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RESUMO

Os frutos sdo reconhecidas por apresentarem na sua composicao niveis muito elevados
de substancias biologicamente ativas descritas pelos seus beneficios para a saude. Os
kiwis sdo um exemplo de frutos com excelentes propriedades que vém justificando o
aumento do seu consumo e a consequente producdo de toneladas de residuos que nédo
sdo aproveitados adequadamente. Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar duas
variedades de kiwi: Actinidia deliciosa cv. “Hayward” (kiwi verde) e Actinidia spp.
(kiwi vermelho) em relacdo ao valor nutricional das suas polpas, mas também a
composi¢cdo quimica e bioatividades da polpa e da casca. A avaliacdo nutricional
revelou que as polpas apresentam elevado teor em agua e baixa quantidade de cinzas,
proteinas e hidratos de carbono. Ambas as polpas apresentaram uma prevaléncia de
acidos gordos polinsaturados, sendo o &cido linoleico o maioritario. As cascas de ambas
as variedades revelaram o maior teor de tocoferdis, apresentando trés das isoformas (a,
vy e 0). Estes bioresiduos também apresentaram a maior concentragdo de compostos
fenolicos, especialmente a casca de kiwi verde. Por sua vez, apenas a polpa de Kiwi
vermelho apresentou uma antocianina (cianidina-3-O-sambubiosideo), responsavel pela
sua cor interna. Em geral, as cascas exibiram uma maior atividade antioxidante e a casca
de kiwi verde mostrou citotoxicidade contra todas as linhas celulares tumorais testadas e
atividade anti-inflamatdria, o que poderd estar relacionado com um conteddo em
compostos fendlicos mais elevado. Assim, estes componentes de kiwi atualmente
subutilizados podem ser indicados como uma fonte de ingredientes naturais

funcionalizantes com varios beneficios para a saide humana.

Palavras-chave: Actinidia deliciosa cv. "Hayward"; Actinidia spp; subprodutos;
caracterizacdo nutricional e quimica; propriedades antioxidantes/antimicrobianas/anti-

inflamatérias/citotoxicas.



ABSTRACT

Fruits are recognized as having very significant levels of biologically active substances
recognized for their health benefits. Kiwis are an example of fruits with excellent
properties which has been justifying the increase of its consumption and the consequent
generation of tons of waste that are not properly harnessed. Thus, the objective of this
work was to compare two varieties of kiwi: Actinidia deliciosa cv. “Hayward” (green
kiwi) and Actinidia spp. (red kiwi) regarding the nutritional value of their pulps, but also
the chemical composition and bioactivities of each pulp and peel. The nutritional
assessment revealed that pulps have a high water content and low amount of ash,
protein and carbohydrates. Both pulps presented a prevalence of polyunsaturated fatty
acids, with linoleic acid as the major one. The peels of both varieties revelaed the
highest total tocopherols content, presenting three of the tocopherol isoforms (o, y, and
d). These byproducts also presented the highest concentration of phenolic compounds,
especially the green kiwi peel. In turn, only the red kiwi pulp presented an anthocyanin
(cyanidin-3-O-sambubioside), which is responsible for its interior colour. In general, the
peels exhibited the highest antioxidant activity and the green kiwi peel showed
cytotoxicity against all tested tumoral cell lines, and anti-inflammatory activity, which
could be related to its higher content in phenolic compounds. Thus, these Kiwi
components currently underutilized may be indicated as a source of natural

functionalizing ingredients with several benefits for human health.

Keywords: Actinidia deliciosa cv. “Hayward”; Actinidia spp; byproducts; nutritional
and chemical characterization; antioxidant/antimicrobial/anti-inflamatory/cytotoxic

properties.



1. INTRODUCAO

Actinidia deliciosa (Figura 1), popularmente designado por quiui ou Kiwi, € um
fruto comestivel nativo do Norte da China, que atualmente é produzido e comercializado
mundialmente. Na Unido Europeia, a produgdo de kiwi tem vindo a crescer
exponencialmente nas ultimas décadas, sendo que a area cultivada ja representa niUmeros
muito significativos. A nivel mundial, a producdo de kiwi em 2017, atingiu valores de
4.038.872 toneladas, sendo o mercado dominado por paises como China, Italia, Nova
Zelandia e Chile (FAO, 2019).

Figura 1 - Plantacdo de Actinidia deliciosa (Frutiferas.com.br)

As variedades consideradas de maior importancia a nivel mundial sdo Hayward,
Qinmei e Xuxiang, todas elas de cor verde caracteristica da espécie Actinidia deliciosa, e
também a variedade Hongyang de cor verde e vermelho no centro da polpa, caracteristica
da espécie Actinidia chinensis. De todas essas cultivares, a Hayward destaca-se como a
mais importante a nivel comercial representando 33% da producdo total mundial
(Ferguson, 2015).
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No caso particular de Portugal, a Hayward é a cultivar predominante, sendo que
estes frutos representam cerca de 55% dos frutos subtropicais produzidos, registando em
2017, uma producéo de 35,4 mil toneladas (INE, 2018). No Brasil, a introducéo do cultivo
de kiwi ocorreu por volta da década de 70, e desde entdo tem-se verificado um interesse
crescente, devido aos bons precgos atingidos pelo fruto no mercado nacional e ao alto
rendimento de producdo (Carvalho & Lima, 2002; Latocha, 2017). A maior producéo de
kiwis tem sido registada nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana e
Rio Grande do Sul, sendo as principais cultivares Actinidia deliciosa (polpa verde) e
Actinidia chinensis (polpa amarela) (Silveira et al, 2012). Ainda assim, a producédo
nacional de kiwi no Brasil ndo consegue responder a procura interna, e como tal a grande
parte do consumo de kiwi esta relacionado com a importacao, principalmente do Chile e de
paises da Unido Europeia, atingindo uma importacdo de 23.473,00 toneladas no ano de
2011 (ICA, 2012).

O tipo de variedade, bem como a zona de cultivo, tem influéncia no ciclo de
producdo destes frutos, alterando desta forma a época de colheita. Por exemplo, no
Hemisfério Sul, os quivizeiros (Actinidia spp.) apresentam um repouso vegetativo apos a
perda das folhas no inverno, ocorrendo o abrolhamento em setembro e a colheita de frutos
até meados do més de maio (AJAP, 2017). Por sua vez, no Hemisfério Norte, o Kiwi cv.
‘Hayward’ possui um ciclo reprodutivo que ocorre entre o final de maio e o comeco de
junho, apresentando crescimento maximo dos frutos em julho (Neves, 2008).

O Kkiwi € um fruto caracterizado pelo seu sabor doce e ligeiramente acido, sendo
reconhecido mundialmente como um alimento funcional, que para além de satisfazer as
necessidades nutricionais basicas, apresenta efeitos fisioldgicos benéficos para a satde dos
consumidores (lwasana et al, 2011). A nivel nutricional o kiwi é descrito como sendo rico
em fibras dietéticas, compostos bioativos como vitaminas (C, E e A), compostos fenolicos
e minerais (Franco & Antunes, 2008). A Tabela 1 compara a composi¢do do kiwi com
outros frutos (magé e laranja) mundialmente consumidos, onde é possivel constatar que o
Kiwi é rico em vitaminas e minerais, destacando valores de vitamina C superiores aos

apresentados pela laranja.
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Tabela 1. Composicéo nutricional do kiwi, maca e laranja por 100 g de fruto comestivel.

Agua g 829 829 86,3
Proteinas g 11 0,2 11
Lipidos Totais g 0,5 0,5 0,2
Hidratos de Carbono g 10,9 134 8,9
Fibra Alimentar g 1,9 2,1 1,8
Valor energético kcal 53 57 42
A Mg 7,0 4,0 20
Caroteno Mg 42 26 120
D mg 0 0 0
a-Tocoferol mg 0,40 0,59 0,24
Tiamina mg 0,020 0,020 0,090
Riboflavina mg 0,050 0,030 0,050
Niacina mg 0,30 0,10 0,70
Triptofabo/60 mg 0,20 0,10 0,10
B6 mg 0,020 0,040 0,10
B12 Mg 0 0 0
C mg 72 7,0 57
Folatos Hg 42 5,0 31
Cinza g 0,72 0,32 0,42
Sédio (Na) mg 9,0 6,0 4,0
Potassio (K) mg 302 139 159
Calcio (Ca) mg 19 6,0 35
Fésforo (P) mg 28 8,0 19
Magnésio (Mg) mg 18 8,0 11
Ferro (Fe) mg 0,4 0,2 0,2
Zinco (Zn) mg 0,2 0 0,1
Saturados g 0,1 0,1 0
Monoinsaturados g 0,1 0 0
Polinsaturados g 0,2 0,2 0,1
Trans g 0 0 0
Acido linoleico g 0,1 0,1 0
Colesterol mg 0,1 0 0

Adaptado de: INSA (2006).

Os frutos de Actinidina tém vindo a despertar um grande interesse, principalmente
devido aos beneficios reportados a nivel da saide do consumidor, estando estes cada vez
mais descritos e divulgados. O kiwi é normalmente consumido in natura, mas a inddstria
alimentar tem vindo a apostar na sua comercializacdo sob diversas formas processadas,
como sumo ou polpa congeladas, doces, sorvetes, entre outros produtos (Tavarini et al.,
2008).

Os frutos com maturagdo avangada sdo os mais indicados para processamento,
durante o qual o fruto passa pela operacdo de despolpamento, seguindo posteriormente
para a preparacdo de determinados produtos, com por exemplo geleia de kiwi (Figura 2)
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(lensen et al., 2013). Deste processamento resulta um subproduto, a casca de kiwi, o qual
representa cerca de 30% de todo o fruto. Este subproduto apresenta um grande potencial de
aproveitamento, devido aos seus constituintes ricos em nutrientes e compostos fendlicos
com atividade antioxidante, podendo ser utilizado em formulagdes para o desenvolvimento

de novos produtos (Lousada Junior et al., 2006).

Fruto kiwi

Selegdo
Lavagem e sanitizagao

Despolpamento —  Residuo (casca e pedinculo)

=

Polpa de kiwi — Analises e rendimento
Homogeneizagdo dos ingredientes — Polpa, agucar, pectina, dgua

c¢ao s g :
a — Esteriliza¢do comercial das embalagens

C

(=}

Envase a quente

s

Produto pronto — Identificacido e armazenamento.

Figura 2. Produgéo de Geleia de kiwi (lensen et al., 2013).

Segundo Bernardes et al., (2011), foram encontrados valores mais elevados para a
quantidade de fenois totais na casca de kiwi (1273,41 mg/100g), quando comparados com
a casca de laranja (472,78 mg/100g) ou casca de maca (328,55 mg/100g). Adicionalmente
alguns estudos tém revelado, que por vezes, as cascas dos frutos apresentam maior
quantidade de compostos fendlicos totais do que as polpas (Fiorentino et al., 2009). Estes
fatos sdo muito interessantes, pois normalmente apenas a polpa € consumida, sendo a casca
descartada, e, portanto, desaproveitado o grande potencial deste subproduto.

Desta forma, talos, folhas e cascas podem ser considerados muitas vezes, mais
nutritivos do que a parte dos alimentos habitualmente ingeridos. O aproveitamento integral
dos alimentos é uma das formas de minimizar o desperdicio e o impacto ambiental, pois
guando os alimentos séo descartados de forma inadequada, estes promovem maus odores e
producdo de residuo organico (liquido que resulta da decomposi¢do do lixo), podendo

contaminar rios e lencois freaticos. Desta forma, o aproveitamento de bio-residuos é visto
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como uma pratica ecologicamente correta para além de proporcionar novos produtos
capazes de acarretar beneficios para a saide do consumidor (Lelis, 2015).

A casca de kiwi € um subproduto que tem vindo a ser utilizado na elaboracéo de
farinhas, apresentando elevado teor de fitoquimicos e atividade antioxidante (Soquetta,
2015). Da casca de kiwi também podera ser obtido biogéas de melhor qualidade, através da
digestdo anaerdbia utilizando casca de kiwi como substrato (Gongalves, 2016). A presenca
de acido protocatecuico, acido clorogénico, acido cafeico, rutina, acido p-hidroxibenzoico
e a quercetina, neste subproduto desperta um grande interesse a nivel industrial. No
entanto, considera-se necessaria a realizacdo de mais estudos complementares que
permitam garantir o aproveitamento da sua total bioatividade (Wang et al., 2018).

Tendo em conta a elevada quantidade de casca de kiwi obtida durante o
processamento na elaboracdo de produtos derivados do kiwi e, consequentemente, 0
impacto direto a nivel ambiental que poderéd ser causado aquando da sua eliminacdo, o
presente trabalho pretende avaliar o potencial deste subproduto, estudando duas variedades
de kiwi (Actinidia deliciosa cv “Hayward” — polpa verde e Actinidia spp. — polpa
vermelha). Desta forma, para além de caracterizar nutricionalmente a polpa de ambas as
variedades de kiwi, realizou-se a caracterizacdo quimica e a avaliacdo das bioatividades
(antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e anti-tumoral) das diferentes polpas e
cascas. Este estudo visa conhecer e valorizar o subproduto destas duas variedades,
analisando o seu potencial como um ingrediente natural para aproveitamento a nivel

industrial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ADITIVOS ALIMENTARES E INGREDIENTES FUNCIONAIS

Devido ao aumento populacional, houve por parte da industria alimentar a
necessidade de aumentar a introducdo de diversos aditivos nos produtos alimentares, de
forma a garantir que, mesmos percorrendo largas distancias esses produtos chegam aos
consumidores nas melhores condi¢6es (Carocho, Barreiro, Morales, & Ferreira, 2014).

O ¢drgdo internacional de referéncia responsavel por proteger, promover e garantir o
uso e consumo de aditivos é o Codex Alimentarius que em conjunto com a Organizacdo
das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAQO) e Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), desenvolvem centenas de normas, diretrizes e cddigos, no sentido de
promover praticas aceitaveis no comércio de alimentos. Cada pais possui a sua propria
legislacdo sobre aditivos alimentares; no Brasil, o 6rgdo publico responsavel por controlar
e fiscalizar os aditivos alimentares é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA); em Portugal considera-se o Regulamento (UE) N.° 1129/2011 (2011).

De acordo com a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA), 0s
aditivos alimentares definem-se como, “substancias adicionadas intencionalmente aos
alimentos para realizar determinadas funcGes tecnoldgicas, como por exemplo, dar cor,
adocar ou ajudar na conserva¢do de alimentos”. Na Unido Europeia, todos os aditivos
alimentares sdo identificados por um codigo E seguido de 3 algarismos sendo que, o
primeiro algarismo da uma informacdo que permite identificar a funcdo do aditivo no
alimento processado (por exemplo se é corante ou conservante).

No entanto, de acordo com a Anvisa (1997), um aditivo alimentar define-se como,
“qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem o propoésito de
nutrir, tendo como objetivo melhorar as caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas ou
sensoriais do produto, desde a sua fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo, aumentando
assim o tempo de prateleira de um determinado alimento ou bebida”. Tal defini¢do ndo
inclui os contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas no alimento para

manter ou melhorar as suas propriedades nutricionais. No que concerne a identificacdo dos
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aditivos, o Brasil segue as mesmas regras da Europa em termos de numeragao, no entanto
utiliza o codigo INS antes da série de algarismos.

Os aditivos alimentares podem ser classificados como: conservantes, acidificantes,
emulsionantes, estabilizantes, espessantes, humidificantes, anti-humidificantes, corantes,
aromatizantes e edulcorantes. Cada aditivo alimentar deve apresentar explicitamente as
suas propriedades funcionais e os seus limites de utilizagdo (Carocho & Ferreira, 2017).

A evolucdo na tecnologia de alimentos estd diretamente relacionada com a
mudanca no habito alimentar dos consumidores. A necessidade de recorrer a técnicas de
conservacao vem ja de tempos ancestrais como por exemplo, a utilizacdo da defumacao
para produzir produtos defumados (carnes e derivados), o uso de sal para salgar carnes e
peixes, conservando e melhorando as caracteristicas sensoriais do produto e o recurso a
fermentacdo de alimentos de origem vegetal e animal. Os antigos egipcios ja utilizavam
corantes e aromatizantes e 0s romanos nitratos e especiarias, tanto para conservar como
para melhorar a aparéncia dos alimentos. Com 0 avango das tecnologias, novas substancias
foram descobertas, proporcionando a industria alimentar uma solucdo ndo s6 para a
conservacdo dos alimentos, mas também para conferir aos produtos aroma, aparéncia,
sabor e a textura desejada (Gava, Silva & Farias, 2008).

Segundo Gava et al. (2008), o uso de aditivos é permitido para: aumentar o valor
nutricional de um alimento; reduzir as perdas de alimentos, aumentando a sua conservacao
ou a sua estabilidade; e/ou tornar os alimentos mais atrativos aos olhos dos consumidores,
sem induzi-los a erro. Além disso, estabeleceu-se que o seu uso seria proibido para as
seguintes situagbes: quando interferir significativamente com o valor nutricional do
produto; apresentar toxidade; e/ou quando ndo autorizado pela legislacdo de aditivos
alimentares.

A procura de novos aditivos, tem obrigado a indUstria alimentar a investir em novos
estudos e desenvolvimento de novas metodologias. Além disso, uma vez que a questdo do
uso de aditivos € ainda um assunto preocupante aos olhos dos consumidores, ha a
necessidade de procurar aprovaces e certificacdes em 6rgaos regulatorios (Savioli, 2017).

Alguns estudos associam o consumo de determinados aditivos artificiais quando
ingeridos em quantidades maiores que as recomendadas ou ndo declaradas com alguns
problemas de saude nomeadamente, alergia alimentar (Savioli, 2017). Dai se considerar de

extrema importancia a existéncia de um orgao regulatdrio. Tais preocupacdes tém levado a
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varios desenvolvimentos na industria alimentar que tem procurado alternativas aos aditivos
artificiais.

Atualmente os alimentos funcionais representam uma das areas de investigacdo que
mais tem despertado interesse (Annunziata & Vecchio 2011).

