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Resumo

Os frutos silvestres fizeram desde sempre parte da alimentacdo das populagdes,
sendo uma opc¢ao sustentavel de uma dieta rica e variada. Com efeito, a producao e
comercializagao de frutos silvestres tem crescido exponencialmente, quer a nivel mundial
quer a nivel nacional. Dado o seu valor elevado, quando os frutos nao relinem as condigoes
necessarias para comercializagao (por exemplo, devido a calibre inadequado, estado de
maturagao impréprio ou danos fisicos) sdo normalmente retirados do circuito comercial,
sendo na maior parte dos casos deixados no solo. Exemplos do referido sao os casos da
Actinidia arguta (baby kiwi) e A. deliciosa (kiwi), cuja produgdo nacional cresceu
consideravelmente na ultima década. A A. arguta da um fruto silvestre que se distingue de
A. deliciosa pela sua morfologia, sabor, composigao nutricional e teor em bioativos. Para
minimizar perdas de producgédo, tém sido desenvolvidas algumas aplicagdes, tais como
sumos, compotas, gelados e bebidas alcodlicas. Contudo, até ao momento, ndo existe
nenhuma referéncia a sua utilizagao em infusdes e decocgdes. O objetivo deste trabalho
foi assim preparar, caracterizar e comparar infusdes e decocgdes de frutos desidratados

de A. arguta e de A. deliciosa.

A determinacao dos compostos bioativos, nomeadamente do teor de polifendis e
de flavonoides totais (TPT e TFT, respetivamente) em A. arguta, foi superior
comparativamente a A. deliciosa. Os TPT apresentaram valores compreendidos entre
93,81 e 146,35 mg EAG/L amostra para a decocgéao e a infusdo de A. arguta e entre 60,50
e 77,06 mg EAG/L (equivalentes de acido galhico por litro de amostra) para a decocgéao e
a infusao de A. deliciosa. Por seu lado, os TFT variaram entre 17,77 e 32,39 mg ECA/L
(equivalentes de catequina por litro de amostra) para A. arguta e entre 7,84 e 9,89 mg
ECA/L para A. deliciosa. A decocgao de A. arguta foi a que exibiu uma maior atividade
antioxidante para ambos os ensaios efetuados, nomeadamente, 56,65 % de inibicao e
1292,45 umol ESF/L (equivalentes de sulfato ferroso por litro de amostra) para o ensaio do
radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo e para o poder antioxidante por reducao do ido férrico,
respetivamente. Quanto aos ensaios de determinagdo da capacidade de captacao de
espécies reativas, foi possivel calcular o ICso apenas para o ensaio do acido hipocloroso
(HOCI) e do oxido nitrico (NO*), verificando-se que a decocgéo de A. arguta apresentou
uma maior capacidade de captacdo do HOCI (ICso = 15,50 ug/mL) enquanto a infusdo de
A. deliciosa foi a mais eficaz no ensaio do NO*® (ICso = 18,96 pg/mL). Relativamente a
determinagéo do teor em vitamina C, verificou-se que a infusdo de A. deliciosa exibiu um

teor superior as restantes amostras em estudo.
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A determinagdo dos compostos fendlicos presentes nas diferentes amostras com
recurso a HPLC-DAD-MS permitiu constatar que as decocgdes e as infusdes de A. arguta
apresentaram uma maior variedade de compostos fendlicos, nomeadamente a presencga
de acido quinico, acido cis-caftarico, acido cafeico e seus derivados, cafeoil hexosideo,
luteolina glucurénido, derivados de quercetina e miricetina. Por sua vez, as infusdes e as
decocgdes de A. deliciosa caracterizaram-se essencialmente pela presenca de acido

quinico e acido cafeico e seus derivados.
Os resultados de viabilidade celular comprovaram que os varios extratos em estudo

nao tém efeitos adversos nas linhas celulares intestinais avaliadas (Caco-2 e HT29-MTX).

Com efeito, os resultados desta dissertagao revestem-se de importancia no ambito
nacional, propondo uma nova aplicagdo para a elevada taxa de desperdicios verificadas

para estes frutos.

Palavras-chave: Actinidia arguta; Actinidia deliciosa; Infusdes; Decocgdes; Compostos

bioativos; Sustentabilidade.
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Abstract

Wild fruits have always been part of the population's diet, ensuring a sustainable
option for a rich and diverse diet. In the last years, its production and marketing has grown
exponentially worldwide. Nevertheless, when fruits do not meet the defined criteria to be
commercialized (e.g. inadequate size, improper ripeness or physical damage), they are
usually considered as waste, being discarded. A clear example of this situation is Actinidia
arguta (baby kiwi) and A. deliciosa (kiwi), whose production has grown considerably in the
last decade, particularly in Portugal. A. arguta is a wild fruit that is distinguished from A.
deliciosa by its morphology and taste, as well as by its nutritional composition and bioactive
content. Some applications have been developed to minimize these production losses, such
as juices, jams, ice creams and alcoholic beverages. However, to the date, no infusions
and decoctions were developed. The aim of this work was to prepare, characterize and

compare infusions and decoctions of dehydrated fruits of A. arguta and A. deliciosa.

The total phenolic and flavonoid contents (TPC and TFC, respectively) showed that
the different extracts of A. arguta presented higher amounts when compared to A. deliciosa
extracts. The TPC ranged between 93.81 and 146.35 mg GAE/L (gallic acid equivalents
per liter) for the decoction and infusion of A. arguta and from 60.50 to 77.06 mg GAEI/L for
the decoction and infusion of A. deliciosa. In what concerns to TFC, A. arguta extracts
ranged between 17.77 to 32.39 mg CAE/L (catechin equivalents per liter) sample, while A.
deliciosa showed values from 7.84 to 9.89 mg CAE/L. The highest antioxidant activity were
obtained for A. arguta decoction (56.65 % inhibition for DPPH® (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl); 1292.45 ymol FSE/L for FRAP (ferric-reducing antioxidant power)). A good
scavenging activity against reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS,
respectively) was determined by the assays of superoxide anion radical (O2"), hydrogen
peroxide (H20-), hypochlorous acid (HOCI), nitric oxide (‘NO) and peroxyl radical (ROO").
Particularly, the A. arguta decoction (ICso = 15.50 pug/mL) showed the best scavenging
activity for HOCI, while A. deliciosa infusion (ICso = 18.96 ug/mL) presented the best result
for ‘NO.

Regarding vitamin C content, A. deliciosa infusion exhibited a superior content
(770.5 mg/100 g dw). The phenolic profile of the different extracts was determined by HPLC-
DAD-MS. The A. arguta decoctions and infusions showed a greater variety of phenolic
compounds, namely quinic acid, cis-caftaric acid, caffeic acid and its derivatives, caffeoyl
hexoside, luteolin glucuronide, quercetin derivatives and myricitrinin. In turn, the infusions

and decoctions of A. deliciosa were essentially characterized by the presence of quinic acid
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and caffeic acid and its derivatives. No adverse effects on Caco-2 and HT29-MTX cells in

concentrations below 1000 pg/mL were observed for all extracts.

These results highlight the potentialities of A. arguta and A. deliciosa fruits that
cannot be commercialized and are considered as wastes, proposing a new application to

valorize them.

Keywords: Actinidia arguta; Actinidia deliciosa; Infusions; Decoctions; Bioactive

compounds; Sustainability.
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1.1 Sustentabilidade

A sustentabilidade é um conceito multidimensional que abrange varias vertentes,
nomeadamente, a integridade ambiental, o bem-estar social, a resiliéncia econémica e a

governacao por exceléncia (Figura 1) (1).

‘ Ambiente

Desenvolvimento
sustentavel

Sociedade

Figura 1 — Pilares interdependentes e mutuamente relacionados para o Desenvolvimento
sustentavel: Economia sustentavel, meio ambiente local e igualdade social. Adaptado de Hyperion
Fund (2).

Existem inumeras definicbes associadas ao desenvolvimento sustentavel e a

sustentabilidade descritas por diferentes organizacdes:

o Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) — ‘o
desenvolvimento sustentavel consiste na gestdo e conservagdo dos recursos naturais, e
nas orientagbes das mudangas tecnoldgicas e institucionais de forma a garantir a
realizagdo e a satisfagdo continua das necessidades humanas das geragbes atuais e
futuras. Este desenvolvimento sustentavel conserva recursos genéticos terrestres,
hidricos, vegetais e animais e ndo €& degradante para o ambiente, assim como
tecnologicamente apropriado, economicamente viavel e socialmente aceitavel” (3).

o United Nations Environment Programme (UNEP) — define desenvolvimento
sustentavel como um desenvolvimento que garanta o uso dos recursos e do meio ambiente

atual e que ndo comprometa a sua utilizagéo no futuro (3).

Introducdo | 2



Mestrado em Controlo de Qualidade | Ana Margarida Silva

o World Wildlife Fund for Nature (WWF) — descreve o desenvolvimento
sustentavel como uma atividade econdmica que atende as necessidades das geragoes
atuais sem comprometer as capacidades necessarias para geragbes futuras. A
sustentabilidade baseia-se em trés componentes essenciais: crescimento econdmico,
progresso social e protegao ambiental (3).

e World Summit for Sustainable Development (WSSD) — realizada em
Joanesburgo, em 2002, declarou que o desenvolvimento sustentavel se fundamenta
em trés pilares interdependentes e mutuamente reforcados - desenvolvimento
economico, desenvolvimento social e protegdo social — os quais devem ser
estabelecidos a nivel local, nacional, regional e global. Assim, estabelece as ligagdes
necessarias para a diminuicdo da pobreza, implementacdo dos direitos humanos,
biodiversidade, agua pura e saneamento, energia renovavel e uso sustentavel dos

recursos naturais (3).

Com efeito, percebe-se que a sustentabilidade &€ um objetivo ambicioso e
importante para o bem-estar universal. De acordo com a Food and Agriculture Organization
(FAO), estima-se que até 2050 o crescimento da populagdo mundial atinja os 9 bilides,
gerando uma enorme preocupagado em relagao aos recursos alimentares disponiveis (4).
E por isso urgente reestruturar o atual sistema alimentar global e promover o consumo de
alimentos produzidos de acordo com os principios defendidos para uma economia
sustentavel. Esta reestruturagdo é ainda mais evidente quando os meios de subsisténcia
existentes e os agroecossistemas atuais estdo ameacados pelas alteracdes climaticas
globais (5). O futuro da sociedade esta assim dependente de uma nova escolha de fontes
alimentares nutritivas e de baixo custo, que sejam classificadas como “amigas” do
ambiente, resilientes e adaptaveis a novos meios (6,7), passando indubitavelmente pelo
desenvolvimento de um novo sistema agricola que cumpra com todos os pressupostos da
sustentabilidade (5).

Os alimentos silvestres comestiveis poderdo ser uma opgao para garantir o acesso
a alimentos seguros e nutricionalmente ricos, produzidos de forma sustentavel (8,9). De
facto, os alimentos provenientes da floresta, obtidos através de uma producdo de baixo
custo e sustentavel, podem aumentar a disponibilidade de alimentos (10), contribuir para
uma melhoria da qualidade de vida e diversificar as dietas, muito devido a sua composicao

rica em micronutrientes e compostos bioativos (9,11).

Segundo a FAO, “a nutricdo e a biodiversidade convergem num ponto comum
conducente a disponibilidade alimentar e ao desenvolvimento sustentavel” e “as espécies

silvestres e a sua biodiversidade intraespecifica desempenham um papel fulcral na
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disponibilidade alimentar global”, uma vez que sao simultaneamente benéficas para a

saude e para a economia dos paises em desenvolvimento (12).

1.1.1  Desperdicio alimentar

O conceito de desperdicio alimentar refere-se a diminuicdo de alimentos
comestiveis podendo ocorrer antes, durante ou depois da confecdo de alimentos e,
principalmente, na fase de distribuicdo e consumo (13). Segundo Baptista et al., a maior
parte dos alimentos sdo desperdigados na fase de distribuicdo e no consumo final (14).
Esta situagao ocorre devido a distadncia entre o produtor e o consumidor, exigindo etapas
intermédias e um percurso mais demorado, bem como uma melhor conservagédo e
acondicionamento dos alimentos (14). A cadeia produtor-consumidor e as suas

consequéncias no desperdicio alimentar encontram-se resumidas na Figura 2.

:

f = D = B =
5 & ]

Culturas deixadas
no campo; Danos
mecanicos
Quebras
provocadas por

doencas, ataques

Perdas no
processamento e
no embalamento;
Danos mecanicos;
Limpezas e testes

necessarios para

Armazenamento e
manuseamento
inadequados;
Dificil gestao de
stock; Inapropriada

refrigeracao.

Passagem do
prazo de validade;
Inadequado
armazenamento;
Perdas no prato e

outras.

de pragas e novos produtos.

animais.

Figura 2 — Principais causas das perdas e dos desperdicios alimentares ao longo da cadeia de
aprovisionamento, desde o produtor até ao consumidor, passando pelo processamento e pela
distribuicdo. Adaptado de Baptista et al. (14).

Segundo um estudo da FAO, cerca de um ter¢o da produgéo alimentar mundial é
desperdigada (13). Em Portugal, aproximadamente 17% dos alimentos sao desperdigados
e perdidos durante a cadeia de aprovisionamento (a qual engloba toda a cadeia
agroalimentar com inicio na produgéo), representando 1 milhdo de toneladas de alimentos
por ano (14). Este desperdicio ndo se deve aos alimentos estarem improprios para
consumo, mas sim ao facto de ndo cumprirem os requisitos necessarios a comercializagao

aplicados a frutas e horticolas pelo Regulamento de Execucdo (UE) n.° 543/2011 da
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Comissao, de 7 de Junho, que estabelece normas para o peso minimo € maximo, a cor e

o calibre permitidos para os produtos frescos (15).

E notério que existe uma grande perda alimentar nas fases de produgéo e de
colheita, provocada pelos ataques de pragas, por processos de colheita deficientes, bem
como pelo armazenamento ou transporte inadequados (14). Ja o termo desperdicio aponta

para as perdas que acontecem ao longo da distribuigdo e durante o consumo (14).

1.2 O papel dos alimentos silvestres

Os alimentos silvestres sdo componentes essenciais da dieta mundial (16). O seu
consumo esteve sempre presente na alimentacdo humana, primeiramente como item
essencial e, posteriormente, como ingrediente das dietas normais ou como alternativa
durante a escassez de alimentos (17). O homem, em algumas culturas, recolhia também
estas plantas para o tratamento de algumas enfermidades, para a produgao de materiais

e para o uso em diversos rituais pagaos (18).

