb. em diferentes épocas
de colheita.

Epocas de colheita

Acidos organicos

I (Fev) Il (Mar) I (Abr) IV (Mai) V (Jun)
Acidos oxalicd 439+ 6b 675+ 2a 329+ 5d 344+ 10c 352+ 4c
Acido tartaricd 4822+ 87a 3220+ 57b 1806+ 44c 393+ 11d 186+ Oe
Acido malicd 47+ 0e 65+ 2d 108+ 6b 112+ 6a 88+ 3c
Acido ascorbich 85,0+ 2,3a 82,9+ 0,9a 75,0+ 3,6b 13,5+ 0,7c 14,9+ 1,2c
Acido citricd 2854+ 42h 5409+ 76a 2162+ 78c 1383+ 57d 1389+ 26d
Acido fumaricd 1,78+ 0,12d 1,19+ 0,07d 49,26+ 2,48a 23,86+ 0,79b 12,09+ 0,48c

*mg.100g’ (1). Massa seca. Valores expressos como médiasvéodbadrdo. Em cada linha, diferentes letraccamdidiferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).

Durante o processo de maturacdo, houve alterag6epervfil dos acidos

organicos nos pedunuclés dulcis Thunb., como pode ser visto Rigura 10.
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Figura 10 Cromatogramas dos acidos organicos: Oxalico @nafico (2), Malico (3),
Ascorbico (4), Citrico (7), Fumarico (6) e nado identificado(7) em
pseudofrutos del. dulcis Thunb. em diferentes épocas de colheita.
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Oobserva-se que o acido citrico, nos pedunculokidod em marco (I1)
atingiram seu maximo (5409 mg.109gdeclinando para 1389 mg.10bga fase mais
madura (V). O &cido ascorbico, apresentou uma dianauicdo durante a maturidade,
de 85 para 14 mg.108gPseudofrutos imaturos apresentaram niveis mevaa@bs de
acido ascorbico, juntamente com os acidos citrictaréarico, 0 que pode estar
relacionado a um efeito protetor, fornecido poegsintioxidantes secundarios.

Acido oxalico apresentou valores relativamente ves$ae baixos durante o
processo de maturacdo, com um montante que vanioe 829 a 675 mg.lodgem
massa seca, sendo maior nos pedunculos colhid@sfemereiro e marco (I e 1l). Acido
malico aumentou conforme o processo de amaduretm@V) e declinando
lentamente até a completa maturacdo (V). Este gatte ser atribuido a sua baixa
resisténcia a respiracdo oxidativa, que é reforghdante esta fase (CARROL e
MARCY, 1982).

3.3 Capacidade antioxidante

Mecanismos antioxidantes em tecidos biolégicosesdiemamente complexos,
e a mensuracdo de apenas um método, pode forneseitados pouco precisos
(CAROCHO e FERREIRA, 2013). Assim, a capacidadeaitante em pedunculos de
H. dulcis Thunb. foram avaliados por quatro diferentes @ssaiom base na reducéo de
poténcia e radicais livreJébela 09, a fim de obter uma abordagem mais completa da
capacidade antioxidante destas amostras: Folira{ieag ABTS, FRAP e CUPRAC.

Tabela 08 Capacidade antioxidante em pseudofrutobl ddulcis Thunb. em diferentes
épocas de colheita, a partir de diferentes métodos.

Epocas de colheita

Ensaios

| (Fev) Il (Mar) Il (Abr) IV (Mai) V (Jun)
Ensaio Folin-Ciocalteu 41,16+ 1,93a 25,64+ 1,20b 14,50+ 1,00c 28,04+ 0,62b 42,80+ 3,05a
Ensaio CUPRAE 66,63+ 2,13a 37,38+2,38b 11,06+1,87e 26,06+1,72d 31,08+ 0,62c
Ensaio FRAP 59,57+ 2,75a 39,44+ 2,03b 10,55+0,43d 24,36+1,42c 41,58+ 3,00b
Ensaio ABTS 115,24+ 8,63a 69,24+7,30b 10,92+ 1,21d 29,41+2,71c 63,94+ 4,14b

*umol equivalente acido gélico por grama (1). pemlivalente trolox por grama (2). Peso seco. Valexpressos como médias e
desvio padrdo. Em cada coluna, diferentes letdisam diferencas estatisticamente significativa® (@5).

Em todos os métodos estudados, observou-se a oapacidade antioxidante
nos pseudofrutos colhido em fevereiro (1), e vaiderior (medido por todos os ensaios
antioxidante, realizados) correspondente aos pettsicolhidos em abril (III). A
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evolucéo da capacidade antioxidante em funcédo @Gmlaracimento pode ser observada
naFigura 11. Uma tendéncia a diminuicdo (de | para lll) e aotaedo (a partir de IV
para V) na capacidade antioxidante, foi detectasndo todos os métodos. Esta
evolucdo pode estar intimamente relacionada com ooteddo de polifenadis,
principalmente durante as primeiras fases de ngargoois ha uma reducao muito
semelhante, de cerca de 39%, observada em ambdengis totais e capacidade
antioxidante (por todos os métodos aplicados).

A andlise estatistica aplicada corrobora para dss@éncia, mostrando
correlagbes significativas entre polifendis e quaseos 0s ensaios antioxidante
realizados, ABTS (0,926; p<0,000), CUPRAC (0,9560,000), ensaio FRAP (0,872;
p<0,000) e reagente de Folin-Ciocalteu (0,533; @3®@), sendo as correlagcbes com
ABTS, CUPRAC e FRAP, mais forte do que com o retgee Folin-Ciocalteu. Isto
esta relacionado com a diferente reatividade destesios, para diferentes moléculas, e
demonstra a necessidade da utilizacdo de diferesriegios para complementar o
método de Folin-Ciocalteu. Além disso, 0 ensaiad Bhige para analise de compostos
fenolicos totais, correlaciona-se melhor com os@ssABTS, CUPRAC e FRAP do
que para o meéetodo de Folin-Ciocalteu, menos especffara a determinacdo de

compostos fendlicos.

140 - —— Folin-Ciocalteu (Lmol GAE/g)
—— CUPRAC (umol TE/g)
120 —=— FRAP (umol TE/g)

—e— ABTS (umol TE/g)

100 -

80 -

60 -

40 +

20

I Il 11l v \%

Epocas de colheita

Figura 11 Evolucédo da capacidade antioxidante durante o psocde maturacdo em
pedunculos déH. dulcis Thunb. | (Fevereiro), Il (Marco), Il (Abril), IV
(Maio) e V (Junho).
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Na fase madura, o aumento da capacidade antiogidacdrre apesar da
diminuicdo de compostos fendlicos totais. O aumeidoflavonois e antocianinas,
provavelmente sintetizadas a partir de outros catogdendlicos na fase madura, pode
contribuir para este aumento. Alguns estudos sogegjae as antocianinas, mais
especificamente a cianidina-3-glicosideo, € uma gi@scipais contribuintes para
capacidade de suprimir o radical peroxil quimicateenduzido e, também, a oxidacao
intracelular (ELISIAet al., 2007). No entanto, pedunculos colhidos em fésere
marco (I e Il), demonstraram uma maior capacidadexddante, do qual pode ser
atribuida aos altos contetudos de fendlicos totacomrados nestas amostras, assim
como outros compostos ndo-fendlicos. Neste serdicldp ascérbico, acido tartarico e
acido citrico, encontrados em niveis mais elevadsspeddnculos imaturos, também
podem contribuir para essa propriedade, ou comoxadntes, propriamente dito ou
pela acdo sinérgica com compostos fendlicos ouosutntioxidantes naturais
(MATSUZAKI e HARA, 1985).

3.4 Andlise de componentes principais (PCA)

A fim de caracterizar e classificar as diferente®stras de pedunculos ée
dulcis Thunb. estudados, de acordo com a presenca deostoamntioxidantes e sua
capacidade antioxidante, uma andlise multivariadaplicada, aconselhavel devido a
variabilidade observadaFigura 12). Realizou-se uma analise de componentes
principais (PCA) reduzindo a estrutura multidimensil dos dados, que forneceu um
mapa bidimensional para explicar a variacdo obdgerv@s dois componentes da PCA
realizada, explicam 90,54% da variancia total (62,0do primeiro e 28,50% do
segundo). Todas as amostras estudadas foram @aadaspaco reduzido com os dois
componentes principais.

O primeiro componente principal € altamente e p@siiente correlacionado
com os acidos tartarico (AT), citrico (AC), asc6i(AA), oxalico (AO), ensaio Fast
Blue BB (FB) e os ensaios de atividade antioxid#kBd'S, o CUPRAC e o FRAP e
negativamente e altamente correlacionado com @ duiélico (AM), acido fumarico
(AF), antocianinas e flavonois totais. Enquantee qusegundo componente principal
foi fortemente e positivamente correlacionado comeldos de antocianinas, flavonois
totais, ensaio de Folin Ciocalteu, bem como todosnsaios de capacidade antioxidante

realizados.
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Figura 12 Analise de Componentes Principais (PCA): projecés dois primeiros
componentes principais. Diferentes épocas de ¢allleiH. dulcis Thunb.:
| (fevereiro), Il (marco), Il (abril), IV (maio) & (junho). Parametros: AA
(acido ascorbico), AO (acido oxalico), AC (aciddricb), AF (acido
fumarico), AM (acido malico), AT (acido tartaricoynt (antocianinas), Fl
(flavonois), Folin (Folin Ciocalteu), FRAP, ABTS,UPRAC e FB (Fast
Blue BB).

Pedunculos del. dulcis Thunb. colhidos em cinco diferentes meses (IJIJI}V

e V), estdo plotadas em espaco reduzido dos doieipps componentes principais,
como é mostrado riaigura 03. Como pode ser visto, o pedunculo colhido em faEv@r
() (3,781) e o colhido em margo (ll) (2,241), aammizam-se positivamente pelo
primeiro componente principal (assim, como os &ititarico, citrico, ascérbico e
oxalico, bem como os fenodlicos totais e atividadiogidante, com base em
mecanismos de transferéncia de elétrons), contrarite aos pedunculos colhidos em
abril (111) (-2,279), maio (IV) (-2,471) e junho {M-1,264). Destes trés, a fase mais
madura é caracterizada pelo teor mais elevado digstas familias de compostos
fenolicos estudados, bem como atividade antioxeJachm base na transferéncia de

hidrogénio.

3.5 Atividade antitumoral

Os resultados da citotoxicidade em células norneipartir dos extratos das
diferentes fases de maturacdo dos pedunculés delcis Thunb., estdo apresentados
na Tabela 09 Observou-se atividade nas quatro linhas celuléestadas MCF7

(adenocarcinoma de mama), HeLa (carcinoma ceryid@Y 15 (carcinoma do célon) e
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HepG2 (carcinoma hepatocelular), para os pseudsfrde Hovenia dulcis Thunb.
colhidos entre fevereiro e marco (I e Il), considiers imaturos. O extrato (até a
concentracdo maxima testada, 4@pmL™) obtido a partir dos pseudofrutos, revelou

seletividade contra todas as linhas tumorais edasla

Tabela 09 Atividade antitumoral de pseudofrutos He dulcis Thunb. em diferentes
épocas de colheita.

Epocas de colheita

Ensaios

I (Fev) Il (Mar) Il (Abr) IV (Mai) V (Jun)
MCF7 246,72+ 4,66b 343,82+ 4,55a >400 >400 >400
HCT15 78,58+ 5,21c 110,49+ 9,51c >400 >400 >400
Hela 274,06+ 5,55a 322,97+ 21,02a >400 >400 >400
HepG2 82,34+ 1,82c 216,48+ 0,11b >400 >400 >400
PLPT >400 >400 >400 >400 >400

"Glso pg.mL™. Valores expressos como médias e desvio padrdeaBalinha, diferentes letras indicam diferengaatisticamente
significativas (p<0,05). E& (mg.mL* do extrato).

Este resultado sugere que a presenca de antogaqueforam encontrados nos
pedunculos colhidos a partir de abril (lll), naddegs relacionada com a atividade.
Outros compostos sédo responsaveis pela atividadieuraaral nestas linhagens,
atribuidos aos altos conteudos de fendlicos t@at®ntrados nestas amostras (I e 1),
assim como outros compostos ndo-fendlicos. Salemngue nenhuma das preparacoes
testadas, apresentou hepatotoxicidade em cultuiasanms de células de figado

(células ndo-tumoraisYébela 09 Glso> 400pg.mL* para PLP1.



