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RESUMO

PINTO, Juliana Tensol, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2017.
Elaboracao e potencial terapéutico do fermentado alcodlico dos pseudofrutos de
Hovenia dulcis Thumb. Orientador: Jos¢ Humberto de Queiroz. Coorientador: Disney
Ribeiro Dias.

Hovenia dulcis, mais conhecida popularmente por uva-do-japdo ou pau-doce, ocorre
naturalmente na China, Japao e Coréia e estd presente no Brasil, especialmente no sul
do pais, sendo comum na arborizacdo urbana. Os pseudofrutos de H. dulcis possuem
propriedades subexploradas para fins alimentares, apesar das suas agraddveis

caracteristicas sensoriais e beneficios terapéuticos. O objetivo deste estudo foi a
elaboragdo e caracterizacdo quimica e sensorial do fermentado alcodlico de H. dulcis,
elaborado utilizando cepa selecionada de Saccharomyces cerevisiae (CCMA 0200),
além da avaliacdo da atividade antioxidante e antitumoral in vitro da bebida. O teor de
etanol foi de 12,9 °GL e o de agticares totais 3,57g / L. Foi caracterizado o perfil de
acidos orgéanicos, acgucares e alcodis por HPLC-DAD. A dihidromiricetina, um
importante flavonoide, foi identificada e quantificada (75,17 mg / L) por HPLC-DAD e
UPLC-MS/MS. Através da andlise por GC-MS, foram identificados 39 compostos,
incluindo metabdlitos com potencial terapéutico como eugenol, geraniol, salicilatos e
trans-farnesol. A anélise sensorial revelou uma boa aceitagio, na qual 64,0% dos provadores
indicaram gostar muito ou extremamente da bebida, na impressdo global, um resultado positivo,
principalmente por se tratar de um fermentado alcodlico seco (teor de acticares inferior a 5g/L).
O fermentado elaborado apresentou alto teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante quando comparada a outras frutas e bebidas (metodologia do DPPH e
ABTS). Finalmente, a avaliagdo do potencial antitumoral do fermentado revelou
significativa redug@o da viabilidade celular das células tumorais HepG?2 (até 88,28%),
superior a encontrada para o vinho comercial de igual teor alcodlico. Foi possivel inferir
que para essa acdo houve sinergismo entre a dihidromiricetina e outras moléculas
bioativas presentes no fermentado de H. dulcis. Esses resultados reforcam o interesse
nas propriedades nutrac€uticas e funcionais desta bebida e abrem perspectivas para a
realizacdo de mais estudos sobre o potencial da utilizacdo dessa matéria prima, para fins

alimenticios, valorizando o pseudofruto, ainda subutilizado no Brasil.
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ABSTRACT

PINTO, Juliana Tensol, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Elaboration and therapeutic potential of the alcoholic fermented beverage of
Hovenia dulcis Thumb. pseudofruits. Adviser: Jos¢ Humberto de Queiroz. Co-
adviser: Disney Ribeiro Dias.

Hovenia dulcis, popularly known as “uva-do-japdo”, occurs naturally in China, Japan
and Korea and is present in Brazil, especially in the south of the country, being common
in urban afforestation. H. dulcis pseudofruits have underexploited properties for food,
despite their pleasant sensory characteristics and therapeutic benefits. The aim of this
study was the preparation and chemical and sensorial characterization of the alcoholic
fermented beverage of H. dulcis, using a selected strain from Saccharomyces cerevisiae
(CCMA 0200), in addition to the evaluation of the antioxidant and antitumor activity in
vitro of the beverage. The ethanol content was 12.9 °GL and the total sugars were 3.57 g
/ L. The profile of organic acids, sugars and alcohols by HPLC-DAD was characterized.
Dihydromyricetin, an important flavonoid, was identified and quantified (75.17 mg /L)
by HPLC-DAD and UPLC-MS / MS. Through GC-MS analysis, 39 compounds were
identified, including metabolites with therapeutic potential such as eugenol, geraniol,
salicylates and trans-farnesol. The sensorial analysis showed a good acceptance, in
which 64.0% of the tasters indicated that they liked or like very much the beverage, in
the overall impression, a positive result, mainly because it was a dry alcoholic
fermentation (less than 5 g / L of sugar content). The fermented elaborated contains
high content of phenolic compounds and antioxidant activity when compared to other
fruits and beverages (DPPH and ABTS methodology). Finally, the evaluation of the
antitumor potential of the fermented shows a significant reduction in the cell viability of
HepG2 tumor cells (up to 88.28%), higher than that found for commercial wine, with
the same alcohol content. It was possible to infer that for this action there was
synergism between dihydromyricetin and other bioactive molecules present in the H.
dulcis fermented. These results reinforce the interest in the nutraceutical and functional
properties of this beverage and open perspectives for further studies on the potential of
the use of this raw material for food purposes, valuing the pseudofruit, still

underutilized in Brazil.



INTRODUCAO GERAL

A espécie Hovenia dulcis (Thunberg) é origindria do leste da Asia, com
distribuicao principalmente na China, Japdo, Coréia e dreas do Himalaia, e foi
introduzida no Brasil possivelmente em 1987, pelo Centro Nacional de Pesquisa de
Florestas da  Empresa  Brasileira de Pesquisa em  Agropecudria
(CNPFlorestassEMBRAPA). Apresenta-se na forma de arvore caducifélia, comumente
com 10 m a 15 m de altura e 20 cm a 40 cm de DAP (didmetro a altura do peito),
podendo atingir 25 m de altura no sul do Brasil. O fruto da uva-do-japao consiste em
uma pequena cdpsula globosa seca com 2 a 4 sementes, presa a um pedinculo carnoso
cor de canela (pseudofruto) com sabor doce agradavel. (Carvalho, 1994).

Fora da drea de ocorréncia natural, a espécie € encontrada no sudeste da Asia,
desde o Nepal até a India, no norte da Argentina e no Paraguai. No Brasil, faz-se
presente em muitas matas do sul do Brasil, além de pr6ximo a terrenos baldios e
proximidades das habitacdes, formando por vezes agrupamentos. A espécie € conhecida
vulgarmente por banana-do-japdo, bananinha-do-japdo, uva-japonesa, caju-japonés,
cajueiro-japonés, chico-magro, passa-do-japao, passa-japonesa, paudoce, uva-da-china,
uva japao. (Carvalho,1994).

Em paises como China, Japao e Taiwan, os pseudofrutos de H. dulcis sdo
tradicionalmente utilizados na elaboracdo de produtos alimenticios (Hyun et al., 2010),
mas no Brasil, apesar de ser uma espécie bem adaptada e facilmente encontrada,
especialmente no sul do pais, seus pseudofrutos sdo ainda pouco descritos na literatura
ou utilizados pela populagdo.

J4 foram descritas diversas acOes farmacoldgicas para a espécie H. dulcis, tal
como agdo hepatoprotetora e detoxificante alcodlica (Guo et al., 2015; Liu et al., 2006;
Xiong 2012), antioxidante (Li et al., 2005; Liu et al., 2015; Wang et al., 2012), anti-
adipogénica (Kim et al., 2014), anti-inflamatéria (Wang et al., 2013; Lim et al., 2015) e
antitumoral (Lee et al., 1999; Park & Chang, 2007).

Os pseudofrutos de H. dulcis, apesar de possuirem caracteristicas sensoriais
agradaveis, t€m suas propriedades pouco exploradas para fins alimenticios (Bampi et
al., 2010). A utilizacao de frutas para elaboracdo de bebidas alcodlicas € uma forma de
aproveitamento com o intuito de evitar o desperdicio quando ndo se tem um consumo
imediato, também agregando valor as bebidas regionais. (Asquieri, Silva & Candido,

2009).



De modo geral, qualquer fruto, vegetal ou seus derivados que contenham &gua,
acucares e nutrientes para as leveduras, podem ser utilizados como matéria-prima para a
producdo de bebidas alcodlicas fermentadas (Martinelli Filho, 1983). Nesse contexto, os
pseudofrutos da H. dulcis, conhecidos como uva-do-japao, apresentam teor de agicares
redutores elevado (12,57 g.lOOg'l), teor superior ao de aguicares nao redutores (6,89 g.
100g™), segundo Bampi et al., (2010).

A preparagdo de um fermentado alcodlico de H. dulcis como produto final ainda
nio foi descrita na literatura cientifica. Adicionalmente, o crescente interesse nas
propriedades funcionais da planta e de seus compostos isolados abre perspectivas para a
valorizagdo dessa matéria-prima e de sua utilizagcdo na elaboracdo de produtos

alimenticios.
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CAPITULO 1

Hovenia dulcis Thumb.: Caracteristicas, beneficios terapéuticos e potencial

na elaboracao de bebida fermentada

1. Hovenia dulcis Thumb.

1.1. Aspectos botanicos, silviculturais e usos.

A espécie Hovenia dulcis Thunberg pertence a famiilia Rhamnaceae, familia
botanica de plantas angiospérmicas de distribuicdo cosmopolita, mas comumente
encontradas em zonas tropicais e subtropicais. Essa familia possui 58 géneros e
aproximadamente 900 espécies (Lima, 2006).

Bao-jun et al. (2004), em artigo de revisdo sobre as bioatividades de Hovenia
dulcis, consideram que o género Hovenia possui trés espécies: Hovenia dulcis, Hovenia
acerba e Hovenia trichocarpa. e duas variagdes para a espécie Hovenia dulcis: Hovenia
dulcis var. tomentella Makino e Hovenia dulcis var. koreana Nakai.

De acordo, no entanto, com o banco de dados TROPICOS (2013), o género
Hovenia possui nove diferentes espécies catalogadas. A espécie H. dulcis fica assim

dividida:

e H. dulcis Thunberg (sindonimos: H. dulcis var. glabra Makino e H.
dulcis var. latifolia Nakai).
e H. dulcis var. tomentella Makino

Sendo as outras oito espécies do género Hovenia:

e H. acerba Lind

e H. inaequalis (sindnimos: H. acerba var. acerba, H. dulcis var. acerba,
H. parviflora, Ziziphus esquitolii);

e H. trichocarpa

e H. fulvotomentosa (sindbnimos: H. trichocarpa var. fulvotomentosa, H.
trichocarpa var. trichocarpa)

e H. tomentosa

e H. robusta (sindbnimos: H. trichocarpa var. robusta);

o H. merrilliana;



e H. kiukiangensis (sindbnimos: H. acerba var. kiukiangensis).

A espécie H. dulcis (Thunberg) é origindria do leste da Asia, com distribuicio
principalmente na China, Japao, Coréia e dreas do Himalaia (Figura 1), e foi introduzida
no Brasil possivelmente em 1987, quando o Centro Nacional de Pesquisa de Florestas
da Empresa Brasileira de Pesquisa em Agropecudria (CNPFlorestassEMBRAPA)
recebeu, da Academia Chinesa de Florestas, sementes de Hovenia dulcis de duas
localidades da Republica Popular da China para fins ornamentais e de reflorestamento
(Carvalho, 1994).

Fora da drea de ocorréncia natural, a espécie encontra-se em estado espontineo
ou cultivada no sudeste da Asia, desde o Nepal até a India, no norte da Argentina e no
Paraguai. No Brasil, a espécie é conhecida vulgarmente por banana-do-japao (Santa
Catarina); bananinha-do-japao (Rio de Janeiro); uva-japonesa, caju-japonés, cajueiro-
japonés, chico-magro (Sdo Paulo); passa-do-japdo, passa-japonesa, paudoce (Minas
Gerais), uva-da-china, uva Japao (Parand). No sul do Brasil, ela é largamente difundida
pelo cultivo, de forma isolada ou em pequenos talhdes. Faz-se presente em muitas matas
do sul do Brasil, na Floresta Ombrofila Mista Montana (Floresta com Araucaria), como
nos municipios de Colombo-PR e Irati-PR, e na Floresta Estacional Semidecidual, como

em Fénix-PR (Carvalho, 1994).

Figura 1- A: Arvore adulta de H. dulcis; B: Frutos de H. dulcis.

Esta espécie possui regeneracio natural intensa e tem crescimento espontineo e

agressivo, desenvolvendo-se tanto no interior quanto na borda das florestas



(Lindenmaier, 2008). Sua multiplicagdo por sementes e a frutificacdo consistente
explicam a grande capacidade de dispersdo, além de ser uma espécie bastante ristica e
de rapido crescimento (Lorenzi et al., 2003). Além disso, seus frutos s@o consumidos
por pessoas e animais, contribuindo ainda mais para dispersao das sementes da espécie
(Rosa et al., 2008).

A uva-do-japao apresenta grande plasticidade, crescendo em solos compactos,
rasos e pedregosos, desde arenosos até argilosos, excluindo-se aqueles excessivamente
umidos e de baixa fertilidade quimica (Carvalho, 1994).

Na bacia do Rio Uruguai, nos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, e
no sudoeste do Parand, sdo comuns pequenos plantios de uva-do-japao, em propriedades
agricolas, implantados por mudas ou, eventualmente, por semeadura a lanco no terreno
(Carvalho, 1994). Segundo o mesmo autor, a H. dulcis, além de frutifera, apresenta boas
perspectivas como madeira, possuindo caracteristicas fisico-mecanicas similares as do
louro-pardo (Cordia trichotoma), sendo que a industria madeireira e moveleira da
regido de Caxias do Sul — RS ja vem executando plantios em pequena escala, obtendo
bons resultados.

A espécie vegetal possui madeira com excelentes caracteristicas para o uso
industrial, em mdveis, pisos, paredes e armacdes, € no meio rural, na forma de moirdes,
além de possuir bom poder calorifico para ser consumida como energia. Outras partes
da arvore também podem ser utilizadas, como a folhagem e os frutos, na alimentagcdo
bovina e com fins apicolas (Selle et al., 1993). A espécie também ¢ utilizada para
complementar a alimentacdo de suinos e aves (Bampi et al., 2010).

Seus frutos apresentam-se por uma pequena cdpsula globosa seca de 6 a 7 mm
de diametro, contendo 2 a 4 sementes, presa ao pedinculo cor de canela (pseudofrutos),
que se torna espessado ao madurar, com sabor doce (Figura 1). Esses sdo carnosos,
suculentos e saborosos, tendo a polpa aroma de péra, sendo geralmente chamado "fruto"
(Carvalho, 1994). Conforme isolamento quimico realizado por Yoshikawa et al. (1993),
as substancias S-(+)-lavandulol e geraniol, encontradas na H. dulcis, caracterizam a
fragrancia floral da espécie.

Os unicos dados encontrados sobre produgdo dessa espécie sdo os descritos por
Carvalho (1994), em que na Argentina, a uva-do-japdo apresentou producgdo
volumétrica de até 20 m>/ha por ano, em sitios com boa fertilidade quimica, enquanto

. . . ‘. . . Z 3
no Brasil, seu crescimento € bastante varidvel, atingindo até 30 m”/ha por ano.