A modernizagdo das dietas, com o desenvolvimento da industria, conduziu a
alteragdes da nutricdo, com consequentes mudangas na saude publica mundial (19). Os
alimentos silvestres foram sendo abandonados em prol de produtos adquiridos em
superficies comerciais, de facil acesso e de uso mais comodo. Contudo, esta alteragéo
esta interligada com a redug&o da diversidade alimentar e com o aumento de diversas
patologias, como a obesidade e a diabetes, a desnutricdo e a caréncia de micronutrientes
(20).

As plantas silvestres s&do atualmente reconhecidas como sendo ricas em
micronutrientes e metabolitos secundarios (6), apresentando elevadas concentragdes de
minerais, proteinas, vitaminas e fibra (21,22). Entre os seus metabolitos secundarios
podem ser identificados inumeros polifendis e polissacarideos, entre outros compostos
bioativos, que as rotulam como alimentos funcionais e promotores de saude (6). A
composigao das plantas silvestres é ainda passivel de ser alvo de exploracdo econémica,
como por exemplo em suplementos alimentares, devido as propriedades benéficas

atribuidas a muitos dos seus compostos (6).

Por outro lado, estas plantas representam, por si s6, um grande reservatério
genético de diversidade biolégica (6). Tanto as espécies como as variedades silvestres,
apresentam uma enorme diversidade genética, possuindo resisténcia a mudancas

climaticas, a pragas e a doengas, capacidade essa que nao foi preservada no processo de
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domesticagao genética (7). Sao, por isso, cruciais para o melhoramento de culturas e para

o0 aumento da adaptabilidade e da resiliéncia das variedades a cultivar (6).

O consumo de plantas silvestres e/ou dos seus frutos depende também do clima e
da estagao do ano. Devido a sua sazonalidade, estes podem ser consumidos de diferentes
formas em épocas distintas. A parte edivel pode ser variada e consumida de diferentes
maneiras, como por exemplo, fresca, desidratada (cereais de pequeno almogo), em sumos,
doces (compotas, gelados, aplicados a pastelaria), infusdes, bebidas alcodlicas
fermentadas (licores e vinho), cozinhados, ou mesmo processada para o fabrico de
farinhas, 6leos, aromatizantes, corantes, entre outros produtos que comprovam o valor

cultural e comercial muito associado ao consumo e preservagao das espécies silvestres.

1.3 Actinidia arguta

Dentro dos frutos silvestres disponiveis em Portugal, a espécie Actinidia arguta, do
género Actinidia, tem-se destacado. Este género é composto por mais de 60 espécies,
sendo a A. deliciosa, vulgarmente conhecida por kiwi, a principal representante do género
(23). O kiwi teve origem na Asia, mas é apreciado mundialmente pelo sabor e pelos
beneficios nutricionais (24). A A. arguta, também designado por kiwi bebé, baby kiwi e
kiwiberry, & diferente da A. deliciosa (Figura 3), nomeadamente pelo seu tamanho

(semelhante a uma uva) e pela sua forma, cor, pele sem pelos, aroma e sabor (24).

A. deliciosa

N

N ! .ff
& 34

»

A. arguta

Figura 3 — Actinidia deliciosa e Actinidia arguta.

A A. arguta apresenta algumas variedades, sendo as mais conhecidas em Portugal
a Anansnaja, a Genewa, a Weiki, a Issai, a Jumbo, a Ken’s Red e a Maki (Figura 4). O seu
sabor, bastante aromatico e doce, € uma das principais caracteristicas, sendo comparado

ao sabor da banana, ananas, morango, pera, meldo e outros frutos tropicais (25,26).
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Ken’s Red

Ananasnaya Geneva

Maki

Figura 4 — Algumas variedades de A. arguta.

Apesar da origem do kiwiberry estar referenciada no continente asiatico, este fruto
tem atualmente uma disseminac¢do a escala global, sendo comercialmente cultivado em
paises do continente Americano (Estados Unidos da América e Chile), da Europa (Franga,
Italia, Suica, Polénia, Holanda, Alemanha e Portugal), da Asia (China e Japao) e da
Australia (Nova Zelandia) (23,24).

A forma de consumo deste fruto mostra a sua versatilidade e potencialidades, uma
vez que pode ser consumido fresco ou processado, em sumos, bebidas alcodlicas,
compotas e gelados (24). Contudo, percebe-se que ainda existe um grande nicho de
comercializagao e valorizagdo e que poderiam existir ainda mais formas de consumo desta

espécie, muito devido a sua riqueza nutricional e quimica.

1.3.1 Composicao nutricional e quimica

O kiwi é um fruto com grande importdncia comercial, pela sua composigéo
nutricionalmente rica, bem como por ser um alimento saudavel e promotor de saude e bem-
estar (27). Tanto o baby kiwi como o kiwi sdo ricos em varios fitoquimicos, como acidos
fendlicos, vitaminas (principalmente a C), carotenoides (luteina e B-caroteno), agucares,

acidos organicos e minerais (16,27,28).

Os principais agucares quantificados em A. arguta foram a glucose, a frutose e a
sacarose (Tabela 1). Através dos varios estudos ja realizados nas diferentes variedades, é
possivel comprovar que o agucar presente em maior quantidade € a sacarose, variando
entre 2,41 e 7,80 g/100 g fruto fresco (ff) (24,29). Quanto a composigédo em glucose e
frutose, a variedade Issai e Weiki sdo as que apresentam valores mais elevados, enquanto

que a Mistuko apresenta concentragdes inferiores (24,29).

Os acidos oxalico, citrico, malico, quinico e succinico foram os principais acidos

organicos detetados e quantificados nos varios genétipos do kiwiberry (Tabela 1). O acido
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citrico € o acido organico predominante, seguindo-se o quinico, o malico, o oxalico e o
succinico (24,29). As variedades Genewa e Issai sdo as mais ricas em acidos organicos
(24). Os teores de acidos tém impacto nos niveis de acidez do fruto (24). Deste modo, o
kiwiberry apresenta valores de pH compreendidos entre 3,1 e 3,6, o qual permite a sua

classificagdo como fruto acido (23)
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Tabela 1 — Concentragdes de diferentes compostos quimicos em diversas variedades do fruto de A. arguta (24,29).

Concentragao (g/100g ff) Ref.
Variedade Acido Acido Acido Acido Acido vit. ©
Glucose Frutose Sacarose succinico (mg/100g
oxalico citrico malico quinico )

Hirano 1,01 1,15 4,11 - 0,60 0,22 0,70 - - (29)

Gassan 0,75 0,91 7,34 - 0,85 0,18 0,54 - - (29)
Issai 0,85 -2,99 0,97 -2,14 2,41-7,80 1,75 1,37 -7,97 0,14 -4,34 0,73-7,98 0,07 282,56 (24,29)

Mistuko 0,72 0,85 6,02 - 0,95 0,25 0,62 - - (29)

Kochi 0,89 0,91 5,76 - 0,70 0,10 0,63 - - (29)

Shimane 0,83 1,11 4,29 - 0,75 0,20 0,64 - - (29)

Nagano 0,78 0,88 4,86 - 0,82 0,30 0,68 - - (29)
Ananasnaya 1,57 - 1,68 1,21-1,78 3,35-5,59 3,67 0,54-6,82 0,18-2,75 0,51 -5,52 0,10 102,15 (24,29)

Genewa 1,57 1,16 3,49 1,70 9,25 1,82 8,20 0,07 132,60 (24)

Weiki 2,11 1,50 5,94 2,54 5,75 3,03 6,08 0,07 100,74 (24)

Jumbo 2,08 1,38 3,63 2,45 8,37 1,47 4,17 0,28 76,09 (24)
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As diferentes espécies de Actinidia sao similares nos teores de fibra, quer soluvel
quer insoluvel, sendo que A. arguta tem um teor de fibra soltvel de 3,1% e de fibra insoluvel
de 2,1% (23).

No que diz respeito aos minerais, ja foram detetados e quantificados os

macroelementos (K>Ca>P>Mg>Na) e os microelementos (Fe>Zn>B>Mn>Cu) (23).

A vitamina C, como mencionado anteriormente, € um dos principais constituintes
de Actinidia. Segundo Wojdylo et al., os valores de vitamina C estdo compreendidos entre
76,09 e 282,56 mg/100g ff nas varias variedades do kiwi bebé (Tabela 1), tendo o valor
mais elevado sido detetado na variedade Issai (24). Além da vitamina C, foram igualmente

quantificadas a vitamina A, E e algumas vitaminas do complexo B (23).

Os compostos fendlicos sdo um dos grupos maioritarios na composi¢ao do baby
kiwi. No estudo realizado por Wojdyto et al., foram determinados os valores de flavondis,
nomeadamente de quercetina e de kaempferol, sendo a quercetina-3-O-rutindsido
(variando entre 1,09 e 49,25 mg/100g fruto seco (fs) para a Jumbo e a Weiki,
respetivamente) e a quercetina-3-O-glucosido (variando entre 0,36 e 14,12 mg/100g fs
para a Jumbo e a Issai, respetivamente) as predominantes (24). Quanto ao kaempferol, o
derivado dominante foi o kaempferol-3-O-galactosido. A maior composigéo em flavonois
foi quantificada na variedade Weiki e a menor na Jumbo (91,22 e 9,53 mg/100g fs),
respetivamente). Nesse mesmo estudo, os autores quantificaram os acidos fendlicos,
como os acidos cafeico e clorogénico, e a variedade Issai apresentou uma maior
concentragao de acido clorogénico (33,42 mg/100g fs). A maior concentragdo de acido
cafeico foi determinada na variedade Genewa (24). Foi igualmente analisada a composigao
em polimeros de flavan-3-ols. As variedades Ananasnaya e a Issai caracterizam-se pela
maior constituicdo em proantocianidinas (taninos condensados), o que explica a leve

adstringéncia e amargor do baby kiwi (24).

O kiwi bebé, quanto a composigdo em carotenoides, é rico em luteina e B-caroteno,
apresentando baixas concentragdes de zeaxantina, violaxantina e a-caroteno (23,28). Por
sua vez, foram detetadas elevadas concentragdes de clorofila a e b (1,89 e 1,38 mg/100g

ff, respetivamente) (28).

Além desta riqueza nutricional e quimica, ja foram associadas varias atividades
biolégicas a este fruto, nomeadamente, atividade antioxidante, antidiabética e

anticancerigena (24).

Introdugao | 10



Mestrado em Controlo de Qualidade | Ana Margarida Silva

1.3.2 Atividades biolégicas

Como mencionado anteriormente, o género Actinidia sempre foi utilizado para o
tratamento de varias doencas, como problemas associados ao sistema digestivo,
reumatismo, hemorroidas, entre outras desordens (23). Contudo, para o kiwiberry ainda

existem poucos estudos sobre as suas potencialidades no homem.

Um estudo realizado por Leontowicz et al. analisou o impacto de extratos de A.
arguta no colesterol da artéria aorta e no figado de ratinhos, concluindo que a atividade
antioxidante exibida pelos extratos proporcionava efeitos de hipolipidemia e de
hipocolesterolemia (30). Além disso, a atividade anti-inflamatéria exibida protegeu a artéria
aorta e o figado da acumulagao de colesterol. Esta potencialidade deve-se a presenga de
vitaminas C e E, bem como aos compostos fendlicos, pelo que este fruto pode ser uma

mais valia no tratamento de doencas cardiovasculares.

Nishimura et al. avaliaram o efeito inibitério do sumo de A. arguta na mutagénese e
na inflamagdo de duas linhas cancerigenas de ratinhos, constatando que este tinha a
potencialidade de inibir a mutagenicidade de aminas heterociclicas, aflatoxina B1 e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (31). Este facto pode dever-se a sua composigao
rica em vitamina C e polifendis, que lhe permitiu uma atividade anticancerigena superior a

exibida por A. deliciosa.

Além do mais, de acordo com Latocha et al., A. arguta pode ter um efeito positivo
na prevengao de determinadas patologias, como por exemplo diabetes tipo I, alguns tipos
de cancro e doengas do foro gastrointestinal, pelo que é muitas vezes apelidado de
superalimento (23). Segundo os mesmos autores, a atividade antioxidante de A. arguta
esta dependente da concentragdo de acidos fendlicos, de vitamina C e de alguns
carotenoides (16). Contudo, néo existe ainda um perfil nutricional e quimico estudado para

os extratos da A. arguta aplicados, principalmente, em infusées e decocgdes.

1.3.2.1 Atividade antioxidante

Os radicais livres resultam do metabolismo celular, sendo constantemente
produzidos durante o normal funcionamento das células (32,33). Existem duas classes de
radicais livres: as espécies reativas de oxigénio e as espécies reativas de azoto (ERO e
ERA, respetivamente) (32). A maioria dos radicais livres produzidos s&o eliminados
eficazmente por mecanismos celulares que envolvem enzimas e moléculas néao
enzimaticas (33). Os radicais livres sao conhecidos pelo seu papel duplo nos sistemas
biolégicos, uma vez que em concentragdes baixas ou moderadas tém efeitos benéficos

(nomeadamente em processos de sinalizagdo e de regulagdo celular), enquanto em
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concentragdes elevadas podem desencadear danos no organismo devido a um
desequilibrio entre a sua produgao e a defesa por parte dos antioxidantes (33,34). Quando

ocorre este desequilibrio gera-se um fenémeno designado de stresse oxidativo (34).

Uma producao excessiva de espécies reativas pode desencadear danos nos lipidos
membranares, proteinas e acido desoxirribonucleico (ADN), diminuindo o seu normal
funcionamento (34). Além disso, estas espécies tém a capacidade de matar bactérias,
danificar biomoléculas, provocar respostas imunolégicas, ativar oncogenes, bem como
estimular o processo de envelhecimento (32). Diferentes autores demostraram que uma
producdao excessiva de espécies reativas pode desencadear o desenvolvimento de
diversas doencas cronicas, incluindo aterosclerose, diabetes mellitus, cancro, artrite
reumatoide, cataratas ou até mesmo doenga de Parkinson (35-37). Deste modo, o
equilibrio entre a producdo de radicais livres e a atuacédo dos antioxidantes & importante
para o normal funcionamento do organismo (34). Este mecanismo tem a capacidade de

proteger o organismo do stresse oxidativo, conseguindo manter a homeostasia redox (38).