Alguns estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de provar a aplicacdo de
extratos naturais em produtos alimentares, visando comparar 0 seu desempenho
relativamente aos aditivos artificiais normalmente utilizados na industria alimentar. Os
extratos aquosos de Foeniculum vulgare Mill. (funcho) e Matricaria recutita L.
(camomila) demostraram o0 seu potencial como ingredientes naturais em iogurtes (Caleja,
Barros, Antonio, Carocho, Oliveira & Ferreira, 2016) e biscoitos (Caleja, Barros, Antonio,
Oliveira & Ferreira, 2017a).

O rizoma de Curcuma longa Linn, mais conhecido como Acafrdo da india ou
Cdrcuma é utilizado na culindria como especiaria, aromatizante e agente corante. Desde
tempos ancestrais que, este rizoma é utilizado na medicinal tradicional no tratamento de
algumas sintomatologias como tosse, disturbios hepéticos e problemas cardiovasculares.
Vaérios estudos descrevem a curcumina, o principal componente encontrado no rizoma da
Cdrcuma, como detentor de excelentes propriedades bioativas tais como, atividades anti-
inflamatoria, antioxidante,  anticancerigena, hepatoprotetora, neuroprotetora,
cardioprotetora, hipoglicémica, antirreumatica e antidiabética (Meng et al, 2018). Estas
propriedades tém vindo a despertar grande interesse de aplicacdo alimentar. De acordo
com Arulkumar et al. (2017), a aplicacdo de extrato de cdrcuma no musculo de choco
(Sepia brevimana) apresenta efeitos significativos quanto ao aumento do tempo de
prateleira deste produto com armazenamento refrigerado, para além de se verificar que a
sua incorporacdo revelou potencial de inibicdo de algumas bactérias formadoras de amina
biogénica.

Na

Tabela 2, sdo apresentados exemplos de alguns aditivos alimentares naturais e

artificiais normalmente utilizados pela industria alimentar.
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Tabela 2. Exemplos de alguns aditivos alimentares utilizados pela indUstria.

ADITIVO ALIMENTAR

CLASSIFICACAO

Aromatizante

Naturais: 6leos essenciais, extratos, balsamos,
oleoresinas ou oleogomaresinas.

Avrtificiais: aromatizantes idénticos ao natural,
aromatizantes artificiais, misturas de
aromatizantes,  aromatizantes de  reacdo/
transformacéo.

Corante

Naturais:

Caramelo | — simples E150,

Cdrcuma, curcumina E100

Carmim, &cido carminico, cochonilha E120
Artificiais:

Tartrazina E102

Eritrosina E127

Conservante

Artificial:

Acido benzoico E210
Benzoato de sodio E211
Benzoato de potéassio E212
Benzoato de calcio E213
Sorbato de sodio E202

Humidificante

Estabilizante

Antioxidante

Artificial:
Propileno glicol E1520

Naturais:
Agar-agar E406

Naturais:

Tocoferol E307

Artificiais:

Butil-hidroxianisol, BHA E320
Butil-hidroxitolueno, BHT E321

Espessante Naturais:
Carboximetilcelulose sddica E466
Carragena E407
Goma guar E412

Acidulante Artificial:

Acido citrico E330
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ADITIVO ALIMENTAR CLASSIFICAQAO
Acido tartarico E334
Acido fosférico E338

Edulcorante Artificial:
Sacarina e seus sais de sédio,
potassio e calcio E954;

Acessulfame de potassio E950

Adaptado de Silva (2016).

2.1.1. Aplicacdo de aditivos conservantes na indastria alimentar

Na industria alimentar, os conservantes sdo de especial importancia para prevenir a
deterioracdo dos alimentos, pela acdo dos microrganismos ou pela oxidacdo. O aditivo
conservante permite retardar ou inibir a acdo de alguns microrganismos que podem
produzir toxinas, comprometendo a salde do consumidor bem como, evitar a rancificacéo
das gorduras provocada pelo ar atmosférico, que pode provocar um sabor desagradavel no
alimento (Carocho et al., 2014).

Se em tempos ancestrais se recorria a algumas técnicas mais rudimentares para a
conservacao de alimentares, nomeadamente ao uso de sal e agucar, a partir do século XX,
0s conservantes alimentares comecaram a ser sintetizados, possibilitando o uso de novas
substancias nos alimentos e impedindo alteragcdes indesejadas na cor e no sabor dos
produtos alimentares (Shibamoto & Bjeldanes, 2014).

Apesar de utilizados rotineiramente pela industria algumas pesquisas revelam
alguns efeitos adversos a nivel de saide do consumidor correlacionados com o consumo
excessivo de aditivos quimicos presentes nos alimentos. Segundo a ASAE (2017), alguns
desses aditivos (maioritariamente sulfitos, determinados corantes e benzoatos), podem
provocar em individuos mais sensiveis, reacfes de intolerancia como asma ou alergias.
Para evitar situaces adversas a saude dos consumidores tem vindo a ser estabelecidas
doses diarias recomendadas para cada aditivo de forma a garantir seguranca ao
consumidor.

A Dose Diaria Recomendavel (DDR) é um termo utilizado para definir a
guantidade de ingestdo maxima de um composto quimico presente num alimento e/ou na

agua que quando € ingerida possa garantir a auséncia de toxicidade, durante toda a vida e
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de forma vitalicia. O nivel de ingestdo considerado aceitavel é expresso em miligramas do
quimico por quilograma de massa corporal (mg/kg) (Lu & Kacew, 2002). Este termo é de
extrema importancia de forma a garantir a seguranca para 0os consumidores. A Tabela 3
apresenta uma lista com alguns conservantes autorizados pela UE e as respetivas DDR em

determinadas classes de alimentos mais usuais.

Tabela 3. DDR de alguns conservantes autorizados pela Unido Europeia.

Codigo E  Nome Classe de alimento DDR
(mg/kg)

200 Acido sérbico Queijo e produtos a base de queijo 1000
210 Acido benzoico Frutos e produtos horticolas em vinagre, 6leo ou salmoura 2000
220 Dioxido de enxofre  Frutos e produtos horticolas em vinagre, 6leo ou salmoura 100
234 Nisina Natas e natas em po 10

249 Nitrito de potassio Produtos a base de carne 100

251 Nitrato de sodio Produtos & base de carne 150

A nivel industrial é usual a aplicacdo de nitratos ou nitritos em produtos carneos de
forma a evitar o desenvolvimento de células vegetativas e esporos do microrganismo
Clostridium botulinum, para além de garantir uma cor e sabor caracteristico e evitar a
rancificacdo do produto. No entanto, é necessario estabelecer um controlo rigoroso na
quantidade adicionada ao produto, uma vez que se encontra descrito que acima do limite
de tolerancia estabelecido, o seu consumo poderé ser toxico, de forma direta com formacéo
de meta-hemoglobina e de forma indireta com a formacdao de nitrosamina (SENAI, 2016).

Na producdo de vinhos, a adicdo do dioxido de enxofre (SO) é considerada de
extrema importancia uma vez que garante diversas propriedades nomeadamente, agéo
antissética, antioxidante, antidiatésica, dissolvente, entre outras que permitem que o vinho
tenha um tempo de prateleira maior (Amarante, 2018).

Por sua vez o benzoato de sddio (E211) é um conservante alimentar amplamente
utilizado em recheio de biscoitos, doces, refrigerantes, pickles, molho para saladas,
compotas e cervejas. Apesar de ser amplamente aplicado na industria alimentar, por ser

reconhecido como fungicida e bactericida no alimento, quando o seu consumo € superior
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ao estabelecido como recomendavel, estdo descritos alguns problemas a nivel da satde do
consumidor (Dixit et al. 2008).

Nesse sentido, alguns estudos tém vindo a ser realizados testando o potencial
conservante de algumas matrizes naturais em diferentes produtos alimentares. Carocho et
al. (2016) testou a aplicacdo de flores de castanheiro e cidreira em queijos da “Serra da
Estrela” apresentando excelentes resultados. Alguns autores estudaram a aplicacdo de
medronho com agente funcionalizante e conservante em pdo de forma (Takwa et al., 2018),

obtendo-se resultados muito promissores.

2.1.2. Aplicacgéo de ingredientes funcionais na industria alimentar

A industria alimentar responsavel por produzir alimentos funcionais tem
apresentado um crescimento exponencial, aliado ao interesse e procura por parte dos
consumidores por novos produtos com alegacdes de beneficios para a saude (Bigliardi &
Galati, 2013).

Ainda que ndo exista uma definicdo universalmente aceite para os alimentos
funcionais assume-se, que um alimento adquire estatuto de alimento funcional quando para
além da sua funcdo basica nutritiva, garante apresentar efeitos fisiologicos benéficos para a
salde, quer seja especificamente na reducdo do risco de desenvolvimento de doenca ou na
melhoria de uma situacdo de satde. Este tipo de alimentos desperta um interesse crescente
uma vez que para além de apresentar um papel muito importante como promotor de saude
representa um importante impacto a nivel econémica uma vez que tera uma influéncia
direta na reducdo de custos na satde bem como na melhoria da qualidade de vida (Carocho
etal., 2014).

Dependendo da sua natureza, os alimentos funcionais podem ser classificados
como, alimentos funcionais naturais (ou ndo modificados) e modificados. No entanto,
ainda que possam ser modificados, estes alimentos tém de garantir sempre a segurancga
para o consumidor ndo alegando beneficio para a satde em compensacao do risco.

Os alimentos funcionais sdo misturas complexas que podem intercetar 0 composto
ativo, modular a sua libertacdo ou inibir a sua atividade. Desta forma, a matriz alimentar,
tanto no seu estado bruto, como apds a preparagédo culinaria ou armazenamento, pode ter
uma influéncia significativa sobre a atividade ou libertacdo dos principais componentes.

Assim, um passo crucial para o sucesso dos alimentos funcionais é o desenvolvimento de
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veiculos alimentares adequados para manter a forma ativa até ao momento do consumo, e
entrega no local alvo desejado no organismo (Betoret et al., 2011).

S&o varias as matrizes naturais que tém vindo a ser estudadas e apontadas como
excelentes fontes de compostos bioativos. Os principais compostos bioativos e ingredientes
funcionais adicionados aos alimentos, sdo os probioticos, prebidticos, fibras alimentares,
fitoesterdis, carotenoides, compostos fendlicos e &cidos gordos (Salgado, 2017).

Os probidticos sdo encontrados em alimentos fermentados como iogurte, chucrute,
kimchi, alimentos que contém microrganismos vivos (por exemplo, lactobacillus e
bifidobacterium) responsaveis pela coloniza¢do da microflora intestinal. Estes conseguem
exercer efeitos benéficos em doencas e condi¢bes como diarreia e recolonizacdo apds
antibioticoterapia. Os alimentos prebio6ticos tém sido considerados como estimuladores
seletivos do crescimento de algumas bactérias como as bifidobacterias intestinais e sdo
representados pelo alho, cebola, folhas de dente-de-ledo, alcachofra de Jerusalém e jicama
(Bredesen, 2017).

Vaérios estudos tém vindo a ser desenvolvidos no intuito de testar diferentes
matrizes vegetais que devido as excelentes propriedades bioativas que apresentam tem
vindo a ser estudadas como potenciais ingredientes bioativos de forma a poderem ser
aplicadas na industria alimentar. Na Tabela 4, sdo listados alguns produtos, os respetivos
ingredientes funcionais utilizados para enriquecer o produto bem como, as propriedades

benéficas que o seu consumo provoca a nivel da satde do consumidor.

Conhecido popularmente como alecrim, Rosmarinus officinalis L. apresenta
maioritariamente o acido rosmarinico na sua composi¢do. Devido as propriedades
bioativas demostradas por este composto, alguns autores tém estudado a sua aplicacao
como um ingrediente natural em formulacGes de alimentos funcionais (Ribeiro, Caleja,
Barros, Buelga-Santos, Barreiro & Ferreira, 2017). Da mesma forma, também Melissa
officinalis L. consumida desde tempos ancestrais por Ihe serem atribuidas propriedades
terapéuticas populares, foi estudada e comprovada essas mesmas propriedades bioativas
sendo, posteriormente, incorporada em diferentes produtos alimentares (Carocho et al.
2016; Calejaetal., 2017Db).

De acordo com Mona et al., (2009), as raizes em po de chicoria s@o ingredientes
alternativos a farinha de trigo e gordura na producdo de biscoitos tipo cracker. Os

beneficios nutritivos da Chicéria (Cichorium intybus) como fonte de fibras alimentares,
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presenca de inulina na sua composicao e de fruto-oligossacarideos, desperta um potencial
interesse na industria alimentar quanto a utilizacdo desta planta, como um ingrediente
funcional alimentar.

Os produtos lacteos, de pastelaria, panificacdo e alimentos para bebés surgem como
os mercados de alimentos funcionais com maior evolugdo e investimento (Bigliardi &
Galati, 2013; Menrad, 2003). Atualmente, s&o comercializados alguns produtos
alimentares com funcdes benéficas para a saude. Alguns exemplos de sucesso sdo: o
iogurte liquido probiotico Actimel® da marca Danone® contendo culturas Lactobacillus
casel Imunitass® ou o iogurte solido Activia® da mesma marca, contendo Bifidus
ActiRegularis®.
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Tabela 4. Exemplos de produtos alimentares funcionalizados e algumas propriedades benéficas apontadas para a salde do consumidor.

Produto Fonte de alimento Ingrediente Funcional Propriedades para a saude Referéncia
Castanha-do-Brasil e Acidos gordos 6mega 3 Reducéo do colesterol e doencas cardiovasculares. Covino et al., 2015
Barra de cereal Linhaca
Cookies Aveia e bagaco de uva Fibras  alimentares e Otima fonte de fibras e antioxidantes naturais Piovesana & Bueno, 2013.
antioxidantes
X Amaranto Fibra Alimentar Melhora o  funcionamento intestinal e Montero-Quintero et al., 2014
Péo integral

consequentemente a reducdo da ocorréncia do
cancer de cdlon. As fibras sollveis auxiliam no
controle da glicemia e do perfil lipidico.

. ) Farinha da casca de Flavonoides (antocianina) Agcdo antioxidante, fontes de probidticos e calcio. Souza, 2016.

Bebidas lacteas com . -

sabor a mamao Jabuticaba e
Probidtico

Snacks Farinha de soja Proteina de soja e fibra Quantidades de proteinas e teores de fibras Leonel etal., 2010.
alimentar superiores.

Hambiirauer de soia Linhaca e quinoa Substancias lignanas e Acréscimo nos teores de proteinas, minerais, acidos Dias et al., 20009.

9 J acidos gordos 6mega 3 graxos polinsaturados, fibra alimentar e atividade

antioxidante.
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2.1.3. Compostos fenolicos como conservantes alimentares e ingredientes funcionais

Os compostos fenolicos sdo considerados metabolitos secundarios gerados por
um mecanismo de defesa contra condi¢Ges adversas ou de stress. Estes compostos estdo
presentes principalmente em extratos vegetais e sdo considerados de elevada relevancia
devido as suas excelentes propriedades bioativas (Souza, 2015). Apresentam diversos
efeitos bioldgicos nomeadamente, efeitos bloqueadores de radicais livres, inibicdo da
proliferacdo celular, antimicrobianos, antialérgicos e anti-inflamatdrios. Alguns autores
apontam estes compostos como relevantes na reducdo do risco do cancro e doencas
cardiovasculares (Cunha, Moura, Barbosa & Santos, 2016).

Os frutos e bebidas derivadas de plantas, como sumos de fruta, chas, café e
vinho tinto tem sido apontados como as principais fontes alimentares de compostos
fenolicos. Adicionalmente, os legumes, cereais, chocolate e leguminosas secas tém sido
caracterizados por apresentar na sua composi¢cdo uma quantidade muito significativa
destes compostos (Scalbert, Johnson & Saltmarsh, 2005; Pandey & Rizvi, 2009).

Segundo a literatura, os compostos fenolicos sdo classificados de acordo com a
sua estrutura quimica (Tabela 5), nomeadamente em fendis simples (catecol, resorcinol,
vanilina) com uma estrutura de carbono C6, &cidos hidroxibenzoicos, A&cidos
hidroxicinamicos, cumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos, antraquinonas (C6-
C2-C6 - emodina), chalconas, taninos condensados e flavonoides que sé&o divididos em
subclasses com pequenas diferencas estruturais. Dentro dos flavonoides existem 6
subgrupos: os flavan-3-ol (ou flavanois) definidos como uma das subclasses mais
complexas; os flavondis sdo um dos mais difundidos em todo o reino; as flavonas
também sdo uma subclasse importante, que deriva da subclasse flavanondis; as
flavanonas sdo uma subclasse menor e, ocorrem principalmente em frutos; as
isoflavonas, também conhecidas como fitoestrogénios, devido aos seus seus efeitos
fitoestrogénicos; e, finalmente, as antocianinas, que tendem a acumular-se em flores e
frutos (Santos-Buelga et al., 2012).

Alguns autores tém descrito diferentes bioatividades associadas a este tipo de
compostos nomeadamente, efeitos antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatorio,
antitumoral e hepatoprotetor. Estes compostos estao descritos na literatura como sendo
ativos na neutralizacao de espécies reativas e na prevencao do stress oxidativo, atuando

desta forma em diversas doengas (Carocho & Ferreira, 2013).
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Tabela 5. Principais classes de compostos.