Segundo Selle et al. (2010) a densidade adequada para o manejo dessa espécie é
entre 340 a 460 arvores/ha. Castro et al. (2005), citaram a importancia medicinal da
espécie e a necessidade de produg¢do de novas mudas com o objetivo de preservagdo.
Assim, caracterizaram os pseudofrutos, sementes e plantulas obtidas a partir de
germinagdo in vivo e in vitro, concluindo que as plantas provenientes de germinacio in
vitro possuem caracteristicas morfoldgicas semelhantes aquelas germinadas in vivo,
apresentando maior desenvolvimento do sistema radicular e do epicétilo e maior
nimero de folhas, aos 60 dias da semeadura, apresentado alternativa vidvel para
producdo de mudas.

Jeong et al. (2009) definiram um protocolo para propagacdao de mudas de H.
dulcis obtendo clones “true-to-type” da planta mae doadora. Analises das plantulas
regeneradas utilizando a técnica RAPD (“random amplified polymorphic DNA”)

confirmaram a estabilidade genética das mesmas.

1.2. Uso tradicional da H. dulcis

H. dulcis € utilizada como ingrediente alimentar em paises asidticos, incluindo
Taiwan e Coréia do Sul (Chau & Wu, 2006). Tradicionalmente, os frutos e as folhas
secas tém sido usados como chds, bebidas e outros produtos alimentares (Choi & Park,
2005; Park et al., 20006).

Na China, Japao e Coréia, extratos de H. dulcis sao processados na forma de
comprimidos, pos, liquidos ou granulos e utilizadas como suplementos dietéticos, mas
apesar da vasta aplicacio e conhecimento dos beneficios terapéuticos na Asia ha mais
de um milénio, a H. dulcis ndo é comumente utilizada nos paises ocidentais para fins
medicinais (Hyun et al., 2010). Os pseudofrutos sdo também utilizados como matéria-
prima de refrigerantes na China e “mel” no Brasil (Leite et al., 2000).

Outros produtos alimentares funcionais em que se utilizaram os pseudofrutos de
H. dulcis ja foram descritos, como vinagre com agdo hepatoprotetora (Xiang et al,
2012), bebida contendo extrato dos pseudofrutos de H. dulcis com acdo detoxificante
alcodlica (Park et al, 2006) e molho de soja contendo pseudofrutos de H. dulcis, com

atividade antioxidante (Won et al, 2012; Jung et al., 2012).

1.3. Aspectos nutricionais



De acordo com estudo de Maieves et al. (2015), as fibras, e os minerais calcio,
manganés e cobre sdo as contribuicdes nutricionais mais relevantes nos pedinculos
maduros de H. dulcis, sendo um bom meio para melhorar a qualidade nutricional das
dietas modernas.

Segundo Jeong & Shim (1999), os minerais majoritirios encontrados nos
pedinculos de H. dulcis foram o potdssio, cédlcio, magnésio, sddio e manganés, nessa
ordem, e o teor de vitamina C foi de 3,8 mg. 100g™". Dentre os aminoécidos, a prolina
foi predominante (751,78 mg.100g™).

Jia et al. (2005) identificaram 19 compostos dcidos nos pseudofrutos de H.
dulcis, sendo 9 deles, 4dcidos polihidricos e 10 dcidos graxos, incluindo o 4cido linoléico
e o linolénico. O 4cido malico foi o mais abundante (22,88%).

Segundo Bampi et al. (2010), o teor de agucares redutores representou a maior
parcela dos acucares totais da uva-do-japao (16,28%). A glicose, frutose e sacarose
foram quantificados em 6,57%, 6,15% e 3,65%, respectivamente. O teor de fibra
alimentar foi de 6,97%, classificando o pseudofruto como “fonte de fibras”, de acordo
com legislacdo brasileira que estabelece limite superior a 3g 100g-1 (BRASIL, 1998).

A presenca de acucares redutores (frutose e glicose) € um fator de qualidade na
aceitacdo do fruto in natura ou processado (Lago et al., 2006). O uso da frutose na
alimentacdo humana, em comparagdo a glicose e a sacarose, resulta em efeito glicémico
reduzido, assim, o fruto da uva-do-japdo pode ser empregado com vantagem em
alimentos para fins especiais. A andlise sensorial indicou um indice de aceitabilidade de

82% o para um extrato concentrado obtido da uva-do-japao. (Bampi et al, 2010).

1.4. Fitoquimica de H. dulcis

Diversos metabdlitos secunddrios vém sendo isolados e descritos para a espécie
H. dulcis. A Figura 2 agrupa os principais compostos fenodlicos ja identificados na

planta.
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Figura 2- Compostos fendlicos descritos para a espécie H. dulcis

1.5. Flavonoide Dihidromiricetina

Dentre os

compostos acima indicados, a (+)-ampelopsina ou (+)-

dihidromiricetina (DHM: composto 1, Figura 2), ¢ um importante marcador quimico da

espécie H. dulcis e vem sendo vastamente estudado, ji sendo atribuidas diversas

atividades farmacoldgicas a essa molécula (Tabela 3).

Tabela 3- Atividades farmacoldgicas da dihidromiricetina (DHM)

Acgdes

farmacoldgicas

Descrigao Referéncia

Anti-inflamatoéria

Reducdo da producdo de mediadores pré- | Kou & Chen,
inflamatérias, IL-6 TNF-a, pelo bloqueio da | 2012; Chen et
via PI3K / Akt / NF-B; reducdo dos niveis | al, 2015; Qi et
séricos de TNF- a (fator de necrose tumoral), | al., 2012; Hou
fator CK 18 (citoqueratina-18), e fator de | et al, 2015.

crescimento de fibroblastos (FGF21); inibi¢ao
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da via de sinalizacdo interligada ROS / Akt
IKK / NF-kB; supressdo dos niveis de citocinas

pré-inflamatérias, fator de necrose tumoral-a

(TNF-a), interleucina-1p (IL-1B), e
interleucina-6 (IL-6) e aumento dos niveis da
citocina anti-inflamatdria IL-10 em
camundongos.

Hepatoprotetora

Reduc¢do de lesdao hepdtica aguda induzida por
CCly (via JNK); reducdo do acimulo de lipidos
induzido por 4cido oléico em células hepaticas
(LO2 e HepG?2) por inibi¢do da lipogénese e do
estresse oxidativo; supressdo do aumento
enzimatico da lactato desidrogenase, aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e

tocoferol em modelo de lesdo hepatica induzida

por d-galactosamina em ratos.

Xie et al, 2015;
Xie et al,
2016;

Murakami et

al, 2004.

Antitumoral

Inducdo da apoptose celular pela reducdo na
producdo de ROS (via TGF-B / sinalizacio
Smad3) em carcinoma hepatocelular em ratos
(células Hepal-6); Inducdo da apoptose celular
em carcinoma hepatocelular humano (HepG2);
Reducdo do acimulo de ROS, essencial a
func¢do celular tumoral; Aumento na eficicia do
antitumoral nedaplatina e reducdo da sua
citotoxicidade para as células normais de
figado, in vitro; ativagdo da via apoptotica
dependente de p53 e inducdo de morte celular
quando administrado em combinacdo com
cisplatina, sem toxicidade as células normais
do figado; inibicdo da melanogénese por meio
de propriedades antioxidantes e regulacdo de
quinase (PKA e PKO);

proteinas efeito

citotoxico seletivo contra cé€lulas tumorais de

Liu et al, 2014;
Wu et al, 2013;
Jiang et al,
2015; Zhang et
al, 2014,
Huang et al,
2016; Kao et
al., 2016.
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pulmido NSCLC (A549 e H1975), através da

induc¢do de apoptose.

Efeitos vasculares

Protecdo das células endoteliais (HUVECS)
contra danos oxidativos, efeito mediado por
vias apoptéticas mitocondriais; regulagdo
negativa da expressio de mRNA para fator
natriurético atrial e P-miosina, redu¢do nos
niveis de MDA, e aumento da atividade da
SOD

em modelo de hipertrofia de

cardiomidcitos em ratos.

Hou et al,
2015b; Meng
et al, 2015

O efeito antitumoral da dihidromiricetina vem sendo vastamente explorado, ja

havendo mecanismos de acdo elucidados para tal acdo farmacoldgica (Figuras 3 e 4).

----- P Tentative Stimulatory Modification
> Stimulato
= Inhibitory Modification

)
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/
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Figura 3- Via da apoptose celular induzida por DHM em células HepG2. DHM induz a

apoptose das células HepG2 através da ativacdao de Cit ¢, Caspase-9 e PARP; Além

disso, a produgdao de ROS diminuiu, aumentando a apoptose. Fonte: Liu et al., 2014.
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Figura 4- Mecanismo molecular da regressdo do crescimento de células tumorais
hepéticas tratadas com dihidromiricetina (DHM). A expressdao de Akt é reduzida por
DHM, reduzindo a fosforilagdo da proteina Bad, o que resulta em apoptose das células
tumorais. Além disso, a expressdo aumentada de pS3 (via reducdo da expressdo do fator
inibitério MDM2) ativa a transcri¢do génica para P21 e BAK, o que também culmina

em apoptose e regressio tumoral (Zhang et al., 2014).
Outro mecanismo de agdo ja elucidado para a DHM refere-se a sua ag¢do na

regeneracdo hepdtica, frente a lesdo provocada por tetracloreto de carbono (CCly),

conforme esquematizado na Figura 5.
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Figura 5- DHM atenua a hepatotoxicidade pela inibicdo da expressio de TNF -a
através da via de sinalizacdo JNK. O efeito da DHM ¢é mediado pela inibi¢do de vias
apoptoticas, incluindo a reducdo na liberagdo de citocromo ¢ mitocondrial e redugdo

significativa na atividade das caspases 3, 6, 8 € 9 no tecido hepdtico (Xie et al, 2015).

Finalmente, o estudo de Hou et al. (2015), apontou a DHM como um agente
terapéutico para doencas inflamatoérias, mostrando que a molécula suprimiu os niveis de
citocinas pro-inflamatérias, bem como aumentou os niveis das citocinas anti-
inflamatérias em modelo de ratos tratados com lipopolissacarido (LPS), conforme

mecanismo de acdo esquematizado na Figura 6.
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Figura 6- DHM suprimiu a fosforilagdo de NF-kappa B (NF-kB) e IkxBa, bem como a
fosforilagdao da p38 e JNK. (Hou et al., 2015).

Sendo crescente o interesse no flavondide DHM, estudos surgiram no intuito de
extrair e purificar essa substancia a partir de plantas (Du et al., 2002; Li et al., 2008;
Zhang et al.,2016)

Yoo et al. (2006) desenvolveram um novo método de pré-purificacdo para a
producdo de (+) - dihidromiricetina a partir dos pseudofrutos de Hovenia dulcis. O
procedimento simples e eficiente envolveu extracdo aquosa da biomassa, parti¢cao
sintético, seguido de método

liquido-liquido e tratamento com adsorvente

cromatogréfico, atingindo rendimento de 71,8%, e grau de pureza superior a 50,0%.

2. ACOES TERAPEUTICAS DESCRITAS PARA A ESPECIE H. dulcis
Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos também t€m revelado promissor
potencial bioativo para a espécie H. dulcis Thunberg de modo geral, conforme descrito

na Tabela 4

Tabela 4- Estudos farmacolégicos sobre a espécie H. dulcis

ESTUDOS FARMACOLOGICOS
PARTE DESCRICAO DA ACAO REFEREN-
ATIVIDADE UTILIZADA CIAS
TERAPEUTICA
Hipoglicémica, Extratos Redu¢do da concentracdo de | Jeong-sang et
antidiabetogénica alcodlicos das | glicose plasmaética, recuperacdao de | al., 2005; Ji
folhas e | ilhotas de Langerhans; reducdo da | et al., 2002;
pseudofrutos glicose , triglicérides e colesterol | Lee et al.,
total em microssoma 2005.
de tecido hepético
Detoxificante Extratos Elevacdo da atividade de ADH, de | Chen et al.,
alcodlico/ alcodlicos/ ALDH e GST; Reducdo da |2006; Fang et
hepatoprotetor fracdes e | concentracdo de dlcool no sangue; | al., 2007;
produtos inibicdo do relaxamento muscular | Hase et al.,
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derivados

pseudofrutos

dos

induzido por etanol; Redugdo dos
niveis de AST e
ALT plasmaticos

1997; Ji et
al., 2001; Na
et al., 2003;
Okuma et al.,
1995; Xu et
al., 2003;
Yoshikawa et
al., 1997; Du
et al., 2010;
Whang et al.,
2012; Xiang,
2012;
Guo et

et al.
al.,
2015; Liu et
al., 2006;
Xiong 2012.

Antioxidante

Extratos
fracoes

pseudofrutos

(&

de

Neutralizacdo dos radicais livres

DPPH', ABTS™, OH’, Oy

Li et
2005; Liu et
2015;
Whang et al.,
2012

al.,

al.,

Atividade

anti-

adipogénica e anti-

fadiga

Extratos
aquosos

pseudofrutos

de

Redu¢do do acimulo lipidico
durante a adipogénese em células
3T3L-1. Supressdo dos fatores de
transcrigdo, PPARy e C / EBPao,
bem como de aP2, resistina e
adiponectina; Redu¢do dos niveis

séricos de hormoOnios do estresse,

cortisol e (ACTH), em ratos
expostos a  atividade fisica
(natacdo), reducdo de ROS e

TBARS, além de aumento da

atividade de superéxido dismutase

Kim et al.,
2014; Na et

al., 2013
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(SOD) hepética.

Antiinflamatoria;
imunoestimulatoéria;

anti-histaminica

Extratos

pseudofrutos

dos

Efeitos  anti-inflamatérios, via
inibicao de kappa-f3; estimulagdo da
proliferacaio  de  esplendcitos,
aumento da fagocitose e producio
de oOxido nitrico; ativacdo de
mastdcitos mediada por IgE, em

anafilaxia cutaneas em ratos

Park et al.,
2016; Wang
et al.,, 2013;

Lim et al.,

2015

Acdo contra

osteoporose

Ativagdo da via Wnt / b-catenina,
aumentando a massa 0ssea em ratas
ovariectomizadas;  inibicdo  da
deterioragdo da microarquitetura
trabecular, reducdo dos nimeros de
linfécitos T e células dendriticas, e
inibicdo  significativamente  a

diferenciacao de osteoclastos

Cha et al,
2015; Hwang
et al., 2015

Atenuacdo de dano

Atenuacdo do dano vascular

Guo et al.,

vascular endotelial e hepdtico em ratos por | 2005
acdo da Miricetina isolada de H.
dulcis
Antitumoral Pseudofrutos e | Inibicilo do  crescimento das | Lee et al.,
folhas linhagens celulares tumorais | 1999; Park &
Hep3B e MCF7; inibicio do | Chang, 2007

crescimento de HepG2 (célula

tumoral) sem efeito citotoxico
sobre células normais de figado

humano.
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Conforme apresentado na Tabela 4, a maioria dos estudos concentra-se na
elucidacdo dos efeitos hepatoprotetor e detoxificante alcodlico da H. dulcis. Assim, essa

categoria de estudos farmacoldgicos esta detalhada no item 2.1.2.