68

CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo de compostos fendlicoapaaidade antioxidante de
pseudofrutos déd. dulcis Thunb. através do processo de maturagdo. Os pddéncu
imaturos, colhidos em fevereiro (1) sdo uma fonathor de compostos fendlicos que os
maduros. No entanto, o conteudo de flavonois ecamtimas aumentou em pedunculos
maduros. A mudanca no perfil de acidos organicaespaaliinculos del. dulcis evolui
do acido tartarico como o principal, quando colkigon fevereiro (I), para o acido
citrico, nos pseudofrutos colhidos em marco (I Eonformidade com esses perfis e
especialmente com os altos niveis de fendlicosstetacido tartarico, os pedunculos
imaturos (I e Il) seriam a melhor opcéo para @géo industrial deste produto, uma vez
que eles apresentam uma maior capacidade antiogidargue os maduros (IV e V). A
menor capacidade antioxidante foi encontrada reaifaermediaria (lll). Mais estudos
devem ser conduzidos, a fim de elucidar mais pddorente as caracteristicas da
composicdo de compostos fendlicos neste produtanghém em relacdo com outras
potenciais atividades biologicas. Estes resultadogerem que as propriedades
antioxidantes de pedunculos idedulcis podem ser otimizadas se eles sédo colhidos nos
primeiros meses de frutificacdo, ou seja, entreri@vo e marco, contribuindo para um
melhor conhecimento da aplicacdo potencial de prdas deH. dulcis Thunb. como
um ingrediente alternativo para alimentos funcisnauplementos dietéticos ou
nutracéuticos, com propriedades bioativas. O extratelou efeito inibitorio sobre as
linhas celulares MCF7 (carcinoma de mama), HelLaciwama cervical), HCT15
(carcinoma do colon) e HepG2 (carcinoma hepatcaglplara os pedunculos colhidos
entre fevereiro e marco (I e Il). A auséncia detokiicidade dos extratos foi confirmada

numa cultura primaria de células de figado suitrayés do ensaio de sulforodamina B.
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CAPITULO Il

Propriedades fisicas e comportamento reolégico dajpa de pseudofrutos de
Hovenia dulcisThunb.

RESUMO

O estudo da fenologia, a partir de analises fisipasle contribuir para melhorar a
produtividade das culturas e a qualidade de frufosscassez de dados sobre as
propriedades fisicas de polpas de frutas, pringipate no que condiz a frutos exéticos,
sobre seu comportamento reoldgico, tem levado @stnd a utilizar, nos processos de
fabricacdo de polpas, condicbes semelhantes asadgd na producdo, com outras
espécies. O objetivo deste trabalho foi avaliapaspriedades fisicas aos atributos
fenoldégicos em pseudofrutos dd. dulcis Thunb. em suas distintas fases de
desenvolvimento. Analisou-se acidez, pH, cor, espas analise de textura e
comportamento reolégico para os modelos, Ostwald/delle e Herschel-Bulkley. Os
dados experimentais das curvas de fluxo para aapwddppseudofrutos colhidos em
junho (V) foram mais bem representados pelo modido Ostwald-de-Waelle,
apresentando comportamento ndo-Newtoniano psesticpla

Palavras-chave:reologia, andlise de textutdpvenia dulcis Thunb.

1 INTRODUCAO

Hovenia dulcis Thunb. (Rhamnaceae), comumente chamado de uvagsgoé
obtida de uma arvore, originalmente da Asia (Chidapdo e Coréia do Sul) e
encontrado também no Brasil, Argentina, Paraguaiguhi, Estados Unidos, Cuba, sul
da Europa e norte da Africa. Disseminada em todegio sul do Brasil, adaptou-se
bem ao clima e solo deste pais (COZZO, 1960).

O fruto é uma pequena capsula globosa seca derfra de diametro contendo
2 a 4 sementes, ligadas a um pedunculo cor deagcaqnet torna-se espesso e carnudo
quando maduro, com sabor doce e agradavel (psetm)ofrAs sementes sao
avermelhadas quando recém colhida, tornando-sdaabaslo ao longo do tempo,
aparentemente circular, com 4 a 8 mm de diamethdRYALHO, 1994). Pseudofrutos
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(pedunculos) sao provenientes de uma unica flonocesultado da fertilizacdo, tem o
desenvolvimento de érgdo acessorio além do ov&IdITARRA e CHITARRA,
2005). No caso dHl. dulcis Thunb. o pedinculo maduro, pode ser considerguata
comestivel, como qualquer fruta fresca ou includmo um ingrediente funcional em
outros produtos alimenticios. A polpa carnuda, knta e saborosa na fase mais
madura (senescente), apresenta caracteristicaic&a@ao aroma de péra, com boa
aceitacéo para consumo humano (CARVALHO, 1994).

O estudo fenoldgico, a partir de analises fisipade contribuir para melhorar a
produtividade das culturas e a qualidade de fruEns.se tratando de fisiologia pos-
colheita, a vida do fruto divide-se em cinco estadisioldgicos: desenvolvimento, pré-
maturacdo, maturacdo, amadurecimento e senesc&widesenvolvimento, o fruto
sofre diversas alteragcbes em sua composicdo quiguieao levam a um equilibrio
desejavel de suas caracteristicas de sabor e av@mas processos S8o0 comuns entre as
fases, dificultando a distincdo entre as mesmasTARRA e CHITARRA, 2005).
Aspectos fisicos como a textura e reologia em $usdio importantes para avaliar o
potencial industrial e parametros para a colheig®colheita. Esses conhecimentos
servem, igualmente, para o desenvolvimento de poedel correlacdo de parametros
fisicos e sensoriais (FERREIRAal., 2002).

A escassez de dados sobre as propriedades fistmapdrtamento reolégico) de
polpas de frutas, principalmente no que condizito$rexdticos, tem levado a inddstria
a utilizar, nos processos de fabricacdo de pofagjicdes semelhantes as aplicadas na
producdo, com outras espécies. Assim, por apresemtpropriedades diferentes, os
resultados ndo atingem o mesmo nivel de qualidam, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar as propriedades fisicas aos atributos égds em pseudofrutos dé dulcis

Thunb. em suas distintas fases de desenvolvimento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Conforme descrito anteriormente no item 2.1 do @apil. Para andlise de
textura, apos a higienizacédo, os pseudofrutos faaatisados no mesmo dia de cada
coleta. Quanto aos ensaios reologicos, foram ez com amostra da polpa do tempo
de colheita (V), processada em centrifuga domégiie@2-Mondial) e armazenada em
sacos de polietileno, a -18 °C+ 2 °C. Para efaummalise a amostra foi descongelada a
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5°C +2 °C, por 24 horas, mantida | 30 minutos em temperatura ambier por fim

homogeneizada a 500 rgfdltra turrax T18 Basic-1ka).

2.2 Cor e Espessura

A cor foi determinada através de colorimetro MiaiS¢E Plus (Hunter Lab
com luminosidade D65, com 8 mm de abertA espessura (m) dospseudofrutos foi
determinada através gaquimetrcdigital (Super tool - MK DG8), em trés por¢oes
haste: principal, de ramificacao e fina ramificagéo, conform&igura 13.

F’ Haste principal

.| ——» Hastede ramificagédo

Haste final de ramificagécﬂﬂ

Figura 13 Locaisanalisados quanto a espessura em peduncuH. dulcis Thunb.

Fonte: Marisa Ono (2012).

2.3 Acidez total ftulavel, pH e acidos orgéanico

A acidez total titulavel das amostras foi quandifia, atravéda metodologida
AOAC, bem como andlist de pH (HORWITZ e LATIMER 2005). Metodologi de
Sanchez-Mataet al. (2012) foi utilizad para os acidos ornicos, descrito

anteriormente, item 2.3 no Capitulo

2.4 Anélise de textura

A analise de textura instrumental foi realizadaamalisador de texturCT3-
1500 (Brookfield Engineering Laboratories, MiddleboroAMEUA), utilizando probe
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TA39 (cilindrico) e plataform&A-RT-KIT, velocidade de teste: 0,5 mm.e distancia

de penetracéo de 1,5 mm, com forca de contato de 10

2.5 Microscopia eletrénica de varredura - MEV

As amostras foram comparadas quanto as caraaasistiicroscopicas de sua
estrutura, por microscopia eletrénica de varredema,aumentos de 950 e 2000 vezes.
Para cada uma das cinco amostras liofilizadasmfdreadas em suportes de cobre e
metalizadas com uma camada de ouro de 350 A dessspe em aparelho a vacuo
Polaron E5000. Foi realizado no Centro de Microsc&etronica (UFPR), utilizando o

microscopio eletrénico de varredura JEOL modelo B3¢0 LV.

2.6 Comportamento reolégico

O comportamento reolégico da polpa obtida de pdeutds deH. dulcis Thunb.
colhidos em junho (V) foi realizado nas temperauwta 10, 20, 30, 40, 50 e 60 °C na
sua forma integral, no Laboratorio de EmulsGes -ulien, do Departamento de
Engenharia Quimica (UFPR). Os ensaios reoldgicasrfaealizados em viscosimetro
Brookfield, modelo DVII-Pro (Brookfield Engineeringaboratories, Massachussets,
EUA), utilizando spindle SC4-34, ligado a um banho termostatizado Tecn&B4r-
(Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Os valores deogislade aparent@) e de tenséo de
cisalhamentot) foram obtidos usando software Rheocalc (versao v3.1-1, Brookfield
Engineering Laboratories, EUA). Ap6s a amostra selocada no viscosimetro
manteve-se um repouso por 5 minutos antes dos.testm 0 objetivo de atingir uma
temperatura uniforme. Para cada analise foramucagis 21 pontos, com a taxa de
cisalhamento variando entre 4 e 44 ® coeficiente de determinacac’R a soma dos
quadrados dos residuos (SRR), foram utilizados @aahar os ajustes dos modelos de
Ostwald-de-Waelle (Equacédo 01) e Herschel-BulkEeyu@cédo 02) as curvas de fluxos
obtidas experimentalmente.

T =ky" (01)

Em que:t = tenséo de cisalhamento (Pa), k = indice de s@émgiia (Pa’, y = taxa de deformacao {5
en = indice de comportamento (adimensional).

T =1on + ky" (02)
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Em que:T = tensdo de cisalhamento (Pajy = tensdo de cisalhamento inicial (Pa), k = indiee
consisténcia (Pd)s y = taxa de cisalhamento {sen = indice de comportamento (adimensional).

O efeito da temperatura foi avaliado utilizandaaagéo de Arrhenius (Equacéo

03). Esta equacao foi usada paras as taxas dé 2Y33.
Ne= T'Ioe (Ea/RT) (03)

Em quen, = viscosidade aparente em uma taxa de cisalhamepgzifican, = fator pré-exponenciaR
= constante universal dos gases (8,314 J:id), E, = energia de ativacéo (J.nple T = temperatura
absoluta (K).

2.7 Analise estatistica

Conforme descrito anteriormente no item 2.12 doitQkpl. Além da analise

dos componentes principais (PCA), realizada ertrasaveis analisadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlises fisico-quimica e fisica

Durante o ciclo vital, as partes do vegetal saoridap com 0s nutrientes
necessarios ao Seu crescimento, maturacdo e aroademe. Nestas etapas
desenvolvem-se numerosos processos biossintéticodegradativos de forma
concomitante ou sequencial, o que resulta em noagiies sensiveis em suas
caracteristicas, notadamente na cor, na texturaabor, no aroma e no valor nutritivo
(CHITARRA e CHITARRA, 2005). O processo fisiologicdla maturacdo €
acompanhado de diversas transformacgdes fisicas,imfluenciam a qualidade do
pseudofruto. N&abela 10estdo apresentadas caracteristicas quanto a @spessor
da H. dulcis Thunb. nas cinco diferentes épocas de colheitan alo pH e acidez
titulavel.

Os pedunculos apresentaram variagéo relacionasieedsira, em meédia de 4,10
a 6,90 mm para a haste principal, de 3,80 a 6,1(henhraste de ramificacéo e de 3,00 a
7,30 mm no final da ramificacdo. Chitarra e Chag@005) citam que durante as fases
de desenvolvimento, ha um crescimento observavekpassura, apés a fecundacéo e
outro durante um curto periodo antes da maturag§oge corresponde aos pedunculos
colhidos em maio (IV).
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Tabela 10 Espessura de diferentes porgdes, cor, pH e atidé&el de pseudofrutos
deH. dulcis Thunb., em diferentes épocas de colheita.