Classe

Estrutura quimica

Exemplos

Acidos hidroxibenzdicos (C6-
C1)

Acidos hidroxicinamicos

(C6-C3) e derivados

Acido  p-hidroxibenzoico,  &cido
protocatecuico, &cido vanilico, é&cido
sirinaico. acido aalico. 4cido aentisico.
Acido cafeico, 4cido cumarico, acido
ferdlico, &cido  sinapico,  4cido

cloronénico

Lignanas (C6-C2),

;

OO~

Secoisolariciresinol, matairesinol,

sesamina, enterodiol, enterolactona

Cumarinas (C6-C3)

Escopoletina, umbeliferona, aesculetina

Naftoguinonas (C6-C4)

Juglona, pumbalgina

Xantonas (C6-C1-C6)

g
O

Mangostina, mangiferina

Estilbenos (C6-C2-C6)

Resveratrol

Antraquinonas (C6-C2-C6)

C

O
g

Emodina

Flavonoides (C6-C3-C6)

Flavan-3-ois

Flavonas

H

O

(Epi)catequina, (epi)galocatequina

Apigenina, luteolina, crisina

27



Flavondis

Flavanonas

Antocianinas

Quercetina, canferol, miricetina

Hesperidina, naringenina, eriodictiol

Cianidina, delfinidina, malvidina,

pelargonidina, petunidina, peonidina

C
Genisteina, daidzeina, gliciteina,
Isoflavonas . . . .
formononetina, biocanina A, puerarina
C
Chalconas Ploretina, arbutina, buteina, calcona
NN
C

Polifenodis Poliméricos

Taninos condensados
(proantocianidinas) (C6-C3-
C6)n

Procianidinas, prodelfidininas

Taninos hidrolisados

(galotaninos, elagitaninos)

OH

0 oo OH o Pentagaloilglucose, vescalagina,
Ho o/&/ castalagina

00 =0 OH g
HO'

Ligninas (C6-C3),
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Adaptado de Santos-Buelga et al. (2012).

As flores de camomila (Matricaria recutia L.) utilizadas comumente na
preparacdo de infusbes e decoccdes, apresentam na sua COmposi¢do VAarios compostos
fenolicos, nomeadamente, flavonoides e &cidos fendlicos (Caleja et al., 2015a). Esta
composi¢do tem sido apontada como justificacdo para as propriedades benéficas para a
salide humana associadas ao consumo desta planta. As flores de camomila apresentam
um grande potencial de aplicacdo em alimentos lacteos e de pastelaria como
conservantes naturais e/ou ingredientes funcionais (Caleja et al., 2015a; Caleja et al.,
2016; Caleja et al., 2017a).

Do mesmo modo, também os frutos de Arbutus unedo L. e as folhas de Ocimum
basilicum L., depois de caracterizados quimicamente como fontes de compostos
fenolicos, apresentaram excelentes resultados que atestam o seu potencial conservante
em pao de forma (Takwa et al., 2018).

Segundo Nowak et al., (2016), extratos polifendlicos de folhas de cerejeira
(Prunus cerasus L.) e folhas de groselha preta (Ribes nigrum L.) apresentam elevada
atividade antioxidante associada principalmente a presenca de flavonoides e acidos
fendlicos, incluindo epigalocatequina e glicosideos de quercetina e kaempferol. O
potencial destes extratos como conservante natural foi testado em produtos carneos
onde se comprovou a sua capacidade no aumento do tempo de prateleira.

Por sua vez, o cravo-da-india (S. Aromaticum) conhecido como aromatizante e
conservante natural de alimentos, demonstrou capacidade de destruir patégenos
transmitidos por alimentos, como E. coli, S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes e
Listeria innocua (Sofia et al., 2007). A literatura descreve o &cido galico, acido
protocatecuico, quercetina, acido clorogénico, acido caféico e acido feralico como os

compostos maioritarios presentes na composicdo do cravo-da-india (Scherever, 2009).

2.2. OBTENCAO DE INGREDIENTES RICOS EM COMPOSTOS
FENOLICOS

Geralmente a extracdo dos compostos fendlicos é realizada recorrendo ao uso de

diversos solventes como &gua, etanol, metanol, solugdes de acidos organicos, ou
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misturas de dois ou mais solventes. Sdo aplicadas metodologias amplamente utilizadas e
validadas, no entanto, alguns desses solventes apresentam desvantagens como toxidade,
volatilidade e inflamabilidade, reduzindo o desempenho e a possivel aplicabilidade dos

compostos fenolicos obtidos pela extracdo em produtos alimentares (Dias et al., 2015).

2.2.1. Técnicas de extracao

A literatura ndo parece definir um solvente especifico para a extracdo de
compostos fenolicos e, aponta a polaridade dos compostos a serem extraidos como um
dos principais fatores a ter em consideracdo na escolha do solvente uma vez que
influencia diretamente a extracdo. As solugdes ideais sdo formadas com solutos apolares
em solventes também apolares. Os compostos podem ser extraidos numa ordem
crescente de solventes como: éter etilico > etanol > agua ou hexano/diclorometano >
acetato de etilo > metanol > &gua. (Shao et al., 2014; Broinizi et al., 2007; Martins et al.,
2013). Tendo em conta essas caracteristicas, sdo varias as técnicas de extracdo que tém
vindo a ser exploradas, como a extracdo assistida por ultrassons e micro-ondas, extracao
por Soxhlet, maceracdo, entre outras.

Geralmente, para técnicas classicas de extracdo como a extracdo por Soxhlet, a
eficiéncia de extracdo depende principalmente do tipo de solvente aplicado. No caso de
técnicas mais modernas de extracdo, como a extracdo assistida por ultrassom ou
assistida por micro-ondas, a eficiéncia de extracdo ndo depende apenas do tipo de
solvente, mas também de diferentes parametros caracteristicos para cada uma dessas
mesmas técnicas (Wilga, Kot-Wasik, & Jacek Namiesnik, 2007). A simplicidade e o
baixo custo da técnica de extracdo por Soxhlet, aliado ao facto de se conseguir extrair
mais massa de amostra do que a maioria das tecnologias de extracdo mais recentes sao
algumas das vantagens mais apontadas na literatura (Luque de Castro & Priego-Capote,
2010).

A técnica de extragcdo por maceracdo consiste nos principios de difusdo e
osmose. A amostra (vegetal ou animal) é colocada em contacto com um solvente
adequado (liquido extrator), sob agitagdo durante um determinado tempo. No primeiro
momento o extrator dissolve-se na superficie da amostra promovendo uma concentragao
intra e extracelular da mesma igualdade. Posteriormente, ocorre uma difusdo molecular

do soluto do interior da amostra para o solvente. A agitacdo promove uma melhor
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homogeneizacdo deste processo de transi¢cdo e, consequentemente, uma maior eficiéncia
de extracdo (Fontes, 2013). O resveratrol € um composto fendlico encontrado
principalmente em vinhos tintos devido ao processo de maceracdo e fermentacao
alcoolica que ocorrem durante o processo de obtencdo do vinho (Terra et al., 2011).

A extragdo assistida por calor (HAE), ainda que seja uma técnica mais
tradicional, envolve um protocolo mais simples sem a exigéncia de tecnologias mais
caras que muitas vezes ndo estdo facilmente disponiveis para pequenas empresas.

A extracdo assistida por ultrassom (UAE), é realizada geralmente em banhos de
ultrassom ou extratores fechados providos com sonda, e consiste na aplicacdo de
vibragcBes mecanicas nas amostras liquidas, sélidas e gasosas, através de ondas sonoras
de frequéncia acima de 20 kHz. O ultrassom promove o fendmeno denominado de
cavitacdo que induz a formacdo de bolhas que se rompem variando a pressdo e
temperatura durante o processo. Portanto, as varidveis do processo permitem o
rompimento estrutural da amostra e a reducdo das particulas promovendo assim uma
extracao rapida e eficiente (Cass & Cassiano, 2015).

A extracdo assistida por micro-ondas (MAE) é considerada ecologicamente
viavel devido ao seu baixo consumo de solvente ou até mesmo isento deste. O processo
MAE é répido e eficiente, com a possibilidade de realizar a extracdo em amostras
complexas, proporcionado uma alta reprodutibilidade e uma menor manipulacdo das
amostras. A extracdo consiste na liberacdo de energia para o solvente e na amostra de
forma tdo rapida que, promove o0 aumento homogéneo da temperatura, ocorrendo uma
rutura na estrutura da amostra libertando os seus possiveis constituintes. O aquecimento
ocorre devido a interacdo que ocorre com as moléculas da amostra, por exemplo, a
agua. Entretanto é comumente utilizado solventes que possuem uma constante dielétrica
alta, como a agua, metanol e etanol (Cass & Cassiano, 2015).

Segundo alguns autores, a extragdo com uso de dioxido de carbono supercritico
para isolamento de compostos, apresenta iniUmeras vantagens quando comparada com
solventes organicos, 0 que tem levantado muito interesse por parte das inddstrias
alimentar, farmacéutica e cosmética (Zizovic et al., 2007). O dioxido de carbono é o
solvente mais utilizado uma vez que é definido como nédo-toxico, ndo-inflamavel, ndo-
explosivo, com baixo custo e facilmente disponivel para além de ser facilmente

removivel dos materiais extraidos (Chiu et al., 2002).
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Apesar de todas as técnicas apresentarem vantagens e desvantagens umas em
relagdo as outras, ndo é possivel destacar nenhuma como sendo a melhor técnica. Séo
varios os fatores que vao influenciar a escolha da técnica, como sendo o tipo de
compostos que pretendemos extrair, as condicdes que vao ser escolhidas e a forma

como essas podem influenciar a extragdo desses mesmos compostos.

2.2.2. Biodisponibilidade e estabilidade

Considera-se biodisponibilidade de determinado composto a fracdo que atinge o
sistema circulatorio, diretamente relacionado com o grau de absorgao (Carbonell-
Capella et al., 2014). A biodisponibilidade e estabilidade dos compostos fendlicos apos
injestdo, € um tema amplamente estudado e discutido de forma a entender melhor os
mecanismos de agao dos fenois no organismo (Crozier et al., 2010).

Um dos fatores mais importantes a ter em consideracdo quando se fala na
biodisponibilidade de compostos fendlicos, sdo as caracteristicas quimicas estruturais
dos compostos fenolicos (Karakaya, 2004). As moléculas de agucar ligadas aos
compostos fenodlico sao um dos fatores que mais influenciam a absor¢ao no intestino,
em relacdo a sua natureza e numero. Adicionalmente alguns fatores externos, como o0
facto de o organismo humano carecer de muitos recetores especificos na superficie das
células epiteliais do intestino delgado para varios compostos fenélicos, limitam a sua
absorcéo, sendo secretados na urina e nas fezes (Li et al., 2015).

Quanto a estabilidade dos compostos fendlicos, na escolha da técnica e
condicBes 6timas de extracdo deve-se ter em consideracdo o facto de diversos fatores
externos poderem levar a degradacdo de compostos, tais como temperatura, pH e luz.

A literatura estabelece que diferentes valores de pH provocam alteracdes na cor
apresentada por antocianinas (Garzon, 2008). Do mesmo modo, o aumento da
temperatura pode provocar alteracdes na estrutura quimica resultando na diminuicdo da
sua estabilidade (Castafieda-Sanchéz & Guerrero-Beltran, 2015). Alguns autores
descrevem que a influéncia da radiacdo luminosa acelera a degradacdo desses mesmos
compostos (Sun et al., 2011). Devido a influéncia estabelecida por estes diferentes
fatores, a otimizacdo das técnicas e condi¢cdes de extracdo estdo a ser rotineiramente
estabelecidas. Por exemplo, um estudo recente visou otimizar as condi¢des de extragdo

de antocianinas a partir de frutos de A. unedo com o objetivo de provar o seu potencial
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corante na inddstria de pastelaria (Lopez et al., 2019). No entanto, um estudo
desenvolvido por Silva et al. (2016), demonstrou que o0 armazenamento de polpa de
amora (Morus nigra L.) por congelacdo a -18°C durante 90 dias, provocou perdas
significativas na ordem dos 40% de cianidina-3-O-glucosido. Desta forma, foi possivel
confirmar que durante o processo de congelacdo, as reacBes metabolicas ndo séo
totalmente inibidas, mas apenas reduzidas.

A técnica de microencapsulacdo € apresentada como uma solucdo viavel na
protecdo dos compostos fendlicos. Esta técnica baseia-se na utilizacdo de agentes
encapsulantes, capazes de revestir substancias como os compostos fendlicos. Deste
modo, a microencapsulacdo € de grande importancia para a area alimentar, sendo

utilizada para diversos fins, sendo que alguns destes estao referenciados na Tabela 6.

Tabela 6. Exemplos de microencapsulacéo de compostos fendlicos.

Composto fendlico

Material encapsulante Método Referéncia
Acido galico Maltodextrina Spray drying Garcia, 2016
Antocianinas Goma de cajueiro e maltodextrina Spray drying Moreira, 2007
Apigenina Alginato Atomizacao/coagulacdo Oliveira, 2015
Ouercetina Goma arébica e maltodextrina Spray drying Barreto, 2015

A escolha do material encapsulante e da técnica de encapsulamento é uma das
etapas mais importantes e decisivas para garantir que 0 agente ativo seja protegido e
apenas libertado no local alvo definido uma vez que, essa libertacdo devera ocorrer
aquando de diferentes estimulos como temperatura e pH (Dias, Caleja, Ferreira &
Barreiro, 2017).

2.2.3. Aplicacédo nos produtos alimentares

Por Ihe serem associadas propriedades medicinais com capacidade de atuar na
prevencdo e melhoria de determinadas sintomatologias, os ingredientes bioativos
naturais tém sido utilizados mundialmente, desde tempos ancestrais (Dai & Mumper,
2010; Rubio, Motilva & Romero, 2013). Deste modo, as propriedades funcionais de
alguns compostos naturais tém despertado o interesse crescente ndo s6 da comunidade

cientifica como também da industria alimentar, uma vez que a sua incorporagdo em
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diferentes alimentos se podera traduzir num valor acrescido. Algumas fontes naturais de
origem vegetal, animal ou micoldgica, mas também compostos sintéticos com
atividades biolégicas melhoradas tém vindo a ser explorados. Alguns exemplos de
ingredientes bioativos incluem vitaminas, aminodacidos, fibras, acidos gordos e
compostos fenolicos (Branen, Davidson, Salminen & Thorngate, 2001).

Para responder as necessidades e exigéncias dos consumidores, que estdo cada
vez mais preocupados com o0s seus habitos alimentares, a industria alimentar tem vindo
a desenvolver diferentes produtos alimentares fortificados, incorporando ingredientes
ativos na dosagem correta, e sem alteracdo das propriedades organoléticas e de textura
dos produtos (Carocho, Barreiro, Morales & Ferreira, 2014; Aun et al., 2011).

As plantas medicinais e aromaticas tém tido uma elevada procura nesta area de
desenvolvimento de novos alimentos funcionais devido a elevada quantidade de
compostos fendlicos na sua composicdo. Cam et al. (2014) incorporaram extratos
fenolicos de roma em gelados com o objetivo de Ihe conferir propriedades
antioxidantes. Também Chouchouli et al. (2013) e Martins et al. (2014), incorporaram
sementes de uva e flores de amoreira, respetivamente, de forma a funcionalizar iogurtes.
Estudos desenvolvidos com extratos fenolicos de funcho e camomila em requeijao,
descrevem uma atividade antioxidante superior e um aumento do tempo de prateleira,
comparativamente com o requeijao sem extratos (Caleja et al., 2015a, Caleja et al.,
2015b). Na mesma matriz alimentar, a incorporacdo de cogumelos surge para melhorar
as propriedades antioxidantes (Ribeiro et al., 2015).

Por ser uma excelente fonte de compostos antioxidantes, como compostos
fendlicos, e de amido, a farinha de banana verde (FBV) tem sido amplamente utilizada
como ingrediente funcional na elaboracdo de diferentes produtos alimentares tal como

apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Alimentos funcionais elaborados com farinha de banana verde.

Produto Composic¢ao Referéncia
Pio Farinha de trigo: FBV (90:10). Juarez-Garcia et al., 2006
L 0% (controlo), 10, 20 e 30% de FBV. Fasolini et al., 2007
Biscoito
Snacks Snacks de mandioca: 0, 10, 20, 30, 40,50 g de Wang et al., 2012
FBV/100g de amido de mandioca.
Adicdo de 0% (controlo), 3%, 4% e 5% de FBV. Kumar et al., 2013
Nuggets
Bolo Substituicdo da farinha de trigo por 60% de FBV. Borges etal., 2010
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Produto Composi¢ao Referéncia

47,5% de FBV; 31,5% de ovos; 16,4% de agua; Zandonadi et al., 2012

Macarrdo 2,5% de goma guar e 2,5% de goma xantana.

Adaptado de Silva et al. (2016).

No desenvolvimento e comercializagdo de novos alimentos funcionais, a
indUstria alimentar ter4 de ter em conta uma diversidade de fatores tais como, a
aceitacdo sensorial, preco, estabilidade, propriedades quimicas e funcionais dos
produtos alimentares (Betoret et al., 2011). No entanto, para o desenvolvimento destes
produtos é necessario ter em consideracdo que o processo de producdo devera ser
rapido, sendo necessario ter em consideracdo todas as exigéncias das evidéncias
cientificas para serem introduzidos no mercado (Roy, 2015; Wang & Li, 2015). Além
disso, ¢ necessario que 0s consumidores tenham conhecimento e estejam familiarizados
com os alimentos funcionais e com a seguranga dos mesmos (Annunziata & Vecchio,
2011; Verschuren, 2002).

No entanto, o sucesso dos alimentos funcionais também depende dos atributos
organoléticos, especialmente sabor, aparéncia, preco e alegacdes para a saude (Routray
& Orsat, 2012). Portanto, considera-se que para garantir o sucesso desta categoria de
alimentos, é necessario um trabalho conjunto de véarios setores como a ciéncia,
industria, mercado, meios de comunicacdo, educacao e politicas governamentais (Wang
& Li, 2015).

2.3. APROVEITAMENTO DE RESIDUOS NA INDUSTRIA
AGROALIMENTAR

Existe uma preocupacdo crescente por parte da industria agroalimentar
relativamente ao aproveitamento de residuos, uma vez que anualmente sdo geradas
toneladas de residuos normalmente descartados de uma forma inadequada para o meio
ambiente. Assim, existe uma grande quantidade de residuos resultante do
processamento de gréos, frutos e hortalicas, com um grande potencial de
reaproveitamento (Woiciechowski et al., 2013).