2.1. Potencial hepatoprotetor e detoxificante alcodlico

2.1.1. Matabolismo hepatico do etanol

Muitos dos efeitos metabdlicos toxicos do dlcool no figado tém sido associados
com o seu metabolismo nesse 6rgdo. O etanol é prontamente absorvido no trato
gastrointestinal. Apenas 2% a 10% da fracdo absorvida € eliminada através dos rins e
pulmdes; o restante € oxidado, principalmente no figado. Esta especificidade do 6rgao
na metabolizacdo do etanol pode resultar num deslocamento de até 90% de substratos
metabdlicos normais do figado, o que provavelmente explica os desequilibrios
metabolicos notdveis no figado gerados pela degradacdo do etanol (Shelmet et al.,
1988).

O élcool pode ser metabolizado através de trés vias hepdticas distintas (Figura
7), e em todas elas o etanol é reduzido a acetaldeido, um metabdlito téxico. As trés vias
sdo0: sua degradacao pela catalase nos peroxissomos; pela enzima aldeido desidrogenase
(ADH) citosdlica e por enzimas do citocromo P-450 (CYP2E1).

E aceito hd muitos anos que a catalase, localizada nos peroxissomos, pode
metabolizar o etanol (Keilin & Hartree, 1945), mas atualmente sabe-se que, exceto em
circunstancias incomuns, esta € uma via de menor importancia (Lieber, 2005).

Na década de 60, uma nova via microssomal de metabolismo do etanol foi
descoberta e nomeada MEOS (Sistema Microssomal de Oxida¢do do Etanol). Tal via
desempenha um papel significativo na patologia relacionada com dlcool, através do
aumento da producdo do metabolito téxico acetaldeido, a geracdo concomitante de
radicais livres e a inducgdo transversal de outras enzimas microssomais, especialmente

no citocromo P-450 (Lieber, 2005).

19



PEROXISSOMOS MITOCONDRIA

ACETATO -

CITOSOL

<= Circulation >

v CULO ENDOPLASMATICO

1 ROS
‘2 NADH/NAD*
© Acetato

Figura 7- Vias de metabolizacdo hepdtica do etanol. Zakhari (2013).

No entanto, a via principal de metabolizacdo do dlcool € a degradacdo pela
enzima ADH citosélica. Na oxidacdo do etanol mediada por essa enzima, o acetaldeido
€ produzido e o hidrogénio resultante transferido para o dinucleétideo de nicotinamida e
adenina (NAD"), que é convertido a sua forma reduzida (NADH) (Fig. 6). O acetaldeido
formado novamente perde hidrogénio e € metabolizado em acetato, o qual em grande
parte € liberado na corrente sanguinea. Como resultado liquido, a oxidacdo do etanol
gera um excesso de equivalentes redutores no figado, principalmente NADH, fato que
estd envolvido na hepatotoxicidade do dlcool. (Lieber et al., 1959). O aumento na
relagio NADH/NAD" também resulta em alteragdes no metabolismo de carboidratos
(Krebs et al. 1969), na morte celular (Ying et al. 2002), e na permeabilidade
mitocondrial (Zoratti e Szabo, 1995).

O estresse oxidativo é uma caracteristica do mecanismo de hepatotoxicidade do
etanol que também contribui para a progressio de danos no figado através da sua
associacdo com reacdes imunes e inflamatdrias (Albano, 2002; Shinde et al, 2012;
Vidali et al., 2008). O excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) induz reagdes de
peroxidacdo lipidica que desencadeiam processos degenerativos que afetam as
membranas celulares (Albano, 2006; Ishii et al, 1997; Wu e Cederbaum, 2009);

Além disso, o metabolismo do etanol causa um decréscimo seletivo da enzima

Glutationa mitocondrial (mtGSH) o que torna as organelas mais susceptiveis aos danos
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oxidativos (Fernandez-Checa & Kaplowitz, 2005). Coerentemente, a administracdo de
antioxidantes previne a peroxidacdo lipidica e previne a inflamacdo em ratos apds
ingestao de dlcool (Nanji, 2004).

Nesse contexto, a utilizagdo de elementos antioxidantes pode apresentar
resultados benéficos na reversdo do estresse oxidativo gerado na metabolizacdo do
alcool. Estudos cientificos ja relataram o potencial antioxidante de H. dulcis e seus
constituintes (Fang et al., 2007; Zhang et al.,2003). O estudo de Wang et al. (2012), que
atribuiu significante efeito hepatoprotetor ao extrato dos pseudofrutos de H. dulcis,

aponta o potencial antioxidante da espécie como provavel mecanismo de agdo.

2.1.2. Potencial hepatoprotetor e detoxificante alcodlico de H. dulcis

Ha vérios estudos que comprovam atividade de H. dulcis como hepatoprotetor e
detoxificante alcodlico. Okuma et al. (1995) trabalharam com fracdes do extrato de H.
dulcis e encontraram que uma das fragdes, denominada Fr G, na dose de 0,5 g/kg,
quando administrada cinco minutos antes da ingestdo alcodlica em ratos, promoveu
decréscimo de 40 e 37% nos niveis plasmaticos de dlcool e acetaldeido,
respectivamente. O extrato etandlico seco, na dose de 0,125g/kg de peso corporal,
administrado em adultos vinte minutos antes da ingestdo alcodlica, diminuiu a
concentracdo alcodlica e acetaldeidica presente na saliva e a concentragdo alcoodlica
expiratdria foi reduzida em cinco dos oito homens do estudo.

Yoshikawa et al. (1997) encontraram atividade inibitéria do efeito relaxante
muscular induzido por dlcool e atividade protetora de lesdes hepdticas induzidas por D-
2aIN/LPS (galactosamina/lipopolissacarideo) ou CCly (tetracloreto de carbono), em
ratos, na fracdo metandlica de Hoveniae Semen Seu Fructus, um produto comercial
chinés e japonés a base de frutos com sementes e folhas de H. dulcis. Do produto
também isolaram e determinaram a estrutura de trés novos flavonéides, denominados
hovenitinas I, II e III e quatro j4 conhecidos, os isdmeros miricetina e dihidromiricetina
(Figura 2), laricetrina e (+)-gallocatequina. As substincias hovenitina 1 e
dihidromiricetina, principais componentes, demonstraram atividade inibitéria do efeito
relaxante muscular induzido por dlcool. Somente hovenitina I demonstrou atividade
protetora de lesdes hepéticas induzidas.

Um flavondide ativo, o hovenodulinol (composto 3, Figura 2), extraido da fracao

butandlica do extrato hidroalcodlico dos pseudofrutos de H. dulcis, foi patenteado. O
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processo de obten¢ao desse composto, sua utilizacdo no alivio dos sintomas do excesso
alcodlico e como agente detoxificante alcodlico também foram registrados pela
comprovacgdo da atividade através de experimentos com ratos € humanos (LEE et al.,
2002).

Chen et al. (2006) observaram reducdo significativa da concentracdo alcodlica
plasmatica nas primeiras trés horas apos tratamento com o extrato aquoso de H. dulcis
em camundongos. Além disso, o tratamento aumentou a atividade da enzima &lcool
desidrogenase (ADH) no figado, concluindo que o tratamento estimula o metabolismo
alcoolico.

Na et al. (2003) patentearam uma composi¢ao farmacéutica (alimento funcional)
contendo a fragdo insolivel do extrato alcodlico dos frutos de H. dulcis e um
polissacarideo isolado da fragdo como um potente hepatoprotetor e ativo contra os
sintomas do excesso alcodlico. Kim (2005) patenteou uma composi¢do contendo extrato
de H. dulcis, extrato de Lindera obtusiloba e outra contendo o extrato de mistura das
duas plantas como ingredientes ativos contra hepatotoxicidade e para melhoramento da
funcdo hepatica e renal.

Xu et al. (2003) avaliaram a atividade de fragdes dos extratos de varias partes da
H. dulcis sob a inibicdo enzimatica in vitro das enzimas éalcool desidrogenase (ADH) e
aldeido desidrogenase (ALDH). Os resultados indicaram que a fragdo butandlica dos
frutos, a fracdo acetato de etila do caule e o extrato aquoso das folhas, apresentaram
elevacdo na atividade de ADH e de ALDH.

Fang et al. (2007) comprovaram a atividade protetora do extrato alcodlico dos
frutos de H. dulcis contra hepatite cronica, induzida por CClsy. O extrato foi
administrado em camundongos oralmente, na doses de 0,5 e 1,0 mg/kg. O extrato
promoveu reducdo da atividade de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotranferase (ALT), atenuou a formac¢do de metaloproteinases da matriz celular-I
(MMP-I) e a expressio do RNAm de MMP-III, inibiu a peroxidacdo lipidica,
diminuindo os niveis de malondialdeido e hidroxiprolina em respectivamente 80% e
73% para a dose de 0,5 g/lkg e 78% e 74% para a dose de 1,0 g/kg. O tratamento
diminuiu também a formagdo de fibrose hepdtica, verificada por andlise histolégica do
figado dos camundongos. Foram encontradas, no mesmo estudo, altas taxas de
compostos fendlicos. Verificaram também elevada atividade antioxidante utilizando o
método do DPPH e a relacionaram aos compostos fendlicos presentes no extrato,

principalmente aos flavonoides.
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Hase et al. (1997) encontraram atividade hepatoprotetora dos frutos de H. dulcis,
sendo que o extrato metandlico mostrou significativa atividade hepatoprotetora contra
toxicidade induzida por CCls em ratos, chamada inducdo quimica, e por D-GalN/LPS
em camundongos, chamada indu¢do imunoldgica. Os animais foram tratados com 100
mg/kg do extrato, duas vezes na semana, por uma semana antes da inducdo de
toxicidade hepatica. A dihidromiricetina foi isolada do extrato metandlico, podendo ter
relacdo com a atividade encontrada.

Ren-bo et al. (2007) descreveram o isolamento e elucidacdo de componentes
presentes nas fragdes, a partir de uma preparacdo elaborada do caule de H. dulcis e
verificaram o efeito citoprotetor contra toxicidade induzida por ter-butil hidroperéxido
(+-BHP) em hepatdcitos primdrios de ratos. Isolaram os compostos fendlicos: floretina,
5-(4-dihidroxifenil)-y- valerolactona, (-)-epiafzelechina e maesopsina. A floretina foi
hepatoprotetora contra toxidade induzida por tacrina em células derivadas de figado
humano (HepG2) e também reduziu a citotoxicidade induzida por +-BHP em hepatdcitos
primdrios de ratos, reduzindo os niveis de lactato desidrogenase e aspartato
aminotransferase.

Estudos mais recentes continuam apontando para o potencial hepatoproteror e
detoxificante alcodlico de H. dulcis. No estudo de Du et al. (2010) foi avaliado o efeito
hepatoproteror de extrato de H. dulcis frente a inducdo de les@o hepdtica por dlcool e
verificaram, além de reducdo dos niveis séricos de Aspartato aminotransferase (AST) e
Alanina aminotransferase (ALT), o aumento nas atividades das enzimas antioxidantes
superdxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST), e a glutationa (GSH), e da
Aldeido desidrogenase (ALDH), enzima chave no metabolismo do élcool.

Wang et al. (2012) avaliaram o efeito de polissacarideos extraidos dos
pedunculos de H. dulcis na hepatoprotegdo em camundongos com dano hepatico
induzido por élcool e verificaram significativa reducdo dos niveis séricos de Aspartato
aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT), a reducdao dos niveis
hepdticos de malondialdeido (MDA) e a restauracdo a niveis normais da atividade
enzimatica da Superoxido dismutase (SOD) e Glutationa peroxidase (GSH-PX). Nesse
estudo, também foi demonstrada a alta atividade antioxidante contra radical superéxido,
além de inibicdo da peroxidacgdo lipidica pelo método do TBARS. Os autores sugerem
que o significante efeito hepatoprotetor observado pode estar relacionado com a
protecdo contra o estresse oxidativo e concluem que esses pseudofrutos podem se tornar

um alimento funcional contra lesdes hepdticas.
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O estudo de Shen et al. (2012) apontou o flavon6ide dihidromiricetina, presente
na H. dulcis, como uma nova op¢ao terapéutica na intoxicagao alcodlica, elucidando seu
mecanismo de acdo. O estudo mostra que a administracdo oral de 1,0 mg/kg de
dihidromiricetina com dlcool ou até 30 minutos antes da ingestdo de dlcool reduziu
significativamente o efeito do 4lcool nos ratos. Foi demonstrado que a dihidromiricetina
possui efeitos diretos sobre receptores gabaérgicos (GABA,), alvo de acdo principal do
etanol no cérebro. Segundo o mesmo autor, H. dulcis estd listada entre os primeiros
medicamentos fitoterdpicos ‘“‘anti- ressaca”, sendo descrita desde a primeira
Farmacopéia da China, a Tang Materia Medica.

Finalmente, Kim et al. (2016) utilizaram extrato aquoso dos pseudofrutos de H.
dulcis como controle positivo, em estudo que avaliou o a hepatoprote¢do frente a um
indutor de fibrose hepatica (dietilnitrosamina) em ratos, observando a reducdo
significativa nos niveis de malondialdeido (MDA) e a recuperacdo da atividade
enzimadtica da superéxido dismutase (SOD). Na andlise histopatoldgica, o extrato de H.

dulcis também demonstrou significativa redu¢do da drea de fibrose hepética.

2.2. Toxicologia e seguranca alimentar

Ao se propor a utilizacio de uma espécie vegetal como matéria-prima
alimenticia ou farmac€utica sdo necessdrios estudos toxicoldgicos, paralelamente aos
estudos farmacoldgicos, para verificar a seguranca no uso da planta. Nesse contexto,
Alvarenga (2012) concluiu que o fitopreparado a base do extrato hidroalcodlico dos
pseudofrutos de H. dulcis nao apresentou evidéncias de toxicidade aguda (experimento
de dose unica) ou cronica (experimento de doses repetidas) de acordo com os
parAmetros propostos na RE n° 90 da ANVISA (BRASIL, 2004) em niveis
comportamentais, ponderais, hematoldgicos, bioquimicos sorolégicos e histolégicos, em
ratos Wistar para um periodo de trés meses. Adicionalmente apresentou evidéncias que
corroboram a literatura sobre efeitos benéficos em nivel sanguineo dos pardmetros
hepéticos e renais.