Epocas de colheita

Andlises | (Fev) Il (Mar) Il (Abr) IV (Mai) V (Jun)
Espessura M’ 4,10+ 0,08d 5,80+ 0,16bc 6,20+ 0,39b 6,90+ 0,12a 5,40+ 0,17¢c
Espessura M’ 3,80+0,17d 5,40+ 0,05b 5,50+ 0,24b 6,10+ 0,21a 5,70+ 0,36b
Espessura M’ 3,00+ 0,22d 4,30+ 0,12¢c 5,50+ 0,12b 7,30+ 0,12a 5,40+ 0,22b
Cor (L*) 26,81+ 0,53c 27,01+ 0,16¢c 33,60+0,99b 38,96+0,70a 38,79+ 0,07a
Cor (a*) -12,18+ 0,03e -5,97+£0,03d 3,42+ 0,03c 19,49+ 0,04b 25,57+0,07a
Cor (b*) 24,31+ 0,06b 25,62+ 0,02a 19,28+ 0,06¢c 13,05+0,03e 13,88+ 0,06d
pH 5,99+ 0,02b 6,19+ 0,00a 5,98+ 0,03b 5,39+ 0,06¢c 5,30+ 0,04d
Acidez titulavel* 0,91+ 0,00e 2,37+ 0,41d 3,47+ 0,00c 6,67+ 0,76b 11,67+ 0,89a

5M,: Espessura da haste principabBdpessura da haste da ramificagdo. M3 Espessuhastia final da ramificagéo. tariacéo
entre branco e preto. aariagio entre vermelho(+) e verde(-).Viariagdo entre amarelo(+) e azul(-). Valores esgoe como
médias e desvio padrdo. Em cada linha, difereratrasl indicam diferencas estatisticamente sigtiias (p<0,05)." Em

milimetros (mm)*meq NaOH 0,1 N.100fy Em massa fresca.

A pigmentacdo € a mais flagrante mudanca que oewnrenuitos frutos e é,
geralmente, o principal critério usado pelos coridomes para determinar se o fruto
esta maduro ou ndo. A mudangca mais comum € a perdaloracdo verde, devido a
degradacédo da clorofila presente nos cloroplastosétula vegetal, observado para as
amostras pelo paramétro a*, e valores de b* redozse ao longo do seu
desenvolvimento, mostrando uma leve presenca dalidade amarela ao final da
maturacdo. Conforme Chitarra e Chitarra (2005progipais agentes responsaveis por
esta degradacdo sdo o pH, principalmente devidmaamento de acidos organicos a
partir do vacuolo, sistemas oxidativos e cloroéasA perda de coloracdo depende de
um ou todos estes fatores atuando em sequencialpenacdo da estrutura da clorofila,
ocorrendo a sintese de outros pigmentos, comawesnibides. Parald. dulcis Thunb.

a perda da coloracéo verde observada a partir slagdpfrutos colhidos em abril (111),
possivelmente ndo foi resultante da variagcdo dopoi$ n&o diferiu daqueles colhidos
em fevereiro (), de coloracéo verde.

Conforme ha o amadurecimento dos frutos ocorregderno parcial dos acidos
organicos (FENNEMA, 1996), apesar do aumento saaiif’o da acidez titulavel total
conforme evolugdo da maturacdo do pseudofrutosa&mbserva uma intensa variagao
nos valores de pH nos primeiros trés meses de&addldl e 111). Conforme apresentado
naFigura 14, o contetdo dos acidos organicos predominantéso(éartarico e citrico)

ocorreu nos pedunculos colhidos nos primeirosnréses (1, 11 e 111).
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5.500 - 8 Acido oxalico

B Acido tartarico

4.400 - 0Acido mélico
B Acido ascoérbico
% 3.300 - m Acido citrico
§ @ Acido fumarico
o
€

2.200 -

W

Epocas de colheita

Figura 14 Acidos organicos em pseudofrutoshiledulcis Thunb. em diferentes épocas
de colheita. | (Fevereiro), Il (Marco), Il (Abrjl)V (Maio) e V (Junho).

Como ao final da maturacado houve diminuicdo do tlestes acidos organicos
(MAIEVES et al., 2015b) e aumento da acidez total, pode-se comple a alta acidez,
nos pseudofrutos colhidos entre maio e junho (IV)enéo esta correlacionada aos
acidos analisados. Segundo Fennema (1996) outropashos presentes nos vegetais
também podem contribuir para a acidez dos mesm@iss;amo os fendlicos. Para Wills
e Widjanarko (1995) o aumento da acidez titulagetante o amadurecimento, ocorre,
provavelmente, em decorréncia da formacédo de &padacturdnico, proveniente da
degradacdo das pectinas. O que pode sugerir q@s essnpostos, podem estar
envolvidos na acidez dos pseudofrutos Hledulcis Thunb., uma vez que houve

degradacéo das pectinas, conforme discutido postente.

3.2 Andlise de textura

ApOs a mudanca da cor, o amolecimento do fruto téamsformagdo mais
evidente que ocorre durante a maturacdo. Este amaeto pode ser resultante da
perda excessiva de agua dos tecidos, com diminuigdoressédo de turgescéncia, ou
pela hidrolise do amido ou ainda em decorréncimddificacdes observadas na lamela
média e parede celular, principalmente devido vidatile enzimatica (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). Os valores de umidade analisadwos pseudofrutos conforme
apresentado por Maievesal. (2015a) contribuiram com a condicdo de amaciamento

A Figura 15 ilustra os pontos maximos de ruptura para os pdauds deH. dulcis
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Thunb. Observa-se que as forcas maximas foramgssigamente menores a partir dos

pedunculos colhidos em abril (llI).
0,50 -

0401 T
0,30 - 1

Forca (N)

0,20 A

0,10 - |+‘
0,00

I I 1l v \%

Epocas de colheita

Figura 15 Média das forcas maximas (ruptura dos pontosyobtpara a dureza dos
pseudofrutos del. dulcis Thunb. em diferentes épocas de colheita.

Anthon, Sekine e Watanabe (2002), descrevem quaaleaimento, pode ser
atribuido a atividade de enzimas hidroliticas, como poligalacturonase e
pectinametilesterase, que promovem intensa saab#éio das pectinas, constituintes da
parede celular, o que resulta em perda de firm&zaartir do pedunculo colhido em
maio (IV), as estruturas microscopicabigira 16), apresentam-se ligeiramente
diferenciada das demais, ha menor dispersabilidiadeestruturas, o que pode estar
relacionado também pela solubilizacdo das pectioasipostos estes quantificados
como constituintes predominentes em fibras solUweitrabalho de Maievea al.
(2015a).



77

Figura 16 Microfotografia dos pseudofrutos ¢ dulcis Thunb. em diferentes épocas
de colheita. | (Fevereiro), Il (Marco), Ill (Abrjl}V (Maio) e V (Junho).

Fonte: Maieves (2012), Kanon (2003) e Milani (2013)
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3.3 Comportamenb reoldgicc

Quando analisado o comportamento reoldgico dasapalppseudofrutos dH.
dulcis Thunb.colhidos em junh (V), verificou-se que ataxas de viscosidade apare
decaiam conformea taxa d cisalhamento aumentavi&igura 17A). Alguns estudos
mostram que polpade frutas tércomportamento de fluido pseudoplasi devido a
presenca de pequenaarticllas solidas. Quando tens@is cisalhamento sdo aplicad
as particulas podem se rearranjar em direcédo fmi@lorca aplicada, e as partict
pequenas podem quebrar em particulas menores. Aasimparticulas escoam m
facilmente devido ao aumento da interacédo ente elque resulta numa diminuicao
viscosidadédCHARM, 1962;PELEGRINI, SILVA e GASPARET(Q2002)
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Figura 17 Curva de visosidade de polpa déd. dulcis Thunb. em diferente
temperaturag(A). Curvas de fluxo de polpa dH. dulcis Thunb. em
diferentes temperaturas, com ajuste pelo modeOstwalc-de-Waelle (B).

A Tabela 1lilustraa viscosidade aparente da polpadifarenes temperaturas
nastaxas de cisalhamento de 20, 30 e™. A diminuic&o da viscosidade aparente ¢
a temperatura tem uma difera significativa entre 10 e 6@C°para odas as taxas
analisadas Tabela 17A). A viscosidade de uma solucdo fancdo das fccas
intermoleculares e interacdo dos componentes sejugee restringem o movimer
molecular. Quando a polpa é aquecida, a viscosidadmui uma vez que a ener(
térmica das moléculas aumenta e assim a distancmas moléculas aumenta devic
expansao termicCONSTENLA, LOZANC e CRAPISTE, 1989).
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Tabela 11 Viscosidade aparente da polpa de pedunuclad.diilcis Thunb. colhido
em junho (V), com taxa de cisalhamento de 20, 30 &".
Taxa de cisalhamento

Temperaturas 20,0 & 30,0 ¢ 40,0 ¢
10 °C 899,17 694,47 575,40
20 °C 746,08 549,00 462,78
30 °C 506,77 390,64 314,97
40 °C 453,98 340,19 277,14
50 °C 424,07 312,04 252,51
60 °C 401,19 304,42 245,47

Utilizou-se a equagdo de Arrhenius a fim de veaaifia sensibilidade da amostra
em relacdo a temperatura. A energia de ativacdoaral sensibilidade da viscosidade
aparente as mudancas de temperatura. Energiavde&atimais elevada significa que a
viscosidade aparente é relativamente mais seresvaludancas de temperatura (KAYA
e SOZER, 2005). Quando aplicada a equacdo de Aumhpara as amostras de polpa de
H. dulcis Thunb. o coeficiente de determinacad)(Ri superior a 0,91 em todos os
casos. A energia de ativacao foi igual a 13,25%3Be 14,094 kJ.mdlpara as taxas
de cisalhamento 20, 30 e 40% srespectivamente, portanto, em altas taxas de

cisalhamento a viscosidade é mais sensivel & maga®;temperatura.

Tabela 12 Parametros de ajuste dos modelos de Herschel-Bultke polpa de
pseudofrutos del. dulcis Thunb.

Temperaturas * Parametros
10 Kn N4 SQR R
10°C -6,286+ 6,457 10,732+5,193 0,271+ 0,072 0,057 0,995
20°C -14,897+ 15,389 18,260+ 14,054 0,164+ 0,084 0,044 0,992
30°C -5,794+ 4,358 8,402+ 3,775 0,213+ 0,058 0,010 0,996
40 °C -1,898+ 3,632 5,562+ 3,088 0,228+ 0,075 0,009 0,994
50 °C 5,114+ 0,479 0,573+ 0,226 0,583+ 0,081 0,006 0,994
60 °C 6,895+ 0,405 0,069+ 0,060 1,087+0,211 0,041 0,967

(t0) tensdo de cisalhamento inicial (Pa),)(kndice de consisténcia (P§,s(nn) indice de comportamento (adimensionaly) (R
coeficiente de determinagdo e (SQR) soma dos qimslrdos residuos.Parametro desconsiderado, pois apresentou valores
negativos e erro padrao, superior ao seu valor.

Na Figura 17B sdo apresentadas as curvas de fluxo para as mEpés/enia
dulcis Thunb. Os modelos de Ostwald-de-Waelle e Herdshidley foram ajustados
aos dados experimentais e 6 dka soma dos quadrados dos residuos (SQR) foram
melhores para o modelo de Herschel-Bulkley, porérdeasvios padrdes pang € (k)

foram muito altos, como observado fiabela 12 portanto o modelo de Ostwald-de-
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Waelle foi escolhido para o ajuste aos dados etemd® do grafico presente Ragura
17B.

Pelo ajuste realizado, as polpas possuem compartanmeoldgico de fluido
pseudoplastico em todas as temperaturas, poisaeidd comportamento foi inferior a
0,387 para todo os casos, quando utilizado o matkel@stwald-de-Waelle. Para este
modelo é possivel perceber também que o indicenkssténcia (k), foi maior para as
temperaturas de 10 e 20 °C, do que para as defaielas 12e 13). O indice de
consisténcia esta relacionado com a viscosidade adasstras. As amostras nas
temperaturas de 10 e 20 °C tem maior viscosidadengs demais temperaturaslyela

11), corroborando com os valores de indice de c@mgig encontrados.

Tabela 13 Parametros de ajuste dos modelos de Ostwald-deléVdal polpa de
pseudofrutos del. dulcis Thunb.

Parametros

Temperaturas ” " SOR =
10 °C 5,538+ 0,199 0,387+ 0,011 0,223 0,988
20 °C 5,072+ 0,214 0,355+ 0,013 0,221 0,980
30°C 3,519+ 0,079 0,348+ 0,007 0,029 0,994
40 °C 3,563+ 0,162 0,309+ 0,014 0,103 0,969
50 °C 3,731+ 0,173 0,270+ 0,014 0,096 0,956
60 °C 3,854+ 0,187 0,275+ 0,015 0,116 0,954

(Ky) indice de consisténcia (P3,5ns) indice de comportamento (adimensionalf) @eficiente de determinacéo e (SQR) soma
dos quadrados dos residuos.