A utilizacdo de soro de leite tem sido um desafio desde que 0 homem comecgou a
fabricacdo de queijo. Atualmente, existem diversas formas de aproveitamento do soro,

tais como preparados para alimentagdo animal, ingrediente para fabricagdo de produtos
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alimentares nomeadamente, bebidas lacteas e requeijoes, o que tem resultado num
aproveitamento muito satisfatorio para a industria deste setor (Santos & Ferreira, 2001).

Os residuos gerados durante o processamento do ananas (Ananas cosmosus) tém
sido apontados como fontes ricas em compostos bioativos de interesse e
consequentemente, despertado interesse na industria alimentar. Este tipo de residuos
para além de serem utilizados como aditivos através da sua aplicagdo direta em
alimentos, tém sido utilizados também como material para a producéo de revestimentos
de frutos e hortalicas apos colheita (Schieber, Stintzing & Carle, 2001).

De acordo com Moreira (2007), o “bagaco” gerado durante o processamento da
acerola, é um residuo de cor vermelha constituido por elevada quantidade de
antocianinas e acido ascérbico, o que justifica o grande valor comercial que resulta do
seu aproveitamento. Este residuo tem vindo a ser utilizado por exemplo, na producdo de
um extrato microencapsulado para aplicagdo na &rea alimentar como ingrediente
funcional com propriedades antioxidante e/ou corante.

Desta forma, o aproveitamento de residuos agroindustriais, tem vindo a ser
amplamente estudado com vista a agregar valor a matrizes de baixo valor comercial.
Sao varios os residuos resultantes do processamento de matrizes naturais que tém sido
apontados como excelentes fontes de compostos fendlicos apresentado atividades
bioativas com interesse para a indlstria alimentar, visando a sua utilizacdo como

ingrediente funcional (Barreto, 2015).

2.3.1. Problemética dos residuos na industria agroalimentar

De acordo com a Agéncia Portuguesa do Ambiente (2019), classifica-se como
residuo, “qualquer substincia ou material descartado por um detentor, o qual tem a
intencdo ou obrigagdo de se desfazer do mesmo”. A Lista Europeia de Residuos (LER)
obriga todos os detentores a classificar os residuos como perigosos e ndo perigosos.

A industria agroalimentar é apontada como uma das maiores produtoras de
residuos, tanto animais como vegetais. Esses residuos apresentam materiais
lenocelul6sicos, residuos vegetais, gordura animal, 6leos vegetais, residuos de pepel,
residuos ricos em proteinas, entre outros (Schievano et al., 2009).

Um dos principais problemas das atividades industriais de processamento de

alimentos como as processadoras de sumo de frutos, esté relacionado com a producéo
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de grande volume de residuos solidos e liquidos. O descarte inadequado deste tipo de
residuos (cascas, polpas e sementes) representa um elevado risco ambiental,
nomeadamente na poluicdo da agua e do solo que podera ter diversas consequéncias
graves na saude humana e animal (Farhat et al., 2011).

Do mesmo modo, a indudstria produtora de carne apesar de apresentar um papel
de grande relevancia economica, tem vindo a levantar varias questdes preocupantes
relacionadas com a gestdo de residuos nos efluentes. A grande guantidade de sangue,
gordura, sélidos do conteudo intestinal dos animais e fragmentos de tecidos levanta
questBes preocupantes de impacto ambiental (Araujo & Costa, 2014).

No Brasil, a industria sucroenergética € considerada de grande importancia na
economia do pais, porém esta também representa um impacto ambiental bastante
negativo, relacionado com a producéo de residuos durante o processamento industrial da
cana de acgucar, geradora de residuos como a vinhaca, bagaco, a torta de filtro ou
flegmaca. Adicionalmente, neste sector agroindustrial, o uso abundante de agua para
cultivo e as etapas de producdo de agUcar e etanol, geram efluentes da lavagem de pisos
e equipamentos, que podem provocar impactos significativos ao meio ambiente (Ana,
2009).

Em Portugal, a prética agricola da poda da vinha, do olival e das arvores
frutiferas € a principal responsavel pela producdo de residuos. Das culturas agricolas
permanentes, 0s residuos sdo provenientes das podas de plantas arbdreas como o
castanheiro, amendoeira, Kiwi, arvores de citrinos, pessegueiro entre outros. Por sua vez
da manutencdo de culturas temporarias, sdo gerados residuos como palha de trigo, de
aveia, cevada e arroz (Ibero Massa Florestal, 2014). O descarte dos residuos da poda é
feito diretamente no solo e por isso, considerado como impacto ambiental negativo uma
vez que, o processo de degradacdo € lento e dificulta a absorcdo pelo solo, quando o
residuo esta in natura, ou seja, sem a prévia trituracdo (Cortez, 2011).

Alguns autores sugerem o elevado potencial destes residuos com vista ao
aproveitamento destes no fornecimento de energia elétrica e térmica, através do
tratamento e producdo de biogas (Jayachandra et al., 2011).

A ltalia, a Alemanha e a Austria sd0 exemplos de paises que utilizam residuos
agroindustriais de uma forma sustentavel a baixo custo e rapido acesso para a obtengéo
de energia através da biomassa (Schievano et al., 2009). No Brasil, a insercdo de novas

fontes renovaveis de energias nomeadamente, a utilizagdo de biomassa tem sido vista
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com grande potencial de crescimento nesta area em relagcdo as condi¢Bes climaticas
favoraveis do pais, disponibilidade de dgua e grande extensdo de areas agricolas (Ruiz,
2015). No entanto, existe alguma controveérsia relativamente a quantidade de biomassa
produzida, pelo facto de poder haver um comprometimento na producao de alimentos e,
também, relativamente a quantidade de residuos alimentares toxicos que resultam na

contaminac&o de solos e aguas (Ferreira, 2015).

2.3.2. Caso particular dos bioresiduos de casca de kiwi

As perdas e os desperdicios de alimentos acontecem ao longo de toda cadeia
produtiva, desde a colheita no campo até a mesa do consumidor. Estima-se que um tergo
dos alimentos produzidos no mundo para o consumo humano é desperdicado ou
perdido, isto representa cerca de 1,3 bilhdo de toneladas de alimentos. Os frutos e
vegetais sdo as classes de alimentos que apresentam maiores perdas e desperdicios,
cerca de 40-50% em relag&o a outros alimentos (FAO, 2019).

No Brasil, 10% da grande parte do desperdicio de alimentos, esta relacionado
com a colheita no campo. Etapas de transporte e industrializacdo traduzem-se em 50%
das perdas, sendo que os desperdicios que ocorrem nas residéncias dos consumidores
sdo cerca de 10% e os restantes 30% que se somam, sdo perdidos no retalho (Roriz,
2012). A Europa desperdica cerca de 222 milhdes de toneladas de alimentos por ano,
quantidade essa que representa aproximadamente a producdo de alimentos da Africa

subsaariana, que produz 230 milhdes de toneladas (FAO, 2019).

Na industria de processamento de frutos, a dgua é utilizada em quase todas as
etapas da producdo, desde a etapa inicial onde se tem a lavagem e sanitizagdo dos
frutos, durante o processo com a adicdo de dgua aos sumos para possiveis diluicdes,
como também no término do processo, realizando a lavagem dos equipamentos como as
caldeiras, despolpadoras, refrigeradores e entre outros (Paula, 2013). As aguas residuais
resultantes do processamento de frutos, sdo ricas em material organico, nutrientes e sais
minerais, representando um elevado potencial poluente quando descartados de forma
inadequadas, podendo resultar em odores, pragas e contaminacdo dos solos e agua
(Jeronimo, 2012).
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Segundo a Resolugdo CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011, os efluentes de
qualquer fonte poluidora apenas poderdo ser lancados diretamente no corpo recetor se
obedecerem as condi¢cbes e padrdes previstos nomeadamente, a remoc¢ao minima de
60% da Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBO). Define-se por CBO, a quantidade de
oxigénio por unidade de volume de um residuo, necesséria para a oxidacdo bioguimica
da matéria orgénica, até obter a sua estabilizacdo, sob condic¢Ges de tempo e temperatura
(geralmente estimada ap0s 5 dias de incubacdo a 20°C), utilizando microrganismos e
sendo expressa em mg/L (Villen, 2001). A Tabela 8 apresenta valor da CBO para
diferentes tipos de efluente

Tabela 8. CBO de diferentes tipos de efluentes.

Efluentes CBO (mg/L) Referéncia
Esgoto doméstico 350 Villen, 2001
Despolpa de café 1.840-14.340 Matos & Lo Monaco, 2003
Industria de conserva de frutos e legumes 200 -3.000 Von Sperling, 2005
1.400 Mendonga, 2017

Indastria de laticinios

150.000 — 200.000 Pardi et al., 1995
Giordano, 2004

Matadouros
Pescados 1.700

O aproveitamento de residuos e subprodutos oriundos do processamento de
frutos e hortalicas, é uma pratica sustentavel que reduz significativamente os impactos
ambientais causados como pelo acumulo de lixo orgéanico. Além disso, 0
aproveitamento integral dos alimentos promove o desenvolvimento de novos produtos,
com formulagbes de alto valor nutricional, garantindo a seguranca alimentar e podendo
ainda auxiliar na renda familiar (Roriz, 2012).

As industrias processadoras de frutos e vegetais, sdo responsaveis pela producao
de toneladas de residuos agroindustriais. Os principais residuos gerados pelo
processamento de frutos e vegetais sdo os de bagacos, cascas e sementes, provenientes
de etapas como esmagamento, despolpamento, entre outros. A Tabela 9, apresenta os

valores de residuos provenientes do processamento de diversos frutos e vegetais.
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Tabela 9. Percentual de residuos obtidos em diferentes processos.

Produtos Residuos (%) Referéncia

Sumo de Laranja 50 Teixeira, 2001
Sumo de Maracuja 70 Mendes, 2018
Sumo de Acerola 31,24 Caetano et al., 2011
Polpa de Kiwi 30 lensen et al., 2013
Polpa de Acerola 26,32 Caetano et al., 2011
Conserva de Minimilho 74,1 Raupp et al., 2008

De acordo com Coelho (2015), em média 25% de todo o kiwi produzido €
perdido durante a producdo, estas perdas estdo relacionadas com danos provocados por
impacto, abrasdo, cortes e compressao ao longo das etapas de colheita, armazenagem e
transporte, além de incidentes por falhas nos sistemas de refrigeracdo. Entretanto,
existem iniciativas por parte dos produtores em comercializar e/ou valorizar o material
que é perdido ou descartado, nomeadamente no aproveitamento para a producdo de

SUMOoSs ou compotas.

2.3.3. Extracao de compostos fendlicos de kiwi

De acordo com Park et al.,, (2014), a espécie e a variedade vai definir a
quantidade de compostos fendlicos encontrados no fruto de kiwi. A Tabela 10
apresenta os valores de polifendis totais, flavonoides totais, flavanois totais e vitamina C
nos frutos de Actinidia onde se confirma que existem variagdes na composicao
dependendo da espécie (Du et al, 2009). Além disso, o ponto de maturacdo, as
condicdes ambientais e as manipulacdes inadequadas dos frutos, sdo fatores que podem
também provocar alteragdes nas propriedades nutricionais e quimicas do Kiwi
(Singletary, 2012).
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Tabela 10. Quantificacdo dos compostos fenélicos em extratos de 8 genétipos de Actinidia.

Polifendis totais Flavonoides Flavanois Vitamina C

Cultivares
. 329,33 6,64 3,01 1284,87
A. eriantha
195,00 38,94 42,58 41,74
A. rufa
- 710,00 74,24 91,79 1322,91
A. latifolia
. . 136,67 17,96 18,68 73,97
A. chinensis cv. Hongyang
. . . 70,67 14,28 17,76 42,27
A. chinensis cv. Xixuan
A. deliciosa cv. Jinkui 107,33 9,73 8,94 166,44
A. deliciosa cv. Qinmei 96,67 11,15 10,50 129,81
41,67 6,69 4,34 63,41

A. deliciosa cv. Hayward

Polifendis total (mg &cido galico/100 g Peso Fresco); Flavonoides total (mg rutina/100 g Peso Fresco); Flavandis total
(mg catequina/100 g Peso Fresco); Vitamina C (mg &cido ascorbico/100 g Peso Fresco). Adaptado de: Du et al, 2009.

Como referido anteriormente, varios estudos realizados comprovam que 0
solvente utilizado no método de extracdo vai influenciar a extracdo de compostos
bioativos e o nivel de capacidade antioxidante demonstrado. O etanol, a acetona, o
metanol e a combinacdo dos mesmos com diferentes proporcdes de agua sdo 0s
solventes mais utilizados para a extracdo destes compostos (Park et al., 2013), sendo a

extracdao por maceragdo o processo mais aplicado (Farinha, 2014).

As cascas e sementes de frutos sdo considerados residuos ou subproduto, que
normalmente apresentam maior valor nutricional, quando comparados com o restante
fruto. Os compostos fendlicos podem estar em maior quantidade nos residuos,
apresentando consequentemente um maior potencial antioxidante do que a polpa
(Figura 3) (Gondim et al., 2005). A polpa de kiwi possui uma grande quantidade de
antioxidantes benéficos para a saude do consumidor. Acidos hidroxicindmicos,
procianidinas e quercetina glicosilada, sdo descritos na literatura como sendo 0s

compostos maioritarios na composicao da casca de kiwi (Pinelli et al., 2013).
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Figura 3. Relagdo da quantidade de antocianinas encontradas em diferentes partes do fruto de diferentes
espécies de kiwi: A. chinensis (1 e 2), A. deliciosa (3), A. eriantha (4), A. melanandra (5), A. arguta var.
purpurea (6), e A. arguta (7). Adaptado de: Montefiori et al., 2009.

Segundo Montefiori et al., (2009), na caracterizacdo e quantificacdo de
antocianinas da Actinidia spp. (polpa vermelha) sdo encontrados cianidina 3-(2-(xilosil)
galactosido), cianidina 3-galactdsido, cianidina 3-glucosido, delfinidina 3-(2-(xilosil)
galactosido), e delfinidina 3-galactésido (Wojdyto et al., 2017). Relativamente a
extracdo de antocianinas, verifica-se que para além do solvente algumas variaveis como
o tempo e temperatura também influenciam o rendimento e a eficiéncia de uma extracao
(Machado et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho pretendeu-se caracterizar os a polpa e casca de kiwi de duas variedades

distintas (kiwi verde e kiwi vermelho), de forma a aproveitar um bio residuo para a

obtencdo de um extrato rico em compostos fenolicos para posterior incorporacdo na

inddstria alimentar. O plano de trabalho encontra-se esquematizado na Figura 4.

Os objetivos especificos deste trabalho séo:

i) Determinacdo do valor nutricional das polpas de ambas as variedades de Kiwi

através de metodologias oficiais de anélise de alimentos (AOAC);

ii) Determinagdo da composicdo quimica, analisando o teor em acucares livres,

acidos gordos, acidos organicos e tocoferois tanto das polpas como das cascas

de ambas as variedades de kiwi;

iii) Caracterizacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos por cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de diodos e a um detetor de
espetrometria de massa com uma fonte de ionizacdo por espalhamento de
eletrbes (HPLC-DAD-ESI/MS);

iv) Avaliagéo de diferentes propriedades bioativas das polpas e cascas:

Potencial antioxidante por diferentes ensaios in vitro: inibi¢do da peroxidacao
lipidica (TBARS- espécies reativas do acido tiobarbitdrico- em
homogeneizados cerebrais) e atividade anti-hemolitica (ensaio de inibi¢do da
hemolise oxidativa - OXHLIA);

Potencial citotoxico em linhas celulares tumorais humanas (carcinoma
hepatocelular - HepG2, cervical - Hela, pulméo - NCI-H460 e mama - MCF-
7) e em culturas priméarias de células de figado de porco (ndo tumorais-
PLP2), pelo método da sulforrodamina B (SRB).

Atividade antimicrobiana: atividade antibacteriana avaliada pelo método de
microdiluicdo com o corante INT (cloreto de iodonitrotetrazolio) e atividade
antifungica pelo método de dilui¢des sucessivas.

Atividade anti-inflamat6ria em células macrofagas RAW 264.7 de rato.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparagdo das amostras

Os frutos de Actinidia deliciosa cv “Hayward” (kiwi verde) e Actinidia spp. (Kiwi
vermelho) foram gentilmente cedidos pela empresa Kiwicoop, com sede em Oliveira do
Bairro, Portugal. As cascas foram finamente separadas da polpa e apds congeladas
foram desidratadas por liofilizacdo (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO,
EE.UU.) De seguida, as amostras foram trituradas e o pé misturado para garantir a
homogeneidade das amostras e, foram armazenadas num local fresco e seco ao abrigo

de luz, para posteriores anélises (Figura 5).

Actinidia deliciosa Polpa
Casca

Actinidia spp. Polpa
Casca

Figura 5. Amostras antes e ap6s o processo de liofilizacéo.
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3.2. Reagentes

Os solventes n-hexano 95%, acetonitrilo 99% e acetato de etilo 99,98%, de grau HPLC,
foram adquiridos na Fisher Scientific (Lisboa, Portugal) e o solvente metanol de grau
analitico, foi adquirido na Pronalab (Lisboa, Portugal). Os restantes solventes usados,
igualmente de grau analitico foram os seguintes: éter etilico (Lab-Scan); tolueno e acido
sulfarico (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, EUA). A &gua foi tratada previamente a
sua utilizacdo pelo sistema de purificacdo Milli-Q-Water (TGl Pure Water Systems,
Greenville, SC, EUA).