O stresse oxidativo pode advir de causas naturais, como é o caso do exercicio fisico
excessivo ou dos processos inflamatérios, bem como de causas ndo naturais, como por

exemplo farmacos ou radiagao ultravioleta (UV) e poluentes ambientais (33) (Figura 5).

(- - (- )
e Poluentes e Cancro
ambientais (a D\ e Diabetes
e Farmacos e Lipidos o Aterosclerose

« RadiaggoUv mml S| c DNA  mbl . Artrite

e Exercicio fisico ¢ Proteinas reumatoide
excessivo . J e Cataratas
e Processos e Parkinson
inflamatorios
\_ J . J

Figura 5 — Principais causas e doengas originadas a partir do stresse oxidativo (33).

A exposicao aos radicais livres leva o organismo a desenvolver mecanismos de
defesa (39), os quais incluem mecanismos preventivos e reparadores bem como defesas
fisicas e antioxidantes (34). Os antioxidantes encontram-se divididos em enzimaticos e ndo

enzimaticos (Tabela 2) (33).
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Tabela 2 — Exemplos de sistemas de defesa antioxidante: Antioxidantes enzimaticos e néao
enzimaticos (34).

Antioxidantes enzimaticos Antioxidantes ndo enzimaticos
Superdéxido dismutase (SOD) Vitamina C (acido ascorbico)
Catalase Vitamina E (a-tocoferol)
Glutationa peroxidase (GSH-Px) Glutationa (GSH)

Carotenoides

Flavonoides

No que toca aos antioxidantes enzimaticos, a SOD tem a capacidade de converter
0 anido superoxido (O2") em peroxido de hidrogénio (H202), o qual é rapidamente
transformado em agua nos lisossomas pela enzima catalase ou pela GSH-Px nas
mitocondrias (33). A GSH é um tripéptido de baixa massa molecular que atua como agente
quelante de radicais livres, como o radical hidroxilo (*OH) ou o peroxinitrito (ONOO),
podendo reagir diretamente com estes ou indiretamente como cofator de outras enzimas
como a GSH-Px (33). Do mesmo modo, esta enzima é utilizada para regenerar outras

moléculas, como a vitamina C e E, ao seu estado ativo (33).

A vitamina C é eficaz na eliminagédo do radical O.", do H>O,, do oxigénio singleto
('0,) e do 6xido nitrico (NO) (37). Por seu lado, a vitamina E suspende a peroxidagéo
lipidica ao doar o hidrogénio aos radicais peroxilo (ROO*), formando o radical tocoferoxilo,
0 qual ndo é reativo, e bloqueando a cadeia oxidativa (37). Os carotenoides sao, por norma,
n&o reativos mas tém a capacidade de eliminar o oxigénio singleto ('O.), exibindo assim
atividade antioxidante (37).

Aos flavonoides € atribuida uma grande capacidade antioxidante devido a
existéncia de ligagbes dos grupos *OH a anéis aromaticos na sua estrutura, permitindo-
Ihes atuar como agentes redutores, dadores de hidrogénios e como agentes quelantes de
metais. Tém ainda a capacidade de ativar enzimas antioxidantes, reduzir os radicais de a-
tocoferol, inibir as oxidases, mitigar as ERA e aumentar os niveis de acido urico (37). Os
acidos fendlicos também atuam como agentes eliminadores e quelantes de radicais livres,
como por exemplo *OH e ROO*, Oz e ONOO" (37).

Os antioxidantes tém igualmente potencial para prevenir e tratar doencgas
relacionadas com o stresse oxidativo, podendo ser classificados como artificiais ou naturais

(40). Os suplementos antioxidantes, ou os alimentos contendo antioxidantes, podem ser
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usados para ajudar o organismo a reduzir os danos oxidativos, bem como a proteger a

qualidade dos alimentos, impedindo a deterioracao oxidativa (41).

Atualmente, os antioxidantes naturais de frutos, flores e plantas, séo alvo de grande
interesse por parte da industria farmacéutica, cosmética, e, especialmente, alimentar. Na
realidade, tém enorme potencial como substituintes dos antioxidantes artificiais (42).
Alguns estudos epidemioldgicos ja realizados demonstraram uma relagao entre o aumento
do consumo de frutos e vegetais e a redugao de doencgas associadas ao stresse oxidativo,
como as doengas cardiovasculares (43,44) e certos tipos de cancro (44). Esta atividade
antioxidante presente nas plantas deve-se a presenca de fitoquimicos na sua constituicio,

como por exemplo acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas, taninos e carotenoides

(Figura 6) (45).
Acidos ]
P hidroxilbenzoicos
Acidos
fendlicos .
Acidos
( ( ) hidroxicinamicos

Alcaloides ] Taninos

\

Compostos
fendlicos

\ \

Estilbenos P,

-

g Flavondis
Carotenoides] Cumarinas P—
h g Flavonas
Compostos . - )
azotados Flavonoides J—
h - Flavanonas
Compostos
organosulfurados
h Antocianidinas

Figura 6 — Principais classes de fitoquimicos naturais (33).
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1.3.3 Compostos bioativos

Os compostos bioativos podem ser classificados em essenciais e nao essenciais.
Estes compostos sdo constituintes naturais dos alimentos, proporcionando beneficios para

a saude, além do valor nutricional que conferem ao alimento (46).

As plantas sintetizam uma vasta gama de compostos organicos que podem ser
classificados em metabolitos primarios e secundarios. Os metabolitos primarios (fitosterois,

lipidos, acidos organicos e aminoacidos) sdo compostos essenciais que intervém em
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processos fundamentais como a fotossintese, a respiracdo, o crescimento e o
desenvolvimento (47). Por sua vez, os metabolitos secundarios encontram-se em elevadas
concentragdes, apresentando estruturas distintas e tendo a fungéo de proteger e ajudar a
planta a reagir a fatores adversos, como a poluigao, a seca, a radiagdo UV e ataques de
microrganismos (48,49). Deste modo, os metabolitos secundarios representam uma
interface quimica dinamica entre as plantas e o meio ambiente envolvente, estando a
producao correlacionada com fatores como a temperatura, a disponibilidade hidrica, a
radiacao UV, o acesso a nutrientes, a altitude e a polui¢éo (50).

Nos ultimos anos, a investigagdo tem-se focado na pesquisa de metabolitos
secundarios pelos seus efeitos protetores contra algumas patologias. Os seus efeitos nao
se visualizam a curto prazo, mas a sua ingestao a longo prazo pode ser importante para a
diminuicdo de certas doengas cronicas, como o Alzheimer ou o Parkinson (47). Desta
forma, as plantas silvestres ja comprovaram ser uma importante fonte de diversos
metabolitos secundarios, sendo-lhes atribuidos varios efeitos bioativos (Figura 7),
nomeadamente propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias e

anticancerigenas (32).

Atividade
antioxidante

Atividade o Atividade
antimicrobiana . . anti-inflamatodria

' :\an"? S
silvestres

Efeito
protetor do
DNA

Atividade
" gastroprotetora

Actividade Atividade
inseticida ] diurética

Figura 7 — Efeitos bioativos das plantas silvestres (32).
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De acordo com a origem biossintética dos metabolitos secundarios das plantas, estes
podem ser agrupados em trés grupos principais: compostos fendlicos, terpenos e
alcaloides (47).

1.3.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos presentes nas plantas resultam do seu metabolismo
secundario, exercendo importantes fungbes na defesa contra microrganismos e insetos e

sendo responsaveis pela pigmentagao e pelas caracteristicas sensoriais (51).

A principal caracteristica dos compostos fenélicos é a presenca de pelo menos um
anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilo ligados (47). Sao classificados de acordo
com o numero e a disposi¢ao dos atomos de carbono e, normalmente, surgem conjugados
com agucares ou acidos organicos (Tabela 3) (47). Estes compostos podem ser moléculas
simples, de baixa massa molecular e com um unico anel aromatico ligado (como € o caso
dos acidos fendlicos), ou moléculas mais complexas (como flavonoides, proantocianidinas

ou taninos, entre outros) (44,47).

Tabela 3 — Principais compostos fendlicos encontrados nas plantas, estrutura quimica basica e
exemplos (47,52).

N°C Estrutura quimica Classe Exemplo

. . Catecol e
Fendlicos simples . .
hidroquinona

7 @—coou Hidroxibenzoatos Acido galhico
4-Hidroxi-
8 o Acetofenona
OCH, acetofenona
] Acido p-
8 coon Acido fenilacético o ,p _
hidroxifenilacético
/ COOH ; ;
9 Acidos hidroxicindmicos Acido p-cumarico
o o
T

Cumarinas Esculetina
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o
10 @ Naftoquinona Juglona
(0]
o
13 Xantonas Mangiferina
[e]
14 ‘ AN O Estilbenos Resveratrol
15 O ° O Flavonoides Quercetina
- Flavonoides

Os flavonoides inserem-se na subclasse dos polifendis e sdo os compostos mais
abundantes no Reino Plantae (47). Sao constituidos por 15 carbonos e 2 ou mais anéis
aromaticos, cada um com um hidroxilo aromatico que se liga por uma ponte de carbono
(47,53). Podem ser subdivididos em cinco categorias estruturais: flavonas, flavondis,

flavononas, flavan-3-ols (catequinas) e antocianinas (54).

Nas plantas, estes metabolitos encontram-se, principalmente, na epiderme das
folhas e na casca dos frutos (47). Também intervém na coloragéo das flores e dos frutos,
uma vez que as antocianinas, as flavonas e os flavondis tém fung¢ao de pigmentos, sendo
importantes para atrair os animais para a polinizacdo e para a dispersao das sementes
(52). Além disso, estdo envolvidos em inUmeros processos, como na protegéo contra os
danos da radiagdo UV, na pigmentacado, na reprodugdo sexual da planta, nas interagdes
simbidticas plantas-microrganismos, na protecao face a agentes patogénicos ou na
resisténcia a doengas e pragas, contribuindo assim para a estrutura da planta (55). Na
alimentagdo humana sao também os compostos fendlicos mais frequentes, cujos efeitos
biolégicos mais conhecidos s&o a atividade antioxidante, anti-inflamatdria e antialérgica
(51).
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1.4 Chas, infusoes e decoccoes

A populagéo, em geral, conhece e utiliza no quotidiano pelo menos um dos mais
importantes métodos naturais extrativos, muito embora ndo o considere como tal: o cha
(56). O consumo de extratos aquosos feitos a base de folhas secas € uma pratica mundial,
estando documentada ha séculos no Extremo Oriente (56). O termo cha refere-se a bebida
feita com as folhas da planta Camellia sinensis e foi descoberto no ano 2700 a.C. (57). Nos
tempos modernos, outros extratos tornaram-se familiares e sdo comumente conhecidos
como “cha de ervas” (56). Sao, igualmente, baseados na extragao simples de compostos

de origem vegetal soluveis em agua (56).

As infusbes de plantas e de frutos sdo concebidas a partir de plantas ou de partes
dessas, nao originarias da planta do cha (C. sinensis), e sao destinadas ao uso alimentar
quando preparadas com agua a ferver (58). As partes selecionadas para a utilizagdao em
infusbes dependem das substancias aromaticas que possuem e da sua localizagdo na
propria planta (58).

Existem atualmente cerca de 300 plantas diferentes e 400 partes de plantas
utilizadas em infusdes de ervas e de frutos, podendo ser folhas (de menta e laranjeira),
frutas/pedacos de frutos (pedagos de macga) ou flores (de limoeiro e camomila) (58). A
infusdo consiste em verter agua quente sobre as raizes, as flores, as folhas, as sementes,
os frutos ou outra parte da planta da qual se pretenda extrair os seus compostos quimicos,
deixando repousar durante alguns minutos (59-61). Ja a decocgdo compreende a fervura
da parte da planta com interesse, deixando em ebulicdo durante alguns minutos (59,61).
Normalmente, a infus&o esta indicada para preparagdes com partes moles da planta, como
folhas, flores e frutos, enquanto a decocgéo é sugerida para raizes, caules e frutos secos
(59).

As infusdes, segundo a associacao Tea & Herbal Infusions Europe (THIE), tem
ganho relevancia no mercado mundial de consumo (58). Esta associagao estudou o volume
de vendas em diferentes mercados de 11 paises associados da Unido Europeia (Austria,
Croacia, Franga, Alemanha, Italia, Holanda, Roménia, Eslovaquia, Espanha, Suica e Reino
Unido) entre os anos de 2006 e 2015 (Figura 8). De acordo com o estudo, foi percetivel
que as vendas aumentaram gradualmente, atingindo em 2015 as 60 384 toneladas (Figura
8) (568). Conjuntamente, os paises com maior volume de vendas foram a Alemanha, o
Reino Unido e a Franga, enquanto no extremo oposto se situaram a Croacia e a Eslovaquia
(58).
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Figura 8 — Vendas de infusdes (em toneladas) em varios mercados de paises da Unido Europeia,
entre o ano de 2006 e 2015. Adaptado de THIE (58).