3.4 Andlise de componentes principais (PCA)

A fim de caracterizar e classificar as diferentese$s estudadas dos pedunculos
deH. dulcis Thunb., de acordo com propriedades fisicas e figigmicas, uma analise
multivariada foi aplicada, aconselhavel devido dakblidade observada. Realizou-se
uma analise de componentes principais (PCA) redoza estrutura multidimensional
dos dados, que forneceu um mapa bidimensionalgxalecar a variacao observada. Os
dois componentes da PCA realizada explicam 88,28%vatiancia total (73,85%
primeiro e 14,37% do segundo). Todas as amosttadagas sdo plotadas em espaco
reduzido dos dois principais componentésgra 18). O primeiro componente
principal é altamente e positivamente correlacionamm parametros de cor (L* e a*) e

negativamente e altamente correlacionados com drtaf méxima (FM) e &cido
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tartarico (AT). Enquanto o segundo componente jwaic foi fortemente e

negativamente correlacionado para T1, T2, acideicméhM) e acido fumarico (AF).
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Figura 18 Analise de Componentes Principais (PCA): projecés dois primeiros
componentes principais. Diferentes épocas de callleiH. dulcis Thunb.:
| (fevereiro), Il (marcgo), Il (abril), IV (maio) & (junho). Parametros: AO
(acido oxalico), AC (acido citrico), AF (acido funwd), AM (acido
malico), AT (acido tartarico), Acidez T (Acidez abtitulavel); FM (Forca
maxima); T1 (Espessura 1); T2 (Espessura 2); TRgg&sura 3); a* (Cor);
b* (Cor); L* (Cor); pH (potencial hidrogenibnico).

Todas as fases de desenvovimento dos peduncul@dasadas e bem separadas
no espaco reduzido dos dois primeiros componemtesigais. Como pode ser visto, 0S
pedunculos mais imaturos, colhidos entre fevereinmarco (I e Il) sdo altamente e
negativamente caracterizada pela primeira compengnncipal (-3,745 e -2,937,
respectivamente), ao contrario, para os pseudsfratis maduros, colhidos entre maio
e junho (IV e V), que séo altamente e positivameterelacionadas com este
componente (3,292 e 2,722, respectivamente). Ongetl colhido em junho (V) foi
claramente separado das fases restantes de md&jratan valores mais altos para o
parametro de cor a* e valores mais baixos paraénpetro de cor b* e forca méxima, o
gue era de se esperar, pois nesta fase os pedsiraprEsentam-se mais maduros, ha
perda da coloracdo verde (avermelhados) e apreseetaapropriados ao consumo

humano.
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CONCLUSAO

Paralelamente ao incremento em tamanho, constataure diminuicdo da
textura durante o desenvolvimento e maturacdo @olinrulos deHovenia dulcis
Thunb. Por conseguinte, o0 amaciamento estd intimgmeassociado ao
amadurecimento, nos pseudofrutos colhidos em nidjpdcasidao em que o peddnculo
encontrava-se completamente na maturidade e jéeeimdp de senescéncia plena (V).
O contetdo de acidos organicos mostrou-se elevadant® as etapas iniciais de
desenvovimento, principalmente quanto aos acidoficond& citrico, porém, nao
correlacionados com o aumento da acidez totalatiall nas fases finais. A néo
diferenca no valor de pH, para os peduanculos cotham abril (Ill) frente ao colhidos
em fevereiro (), explica que a variagcado de pH odwtribuiu para perda da coloracéo
verde (clorofila) nesses pseudofrutos. A repreg@otalas curvas de fluxo indica um
comportamento ndo-Newtoniano pseudoplastico, cordoo modelo Ostwald-de-
Waelle que melhor o descreveu. Todos estes ressl&ib importantes para definir as
condi¢cbes de processamento, tais como bombeanaeutecimento, refrigeragéo, entre
outros e, assim, facilitar e aumentar o uso dosipedos deH. dulcis Thunb. na

industria de alimentos.
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CAPITULO IV

Caracterizacdo e comportamento reologico de meéisttdados como proveniente da
florada de Hovenia dulcisThunb. a partir de abelhasApis melliferae Tetragonisca

angustula

RESUMO

O mel € um fluido viscoso, aromatico, sendo classib como monofloral, polifloral e
silvestre conforme a origem do pdlen, além de #gted. Diferentes comportamentos
reologicos sdo observados nos méis, resultantaedifelentes espécies apicolas e da
grande diversidade da flora de origem. O objetigstel estudo foi avaliar cinco méis
comercializados em quatro estados, SP, PR, SC (RB& deApis mellifera e RSj de
Tetragonisca angustula ou jatai) quanto a florada (melissopalinologi@mportamento
reologico e composicéao fisico-quimica. Foram realés as analises de umidade (tabela
de Chataway), cinzas, pH, acidez total, proteihadoximetilfurfural, atividade de
agua, condutividade elétrica e cor (escala Pfuald)n dos aclcares totais (antrona),
acucares redutores por HPLC. O hidroximetilfurfwatiou nas amostras de mel entre
0,96 a 12,75 mg.ky ndo excedendo o limite méximo de 60,0 mg,kgonforme
estabelecido pela legislacdo brasileira. O compwtdo reoldgico dos méis SP, PR e
RSa foram melhor descritos pelo modelo de Ostwalivaelle, enquanto os méis SC e
RSj pelo modelo de Herschel-Bulkley. A represerdagdds curvas de fluxo indicaram
tendéncia ao comportamento Newtoniano para o me¢ RSa a 30 °C, enquanto os
demais apresentaram um mesmo comportamento remlégictodas as temperaturas
estudadas. A andlise melissopalinolégica confirrmoorigem majoritaria (maior que
45%) da florada délovenia dulcis Thunb a partir da detecgcéo de grdos de polena, par
os méis SC, PR E RSa.

Palavras-chave:mel, comportamento reologico, melissopalinolodgivenia dulcis
Thunb., jatai.
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1 INTRODUCAO

A apicultura foi iniciada ha pelo menos 4 mil anOsmel € um fluido viscoso,
aromatico e doce, sendo produzido pelas abelhasmpmr da invertase com o néctar
e/ou exsudatos das plantas, na maioria das vexessflos quais, depois de levados
para a colméia pelas operarias, sdo amadurecidosmazenados nos favos (CRANE,
1985). De um modo geral, o0 mel é constituido pés tgrupos de componentes
essenciais, a agua (17%), os glicidios (80%) euastdncias diversas (3%), como
enzimas, aminoacidos, acidos organicos, flavono&lesinerais (ANKLAM, 1998;
MORGANO et al., 2012). Trata-se de uma matriz complexa, que psafeer
interferéncia de vérios fatores ambientais, confima; floragdo e presenca de insetos
sugadores (CAMPOS& al., 2003). Também esta sujeito a influencia da cainagdo de
acucares, minerais e vitaminas, sofrendo variagdesroma, sabor e cor em funcéo de
sua origem floral (SWALLOW e LOW, 1990).

O mel floral pode ser monofloral (néctar coletadautha Unica espécie vegetal),
polifloral (mais de uma espécie contribui com otafce silvestre (mel polifloral
produzido em vegetacdo primaria, onde varias espétativas contribuem com o
néctar). Ja o mel extrafloral, € aquele produzigaiir do exsudato de plantas ou de
restos de frutas ou outra fonte de matéria-primandD é classificado, na maioria das
vezes, de acordo com as plantas utilizadas nalabaracdo. As plantas nectariferas
compreendem um grande numero de espécies varianggidio para regido (BARTH,
2004).

Os méis florais podem ser identificados por andiggoscopica que identifica e
quantifica os graos de polen. A ciéncia que estinagem floral dos méis é conhecida
como Melissopalinologia. Atualmente, existe um geimteresse em se caracterizar o
mel através da analise polinica juntamente consieofquimica. Para que o nome da
planta apicola possa ser citado na tipificacdo db énecessario que tenha no minimo
45% de dominancia em gréaos de pélen, e seja collgdalmente, de uma regido com
predominancia floral na area de visitacdo das abeltio apiario (LOUVEAUX,
MAURIZIO e VORWOHL, 1978).

Dada a grande diversidade da flora apicola e levandconsideracao que o mel
de abelha tem suas caracteristicas dependentderadafde origem, explicam-se o0s

diferentes comportamentos reoldgicos. Rao (19&tudando a reologia de alimentos
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liquidos, afirma que alguns méis apresentam cormp@mto de um fluido Newtoniano,
engquanto Sherman (1999) diz que méis sao consietxdtropicos.

Varios parametros fisico-quimicos séo utilizadoscagacterizacdo dos méis
visando a criacdo de padrbes, segundo fatores-elifaféaticos e floristicos das regides,
estabelecendo critérios comparativos nas analisesnéolando possiveis fraudes.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar méisvprientes de diferentes regides do
Brasil no que concerne a florada, composi¢ao e odiaimento reoldgico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As amostras de méis produzidos pgis mellifera a partir da florada dél.
dulcis Thunb., conforme descrito nos rétulos, foram addag nos municipios de
Mairinque em Sao Paulo (SP), Dois Vizinhos no Par@R), Ararangua em Santa
Catarina (SC) e em Roca Sales no Estado do Riodérao Sul (RSa) . Neste
municipio também foi adquirido o mel oriundo destasma florada, produzida pela
abelhaTetragonisca angustula (RS)).

2.2 Métodos analiticos

As analises descritas seguiram o estabelecido emitde Latimer (2005) para:
umidade (tabela de Chataway), cinzas, pH, acideal ttitulavel, proteinas,
hidroximetilfurfural (HMF), atividade de &gua, carividade elétrica e cor (escala
Pfund).

2.3 AcUcares totais

Conforme descrito anteriormente no item 2.2 do @épi, a partir de 0,2 g de

cada amostra.

2.4 Acucares soluveis

Conforme descrito anteriormente no item 2.3 do @D&pi, a partir de 0,1 g de

cada amostra.
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2.5 Comportamento reoldgico

Conforme descrito anteriormente no item 2.6 do @épilll, a partir das
temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C e captura @@®6s, com variacdo de 0,1 a Z}5 s
nas taxas de cisalhamento.

2.6 Analise melissopalinolégica

A preparacao melissopalinologica da amostra dens#guiu 0 estabelecido por
Maurizio e Louveaux (1965). Utilizou-se 10 mL delpdssolvidos em 20 mL de agua
destilada. As misturas foram centrifugadas por Itutos a 3500 rpm, sendo a parte
sedimentada utilizada para o preparo das laminagb&ervacdes foram realizadas em
microscopio invertido Zeiss - Observer D1, utilidano software Axio Vision, com
aproximacdo de 40 e 1008 vezes. A analise quawditéti realizada pela contagem
visual de um total de 350 grdos da amostra, cleasdo-as em: pdlen dominante g
45% do total de gréaos), pélen acessorio (de 138) 4dolen isolado importante (de 4 a
14%) e polen isolado ocasional 8%). A identificacdo do polen de. dulcis Thunb.
nas amostras, foi a partir da coleta da parte aedfor) e captura em microscopia
eletronica de varredura (MEV) (JEOL - JSM-6360 Lpara conhecimento da mesma e

posterior comparacao.

2.7 Anélise estatistica

Os ensaios realizados em triplicata tiveram sesdteelos expressos em médias
e desvio padrdo. Andlise de variancia (ANOVA), ségwelo teste de Duncan, foi
realizada através do uso gaftware Statgraphics Plus (MANUGISTICS, 200dgrséao
5.1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlises fisico-quimicas

Os resultados obtidos para as analises fisico-gaglas cinco amostras de mel
sao apresentados fiabela 14 Os valores de umidade variaram de 17,60 a 1%80
(p:p) nas amostras de méis, sendo constatada gaen@stras apresentaram valores

abaixo do maximo de 20% (p:p), permitido pelasskegides brasileira e internacional.
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Tabela 14 Analises fisico-quimica de méis provenientes daafla deH. dulcis Thunb.

a partir de abelha&pis mellifera e Tetragonisca angustula.

Andlises

Amostras

SP

PR

SC

R®

RS

Atividade de Agua

0,600+ 0,009b

0,600+ 0,001b

0,570+ 0,001d

0,597+ 0,001c

0,693+ 0,004a

pH 3,59+ 0,00d 4,61+ 0,01b 4,65+ 0,00b 3,85+ 0,00c 4,73+ 0,02a
Acidez 0,79+ 0,00c 2,65+ 0,04b 2,89+ 0,03b 0,81+ 0,03c 3,16+ 0,01a
CoP 85,58+ 1,54a 73,46+1,49b 30,38+ 0,21d 34,46+ 0,93c 22,31+1,32e
Proteina$ 0,19+ 0,01d 0,51+ 0,00a 0,45+ 0,02b 0,44+ 0,00b 0,30+ 0,00c
Umidadé 18,40+ 0,11c 19,00+ 0,06b 17,60+ 0,02d 17,00+ 0,80e 19,80+ 0,02a
Cinzas 0,84+ 0,42a 0,22+ 0,99b 0,07+ 0,13d 0,15+ 0,42c 0,17+ 0,21bc
Hidroximetilfurfuraf 6,70+ 0,87b 1,28+ 1,03d 5,44+ 0,99c 0,96+ 0,23e 12,75+ 2,08a
Condutividade Elétrica 425,0+0,01a 420,0+ 0,00a 298,7+0,57c 209,0+ 0,00d 377,0+ 0,00d
Aglcares Redutores Totais 62,63 9,75b 71,65+ 10,88a 61,61+ 18,85b 67,25+ 13,76ab 52,27+ 9,07c
- Frutoseé 38,21+ 1,33b 43,52+ 2 41a 44,13+ 5,25a 43,35+ 1,43a 32,55+ 2,29b
- Glicosé 24,42+ 2 67a 28,13+ 5,51a 17,48+ 2,52b 23,89+ 2,36a 19,72+ 1,87ab
Aclcares totars 65,55+ 1,36¢C 72,39+ 1,94a 65,54+ 1,28c 55,59+ 1,63d 69,75+ 1,71b

SP - Mel proveniente do estado de S&o Paulo (abéltia mellifera); PR - mel proveniente do estado do Parana (abélhia
mellifera); SC - mel proveniente do estado de Santa CatéaimelhasApis mellifera); RSa - mel proveniente do estado do Rio
Grande do Sul (abelhaspis mellifera), RSj mel proveniente do estado do Rio Grande db (8belhas Tetragonisca
angustula).Valores expressos como médias e desvio padraccdeia linha, diferentes letras indicam diferencaiatisticamente
significativas (p<0,05). (1) mEq.108g(2) mm - Pfund, (3) mg.100g(4) % (p:p), (5) 9.100Y (6) mg.kg", (7) uS.cr.