A literatura revisada sobre a espécie H. dulcis ndo indica efeitos toxicos para os
pseudofrutos, conforme evidenciado por Gadelha et al. (2005), utilizando células
epiteliais intestinais de ratos (IEC-6). Também nao houve toxicidade para células
normais de figado HEL 299 (Lee et al., 1999) ou em células HT22 de hipocampo de
camundongos (Li et al, 2005).
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A auséncia de efeitos citotéxicos significativos de extratos de H. dulcis e seus
compostos ativos corrobora o uso tradicional dessa planta como ingrediente alimentar

em paises asidticos (Chau & Wu, 2016; Choi & Park, 2005; Park et al., 2006).

3. BEBIDAS FERMENTADAS

3.1. Bioquimica da fermentacao

O termo “fermentagdo” ¢ derivado do verbo latim fervere, ferver, assim
descrevendo a aparéncia da acdo da levedura em extratos de frutos ou de cereais
maltados. A aparéncia de ebuli¢do € devido a produgdo de bolhas de diéxido de carbono
causadas pelo catabolismo anaerdbico dos aguicares presentes no extrato (Stanbury,
Whitaker e Hall, 1995).

Existem dois ciclos distintos que definem o processo de transformacdo de
acucares soliveis em moléculas menores pela acdo de leveduras, sendo que a via
glicolitica é comum aos dois processos e origina moléculas de piruvato. Sdo eles:

respiracdo e fermentagdo. Ou seja, o catabolismo da glicose pela S. cerevisiae, por

exemplo, pode se dar pela via aerobia ou anaerdbia, respectivamente (Figura 8).

Aerobic respiration Anaerobic fermentation
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Figura 8- Metabolismo da glicose por S. cerevisiae sob condi¢des aerdbias e anaerdbias

(Salvato, 2010).
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A S. cerevisiae faz uso exclusivo da via aerébia somente em baixas
concentracdes de glicose, abaixo da concentracdo critica (Ccrit), ou quando a captagdo
do acguicar pelas células € lenta. A explicacdo deste comportamento estd no fendmeno
chamado de repressdo por glicose. Na presenca de concentragdes acima da Ccrit, a
glicose reprime a expressdo dos genes que codificam enzimas do ciclo de Krebs,
enzimas da cadeia respiratdria e estruturas mitocondriais. Desta forma, encontrando-se
reduzida a atividade mitocondrial na S. cerevisiae, a via metabdlica de escolha € a
anaerdbia, com formacao de etanol (Barnett, 1981).

Por outro lado, em concentracdes de glicose abaixo da Ccrit € na presenca de O,
predomina a via aerdbia, pois com a ndo repressao dos genes em questdo a S. cerevisiae
possuird alta atividade mitocondrial, havendo um deslocamento reacional do 4cido
pirivico para o ciclo de Krebs, onde serd oxidado enzimaticamente a dioxido de
carbono e dgua (Barnett, 1981).

A utilizag¢do dos agucares pelas leveduras envolve inicialmente o seu transporte
para o interior da célula. E comumente aceito que a primeira etapa de utilizagdo da
sacarose por S. cerevisiae € a hidrolise deste dissacarideo ndo redutor pela enzima
extracelular invertase em mondmeros de glicose e frutose os quais sdo posteriormente
transportados para o interior da célula e metabolizados (Barnett, 1981). No entanto
algumas leveduras possuem transportadores de sacarose. A andlise da captacao direta da
sacarose por S. cerevisiae revelou a presenga de um co-transporte de sacarose/H+
(Mwesigye & Bardford, 1996; Santos et al., 1982) que, de acordo com Stambuk e
colaboradores (1999), é mediado pela permease Agtl (Figura 9). Desta forma, as
linhagens nd@o necessitam hidrolisar a sacarose extracelularmente para metaboliza-la, ou
seja, a sacarose € levada para o interior da célula por meio de um co-transporte com
prétons H+ onde sdo hidrolisadas pela invertase intracelular, liberando moléculas de
glicose e frutose que serdo posteriormente metabolizados pela via glicolitica (Bardford

et al., 1992).
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Figura 9- Representagdo das vias de utilizacdo de agticares por S. cerevisiae (Salvato,

2010)

Durante a fermentagcdo, na sequéncia de reacdes de producdo de ATP, rotas
metabolicas alternativas aparecem para propiciar a formac¢do de substincias necessdrias
a producao de biomassa (polissacarideos, proteinas, dcidos nucléicos) bem como para a
formacdo de outros produtos de interesse metabdlico, relacionados direta ou
indiretamente com a adaptacdo e sobrevivéncia, o que pode vir a reduzir a producao de
etanol. Como exemplos desses compostos podem ser citados o glicerol e os acidos
organicos, principalmente o succinico e o acético (Amorim, Basso & Alves, 1996).

Considerando que a fermentacao alcodlica € um processo sem a participagao do
oxigénio molecular, € necessario manter o equilibrio redox celular, assim todo o NADH
formado (em reacOes de oxidacdo) deve ser convertido em reagdes de reducdo, estas

acopladas a producdo de etanol e glicerol (Amorim, Basso & Alves, 1996).

3.2. Producio de fermentados de frutas como estratégia de aproveitamento

tecnologico
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A fruticultura é um dos setores de grande destaque do agronegdcio brasileiro.
Através de uma grande variedade de culturas, produzidas em todo o pais a fruticultura
conquista resultados expressivos e gera oportunidades para agronegdcios brasileiros. O
Brasil € o terceiro maior produtor de frutas no mundo, ficando atrds apenas de China e
India (Anudrio, 2015). No entanto, a produg¢do de alimentos hortifruticolas gera
considerdveis perdas cumulativas durante toda a cadeia de comercializagdo. De acordo
com Rinaldi (2011) estima-se que no Brasil, entre a colheita e a chegada a mesa do
consumidor, ocorram perdas de até 40 % das frutas e hortalicas produzidas. Essas
perdas podem ser de natureza quantitativa ou qualitativa, ocasionando assim redu¢@o no
seu valor comercial.

Para Silva et al. (2011), apesar de muita tecnologia ja ser aplicada nas industrias
de frutas, ainda existe a possibilidade de se desenvolver novos processamentos. Essa
medida pode permitir a reducdo das perdas devido a excedentes de safras, e como
consequéncia ird agregar valor a essas frutas por meio de seu beneficiamento.

A utilizacdo de frutas como matéria-prima para produ¢do de bebidas
fermentadas se apresenta como uma das solucdes para minimizar as perdas dos frutos
nas lavouras, além de representar uma alternativa ao consumidor que procura novos
sabores e maior variedade de produtos (Vieira, 2012).

Em vista disto, o desenvolvimento de técnicas de preservacdo dos alimentos,
mantendo o méximo dos componentes nutricionais e das propriedades sensoriais, € uma
forma de viabilizar o aproveitamento racional. Neste contexto, a industrializagdo surge
como alternativa para reduzir as perdas, principalmente no pico da safra, quando as
frutas alcangam menores precos pelo excesso de oferta (Andrade et al., 2003).

Bebidas fermentadas de frutas constituem produtos promissores devido a
tendéncia de aceitacdo em pesquisas de consumo (Sandhu e Joshi, 1995). A producao de
fermentados de frutas ja estd bem estabelecida e muitas frutas tropicais podem ser
utilizadas com sucesso na elaboracdo de bebidas fermentadas ou fermento-destiladas
como camu-camu (Maeda e Andrade, 2003), acerola (Segtowick et al., 2013), caju
(Torres Neto et al., 2006), caja (Dias et al., 2003) e jaca (Neto et al., 2010).

Tradicionalmente, sdo empregadas uvas e macds na obtencdo de bebidas
fermentadas, porém muitos paises, principalmente os europeus, as produzem a partir de
frutas diferenciadas, como a péra, a framboesa, e a cereja (Muniz et al., 2002). Portanto,

assim como a uva, vdrias outras frutas podem ser utilizadas para a formulagdo de
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mostos que podem, posteriormente, ser submetidos a fermentacao alcodlica por agcao de
leveduras (Dias, Schwan & Lima, 2003).

O desempenho fermentativo € bastante afetado pelo tipo de levedura que o
desenvolve. As leveduras sdo os microrganismos mais amplamente utilizados nos
processos fermentativos. Apesar de esforcos visando a utilizacio de outros
microganismos para a obtencdo de etanol, a utilizacdo de S. cerevisiae continua sendo a
mais adequada e robusta (Salvato, 2010).

No entanto, Dias, Schwan & Lima (2003) alertam que a tecnologia para
elaboragdo dessas bebidas ndo € padronizada e tinica no que se diz respeito a levedura a
ser utilizada, a temperatura ideal de fermentacdo e o tipo de tratamento que o mosto da
fruta, ou a prépria fruta, deve sofrer na fase pré-fermentativa.

A qualidade dos diversos tipos de fermentados de frutas deve ser garantida pela
utilizacdo de fruta sa, fresca e madura para sua elaboracdo. Um dos fatores a se
considerar € o estddio de maturidade do vegetal, que € provavelmente o fator primordial

na qualidade do produto final (Cenci, 2006).

3.3. Utilizacdo da H. dulcis como matéria prima na elaboracao de bebida

fermentada

Teoricamente, qualquer fruto, vegetal ou seus derivados que contenham &4gua,
acucares e nutrientes para as leveduras, pode ser utilizado como matéria-prima para a
producdo de bebidas alcodlicas fermentadas (Martinelli Filho, 1983). Nesse contexto, os
pseudofrutos da H. dulcis, conhecidos como uva-do-japao, apresentam teor de agucares
redutores elevado (12,57%), superior aos agucares ndo redutores (6,89%), segundo
Bampi et al., (2010). Resultados semelhantes foram descritos por Suttisri et al., (1995)
que encontraram total de 18,4 % de agucares totais no pseudofruto.

Os tnicos estudos cientificos encontrados envolvendo fermentados a base de H.
dulcis foram os de Cancelier et al. (2013), que estudaram os parametros interferentes na
producdo de cachaca de H. dulcis e os estudo de Xiang et al. (2012) e Xiang et al.
(2012b) na produgdo de vinagre de H. dulcis, que revelaram o efeito benéfico do
vinagre de H. dulcis em ratos com danos hepaticos induzidos, demonstrando a redugdo
das atividades de enzimas hepaticas (AST, ALT e g-GT), triglicérides e colesterol total.
Nenhum trabalho cientifico foi encontrado citando a elaboragao de fermentado alcodlico

nao destilado de H. dulcis como produto final.
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Devido a capacidade que algumas plantas, como a uva-japao (Hovenia dulcis
Thunberg), possuem de se adaptar a diferentes climas, hd um interesse em explorar o
seu cultivo e sua aplicagdo, pois estas ndo demandam cuidados significativos, podendo
ser cultivada para fins produtivos (Carvalho, 1994).

Considerando-se o elevado teor de acucares presente no pseudofruto da uva-
japao (Bampi et al., 2010; Suttisri et al., 1995), essa espécie apresenta-se como uma boa
alternativa para o desenvolvimento de bebida alcodlica.

Aliado a esses fatores, os beneficios terapéuticos associados aos pseudofrutos de
H. dulcis jéa relatados na literatura (potencial antioxidante, hepatoprotetor e detoxificante

alcodlico, antiinflamatério, dentre outros) podem agregar valor a essa bebida.

4. CONCLUSAO

A H. dulcis é amplamente utilizada em paises do Oriente na forma de produtos
alimentares, tais como comprimidos, pds, granulos, vinagre, temperos, entre outros. No
entanto, em paises ocidentais, o uso dos pseudofrutos ainda é pouco explorado. A
preparacdo de um fermentado alcodlico de H. dulcis como produto final ainda nédo foi
descrita na literatura cientifica. Além disso, o crescente interesse nas propriedades
funcionais da planta e de seus compostos isolados abre perspectivas para a valorizacdao

dessa matéria-prima e de seus produtos derivados.
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CAPITULO 2

ELABORACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA E SENSORIAL DO
FERMENTADO ALCOOLICO DOS PSEUDOFRUTOS DE Hovenia dulcis
Thunb.

1. INTRODUCAO

A espécie Hovenia dulcis (Thunberg) é origindria do leste da Asia, e foi
introduzida no Brasil, provavelmente em 1987 pelo CNPFlorestas, com fins
ornamentais e de reflorestamento. H. dulcis multiplica-se por sementes e possui
frutificagdo consistente, o que explica a grande capacidade de dispersdo, além de ser
uma espécie bastante rustica e de rdpido crescimento (Carvalho, 1994). A H. dulcis é
utilizada como ingrediente alimentar em paises asidticos (Chau & Wu, 2006).
Tradicionalmente, os frutos e as folhas secas, tém sido usados como cha, bebidas e
outros produtos alimentares (Choi & Park, 2005; Park et al., 2006). Na China, Japao e
Coréia, extratos de H. dulcis sdo processados na forma de comprimidos, pés, liquidos
ou granulos e utilizadas como suplementos dietéticos, mas apesar da vasta aplicacdo e
conhecimento dos beneficios terapéuticos na Asia h4 mais de um milénio, a H. dulcis
nao é comumente utilizada nos paises ocidentais para fins medicinais (Hyun et al.,
2010).

Devido a capacidade que algumas plantas, como a uva-japao (Hovenia dulcis
Thunberg), possuem de se adaptar a diferentes climas, hd um interesse em explorar o
seu cultivo e sua aplicacdo, j4 que estas ndo demandam cuidados significativos,
podendo ser cultivada para fins produtivos (Carvalho, 1994).

Considerando-se o elevado teor de aclicares presente no pseudofruto da uva-
japdo, de 16,28 % segundo Bampi et al. (2010), essa espécie apresenta-se como uma
boa alternativa para o desenvolvimento de bebida alcodlica. Aliado a esses fatores, 0s
beneficios terapéuticos ja descritos para os pseudofrutos de H. dulcis j4 podem agregar
potencial funcional ao fermentado elaborado (potencial antioxidante, hepatoprotetor e

detoxificante alcodlico).
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Esse capitulo descreve a elaboracdo e caracterizacdo quimica e sensorial do
fermentado alcodlico dos pseudofrutos de H. dulcis, além de apresentar os dados sobre a

composi¢cao centesimal dos pseudofrutos utilizados.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Analises bromatolégicas da polpa
2.1.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico em estufa a 105
°C, até massa constante e os resultados expressos em porcentagem, conforme as
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para essa anédlise, aproximadamente
2,0 g de amostra foram pesadas em cadinho previamente tarado e seco, em triplicata. O
cadinho com a amostra seca foi levado a estufa a 105 °C por 4 horas. Apds esse
intervalo, as amostras foram retiradas da estufa e levadas para o dessecador até
atingirem temperatura ambiente, quando foram pesadas. Essa operacao foi repetida até
atingirem massa constante. O teor de dgua foi calculado pela equacdo: Umidade(%)=

(peso amostra integral — peso amostra seca/ amostra integral) x 100.
2.1.2 Cinzas

A determinacdo do teor de cinzas foi realizada segundo método do Instituto
Adolfo Lutz (2008), pela incineragdo da amostra em mufla a 550 °C, seguido pelos
processos de resfriamento em dessecador e pesagem até a amostra atingir peso
constante. Para essa andlise, aproximadamente 2 g de amostra foram pesados em
cadinho, previamente aquecido em mufla, a 550 °C por 30 min, resfriado em dessecador
até a temperatura ambiente, pesado e previamente tarado, em triplicata. Os cadinhos
com as amostras foram levados a mufla a 550 °C até completa incineragdo das amostras,
em seguida acondicionados em dessecador até atingirem temperatura ambiente quando
entdo forampesados, essa operacdo foi repetida até obtencdo de peso constante. O teor
de cinzas foi calculado pela equacdo: % Cinzas = (g de cinzas/ g amostra) x 100 g de

amostra.