Assim, dada a elevada preferéncia do consumidor por infusfes e decocgdes, e visto
nao existir disponivel no mercado qualquer produto a base de kiwi ou de baby kiwi com
estas finalidades, o objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar, sob o ponto de vista
quimico, infusbes e decocgdes de A. arguta e A. deliciosa, bem como avaliar as suas

propriedades bioativas.
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2.1 Reagentes e Padroes

Para a elaboracdo do trabalho experimental e para a realizacdo das diversas
metodologias foi necessario a utilizagéo de diferentes reagentes de grau analitico, os quais

se apresentam na seguinte lista:

e 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH") (Sigma-Aldrich, Alemanha)

e  2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris) (Sigma-Aldrich, EUA)

e 2,2-Azobis(2-metilpropionamidina) dihidrocloreto (AAPH) (Sigma-Aldrich, EUA)

e  2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (Sigma-Aldrich, Suica)

e  3-(Aminopropil)-1-hidroxi-3-isopropil-2-oxo-1-triazeno  (NOC-5) (Sigma-Aldrich,
EUA)

e Acetato de sddio (Sigma Chemical Co., EUA)

e Acido 4,5-Dihidroxi-1,3-benzenodissulfonico (Tiron)

e Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich,
Suiga)

e Acido ascérbico (Sigma Aldrich, China)

e Acido galhico (Sigma, China)

e Carbonato de sddio (NaCOs3) (Sigma-Aldrich, Alemanha)

e Catequina (Sigma-Aldrich, Alemanha)

e Cloreto de aluminio (AICIz) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)

e Cloreto de azul nitrotetrazélio (NBT) (Sigma-Aldrich, EUA)

e Cloreto férrico (FeCls) (Merck, Alemanha)

e Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck KGaA, Alemanha)

¢ Dinucledtido B-nicotinamida adenina (NADH) (Sigma Aldrich, EUA)

e Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) (Gibco, Reino Unido)

e Etanol absoluto anidro (Carlo Erba Reagents, Franga)

e Fosfato mossddico anidro (NaH2PO4) (VWR Chemicals, Bélgica)

e Fosfato monopotassico (KH2PO.) (Merck, Alemanha)

e Hidrato de catequina (Sigma-Aldrich, india)

e Hidrogenofosfato dissddico anidro (NaHPO.) (Merck, Alemanha)

e Hidréxido de sodio (NaOH) 1M (VWR Chemicals, Franga)

e Lucigenina (Cayman Chemical Company, EUA)

e Metosulfato de fenazina (PMS) (Sigma-Aldrich, EUA)
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e Nitrito de sédio (NaNO2) (Sigma-Aldrich, Alemanha)

e Peroxido de Hidrogénio (H202) (Merck, Alemanha)

e Quercetina (Sigma-Aldrich, Alemanha)

e Reagente de fenol segundo Folin-Ciocalteu (Folin) (Merck, Alemanha)
e Sulfato ferroso (Sigma-Aldrich, india)

e Tripsina (Hyclone, EUA)

e Triton X-100 (Amresco, EUA)

2.2 Recolha e tratamento das amostras

Os frutos de A. arguta foram colhidos durante o més de Setembro de 2017 no
produtor Mini-Kiwi Farm, sediado em Landim, concelho de Vila Nova de Famalicao,
Portugal (N 41°22'36.393” W 8°28'11.704").

Os frutos de A. deliciosa utilizados foram de origem biologica e obtidos num

mercado tradicional do Porto, em Novembro de 2017.

Todos os frutos foram desidratados (Lacor, Espanha) e triturados (Flama, Portugal),
tendo sido posteriormente armazenados a 4 °C até serem realizadas infusdes e

decoccgdes para posteriores ensaio.

2.3 Preparacao de infusoes e decoccoes

Para a infuséo, adicionaram-se 100 mL de agua a ferver a 2 g de amostra (62).
Apods 5 minutos, a solugao foi filtrada com papel de filtro Whatman n°® 4 (Figura 9). Para a
decocgéo, adicionaram-se 2 g de amostra a 100 mL de agua, tendo-se colocado a aquecer
numa placa de aquecimento (Thermolyne, EUA) até ebulicdo (62). Apds ebuligdo, a
solucao foi retirada do calor e 5 minutos depois filtrada com papel de filtro Whatman n° 4,
sendo armazenada a 4 °C até posteriores analises (Figura 9). Foram preparadas
decoccgdes e infusdes de A. arguta (DAa e |Aa, respetivamente) e de A. deliciosa (DAd e
IAd).

No caso da determinagao do teor de polifendis e de flavonodides totais (TPT e TFT,

respetivamente), bem como da atividade antioxidante (através da inibigado do radical 1,1-
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difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*) e do poder antioxidante por redugéo do ido férrico (FRAP))
as solugdes foram diretamente utilizadas apds preparacdo. Para os restantes ensaios,
depois de filtradas, as solugdes foram congeladas a —80 °C para posterior liofilizagao
(Telstar, Cryodos, Espanha). Apés liofilizagdo as amostras foram conservadas a 4 °C até

analise.

Aguaa 100° C

7'
< b

Figura 9 — Processo de preparagéo: A) Decocgado — as amostras foram trituradas, adicionou-se agua
e procedeu-se ao aquecimento; quando atingiu os 100° C, retirou-se do calor e filtrou-se apds 5 min;
B) Infusdo — as amostras foram trituradas e adicionou-se agua a 100° C; apos 5 min filtrou-se.

2.4 Avaliacao das caracteristicas fisicas das infusoes e

decoccoes

2.4.1 Avaliacao da cor

A cor das infusdes e das decocgdes foi avaliada com um colorimetro (Chroma Meter
CR-410, Konica Minolta, Téquio, Japao), previamente calibrado com uma superficie branca
de referéncia (Figura 10). As diferentes amostras foram colocadas em placas de Petri. Os
resultados obtidos foram expressos de acordo com o CIE 1976 L*a*h*, definido pela
Comission Internationale de I'Eclairage (CIE). As trés coordenadas representam a
luminosidade (L*), a posigao entre o vermelho e o verde (a*) e a posigao entre o amarelo
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e o azul (b*). As medig¢des foram realizadas em triplicado para cada uma das amostras em
estudo.

Figura 10 — Colorimetro utilizado para as medigbes da cor das diferentes amostras.

2.4.2 Avaliacao do pH

O pH foi determinado com um pHmeter (Basic 20+, Crison, Barcelona, Espanha)
equipado com um elétrodo de vidro previamente calibrado (Figura 11). As medigbes foram

realizadas em triplicado para cada uma das amostras em estudo.

‘
o, B
= |
=

Figura 11 — pHmeter para medigdo do pH das varias amostras.
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2.5 Determinacao de compostos bioativos das

infusoes e das decoccoes

2.5.1 Determinacao do Teor de Polifenodis Totais

O Teor de Polifendis Totais (TPT) foi determinado por um método
espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocalteu, de acordo com o procedimento
utilizado por Pinto et al. (63). Esta metodologia foi realizada em microplacas de 96 pogos,
onde foram colocados 30 puL de amostra/padréo/branco e se adicionaram 150 uL de
reagente Folin-Ciocalteu (1:10). De seguida, adicionaram-se 120 uL de Na;COs; a 7,5%.
De forma a ocorrer a reagao, a microplaca foi colocada na estufa (WTC Binder, Alemanha)
a 45 °C durante 15 minutos. No final deste tempo, a placa foi colocada a temperatura
ambiente durante 30 minutos ao abrigo da luz e procedeu-se a leitura da absorvéncia a
765 nm num leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, EUA). Uma vez que
na presenga do reagente Folin-Ciocalteu os polifendis atuam como agentes redutores,
verifica-se a ocorréncia de reacgdes de oxidacao-reducio as quais resultam na formacéao

de complexos com coloragao azulada (Figura 12) (64).

Figura 12 — Placa de 96 pocos referente ao ensaio de TPT no término da reacdo de oxidagao-
reducao.

Utilizou-se uma solugéo de acido galhico como padrdo, obtendo-se uma curva de
calibragéo (gama de linearidade = 0,625-100 ug/mL, R? = 0,999) que permitiu correlacionar
as absorvéncias das amostras com as absorvéncias das solugcbes de padrao. Os
resultados do TPT foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galhico (EAG)

por litro de amostra (mg EAGI/L), tendo o ensaio sido realizado em triplicado.
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2.5.2 Determinacao do Teor de Flavonoides Totais

De acordo com o método descrito por Pinto et al. (63), o Teor de Flavonoides Totais
(TFT) foi determinado por um ensaio colorimétrico que se baseia na formacédo de
compostos de flavonoide-aluminio com coloragéo rosa (Figura 13).

T T T VI T, |
. 1
» » € Y

Figura 13 — Placa de 96 pocos onde ocorreu o ensaio de TFT, baseando-se na formacéo de
compostos de flavonoide-aluminio.

Este ensaio foi realizado diretamente em microplaca de 96 pogos. Aos 30 uL de
amostra/padrao/branco adicionaram-se 75 uL de agua destilada e 45 uL de NaNOz a 1%
(m/v). Apos 5 minutos, colocaram-se 45 uL de solugédo de AICl; a 5% (m/v). Terminado
esse tempo, adicionaram-se 60 uL de NaOH (1M) e 45 uL de agua destilada. De seguida,
homogeneizaram-se as solugdes nos pog¢os da microplaca e procedeu-se a leitura da
absorvéncia a 510 nm num leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, EUA).

De forma a obter uma correlacdo entre as concentragcbes de padrdo e as
absorvéncias das amostras, utilizou-se como padrao uma solugao de catequina (gama de
linearidade = 2,5-200 pg/mL, R?= 0,999). Os resultados de TFT foram expressos em
miligramas de equivalentes de catequina por litro de amostra (mg ECA/L), tendo o ensaio
sido realizado em triplicado.

2.6 Atividade antioxidante das infusoes e das

decoccoes

A atividade antioxidante das amostras foi determinada através da capacidade de
neutralizagdo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH®) e pelo método do poder
antioxidante por reducao do ido férrico (FRAP).
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2.6.1 Avaliacao da capacidade de inibicao do radical DPPH"®

O DPPH* é um radical estavel que possui absorcdo maxima entre 515 e 517 nm
(65). Este radical, na presenga de compostos com capacidade antioxidante, é reduzido a
hidrazina quando reage com dadores de H*. Assim, valores baixos de absorvéncia indicam

uma maior inibigdo de radicais livres (65).

Esta metodologia é eficaz na determinacéo da atividade antiradicalar das amostras
e foi executada de acordo com os procedimentos descritos por Pinto et al. (63). A mistura
de reacao foi realizada em microplacas de 96 pogos, onde se colocaram 30 uL de
amostra/padrao/branco e 270 pL de uma solugédo etandlica de radicais de DPPH* (6x10°
M). Apdés um periodo de incubagdo de 40 minutos, a temperatura ambiente e no escuro,
mediu-se a absorvéncia a 517 nm num leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy
HT, EUA). Foi feito um controlo positivo com uma solugdo de Trolox. O potencial
antioxidante baseado na avaliacdo da capacidade de inibicdo do radical DPPH* das
amostras de infusbes e decocgdes foi expresso em percentagem de inibigéo (% inibigao)

para a maior concentragao testada de amostra.

2.6.2 Avaliacao da capacidade antioxidante por reducao do
iao férrico (FRAP)

A reacado quimica do FRAP envolve uma unica reagéo entre o Fe(TPTZ). (lll) e o

ArOH (estrutura quimica presente nos compostos fendlicos) como dador de eletrbes:

Fe(TPTZ), (Ill) + ArOH — Fe(TPTZ)(Il) + ArOH* (65)

A metodologia utilizada baseou-se num ensaio previamente descrito por Pinto et al.
(63). Os ensaios decorreram em microplacas de 96 pogos em ftriplicado. A 35 uL de
amostra/padrao/branco foram adicionados 265 uL de reagente FRAP (composto por 10
partes de tampé&o acetato a 300 mM de pH 3,6, 1 parte de uma solucdo de TPTZa 10 mM
e 1 parte de uma solugéo de cloreto férrico (FeClz) a 20 mM). De modo a ocorrer a reagao,
a microplaca foi colocada na estufa (WTC Binder, Alemanha) a 37 °C durante 30 minutos.
Seguidamente, leu-se a absorvéncia a 595 nm num leitor de microplacas (BioTek
Instruments, Synergy HT, EUA). O padrao utilizado foi uma solugdo de sulfato ferroso
(Fe2SOs4) a 1 mM. Pela correlagao entre as absorvéncias das amostras e do padrao obteve-

se uma curva de calibragdo (gama de linearidade = 25-500 pmol/L, R? = 0,999). Os
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resultados foram expressos em pumol de equivalentes de sulfato ferroso (ESF) por litro de

amostra (umol ESF/L).

2.7 Avaliacao da capacidade de captaciao de espécies

reativas

A capacidade de eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de azoto
(ERA) foi avaliada nas diferentes amostras de infusdes e decocg¢des de A. arguta e A.
deliciosa. Foram utilizados varios ensaios, nomeadamente, a determinac¢ao da capacidade
de captagdo do radical anido superoxido (O2%), perdxido de hidrogénio (H202), acido

hipocloroso (HOCI), radical peroxilo (ROQO*) e 6xido nitrico (NO*).

De acordo com o procedimento realizado por Pistén et al., todos os ensaios foram
realizados num leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, EUA), equipado
com um termostato, permitindo a detegéo colorimétrica, fluorimétrica e quimiluminométrica
(66). Os ensaios foram realizados a uma temperatura de 37 °C. As diferentes amostras
liofilizadas foram dissolvidas em tampéao fosfato e foram testadas diferentes concentragoes
em triplicado. Os valores de ICso foram calculados a partir das curvas de percentagem de

inibicdo em fungéo da concentragéo de antioxidante (66).

2.7.1 Determinacao da capacidade de captacao do O

O radical aniao superoxido (O2*) avaliado nas amostras foi criado por um sistema
NADH/PMS/O, (66). A capacidade de -captagdo deste radical foi determinada
espetrofotometricamente, pela monitorizagcdo do efeito das amostras em estudo na

redugéo do NBT, induzida pelo O2*, a diformazan, de coloragao roxa (67).

Os ensaios decorreram em microplacas de 96 pocos em ftriplicado. Para a mistura
reacional, adicionaram-se 50 uL de NADH 166 uM, 150 uL de NBT 43 uM, 50 uL de
amostras, ou solvente no caso do branco e do controlo, e, por fim, 50 uL de PMS 2,7 uM.
Procedeu-se a leitura da absorvéncia a 560 nm, a cada 2 minutos durante 6 minutos, a 37
°C. Os diferentes reagentes, NADH, NBT e PMS e as amostras, foram dissolvidos em
tampao fosfato 19 mM, e pH 7,4. Utilizou-se uma solugao de acido ascérbico como controlo

positivo. Os efeitos observados foram expressos em percentagem de inibicao da redugéo
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do NBT a diformazan. Por ultimo, calculou-se o ICso da atividade antioxidante, de modo a

expressar os resultados nessa ordem de grandeza.