As amostras apresentaram atividade de agua vareamde® 0,570 e 0,693. Esta
andlise ndo é um parametro regulamentado pelddedis brasileira, porém segundo
Felsneret al. (2004) os valores de atividade de agua criticassega, acima de 0,610
contribuem para o desenvolvimento de leveduras tdenantes, as quais poderiam
conduzir o mel a fermentacao, prejudicando a sia € prateleira.

Os valores de pH e acidez total titulavel deterchiisavariaram entre 3,59 a 4,65
e 0,79 a 3,16 mEq.100g respectivamente. O pH e a acidez sdo considerados
importantes fatores antimicrobianos, provendo mestabilidade ao produto quanto ao
desenvolvimento de microrganismos. Mesmo com aepgasdesta barreira natural, a
fisiologia de muitos bolores e leveduras permita sulaptacdo a essas condi¢cdes
adversas, crescendo em substratos com concentiag@lesaveis de acucares para as
bactérias, uma vez que ndo sao tdo sensiveisagspatissoes osmoticas (SANCI&O
al., 1992). As proteinas variaram nas amostras entBeed(151 g.100§ nao existindo
valores de referéncia para esta caracteristica.

Os méis apresentaram valores entre 0,07 e 0,88gj He teor de cinzas, sendo

o valor da amostra SP néo estando de acordo cosop estabelecido pela legislacdo
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brasileira, que é de até 0,6 g.180dBogdanovet al. (1999) mencionaram que o

conteudo de cinzas é influenciado também pela mrigetanica. A cor das amostras de
méis variou de branco (SC e RSj) a ambar (SP), algomas variagfes desta nuance,
ambar claro (PR) e ambar claro extra (RSj). O n@lapresentou o menor valor de
cinzas e coloracao clara, corroborando com Cra@@5(1

Os valores de condutividade elétrica determinadams @s amostras de mel
variaram entre 209,0 uS.@mRSa) e 425,0 puS.cM(SP). Essa caracteristica nado
apresenta valores de referéncia na legislacéo, ahazel € fixado pela internacional em
méximo de 800,0 pS.cM(BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001). De
acordo com Bogdanoet al. (1999), essa caracteristica apresenta correlagdo occ
conteudo de cinzas, pH, acidez, minerais, além méeipa e outras substancias
presentes, conforme observado para amostra SP. d&tisnesma origem floral
apresentam condutividade elétrica muito semelhapgesar de origens geograficas e
condicdes climaticas diferentes conforme Canmgbab (2003), fato este ndo observado,
apos constatacdo da predominéncia da origem fyaralH. dulcis Thunb. pela anélise
melissopalinolégica para os méis PR, SC, RSa, aptata adiante.

O hidroximetilfurfural variou nas amostras de mefre 0,96 a 12,75 mg.Kgy
sendo assim, as amostras ndo excederam o limitenmae 60,0 mg.k§, conforme
estabelecido pela legislagdo brasileira (BRASILO®0 Considerando a norma
internacional (CODEX ALIMENTARIUS, 2001) o limitede 80,0 mg.kg, fixado para
meis de regides tropicais.

AcUcares totais e acUcares redutores variarammastias de mel entre 52,27 e
71,65 g.100g e 55,59 e 72,39 g.108grespectivamente. A quantidade de aclicares
redutores para mel floral é de no minimo 65 g.T00g mel pela legislacdo brasileira,

assim as amostras SP, SC e RSj apresentaram \Jalerésres.

3.2 Comportamento reoldgico

O comportamento reologico do mel é importante tapéoa a aceitacdo
sensorial dos consumidores como para 0 seu usonpiistria, sendo, portanto crucial
conhecer este aspecto em todos os estagios deraizdo, desde a extracdo até o
produto final. ATabela 15apresenta a viscosidade de méis obtidos nos ssti@d§ao
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande de&up que 0s méis provenientes do
Rio Grande do Sul séo de abelhas das esp&pissellifera e Tetragonisca angustula.
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Tabela 15 Viscosidade aparente de méis de abelhas de désrespécies e estados de
origem, em diferentes temperaturas.

Viscosidade Aparente (mPas)

Amostras 30°C 40 °C 50 °C 60 °C
sp 6686,57 2428,28 962,99 554,28
PR 5442,04 2071,56 1074,97 419,91
sc 45503,89 15027,19 1758,02 627,07
RSa 5078,12 1993,17 895,81 391,02
RSj 563,08 250,01 142,24 63,35

SP - Mel proveniente do estado de S&o Paulo (abéltia mellifera); PR - mel proveniente do estado do Parana (abélhia
mellifera); SC - mel proveniente do estado de Santa CatéaimeihasApis mellifera); RSa - mel proveniente do estado do Rio
Grande do Sul (abelh@pis mellifera); e RSj mel proveniente do estado do Rio GrandBulgabelhaJetragonisca angustula).

A viscosidade apresentada pelo mel ird dependeiatdees como umidade,
florada de origem, producado por diferentes espétgesbelhas, presenca de cristais,
entre outros. Peld@abela 15 €& possivel observar que o mel produzido por abelha
Tetragonisca angustula apresenta viscosidade aparente inferior aos desnai®das as
temperaturas analisadas. A medida que a tempegioranta os méis produzidos pelas
abelhasApis mellifera apresentam viscosidades aparentes com valores @seporém
ainda superiores ao encontrados para o mel RS;j.

Entre os méis produzidos pelas abelhpis mellifera, o mel de Santa Catarina
apresentou viscosidade aparente superior aos demaistodas as temperaturas
analisadas. O mel SC, apesar de apresentar aidasgesaparente mais alta, foi o que
apresentou o segundo menor teor de umidade, pmrtantros fatores também estédo
influenciando na viscosidade deste mel. Relaciomaosl teores de umidade das
amostras com a viscosidade, o valor encontrado pamel RSj foi 19,80% (p:p),
superior aos demais, e sua viscosidade foi a na@ia,como é esperado.

A dependéncia da temperatura na viscosidade dast@sole mel foi estudada
através da equacao de Arrhenius, que para todaaastipos de méis apresentou uma
correlacdo com Rigual ou superior a 0,979. Quando ajustada a égude Arrhenius,
observa-se que quanto maior a energia de ativagfioidh, maior variacdo da
viscosidade da amostra quando a temperatura € inaatiif(KAYA, SOZER, 2005). O
mel SC foi 0o que apresentou maior energia de &tivgd26,06 kJ.md), sendo,
portanto, o mel que apresentou maior variagcdo daosidade com alteracdes na
temperatura. Os méis SP, PR e, Bffresentaram valores bastante proximos de energia
de ativacdo (74,60, 73,83 e 74,80 kJ.mokspectivamente) sendo que a temperatura

influenciou a viscosidade de modo similar, nas &@é®stras. Dentre 0s cinco méis
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analisados a amostra RSj apresentou a menor emergitivacao (56,21 kJ.nm9l Para
todas as amostras com 0 aumento da temperatura bow diminui¢cdo na viscosidade,
isto ocorre, pois, quando a amostra é aquecidaeggiantérmica entre as moléculas
aumenta, aumentando assim a distancia intermotegewansequentemente diminuindo
a viscosidade (CONSTENLA, LOZANO e CRAPISTE, 1989).

A Figura 19 apresenta as curvas de fluxo para os méis estsidads
temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C.
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Figura 19 Curvas de fluxos para diferentes tipos de metemperaturas de 30, 40, 50
e 60 °C, com ajuste pelo modelo de Ostwald-de-Wawmdra as curvas de
SP, PR e RSa e ajuste pelo modelo de Herscheldjupidra as curvas de
fluxo de SC e RS;.



91

Assim como a viscosidade, a tensdo de cisalhantemtbém sofre influéncia
da temperatura, a medida que a temperatura aumeatsao de cisalhamento diminui
para uma mesma amostra. Os modelos de HerschdeBelkOstwald-de-Waelle foram
ajustados aos dados das curvas de fluxo. Os méiRFSIe RSa tiveram melhor ajuste
pelo modelo de Ostwald-de-Waelle, enquanto os ®€i® RSj tiveram melhor ajuste
pelo modelo de Herschel-Bulkley. O mel PR e o m8hRpresentaram tendéncia ao
comportamento Newtoniano a 30 °C, com o indicectieportamenta igual a 0,9897 e
0,9739 respectivamente. Com 0 aumento da temparastes meis passam a se
comportar como fluidos pseudoplasticos, com indieecomportamento de 0,8096 e
0,7328 para PR e RSa respectivamente a 60 °C. @misleméis apresentaram
comportamento pseudoplastico em todas as tempasatamalisadas, o indice de
comportamento a 30 °C foi de 0,9321, 0,8854 e @3i&ra os méis SP, SC e RSj
respectivamente. O mel SC foi o que apresentoorsmiensdes de cisalhamento nas
taxas analisadas, enquanto o RSj foi o que apmsenénores tensfes, nas mesmas
taxas. Com o aumento da temperatura, ha um deti@s tensédo de cisalhamento, a

uma mesma taxa.

3.3 Andlise melissopalinolégica

A andlise polinica qualitativa das amostras demousima grande diversidade
de tipos polinicos, o que era esperado. Buscouwsmtificar somente os podlens
oriundos da espécidovenia dulcis Thunb. figura 20). Assim, conforme Louveaux,
Maurizio e Vorwohl (1978) que classificam a oconi@nde grdos de polens em mel,
trés das amostras analisadas (PR, SC e RSa) apraserpercentagens superiores a
45% dos pélens oriundos da espédmvenia dulcis Thunb., ou seja, se enquadrando
como polen dominante, podendo estes méis ser dotilzom a denominacéo da florada

especifica, atribuindo idoneidade ao produto obtidl@omeércio.
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Figura 20 Microfotografia do pélen proveniente da flor & dulcis Thunb., vista
anatdmica geral do saco polinico com pélens (Atavanatdmica individual
geral (B), vista anatémica lateral (C) e vista amata superior (D).

Fonte: Helayne A. Maieves (2012).

As variacdes no numero de tipos polinicbgygra 21) e suas frequéncias na
amostra podem estar relacionadas, com as alterag@®ducado de polen e néctar pela
planta em funcdo das interacbes com fatores chogtialém das diferencas de
estratégias de coleta e preferéncias florais efspreale cada espécie apicola. Em
algumas situagdes, as abelhas podem buscar oomtas fie recurso ou utilizar horarios
diferentes de coleta para evitar a competicdo cartra® espécies (PIRANI e
CORTOPASI-LAURINO, 1993).
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Figura 21 Amostra de mel de pdlen SP. Imagem (A) revela pdid. dulcis Thunb.
em comparagcdo a imagem (DFidgura 20), demais pdllens né&o
identificados.

Fonte: Helayne A. Maieves (2012).