A mistura padrdo com 37 ésteres metilicos de &cidos gordos (FAME) (C4-C24; norma
47885-U) foi adquirida na empresa Sigma (St. Louis, MO, USA), assim como outros
isdbmeros individuais de é&cidos gordos, padrbes de acucares ((D(-)-frutose D(+)-
sacarose, D(+)-glucose, D(+)-trealose e D(+)-rafinose pentahidratada), padrdes de
acidos organicos (L(+)-acido ascorbico; &cido citrico; acido malico; &cido oxalico;
acido shiquimico; acido sucinico; &cido fumérico e &cido quinico) e padrdes de
tocoferois (isoformas -a, -, -A e -8). Relativamente aos padrdes dos compostos
fenolicos utilizados: acido cafeico, catequina, epicatequina, quercetina-3-O-glucésido e
cianidina-3-O-glucésido foram adquiridos nas empresas Sigma-Aldrich, Extrasynthese e
Polyphenols.

O sérum fetal de bovino (SFB), a L-glutamina, a solucdo salina de Hank’s (HBSS), a
solucdo de penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL, respetivamente) e o
meio DMEM (meio de cultura para células animais (Dulbecco Modified Eagle)) foram
adquiridos na empresa Hyclone (Logan, Utah, EUA). O acido acético, elipticina,
sulforodamina B (SRB), &cido tricloroacético (TCA) e Tris foram fornecidos pela
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

O Mueller-Hinton agar (MHB) foi obtido na Biolab® (Hungria). O composto p-
lodonitrotetrazolium chloride (INT) foi adquirido da Panreac Applichem (Barcelona,
Espanha). Os antibioticos imipenem e vancomicina foram obtidos da Hikma

farmacéutica (Portugal SA) e a Ampicilina da Janssen farmacéutica (Bélgica).
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3.3. Determinagdo do valor nutricional das polpas de Actinidia deliciosa cv
“Hayward” e Actinidia spp.

A composicdo em macronutrientes de ambas as polpas foi obtida atraves de
metodologias oficiais de analise de alimentos (AOAC, 2016), seguindo a metodologia
previamente descrita por Melgar et al., 2017. Para tal, foi determinado o teor de
proteina, gordura, hidratos de carbono, cinzas, humidade e energia.

O teor em proteinas (Nx6.25) foi obtido pelo método macro-Kjeldahl (AOAC 991.02),
o qual se baseia na quantidade de azoto presente na amostra. Para tal, adiciona-se acido
sulfarico concentrado (H2SO4) a amostra (0,5 g) ocorrendo, desta forma, a digestdo da
matéria organica e consequente formacéo de um sal inorgéanico, o sulfato de amdnio
(NH4)2SO4, no qual é retido o azoto. De seguida, alcaliniza-se a solugdo por adi¢do de
hidroxido de sédio (NaOH), que potencia a libertacdo de azoto na forma de amoniaco,
NH3. O amoniaco €, de seguida, destilado e recolhido numa solucao de &cido conhecido,
neste caso, H2SO4 (0,1 M). Por fim, é feita uma titulagdo com NaOH (0,1 M), utilizando
um indicador de metil vermelho, que permite quantificar o azoto presente na amostra
(AOAC 991.02).

Os lipidos foram determinados através da extracdo de uma massa conhecida de amostra
(3g), num aparelho de Soxhlet, para a qual se utilizou como solvente de extracdo o éter
de petréleo a uma temperatura de aproximadamente 120 °C, durante 7 horas (AOAC
989.05).

Para a obtencdo do teor em cinzas, fez-se uma incineracdo a 600 + 15°C durante 12
horas (AOAC 935.42).

Para a determinacdo da humidade presente na amostra, colocou-se uma quantidade
conhecida de amostra (1g) na estufa (100 °C) até se obter uma massa constante.

Os glacidos foram calculados por diferenca, enquanto que a energia total foi

determinada de acordo com a equacao 1, apresentada abaixo.

Energia (Kcal) = 4 x (gproteinas + ggllicidos) +(9 X ggordura)

Equacéo 1. Equacéo para determinagdo da energia total.
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3.4. Determinacdo da composicdo quimica das polpas e cascas de Kiwi verde e kiwi

vermelho

3.4.1. Acucares

Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), conforme descrito
anteriormente por Barros et al. (2013a).

A amostra (1 g) foi enriquecida com melezitose (utilizada como padrdo interno, 25
mg/mL) e extraiu-se com 40 mL de etanol (80/20, v/v), num banho a 80 °C (Julabo,
SW22; Seelbach, Germany), durante 1 hora e 30 min, com agitacdo a cada 15 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante obtido foi centrifugado (Centrifuga refrigerada K240R,
Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) a 15.000 g durante 10 minutos e transferido
para um baldo de vidro para evaporar a fracdo etanolica, recorrendo-se ao evaporador
rotativo (Evaporador rotativo Biichi R-210, Flawil, Suiga) (60 °C, pressdo reduzida). A
fase aquosa foi lavada 3 vezes com éter dietilico (10 mL), tendo sido, seguidamente, 0s
restos do mesmo evaporados. Ao residuo seco obtido, foi adicionada agua até perfazer
um volume final de 5 mL e filtrou-se 1,5 mL do mesmo (filtros de nylon - 0,2 pum,

Whatman) para um vial, para posterior analise do perfil em agUcares no sistema HPLC.

O sistema de HPLC encontra-se equipado com uma bomba (Knauer, Sistema Smartline
1000, Berlim, Alemanha), um sistema desgaseificador (Smartline manager 5000), um
amostrador automatico (AS-2057 Jasco, Easton, Maryland, EUA) e um detetor de indice
de refracdo (Knauer Smartline 2300). A separacdo cromatogréafica foi obtida através de
uma coluna Eurospher 100-5 NH2 (4.6 x 250 mm, 5 mm, Knauer), que operou a uma
temperatura de 30 °C (7971 R Grace).

Como fase movel foi usado acetonitrilo/agua desionizada (70:30; v/v) com um caudal de
1 mL/min. Para a identificacdo dos compostos, recorreu-se ao software Clarity 2.4
Software (DataApex), a partir do qual se compararam os tempos de retencdo relativos
dos picos da amostra, com padrées conhecidos. Os resultados foram obtidos pelo
método do padrdo interno e expressos em grama de composto por 100 g de massa

fresca.

48



3.4.2. Acidos organicos

Os acidos organicos foram determinados através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detector de fotodiodos (UFLC-PDA), de acordo com um
procedimento previamente descrito por Barros et al. (2013b).

A extracdo foi realizada ao abrigo da luz adicionando 25 mL de acido metafosforico
(4,5%) a amostra (1,5 g), mantendo as condi¢Bes de temperatura de 25 °C e agitacdo
constante (150 rpm) durante 45 minutos. Apds extracao, a mistura foi filtrada através de
papel de filtro (Whatman N ° 4) e, posteriormente, através de filtros de nylon (0,2 pum;
Whatman) para anélise em UFLC (Shimadzu Corporation, Quioto, Japdo). A separacao
dos mesmos foi obtida através de uma coluna SphereClone (Phenomenex, Torrance,
California, EUA) de fase inversa Cig (5 um, 250 mm x 4,6 mm i.d.) termostatizada a 35
°C, sendo a eluicdo realizada com &cido sulfarico (3,6 mM) com um caudal de 0,8
mL/min.

A detecdo dos acidos organicos foi conseguida recorrendo a um sistema DAD,
aplicando um comprimento de onda de 215 nm (e 245 nm para o acido ascorbico). A
quantificacdo dos compostos foi efetuada por comparacdo da &rea dos seus picos
registados, nos comprimentos de onda referidos anteriormente, com as curvas de
calibracdo obtidas a partir dos padrdes do respetivo composto. Os resultados foram

expressos em mg de composto por 100 g de massa fresca.

3.4.3. Acidos gordos

Os é&cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com detecdo por
ionizagdo de chama (GC-FID), como descrito anteriormente por Pereira et al. (2012).

Ao extrato lipidico obtido previamente por extragdo em Soxhlet, foram adicionados 5
mL de uma solucdo de metanol/acido sulfarico/tolueno, na proporcao 2:1:1 (v/vilv) e a
mistura permaneceu num banho (Julabo, SW22; Seelbach, Alemanha) a 50 °C (com
agitacdo de 160 rpm) durante aproximadamente 12 h. Apos retirar os tubos do banho e,
com o intuito de potenciar a separacao de fases, foi adicionada agua desionizada (3 mL)
na mistura e, posteriormente, para recuperacdo dos esteres metilicos de &cidos gordos
(FAME) adicionou-se éter dietilico (3 mL), ambos 0s passos com agitacdo em vortex.
Apols separacdo das fases, transferiu-se o sobrenadante para um vial, no qual se

adicionou previamente sulfato de sodio anidro, a fim de desidratar o sobrenadante. Por
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ultimo, filtrou-se 0 mesmo através de filtros de nylon (0,2 um; Whatman) para um vial,
para posterior analise em GC.

O perfil de &cidos gordos foi obtido através de um sistema de GC (Modelo DANI GC
1000) equipado com um injetor split/splitless, um detetor de ionizacdo de chama (FID,
260 °C) e uma coluna Zebron-Kame column (30 m x 0,25 mm ID x 0,20 pum dy;
Phenomenex, Lisbon, Portugal). O programa de temperatura aplicado foi o seguinte:
temperatura inicial de 100 °C, durante 2 min; aumentos progressivos da temperatura: 10
°C/min até 140 °C; 3 °C/min até 190 °C; 30 °C/ min até 260 °C que permaneceu
durante 2 min. O gas de transporte utilizado foi o hidrogénio com um caudal de 1,1
mL/min, medido a 100 °C. A injecdo split (1:50) foi realizada a 250 °C, onde foi
injetado 1 pL da amostra.

A identificacdo de &cidos gordos foi feita com base nos tempos de retencéo relativos dos
picos de FAME das amostras com padrfes conhecidos. Para o processamento dos
resultados, recorreu-se ao software CSW 1,7 (DataApex 1,7, Praga, Republica Checa) e

estes foram expressos em percentagem relativa (%) para cada acido gordo detetado.

3.4.4. Tocoferois

Os tocoferois foram analisados através de um sistema HPLC acoplado a um detetor de
fluorescéncia (HPLC-FL), segundo um procedimento descrito por Barros et al. (2013a).
Para realizar o processo de extracdo, a amostra (500 mg) foi adicionada uma solucéo de
BHT em hexano (10 mg/mL; 100 puL) e uma solugdo de tocol (usado como padrio
interno - PI) em hexano (50 pg/mL; 400 puL). A amostra foi, de seguida, homogeneizada
com 4 mL de metanol (vortex, 1 minuto) e ainda, com 4 mL de hexano (vortex, 1
minuto). Apds homogeneizacdo da amostra, adicionou-se uma solugdo aquosa
concentrada de NaCl (2 mL), homogeneizando-se (vortex, 1 min) e centrifugando-se (5
min; 4000g; 10°C). O sobrenadante obtido foi transferido para um vial e re-extraido o
mesmo duas vezes com hexano. Posteriormente, ao extrato obtido, adicionou-se sulfato
de sodio anidro, a fim de desidratar o sobrenadante, que foi levado a secura sob corrente
de azoto. Por fim, redissolveu-se o extrato obtido em n-hexano (2 mL) e filtrou-se
através de um filtro nylon (0,2 pm; Whatman) para um vial &mbar para posterior

analise.
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O sistema HPLC (descrito previamente na sec¢do 3.4.1) utilizado para a analise dos
compostos, encontrava-se acoplado a um detetor de fluorescéncia (FP-2020; Jasco),
programado para excitacao (Aex) a 290 nm e emissdo (Aem) @ 330 nm. A separacao
cromatografica foi obtida com uma coluna de fase normal Poliamida Il (250 mm x 4,6
mm i.d.) (YMC Waters) com uma temperatura de 30 °C. Como fase mével, usou-se
uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (70:30, v/v) com um caudal de 1 mL/min,
sendo o volume de injecéo de 20 pL.

A identificacdo dos compostos foi realizada atraves de comparagfes cromatograficas de
compostos padrdo. A quantificacéo foi obtida pelo método do padréo interno, com base
em curvas de calibracdo de compostos padrdo. A analise de dados foi executada com o
software Clarity 2,4 (DataApex) e os resultados foram expressos em mg de composto

por 100 g de massa fresca.

3.4.5. Compostos fendlicos

Para andlise dos compostos fenolicos (antocianicos e ndo antocianicos) seguiu-se uma
metodologia previamente descrita pelos autores Bessada et al. (2016) e Gongalves et al.
(2017).

3.4.5.1. Compostos fendlicos ndo antocianicos

As amostras liofilizadas (1g) foram submetidas a maceragdo com uma solucdo de
etanol/agua (80:20, v/v; 30 mL) a temperatura ambiente, com agitacdo magnética (150
rpm) durante 1 hora. Posteriormente, foi filtrada através de um papel de filtro (Whatman
No. 4) e o processo foi repetido, sendo a amostra re-extraida com 30 mL da mesma
solucdo hidroetandlica. Por fim, a fracdo alcodlica dos extratos obtidos foi evaporada a
pressdo reduzida (evaporador rotativo, Biichi R-210, Flawil, Suica) e liofilizados (47 °C,
0.045 bar; FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA) para posteriores analises.
Para a analise do perfil fendlico, o extrato descrito, foi redissolvido numa concentracao
de 10 mg/mL com EtOH/H,O (20:80, v/v).

Para a andlise cromatogréafica foi utilizado um sistema Dionex Ultimate 3000 UPLC
(Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com uma bomba quaternaria, um
injetor automatico (a 5 °C), um desgasificador e um compartimento de coluna com

termostato automatizado. A detecdo dos compostos foi efetuada com detetor de diodos
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(DAD), usando os comprimentos de onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm e acoplado a um
detetor de espectrometria de massa (MS).

Para a separacdo dos compostos, utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2
de fase reversa Cig (4,6 x 150 mm, 3 um; Milford, EUA) termostatizada a 35 °C. A fase
movel utilizada foi (A) acido férmico/agua (0,1%) e (B) acetonitrilo. O gradiente de
eluicdo estabelecido foi isocratico: 10% a 15% B até 5 min, 15-20% B até 5 min, 20-
25% B 10 min, 25-35% B 10 min, 35-50% B 10 min e reequilibracdo da coluna por 10
min; sendo definida uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O sistema de HPLC descrito

encontrava-se também interligado a um espectrometro de massa (MS).

A detecdo de MS foi feita utilizando uma espectrometro de massa lon Trap Linear LTQ
XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA), equipada com uma fonte ESI (fonte de
ionizacdo electrospray). O gas de arraste utilizado foi azoto (50 psi); o sistema trabalhou
com uma voltagem de spray de 5 kV, a uma temperatura inicial de 325 °C e tenséo
capilar de -20 V. A voltagem do tube lens offset foi mantida a -66 V. Os espetros foram
gravados em modo de ido negativo entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisao utilizada
foi de 35 (unidades arbitrarias). Os dados foram recolhidos e analisados utilizando o
programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA).

Para a identificacdo dos compostos procedeu-se a comparacdo dos dados obtidos
(tempos de retencdo, espectros UV-Vis e espectros de massa) com dados disponiveis na
literatura e, quando disponiveis, com os padrdes. Para analise quantitativa, obtiveram-se
as curvas de calibracdo por injecdo de solugcbes-padrdo com concentracdes conhecidas
(2,5-100 pg/mL): &cido cafeico (y = 388345x + 406369, R? = 0.9939); catequina (y =
84950x - 23200, R? = 1); epicatequina (y = 10314x + 147331, R? = 0.9994); quercetina
3-O-glucoside (y = 34843x — 160173, R? = 0.9988), baseadas nos sinais UV-Vis e
utilizando o comprimento de onda maximo de absorcéo de cada composto padrdo. Nos
casos em que néo se verificou disponibilidade de padrdes para os respetivos compostos,
a quantificacdo foi feita atraves de curvas de calibragdo de compostos do mesmo grupo

fenolico. Os resultados foram expressos em mg de composto por g de extrato.

3.4.5.2. Compostos fendlicos antocianicos

As amostras liofilizadas (1g) foram submetidas a maceracdo a temperatura ambiente,

com agitacdo magnética (150 rpm) durante 1 hora com uma solucdo de etanol/agua
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(80:20, v/v; 30 mL) acidificada com TFA (0,5%). Posteriormente, foi filtrada através de
um papel de filtro (Whatman No. 4) e o processo foi repetido, sendo a amostra re-
extraida com 30 mL da mesma solucdo hidroetanodlica acidificada. Por fim, a fracdo
alcoolica dos extratos obtidos foi evaporada a pressdo reduzida (evaporador rotativo,
Biichi R-210, Flawil, Suiga). Para a purificagdo da amostra, fez-se passar a fase aquosa
resultante da evaporacdo do etanol, através de uma coluna Cis SepPak® (Vac 3 cm?;
Phenomenex, California, EUA), previamente ativada com 5 mL de metanol e,
posteriormente com 5 mL de agua. Os acgucares e as substancias mais polares foram
removidas com 15 mL de agua e os compostos antocianicos foram eluidos com metanol
(15 mL). O extrato foi concentrados, re-dissolvidos numa solucdo de MeOH/H.O
acidificado com 0,1% de TFA (80:20, v/v, 1 mL) e seguidamente, filtrados através de
discos LC descartaveis de 0,22-um para posterior analise em HPLC (Rodrigues et al.,
2012).

As antocianinas foram analisadas usando um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, Dionex UltiMate 3000 UPLC, Thermo Scientific) descrita na secédo
3.5.5.1.. Para a separacdo dos compostos e recorreu-se a uma coluna de fase reversa
AQUA® Cig (5 um, 150 mm x 4,6 mm i.d., Phenomenex) termostatizada a 35 °C. Os
solventes usados foram: (A) 0,1% TFA em agua e (B) 100% acetonitrilo. O gradiente
aplicado foi: 10% B até 3 min, 10 a 15% B 12 min, 15% B 5 min, 15 a 18% B 5 min, 18
a 30% B 20 min e 30 a 35% 5 min, a uma taxa de fluxo de 0.5 mL/min. Os solventes
utilizados foram 0,1% acido trifluoroacético (ATF) em agua (A) e acetonitrilo (B). A
eluicdo em modo gradiente seguiu 0s seguintes parametros: 10% B por 3 min, de 10 a
15% B por 12 min, 15% B por 5 min, de 15 a 18% B por 10 min, de 18 a 30% B por 20
min, de 30 a 35% B por 5 min e 35 a 10% B por 10 min. O tempo total de analise foi de
60 minutos, seguido do recondicionamento da coluna durante 10 min, a um caudal de
0,5 mL/min. A detecdo foi realizada com um detetor DAD, utilizando como o
comprimento de onda principal 520 nm, e com espectroscopia de massa ligada em série

através da saida da célula DAD.