2.7.2 Determinacao da capacidade de captaciao de H-O-

A capacidade de captagdo do H.O, foi determinada por uma metodologia
quimioluminescente, onde se monitorizou o efeito das amostras na oxidagéo da lucigenina
pela indugdo do H.O- (68). Para esse efeito, o H20 foi diluido a 30%. A mistura reacional
foi realizada em microplaca de 96 pocos em triplicado. Os comprimentos de onda utilizados
para a excitacdo e emissao foram de 530 e 590 nm, respetivamente. De modo a obter um
volume final de 250 uL adicionaram-se 91,5 uL de tampao Tris 50 mM (com um pH de 7,4)
a 50 uL de solvente (tampéo fosfato) para o branco e controlo ou de amostra a diferentes
concentragdes. De seguida, juntaram-se 100 pL de lucigenina a 800 puM (que foi
previamente dissolvida em tamp&o Tris-HCI 50 mM) e 8,5 uL de H>O2 1%. O controlo
positivo utilizado neste ensaio foi uma solugdo de acido ascoérbico. O sinal
quimiluminescente foi detetado no leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT,
EUA) logo ap6s a mistura reacional estar completa, durante 5 minutos. Os resultados

obtidos foram expressos como percentagem de inibigao.

2.7.3 Determinacao da capacidade de captacao do HOCI

A capacidade de captacdo do HOCI foi determinada por um método
espectrofotométrico a 235 nm, monitorizando a capacidade do HOCI induzir a oxidagao do
DHR a rodamina 123 (68). O HOCI foi preparado ajustando o pH de uma solugao de 1%
(m/v) de NaCl a 6,2, com a adi¢éo gota a gota de H.SO4 a 10% (v/v). Esta metodologia foi
realizada em triplicado em microplaca de 96 pogos, onde se adicionaram 150 pL de tampao
fosfato 100 mM, 50 uL de solvente (tampao fosfato) ou de amostra, 50 yL de DHR 5 uM e
50 uL de HOCI 5 uM. A fluorescéncia foi lida a um comprimento de onda de 485 + 20 nm
e de 528 + 20 nm, a 37 °C durante 5 minutos. Os padrdes utilizados neste ensaio foram a
quercetina e o acido ascorbico. Por fim, calculou-se o ICsy da atividade antioxidante, de

modo a expressar os resultados nessa ordem de grandeza.

2.7.4 Determinacao da capacidade de captacao do ROO®

O radical ROO* foi produzido por decomposi¢cdo térmica do AAPH a 37 °C.

Monitorizou-se a capacidade de captacdo do ROO* pelas infusdes e decocgdes no
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decréscimo da fluorescéncia resultante da oxidacao da fluoresceina por indugdo do ROO?,

sendo expresso como ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) (69).

A mistura da reacio foi realizada em microplaca de 96 pocos e continha os
seguintes reagentes, de modo a obter um volume final de 200 uL: 150 uL de fluoresceina
61,2 nM, 25 uL de amostra ou de tampéao fosfato (branco e controlo) e 25 uL de AAPH 19,1
mM. As amostras foram previamente preparadas em tampao fosfato 7,5 mM com um pH
de 7,4. De modo a detetar o sinal de fluorescéncia da mistura reacional, procedeu-se a
leitura num leitor de microplacas a 37 °C durante 2 horas, onde o decréscimo foi
monitorizado minuto a minuto. Utilizou-se como comprimento de onda para emissao 485 *
20 nm e para excitagado 528 + 20 nm. A solugao de Trolox foi utilizada como controlo e os
resultados foram expressos em racio, ou seja, razao entre o declive de cada uma das

amostras em estudo e o declive obtido pelo Trolox.

2.7.5 Determinacao da capacidade de captacao do NO*

A capacidade de captacdo do NO* foi monitorizada pelo efeito das amostras,
através da inibicao da formacao de triazolofluoresceina fluorescente (DAF-2T) pelo DAF-2

nao fluorescente (70). O NO* foi produzido pela decomposi¢cao do NOC-5.

Esta metodologia foi realizada em microplacas de 96 pogos, onde se adicionaram
200 puL de DAF-2 5 uM, 50 puL de amostra ou 50 uL de tampéao fosfato (no branco e
controlo). No final adicionaram-se 50 uL de NOC-5 10 uM. Os reagentes DAF-2 e NOC-5
foram previamente preparados em tampao fosfato 50 mM a pH 7,4, bem como as amostras
em analise. O sinal de fluorescéncia ocorreu a um comprimento de onda de 528 £ 20 nm
e de 485 + 20 nm para a emissdo e excitacao, respetivamente, ao fim de 30 minutos de
incubacao a 37 °C. A capacidade de inibicdo do DAF-2 pela oxidagao induzida pelo NO*

foi expressa em percentagem de inibigao.

2.8 Analise da vitamina C por HPLC

Atualmente, a metodologia de HPLC é um dos métodos mais utilizados para a
determinagdo do acido ascorbico, apresentando como vantagens a sensibilidade e a
precisao (71). As amostras para a determinagao do teor de vitamina C (acido L-ascorbico
e desidroascorbico) foram preparadas de acordo com o descrito por Valente et al. (71),

com ligeiras modificacdes (Figura 14).
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Figura 14 — Preparacédo das amostras para a determinacéo do teor de vitamina C por HPLC.

Com efeito, pesaram-se entre 50 e 75 mg de amostra seca, os quais foram
adicionados a uma solugéo de 10 % (v/v) de acido perclorico e a 1 % (m/v) de acido
metafosférico em agua ultrapura. Seguidamente, filtraram-se as amostras (Macherey-
Nalgel GmbH & Co. KG, Alemanha). Adicionou-se 1 mL de Tris (2-carboxietil) hipoclorito
fosfina (5 mM) a 1 mL da solugao preparada anteriormente e filtrou-se através de um filtro
PVDF Millipore de 0,45 um (Millipore Corporation, Bedford, MA, EUA), de acordo com o
procedimento descrito por Albuquerque et al. (72). Todo o procedimento decorreu a

temperatura controlada e ao abrigo da luz.

A metodologia utilizada para a determinagdo quantitativa do acido L-ascorbico foi
previamente validada por Valente et al. (71). As analises foram feitas num sistema de HPLC
Alliance 2695 (Waters, Milford, MA, EUA), equipado com um detetor de fotodiodos Waters
2996 e uma coluna analitica (Synergi™ Hydro-RP, com 150 mm x 4,6 mm ID, 4,0 um de
tamanho de particula) protegida com um SecurityGuard Cartridge AQ C18 (phenomenex,
Torrance, California - EUA) (40 mm x 2,0 mm ID, 5 um de tamanho de particula). A
temperatura da coluna foi mantida a 30 °C e o injetor automatico a 4 °C. Utilizou-se um
fluxo de 0,6 mL/min e um volume de injegéo de 20 uL. O tempo total de cada corrida foi de
10 minutos. As amostras foram analisadas no intervalo entre 200 e 400 nm e monitorizadas
a um comprimento de onda de 245 nm. A identificagao do acido L-ascérbico foi realizada
por comparacao dos tempos de retencdo e o espectro de absor¢do com os picos dos
padrbes de referéncia. As areas dos picos obtidos foram quantificadas e processadas com

o software Empower™ vers&o 2.0 (Waters, Milford, MA, EUA).
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2.9 Analise dos compostos fené6licos por HPLC-MS

Para a determinacdo dos compostos fendlicos por HPLC-DAD-MS procedeu-se
previamente a limpeza da mucilagem, de acordo com o procedimento descrito por
Henriques et al. (73). Com efeito, pesou-se o extrato, adicionou-se 1 mL de agua e,
seguidamente, 4 mL de etanol (96%). Colocou-se esta solugéo no frio durante 15 horas e,
apos esse periodo, centrifugou-se durante 30 minutos a uma velocidade de 4500 g e uma
temperatura de 4 °C. O pellet foi rejeitado e a fragao etandlica no sobrenadante evaporada.
As amostras foram liofilizadas e, posteriormente, reconstituidas em agua Milli-Q. Depois
deste tratamento prévio, as amostras foram injetadas no HPLC-DAD-MS, tendo sido
utilizada a metodologia descrita na literatura por Fernandes et al. (74). As amostras foram
analisadas por LC-MS num cromatografo liquido da série Finnigan Surveyor, equipado com
uma coluna de fase reversa (Thermo Finnigan, Hypersil Gold®) (150 mm x 4,6 mm, 5 ym,
C18) e um termostato a 25 °C. O volume de injegdo foi de 20 yL. As amostras foram
detetadas a um comprimento de onda de 280 nm por um detetor de fotodiodos (Merck®
Hitachi Diode Array Detector L-2455). Utilizaram-se dois solventes: (A) H.O/CH3;COOH
(99:1; viv) e (B) CH3COOH/CH3CN/H20 (1:20:79; v/viv). A eluigao ocorreu a um fluxo de

0,3 mL/min e com o gradiente descrito na Tabela 4.

Tabela 4 — Gradiente de eluicdo utilizado na analise dos compostos fendlicos.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 80 20
55 20 80
70 10 90
90 0 100

A detecdo de massa foi feita através de um detetor Finnigan LCQ DECA XP MAX
(Finnigan Corp., San José, EUA) com uma fonte de ionizacao API (Atmospheric Pressure
lonization) e uma interface ESI (Electrospray lonization). A voltagem do vaporizador e do
capilar foram de 5 kV e de 4 V, respetivamente. O capilar esteve a uma temperatura de
325 °C. Os espectros foram obtidos no modo de ido negativo entre m/z 120 e 2000. O
espectrometro de massa foi programado para fazer uma série de 3 scans: um da massa

completa, zoom do ido mais intenso do primeiro scan e um MS-MS do ido mais intenso
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usando energias de coliséo relativas de 30 e 60. As amostras foram diretamente injetadas
no espectrometro MS com uma bomba a fluxo de 0,3 mL/min. A temperatura e a voltagem
do capilar foram de 275 °C e de 15 V, respetivamente, e os espetros foram obtidos no

modo de ido positivo entre m/z 120 e 2000.

2.10 Viabilidade celular e Citotoxicidade

De modo a simular in vitro as caracteristicas intestinais humanas, recorreu-se a
duas linhas celulares: Caco-2 e HT29-MTX. A linha celular Caco-2, apesar de derivar do
cancro do colén, mimetiza as propriedades dos enterdcitos localizados no intestino
delgado, sendo atualmente bastante utilizada como modelo da barreira epitelial intestinal
(75). A linha celular HT29-MTX provém da cultura celular de adenocarcinoma do colén

humano e expressa caracteristicas semelhantes as células intestinais (76).

Ambas as linhas celulares foram cultivadas em meio DMEM, previamente
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 1% de aminoacidos essenciais e 1% de
antibiético. As células foram mantidas numa incubadora (Panasonic, CO; Incubator MCO-
18AC, Japéo) com 5% de CO, a uma temperatura de 37 °C e o meio de cultura mudado

de dois em dois dias até atingirem a confluéncia.

2.10.1 Ensaio de MTT

O ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) é
amplamente utilizado para determinar a interrupgao critica de uma fungao bioquimica (77),
avaliando deste modo a viabilidade celular. Este ensaio baseia-se na monitorizacdo da
atividade mitocondrial através da medicao da formacado de um produto de formazan azul
escuro pela reducao do anel de tetrazolio de MTT, sendo considerado um ensaio fiavel na

avaliagao da proliferagao celular in vitro (77).

De acordo com o descrito por Rodrigues et al. (65), o ensaio de MTT foi realizado
em microplaca de 96 pogos. Em cada poco sedimentou-se a linhagem celular numa
concentragdo de 2,5 x 10* células/mL e incubou-se durante 24 horas a 37 °C com 5% de
CO2, de modo a propiciar um crescimento exponencial. Apds esse periodo de incubacéo,
o qual permitiu a multiplicagao e a adeséo celular, retirou-se o meio e lavaram-se as células
com 200 plL de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS). Seguidamente, a linha celular

foi incubada com diferentes concentragdes de amostra (0,1 — 1000 ug/mL), dissolvidas no
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respetivo meio, durante 24 horas a 37 °C. Apds este periodo, removeram-se os extratos,
lavaram-se as células novamente com PBS e adicionaram-se 120 uL de reagente MTT a
cada um dos pocos, tendo sido colocado a incubar durante 4 horas a 37 °C com 5% de
COs.. No final desse periodo, adicionaram-se 120 uL de dimetilsulféxido (DMSO) e colocou-
se a agitar durante 10 minutos para solubilizar os cristais de MTT. A leitura de absorvéncia
foi realizada num leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, EUA) a 490 nm
e a 630 nm para obter um background. O controlo positivo utilizado foi o meio DMEM e o
negativo foi o reagente Triton X-100. Os resultados obtidos foram expressos em

percentagem de viabilidade celular.

2.10.2 Ensaio de LDH

O ensaio de citotoxicidade in vitro mais utilizado é o da lactato desidrogenase
(LDH), onde se avalia a perda da integridade da membrana plasmatica através da

quantidade de proteina existente no meio extracelular (77-79).

Cada linha celular foi sedimentada em microplaca, numa concentragéo de 2,5x10*
células/mL, durante 24 horas. As diferentes concentragdes das infusdes e das decocgdes
das duas espécies (0,1 — 1000 yg/mL) foram preparadas em meio DMEM e adicionadas
aos pocgos que continham as células. Apoés incubagédo, a 37 °C com 5% de CO; durante 24
horas, as células foram lavadas com 200 uL de PBS e, posteriormente, utilizou-se o kit de
LDH segundo as instrugdes fornecidas pelo fabricante. Cada concentragéo foi testada em
triplicado, em trés ensaios independentes. O controlo maximo do LDH foi determinado
usando Triton X-100 e no minimo utilizou-se apenas meio DMEM. A absorvéncia foi medida

a 490 nm com background a 690 nm (79).

2.11 Analise estatistica

Todos os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. A analise
estatistica dos resultados foi realizada recorrendo ao programa informatico Microsoft Office
Excel® 2013, SPSS® versdo 24 (Testes de Homogeneidade de Variancia, Teste One Way
ANOVA e Tukey) e GraphPad Prism 7.
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3.1 Caracteristicas fisicas das infusoes e decoccoes

A avaliagdo da cor € uma metodologia complementar utilizada para verificar a
aceitagao dos produtos pelos consumidores (63). Os resultados da avaliagao da cor para
as diferentes infusdes e decocgdes preparadas estdo representados na Figura 15. Como
anteriormente referido, as trés coordenadas representam a luminosidade da cor (L*), a

posigéo entre o vermelho e o verde (a*) e a posi¢ao entre o amarelo e o azul (b*).