A andlise melissopalinologica confirma a origenrdlca partir da detecgédo de
gréos de polens, porém os méis SP (29,14%) €¥RJj4%) ndo apresentaram podlens
de H. dulcis Thunb. em contetdo superior a 45%. Como nao halerdificacdo das
demais espécies botanicas, estes sdo passiveisetie denominados como polifloral,
com contribuicdo de varias espécies botanicas, téu neesmo de algum polen
predominante, desde que a espécie presente enosdSicao apresente valor acima
de 45% para a mesma. O mel de Santa Catarina afmes®3,14%, enquanto o mel
proveniente do estado do Parana apresentou 57d 4%l deApis mellifera do estado
do Rio Grande do Sul apresentou 69,07% de polespicie.
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CONCLUSAO

Os méis analisados nesse trabalho apresentararealm conformidade com o
estabelecido pelas legislacbes brasileira e intevnal quanto ao teor
hidroximetilfurfural, condutividade elétrica, cirmgdmenos a amostra SP) e acUcares
redutores, do qual apresentou trés amostras (SE, BE)) em ndo conformidade. Os
meéis SC e RSj apresentaram a coloracdo clara, sei8d® o que apresentou o menor
valor de cinzas. O comportamento reologico dos rB¢ls PR e RSa foram melhor
representados pelo modelo de Ostwald-de-Waelleyagig os méis SC e RSj pelo
modelo de Herschel-Bulkley, sendo que o mel PR g d&fsentaram apresentaram
tendéncia ao comportamento Newtoniano a 30 °C, oseportando como fluidos
pseudoplasticos conforme aumentava a temperatusa, demais apresentaram
comportamento pseudoplastico em todas as tempasatumalisadas. Os méis de PR,
SC, RSa apresentaram predominéancia da florad4 dalcis Thunb. conforme anélise
melissopalinoldgica, podendo receber a denominde&unéis monoflorais dél. dulcis

Thunberg.
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CONCLUSOES FINAIS

Pseudofrutos deél. dulcis Thunb. podem fornecer uma alta ingestdo de fibras
sollveis, como também interessante valores de a@u, Ca e Mn) na fase madura,
propicio ao consumim natura.

Apesar de contribuir com um baixo teor de lipideosya composicao em acidos
graxos insaturados (monoinsaturados + poliinsat®a@redominou sobre os acidos
graxos saturados.

O estudo revelou que pseudofrutosHiealulcis Thunb. s&o ricos em compostos
fendlicos e apresenta alta atividade antioxidaptiecipalmente nas fases iniciais de
desenvolvimento, valorizando-o na utilizacdo mampla pela industria de alimentos e
pela populacdo em geral, como fonte de fitoquimlmiositivos promotores da saude
humana.

O conteudo de acidos organicos mostrou-se elevadmi as etapas iniciais de
desenvovimento, principalmente quanto aos acidoficond& citrico, porém, nao
correlacionados com o aumento da acidez totalatiahl nos periodos finais de
maturacdo, 0 que sugere que outros compostos rastejacionados, como o acido
galacturénico, favorecido a partir da solubilizagas pectinas.

O extrato obtido dos pseudofrutos He dulcis Thunb. revelou auséncia de
citotoxicidade e efeito inibitério sobre as linhedulares MCF7 (adenocarcinoma de
mama), HelLa (carcinoma cervical), HCT15 (carcinatoac6lon) e HepG2 (carcinoma
hepatocelular) para os pedunculos colhidos nossieseas de desenvolvimento.

A polpa dos pesudofrutos ¢tovenia dulcis Thunb. quando atinge a maturidade,
apresenta comportamento ndo-Newtoniano pseudauastonforme o modelo de
Ostwald-de-Waelle que melhor o descreveu, propoacido resultados inéditos que
podem auxiliar na definicdo e escolha de equipamsergara sua transformacdo na
induUstria de alimentos.

Para as amostras de cinco diferentes méis, a pdotiestudo reoldgico,
demonstrou que em quase sua totalidade, estaseatae@sn comportamento
pseudoplastico, conforme aumentava a temperatura.

Dentre as cinco amostras de méis comerciais adaisapenas trés puderam

receber a denominacéo de méis monofloraid.diilcis Thunberg.



96

REFERENCIAS

ABREU, R.M.V.; FERREIRA, I|.C.F.R.; CALHELHA, R.C,LIMA, R.T,;
VASCONCELOS, M.H.; ADEGA, F.; CHAVES, R.; QUEIROZ2W.J.R.P. Anti-
hepatocellular carcinoma activity using human Hep®s and hepatotoxicity of 6-
substituted methyl 3-aminothieno[3,2-b]pyridine&4moxylate derivatives: In vitro
evaluation, cell cycle analysis and QSAR studiEsropean Journal of Medicinal
Chemistry, v. 46, p. 5800-5806, 2011.

ALMEIDA, J.R.; VALSECHI, O. Guia de composicdo de frutas. Piracicaba
ESALQ, Instituto Zimotécnico, 1966.

ALVAREZ-JUBETE, L.; WIINGAARD, H.; ARENDT, E.K.; GALAGHER, E.

Polyphenol composition and in vitro antioxidant ity of amaranth, quinoa
buckwheat, and wheat as affected by sprouting akihg. Food Chemistry, v.119,

n.2, p. 770-778, 2010.

ANKLAM, E. A review of the analytical methods to tdemine the geographical and
botanical origin of honeyrood Chemistry.v.63, p.549-562, 1998.

ANTHON, G.E.; SEKINE, Y.; WATANABE, N. Thermal indiwation of pectin
methylesterase, polygalacturonase, and peroxidasdomato juice.Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.50, p.6153 6159, 2002.

APAK, R.; GUCLU, K.; OZYUREK, M.; KARADEMIR, S. ENovel total antioxidant
capacity index for dietary polyphenols and vitamisand E, using their cupric iron
reducing capability in the presence of neocupro@ePRAC methodJournal of
Agricultural and Food Chemistry, v.52, p.7970-7981, 2004.

ARELLA, F.; DEBORDE, J.B.; LAHELY, S.; BOURGIGNONI.B.; HASSELMANN,
C. Liquid chromatographic determination of vitamii&l and B2 in foods. A
collaborative studyi-ood Chemistry, v.56, p.81-86, 1996.

AUGUSTIN, A.; UNNITHAN, V.K.G. An attempt on matily of cashew apple.
Indian Cashew Journal, v. 14, p. 9-11, 1981.

AWIKA, J.M.; ROONEY, LW.; WU, X.; PRIOR, R.L.; CISEROS-ZEVALLOS, L.
Screening methods to measure antioxidant activityooghum Sorghum bicolor) and
sorghum productsJournal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n. 23, p.
6657-6662, 2003.



97

AYAZ, F.A.; KUCUKISLAMOGLU, M.; REUNANEN, M. Sugar,non-volatile and
phenolic acids composition of strawberry tréebltus unedo L. var. ellipsoidea) fruits.
Journal of Food Compos. Analysis v.13, p.171-177, 2000.

BALASUNDRAM, N.; SUNDRAM, K.; SAMMAN, S. Phenolic ampounds in plants
and agri-industrial by-products: antioxidant adtiyioccurrence, and potential uses.
Food Chemistry, v.99, n.1, p.191-203, 2006.

BAMPI, M.; BICUDO, M.O.P.; FONTOURA, P.S.G.; RIBANIR.H. Composicdo
centesimal do fruto, extrato concentrado e da liarida uva-do-japadiéncia Rural,
40, 11, 2361-2367, 2010.

BARROS, L.; BAPTISTA, P.; CORREIA, D.M.; CASAL, S.OLIVEIRA, B,
FERREIRA, I.C.F.R. Fatty acid and sugar compos#jamnd nutritional value of five
wild edible mushrooms from Northeast Portugaod Chemistry, v. 105, p. 140-145,
2007.

BARROS, L., CORREIA, D.M.; FERREIRA, I.C.F.R.; BARITA, P,
SANTOSBUELGA; C. Optimization of the determination of tgaherols inAgaricus
sp. edible mushrooms by a normal phase liquid chtographic methodFood
Chemistry, v. 110, p. 1046-1050, 2008.

BARTH, O.M. Melissopalynology in Brazil: a reviewf pollen analysis of honeys,
propolis and pollen loads of be&zientia Agricola.v. 61, p. 342-350, 2004.

BIRDS, R. B; STEWART, W. E; LIGHTFOOT, E. Nlransport Phenomena.New
York: Wiley, 1960.

BLAGOSKLONNY, M.V. Molecular theory of cance€ancer Biol Ther., v.4, p. 621-
627, 2005.

BOGDANOV, S.; LULLMANN, C.; MARTIN, P.; VON DER OHE W,
RUSSMANN, H.; VORWOHL, G.; ODDO, L.P.; SABATINI, &.; MARCAZZAN,
G. L.; PIRO, R.; FLAMINI, C.; MORLOT, M.; LHERITIER J.; BORNECK, R.;
MARIOLEAS, P.; TSIGURI, A.; KERKVLIET, J.; ORTIZA,A.; IVANOV, T,
DARCY, B.; MOSSEL, B.; VIT, P. Honey quality anchternational regulatory
standards: review by the International honey corsimis Bee Word, v. 80, p. 61-69,
1999.

BONOLI, M.; VERARDO, V.; MARCONI, E.; CABONI, M. FAntioxidant phenols in
barley Hordeum wulgare L.) flour: comparative spectrophotometric study oz
extraction methods of free and bound phenolic camgs.Journal of Agricultural
and Food Chemistry,v. 52, p. 5195-5200, 2004.



98

BRADY, C. J. Fruit ripeningAnnual Revien of Plant Physiologyv. 38, p. 155-178,
1987.

BRASIL. (1998). Portaria n.27 SVS/MS, de 13 de jamele 1998. A Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do MS aprova o Regulamento niax referente a Informacéao
Nutricional complementabiario Oficial da Unido, 1998 16 jan (11-E):1; Secao 1.

BRASIL. (2000). Ministério da Agricultura, PecudgaAbastecimento. Defesa Animal.
LegislacBes. Regulamento técnico de identidade adidade do mellegislacdo de
Produtos Apicolas e Derivadosinstru¢do Normativa n. 11, de 20 de outubro de 2000

BRENNA, O.V.; CEPPI, E.L.M.; GIOVANELLI, G. Antioxant capacity of some
caramel-containing soft drinkBood Chemistry, v. 115, p. 119-123, 2009.

CAMPOS, G.; DELLA-MODESTA, R. C.; SILVA, T. J. PBAPTISTA, K. E;
GOMIDES, M. F.; GODOY, R.L. Classificacdo do mel d¢oral ou mel de melato.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentqs23, 1-5, 2003.

CARMINATTI, A.F. Contribuicdo ao estudo da germiéiagda espécielovenia dulcis
Thun. (uva-do-japao). In: CONGRESSO FLORESTAL ESTAML, 7., 1992, Nova
Prata.Anais. Santa Maria: Universidade Federal de Santa Ma2ap.861- 881, 1992.

CARETTO, S.; NISI, R.; PARADISO, A.; DE GARA, L. Topherol production in
plant cell culturesMol. Nutr. Food Res,v. 54, p. 726730, 2010.

CAROCHO, M.; FERREIRA, I.C.F.R. A review on antidants, prooxidants and
related controversy: Natural and synthetic compsundcreening and analysis
methodologies and future perspectivEsod Chemistry Toxicology v.51, p.15-25,

2013.

CARROL, D.E.; MARCY, J.E. Chemical and physical sgas during maturation of
Muscadine graped/tis rotundifolia). American Journal of Enology and Viticulture,
v.33, n.3, p.168-172, 1982.

CARVALHO, P.E.R. Ecologia, silvicultura e usos deatdo-japao Klovenia dulcis
Thunberg).Circular Técnica EMBRAPA, Colombo: EMBRAPA Florestas, p. 24-65,
1994.

CHARM, S. E. The nature of role of fluid consistgni food engineering applications
advanceFood Researchv. 11, p. 356-361, 1962.

CHEFTEL, J.C.; CHEFTEL, Hintroduccion a la bioquimica y tecnologia de los
alimentos (3 ed.) Zaragoza: Acribia, 1999.



99

CHITARRA, M.L.LF.; CHITARRA, A.B.Poés-colheita de frutos e hortalicasfisiologia
e manuseio 2. ed. rev. e ampl. Lavras: UFLA, 2005.

CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION. Revised Codex Standard for Honey
Codex Stan 12 — 1981, 2. Rev., 2001.

COLODEL, E.M.; LORETTI, A.P.; CRUZ C.E.F,; DRIEMER, D.
Polioencefalomalacia em caprinos associada a égestHovenia dulcis (“Uva-do-
Japao”). Boletim 18, aboratério Regional de Diagnéstico Pelotas, p.35-42, 1998.

CONSTENLA, D. T.; LOZANO, J. E.; CRAPISTE, G. H. @imo physics Properties of
Clarified Apple Juice as a Function of Concentratemd Temperaturelournal of
Food Sciencev. 54, p. 663-668, 1989.

C0OzzO0, D. Resultados de las plantaciones florestais Hovenia dulcis en la region
Argentina subtropical y hiumeda de MissioReszista Florestal Argenting v.4, n.4,
p.107-117, 1960.

CRANE, E.O livro do mel. Trad. Astrid Kleinert Giovannini. 22 Ed. Sao Pauiml.
Nobel, 226p, 1985.

DUTHIE, G.G. Lipid peroxidationEuropean Journal of Clinical Nutrition, v. 47, p.
759764, 1993.