2.1.3 Proteina
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A concentracdo de proteina bruta foi determinada pela quantificacdo de
nitrogénio total da amostra utilizando método de Kjeldahl, seguindo as normas
analiticas do AOAC (1990). Para essa andlise 0,3 g da amostra foram pesados em um
tubo de digestdo previamente tarado, em triplicata. Em cada tubo com amostra foram
adicionados 3 g de mistura catalitica (90% de sulfato de potdssio (K2SO4) + 10% de
sulfato de cobre (CuS04.5H,0) e 10 mL de acido sulfiirico (H,SO4). Os tubos foram
colocados em bloco digestor, iniciando-se o aquecimento com a elevacdo da
temperatura de 50 °C por 30 minutos até atingir 400 °C. Ao alcancar esta temperatura, a
amostra permaneceu no bloco digestor até a solucdo se tornar limpida. Entdo, os tubos
foram retirados do bloco digestor até atingirem temperatura ambiente. Posteriormente,
2mL de &4gua destilada foram adicionados em cada tubo. As amostras foram
alcalinizadas com a adicdo de 25 mL de solu¢do de hidréxido de sédio a 40% e
destiladas em destilador de nitrogénio (aparelho de Kjelhdal). Frascos erlenmeyer
contendo 10 mL de solucdo de dcido bdrico receberam a solucdo destilada para
formacdo da soluc@o de borato de amdnio, que foi posteriormente titulada com solugdo
de acido cloridrico (HCl) a 0,1 N. O teor de proteina foi calculado pela equagdo: %
Proteina =V x N x 1,40 x 6,25 P. onde, V = volume de HCI gasto na titulagdo (mL); N
= normalidade do HCl usado (N); 1,40 = equivalente miligrama do N (14); P = peso da

amostra (g).
2.1.4 Extrato etéreo

A extrag@o dos lipidios foi realizada utilizando éter de petréleo como solvente
organico e aparelho Soxhlet, considerando as normas analiticas descritas pela AOAC
(1990). Para tal, pesou-se 3 g de amostra em um cartucho preparado com papel de filtro.
Os cartuchos com as amostras foram secos a 105 °C em estufa, durante 3 h. Os mesmos
foram introduzidos no extrator Soxhlet, e colocados sob refluxo com éter de petréleo
por 6 h. Em seguida, os cartuchos foram removidos do extrator e secos em estufa a 105
°C até peso constante, depois levados para o dessecador até atingirem temperatura
ambiente quando foram entdo pesados. O teor de lipideos foi calculado pela equacdo: %
EE = (A — B) x 100. Onde, EE= extrato etéreo; A = peso da amostra (g); B = peso da

amostra desengordurada (g).

2.1.5 Fibra bruta
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A determinagdo do contetido de fibra bruta seguiu a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008). Primeiramente pesou-se 2 g da amostra, que foi
desengordurada, através de extracdo continua em aparelho de Soxhlet, utilizando éter
como solvente. O residuo foi seco em estufa para eliminag¢do do solvente e transferido
para um frasco Erlenmeyer, com boca esmerilhada, sendo adicionados 100 mL de
solucdo acida (50 mL de 4cido acético glacial, 2 g de 4cido tricloracético, 5 mL de 4cido
nitrico e 45 mL de dgua destilada). O frasco Erlenmeyer foi adaptado a um refrigerante
de refluxo por 30 minutos, mantendo sob aquecimento e agitacdo constante.
Posteriormente, filtrou-se em cadinho de fundo poroso a vicuo, lavando a amostra com
dgua destilada fervente para eliminar o dcido e posteriormente lavando com 20 mL de
dlcool e 20 mL de éter. A amostra foi colocada em estufa a 105 °C, por 2 h e resfriada
em dessecador até a temperatura ambiente e posteriormente incinerada em mufla a 550
°C. A amostra foi resfriada em dessecador até a temperatura ambiente, € o procedimento
repetido até peso constante. Apds esfriamento do cadinho com a fibra em dessecador
realizou-se a pesagem final. O teor de fibra bruta foi calculado por: % Fibra bruta=

{[(peso cadinho + fibra) —(peso cadinho)]/ (peso inicial da amostra)} x 100.
2.1.6 Acucares redutores

A andlise do teor de agticares redutores totais foi realizada pelo método do Acido
Dinitrosalicilico (DNS), conforme metodologia de Maldonade et al. (2013). Para tal
foram pesados 5 g do fruto, triturados em liquidificador por 3 min. Adicionou-se dgua
destilada a amostra até completar 100 mL, em baldo volumétrico. A amostra diluida foi
centrifugada a 15.000 xg por 15 min. Retirou-se 2,0 mL do sobrenadante e realizou-se a
hidrélise da amostra, adicionando 2,0 mL de HCI 2N, aquecendo em banho maria em
ebulicdo por 10 min. Resfriou-se a amostra e acrescentou-se 2,0 mL de NaOH 2N,
agitando. Retirou-se entdo 1,0 mL do sobrenadante e adicionou-se a 1,0 mL do reagente
DNS, em um tubo de ensaio, em triplicata. As amostras foram aquecidas em banho-
maria em ebuli¢cdo por 5 min. Apds resfriamento, adicionou-se 16 mL da solugcdo de
tartarato duplo de sédio e potdssio, realizando a leitura da absorbancia em
espectrofotometro a 540 nm, utilizando dgua destilada como branco. Paralelamente, foi
construida a curva padrio, a partir de 5 concentracdes de glicose (0,1 a 1,0 g/L), apés
reacdo com DNS, pelos mesmos procedimentos ja descritos. Os resultados foram
calculados por meio da interpolacdo dos dados frente a curva de calibragdo, e expressos

em g/100 g.
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2.2 Fermentaciao alcooélica

Os frutos da uva-do-japao foram coletados manualmente na Universidade
Federal de Lavras, municipio de Lavras, Minas Gerais, selecionados aqueles sem injdria
fisica, podridao ou contaminacdo visivel e posteriormente lavados em dgua clorada a 5
ppm e enxaguados em dgua corrente. O suco integral foi obtido através da trituragdao do
fruto integro em multiprocessador de frutos (Philips Walita RI 1858). O suco integral de
uva-do-japdo foi corrigido com solugéo de sacarose ao valor de 20° Brix (mosto), sendo
adicionado Metabissulfito de Potdssio (100 mg SO,/litro) como antibacteriano (Dias et
al., 2003) e inoculado com aproximadamente 10" células/mL da levedura selecionada
Saccharomyces cerevisiae (CCMA 0200), estirpe que apresentou bons resultados em
trabalhos prévios envolvendo fermentagdo alcodlica (Dias et al., 2007; Duarte et al.,
2010; Oliveira et al., 2011; Souza et al., 2011), j4 disponivel comercialmente (LNF CA
11®). A fermentacdo ocorreu em frascos Erlenmeyer em volume total de 1L, em
duplicata, & temperatura de 26°C (em estufa tipo B.0.D.), acompanhando-se os
parAmetros °Brix (refratdmetro manual), ndmero de células vidveis (contagem em
camara de Neubauer) e pH (potenciometro digital), até que se observasse o
encerramento da fermenta¢do, na estabilizacdo do °Brix. Posteriormente as bebidas
foram filtradas sob viacuo em Kitassato, acoplado um funil tipo Biichner, utilizando

filtro de celulose e pasteurizados a 65° C por 30 minutos em banho termostatizado.

2.3 Analises cromatograficas

2.3.1 Caracterizacio e quantificacio dos alcoois, carboidratos e acidos
organicos

Alcodis, carboidratos e acidos organicos foram quantificados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando-se metodologia adaptada de Schwan et al.
(2001), em cromatégrafo Shimadzu LC-10Ai, coluna Shimpack SCR-101H (Shimadzu).
Carboidratos e alcoois foram detectados por indice de refracdo (detector RID-10A), a 30
°C e 4cidos organicos pelo detector de ultravioleta (SPD-10A1), em 210 nm a 50 °C,
ambos utilizando a fase mével dcido perclérico a 100 mM, fluxo de 0,6 mL.min". A
quantificac@o foi realizada a partir da interpolacdo das dreas em curvas de calibragao,

utilizando-se padrdes certificados.
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2.3.2 Caracterizacao dos compostos volateis

Os compostos minoritdrios do fermentado alcodlico foram quantificados
segundo a metodologia de Rodriguez-Campos et al. (2011), com modifica¢des. Foi
utilizado aparelho cromatdgrafo a gis acoplado a espectrometro de massas (GC-MS,
Shimadzu GCMS-QP2010), utilizando coluna DB-Wax (30m x 0,25mm x 0,25um). Os
compostos voldteis foram previamente extraidos em fibra SPME (Solid Phase Micro
Extration) por 30 min a 60°C (headspace). A temperatura variou de 60 a 230°C com
fluxo de 10°C/min e o fluxo do géds de arraste (Hélio) foi de 1,2 mL/min. Compostos
voléteis foram identificados pela comparagdo dos espectros de massas e tempos de

retencao.

2.4 Analise sensorial

A andlise sensorial foi realizada de acordo com o método de aceitacdo pela
escala hedonica de nove pontos (1- desgostou extremamente a 9 —gostou
extremamente), para cinco parametros (cor, viscosidade, aroma, sabor e impressdao
geral), segundo Moraes (1993). O teste foi realizado com 50 provadores adultos,
maiores de 18 anos, nao treinados e habituados ao consumo de bebidas alcodlicas. A
andlise foi realizada no Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Além da avaliacio por escala hedonica, os avaliadores foram perguntados sobre
quais aromas/sabores detectaram na bebida dentre: alcodlico, adocicado, frutado, floral,
madeirado, 4cido, rancoso, herbaceo, caramelizado, amendoado, terroso e adstringente,
podendo ser marcados quantos itens julgassem pertinentes e foram ainda questionados

sobre a inten¢do de compra, caso a bebida se tornasse um produto comercial.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise bromatologica

Os resultados da composi¢cdo centesimal do suco integral de H. dulcis estdo

dispostos na Tabela 1, expressos em g.100g ™
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Tabela 1- Composicdo centesimal do suco integral (polpa sem bagaco) de H. dulcis

Parametro Base Seca Base imida
Umidade - 66,51+ 0,54
Cinzas 4,62+0,46 1,57+0,16
Proteina bruta 7,14+0,35 2,42 +0,12
Lipideos 0,81+ 0,25 0,28+ 0,08
Fibra bruta 0,28+0,04 0,096+0,013
Acucares redutores totais - 11,83 + 1,41
Teor de Sélidos soldveis (° Brix) | - 13,2 +0,57

No parametro umidade, o suco integral apresentou valor semelhante ao descrito
por Almeida & Valsechi (1966), de 60,86 % e superior aos 54,08 % no trabalho de
Bampi et al. (2010), sendo que esses trabalhos utilizaram a polpa integral.
Coerentemente, o teor de fibra bruta encontrado no suco integral foi muito inferior ao
encontrado na polpa no trabalho de Bampi et al. (2010), ja que o bagacgo foi eliminado
da amostra no presente trabalho.

No parametro cinzas, o suco integral apresentou resultado semelhante ao de
Bampi et al. (2010), com 4,71%. O teor de cinzas é muito varidvel entre frutas e as
diferengas podem estar relacionadas a diversos fatores, entre eles a composicao do solo
(Salinas, 2002).

No parametro lipideos, o suco integral apresentou resultado semelhante ao de
Almeida & Valsechi (1966), que encontrou teor de 0,99% em base seca e inferior ao de
Bampi et al. (2010), de 3,08% . E bem estabelecido que frutas ndo sdo fontes de
lipideos. Segundo Vilas Boas (1999), os lipidios compreendem menos de 1% da maioria
dos frutos e hortalicas, o que também se verificou no presente trabalho.

O teor de proteinas do suco integral foi ligeiramente inferior ao encontrado na
polpa por Bampi et al. (2010), de 8,15% e Almeida &Valsechi (1966), que encontrou
teor de 8,12% em base seca. No entanto, em comparagdo a outras frutas, o teor protéico
foi superior ao descrito no trabalho de Roesler et al. (2007), que encontrou valores entre
1,79 e 3,77% em base seca para Lobeira, Araticum, Cagaita e Banana de papagaio,
ambos frutos ndo tradicionais. J4 o Pequi, no trabalho de Lima et al. (2007) apresentou

valor superior (3,04% em base imida).
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Sobre o teor de s6lidos soldveis (°Brix), Caldas et al. (2010) encontraram valores
entre 5,90 e 15,01 para diversas polpas de frutas comerciais, sendo o menor valor
correspondente a acerola e o maior a manga. O teor de actcares redutores totais foi
inferior aos teores encontrados na polpa da uva-do-japao por Bampi et al. (2010) e
Suttisri et al., (1995), de 19,46 g. 1OOg'1 e 18,4 g. lOOg'l, respectivamente, o que pode
ocorrer devido as diferencas no estddio de maturacdo dos pseudofrutos e caracteristicas
geoclimdticas no local da coleta. O teor de actcares foi proximo ao descrito para uva
Italia (13,6 £.100g™) e uva Rubi (12,7 g.100g™), segundo a Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos (NEPA/Unicamp, 2011).

Estes resultados indicam que a H. dulcis tem um potencial para a produgdo de
fermentados alcodlicos semelhante a fontes tradicionais como as uvas, justificando o
emprego dessa matéria prima pouco explorada e incentivando a continuidade de estudos

nesse ambito.