30,00 -

25,00 -

20,00

15,00 - ODAa
#]Aa

10,00 - B DAd
alAd

5,00 -
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L a b

Figura 15 — Variagao da cor (L*, a* e b*) das decocgdes e das infusdes de A. arguta (DAa e |Aa,
respetivamente) e de A. deliciosa (DAd e IAd, respetivamente).

No que toca ao parametro L*, tanto as decocgbes como as infusdes de ambas as
espécies apresentaram baixa luminosidade, estando os valores compreendidos entre

24,983 e 26,103 para a infusao de A. arguta e decocgao de A. deliciosa, respetivamente.

Para ambas as espécies observaram-se valores negativos para o parametro a*, o
qual esta associado a coloragdo esverdeada, tendo os resultados oscilado entre -2,213

para a decocgao de A. arguta e -2,457 para a decocgao de A. deliciosa.

Relativamente ao parametro b*, houve notoriamente uma tendéncia para o amarelo,
uma vez que os resultados obtidos foram positivos.

No que diz respeito a avaliagdo do pH (Figura 16), as amostras em estudo
mostraram valores muito similares, sendo todos pH acidos. Contudo, os valores obtidos

para A. arguta foram ligeiramente superiores aos de A. deliciosa, sem que se verifiquem
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diferencgas significativas entre as amostras (p>0,05). A decocgao de A. arguta apresentou
um valor de 3,76 e a infusdo de 3,81. No caso de A. deliciosa, os valores foram de 3,70

quer para a decoccgdo quer para a infusao.
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2,50 4
2,00 4
1,50 -

1,00 ~

0,50 -

0,00 LU, :
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Figura 16 — pH das decoccoes e infusdes de A. arguta e de A. deliciosa.

Reddy et al. analisaram o pH de varias bebidas consumidas nos Estudos Unidos
da América (80). De acordo com os autores, a maioria das bebidas tinham pH acido: o
sumo de limdo um pH de 2,25; o Minute Maid de laranja um pH de 3,82; uma Fanta de
Laranja um pH de 2,82; uma Coca-cola 2,37; uma 7yp um pH de 3,24 e um Iced tea de
limao da Nestea 2,94 (80). Comparativamente aos resultados obtidos é compreensivel que
as infusbes e as decocgbes desenvolvidas sejam muito semelhantes em termos de acidez
e sabor as bebidas analisadas neste estudo, pelo que se presume que haja uma forte

aceitagao por parte do consumidor.
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3.2 Compostos bioativos presentes nas decoccoes e

infusoes

3.2.1 Teor de polifendis totais (TPT)

Os polifendis sdo um vasto grupo de compostos que ao longo dos ultimos anos tém
vindo a adquirir muita importancia na dieta. A estes compostos s&o atribuidas varias
caracteristicas como a cor, 0 amargo, a adstringéncia ou a atividade antioxidante (81). No
presente estudo, o TPT foi determinado por um método espectrofotométrico simples e
reprodutivel que utiliza o Folin-Ciocalteu como reagente principal. Como anteriormente
referido, na presenga deste reagente os polifendis atuam como agentes redutores
ocorrendo a formagdo de um complexo com coloragdo azulada, cuja absorgdo maxima
ocorre a 765 nm (64). Contudo, devido a composigao quimica do reagente, podem ocorrer
interferéncias de algumas substancias, como agucares, acido ascorbico, diéxido de enxofre
e aminas aromaticas (16,82). Os resultados obtidos na determinagcdo do TPT foram

expressos em mg EAG/L de amostra e encontram-se resumidos na Tabela 5.

De acordo com a Tabela 5, os resultados de TPT variaram entre 146,35 e 60,50 mg
EAG/L amostra, correspondendo o valor mais elevado a decocgao de A. arguta e o valor
mais baixo a infusédo de A. deliciosa (p<0,05). As amostras de A. arguta mostraram um teor
em polifendis superior aos de A. deliciosa, sendo a decocgao A. arguta > infuséo A. arguta
> decocgao A. deliciosa > infusdo A. deliciosa. A analise dos resultados revelou uma
diferenca significativa entre as diferentes amostras analisadas, bem como diferencas entre
infusbes e decocgbes de cada uma das espécies. Este facto pode dever-se ao tempo de
contacto e a temperatura a qual as decocgdes sao preparadas, permitindo deste modo uma

maior e melhor extracdo dos compostos fendlicos.

Devido a importancia das infusdes e decocg¢des na dieta humana, bem como a sua
aceitacado por parte do consumidor, cada vez mais esta tematica tem sido estudada por
diversos autores. Por exemplo, Pereira et al. fizeram a caracterizagdo dos grupos fendlicos
de infusGes e decocgbes de diferentes partes da planta Crithmum maritimum (83). No que
toca aos TPT, os valores obtidos para as decocgbdes foram sempre superiores aos das
infusbes, apesar de nem sempre existirem diferengas significativas. De acordo com os
autores, os TPT variaram entre 62 e 176,5 mg EAGI/L, sendo a decocgéao das folhas a que
demonstraram um teor superior de polifendis. Estes valores sao similares aos encontrados

no presente estudo.

Por outro lado, Savikin et al. avaliaram o teor fendlico de diferentes frutos

vermelhos, como Aronia melanocarpa, Ribes nigrum e Vaccinium myrtillus, reportando
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valores entre 601 e 888 mg EAG/L (62). O fruto com maior teor de polifendis foi A.
melanocarpa, seguindo-se V. myrtillus e R. nigrum. Os autores verificaram diferencas
significativas entre as infusdes de A. melanocarpa e de V. myrtillus. De acordo com 0s
mesmos, a temperatura continua das decocg¢des conduz a um teor inferior de TPT quando
comparado as infusdes. Contudo, estas amostras foram primeiramente submetidas a uma
extragdo com 70% de etanol em agua ultrassonica, o que pode influenciar os resultados
obtidos e conduzir a valores superiores quando comparados aos apresentados na Tabela
5 (62).
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Tabela 5 — Teor de polifendis totais (TPT), teor de flavonoides totais (TFT), avaliagcdo da capacidade antioxidante por redugao do iao férrico (FRAP) e por
inibicdo do radical DPPH* de infusbes e decocgbes de A. arguta e A. deliciosa.

TPT TFT FRAP DPPH*
Amostras
(mg EAGI/L) (mg ECAIL) (umol ESFI/L) (% inibicao)
A. arguta Decoccao 146,35+ 3,10 &~ 32,39+1,293° 1292,45 + 20,92 &~ 56,65 +8,52 2
Infusdo 9381+2,21° 17,77 £+ 1,44 ° 801,563 +8,21° 4285+2622°
A. deliciosa Decoccéo 77,06 +2,11°¢° 9,89+0,64°%" 849,74 + 17,46 ° 37,19+1,06°
Infusdo 60,50 + 1,37 ¢ 7,84 +0,75¢ 871,85 +44,64° 5431+762°

Diferentes letras (a, b, ¢, d) na mesma coluna representam diferengas significativas (p<0,05) entre os resultados obtidos entre as diferentes amostras.

* exprime diferengas significativas (p<0,05) entre infusdo e decocgdo da mesma espécie.
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3.2.2 Teor de flavonoides totais (TFT)

Os flavonoides constituem um grupo importante de compostos fendlicos,
encontrando-se presentes em plantas, vegetais, frutas e variedades de bebidas, como
chas, cafés e bebidas a base de fruta (65,84). Diferentes estudos demonstraram que estes
compostos tém beneficios para a saude, particularmente na protecdo cardiovascular,
atividades anti-inflamatéria, anticancerigena, antiviral, antialérgica e antioxidante
(65,85,86).

No presente trabalho, o TFT foi determinado por um método colorimétrico que se
baseia na formacdo de compostos de flavonoide-aluminio com coloragéo rosa, ocorrendo
a absorcao maxima a 510 nm. Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que os
TFT variaram entre 7,84 e 32,29 mg ECA/L, nomeadamente, para a infusdo de A. deliciosa
e a decocgcdo de A. arguta. Tal como aconteceu no ensaio dos TPT, os resultados
mostraram claramente que a decocgdo de A. arguta apresenta um maior teor de
flavonoides comparativamente as outras amostras em estudo. Também foi notério que
tanto a decocgdao como a infusdo de A. arguta apresentaram valores superiores
comparativamente aos de A. deliciosa. A analise estatistica (p<0,05) mostrou diferencas
significativas entre todas as amostras, bem como entre a decocgéo e a infusdo de cada
espécie. Este facto, como referido anteriormente para o ensaio dos TPT, pode dever-se ao
tempo de contacto e a temperatura a qual o fruto é submetido na decocgao, o que faz com

que se verifique uma melhor e maior extragao de flavonoides.

Pereira et al. analisaram igualmente o teor de flavonoides presentes nos diferentes
extratos de C. maritimum, utilizando rutina como solug¢ao-padréo (83). No ensaio do TFT a
amostra com o menor teor em flavonoides foi a infusdo do caule (114,5 mg ER
(equivalentes de rutina)/L) e a que apresentou um maior teor foi a decocgdo das folhas
(289 mg ER/L). As decocgdes apresentaram os valores mais elevados, exceto nas flores
onde o teor de flavonoides na infusao foi o mais alto. Deste modo, apesar dos valores
encontrados por estes autores serem cerca de 10 vezes superiores aos referenciados na

Tabela 5, percebe-se que os teores de flavonoides sdo superiores nas decocgodes.

3.3 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante das infusbes e das decoccgbes esta relacionada com a
capacidade que estas apresentam para proteger um sistema biolégico de um potencial

efeito prejudicial durante processos oxidativos. Com efeito, no presente estudo, a
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capacidade antioxidante dos diferentes extratos foi avaliada através do ensaio DPPH" e
FRAP .

3.3.1 Avaliacao da capacidade de inibicao do radical DPPH"*

O método de captagédo do radical DPPH" é vulgarmente usado na determinagéo
primaria da atividade antioxidante [95]. Este método colorimétrico fundamenta-se na
utilizagéo do radical DPPH’, que funciona como dador de hidrogénio, e na presenca de
antioxidantes, ocorrendo a alteragcdo da sua coloragcdo de roxo para amarelo [35]. A
capacidade antioxidante baseada na inibi¢ao do radical DPPH' pelas amostras de infusbes
e decocgoes foi expressa em percentagem de inibigdo para a maior concentragao testada
(20 g/L).

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que os valores de percentagem
de inibicdo de DPPH’ variaram entre 56,65 e 37,19 %. Assim como aconteceu no ensaio
do FRAP e nos ensaios de determinacdo dos compostos bioativos, o valor mais elevado
foi obtido para a decocgao de A. arguta. Contudo, neste ensaio verificou-se que a
percentagem de inibicdo da decocgao A. arguta > infusao A. deliciosa > infusao A. arguta
> decocgao A. deliciosa. A analise estatistica (p<0,05) revelou diferencas significativas
entre as decocgbes das diferentes espécies. Além disso, a infusdo de A. arguta nao
apresentou diferengas significativas (p>0,05) nem para a decocgdo da mesma espécie,
nem para a infusdo e a decocgdo de A. deliciosa. Por seu lado, a decocgao de A. deliciosa
apresentou diferengas significativas (p<0,05) para a infusdo da mesma espécie e para a

decocgédo de A. arguta.

Atualmente, a atividade antioxidante € um dos parametros mais valorizados. Além
disso, verifica-se uma procura crescente por antioxidantes naturais, pelo que a
investigacdo se tem focado na determinacdo da atividade antioxidante de extratos de
plantas e frutos. As decocgdes e infusdes inserem-se neste grupo. De forma a determinar
também a atividade antioxidante, Pereira et al. submeteram os diferentes extratos de C.
maritimum ao ensaio de captagéo do radical DPPH" (83). Os resultados obtidos estavam
compreendidos entre 79,4 e 88,0 % de atividade por copo de cha, verificando-se ainda um

valor inferior na infusdo dos caules e superior na infusido das flores de C. maritimum.

3.3.2 Capacidade antioxidante por reducao do iao férrico
(FRAP)

O ensaio FRAP avalia a capacidade de redugéo do i&o férrico (Fe*") a ido ferroso

(Fe?*) na presenca de antioxidantes (65). Este ensaio espectrofotométrico é simples e
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reprodutivel, verificando-se a alteracdo da cor amarela para azul uma vez que o complexo
Fe3* — TPTZ é reduzido a Fe?" e forma o complexo Fe?* — TPTZ (36,87). Neste estudo, os
resultados obtidos na avaliagdo do FRAP foram expressos em micromoles de equivalentes

de sulfato ferroso (ESF) por litro de amostra e encontram-se resumidos na Tabela 5.

De acordo com Tabela 5, a ordem crescente da atividade antioxidante foi: infuséo
A. arguta < decocgéao A. deliciosa < infusédo A. deliciosa < decocgéo A. arguta. Como era
esperado, a decoccao de A. arguta apresentou o valor mais elevado para a redug¢ao do ido
férrico (1292,45 umol ESF/L), tendo o resultado mais baixo sido obtido para a infusdo da
mesma espécie (801,53 umol ESF/L). A analise dos resultados revelou que existem
diferencgas estatisticas (p<0,05) entre a infusao e a decocgao de A. arguta. Pelo contrario,
nao existem diferengas estatisticas (p>0,05) entre os extratos de A. deliciosa. Também foi
percetivel que as duas amostras de A. arguta foram significativamente diferentes das

amostras de A. deliciosa.

Lv et al. analisaram a atividade antioxidante de chas pretos da China de diferentes
variedades (88). Os chas Fuzhuan e Liubao apresentaram uma capacidade de redugao do
iao férrico similar, obtendo-se valores de 184,31 umol/L para o Fuzhuan e de 188,46 umol/L
para o Liubao, enquanto que o cha Pu-erh obteve uma capacidade inferior
comparativamente aos outros dois em estudo (127,35 pmol/L) (88). Desta forma, percebe-
se que os resultados obtidos por estes autores para os chas pretos da China s&o inferiores
aos encontrados nas infusbes e decocgdes de A. arguta e de A. deliciosa, apresentando
estes Ultimos uma maior capacidade de reducao do ido férrico e, consequentemente, uma

maior atividade antioxidante.

3.4 Correlacao entre os compostos bioativos e a

atividade antioxidante

Como referido anteriormente, a atividade antioxidante foi avaliada com base em
ensaios in vitro, nomeadamente a capacidade de sequestro do radical DPPH* e o ensaio
FRAP. A possivel correlagdo entre estes resultados e os resultados de TFT e TPT foi
avaliada pela correlagdo de Pearson. Este coeficiente quantifica o grau de correlagéao linear

entre duas variaveis quantitativas.