ELISIA, I.; HU, C.; POPOVICH, D.G.; KITTS, D.D. Amixidant assessment of an
anthocyanin-enriched blackberry extrd&bod Chemistry, v. 101, p. 1052-1058, 2007.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. (1986)Centro
Nacional de Pesquisa de Florestas, Curitiba,Z8Reamento ecoldgico para plantios
florestais no Estado do ParanaBrasilia: EMBRAPA-DDT, 1986. 89p. p.43-44.
(EMBRAPA-CNPFlorestas. Documentos, 17).

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. (1988)Centro
Nacional de Pesquisa de Florestas, Curitiba,Z8Reamento ecolégico para plantios
florestais no estado de Santa CatarinaCuritiba: EMBRAPA-CNPFlorestas, 1988.
113p. p.52-53. (EMBRAPA-CNPFlorestas. Documentads$, 2

EVREINOFF, V. A. Notes sumiHovenia dulcis Thunberg.Journal d'Agriculture
Tropicale et de Botanique Appliquéen. 6/7, p. 487-490, 1958.

FELSNER, M.L.; CANO, C.B.; BRUNS, R.E.; WATANABE, .Nl.; ALMEIDA-
MURADIN, L.B.; MATOS, J.R. Characterization of mdiaral honeys by ash contents



100

trough a hierarchical desigdournal of Food Composition and Analysisv. 17, p.
737-747, 2004.

FENNEMA, O.R.Food Chemistry. 3 ed.New York: Marcel Dekkan, 1996. 1067p.

FERREIRA, G.M.; QUEIROZ, A.J.M.; CONCEICAO, R.S.;ASPARETTO, C.A.
Efeito da temperatura no comportamento reoldgice palpas de caju e goiaba.
Ciéncias Exatas e Naturaisv. 4, p. 176-184, 2002.

FINKEL, T.; HOLBROOK, N.J. Oxidants, oxidative st#eand the biology of ageing.
Nature, v. 480, p. 239-47, 2000.

FRIZZO, S.M.B.; SILVA, M.C.M.; BOAS, E.R.V. Balancanalitico da madeira de
Hovenia dulcis Thunb., proveniente de um povoamento da EstacaeriExental de
Silvicultura de Boca do Monte - Santa Maria - Rica@le do SulSilvicultura, S&o
Paulo, v. 8, n. 28, p. 799-801, 1983.

GIUSTI, M.; WROLSTAD, R. Radish anthocyanin extrasta natural red colorant for
maraschino cherriedournal of Food Sciencev. 61, p. 688-694, 1996.

GUIMARAES, R.; BARROS L.; DUENAS, M.; CALHELHA, R.C CARVALHO,
A.M.; SANTOS-BUELGA, C.; QUEIROZ, R.P.M.J.; FERRENR I.C.F.R. Infusion
and decoction of wild German chamomile: Bioactiwalyd characterization of organic
acids and phenolic compound®od Chemistry, v. 136, p. 947-954, 2013.

HAMBURGER, M.; HOSTETTMANN, K. Bioactivity in plarst the link between
phytochemistry and medicinBhytochemistry. v. 30, p. 3864-3874, 1991.

HASSIMOTTO, N.M.A.; GENOVESE, M.l.; LAJOLO, F.M. Aroxidant activity of
dietary fruits, vegetables, and commercial frozent fpulps.Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v.53, n.8, p.2928-2935, 2005.

HEALD, S.V. Rhamnaceae. In: N. Smith; S.A. Mori; Aenderson; D.W. Stevenson;
S.V. Heald (eds.).Flowering Plants of the Neotropics New Jersey, Princeton
University Press, p.323-324, 2004.

HENLEY, K.; BENAKSAS, E.J; BOLLI, R.; COMP, P.; GRAMAS, P,
HAMDHEYDARI, L.; MOU, S.; PYE, Q.N.; STODDARD, M.E.WALLIS, G,
WILLIAMSON, K.S.; WEST, M.; WECHTER, W.J.; FLOYD, R. New perspectives
on vitamin E: gamma-tocopherol and carboxyelthyloygichroman metabolites in
biology and medicine-ree Radical Biology & Medicing v. 36, p. 1-15, 2004.



101

HENRIKSSON, E.; KJELLEN, E.; WAHLBERG, P.; WENNERB&, J;
KJELLSTROM, J.H. Differences in estimatesof cisjplahduced cell kill in vitro
between colorimetric and cell count/colony assays. Vitro Cellular &
Developmental Biology - Animal v. 42, p. 320-323, 2006.

HOLDSWORTH, S. D. Applicability of rheological moldeto the interpretation of flow
and processing behavior of fluid food produdisurnal of Texture Studies v.2, n.4,
1971.

HOUGHTON, P.; FANG, R.; TECHATANAWAT, I.; STEVENTONG.; HYLANDS,
P.J.; LEE, C.C. The sulphorhodamide (SRB) assayo#imel aproaches to testing plant
extracts and derived compounds for activities eelab reputed anti cancer actitivy.
Methods. v. 42, p. 377-387, 2007.

HORWITZ, W., LATIMER, G. W. Official methods of analysis of AOAC
international (18th ed.). Gaithersburg: EUA, 2005.

HU; C., KITTS; D.D. Evaluation of antioxidant adti of epigallocatechin gallate in
biphasic model systems in vitrglol. Cell Biochem, v. 218, p. 147-155, 2001.

HUANG, D.; OU, B.; PRIOR, R.L. The chemistry behiadtioxidante capacity assays.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.53, p.1841-1856, 2005.

HUSSAIN, R.A.; LIN, Y.M.; POVEDA, L.J.; BORDAS, E.,CHUNG, B.S;
PEZZUTO, J.M.; SOEJARTO, D.D.; KINGHORN, A.D. Pla¢rived sweeting
agents: Saccharide and polyol constituents of sosmeet-tasting plants.J.
Ethnopharmacol. v.28, p.103-115, 1990.

ITOO, S.; AIBA, M.; ISHIHATA, K. Comparison of asdoic acid content in acerola
fruit from different production region depend orgoke of maturity, and it's stability by
processingNipon Shokuhim Kogyo Gakkaishij v.37, p.726-729, 1990.

KAYA, A.; SOZER, N. (2005).Rheological behavior sfour pomegranate juice
concentrates Runica granatum L). International Journal of Food Science and
Technology, v. 40, p. 223-227, 2005.

KAUR, C.; KAPOOR, H. C. Antioxidants in fruits angegetables — the millennium’s
health. International Journal of Food Science and Technolog v. 36, p. 703-725,
2001.

KINUPP, V.F.; LORENZI, HPlantas alimenticias ndo-convencionais no Brasijuia
de identificacdo, aspectos nutricionais e receitastradas. S&o Paulo. Instituto
Plantarum de Estudos da Flora. 2014. 768p.



102

KOLLER, G. L.; ALEXANDER III, J. H. The raisin tree it's use hardiness and size.
Arnoldia, v. 39, p. 7-15, 1979.

KUBOLA, J.; SIRIAMORNPUN, S.; MEESO, N. Phytocherals, vitamin C and sugar
content of Thai wild fruitsFood Chemistry, v. 126, p. 972-981, 2011

LAGO, E.S.; GOMES, E.; SILVA, R. Producédo de geléie jambolédo Syzygium
cumini Lamarck): processamento, parametros fisico - quisne avaliacdo sensorial.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentqsv.26, n.4, p.847-852, 2006.

LAI, L.S.; CHOU, S.T.; CHAO, W.W. Studies on thetiaxidative activities of hsian-
tsao (Mesona procumbens Hemsl) leaf gum.Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.49, p.963-968, 2001.

LEE, Y.A.; CAHE, H.J.; MOON, H.Y. Effect oHovenia dulcis Thunberg var. koreana
Nakai fruits extracts on glucose, lipid metabolismd antioxidant activities in
streptozotocin induced diabetic rat.Exp. Biomed. Scij, v. 11, p. 533-538, 2005.

LIM, T. K. Hovenia dulcis. Edible Medicinal and Non-Medicnal Plants.p.568-577,
2013.

LESTER, G.E.; LEWERS, K.S.; MEDINA, M.B.; SAFTNERR.A. Comparative
analysis of strawberry total phenolics via FasteBBB vs. Folin—Ciocalteu: Assay
interference by ascorbic acidburnal Food Composition Analysis 27, 102-107, 2012.

LOPEZ-BUCIO, J.; NIETO-JACOBO, M.F.; RAMIREZ-RODRI®EZ, V.

HERRERA-ESTRELLA, L. Organic acid metabolismo inapls: from adaptive
physiology to transgenic varieties for cultivationextreme soilsPlant Science v.160,

p.1-13, 2000.

LOUVEAUX, J.; MAURIZIO, A.; VORWOHL, G.Methods os Melissopalinology.
Bee World, v. 59, p. 139-157, 1978.

MAIEVES, H.A.; RIBANI, R. H. Reconhecimento de exglares deHovenia dulcis
Thunberg, na arborizagdo urbana de Curitiba -FRista da Sociedade Brasileira de
Arborizagéo Urbana, v. 8, n. 1, p. 17-26, 2013.

MAIEVES, H.A.; RIBANI, R.H.; MORALES-GOMEZ, P.; SARHEZ-MATA, M.C.
Evolution of the nutritional composition éfovenia dulcis Thunb. pseudofruits through
maturation processruits Journal, 2015a. In press.

MAIEVES, H.A.; LOPEZ-FROILAN, R.; GOMEZ, P.M.; PERERODRIGUEZ,
M.L.; RIBANI, R.H.;, CAMARA, M.; SANCHEZ-MATA, M.C. Antioxidant



103

phytochemicals ofHovenia dulcis Thunb. peduncles in different maturity stages.
Journal of Functional Foods 2015b. In press.

MAHAN, L. K.; ESCOTT-STUM, S.Krause: Alimentos, Nutricdo e Dietoterapia
12ed. S&o Paulo: Elsevier; 2010.

MALAQUIAS, F.S.; CARVALHO, T.M.; OLIVEIRA, E.F.; PELICCIONE, V.L.B;
GIANFALDONI, M.G.; FIGUEIREDO, M.R; HENRIQUES M.G.MD; ROSAS, E.C;
VIANA, V.R.C.; ALBARELLO, N.; FIGUEIREDO, S.F.L. Awvidade antiinflamatéria
de Cleome spinosa e Hovenia dulcis cultivadasin situ e in vitro. In; Resumos da XXI|
Reunido Anual sobre Evolugdo, Sistematica e EcolegMicromoleculares Rio de
Janeiro, UFF; p.09, 2000.

MANACH, C.; SCALBERT, A, MORAND, C.; REMESY, C.; IMENEZ, L.
Polyphenols: food sources and bioavailabilitumerican Journal of Clinical
Nutrition , Bethesda, v.79, n. 5, p.727-747, 2004.

MANUGISTICS GROUP Statgraphics Plus Version 5.1 for Windows. 2001.

MARTINEZ-VALVERDE, I.; PERIAGO, M.J.; ROS, G. Sigicado nutricional de los
compuestos fenolicos de la dietach. Latinoam. Nutr., v.50, n.1, p.5-18, 2000.

MATSUZAKI, T.; HARA, Y. Antioxidative activity of ta leaf catechinsNippon
Nogei Kagaku Kaishi v. 59, p. 129-134, 1984.

MAURIZIO, A.; LOUVEAUX, J. Pollens de plantes melliferes d’EuropeParis:
INRA., 148p.; 1965.

MEDINA, M.B. Determination of the total phenolica juices and super fruits by a
novel chemical methodournal of Funtional Foods v. 3, p. 79 -87, 2011.

MILANI, J.E.F. Comportamento Fenolégico de Espécies Arbdéreas em um
Fragmento de Floresta Ombrofila Mista Aluvial — Araucéaria-PR. Dissertacao
(mestrado) - Universidade Federal do Parana, Set@iéncias Agrarias, Programa de
Pé6s-Graduagdo em Engenharia Florestal. 2013. 100f.

MOON, Y.J.; WANG, X.; MORRIS, M.E. Dietary flavonds: Effects on xenobiotic
and carcinogen metabolisfoxicology in vitro, v.20, p.187-210, 2006.

MORGANO, M.A.; MARTINS, M.C.T.;, RABONATO, L.C.; MIANI, R.F;
YOTSUYANAGI, K.; RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. A comprehensive investitian of
the mineral composition of brazilian bee pollenogaphic and seasonal variations and
contribution to human dief.. Braz. Chem. Sog.v. 23, p. 727-736, 2012.



104

MORALES, P.; FERREIRA, I.C.; CARVALHO, A.M.; FERNANEZ-RUIZ, V.;
SANCHEZ-MATA, M.C.; CAMARA, M.; MORALES, R.; TARDIQ J. Wild edible
fruits as a potential source of phytochemicals wdbacity to inhibit lipid peroxidation.
Eur J Lipid Sci., v. 115, n. 2, p. 176-185, 2013.