A detecdo SM foi realizada em modo positivo utilizando um espectrémetro de massa
Linear lon Trap LTQ XL (Thermo Finnigan) equipado com uma fonte ESI. O azoto foi
utilizado como gés de revestimento (50 psi); e o sistema foi operado com uma tenséo de

pulverizagéo de 4,8 kV, uma temperatura da fonte de 320°C e uma tensdo capilar de 14
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V. O deslocamento da lente do tubo foi mantido a uma tenséo de 75 V. O varrimento
abrangeu uma amplitude de massa de m/z 100 a 1500. A energia de colisdo utilizada foi
de 20 (unidades arbitrarias). A aquisi¢cdo de dados foi realizada com o sistema de dados
Xcalibur® (Thermo Finnigan).

A caracterizagdo das antocianinas presentes nas amostras foi obtida recorrendo ao seu
espectro UV-Vis e de massa, sendo 0s seus tempos de retencdo comparados com
padrdes, quando disponiveis. Para analise quantitativa, obteve-se a curva de calibracao
por injecdo de solucdo-padréo: cyanidin-3-O-glucoside (y = 134578x - 3E+06; Rz =
0.9986). Os resultados foram expressos em mg por g de extrato.

3.5. Avaliacdo das propiedades bioactivas das polpas e cascas de Kiwi verde e Kiwi

vermelho

3.5.1. Atividade antioxidante
3.5.1.1. OXLHIA

As amostras de sangue foram coletadas de ovelhas saudaveis e centrifugadas a 1000g
(5min, 10 °C). As camadas de plasma foram descartadas e os eritrocitos foram
primeiramente lavados uma vez com NaCl (150 mM) e trés vezes com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) (Evans et al., 2013). O sedimento de eritrdcitos
foi ressuspenso em PBS a 2,8% (v/v). Utilizando uma microplaca de 48 pocos, 200 uL
da solucdo de eritrocitos foram misturados com 400 uL de solugdo de PBS (controlo),
de amostras antioxidantes dissolvidas em PBS ou agua (para hemdlise completa). O
Trolox foi usado como controlo positivo. Apés pré-incubacdo a 37 °C por 10 min com
agitacdo, AAPH (200 mL, 160 mM em PBS) foi adicionado e a microplaca foi incubada
nas mesmas condi¢des. A densidade 6tica foi entdo medida a 690 nm a cada 10 minutos
(Takebayashi et al., 2012). A percentagem da populacdo de eritrocitos que permaneceu

intacta (P) foi calculada recorrendo a formula seguinte:
P (%) = (St- CHo / So - CHo) x 100

Onde, St e So correspondem a densidade Otica da amostra em t e O min, respetivamente,

e CHo € a densidade 6tica da hemdlise completa a 0 min.
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Os resultados foram expressos como tempo de atraso da hemdlise (At), tendo sido

calculado recorrendo a expressdo seguinte:
At (min) = Htso (amostra) - Htso (controlo)

Onde, Htso € o tempo hemolitico de 50% (min) obtido graficamente a partir da curva de
hemolise de cada concentracdo de amostra.

Os valores de At foram correlacionados as diferentes concentragcbes da amostra
(Takebayashi et al., 2012) e, a partir da correlacdo obtida, a concentracdo inibitoria
(ICso, mg/mL) capaz de promover um atraso da At hemolise de 60 e 120 min foi

calculado.

3.5.1.2. Inhibicién de la peroxidacién lipidica utilizando sustancias reactivas de acido
tiobarbitdrico (TBARS)

Utilizou-se tecido cerebral de porco (Sus scrofa; com cerca de 150 Kg de peso),
dissecado e homogeneizado em gelo com tampdo Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) numa
proporcdo 1:2 (w/v) e apés centrifugacdo a 3000g durante 10 min. Incubou-se uma
aliquota (0,1 mL) do sobrenadante com as diferentes concentracdes dos extratos (0,2
ml), FeSO4 (10 uM; 0,1 mL) e &cido ascérbico (0,1 mM; 0,1 mL) a 37 °C durante 1 h. A
reacdo foi interrompida pela adicdo de &cido tricloroacético (28% wi/v; 0,5 mL),
seguindo-se a adi¢do do &cido tiobarbiturico (TBA; 2%, w/v; 0,38 mL). A mistura foi
aquecida a 80 °C durante 20 min. Apos centrifugacdo a 3000g durante 10 min para
remocao de proteinas, a intensidade da cor do complexo malonaldeido (MDA) -TBA do
sobrenadante foi medida através da sua absorvancia a 532 nm. A percentagem de
inibicdo da peroxidacdo lipidica (%) foi calculada utilizando a seguinte férmula: [(A -
B)/A] 100%, onde A e B era a absorvancia do controlo e da solugdo com o extrato,

respetivamente (Barros et al., 2010).

A concentragdo de extrato correspondente a 50% de inibicdo da peroxidacéo lipidica
(ECs0) foi calculada a partir do grafico da percentagem de inibicdo da formacdo de

TBARS em funcgéo da concentracdo de extrato. Utilizou-se trolox como padrao.
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3.5.2. Atividade antimicrobiana

3.5.2.1. Atividade antibacteriana

Para avaliacdo da atividade antibacteriana seguiu-se a metodologia descrita
anteriormente por Carocho et al. (2015). Utilizaram-se bactérias Gram-negativo:
Escherichia coli (ATCC 35210), Enterobacter cloacae (isolado clinico), e bactérias
Gram-positivo: Bacillus cereus (isolado a partir de matrizes alimentares), Listeria
monocytogenes (NCTC 7973). Estes microrganismos foram adquiridos no Laboratério
de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigagao
Biologica “Sinisa Stankovi¢” da Universidade de Belgrado na Sérvia. As concentragdes
minima inibitéria (CMI) e minima bactericida (CMB) foram determinadas usando o
método de microdiluigao.

As culturas de bactérias foram ajustadas através do espectrofotometro ficando com uma
concentracdo de 1x10° CFU/mL, correspondendo a uma suspensio bacteriana
determinada num espectrofotometro a 625 nm. As dilui¢oes de inoculos foram
cultivadas em meio solido para verificar a auséncia de contaminagao e verificar a
validade do inéculo. As diferentes diluigdes do extrato hidroetanolico foram pipetadas
para 0s pogos contendo 100 pL de caldo de soja triptico (TSB) e, posteriormente, foram
adicionados 10 pL de inoculo. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C.
Para a determinagao das CMIs (concentragdo minima inibitéria; menor concentragao
que produziu uma inibigao significativa (em torno de 50%) do crescimento da bactéria
em comparagdo com o0 controle positivo) foram adicionados 40 uL de cloreto de
iodonitrotetrazolio (INT) (0,2 mg/mL) e incubou-se a 37 °C durante 30 min. As CMIs
obtidas do teste de suscetibilidade de varias bactérias ao extrato foram determinadas
também por um ensaio colorimétrico de viabilidade microbiana baseado na redugao da
cor INT e comparado com um controle positivo para cada estirpe bacteriana. A CMB
(concentragao minima bactericida) foi determinada por subcultura em série, colocando
10 puL de cada pogo que nao apresentou mudanca de cor a 100 puL de TSB. A menor
concentragao que nao apresentou crescimento apo6s essa subcultura foi considerada
como a CMB. A estreptomicina e a ampicilina foram usadas como controles positivos,
enquanto 5 % de dimetilsulfoxido (DMSO) foi usado como controle negativo. Os
resultados de CMI e MBC foram expressos em mg por mL de extrato hidroetandlico

liofilizado.
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3.5.2.2. Atividade antifingica

Para a avaliagdo da atividade antifangica foi seguido o procedimento descrito
anteriormente por Carocho et al. (2015). Para tal, foram utilizados os microfungos
Aspergillus ochraceus (ATCC 12066), Aspergillus niger (ATCC 6275), Aspergillus
versicolor (ATCC 11730), Penicillium funiculosum (ATCC 36839). Estes organismos
foram adquiridos no Laboratorio de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal
do Instituto de Investigagao Biologica “Sinisa Stankovi¢” na Universidade de Belgrado
na Sérvia.

Os micromicetos foram mantidos em malte agar (MA) e as culturas foram armazenadas
a 4 °C e sub-cultivadas uma vez por més. Os esporos fangicos foram lavados da
superficie das placas de agar com solugéo salina estéril a 0,85 % contendo Tween 80 a
0,1 % (v/v). A suspensao de esporos foi ajustada com uma solugdo salina estéril para
uma concentracio de aproximadamente 1,0 x 10° num volume final de 100 pL por
pogo. Os inoéculos foram armazenados a 4 °C. As dilui¢des dos inoculos foram
cultivadas em MA solido para verificar a auséncia de contaminacgdo e a validade do
indculo. A determinagao da MIC foi realizada pela técnica de diluigao sucessivas em
microplacas de 96 pogos. A amostra foi adicionada ao meio de malte com o inoculo
fangico e as microplacas foram incubadas durante 72 horas a 28 °C. As concentragdes
mais baixas sem crescimento visivel (usando um microscopio binocular) foram
definidas como CMI. As concentragoes minimas fangicidas (CMFs) foram
determinadas por subcultura em série de 2 uL de cada pogo que nao apresentou
mudanga de cor, em microplacas contendo 100 pL de caldo de malte por pogo e
posterior incubadas durante 72h a 28 °C. A menor concentragao sem crescimento
visivel foi definida como CMF, indicando 99,5% de morte do inoculo original. O
DMSO a 5% foi utilizado como controlo negativo, enquanto o cetoconazol foi utilizado
como controlo positivo. Os resultados de CMI e CMF foram expressos em mg por mL
de extrato hidroetandlico.

3.5.3. Avaliacéo da atividade citotdxica

O efeito dos extratos no crescimento de linhas celulares tumorais humanas foi
avaliado através do ensaio da Sulfarodamina B (SRB), a fim de determinar a inibigéo do

crescimento celular. Para tal foram utilizadas 4 linhas celulares tumorais: MCF-7
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(carcinoma da mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmé&o), HelLa (carcinoma cervical) e
HepG2 (carcinoma hepatocelular).

As células foram mantidas como culturas aderentes em meio RPMI-1640
contendo 10% heat-inactivated FBS (MCF-7 e NCI-H460) ou em DMEM suplementado
com 10% FBS, 2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 mg/mL streptomicina
(células HelLa e HepG2), a 37 °C numa incubadora com ar humidificado e 5% CO..

Cada linha celular foi preparada a densidade apropriada (1.0x10* células/pogo)
em placas de 96 pocos e deixadas a aderir durante 24h. Apds esse tempo as células
foram testadas por 48h com vérias concentragdes dos extratos.

A seguir a este periodo de incubacdo, as células aderentes foram fixadas
adicionando &cido tricloroacético 10% frio (TCA, 100 pL) e deixadas a repousar
durante 60 min a 4 °C. As placas foram depois lavadas com agua desionizada e secas. A
cada pogo foram adicionados 100 puL da solugcdo SRB (0.1% em 1% de acido acético) e
as placas foram deixadas a incubar a temperatura ambiente, por 30 min. A SRB em
excesso foi removida lavando as placas com acido acético 1% e foram deixadas a secar
ao ar. Depois a SRB ligada foi solubilizada com 10 mM Tris (200 pL) e a absorvancia
foi medida a 540 nm num leitor de microplacas (Biotek EIx800).

As curvas de dose-resposta foram obtidas para cada extrato e linha celular
testadas. Foi também calculado o valor de Glso que corresponde a concentracdo de
extrato que inibe 50% do crescimento celular (Vichai & Kirtikara, 2006; Abreu et al.,

2011). Como controlo positivo foi utilizada a Elipticina.

Para as células ndo tumorais foi preparada uma cultura celular, a partir de figado
de porco obtido no matadouro local, que foi designada de PLP2. O tecido de figado foi
lavado com Hank's balanced salt solution contendo 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
de streptomicina e dividido em 3 explantes de 1x1 mm.

Alguns destes explantes foram colocados em frascos de tecido de 25 cm?, com
meio DMEM suplementado com sérum fetal de bovino 10%, 2 mM de aminoacidos ndo
essenciais e 100U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina e incubados a 37 °C
com atmosfera humidificada e 5% de CO>. O meio foi trocado a cada 2 dias.

O cultivo das células foi continuado com monotorizacgéo direta a cada 2 ou 3 dias

utilizando um microscopio de contraste de fases.
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Posteriormente foi feita uma subcultura de células e estas foram colocadas em
placas de 96 pocos com a densidade de 1.0 x10* células/poco e cultivadas em meio
DMEM com FBS 10%, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina (Abreu
etal., 2011).

3.5.4. Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria

As células macrofagas RAW 264.7 de rato foram usadas para avaliar a atividade
anti-inflamatoria de acordo com o procedimento de Jabeur et al. (2016). Foram feitas
cultura de células em meio DMEM, suplementado com 10% de soro bovino inativado
por calor e L-glutamina, a 37 °C com 5% de CO., em ar humidificado.

As células com crescimento ativo foram soltas com um raspador de células, a
densidade experimental das células foi estabelecida a 5 x 10° células/mL e a propor¢ao
de células mortas foi inferior a 1%, de acordo com o teste de exclusdo de Azul de
Trypan. Seguidamente, as células foram distribuidas numa placa de 96 pocos (150000
células/poco) e deixadas a aderir a microplaca durante a noite.

Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentracdes dos
extratos durante 1 hora, seguido de estimulacbes com lipopolisacaridos (LPS) (1
pg/mL) ao longo de 18 horas. Foram preparados controlos sem a adigao de LPS de
forma a observar se estes induziam alteracfes nos niveis basais de 6xido nitrico (NO).

A presenca de Oxido nitrico foi determinada utilizando um Kit de Reagentes
Griess (Promega) que contem sulfanilamida, hidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina
(NED) e solugdes nitradas. O sobrenadante das células (100 pL) foi transferido para a
placa e misturado com sulfanilamida e solucdo NED, 5 a 10 minutos cada, a
temperatura ambiente. O Oxido nitrico produzido foi determinado medindo a
absorvancia a 540 nm (leitor de microplacas ELX800 Biotek) e comparado com a curva
de calibracéo (Jabeur et al., 2016).

3.6. Andlise estatistica

Os ensaios descritos foram realizados em triplicado e os resultados foram expressos no

formato media + desvio padrdo (SD). Os dados foram analisados atraves do teste
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ANOVA, com o intuito de determinar as diferencas significativas entre as amostras,
com p-value = 0.05 (SPSS v. 23.0; IBM Corp., Armonk, Nova lorque, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da composicdo nutricional dos frutos de Actinidia deliciosa cv
"Hayward" (kiwi de polpa verde) e Actinidia spp. (kiwi de polpa vermelha) estdo
representados na Tabela 11. Em ambas as variedades de kiwi, a 4gua destacou-se como
0 principal componente, representando uma percentagem superior a 80% da composi¢éo
total. A polpa de A. deliciosa cv "Hayward" apresentou menor teor de proteinas, cinzas
e hidratos de carbono em comparacdo com a Actinidia spp., que contrariamente revelou
um menor valor de gordura. Desta forma, a polpa de Actinidia spp., também apresentou
0 maior valor energético. Um estudo desenvolvido por Lopez-Sobaler, Vizuete & Anta
(2016), com o objetivo de caracterizar duas variedades de kiwis (A. deliciosa e A.
chinensis), apresentaram valores energéticos similares (61 e 63 kcal, respectivamente)
aos apresentados no presente trabalho. Da mesma forma também foram apresentados
valores elevados de humidade e valores baixos de proteinas. A variedade Hayward
também foi caracterizada como tendo o menor teor de proteina quando comparada a
variedade Hort16A, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo. Além
disso, D'Evoli et al. (2015) analisaram diferentes genotipos de A. chinesis, mostrando
teores de proteina mais elevados quando comparados com A. delicious. Esses dados
também estdo de acordo com os resultados apresentados no nosso estudo. Outro estudo
revelou que em algumas variedades, as condicBes de cultivo também podem afetar o
teor de proteinas, nomeadamente, Hayward cultivada na Nova Zelandia apresentou
maior conteldo em comparagdo a mesma variedade cultivada na China, no entanto, a
variedade Hort16A de diferentes regides ndo apresentou diferencas significativas (Ma et
al., 2017).

Atualmente, os kiwis s@o caracterizados como superfrutos, devido ao seu baixo
valor caldrico e a elevada quantidade de &gua, fibra, vitamina C, entre outros nutrientes,
que confirmam a qualidade da composigéo nutricional destes frutos recomendados para
a populacdo em geral (Latocha et al., 2010). O fato de conter valores caléricos muito
baixos, faz com que essa fruta seja habitualmente inserida nos planos de dieta de

controlo de peso.
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gordos (percentagem relativa) da polpa de kiwi verde (PuKG) e polpa de kiwi vermelho (PuKR).