3.2 Fermentacao alcodlica

Ap6s inoculagdo com estirpe Saccharomyces cerevisiae (CCMA 0200), o “Brix
decaiu progressivamente até que se estabilizou, em 5 °Brix, apds 156 horas de
fermentacdo. No estudo Muniz et al. (2002), foram encontrados resultados semelhantes,
para os fermentados alcodlicos de Ata, Ciriguela e Mangaba, cujo “Brix final variou
entre 4 e 6,5. O pH final da bebida foi 5,1. O nimero de células vidveis se manteve
entre 10’ e 10° células/mL, comportamento semelhante ao encontrado por Oliveira et al.
(2011) e Souza et al. (2011), utilizando a mesma levedura (CCMA 0200), na
fermentacdo de cagaita e macd, respectivamente. Por se tratar de um fermentado
alcoolico inédito, ndo héd parametros de comparacao sobre a cinética de fermentacgdo e as
caracteristicas do produto final. Para a obtencdo de 1 L de fermentado foram necessarios
0,736 Kg de mosto (suco integral de H.dulcis), sendo o volume final completado com

dgua destilada.

3.3 Analises cromatograficas

Conforme exposto na Tabela 2, o teor alcodlico médio do fermentado, de 101,84
g/L (ou 12,9 °GL), foi semelhante ao encontrado para o fermentado de cajd, 12 °GL

(DIAS; SCHWAN; LIMA, 2003) e fermentado de caju, com 11,5 °GL (TORRES
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NETO et al., 2006). O teor de glicerol foi semelhante ao econtrado por Dias et al.
(2007) e Duarte et al. (2010), de 5,53 e 5,35 g/L, na elaboracao de fermentado alcodlico
de cacau e gabiroba, respectivamente, e inferior aos teores encontrados por Duarte et al.
(2010) para fermentados de jabuticaba e umbu (7,56 e 7,69 g/L).

O total de aguicares (3,57 g/L) foi inferior a 5,0 g/L, o que classifica a bebida
como seca. Sobre o teor de 4cidos organicos, o Unico trabalho encontrado utilizando
pseudofrutos de H. dulcis, foi o de Xiang et al. (2012), na produ¢do de vinagre. Neste
trabalho, o fermentado alcodlico utilizado na fermentacdo acética, apresentou teor
inferior de 4cido acético, succinico e madlico (295,09; 71,52 e 41,91 mg/100mL,
respectivamente) e teores superiores de 4cido tartdrico e latico (2057,85 e 764,42
mg/100mL, respectivamente). Segundo o mesmo autor, a escassez de dados e a
interferéncia de varidveis regionais sobre os pseudofrutos de H. dulcis, dificultam

comparacdes no teor de metabolitos.

Tabela 2- Acidos organicos, agicares e alcodis detectados no fermentado alcodlico de

Hovenia dulcis por analise por HPLC.

Acidos orgénicos | Concentra¢io (mg/L) Acucares Concentragido (g/L)
Tartarico 469.46 + 13.87 Sacarose 2.57+0.10

Milico 138.74 £ 27.66 Glicose 0.23 +£0.01
Succinico 549.18 +25.59 Frutose 0.79 £0.08

Latico 483.88 £ 145.13 Alcoois Concentragio (g/L)
Acético 994.50 +28.76 Glicerol 5.16 £ 0.24
Propi6nico 107.23 + 15.51 Etanol 101.84 £2.17
Isovalérico 37.89 +2.53

Trinta e nove compostos volateis foram identificados por GC-MS e sdo

mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3- Compostos volateis identificados no fermentado alcodlico de H. dulcis por

CG-MS.

Grupo Composto Descricao * LRI**

Cetonas 3-penten-2-ona - 1106
2-heptanona Acetona, floral, odor de 1225

geranio

Geranil acetona Flores frescas 1834

Alcoois 2-metil-1-propanol vinho 1098

superiores 1-butanol Maltado, solvente, cachaca 1140
2-metil-1-butanol Maltado, solvente 1294
2-heptanol Coco 1334
1-hexanol Ramos, folhas, frutado 1337
3-hexen-1-ol Frutado forte, grama verde 1374
2-octanol Fresco, picante, verde, 1385

amadeirado
2-propil-1-pentanol - 1395
3-etil-4-metil-1- - 1401
pentanol
Feniletil alcool Mel, especiarias, rosa, floral, 1912
caramelizado

1,4-butanediol - 1916
2,3-butanediol Amanteigado, cremoso 1539
Dodecilalcohol - 1973

Acidos Acido isobutirico Rangoso, amanteigado 1415
Acido isovalérico Acido, rangoso 1665
Acido hexanéico Pungente, rancoso, azedo 1832
Acido 2-hexendico - 1971
Acido octanéico Queijo, oleoso, gorduroso 2050
Acido nonandico Herbal, oleoso 2169
Acido decanéico Rancgoso, saponiceo 2260
Acido benzéico - 2411
Acido dodecandico Leite, oleoso, coco 2488
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Acido Cera, saponéceo, cdco 2697
tetradecandico
Acido Cera, cremoso, oleoso 2879
hexadecandico

Esteres Acetato de isoamila Banana 1101
Decanoato de etila Odor frutado 1633
Benzoato de etila Odor frutado 1639
Salicilato de metila - 1765
Salicilato de etila - 1780
Palmitato de - 2203
isopropila

Outros alfa-Terpineol Pinho, terpendides 1687
cis-Geraniol Rosas, citrico 1836
beta-Citronelol Citronela 1757

Eugenol Adocicado, picante, cravo, 2133
madeirado
trans-Farnesol Odor suave, delicado, doce- 2315
oleoso
Benzotiazol - 1959

*Feng et al. (2015); Vararu et al. (2016); Serra-Bonvehi (2005)

**_RI: Linear retention index

Foram identificados 39 compostos (Tabela 3), tipicamente encontrados em
fermentados alcodlicos de frutas, tal como o de Cupuassu, Gabiroba, jaboticaba e
Umbu, descritos por Duarte et al. (2010) e na fermentagdo de cacao (Rodriguez-
Campos, 2011). Compostos volateis em fermentados, tais como &lcoois superiores,
acidos, ésteres e fendis volateis podem nao sdo percebidos separadamente (Escudero et
al., 2004), mas a totalidade dos compostos caracterizam o flavor da bebida. A presenca
de geraniol também foi descrita para os pseudofrutos de H. dulcis e foi associada a
fragrancia floral tipica desta espécie (Yoshikawa et al., 1993).

Foram detectadas moléculas com relatos de efeitos terapéuticos, como o
eugenol, conhecido anti-inflamatério e antioxidante. Recentemente, Prasad et al. (2016)

demonstraram o potencial neuroprotetor do eugenol em termos de sua capacidade de
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reverter defici€éncias oxidativas pré-existentes, disfun¢des mitocondriais e déficit
colinérgico em diferentes regides cerebrais. O Eugenol apresenta acdo protetora contra o
estresse oxidativo induzido pelo etanol, evidenciado pela redugcdo plasmatica das
transaminases ALT e yGT, e elevacao dos niveis de antioxidantes enzimaticos em ratos
(Anbu & Anuradha, 2012).

Também foi detectado o trans-farnesol sesquiterpénico, que foi uma das
moléculas mais eficientes com a¢do hepatoprotetora, de acordo com o modelo in vitro
(3D-QSAR) para anélise hepatoprotetora (Vinholes et al., 2014). Santhanasabapathy &
Sudhandiran (2015) mostraram que o farnesol exerce um efeito neuroprotector
regulando a cascata apoptotica intrinseca através do seu efeito antioxidante durante a
neurodegeneragdo induzida por LPS, além de melhorar a inflamacdo macica, estresse
oxidativo e lesdo pulmonar induzida por pneumotéxicos (Qamar & Sultana, 2008).

Além disso, acredita-se que a presenca de salicilatos na dieta (frutas e vegetais)
pode ser benéfico devido ao seu efeito sobre o processo inflamatdrio, o que explica por
que tanto o 4cido salicilico como as dietas com frutas e vegetais ajudam na prevencdo

do céncer e possivelmente em outros processos inflamatorios (Patterson & Lawrence,

2001).

3.4 Analise sensorial

A Figura 1 (A e B) mostra os resultados da avaliacdo sensorial do fermentado

alcodlico dos pseudofrutos de H. dulcis.
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== Aroma

—f—\iscosidade

== |mpressdo global

Legenda: 1- desgostei extremamente; 2- desgostei muito; 3- desgostei moderadamente;
4- desgostei ligeiramente; 5- indiferente; 6- gostei ligeiramente; 7- gostei

moderadamente; 8- gostei muito; 9- gostei extremamente.

56




Figura 1- Andlise sensorial do fermentado alcodlico de H. dulcis. Nimero de
provadores que atribuiram a pontuacdo (Score 1 a 9). A: cor, aroma, viscosidade e

sabor; B: impressao global.
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Figura 2- Intencdo de compra do fermentado alcodlico de H. dulcis.
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Figura 3- Aromas e sabores reportados para o fermentado alcodlico de H. dulcis na

analise sensorial.
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Conforme apresentado na Figura 1, 74,0 % dos provadores relataram gostar
muito ou extremamente do parametro cor. Nesse contexto, destaca-se que o processo de
elaboracdo do fermentado alcodlico de H. dulcis dispensa o uso de clarificantes
enzimaticos e através de filtracdo convencional com filtro de celulose, obtém-se
fermentado limpido. O mesmo percentual dos provadores (74,0 %) relataram gostar
muito ou extremamente do pardmetro aroma. Sobre o parametro viscosidade, 84,0% dos
provadores relataram gostar muito ou extremamente. Sobre o sabor do fermentado,
48,0% dos provadores relataram gostar muito ou extremamente, enquanto 34,0% dos
provadores relataram gostar moderadamente desse parametro. J4 no parametro
impressdo global 64,0% dos provadores indicaram gostar muito ou extremamente,
enquanto 26,0% relataram gostar moderadamente da bebida. Em suma, 90,0% dos
provadores indicaram notas maiores que 6 na escala hedonica.

Dentre todos os parametros, o sabor, apesar de boa aceita¢do, obteve a menor
pontuacdo. J4 é bem estabelecido que vinhos suaves sdo preferidos pelos consumidores
brasileiros, quando comparados aos vinhos secos ou demi-sec (Behrens et al.,1999).
Ainda assim, novos estudos de aperfeicoamento tecnolégico podem melhorar esse
parametro e a bebida como um todo, por exemplo, através da producdo de novas
bateladas testando variacdo das temperaturas de fermentacao, utilizacdo do pseudofruto
em diferentes estddios de maturacdo e utilizacdo de leveduras aromaticas, visando a
producdo de potencializadores do flavor, como a acetoina (Romano et al, 1997).

Quando questionados sobre a possibilidade de compra da bebida, 56,0% dos
provadores relataram que comprariam ou certamente comprariam, enquanto 42,0 %
afirmaram que talvez comprariam e 2,0% ndo comprariam o fermentado alcodlico
(Figura 2), o que incentiva a continuidade de estudos e melhoramento desse fermentado
com perspectivas comerciais.

As 5 caracteristicas mais citadas pelos provadores como presentes na bebida
foram: alcodlico, adocicado, frutado, madeirado e floral, em respectivamente 62%,
60%, 56%, 30% e 14% (Figura 3). Foram encontradas na analise quimica dos
compostos voldteis, substancias associadas a percep¢do de tais caracteristicas, como 2-
heptanona, geranil acetona, feniletil dlcool, geraniol e citronelol, que atribuem aroma
floral, o 1-hexanol, 3-hexen-1-ol, acetato de isoamila, etildecanoato, etilbenzoato e
terpineol, que atrubuem caracteristica frutada e o eugenol que confere caracteristica

madeirada a bebida.
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Por se tratar de um fermentado inédito, ndo € possivel comparar com outras
avaliacdes sensoriais. No entanto, a avaliacdo geral do fermentado de uva-do-japao foi
superior a de outros fermentados alcodlicos de frutas ndo convencionais. No estudo de
Dias et al. (2003), 51,1% dos provadores relataram gostar muito ou extremamente do
fermentado alcodlico de caja. Ja no estudo de Duarte et al. (2010), a aceitagdo foi de
47,83% para fermentado de Gabiroba, inoculado com a mesma levedura do presente
trabalho (CCMA 0200). No trabalho de Maeda & Andrade (2003), a aceitacdo variou
entre 62,96 e 85,18% para diferentes fermentados a base de Camu-camu, considerando
como aceitacdo, notas superiores a 6 na escala hedonica. J4 Asquieri et al. (2008)
consideraram como aceitacdo as notas superiores a 5, obtendo aceitacdo de 78% para

fermentado alcodlico de jaca.

4 CONCLUSAO

Foram gerados dados sobre a composi¢do centesimal do pseudofruto, cujas
informacdes ainda sdo escassas, mas importantes na padronizacio das caracteristicas da
matéria-prima utilizada na elaboragdo do fermentado, no sentido de garantir a
reprodutibilidade do processo fermentativo.

Foi definido o perfil de 4cidos organicos, alcodis e agucares e foram
identificados 39 compostos volateis, incluindo metabodlitos com potencial terapéutico
como eugenol, geraniol, trans-farnesol e salicilatos, o que refor¢a o interesse pelas
propriedades funcionais desta bebida e abre perspectivas para novos estudos, criando
oportunidades de agronegdcio e valorizagao desse pseudofruto.

A andlise sensorial revelou uma boa aceitagc@o, principalmente por se tratar de
um fermentado alcodlico seco (teor de acucares inferior a 5g/L) e que os provadores ndo
estavam familiarizados com o pseudofruto e a bebida. Destaca-se ainda o alto

percentual de inten¢do de compra, gerando oportunidade de agronegdcio.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTITUMORAL DO FERMENTADO
ALCOOLICO DOS PSEUDOFRUTOS DE Hovenia dulcis

1. INTRODUCAO

A Hovenia dulcis, mais conhecida popularmente por uva-do-japao ou pau-doce,
ocorre naturalmente na China, Japao e Coréia e foi introduzida no Brasil possivelmente
pelo CNPFlorestassEMBRAPA. No Brasil, € comumente encontrada em matas do sul
do pais, além de proximo a terrenos baldios e proximidades das habitagcdes, sendo
comum também na arborizac¢ao urbana (Carvalho, 1994).

Os pseudofrutos da H. dulcis, apesar da vasta utilizagdo nos paises orientais,
como por exemplo, na forma de pos, granulos, extratos, e temperos, possuem seu uso
pouco explorado no Brasil e demais paises ocidentais (Hyun et al., 2010).

H4 diversos relatos na literatura sobre o potencial terapéutico desse pseudofruto,
descrevendo acgodes farmacoldgicas encontradas em extratos e fracoes da planta como
acdo hepatoprotetora, antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral (Liu et al., 2006; Li
et al., 2005; Whang et al., 2012; Lee et al., 1999; Park & Chang, 2007), mas poucos
relatos sobre beneficios terapéuticos em produtos alimenticios contendo H. dulcis.