A correlagdo dos ensaios realizados para a decocc¢ao de A. arguta demonstrou uma
correlagao positiva entre o FRAP/TPT (r = 0,199) e o FRAP/TFT (r = 0,465). Ja para a
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infusdo da mesma espécie, verificou-se que o TFT apresentou uma correlagdo positiva
com o TPT (r = 0,092) e o DPPH* (r = 0,507). Igualmente o TPT exibiu uma correlagéo
positiva para os ensaios de FRAP (r=0,134) e DPPH* (r = 0,329).

No que diz respeito as decocgbdes de A. deliciosa, verificou-se uma correlagéo
positiva entre TFT/TPT (r=0,511), TFT/DPPH* (r=0,187) e TPT/FRAP (r = 0,065). Ja para
a infusao de A. deliciosa, observou-se uma correlagao positiva entre o TFT/TPT (r=0,367),
TFT/FRAP (r=0,483) e o TPT/ DPPH"* (r=0,361).

Pelos resultados obtidos verifica-se uma correlagao ligeiramente positiva entre o
teor flavonoides e de polifendis, bem como estes e a atividade antioxidante exibida in vitro.
Contudo, a interpretagdo dos resultados tem de ser cuidadosa e cautelosa, uma vez que
os efeitos finais de um extrato resultam de agdes combinatdrias e sinérgicas dos seus
constituintes, no qual outros compostos, nomeadamente de outras classes quimicas,

podem contribuir para os efeitos observados (65).

3.5 Capacidade de captacao de espécies reativas

No mundo atual o consumidor revela uma preocupacao crescente com a saude € o
bem estar, demonstrando interesse em alimentos com compostos bioativos ou funcionais
gue possam ser importantes n&o sé na nutricdo, mas também na manutencao do estado
de saude (89). A produgao de espécies reativas ocorre naturalmente em alguns processos
fisiologicos, como na defesa contra agentes infeciosos e na sinalizagado celular (66).
Contudo, se ocorrer um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas pro-oxidantes
e a capacidade de defesa antioxidante das células gera-se um fenémeno previamente
descrito como stresse oxidativo que conduz a danos nos principais constituintes celulares,
nomeadamente lipidos, proteinas e ADN (66). Deste modo, os radicais livres podem causar
oxidagao e danos nas moléculas biolégicas. Porém os compostos fendlicos sdo capazes
de neutralizar estas agbes nocivas, devido a sua atividade antioxidante (65). Os resultados

da capacidade de captacao da ERO e ERA estao sumariados na Tabela 7.

As infusbes e as decocgdes de A. arguta e de A. deliciosa demonstraram ter
capacidade de captagéo das espécies reativas, com excegao do O, e do H,O, (Tabela 6).
Os valores de ICs calculados foram encontrados em baixas concentragdes. E de todo
importante salientar que a atividade antioxidante dos extratos pode ndo ser atribuida
apenas a um determinado composto fendlico mas a agéo conjunta de varias moléculas
bioativas (66).
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A producdo do radical anido superéxido desempenha um papel importante na
sinalizagdo celular redox e no desenvolvimento de condigbes fisiopatolégicas, como a
hipertensédo, a inflamagao e a aterosclerose (66). Para esta espécie reativa nao foi possivel
determinar o valor de ICs. Contudo, das amostras em estudo, a que apresentou uma
percentagem de inibigao superior para a concentragao mais elevada testada foi a decocgéo
de A. arguta (49,18 %), seguindo-se a decocgao de A. deliciosa (43,96 %), a infusdo de A.
arguta (35,82 %) e, por fim, a infusdao de A. deliciosa (29,88 %).

Das ERO, o perdxido de hidrogénio € das espécies menos reativas (89). Apesar
disso, esta espécie pode produzir outras espécies mais potentes e com efeitos mais
toxicos, como o radical hidroxilo (HO*) (66). Como € possivel comprovar na Tabela 6, ndo
foi possivel determinar o ICsp para as concentracbes em estudo, obtendo-se as
percentagens de inibicdo para a concentragdo maxima testada (1000 ug/mL). O extrato
com maior atividade de captagéo desta espécie foi a infusédo de A. deliciosa (49,56 %). No
que toca a espécie A. arguta, a percentagem de inibicdo para a decocgao e a infusao foi

de, respetivamente, 44,35 % para e 41,72 %.
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Tabela 6 — Capacidade de captagdo do anido superédxido (O2*), peréxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), peroxilo (ROO*) e éxido nitrico (NO*)
pelas decocgdes e infusdes de A. arguta e A. deliciosa.

ICs0 (ng/mL)
Espécies reativas ERO ERA
o H.0, HOCI (mangf)n:mlox) NO*
A. arguta
Decocgao n.d. n.d. 15,50 £ 3,02 0,0087 + 0,0005 27,83+ 2,54
Infuséo n.d. n.d. 27,49 £ 1,81 0,0121 + 0,0003 36,03 + 2,36
A. deliciosa
Decocgao n.d. n.d. 15,67 + 2,39 0,0114 £ 0,0004 27,51 +2,34
Infusdo n.d. n.d. 47,76 + 2,42 0,0103 + 0,0006 18,96 + 1,96
Controlos positivos
Acido ascorbico 370,10 + 27,98 93,84 + 4,59 2,23 £0,05 0,8171 £ 0,44 -
Quercetina - - 0,21 £ 0,01 5,0540 + 0,44 0,06 + 0,01

ICs0 = concentragéo inibitéria, in vitro, necessaria para diminuir em 50% a quantidade de espécies reativas na amostra testada (média + desvio-padréo).
(mMamostra/MTrolox) — racio obtido pela raz&o entre o declive de cada uma das amostras em estudo e o declive obtido pelo Trolox.

nd- Atividade n&o determinada para a concentragdo maxima testada de 1000 ug/mL.
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Outra ERO envolvida em varias patologias, como por exemplo a indugdo de
inflamagbes cronicas, € o acido hipocloroso (66,89). De acordo com a Tabela 6, as
decocgbes tiveram uma boa capacidade de captacdo do HOCI, apresentando baixos
valores de ICso, respetivamente, 15,50 ug/mL e 15,67 ug/mL para a decocgéo de A. arguta
e a decoccdo de A. deliciosa. Por seu lado, as infusbes apresentam valores elevados de
ICs0, nomeadamente, 27,49 ug/mL para a A. arguta e 47,76 pg/mL para a A. deliciosa.
Também é percetivel que a espécie A. arguta tem uma maior capacidade de captagéo de

espécies de HOCI comparativamente a A. deliciosa.

O ensaio ORAC é um método rapido para determinar a capacidade de captacdo do
radical ROO*. A sua metodologia baseia-se na inibigdo antioxidante pela oxidagao induzida
por uma sonda ao radical peroxilo, sendo estes radicais produzidos pela decomposi¢ao
térmica de compostos azotados, como o AAPH (90). Os resultados apresentados na
Tabela 6 indicam que a infusédo de A. arguta é a mais eficiente, enquanto a sua decocgao
€ a menos eficiente, tendo apresentado racios de 0,0121 e de 0,0087, respetivamente.
Quanto a espécie A. deliciosa, a decocgao (racio de 0,0114) demonstrou uma maior

capacidade de captagdo comparativamente a infuséo (racio de 0,0103).

No que toca as ERA avaliou-se apenas a capacidade de captagédo do NO* (Tabela
6). A capacidade reativa das espécies de azoto pode implicar efeitos nefastos para a
atividade de numerosas moléculas bioldgicas (66,91). A produgéo de ERA inicia-se pela
producao de NO*, sendo induzida pela 6xido nitrico sintetase através da conversao de L-
arginina em L-citrulina (91). A toxicidade esta associada com os niveis de producdo de
o6xido nitrico. Esta espécie reativa € responsavel por varias doencas, particularmente
aterosclerose, diabetes, cancro, asma, doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas,
como Alzheimer e Parkinson (66,91). Neste ensaio, a infusdo de A. deliciosa,
curiosamente, demonstrou ser a amostra com maior capacidade de captagao do NO* (ICso
= 18,96 pg/mL). Foi também notdrio que o extrato de A. deliciosa, comparativamente aos
diferentes extratos de A. arguta, € mais potente e eficaz, verificando-se que a infusao A.

deliciosa > decocgao A. deliciosa > decocgao A. arguta > infusao A. arguta.

Piston et al. avaliaram diferentes extratos de folhas de alcachofra (infuséo,
decocgao e extrato hidroalcodlico) no que toca a capacidade de captagdo de ERO e ERA
mais baixo encontrado na infusdo com o valor de 34 ug/mL. Tal como no presente estudo,
Piston et al. também nao encontraram atividade para os diferentes extratos contra o H2O>
(66). A avaliagéo da capacidade de captagao do HOCI revelou bons resultados para os trés
extratos em estudo, com baixos ICso, tendo o extrato mais eficiente sido a infusdo (ICso =

3,7 yg/mL) (66). O ensaio do ORAC também revelou que a infusédo era mais eficiente do
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que os outros dois extratos em estudo. Os valores reportados por estes autores para a
capacidade de captagédo do NO* variaram entre 5,5 e 11,0 ug/mL para a infusédo e o extrato
hidroalcodlico, respetivamente, sendo inferiores aos encontrados nas infusGes e

decocgdes de A. arguta e A. deliciosa (66).

Comparativamente ao estudo realizado por Almeida et al. em folhas de A. arguta,
percebe-se que estas apresentam uma maior capacidade de captacdo para as espécies
02", H202 e NO* (92). Pelo contrario, a capacidade de captagdo da espécie HOCI foi mais
eficiente nas infusGes e decocgdes tanto de A. arguta como de A. deliciosa, uma vez que
para os extratos de folhas de A. arguta os valores de ICso variaram entre 82,33 e 137,50
Mg/mL para o extrato aquoso e hidroalcodlico, respetivamente (92). Quanto ao ensaio
ORAC, Almeida et al. ndo conseguiram determinar o valor de ICso na concentracdo maxima
testada (1000 pug/mL) (92).

3.6 Determinacao do teor de vitamina C

A vitamina C é uma das vitaminas sollUveis em agua mais importante, estando
particularmente presente em frutos e vegetais e sendo amplamente usada como aditivo
alimentar e antioxidante (71,93). Esta vitamina € um antioxidante obtido através da dieta,
sendo um cofactor essencial para muitas enzimas (71). A forma reduzida da vitamina C, o
acido L-ascorbico, é a principal forma ativa biolégica desta vitamina e € um antioxidante
eficaz devido ao seu alto poder de doacao de eletrdes e rapida conversao na forma ativa
reduzida (71). Com efeito, a determinacdo da quantidade de vitamina C é de extrema
importancia para compreender o impacto da alimentagéo na saude humana (71). A detegéo
simultanea do acido L-ascorbico e do acido desidroascorbico é complexa devido a baixa
absorcao do acido desidroascérbico na zona do ultravioleta (72,94). Por isso, usualmente
determina-se indiretamente, ou seja, pela diferengca do teor de vitamina C total (obtida
depois da redugao do acido desidroascorbico) e do teor de acido L-ascorbico da amostra
(72).

Os resultados de vitamina C (total), acido ascoérbico e de acido desidroascoérbico
estdo representados na Tabela 7. A Figura 17 representa alguns dos cromatogramas
obtidos. Os diferentes extratos de A. arguta e de A. deliciosa foram analisados quanto a
concentragao total de vitamina C. Contudo, para a decocg¢ao e infusédo de A. arguta nao se
obtiveram resultados, uma vez que o resultado foi inferior ao LOD (0,035 pg/mL). Para a

espécie A. deliciosa, a infusdo revelou um teor superior de vitamina C total
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comparativamente a decocgéo. O teor de acido ascorbico € também muito mais elevado

na infusao.

Tabela 7 — Teores de vitamina C (total), acido ascorbico e acido desidroascorbico para a decocgao

e infusdo de A. deliciosa.

. Acido

R Vitamina C (Total)  Acido ascoérbico . L

Parametros desidroascoérbico
(mg/100 g) (mg/100 g)
(mg/100 g)
A. deliciosa
Decoccgao 4225+ 3,20 149,4 + 0,18 273,0 + 3,30
Infusdo 770,5+ 1,55 4855+ 291 285,0 + 4,38
a | b
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Figura 17 — Cromatogramas obtidos por HPLC para a decoccéo (a) e a infusao (b) de A. deliciosa.

A vitamina C ¢é caracterizada pela sua degradagcdo na preparagdao e no

processamento de alimentos (95). Também esta descrito que esta vitamina é bastante

instavel, pois oxida facilmente na presenga de oxigénio, luz e ides pesados (23), bem como

com o aumento da atividade da agua (95). Além do mais, a vitamina C é termolabil (96).

Com efeito, este comportamento pode-se visualizar nos resultados obtidos para a

decocgao, uma vez que o tempo de contacto e a temperatura a qual o fruto é submetido é

superior. Nao era de todo expetavel ndo obter resultados para os extratos de A. arguta,
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uma vez que esta descrito que os valores de vitamina C neste fruto sdo superiores aos
reportados para A. deliciosa (23). Contudo, tal facto pode dever-se a instabilidade da
vitamina C, como anteriormente referido. Segundo Wojdyto et al., os valores de vitamina C
no frutos de A. arguta estdo compreendidos entre 76,09 e 282,56 mg/100 g ff (24). Por seu
lado, A. deliciosa apresenta valores na ordem dos 85 mg/100 g ff (27), consideravelmente

inferiores ao encontrado neste estudo.

3.7 Determinacao dos compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas que se revestem
de importancia para a qualidade nutricional e sensorial dos frutos, dos vegetais e de outras
plantas (97,98). O perfil fendlico das plantas é diretamente influenciado por fatores
extrinsecos e intrinsecos, como o estagio do desenvolvimento da planta ou as condigbes
agronomicas e ambientais durante o crescimento, bem como a variabilidade genética
(86,92). Das varias metodologias disponiveis, o HPLC é a preferencial para separar e

quantificar os compostos fendlicos presentes nos frutos (98).

O perfil dos compostos fendlicos obtidos nas diferentes decocgoes e infusdes de A.
arguta e de A. deliciosa estao representados na Figura 18, e os resultados de validagao
dos parametros da metodologia de HPLC-DAD-MS utilizada encontram-se nas Tabelas 8
e 9.