PuKG PuKR p-valor
Humidade 83,8+0,1 82,3+0,3 0,003
Lipidos 0,424 + 0,001 0,031 + 0,001 <0,0001
Proteinas 1,20+ 0,07 1,54 + 0,04 0,117
Cinzas 0,69+ 0,04 0,78 £ 0,01 <0,0001
Hidratos de Carbono 139101 154 +0,4 0,015
Energia 64,2+0,5 67,4+0,6 0,017
Acucares
Frutose 3,83+0,05 3,39+0,03 0,818
Glucose 3,52+ 0,09 3,09 £ 0,06 0,492
Sacarose 1,44 +0,01 3,94 £ 0,06 <0,0001
Trealose 0,110 + 0,004 0,080 £ 0,003 0,005
Total em agucares livres 8,9+0,1 10,49 £ 0,03 <0,0001
Acidos gordos
C6:0 0,008+0,001 0,03+0,01 <0,0001
C8:0 0,016+0,001 0,04+0,01 <0,0001
C10:0 0,003+0,001 0,03+0,001 0,188
C11:.0 0,024+0,003 0,099+0,001 <0,0001
C12:0 0,025+0,001 0,38+0,04 <0,0001
C13:0 0,018+0,004 0,017+0,001 0,093
C14:0 0,044+0,001 0,8+0,1 <0,0001
C15:0 0,015+0,001 0,165+0,004 <0,0001
C16:0 46+0,1 143+0,4 <0,0001
Cl6:1 0,106+0,008 1,05+0,04 <0,0001
C17:.0 0,048+0,001 0,23+0,01 <0,0001
Cl7:1 0,020+0,001 0,10+0,01 <0,0001
C18:0 2,05+ 0,02 29+0,2 0,005
C18:1n9 9,7+0,2 8,90 £ 0,03 0,151

Tabela 11. Composicédo nutricional (g/100 g de peso fresco), valor energético (kcal/100 g de peso fresco), composicdo em agucares livres (g/100 g de peso fresco) e acidos
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PuKG PuKR p-valor
C18:2n6 14,44 £ 0,08 28,3+0,5 <0,0001
C18:3n6 0,024+0,002 0,012 + 0,004 <0,0001
C18:3n3 68,0+ 0,1 35,0+0,2 <0,0001
C20:0 0,037+0,001 0,44 £ 0,01 <0,0001
C20:1 0,015+0,001 0,205 £ 0,004 <0,0001
C20:2 0,254+0,001 1,59+ 0,04 <0,0001
C21:0 0,011+0,001 0,113 £ 0,001 <0,0001
C20:4n6 0,334 + 0,002 4,71+ 0,04 <0,0001
C22:0 0,043+0,003 0,27 £ 0,02 <0,0001
c22:1 0,081+0,001 0,04 + 0,02 <0,0001
SFA 6,95+ 0,09 19,77 £ 0,82 <0,0001
MUFA 99+0,1 10,29 £ 0,08 0,002
PUFA 83,13 £ 0,04 69,9+ 0,7 <0,0001

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Acido caproico (C6:0); Acido caprilico (C8:0); Acido caprico (C10:0); Acido undecilico (C11:0); Acido
Laurico (C12:0); Acido tridecilico (C13:0); Acido miristico (C14:0); Acido pentadecilico (C15:0); Acido palmitico (C16:0); Acido palmitoleico (C16:1); Acido Margarico
(C17:0); Acido cis-10-heptadecendico (C17:1); Acido estearico (C18:0); Acido oleico (C18:1n9); Acido linoleico (C18:2n6); Acido y-linoleico (C18:3n6); Acido
linolenico (C18:3n3); Acido araquidico (C20:0); Acido eicosendico (C20:1); Acido eicosadiendico (C20:2); Acido Heneicosilico (C21:0); Acido araquiddnico (C20:4n6);

Acido Beénico (C22:0); Acido erdcico (C22:1); SFA- Acidos gordos saturados; MUFA- Acidos gordos monoinsaturados; PUFA- Acidos gordos polinsaturados.
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Frutose, glucose, sacarose e trealose foram os agUcares livres encontrados em
ambas as variedades de polpa (Tabela 11). A glucose, frutose e sacarose Sdo 0S
principais acucares normalmente detetados nos frutos de Actinidia (Nishiyama, Fukuda,
Shimohashi & Oota, 2008), 0 que vai de encontro aos resultados apresentados neste
estudo. A literatura descreve que o teor de agucares tende a aumentar com a maturacao
dos frutos, desta forma, na mesma variedade, os conteldos podem sofrer algumas
diferencas (Latocha, 2017). Neste estudo, a polpa de kiwi vermelho é caracterizada por
ser uma das variedades com maior sabor adocicado, o que podera estar relacionado com
a maior quantidade de sacarose comparativamente ao kiwi de polpa verde. Nishiyama et
al. (2008), verificaram que a variedade também influencia diretamente o teor total de
acucar uma vez que, a variedade “Hayward” apresentou teor de agucar total
significativamente menor que “Abbott” e “Koryoku”, mas significativamente maior que
“Elmwood". Por sua vez, A. arguta apresentou a sacarose como 0 agucar principal
seguido-se glucose e frutose (Cui et al.,, 2013; Latocha, 2017). Os resultados
apresentados no presente estudo estdo de acordo com os apresentados na literatura, que
destacam a glucose e a frutose como o0s principais agucares livres para as duas
variedades analisadas.

A composicao individual de acidos gordos bem como o conteudo de &cidos
gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados estdo apresentados na Tabela 11.
A polpa de ambas as variedades de kiwi estudadas, consiste principalmente em acidos
gordos insaturados, devido ao elevado contributo dos &cidos linoleico e a-linolénico.
Estes resultados estdo de acordo com dados relatados na literatura, que revela um perfil
de &cidos gordos muito semelhante nas diferentes variedades de kiwi e, onde os &cidos
gordos insaturados predominam numa quantidade definida de 70 a 85%, e se destaca o
acido palmitico e a-linoleico como os principais &cidos gordos saturados e insaturados,
respetivamente (Jin et al., 2014; Latocha, 2017). No entanto, apesar de ambas as
variedades apresentarem na sua composicdo o mesmo perfil de &cidos gordos verificou-
se tal como registado na Tabela 11, diferencas relativas aos compostos individuais que
se traduzem na composicdo total. Por exemplo, verificou-se que as quantidades de
acidos gordos saturados estdo numa quantidade muito mais elevada na polpa de kiwi
vermelho, comparativamente com a polpa de kiwi verde. Um dos contribuites para tal
diferenca foi o &cido palmitico que surgiu na polpa de kiwi vermelho numa

percentagem (14,3 £ 0,4) trés vezes superior ao apresentado na polpa de kiwi verde (4,6
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+ 0,1). Contrariamente, os &cidos gordos polinsaturados prevalecem na polpa de Kiwi
verde. Olhando individualmente para 0os compostos pode-se destacar as diferencas nos
acidos linoleico e linolenico que surgem na polpa de kiwi verde no dobro da
percentagem relativamente a polpa de kiwi vermelho. Estas diferencas sao
previsivelmente confirmadas pela literatura que, destaca as variedades e condicOes de
cultivo como capazes de provocar alteracBes significativas na composicdo quimica
(Latocha, 2017).

A Tabela 12 apresenta a composi¢cdo em tocoferdis e acidos organicos nas
diferentes variedades e partes de kiwi (polpa e casca). O a-tocoferol foi o vitamero mais
abundante em ambas as partes estudadas (polpa e casca) de ambas as variedades. Além
disso, verificou-se que as polpas apresentaram apenas duas isoformas (a e y-tocoferol),
enguanto as cascas revelaram trés isoformas (o, y e 6-tocoferol) na sua composicdo. A
polpa e casca de kiwi vermelho apresentaram o maior conteudo de tocoferdis. Um
estudo desenvolvido por Chun et al. (2006), que pretendeu comparar o teor de
tocoferois entre diferentes frutos e vegetais, revelou a presenca de duas isoformas (o- e
y-tocoferol) em kiwis. Além disso, os autores mencionaram que 0s Kiwis apresentaram
uma maior percentagem de tocoferdis em comparagdo com outros frutos, tais como uvas
e ameixas. A literatura associa o consumo regular de vitamina E dos frutos e legumes, a
atividade antioxidante capaz de garantir a reducdo do risco de doencgas cronicas (Kim et
al., 2011). Tendo em conta a quantidade elevada de vitamina E nas cascas de kiwi, estas
poderiam ser positivamente exploradas pela industria alimentar como ingrediente
natural com propriedades funcionalizantes, capazes de atuar a nivel da salde dos
consumidores.

Foram identificados quatro &cidos organicos (acidos quinico, malico, citrico e
ascorbico) em todas as amostras analisadas (Tabela 12), sendo que a presenca destes
quatro acidos organicos em frutos de kiwi ja esta relatada na literatura (Nishiyama et
al., 2008). O éacido quinico foi o principal &cido organico identificado em todas as
amostras, com excecdo da polpa de "Hayward", que apresentou o &cido citrico como
principal composto. Também para A. arguta foi identificado um maior teor de acido
citrico quando comparado com o &cido quinico. As diferengas obtidas entre as
diferentes variedades podem ser associadas as condic¢des de cultivo, como fertilidade do
solo, condiges climaticas e condi¢des de crescimento das plantas, mas também devido

a diferentes metodologias e condigOes de extragdo (ex: tempo, temperatura e solvente)
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(Park et al., 2015; Latocha, 2017). Os kiwis s@o reconhecidos na literatura como frutos
excepcionalmente ricos em acido ascérbico (vitamina C) sendo que as quantidades
podem variar consideravelmente entre diferentes variedades (Nishiyama et al., 2008). O
facto de a vitamina C estar descrita como sendo relativamente instavel e, portanto,
facilmente oxidada na presenca de oxigénio é uma das justificagdes para as variacdes
que podem surgir entre variedades e/ou estudos (Okamoto & Goto, 2005) e que, podem
justificar as variacdes significativas entre as polpas analisadas no presente estudo. No
entanto as concentracBes encontradas nas duas variedades vao ao encontro ao que esta
descrito para Kiwi.

Marsh et al. (2003) realizaram estudos sensoriais com polpas de kiwi que
revelaram, que os &cidos citrico, quinico e malico podem causar diferentes percecfes de
acidez. Por exemplo, considera-se que o &cido quinico tem um impacto maior na
percecdo da acidez do que o &cido citrico ou malico, sendo responsavel pelo sabor
caracteristico da variedade ‘“Hayward”. Da mesma forma, 0s frutos de A. arguta
apresentam baixo teor de acido quinico, o que pode justificar o fato de serem
caracterizados como a variedade mais doce (Nishiyama et al., 2008). Portanto, 0s
acucares e os &cidos organicos sdo considerados os principais responsaveis pela
determinacdo do sabor dos frutos, sendo também relatado que os &cidos organicos
promovem o decaimento bacteriano dos frutos (Latocha, 2017).
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Tabela 12. Tocoferéis (mg/100 g de peso fresco) e &cidos organicos (g/100 g de peso fresco) da polpa e casca de kiwi verde (PuKG e PeKG, respetivamente) e da polpa e

casca de kiwi vermelho (PuKR e PeKR, respetivamente).

PuKG PuKR PeKG PeKR p-valor

Tocoferois

a-Tocoferol 1,7 £0,1¢ 3,57 +0,01° 2,40+ 0,01° 7,4+0,2° <0,0001
y- Tocoferol 0,040 + 0,001°¢ 1,01 +0,01° 0,060 + 0,002° 1,70 £ 0,042 <0,0001
8- Tocoferol n.d n.d. 1,86 + 0,052 1,75+ 0,03° <0,0001
Tocoferdis totais 1,7+0,1° 4,58 +0,01° 43+0,1° 10,8 £ 0,32 <0,0001
Acidos organicos

Acido quinico 0,70 £ 0,02¢ 1,91 +0,05% 1,5+0,1° 1,6 +0,1° <0,0001
Acido malico 0,58 + 0,02° 0,60 + 0,01° 0,82 £ 0,062 0,62 +0,03° <0,0001
Acido citrico 1,56 + 0,052 1,27 +0,03¢ 1,310 + 0,003°¢ 1,38 +0,01° <0,0001
Acido ascorbico 0,062 + 0,002° 0,103 + 0,0022 0,037 + 0,002¢ 0,0529 £ 0,0005°¢ <0,0001
Total 2,90 + 0,09° 3,88 £ 0,09? 3,7+0,1% 3,67 £0,04° <0,0001

n.d.: ndo detectado. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A analise estatistica utilizando anélise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do

teste de Tukey HSD e em cada coluna, diferentes letras significam diferencas significativas (p <0,005).
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A composicédo fendlicas dos extratos hidroetanolicos da casca e polpa de ambas
as variedades de Actinidia estdo apresentados na Tabela 13. Foram detetados vinte
compostos fendlicos nao-antocianicos e uma antocianina, dos quais doze derivados de
flavonoides e nove de acidos fenolicos e derivados. Dos compostos identificados, treze
foram identificados em cascas e dezasseis nas polpas.

Os compostos 10 e 17-20 foram identificados positivamente por comparacgao
com padrdes comerciais, sendo que todos eles surgem anteriormente descritos em Kiwis
(Sun-Waterhouse et al., 2009; Pinelli et al., 2013; Mena et al., 2016; Wojdylo et al. al.,
2017). Os compostos remanescentes foram identificados como derivados glicosidicos
do &cido cafeico (picos 1-6, 8, 9 e 16) e dimeros, trimeros, tetrameros e pentameros da
(epi)catequina tipo-B (picos 7, 11-15), também previamente descritos em outros estudos
de kiwi. Estes estudos foram levados em consideracdo para tentar identificar os
compostos presentes neste estudo, comparando o padrdo de fragmentagéo e 0s espectros
de UV-Vis relatados anteriormente (Pinelli et al., 2013; Watson et al., 2014; Wojdylo et
al. 2017, Commisso et al., 2019; Zhu et al., 2019; Sun-Waterhouse et al., 2009).

Li et al. (2018) estudou a composicédo fenolica da polpa verde de A. deliciosa cv.
Hayward, sendo constituida maioritariamente por procianidina B1 e B2, &cido galico,
acido clorogénico e quercetina-3-O-ramnosideo, revelando uma composi¢do muito
semelhante a apresentada no nosso estudo. Flavan-3-ols parecem ser a principal classe
de compostos fendlicos presentes em diversas variedades de kiwi reportados na
literatura (Wojdyto et al., 2017), o que também estd de acordo com os resultados
apresentados nas variedades aqui estudadas. Além disso, a presenca de taninos
poliméricos de alto peso molecular, como taninos condensados, em kiwis tem sido
apontada como correlacdo com a caracteristica de adstringéncia da pele de kiwi (Kim,
Beppu e Kataoka, 2009). No entanto, este tipo de compostos ndo foram detectados nas
peles em estudo. Flavondis, acidos fendlicos e antocianinas tambem foram identificados
nestes frutos por outros autores, sendo identificados em menor quantidade e geralmente
seguindo a ordem mencionada (Wojdyto et al., 2017). Derivados de quercetina e
kaempferol tém sido os principais flavondis identificados nestes frutos (Latocha, 2017),
enquanto os acidos p-hidroxibenzdico, p-cumarico, ferdlico, galico e cafeico os
principais acidos fendlicos, e (+)-catequina, e (+)-epicatequina os principais flavan-3-
ols (Kim, Beppu e Kataoka, 2009; Latocha et al., 2010).
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Tabela 13. Composicdo em compostos fenolicos dos extratos de polpa e casca kiwi verde (PuKG e PeKG, respetivamente) e de extratos de polpa e casca de Kiwi

vermelho (PUKR e PeKR, respetivamente).

Rt " [M-HT MS?2 Quantificacdo
Pi _ MaX IM+H]* Tentativa de identificagio Referéncias (mg/g de extrato)
IO (min) (nm) (m/z)
(m/z) PUKG PUKR PeKG PeKR
Compostos ndo-antocianicos
1 4,33 318 503 341(100),179(72),135(7) Dihexosideo de acido cafeico Comisso et al., 0,52+0,02 n.d. n.d. n.d.
2019
2 4,69 310 323 179(100),135(9) Derivados de acido cafeico Pinelli et al., 2013 0,38+0,01 n.d. n.d. n.d.
3 5,09 320 341 179(100),135(7) Hexosideo de acido cafeico Sun-Waterhouse et 0,56+0,02 n.d. n.d. n.d.
al., 2009
4 5,29 320 297 179(37),135(100) Derivados de acido cafeico Pinelli et al., 2013 n.d. 1,23+0,03c 8,6+0,2a 2,14+0,07b
5 538 322 341 179(100),135(15) Hexosideo de &cido cafeico Sun-Waterhouse et tr n.d. n.d. n.d.
al., 2009
6 6,46 320 341 179(100),135(22) Hexosideo de écido cafeico Sun-Waterhouse et 0,65+0,03d 3,310,1b 13,60+0,03a 2,22+0,09¢
al., 2009
7 7,51 281 577 451(27),425(100),407(32),289(10) Dimero de (epi)catequina do tipo-B~~ Watson et al., 2014 n.d. 5,4+0,2¢c 35+1a 23,3+0,6b
8 7,63 321 341 179(100),135(8) Hexosideo de é&cido cafeico Sun-Waterhouse et 1,69+0,04 n.d. n.d. n.d.
al., 2009
9 8,25 330 369 207(100),191(12) Hexoside do acido dimetil cafeico Wojdylo et al., 0,35+0,01c n.d. 1,35+0,04a 0,85+0,01b
2017; Pinelli et al.,
2013
10 8,54 280 289 245(100),205(41),179(17) Epicatequina Wojdylo et al., 11,8+0,6¢ 0,59+0,02d 163+4a 11042b
2017
11 10,65 281 865 739(87),713(52),695(100),577(72), Trimero de (epi)catequina do tipo-B n.d. 4,5+0,2¢ 24,6+0,7a 17,6+0,5b
425(18), 289(3),287(12) Watson et al., 2014
12 11,78 281 1153 865(100),863(82),577(34),575(57), Tetramero de (epi)catequina do tipo-  Watson et al., 2014 n.d. 3,6+0,2¢c 30,4+0,5a 18,8+0,9b
289(3),287(3) B
13 12,71 281 865 739(76),713(59),695(100),577(66), Trimero de (epi)catequina do tipo-B~ Watson et al., 2014 n.d. n.d. 14,940,7* 7,4+0,2*
425(15), 289(5),287(9)
14 13,26 281 1441 1153(20),865(34),863(47),577(38), Pentamero de (epi)catequina tipo-B~ Watson et al., 2014 n.d. n.d. 12,440,5* 7,7+0,3*
289(9), 287(29)
15 13,8 281 1441 1153(43),865(23),863(31),577 (77), Pentamero de (epi)catequina tipo-B~ Watson et al., 2014 n.d. n.d. 12,940,6* 6,6+0,2*
289(7),287(17)
16 1453 320 411 369(5),207(100),191(27),179(5) Hexosideo de acido acetil-dimetil Sun-Waterhouse et n.d. n.d. 3,3340,04* 0,136+0,004*