Nesse contexto, os fermentados de frutas apresentam-se como alternativas
pomissoras devido a tendéncia de aceitacdo em pesquisas de consumo (Sandhu e Joshi,
1995). Diversas frutas convencionais ja foram utilizadas nesse ambito, tais como laranja
(Corazza et al., 2001) e acerola (Santos et al. 2005; Segtowick et al.,2013) e também
frutos ndo convencionais, como mandacaru (Almeida et al., 2006), cacau, cupuassu,
gabiroba e umbu (Duarte et al., 2010) e Caja (Dias et al., 2003).

A H. dulcis ja possui uso tradicional bem estabelecido em outros paises, o que
corrobora para sua utilizacdo alimentar segura e ainda, os diversos beneficios
terapéuticos descritos para a planta estimulam a elaboracdo de produtos tendo essa
matéria-prima como base, no intuito de agregar acdes funcionais ou nutracéuticas ao

produto.
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Esse capitulo compila os resultados da identificacdo e quantificagdo de
compostos fendlicos no fermentado alcodlico elaborado a partir dos pseudofrutos de H.

dulcis e a avaliacdo da atividade antioxidante e antitumoral in vitro dessa bebida.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Identificacdo e quantificacdo da dihidromiricetina e acido vanilico por HPLC-
DAD

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foi baseada na
metodologia de Garcia et al. (2016), com adaptacdes. A andlise foi realizada em
aparelho HPLC Waters alliance 2695 equipado com bomba quaterndria, auto
amostrador e detector de arranjo de fotodiodos (DAD) 2996 e software de tratamento de
dados Waters Empower pro (Waters Corporation, Milford, EUA), coluna LiChrospher
100 RP-18 (250 mm x 4 mm id, 5 mM, Merck, Darmstadt, Alemanha), em combinacao
com coluna de protec¢do LiChrospher 100 RP-18 (4 mm x 4 mm id, 5 mM Merck,
Darmstadt, Alemanha). Os perfis de HPLC foram registados utilizando um gradiente
linear de H20 (A) e CH3CN (B), cada um contendo 0,01% de acido fosforico (v / v),
como se segue: 0 min 95% A, 5% B; 35 min 70% A, 30% B; 40 min 5% A, 95% B; 43
min 5% A, 95% B; 45 min 95% A, 5% B, a uma temperatura de 40 ° C. Os
cromatogramas foram obtidos a 280 nm e os espectros de UV de 195 a 400 nm foram
registados em linha. Os compostos de referéncia foram dissolvidos em metanol (grau
HPLC) até concentragdes de 0,5 mg / ml. Ap6s centrifugacdo a 8400 rpm, as amostra
das solugdes (10 puL) e o fermentado foram injetados no aparelho em triplicata. A
identificacdo dos picos nos cromatogramas do fermentado foi obtida pela comparagdo
dos seus tempos de retengao para os compostos de referéncia nas mesmas condi¢des. A
co-injec¢do do fermentado com os compostos de referéncia e a comparacdo com 0s
espectros UV foram também utilizadas. As quantidades dos compostos foram expressas
em miligramas por litro da bebida (mg / L), correlacionando a drea do composto com a

curva de calibracio dos padrdes construidos em concentra¢des de 0,5-50 mg / mL.

2.2 Identificaciao da dihidromicricetina por UPLC-MS / MS
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A andlise de UPLC-MS / MS foi baseada na metodologia de Henriques et al.
(2016), com adaptacdes. Utilizou-se sistema Acquity Ultra Performance LC (Waters,
Milford, MA, EUA) acoplado simultaneamente ao detector de fotodiodos PDA 2996
(Waters, Milford, MA, EUA) e a detector Acquity TQ Waters MS Technologies,
Manchester, Reino Unido), equipado com uma fonte de ionizacdo por
electropulverizacdo (ESI) de pulverizacdo em Z com funcionamento em modo positivo
e negativo. O fermentado foi filtrado através de uma membrana de politetrafluoroetileno
(PTFE) de 0,45 um. Utilizou-se a coluna BEH RP-18 (50 x 2,1 mm id, 1,7 um, Waters)
a 40 ° C e um gradiente de elui¢do linear de dgua (A) e acetonitrilo (B), ambos contendo
0,1% v/v de acido formico, a um fluxo de 0,3 mL/min: 5 a 95% de B em 10 min,
seguido por 1 min de elui¢do isocratica, voltando as condi¢des iniciais em 2 min. O
software MassLynx (versao 4.1, Waters, Milford, MA, EUA) foi usado no controle do

equipamento, bem como para a aquisi¢ao e processamento de dados (Anexo I).

2.3 Determinacio da atividade antioxidante

O teor de fendlicos totais e capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e
ABTS foram determinados na polpa de H.dulcis, fermentado alcodlico e vinho branco
comercial, para comparacdo. A concentracdo de fendlicos totais foi determinada
conforme metodologia de Waterhouse (2002), utilizando curva de calibracdo do acido
gélico e os resultados erxpressos em equivalentes de acido galico (GAE)/ 100 g.

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método de DPPH, com
modificagdes (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). Preparou-se uma solugao
metandlica contendo 0,06 mM de DPPH. Apds ajuste do branco com metanol,
adicionou-se uma aliquota de 100 pl de extrato do pseudofruto e amostras dos
fermentados a 3,9 ml desta solu¢do. O decaimento da absorbancia a 515 nm foi medido
a intervalos de 1 min durante os primeiros 10 min e depois a intervalos de 5 min até a
estabilizacao.

O ensaio ABTS+ foi baseado no método apresentado por Miller et al. (1993),
com modificagdes. Os radicais ABTS+ foram produzidos pela reagdo de uma solugdo
estoque de 7 mM ABTS com persulfato de potdssio 145 mM, sendo a solugdo resultante
deixada em repouso, ao abrigo da luz, durante 12 h antes da utilizacdo. Em seguida, a
solucdo foi diluida com etanol para atingir uma absorbancia de 0,70 + 0,02 a

temperatura ambiente a 734 nm. As amostras (30 pl) ou trolox (padrio) foram
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adicionadas a 3 ml de solucdo de ABTS+ diluida, e a absorbancia foi registada aos 6
minutos apds a mistura. As concentracdes de trolox conhecidas foram utilizadas para
construir uma curva de calibragdo e os resultados foram expressos como uM trolox / g

de frutos.

2.4 Avaliacao da atividade antitumoral in vitro frente a células HepG2

2.4.1 Cultura celular e preparo do meio

A avaliagdo da atividade antitumoral in vitro foi baseada na metodologia de
Kumar et al. (2012), com adaptacdes. As células HepG2 (proveniente de cancer de
figado) foram obtidas do banco de células do Laboratério de Fitoquimica, da Faculdade
de Farmdcia da UFMG, onde foram realizados os experimentos. O meio de cultura
utilizado no teste foi o0 RPMI (Sigma) com 5% de soro fetal bovino (Cultilab). O meio
liquido foi filtrado a véacuo através de membrana de 0,22 um para obtengdo de meio
estéril. Apds a filtragem, foi adicionado 1 % (v/v) de uma solu¢do contendo penicilina
(100 U.L mL'l) e estreptomicina (0,1 mg.mL'l). As células foram cultivadas no meio
descrito (pH entre 7,2-7,4), a 37 °C, em frasco de cultura (75 cm?), em uma atmosfera

com 5% de CO,.

2.4.2 Preparo da linhagem celular HepG2

As células com confluéncia de 80 a 90% foram tripsinizadas e centrifugadas a
1200 xg por 3 minutos, e semeadas em frascos de 75 cm’. As células foram
posteriormente semeadas em placas de 96 pocos e a densidade celular foi de 1,0 x 10°
células (contagem em camara de Neubawer). Porteriormente, a placa foi incubada a
37°C, 5% CO,, overnight para a adesdo das células na placa. No caso de células
aderentes, como a linhagem HepG2, a carga negativa no recipiente de cultivo €
necessdria, pois a adesdo celular ocorre por meio de forgas eletrostaticas e da interacdo
dessas cargas com glicoproteinas de adesdao e com cations divalentes, como Ca**e Mg2+

(Alves & Guimaraes, 2010).

2.4.3 Preparo dos compostos
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Os compostos foram testados em triplicata, para cada uma das 4 concentragdes,
e solubilizados em 100 uL. do meio de cultura utilizado no cultivo celular. As amostras
do fermentado de H. dulcis e vinho comercial, ambos com teor alcodlico de 10,18% p/v
utilizadas nesse estudo foram testadas na sua forma integral (sem modificacdo da
amostra), a solucdo controle de etanol 10,18% p/v foi preparada a partir da diluicdo em
dgua destilada do élcool etilico absoluto P.A. 99,6% (Merck), com afericio da
graduacdo alcodlica em alcodmetro de Gay Lussac, e a dihidromiricetina (Provital
Group) foi previamente diluida na mesma solucdo controle de etanol 10,18% p/v e
posteriormente adicionada nos pog¢os, nas concentragdes 100 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L e
12,5 mg/L. As concentragdes finais de cada amostra em termos de teor de etanol foram
sempre equivalentes a 1000 uM, 500 uM, 250 uM e 125 uM de etanol. Essa faixa de
concentracdo foi determinada experimentalmente em teste piloto prévio utilizando 8
concentracdes de 2500 uM a 100 uM de etanol diretamente sobre as células, nas
mesmas condi¢des ja descritas para o teste principal, para definir a faixa de
concentracdo molar de etanol que ndo ocasionava morte celular, considerando que
1000uM corresponde a 46 mg/L de etanol, e o fermentado de H. dulcis possui 101,84
g/L de etanol (ou 12,9 °GL).

2.4.4 Determinacao do percentual de viabilidade celular

Ap6s o periodo de incubacdo de 24 horas, em que as células ja estavam em
contato com as substincias teste, o meio de cultura foi removido e 100 pul de uma
solugio de 5 mg/mL de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) em PBS (tampao fosfato-salino, pH 7,2) foram adicionados em cada
poco, e a microplaca incubada a 37 °C, ao abrigo da luz, até a observacdo da presenca
dos cristais violetas de formazana. Para a solubilizacdo dos cristais de formazana, foi
adicionado 100 uL. de DMSO 1% a cada pogo, com incubagdo por 1 h e subsequente
leitura espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de onda de 540 nm,
realizada em leitor de placas (Tecan Rchisto Infinite M200 Pro).

A mudanca de coloracdao (Figura 1) € baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazélio (MTT) em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas, em

que a solucdo de MTT (amarelada) é reduzida pela atividade mitocondrial em um cristal
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roxo (ANVISA, 2003). A porcentagem de células vidveis foi calculada através da
férmula: % viabilidade celular = [ (AbSamostra- AbSmeio)/ AbSmeio cicélutas] X 100.

Foi realizada a anédlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Dunnett com
nivel de significancia definido (p<0,05), utilizando o tratamento controle com etanol

10,18% como grupo de referéncia, com auxilio do programa SAEG 9.1.

Figura 1- Avaliagcdo da atividade antitumoral em microplaca. Formacdo dos cristais de

Formazan (roxo).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacao e quantificacao da dihidromiricetina e acido vanilico

A Figura 2 mostra os cromatogramas do fermentado, dos compostos quimicos
isolados e co-injecao com ambos. Os picos do dcido vanilico e da dihidromiricetina no
vinho apresentaram o mesmo tempo de retencdo € 0S mesSmos espectros que os
compostos padrdao. Observou-se o aumento dos picos dos compostos no cromatograma
da anélise de co-injecdo (Figura 2C). A quantificacdo desses compostos € apresentada

na Tabela 1.
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Figura 2: Caracterizacdo por HPLC-DAD dos marcadores quimicos. A: cromatograma

do fermentado; B: cromatograma de co-injeccdo (fermentado e compostos); C:

Cromatogramas de compostos isolados, 1: Acido vanilico; 2: Dihidromicricetina.

Tabela 1- Quantificagdo dos compostos fendlicos dihidromiricetina e dcido vanilico

Compostos fenoélicos Concentracao (mg/L)
Dihidromiricetina 75.17+1.98
Acido vanilico 112.59+ 2,54

A presenca de 4cido vanilico € tipica em vinhos (Xiao et al., 2015), sendo esse

um constituinte do sabor de baunilha (Rao & Ravishankar, 2000). O acido vanilico

também foi descrito nos pseudofrutos de H. dulcis (Li et al., 2005).

Recentemente foi publicado um estudo que comprova a acdo do dcido vanilico

(AV) contra o estresse oxidativo induzido pelo peptideo B amiléide AB1-42 (associado a

doenca de Alzheimer) e comprometimento cognitivo mediado por neuroinflamacao em

ratos. A injecdo intraperitoneal de AV (30 mg/kg, por 3 semanas) aumentou os niveis de
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glutationa (GSH) e reduziu a geracdo de ROS, além de promover indu¢do do fator
nuclear endégeno fator 2 (Nrf2) via ativacdo de Akt e glicogénio sintase quinase 3f3
(GSK-3B) no cérebro dos ratos. Adicionalmente, o tratamento com AV diminuiu a
apoptose neuronal induzida por AB1-42 e a neuroinflamag¢do e melhorou os déficits
sindpticos e cognitivos (Amin, Shah & Kim, 2017).

A dihidromiricetina (DHM) € um flavonéide tipico da espécie H. dulcis (Park et
al., 2016, Yoo et al., 2006). A presenca desse composto € extremamente importante na
caracterizacdo quimica dessa bebida inédita. Além disso, estudos recentes demonstram
o potencial da DHM em disturbios relacionados a desintoxicagdo hepética e alcodlica,
evidéncia funcional que pode agregar valor terapéutico a fermentacdo devido a
possibilidade de que a substancia amenize os efeitos causados pelo dlcool (Shen et al.,
2012).

Shen et al. (2012) demonstraram que DHM neutraliza potentemente a
intoxica¢do aguda de EtOH (na dose 1 mg / kg). A DHM antagoniza as alteracoes
induzidas pela exposi¢do de EtOH na responsividade de GABAARs e melhora as
alteracOes comportamentais induzidas por exposi¢do / retirada de EtOH, incluindo a
tolerncia a EtOH. Nas mesmas doses, a DHM ndo causa intoxicacdo, sedagdo,
anestesia, nem hiperexcitabilidade e evita o consumo de dlcool num paradigma
intermitente de ingestdo voluntdria de etanol em ratos.

Outros estudos demonstraram que a DHM inibe eficazmente a proliferacdo e
induz apoptose no carcinoma hepatocelular (HepG2). Além disso, a DHM nao exibiu
hepatotoxicidade significativa nas células hepaticas normais, o que suporta a
possibilidade de o DHM servir como um candidato terapéutico antitumoral (Zhang et
al., 2014). Hou et al. (2015) indicam que o DHM pode proteger as células endoteliais do
estresse oxidativo, aumentar a producdo de NO, inibir a produc@o de ROS e melhorar as
capacidades de defesa antioxidante celular, protegendo assim as células endoteliais dos
efeitos danosos do estresse oxidativo pela regulacdo das vias mitocondriais. Outro
estudo indica que a DHM melhora o metabolismo da glicose e dos lipideos e exerce
efeitos antiinflamatdrios na doenca hepatica gordurosa (Chen et al., 2015). As inimeras
descobertas recentes sobre o potencial terapéutico da DHM estimulam novos estudos
sobre essa substancia e os produtos naturais que as contém.