ODDY, W.H.; DE KLERK, N.H.; KENDALL, G.E.; MIHRSHAH; S., PEAT; J.K.
Ratio of omege to omegeB fatty acids and childhood asthmia.Asthma, v. 41, p.
319-326, 2004.

OSBORNE, D.R.; VOOGT, PAnalisis de los nutrientes de los alimentoZaragoza:
Acribia, 1986.

PADOVANI, R.M.; AMAYA-FARFAN, J.; COLUGNATI, F.A.B; DOMENE, S.M.A.
Dietary reference intakes: aplicabilidade das &dem estudos nutricionai®evista de
Nutricdo, v. 19; p. 741-760, 2006.

PALMER, J.; VENKATESWARAN, V.; FLESHNER, N.E.; KLOZ, L.H.; COX,
M.E. The impact of diet and micronutrient suppletsemn the expression of
neuroendocrine markers in murine Lady transgerostpte Prostate, v.68, p.345-353,
2008.

PELEGRINE, D.H.; SILVA, S.C.; GASPARETTO, C.A. RHegical Behavior of
Pineapple and Mango PulgsNT —Food Science and Technologw. 35, p. 645-648,
2002.

PENUELAS, J.; SARDANS, J.; OGAYA, R.; ESTIARTE, Mlutrient stoichiometric
relations and biogeochemical niche in coexistingnplspecies: Effect of simulated
climate changeRolish Journal of Ecology v.56, p.613-622, 2008.

PERRON, N.R.; BRUMAGHIM, J.L. A Review of the Ankmant Mechanisms of
Polyphenol Compounds Related to Iron Bindi@gll Biochemistry and Biophysics
v.53, n.2, p.75-100, 2009.

PIRANI, J.R.; CORTOPASI-LAURINO, MFlores e abelhas em S3o Paul&ao
Paulo: EDUSP, p. 17-30, 1993.

PRICE, K.R.; PROSSER, T.; RICHETIN, A.M.F.; RHODHS,J.C. A comparison of
the flavonol content and composition in desserpkomy and cider-making apples:
distribution within the fruit and effect of juicingrood Chemistry, v. 66, p. 489-494,
1999.

PRIOR, R. L.; XIANLI, W.; SCHAICH, K. Standardizetdethods for determination of
antioxidant capacity and phenolics in foods andtadye supplementsJournal of
Agricultural and Food Chemistry, v.53, p.4290-4302, 2005.



105

PULIDO, R.; BRAVO, L.; SAURA-CALIXTO, F. Antioxidanh activity of dietary
polyphenols as determined by a modified ferric oaglg/antioxidant power assay.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 48, p. 3396-3402, 2000.

RAMFUL, D.; BAHORUN, T.; BOURDON, E.; TARNUS, E.; RUOMA, O.l.
Bioactive phenolics and antioxidant propensity laivédo extracts of mauritian citrus
fruits: Potential prophylactic ingredients for fuional foods applicationToxicology,
v.278, p.75-87, 2010.

RAO, M. A. Rheology of liquid foods - a revie@ournal of Texture Studies p. 135-
168, 1977.

RAO, M.A.; ANANTHESWARAM, R.C. Rheology of fluidsni food processing-ood
Technology, v.36, n.2, p.116-26, 1982.

RAO, M.A.; TATTIYAKUL J., Granule size and rheolamil behavior of heated tapioca
starch dispersion€arbohydr. Polym., v.38, p.123-132, 1999.

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA,.AYANG, M.; RICE-
EVANS, C. Antioxidant activity applying an improvedBTS radical cation
decolorization assa¥ree Radical Biology and Medicinev. 26, p. 1231-1237, 1999.

REYNERTSON, K.A.; YANG, H.; JIANG, B.; BASILE, M.J.KENNELY, E.J.
Quantitative analysis of antiradical phenolics d¢ibnents from fourteen edible
Myrtaceae fruitsFood Chemistry, v.109, p.883-890, 2008.

RIGATTO, P.A.; PEREIRA, J.C.D.; MATTOS, P.P.; SCHAA, E.G. Caracteristicas
Fisicas, Quimicas e Anatdmicas da Madeiréldeenia dulcis. Comunicado Técnica —
Embrapa Florestas - Colombo - PR, novembro - 2001.

ROCHA, W.S.; LOPES, R.M.; SILVA, D.B.; VIEIRA, R.FSILVA, J.P.; AGOSTINI-
COSTA, T.S. Compostos fendlicos totais e taninasdeasados em frutas nativas do
cerradoRevista Brasileira de Fruticultura, v. 33, p. 1215-1221, 2011.

RUIZ-RODRIGUEZ, B.M.; MORALES, P.; FERNANDEZ-RUIZY.; SANCHEZ-
MATA, M;C.; CAMARA, M.; DIEZ-MARQUES, C.; PARDO-DESANTAYANA,

M.; MOLINA, M.; TARDIO, J. Valorization of wild stawberry-tree fruits Arbutus
unedo L.) through nutritional assessment and naturatipcion dataFood Research
International , v. 44, n. 5, p. 1244-1253, 2011.

RYALL, A.L.; LIPTON, W.J. Handling, transportation and storage of fruits and
vegetables2" ed. Westport: Avi., v. 1, 587 p., 1979.



106

RYAN, P.R.; DELHAIZE, E.; JONES, D. Function and chanism of organic anion
exudation in maizeAnnual Review of Plant Physiology and Plant Molecar
Biology, v. 52, p. 527-560, 2001.

SANCHEZ-MATA, M.C.; PENUELA-TERUEL, M.J.; CAMARA-HIRTADO, M.;
DIEZ-MARQUES, C.; TORIJA-ISASA, M.E. Determinatiomf mono-, di- and
oligosaccharides in legumes, by HPLC, using an arbionded silica columrlournal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 46, p. 3648-3652, 1998.

SANCHEZ-MATA, M.C.; CABRERA LOERA, R.D.; MORALES, PFERNANDEZ-
RUIZ, V.; CAMARA, M.; DIEZ MARQUES, C.; TARDIO, JWild vegetables of the
Mediterranean area as valuable sources of bioactwepoundsGenetic Resources
and Crop Evolution, v.59, p.431-443, 2012.

SANCHO, M.T.; MUNIATEGUI, S.; HUIDOBRO, J.F.; LOZAN J.S. Aging of
honey.Journal of Agriculturl and Food Chemistry, v.40, p. 134-138, 1992.

SCHERER, R.; RYBKA, A. C. P.; GODOQY, H. Determinacdo simultanea dos acidos
organicos tartarico, malico, ascoérbico e citrico patpas de acerola, acai e caju e
avaliacdo da estabilidade em sucos de €juimica Nova v.31, p.1137-1140, 2008.

SCHROETER, H.; BOYD, C.; SPENCER, J.P.E.; WILLIAMB,J.; CADENAS, E.;
RICE-EVANS, C. MAPK signaling in neurodegeneratiamfiluences of flavonoids and
of nitric oxide.Neurobiol. Aging, v. 23, p. 861-880, 2002.

SIMOPOULOS, A.P. The importance of the ratio of gaé/omega3 essential fatty
acids.Biomed Pharmacothet v. 56, p. 365-379, 2002.

SIRIWOHARN, T.; WROLSTAD, R.E.; FINN, C.E.; PEREIRAC.B. Influence of
cultivar, maturity, and sampling on blackberriRubus L. Hybrids) anthocyanins,
polyphenolics, and antioxidant propertie§ournal of Agriculture and Food

Chemistry, v.52, n.26, p.8021-8030, 2004.

SHARMA, S.K.; MULVANEY, S.J.; RIZVI, S.S.H.Food processing engineering
theory and laboratory experiments. United States of America: Wiley-Interscience,
2000.

SHERMAN, P.Industrial rheology. Academic Press, London: 1999.

SHIRASAWA, Y.Common trees of JapanTokyo: Kohdansha, 1983. 397p.



107

SELLE, G.L.; FLEIG, F.D.; VUADEN, E.; ALBERNARD, IA.J; BRAZ, E.M. indices
de Sitios parddovenia dulcis Thunberg na regido central do estado do Rio Grdode
Sul, Brasil.Ciéncia Florestal v. 19, n. 4, p. 407-423, 2009.

SOUCI, S. W.; FACHMANN, W.; KRAUT, H.Food Composition and Nutrition
Tables. MedPharm Scientific Publishers, 2008.

SOUSA, A.; MALHEIRO, R.; CASAL, S.; BENTO, A.; PERREA, J.A. Antioxidant
activity and phenolic composition of cv. Cobrancaslaves affected through the
maturation processournal of Functional Foods v. 11, p. 20-29, 2014.

STEFFE, J.F.Rheological Methods in Food Process Engineering2nd edition.
EastLansing -Freeman Press. 1996. 412p.

SUN, J.; CHU, Y.F.; WU, X.; LIU, R.H. Antioxidantna antiproliferative activities of
common fruits Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.50, n.25, p.7449-
7454, 2002.

SUTTISRI, R.; LEE, l.; KINGHORN, A.D. Plant-derivedriterpenoid sweetness
inhibitorsJournal Ethnopharmacology. v. 47, n. 1, pp. 9-26, 1995.

SIEBER, O.M.; HEINIMANN, K.; TOMLINSON, I.P.M. Genuic instability — the
engine of tumorigenesislature Rev. v. 3, p. 701-708, 2003.

SWALLOW, K. W.; LOW, N. H.; Analysis and quantitati of the carbohydrates in
honey using high-performance liquid chromatograghyAgric. Food Chem, v. 38, p.
1828-1832, 1990.

TABILO-MUNIZAGA, G; BARBOSA-CANOVAS, G. V. Rheologyfor the food
industryJournal of Food Engineering v. 67, p. 147-156, 2005.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Metabolitos Secundarios e deferegetal. Irfrisiologia vegetal
Traducao: Eliane Romanato Santamdral. — 3ed. Porto Alegre: Artmed, 2004.

TRUMBO, P.; SCHLICKER, S.; YATES, A.A.; POOS, M. &ary reference intakes
for energy, carbohydrate, fiber, fat, fatty acidbplesterol, protein and amino acids.
Journal of the American Dietetic Associationv.102, p.1621-1630, 2002.

UNIAO EUROPEIA.Regulation (EU). No 1169/2011 of the European Parliament and
of the council of 25 October 2011 on the provisadrfood information to consumers,
2011.

VAZQUEZ-ODERIZ, M.; VAZQUEZ BLANCO, M.E.; LOPEZ HERANDEZ, J.;
SIMAL LOZANO, J.: ROMERO-RODRIGUEZ, M.A. Simultanas determination of



108

organic acids and vitamin C in green beans by digchromatographyJournal of
AOAC International , v. 77, p. 1056-1059, 1994.

WARD, O.P.; SINGH, A. Omega/6 Fatty acids: Alternative sources of production.
Process Biochemistryv. 40, p. 3627-3652, 2005.

WHO. World Health Organization Study Group. Nutrition and the prevention of
chronic diseases, p. 30-39, 1990.

WILLS, R.B.H.; WIDJANARKO, S.B. Changes in prysiglp, composition and
sensory characteristics of Australian papaya duripgrning. Australian Journal os
Experimental Agriculture, v. 35, p. 1173-1176, 1995.

WINKEL-SHIRLEY, B. Flavonoid Biosynthesis.A ColotfuModel for Genetics,
Biochemistry, Cell Biology, and Biotechnologylant Physiology v. 126, p. 485-493,
2001.

XIANG, J.; ZHU, W.; HAN, J.; LI, Z.; GE, H.; LIN, DAnalysis of organic acids in
Chinese raisin treeHpvenia dulcis) peduncle and their changes in liquid fermentation
processFood Science and Biotechnology. 12, n. 4, p. 1119-1127, 2012.

XU, B.J.; DENG, Y.Q.; SUNG, C.K. Advances in Stuglien Bioactivity ofHovenia
dulcis. Agric. Chem. Biotechnol v. 47, n. 1, p. 1-5. 2004.

YOSHIKAWA, M.; MURAKAMI, T.; UEDA, T.; YOSHIZUMI, S.; NINOMIYA, K.;
MURAKAMI, N.; MATSUDA, H.; SAITO, M.; FUJIl, W.; TANAKA, T,
YAMAHARA, J. Bioactive constituents of Chinese natlimedicines. Ill. Absolute
stereostructures of new dihydroflavonols, hovesitinl and Ill, isolated from hoveniae
semen seu fructus, the seed and fruit Hivenia dulcis Thunb. (Rhamnaceae):
inhibitory effect on alcohol-induced muscular redlign and hepaprotective activity.
Yakugaku Zasshi v. 117, pp. 108-118, 1997.

ZHOU, Y.; NEWMAN, C.; XIE, Z.; MACDONALD, D.W. Pedncles elicit large-
mammal endozoochory in a dry-fruited plafitnals of botany, v. 112, p. 85-93, 2013.