De acordo com a Figura 18 (a) e (b) & percetivel que os extratos de A. arguta
apresentam maior variedade de compostos fendlicos na sua composicdo do que os
extratos de A. deliciosa. Quanto a infusdo e a decocgao de A. arguta, estes sdo muita
semelhantes em termos de composicdo, uma vez que em ambos 0s extratos é notoria a
presenga de acido quinico (Tr = 9,62 e 10,45 minutos), acido cis-caftarico (Tr = 12,60
minutos), acido cafeico e seus derivados (Tr = 27,65 e 34,28 minutos), cafeoil hexosideo
(Tr = 48,23 minutos), luteolina glucuronido (Tr = 57,94 minutos), derivados de quercetina
(Tr = 85,81 minutos) e miricetina (Tr = 93,00 minutos) (Tabela 8). Contudo, existem
compostos que estdo presentes na decocgdo e ndo se encontram na infusdo, como por
exemplo o acido cafeoilquinico (Tr = 35,26 minutos) (Figura 18 (a) e (b)). Por sua vez, as
infusbes e as decocgdes de A. deliciosa (Figura 18 (c) e (d)) sdo muito similares entre si,
apresentando poucos compostos fendlicos na sua composi¢cdo, nomeadamente o acido
quinico (Tr = 12,12 e 18,90 minutos), acido cafeico (Tr = 27,79 minutos) e seus derivados
e o cafeoil hexosideo (Tr = 38,34 e 48,35 minutos) (Tabela 9).
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Figura 18 — Perfil cromatografico dos compostos fenolicos obtidos por HPLC-MS (280 nm) de (a) decocgdes de A. arguta; (b) infuséo de A. arguta; (c) decocgdes
de A. deliciosa; (d) infusdo de A. deliciosa. Condigbes cromatograficas: ver Tabela 4. A identificagéo e informagao de pico esta apresentada nas Tabelas 8 e

9.
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Tabela 8 — Compostos fendlicos identificados por HPLC-DAD-MS nas decocgoes e infusdes de A.

arguta.
Compostos fenélicos Tr (min) [MS] Ms? A (nm)
Acido quinico 9,62 191,25 111,20; 172,87 256; 328
10,45 628,87 238; 271
Acido cis-caftarico 12,60 311,27 232; 259
Acido cafeico e seus
. 27,65 563,14 341 (179) 247; 289
derivados
30,50 373,07 312,93 (-60) 229; 253; 295
591,24 (-162); 663,16
34,28 753,33 280
(-90)
Acido cafeoilquinico 35,26 353,45 190,87 (-162) 325
37,41 359,20 298,95 (-60)
Cafeoil hexosideo 48,23 341,20 179 253; 292; 316
Acido cafeoilquinico 50,20 353,18 - 325
Quercetina-pentésido- 355,27(-240); 385,13
] 55,78 595,14 92
hexosideo (-210); 475,00 (-120)
Luteolina glucurénido 57,94 461,22 400,93 (-60) 259; 289; 322
Derivados de
. 85,81 505,83 - 325
quercetina
Rutina/ Q-3-ram-7-glc
88,37 609,25 300,16 (-309) 256; 295; 355
Luteolina hexosideo
Miricetina 93,00 463,28 301,07 (-162); 256; 355
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Tabela 9 — Compostos fendlicos identificados por HPLC-DAD-MS nas decocgoes e infusdes de A.
deliciosa.

Compostos fendlicos  Tr (min) [MS] Ms? A (nm)
. 191,00
Acido quinico 9,58 383,07 253; 328
(111,13)
12,12 227,00 113,13 232; 256
12,70 371,20 - 229; 259
13,75 629 436,73 (-192)
436,63
18,90 6293 292
(332,73)
22,78 401,13 295,13 (-1006) 280
Acido cafeico e seus 341,00
27,79 563,13 289
derivados (179,07)
Cafeoil hexosideo 38,34 341,40 179,13 (-162) 289; 316
179,13
48,35 341,40 316
(135,19)
179,13
58,19 341,40
(135,19)
61,22 475,13 415,05 (-60)

Wojdyto et al. estudaram o perfil fendlico de 5 cultivares de A. arguta e de 2
cultivares de A. deliciosa (24). Os autores conseguiram quantificar alguns compostos
fendlicos, particularmente derivados de quercetina e kaempferol, acido quinico, acido-O-
hexosideo cafeico, acido neoclorogénico, cafeoil hexosideo e acido clorogénico. Neste
estudo, como quantificaram os compostos fendlicos, foi também percetivel que a espécie
A. arguta, principalmente a variedade Issai, apresenta uma maior quantidade destes

compostos.
Por seu lado, Park et al. avaliaram a composi¢ao de diferentes cultivares do fruto
do kiwi (A. chinensis) reportando a presenca de acidos fendlicos, nomeadamente acido

protocatecuico, p-hidroxibenzéico, cafeico, vanilico, ferulico e anisico (99).
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No estudo realizado por Almeida et al. em folhas de A. arguta, os autores
identificaram e quantificaram os compostos fendlicos dos diferentes extratos em estudo
(aquoso, hidroalcodlico e alcodlico), tendo sido possivel identificar derivados do acido
cafeico, catequina, acido clorogénico, derivados de quercetina e derivados de kaempferol

(92). O extrato alcodlico foi o que revelou uma maior quantidade de compostos fendlicos.

3.8 Viabilidade celular

As linhas celulares Caco-2 e HT29-MTX sdo frequentemente utilizadas como
modelos intestinais para avaliar o efeito provocado na viabilidade celular por novos
ingredientes. Esta selec¢ao de linhas celulares assenta no facto de ser no intestino delgado
que ocorre a maior parte da absorgdo dos compostos bioativos (89). Segundo Lea, a linha
celular Caco-2 pode fornecer informagdes importantes sobre as propriedades biologicas e
bioquimicas da barreira da mucosa intestinal, bem como sobre o comportamento desta
barreira na absorcdo de medicamentos e compostos dietéticos utilizados na industria
farmacéutica e alimentar (75). A morfologia e as caracteristicas funcionais desta linhagem
celular sdo muito similares a dos enterdcitos (Figura 19), nomeadamente nas “tight
junctions”, nas laterais apicais e basolaterias e na presenca de microvilosidades na
superficie apical (100).

De forma a simular a absorgao intestinal in vitro, ou seja, a reproduzir o epitélio
intestinal humano, varios investigadores apontam a utilizacdo conjunta de linhas celulares
de Caco-2 e HT29-MTX (89,92,101). A linha celular HT29-MTX esta indicada para estudar
a digestao e a biodisponibilidade de compostos alimentares (76). O muco produzido por
esta linha celular é utilizado como modelo de estudo da importancia do muco no transporte

de varios compostos no trato intestinal (101).
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Figura 19 — Esquematizacdo de um enterdcito. Barreira fisica do epitélio intestinal onde se da a
passagem dos produtos desde o lumén intestinal até a lamina propria, passando pela membrana
basal. Adaptado de Lozoya-Agullo (101).

Como anteriormente referido, os efeitos dos diferentes extratos de A. arguta e de
A. deliciosa na viabilidade celular foram avaliados nas linhas celulares Caco-2 e na HT29-
MTX nas concentragdes de 0,1 a 1000 ug/mL, através da metodologia MTT. Este método
determina a disrupg¢ao da fungao bioquimica, quantificando a atividade mitocondrial pela
redugéo do MTT através da enzima sucinato desidrogenase (77,78). Por sua vez, o método
LDH é utilizado para avaliar a citotoxicidade, avaliando a presenca no meio extracelular da

enzima lactato desidrogenase.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 20 e 21), as infusGes e as decocgdes
de ambas as espécies nao provocaram um decréscimo na viabilidade celular de Caco-2 e
de HT29-MTX, verificando-se uma viabilidade acima de 100 % para todas as

concentragoes testadas.
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Figura 20 — Efeito da exposigcao as decocgdes e infusdes de A. arguta e A. deliciosa em diferentes
concentragdes na viabilidade celular de Caco-2, através do ensaio de MTT. Os valores expressam
a média = DP. Diferentes letras (a, b, ¢, d) na mesma amostra representam diferencgas significativas (p<0,05)
entre os resultados obtidos nas diferentes concentragdes. * exprime diferencas significativas (p<0,05) entre as
diferentes amostras para a mesma concentragao.

A analise estatistica mostrou que nao existem diferengas significativas (p>0,05)
para as duas amostras de A. deliciosa para a linha celular Caco-2 (Figura 20). Quanto a
decocgao de A. arguta, a concentragdo que apresentou diferengas significativas foi a de
1000 pg/mL. Ja na infusdo, a concentracdo de 1 npg/mL demonstrou diferencas
significativas (p<0,05) perante as outras concentragcdes em estudo. A analise estatistica da
mesma concentragdo para as diferentes amostras revelou diferengas entre a decocgao e
infusdo de A. arguta, bem como entre a infusdo de A. arguta e a infusdo de A. deliciosa.
Também na concentragao de 100 ug/mL as decocgdes das diferentes espécies mostraram
ser significativamente diferentes (p<0,05). Identicamente, na concentragéo de 1000 ug/mL

os dois métodos extrativos de A. arguta revelaram diferengas significativas (p<0,05).
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Figura 21 — Efeito da exposigcao as decocgdes e infusdes de A. arguta e A. deliciosa em diferentes
concentragbes na viabilidade celular de HT29-MTX, através do ensaio de MTT. Os valores
expressam a meédia £ DP. Diferentes letras (a, b, ¢, d) na mesma amostra representam diferencas
significativas (p<0,05) entre os resultados obtidos nas diferentes concentracdes. * exprime diferencas
significativas (p<0,05) entre as diferentes amostras para a mesma concentracgao.

Por sua vez, a analise estatistica a linhagem celular HT29-MTX (Figura 21)
demonstrou que para a decocgao de A. arguta e para a infusao de A. deliciosa nao existem
diferencas significativas entre as concentragcdes analisadas (p>0,05). A infusdo de A.
arguta nao apresentou diferengas entre a concentragéo de 0,1, 1 e de 10 ug/mL, nem entre
ade 10 ug/mL e a de 100 pg/mL, bem como entre a de 100 ug/mL e a de 1000 pug/mL. Nas
diferentes concentragdes de A. deliciosa as que apresentaram diferengas significativas
(p<0,05) foram a de 1 ug/mL e a de 10 ug/mL. Quanto a analise por concentragao testada,
verificou-se que na concentragédo de 0,1 ug/mL a decocgdo de A. arguta mostrou ser
significativamente diferente da decocgéao e da infusdo de A. deliciosa. Para a concentragéao
de 1 pug/mL, a infusédo de A. deliciosa revelou diferencas significativas para todas as
amostras em estudo e a decocgao de A. arguta também apresentou diferengas para a
infusdo da mesma espécie. Para a concentragdo de 10 pug/mL, a infusdo de A. arguta é
significativamente diferente das outras trés amostras. Ja na concentracéo de 1000 pg/mL,

verificaram-se diferengas significativas (p<0,05) entre a decocgéo e a infusédo de A. arguta.

Também pelo ensaio de LDH foi percetivel que nenhuma das amostras provocou

toxicidade nas linhagens celulares utilizadas, uma vez que os resultados obtidos foram
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negativos para todas as concentracdes avaliadas, o que era expectavel tendo em conta os

resultados de viabilidade celular.

Almeida et al. avaliaram o efeito dos diferentes extratos de folhas de A. arguta na
viabilidade celular, selecionando igualmente as linhas celulares intestinais Caco-2 e HT29-
MTX (92). De acordo com os resultados obtidos, os autores n&o verificaram um decréscimo
na viabilidade celular de Caco-2 em todas as concentragdes testadas do extrato aquoso
(0,1 — 1000 pg/mL). Porém, a mesma linha celular exposta aos extratos hidroalcodlico e
alcodlico teve uma diminuigao na viabilidade celular para a concentragéo de 1000 ug/mL
de 58% e 60%, respetivamente. Quanto a linha celular HT29-MTX, os autores ndo
verificaram nenhum decréscimo da viabilidade celular para qualquer um dos extratos (92).
Deste modo, é possivel compreender que o comportamento das folhas em extrato aquoso
€ muito similar ao que acontece nas infusbes e decocgbes do mesmo fruto, ndo se

verificando toxicidade nas células intestinais.
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O trabalho realizado pretendeu valorizar os frutos de A. arguta e de A. deliciosa que
nao apresentam caracteristicas para serem aceites para comercializagdo. Juntamente com
a procura e o interesse atual dos consumidores por infusdes e decoccdes, pretendeu-se

preparar e caracterizar infusdes e decoccgdes de frutos desidratados de ambas as espécies.

A avaliagao global deste trabalho permitiu concluir que as infusdes e decocgdes de
A. arguta e de A. deliciosa apresentam um teor elevado de flavonoides e de compostos
fendlicos, demonstrando também uma elevada atividade antioxidante. Contudo, a
decocgao de A. arguta revelou uma melhor evidéncia desta propriedade. Similarmente, foi
compreensivel que os extratos de A. arguta apresentavam uma maior variedade de
compostos fendlicos na sua composicao. No que diz respeito a vitamina C, a infusdo de A.

deliciosa foi a que demonstrou um maior teor.

As ERO e as ERA estdo associadas ao stresse oxidativo e estas bebidas revelaram
uma capacidade notavel para diferentes espécies. De modo particular, as decocgdes das

duas espécies apresentaram uma boa capacidade de captagdo do HOCI e do NO-.

O objetivo do trabalho passou também pela avaliagéo dos diferentes extratos de A.
arguta e de A. deliciosa em duas linhagens celulares intestinais de modo a comprovar a
auséncia de efeitos nefastos na viabilidade celular, o que foi comprovado até a

concentracao de 1000 pg/mL.

O estudo e o desenvolvimento de novas infusdes e decocgbes usando o baby kiwi
e o fruto do kiwi desidratados pode assim tornar-se uma garantia de sucesso, aliada a uma

forma sustentavel de reduzir desperdicios.

Numa perspetiva futura e de continuidade do presente trabalho, deverao ser tidas
em conta a realizacio de analises sensoriais das decocgdes e das infusbes para perceber
as preferéncias do mercado e do consumidor. Seria também interessante efetuar um scale-

up industrial de modo a averiguar a viabilidade do processo a larga escala.
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