A identificacdo e quantificacdo da dihidromiricetina resultam em um parametro
de qualidade que permite o controle de adulteracdo da matéria-prima utilizada para a

fermentacdo, por ser uma molécula tipica da espécie H. dulcis, além de gerar
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enriquecimento funcional. Nesse contexto, a presenca deste composto foi confirmada
pela andlise cromatografica em UPLC-MS / MS. A Tabela 2 mostra os principais

fragmentos e a Figura 3 mostra a fragmentacio proposta para os picos principais.

Tabela 2: Caracterizacao da dihidromiricetina por UPLC MS/MS

Composto Tempo de [M+H] Fragmentos MS/MS
retengcdo [M-H]
Dihidromiricetina 2,7 321,26  302,52; 195,16; 153,04,
319,21 193,14

OH
OH
HO 0
HO 0
OH
miz= 30252 <7 . oH
OH

OH O
OH| O c
b \ HO o [M+H-Bring] m/z= 195,16
OH [M-H-B ring] m/z= 193,14
o)
OH O
1,3 A+ _
= OH A*m/z= 153,04
o)

4 B*m/z= 195,16
4B m/z= 193,14

Figura 3: Proposta de fragmenta¢@o da dihidromiricetina (MS/MS)
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A andlise em UPLC- MS da DHM (Figura 3) mostra a fragmentagao cldssica de
flavanonas (Thisimogiannis et al., 2007), com a perda do fragmento do anel B (a) e o

fragmento cynamoil (c), e ambos mostram a mesma massa no modo positivo e negativo.

3.2 Atividade antioxidante

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, na polpa de H. dulcis
foram encontrados compostos fenodlicos no teor de 319,9+15,9 mg EAG/100g fruto.
Esse resultado foi superior ao encontrado para 9 polpas de frutas comerciais avaliadas
no trabalho de Kuskoski et al. (2006), que apresentaram valores entre 20,0 e 229,6 mg
EAG/100g fruto. J4 no trabalho de Breksa et al. (2010), que avaliou o conteudo fendlico
de 16 cultivares de uva (Vittis vinifera L.) foram encontrados teores entre 316,3 e

1141,3 mg EAG/100g.

Tabela 3 — Compostos fendlicos e atividade antioxidante do fermentado e pseudofrutos

de H. dulcis

Amostra Compostos fendlicos | Atividade Atividade
totais antioxidante (método | antioxidante

DPPH) (método ABTYS)

Polpa de H. |3199 =+ 159 (mg |ECsp-348.0 £ 13.2 g|42955 + 18.10

dulcis EAG/100g fruit) fruto/g DPPH uM Trolox / g

fruto

Fermentado de H. | 2520.3 + 17.31 (mg| % AAT*= 8022 +|11.87 <+ 2.14

dulcis EAG.L™) 1.77 mmolTrolox/L

Vinho branco | 1479.3 + 275 (mg| % AAT*= 2379 +/494 + 0.56

comercial EAG. L ’1) 1.12 mmolTrolox/L

* Amostras diluidas a 20%

Em relacdo aos fermentados alcodlicos, os resultados apresentados foram
coerentes ao encontrado por Lins & Sartori (2014), que avaliaram 9 vinhos tintos
comerciais brasileiros (paranaenses), encontrando resultados que variaram de 1014,5 a

2971,0 mg EAG.L 1O fermentado alcodlico de H. dulcis, apesar de nao ser
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classificado pela legislacdo brasileiro como vinho (branco ou tinto), apresentou teores
de compostos fendlicos elevados e equivalentes a vinhos tintos jd comercializados,
incentivando ainda mais a continuidade dos estudos com essa matéria-prima. J4 pelo
método do DPPH, a polpa de H. dulcis apresentou ECsy de 348,0 g fruta/g DPPH,
resultado semelhante ao encontrado para as frutas tropicais brasileiras Gurguri e Puca-
coroa, superior ao encontrado para Caja, Caji, Umbi e Jambolao e inferior a Acerola,
jabuticaba, camu-camu e Jucara, em estudo que utilizou a mesma metodologia (Rufino
et al., 2010). De acordo com o método ABTS, a uva-do-japao superou 15 das 18 frutas
tropicais ndo tradicionais estudadas por Rufino et al. (2010), sendo inferior apenas a
Acerola, Camu-camu e Jugara. Sobre os fermentados alcodlicos, Stratil et al. (2008)
encontraram valores entre 4,30 e 8,44 mmol Trolox/L para variedades de vinhos
brancos, enquanto Gris et al. (2011) encontraram valores entre 11,2 a 23,17 mmol
Trolox/L em variedades de vinhos tintos brasileiros. O fermentado alcodlico de H.
dulcis teve desempenho superior ao vinho branco comercial na atividade antioxidante

pelos métodos DPPH e ABTS, assim como no teor de compostos fendlicos.

3.3 Avaliacao da atividade antitumoral in vitro frente a células HepG2

Os resultados da avaliacdo antitumoral, expressos pelo percentual de morte

celular da linhagem tumoral hepatica HepG2, estdo dispostos na Figura 4.
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Figura 4- Acdo antitumoral do fermentado alcodlico de H. dulcis, vinho comercial e
dihidromiricetina, frente a celulas tumorais hepaticas HepG2.
Nota: para o grupo DHM, as concentragdes do flavondide foram de respectivamente

100, 50, 25 e 12,5 mg/L, além da concentracdo molar de etanol ja explicita.

A viabilidade celular média do teste manteve-se em 91,65% no grupo controle
constituido apenas das células HepG2 e o meio de cultura, o que valida as condigdes de
incubacdo e crescimento do teste. Conforme a Figura 4, as substancias testes vinho
comercial, fermentado de H. dulcis e dihidromiricetina em dlcool 10,18% na primeira
concentracdo (equivalente a 1000uM de etanol) reduziram drasticamente a viabilidade
celular de HepG2 (p>0,05) comparando-se ao grupo controle dlcool 10,18 %, em
respectivamente 89,42, 88,28 e 95,47%. Na segunda concentragdo (equivalente a
500uM de etanol), ainda houve reducdo significativa da viabilidade celular em
respectivamente, 21,01, 83,37 e 90,24% para o vinho comercial, fermentado de H.
dulcis e dihidromiricetina. J4 na terceira concentracdo (250uM de etanol), o vinho
comercial e a dihidromiricetina ndo apresentaram reducdo significativa de viabilidade
celular comparada ao controle dlcool 10,18%, ndo apresentando assim a¢do antitumoral,
enquanto o fermentado de H.dulcis ainda apresentou redugdo significativa (75,92%)
nessa concentracdo. Na concentracdo mais baixa (equivalente a 125uM de etanol),

nenhuma das trés amostras provocou morte celular significativa.
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Considerando que o fermentado de H. dulcis possui o flavondide
dihidromiricetina em sua composi¢do, na concentracdo de 75,17 mg/L, que € inferior a
concentracdo de DHM testada no tratamento DHM+ dlcool 10,18% (100 mg/L), é
possivel inferir que outras moléculas presentes no vinho podem estar agindo
sinergicamente a DHM contribuindo para a a¢do antitumoral, tornando o fermentado
eficaz em concentracdes mais baixas. Foram detectados 39 compostos volateis no
fermentado de H. dulcis (Capitulo 2), ja reconhecidos como moléculas bioativas, a
exemplo do eugenol, geraniol, trans-farnesol, e salicilatos. Dentre esses, estudos
recentes mostram que o geraniol possui acdo antitumoral (Cho et al., 2016; Lee et al,
2016), inclusive em modelo de hepatocarcinoma in vivo (Sawada et al., 2016).

O geraniol exerceu agdo anti-proliferativa em células de hepatocarcinoma
HepG2 (Polo e de Bravo, 2006; Crespo et al, 2013). Além disso, suprimiu hepatoma
(tumor de Morris) transplantado em ratos (Yu, Hildebrandt & Elson, 1995) e exibiu
atividade quimiopreventiva contra hepatocarcinogénese em ratos, juntamente com o
farnesol (Ong et al, 2006), outra molécula também detectada na bebida.

A acgdo antitumoral da DHM ja € bem estabelecida (Liu et al, 2014; Wu et al,
2013; Jiang et al, 2015; Huang et al., 2016) e teve seu mecanismo de acao recentemente
elucidado. Postula-se que a expressdo de Akt, uma proteina inibidora da apoptose, tem
sua acdo reduzida por DHM, o que reduz a fosforilacdo da proteina Bad, resultando
consequentemente em apoptose das células tumorais. Além disso, a expressdao
aumentada de p53 (via redugdo da expressdo do fator inibitério MDM?2) ativa a
transcricdo génica para p21 e BAK, o que também culmina em apoptose e regressao
tumoral. (Zhang et al., 2014).

Os compostos fendlicos conferem propriedades antioxidantes tanto para os
alimentos como para o organismo, sendo assim relacionados a prevengcdo e ao
tratamento do cancer e doencgas cardiovasculares (Kerry & Abbey, 1997; Croft, 1998;
Ferguson & Harris, 1999).

Mendonga, Carioca & Maia (2014) propuseram a utilizacdo do biomarcador
malondialdeido (MDA) na mensuragdo do grau de estresse oxidativo em 40 pacientes
com cancer colorretal e encontraram que as concentragdes séricas de malondialdeido
foram superiores no grupo cancer em relacdo ao grupo controle ndo doente, o que
reforca a importancia da terapia antioxidante complementar nessa patologia.

Obviamente, por se tratar de um fermentado alcodlico, € preciso cautela ao se

estabelecer esse potencial terapéutico. No entanto, a acdo encontrada valoriza a bebida
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dentre os fermentados de frutas e vinhos, podendo se apresentar como beneficio
adicional para aqueles ja consumidores dessa categoria de bebidas. Além disso, novos
estudos podem ser conduzidos no sentido de definir quais sdo as moléculas ativas da
bebida, tanto sobre o potencial antitumoral quanto no estudo de outras acdes
terapéuticas, propondo a elaboracdo de novos fermentados a base de H. dulcis, inclusive
com teor alcodlico reduzido.

Nesse contexto também seria possivel a elaboracio de um fermentado
desalcoolizado, uma abordagem apresentada no estudo de Shin et al. (2015), que
comprovou a eficidcia antitumoral de um fermentado desalcoolizado de arroz
(Makgeolli) frente a adenocarcinoma géstrico humano.

Paralelamente, abrem-se perspectivas para a elaboracdo de outros fermentados
nao alcodlicos (laticos ou acéticos), além de outras preparacOes alimenticias,

valorizando o potencial do pseudofruto de H. dulcis.

4. CONCLUSOES

Foram identificados e quantificados os compostos fendlicos acido vanilico
(112,59 mg/L) e o flavondide dihidromiricetina (75,17 mg/L), um importante marcador
quimico da espécie H. dulcis, com diversas agdes terapéuticas elucidadas recentemente,
o que reforca o interesse pelas propriedades funcionais desta bebida.

Os pseudofrutos e o fermentado elaborado apresentaram alto teor de compostos
fendlicos total e atividade antioxidante in vitro, comparativamente a outros fermentados
alcodlicos e frutos, o que agrega valor ao elaborado final.

Finalmente, a avaliacdo do potencial antitumoral do fermentado revelou
significativa redug@o da viabilidade celular das células tumorais HepG2 (até 88,28%),
superior a encontrada para o vinho comercial de mesmo teor alcodlico. Foi possivel
inferir que a dihidromiricetina, presente no fermentado de H. dulcis, pode ser uma das
moléculas responsdveis por essa acdo, através da comparagdo com o tratamento que
utilizou o flavondide puro, por correlagdo dose-resposta. No entanto, outras moléculas
estdo atuando, possivelmente em sinergismo, garantindo acdo antitumoral do
fermentado mesmo em concentragdes mais baixas. Esses resultados abrem perspectivas
para a realizacdo de mais estudos sobre o potencial funcional da espécie, valorizando

esse pseudofruto ndo covencional.
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ANEXO 1

Cromatogramas e espectros de massas da dihidromiricetina na anélise por UPLC-MS
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CONCLUSOES GERAIS

1- Foram gerados dados sobre a composi¢do centesimal do pseudofruto, cujas
informacodes ainda sdo escassas, mas importantes na padronizac¢do das caracteristicas da
matéria-prima utilizada na elaboragdo do fermentado e de outros alimentos.

2- A andlise sensorial revelou boa aceitacdo para o fermentado, na qual 64,0%
dos provadores indicaram gostar muito ou extremamente da bebida, na impressdao
global, um resultado positivo, principalmente por se tratar de um fermentado alcodlico
seco (teor de acgucares inferior a 5g/L) e elaborado a partir de um pseudofruto nédo-
convencional no Brasil. Destaca-se ainda o alto percentual de inten¢do de compra, o que
incentiva a elaboracdo de um possivel produto comercial, gerando oportunidade de
agronegocio.

3- Através da andlise da composi¢do quimica da bebida por GC-MS, HPLC-
DAD e UPLC-MS, foi definido o perfil de acidos organicos, alcodis e actcares e
identificados 39 compostos volateis, dentre os quais metabdlitos com potencial
terapéutico, como eugenol, geraniol, trans-farnesol, salicilatos, dcido vanilico, além do
flavonéide dihidromiricetina (75,17 mg/L), um importante marcador quimico da espécie
H. dulcis, com diversas acOes terapéuticas elucidadas recentemente, o que reforca o
interesse pelas propriedades funcionais desta bebida.

4- Os pseudofrutos de H.dulcis e o fermentado alcodlico elaborado apresentaram
alto teor de compostos fendlicos total e atividade antioxidante in vitro,
comparativamente a outros fermentados alcodlicos e frutos, o que agrega valor ao
elaborado final.

5- A avaliagdo do potencial antitumoral do fermentado revelou significativa
reducdo da viabilidade celular das células tumorais HepG2 (até 88,28%), superior a
encontrada para o vinho comercial de mesmo teor alcodlico. Foi possivel inferir que a
dihidromiricetina, presente no fermentado de H. dulcis, pode ser uma das moléculas
responsaveis por essa a¢do antitumoral, pela correlagdo dose-resposta, resultado que
adiciona um valor funcional a bebida.

6- Esses resultados abrem perspectivas para a realizacdo de mais estudos
exploratorios sobre o potencial funcional da espécie e elaboracdo de outros fermentados
e preparacdes alimenticias a base de H. dulcis, valorizando esse pseudofruto, ainda

subutilizado no Brasil.
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