cafeico

al., 2009
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[M-HI

Quantificacdo

2
Pi RU - Amax g e MS Tentativa de identificagio Referéncias (mg/g de extrato)
IO (min) (nm) (m/z)
(m/z) PUKG PUKR PeKG PeKR
17 1764 351 609 301(100) Quercetina-3-0-rutinésido Wojdylo et al., 0,358+0,003*  0,53+0,01* n.d. n.d.
2017
18 18,76 352 463 301(100) Quercetina-3-O-glucosido Wojdylo et al., n.d. 0,64+0,01a 0,406+0,001b 0,42+0,01b
2017
19 21,11 340 593 285(100) Kaempferol-3-O-rutindsido Mena et al., 2016 0,347+0,001 0,464+0,001 n.d. n.d.
20 22,31 351 477 301(100) Quercetina-3-0O-ramnésido Wojdylo et al., 0,360+0,003c  2,59+0,05a 0,74+0,02b 0,295+0,002d
2017
Total de compostos ndo-antocianicos 17+1d 23+1c 322+8a 197+3b
Compostos antocianicos
21 16,81 516 581 287(100) Cianidina-3-0O-sambubiosido Wojdylo et al. n.d. 12,9+0,1 n.d. n.d.
(2017)

n.d.: ndo detectado; tr.: vestigios; Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo; curvas de calibragdo: acido cafeico (y = 388345x + 406369, R? = 0.9939); catequina (y = 84950x - 23200, R? = 1);
epicatequina (y = 10314x + 147331, R? = 0.9994); quercetina 3-O-glucosideo (y = 34843x — 160173, R? = 0.9988) e cianidina-3-O-glucosideo (y = 134578x - 3E+06; R? = 0.9986). Diferentes letras significam
diferencas significativas (p <0,005). *Significa diferengas estatisticas obtidas por um teste t-student.
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A epicatequina (pico 10) foi o principal composto fendlico presente em todas as
amostras, com excecdo da polpa vermelha de kiwi, onde um dimero de (epi)catequina
tipo-B (pico 7) se destacou como a principal molécula. As cascas da variedade
“Hayward” apresentaram o maior conteudo fenolico, enquanto entre as polpas o kiwi
vermelho apresentou o maior conteldo. Soquetta et al. (2016) descreveram que a
composi¢do fenolica é distinta nas diferentes partes que constituem o Kiwi e que,
normalmente, as cascas apresentam maior contetdo que a polpa, o que também esta de
acordo com o presente estudo. Alem disso, Leontowicz et al. (2016) compararam
diferentes variedades de kiwi e procedimentos de extracdo em relagdo & composicéo
fendlica e, revelaram que os extratos aquosos apresentaram maior conteddo que oS
extratos etanolicos.

As antocianinas sdo muito conhecidas pela sua atividade antioxidante, mas
também devido a cor vermelha, azul ou roxa que conferem a muitos frutos. Um estudo
desenvolvido por Wojdyto et al. (2017) pretendeu verificar as diferengas no teor de
antocianinas entre diferentes variedades de Actinidia, descrevendo a presenca de
cianidina-3-O-sambubiosido como a principal antocianina tanto nas cascas como nas
polpas. Estes resultados estdo de acordo com nosso estudo, que também apresentou esta
antocianina como a principal molécula na polpa do kiwi vermelho (Tabela 13).

A cor vermelha caracteristica das polpas das variedades de kiwi vermelho
(Actinidia spp.), € atribuida a presenca de diferentes antocianinas, nomeadamente a
delfinidina-3-O-(xilosil)galactésido, delfinidina-3-O-galactdsido, cianidina-3-O-(xilosil)
galactosideo, cianidina-3-O-galactosideo, cianidina-3-O-sambubiosideo e cianidina-3-
O-glicosideo (Wojdylo et al. 2017; Peng et al., 2019). O conteldo em antocianinas pode
aumentar devido ao estado de maturacdo dos frutos, mas também devido ao
armazenamento prolongado e as baixas temperaturas (90 dias a 0 °C) (Li et al., 2017).

A atividade antioxidante foi avaliada por meio de dois ensaios in vitro: inibicdo
da formacédo de substéancias reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) e inibicdo da
hemolise oxidativa (OxHLIA). Os resultados estdo apresentados na Tabela 14 e
exibidos como valores de ECso (valor que representa a concentracao de amostra que
fornece 50% de atividade antioxidante). Tendo em conta que quanto menor o valor de
ECso maior a atividade antioxidante (Arbos, Freitas, Stertz e Dornas, 2010), o ensaio
TBARS e OxHLIA demonstra que ambas as cascas apresentaram maior atividade

antioxidante do que as polpas. Em ambos os ensaios a melhor atividade antioxidante
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também foi expressa pela casca de kiwi verde seguida da casca de kiwi vermalha. De
facto, ambas as cascas de kiwi revelaram a capacidade de retardagdo da hemdlise por 60
e 120 min, apesar da maior concentracdo necessaria para a casca de kiwi vermalha.
Estes resultados podem estar relacionados com o facto de as cascas apresentarem na sua
composigdo, tal como descrito anteriormente, uma quantidade maior de compostos
fendlicos, podendo estes estar correlacionados com a bioatividade expressa nesta parte
do Kiwi.

Encontram-se descritos na literatura resultados da atividade antioxidante do fruto
de kiwi, embora aplicando diferentes ensaios, nomeadamente atividade captadora de
radicais de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidroxido), poder redutor e sistema de modelo
linoleato de B-caroteno (Bernardes et al., 2011; Park et al., 2015). Fiorentino et al.
(2009) desenvolveu um estudo comparativo onde foi descrito que a casca de kiwi in
natura apresentou maior atividade antioxidante do que a polpa, revelando um potencial
de aplicacdo e aproveitamento das cascas de kiwi. Muitas das diferencas observadas
entre as amostras estudadas e os resultados apresentados na literatura, poderiam ser
explicados pelo facto de serem de variedades distintas, e/ou também devido as
diferentes metodologias da atividade antioxidante aplicados, mas também podera estar
relacionado com a tecnologias de extracdo e solventes aplicados nos mesmo métodos
(Ayala-Zavala, Wang, Wang, & Gonzalez -Aguilar, 2004).
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Tabela 14. Atividade antioxidante baseada em células de extratos de polpa de kiwi verde (PuKG) e casca (PeKG) e de extratos de polpa de kiwi vermelho (PuKR) e de
casca (PeKR) avaliados por ensaios de OXHLIA e TBARS.

OxHLIA

60 min 120 min TBARS

PUKG 291+6° n.a. 406+162

PuKR 5454372 n.a. 377+26"
PeKG 183+14¢ 414+8* 76+5¢
PeKR 252+20° 1439+37* 129+2°

p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001

Os resultados sdo apresentados como valores de ECso (ug/mL). Trolox (controlo positivo) valores de ECso: 19,6 pg / mL (OxHLIA 60 min), 41,1 pug/ mL (OxHLIA 120
min) e 23 pg/ mL (inibicdo de TBARS). Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo e analisados por meio de andlise unidirecional de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey HSD e em cada coluna, diferentes letras significam diferencas significativas (p <0,005). *Significa diferencas estatisticas obtidas por

um teste t-student.
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O atividade dos diferentes extratos de kiwi no crescimento das quatro linhas
celulares tumorais humanas (MCF-7, NCI-H460, HeLa e HepG2) foi determinado e os
valores de Glso (concentragdes que causam 50% da inibi¢do do crescimento celular)
estdo apresentados na Tabela 15. Os resultados mostraram que apenas as cascas da
variedade de kiwi verde apresentaram resultados positivos para todas as linhas testadas
(Glso <400 pg/mL), sendo capazes de inibir o crescimento das linhas celulares de MCF-
7 (carcinoma de mama), NCI-H460 (cancro de pulmao), HelLa (carcinoma cervical) e
HepG2 (carcinoma hepatocelular) de forma moderada, o que poderia ser correlacionado
com a maior composi¢do fenodlica presente nessas amostras. Nenhum dos extratos
demonstrou toxicidade contra as linhas celulares de PLP2 (Glso> 400 pg / mL).

Os kiwis tém sido utilizados na medicina tradicional desde os tempos ancestrais,
devido aos varios efeitos benéficos para a saide humana. Algumas terapias chinesas de
onde estes frutos sdo originarios, incluiram Kiwis na terapia contra o cancro (Zhang et
al., 2015). O efeito inibitério de diferentes extratos obtidos de Actinidia contra
diferentes linhas celulares humanas de cancro, como HepG2, HT29, Hep3B e Hela, ja
foi confirmado em varios estudos in vitro, demonstrando desta forma propriedades
citotdxicas associadas a este fruto (Lim et al., 2016).

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria, assim como no efeito da
citotoxicidade, apenas as cascas da variedade de kiwi verde apresentaram essa
capacidade. Estes resultados também estdo de acordo com outros estudos descritos na
literatura, como o desenvolvido por An et al. (2016), que também confirmou o potencial

anti-inflamatério in vivo dos extratos de kiwi.
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Tabela 15. Citotoxicidade, hepatotoxicidade e atividade anti-inflamatéria do extrato da polpa de kiwi verde (PuKG) e da casca (PeKG) e do extrato da polpa de kiwi

vermelho (PuKR) e da casca (PeKR).

Citotoxicidade
(Glso, pg/mL)

Hepatotoxicidade Atividade anti-inflamatéria
(Glso, pg/mL)

(|C50, ug/mL)

NCI H460 HelLa MCF7 HepG2 PLP2 RAW 246.7
PuKG >400 >400 >400 >400 >400 >400
PukKR >400 >400 >400 >400 >400 >400
PeKG 300+16 24617 223+8 166+7 >400 3166
PeKR >400 >400 >400 >400 >400 >400
Ellipticine 1,0+0,1 1,91+0,06 0,91+0,04 1,1+0,2 3,2+0,7 -
Dexametasona - - - - - 16+1

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os valores de Glso correspondem a concentracdo da amostra que atinge 50% de inibi¢do do crescimento em

linhas celulares tumorais humanas ou em cultura priméria de figado PLP2.
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Além da acdo antioxidante, citotoxicidade e anti-inflamatorio, os frutos de Kiwi
também demonstraram ter uma excelente atividade antimicrobiana contra algumas
bactérias patogenicas, nomeadamente, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (Kichaoi, El-Hindi, Mosleh, &
Elbashiti, 2015). Assim, era imperativo realizar um estudo antimicrobiano (atividade
antibacteriana e antifangica) de cascas e polpas das duas variedades estudadas, podendo
desta forma confirmar este potencial. A Tabela 16 apresenta os resultados em relacéo as
atividades antibacteriana e antifingica contra um painel de quatro bactérias
(Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes) e
quatro fungos (Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Aspergillus versicolor,
Penicillium funiculosum), selecionados de acordo com sua importancia na salde
publica. A primeira parte da Tabela 16 corresponde a atividade antibacteriana, onde se
pode verificar que a polpa de kiwi verde apresentou os menores valores de MIC para
Bacillus cereus, juntamente com a casca de kiwi vermelho para Listeria monocytogenes
e Enterobacter cloacae, enquanto que o menor valor de MIC para Escherichia coli foi
verificado para a polpa kiwi vermelho. Na segunda parte da Tabela 16, sdo
apresentados os resultados referentes a atividade antifungica, onde existe uma grande
similaridade entre os diferentes extratos testados. A casca de kiwi vermelho apresentou
o menor valor de MIC para Aspergillus ochraceus, enquanto que a casca de Kiwi verde

revelou a menor MIC para Penicillium funiculosum.

Tabela 16. Atividade antimicrobiana do extrato da polpa de kiwi verde (PuKG) e da casca (PeKG) e do

extrato da polpa de kiwi vermelho (PuKR) e da casca (PeKR).

Atividade antibacteriana (MIC e MBC expresso em mg/mL de extrato)

Bactérias Gram-positivo Bactérias Gram-negativo
Bacillus Listeria Escherichia Enterobacter
cereus monocytogenes coli cloacae
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
PuKG 3 4 2 4 2 4 2 4
PukKR 4 8 4 8 1 2 4 8
PeKG 4 8 4 8 2 4 4 8
PeKR 4 8 2 4 1.5 2 2 4
Estreptomicina 0,10 0,20 0,20 0,30 0,20 0,30 0,20 0,30
Ampicilina 0,25 0,40 0,40 0,50 0,40 0,50 0,25 0,50

Atividade antifungica (MIC e MFC expresso em mg/mL de extrato)
Aspergillus Aspergillus Aspergillus Penicillium
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niger ochraceus versicolor funiculosum
MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC

PuKG 4 8 4 8 4 8 8 >8
PuKR 4 8 4 8 4 8 8 >8
PeKG 4 8 4 8 4 8 4 8
PeKR 4 8 2 4 4 8 4 8
Cetoconazol 0,20 0,50 0,15 0,20 0,20 0,50 0,20 0,50

MIC — Concentragdo inibitéria minima; MBC — Concentracdo bactericida minima; MFC — Concentragdo fungicida

minima.

Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores que descrevem o
excelente potencial antimicrobiano apresentado por A. deliciosa (Tiwari, Tiwari, Patel
& Tiwari, 2017). Um estudo realizado por Fisher e Phillips (2008) estudou o potencial
antimicrobiano do kiwi e destacou as bactérias Gram-positivo (L. monocytogenes e S.
aureus) como sendo mais vulneravel ao 6leo essencial obtido destes frutos do que as
bactérias Gram-negativo (E. coli). Este fato foi justificado pela presenga de uma
membrana hidrofilica externa com moléculas lipopolissacaridicas em bactérias Gram-
negativo, que atuam como barreira aos compostos hidrofobicos. Além disso,
recentemente, um estudo desenvolvido por Kichaoi et al. (2015) também revelou um
bom potencial antimicrobiano de diferentes extratos de kiwi (etanol, metanol e agua)
contra S. aureus e E. coli. Assim, os resultados apresentados no presente estudo estéo de

acordo com os resultados anteriormente reportados na literatura.
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5. Conclusao

Este trabalho confirmou a composicdo nutricional destes frutos, que os destaca
como super-frutos, além de demonstrar o potencial das cascas que também
apresentaram um rico conteddo em compostos bioativos. Os resultados obtidos
permitiram concluir que a agua é o principal componente em ambas as variedades,
sendo que a polpa de kiwi verde apresentou o menor teor de proteinas, cinzas e hidratos
de carbono, comparativamente com a polpa de kiwi vermelha. No entanto, o contetdo
em lipidos foi relativamente mais baixo na variedade de kiwi de polpa vermelha.
Relativamente a composicdo em acucares, a glucose e a frutose destacaram-se como 0s
principais acucares livres para as duas variedades analisadas. Por sua vez, o acido
linoleico e a-linolénico foram as moléculas maoritarias encontrados em ambas as
variedades de kiwi estudadas, o que justifica o facto de os acidos gordos insaturados
pervalecerem relativamente aos acidos gordos saturados nestes frutos. O a-tocoferol foi
0 vitdmero mais abundante em todas as amostras analisadas, no entanto, verificou-se
gque as cascas apresentaram uma concentracdo muito superior comparativamente a
polpa. Embora as polpas de kiwi tenham sido extensivamente estudadas nas ultimas
décadas, devido aos seus beneficios para a saude, as cascas também tém atraido
interesse principalmente pelo seu potencial valor comercial como ingredientes naturais
promissores (devido a sua rica composicdo em moléculas bioativas), mas também
devido a reducdo de residuos agroindustriais.

Ambas as variedades de casca analisadas revelaram um perfil fendlico
promissor, enfatizando o seu potencial bioativo, que poderia ser explorado em
diferentes areas industriais, particularmente pela industria alimentar como ingrediente
conservante natural. A caracterizacdo fendlica revelou a presenca de treze compostos
fendlicos nas cascas e dezasseis compostos nas polpas. As cascas destacaram-se por
apresentarem na sua composi¢cdo uma quantidade muito superior, especialmente a casca
de kiwi verde. Relativamente a presenca de antocianinas, apenas a polpa de Kiwi
vermelho apresentou uma antocianina na sua composic¢ao que € a responsavel pela sua
coloragéo.

Relativamente as bioatividades, o estudo da atividade antioxidante realizado
através de dois ensaios in vitro relevou que, ambas as cascas apresentaram maior
atividade antioxidante comparativamente com as polpas. Ja na atividade antitumoral

verificou-se que a apenas a casca de kiwi verde apresentou capacidade de inibir o
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crescimento das quatro linhas celulares tumorais estudadas. O facto de as cascas terem
apresentado as maiores concentragdes em compostos fendlicos relativamente as polpas,
podera justificar os melhores resultados obtidos neste estudo.

Assim, e uma vez que, existem muito poucos estudos sobre cascas de kiwi, este
trabalho permitiu realizar uma caracterizacdo completa, em termos de caracterizagéo
quimica e bioativa de duas variedades de Kiwi (kiwis de polpa verde e vermelha), a fim
de explorar o potencial de aplicacdo deste residuo que, normalmente é descartado com

pouco valor.

Como prespectivas futuras, seria desejada a otimizacdo da extracdo de
compostos de interesse através da comparacdo de distintas técnicas e variaveis, tais
como tempo, temperatura e solventes, de forma a garantir as condi¢cdes Gtimas que
maximizam o rendimento e a pureza. A incorporacdo de um extrato obtido a partir da
casca de kiwi num produto alimentar e a avaliagdo dos efeitos dessa mesma
incorporacdo ao longo do tempo de prateleira, seria um desafio interessante e inovador
que, poderia confirmar a aplicacdo deste tipo de extrato na industria alimentar com

enorme impacto a nivel ambiental e econémico
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