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Resumo

Corema album (L.) D. Don, popularmente conhecida como camarinha, &
um arbusto caracteristico de regides dunares e de falésias da Costa Atlantica
Ibérica. Devido a crescente degradacédo de seu habitat natural, por alteragbes
no ecossistema e pelo avango da urbanizag&o nas regides de prevaléncia da
espécie, este estudo, através da caracterizacao fisico-quimica e determinagao
dos principais componentes bioativos do fruto, visa contribuir com o
reconhecimento da espécie, de modo a confirmar seu valor nutricional e

potencial benéfico para a saude.

As determinacoes fisico-quimicas revelaram que a camarinha possui uma
altura média de 8,81 mm £ 0,61, didmetro médio de 8,93 + 0,64, calibre de 0,89
cm + 0,89, volume médio 2,92 cm? + 0,30 e elevado teor de umidade (81,68% +
0,45). O teor de agucares redutores para sementes, polpa e folhas liofilizadas
foram de 23,69 mg/100g £ 0,82, 71,55 mg/100g £ 1,09 e 218 mg/100g + 2,30
respetivamente. O perfil de acidos gordos revelou que, para extratos das folhas
e polpa liofilizadas, os acidos graxos polinsaturados (PUFAs) representam
55,41% e 46,99% do total de acidos gordos respetivamente. Nas sementes o
acido araquidico (C20:0) e o acido linoleico (C18:2n-6) aparecem em maior
quantidade, 50,80% £ 1,20 e 31,10% £ 0,35 respetivamente. O conteudo
fendlico total foi de 83,64 mg VCEAC/100g + 1,04 para amostras do fruto
inteiro, 246,73 mg VCEAC/100g + 21,20 para as folhas, 32,00 mg VCEAC/100g
+ 2,39 nas flores, 31,44 mg VCEAC/100g + 0,20 para polpa desidratada, 28,48
mg VCEAC/100g + 0,44) para sementes desidratadas e de 59,54 mg
VCEAC/100g £ 2,45 no sumo.

A atividade antioxidante total foi determinada através dos ensaios ABTS,
DPPH e FRAP, sendo DPPH o teste que apresentou maior correlagao (r =
0,9216) entre o conteudo fendlico total e a atividade antioxidante. Os resultados
obtidos para a capacidade antioxidante total por meio do teste DPPH foram de
168,07 mg VCEAC/100g + 2,27 para folhas, 90,19 mg VCEAC/100g + 3,32
para flores e 60,70 mg VCEAC/100g £ 0,19 para o sumo. Em relagéo a polpa e



as sementes desidratadas, os resultados obtidos foram de 51,62 mg
VCEAC/100g * 2,35 e 45,32 mg VCEAC/100g * 1,24 respetivamente. O ensaio
NMR, realizado em extratos da polpa desidratada de camarinha, permitiu
identificar alguns polifendis que podem estar contribuindo com o teor total de
fendlicos e a capacidade antioxidante, sendo estes atribuidos ao acido

cumarico, acido caféico, acido procatequino, hidroxitirosol e oleuropeinas.

Diante dos resultados relatados, a camarinha pode se apresentar como
uma proposta viavel e inovadora para alguns nichos de mercado na elaboragao
de formulagdes de novos produtos, tanto por se tratar de um recurso nativo

quanto por suas caracteristicas bioativas.

Relativamente a aplicacdo da pesquisa, foi desenvolvida uma cerveja tipo
Ale com a incorporagdo de camarinha, cuja principal finalidade foi valorizar o
potencial comercial e econdmico do fruto, além de conferir um aumento das
propriedades funcionais a bebida. A partir de uma analise subjetiva, foi possivel
definir o produto final como uma cerveja de sabor levemente acido e frutado e
com suave amargor. A cerveja também apresentou elevada capacidade
antioxidante, sendo que esta caracteristica aliada a sabores mais disruptivos

pode agregar atributos diferenciados e capazes de surpreender o consumidor.

Palavras-chave: Camarinha, frutos silvestres, compostos bioativos, inovagao

alimentar.
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Abstract

Corema album (L.) D. Don, popularly known as camarinha, is a shrub
characteristic of dunes and cliffs of the Iberian Atlantic Coast. Due to the
increasing degradation of its natural habitat, changes in the ecosystem and the
advancement of urbanization in the regions of prevalence of the species, this
study, through the physicochemical characterization and determination of the
main bioactive components of the fruit, aims to contribute to the recognition of

the species, by confirming its nutritional value and potential health benefit.

Physicochemical determinations revealed that the camarinha has an
average height of 8.81 mm x 0.61, average diameter of 8.93 + 0.64, caliber 0.89
cm * 0.89, average volume 2.92 cm? + 0.30 and high moisture content (81.68%
t 0.45). The reducing sugar content for seeds, pulp and lyophilized leaves were
23.69 mg / 100g + 0.82, 71.55 mg / 100g + 1.09 and 218 mg / 100g + 2.30
respectively. The fatty acid profile revealed that for leaf extracts and lyophilized
pulp, polyunsaturated fatty acids (PUFAs) represent 55.41% and 46.99% of the
total fatty acids respectively. In the seeds arachidic acid (C20: 0) and linoleic
acid (C18: 2n-6) appear in greater amount, 50.80% + 1.20 and 31.10% + 0.35
respectively. The total phenolic content was 83.64 mg VCEAC / 100g + 1.04 for
whole fruit samples, 246.73 mg VCEAC / 100g + 21.20 for leaves, 32.00 mg
VCEAC / 100g % 2.39 in the samples. flowers, 31.44 mg VCEAC / 100g £ 0.20
for dehydrated pulp, 28.48 mg VCEAC / 100g + 0.44) for dehydrated seeds and
59.54 mg VCEAC / 100g % 2.45 in juice.

Total antioxidant activity was determined by the ABTS, DPPH and FRAP
assays, being DPPH the test that showed the highest correlation (r = 0.9216)
between the total phenolic content and the antioxidant activity. The results for
total antioxidant capacity by DPPH test were 168.07 mg VCEAC / 100g £ 2.27
for leaves, 90.19 mg VCEAC / 100g * 3.32 for flowers and 60.70 mg VCEAC /
100g. + 0.19 for the juice. Regarding the pulp and dehydrated seeds, the results
obtained were 51.62 mg VCEAC / 100g + 2.35 and 45.32 mg VCEAC / 100g *
1.24 respectively. The NMR assay, performed on extracts of dehydrated
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camarinha pulp, identified some polyphenols that may be contributing to the
total phenolic content and antioxidant capacity, which are attributed to coumaric
acid, caffeic acid, procatequin acid, hydroxytyrosol and oleuropeins.

Given the reported results, camarinha may present itself as a viable and
innovative proposal for some niche markets in the elaboration of new product
formulations, both because it is a native resource and for its bioactive
characteristics.

Regarding the application of the research, an Ale beer was developed with
the incorporation of camarinha, whose main purpose was to enhance the
commercial and economic potential of the fruit, besides conferring an increase
of functional properties to the drink. From a subjective analysis, it was possible
to define the final product as a slightly acidic and fruity beer with mild bitterness.
The beer also showed high antioxidant capacity, and this feature combined with

more disruptive flavors can add different attributes and surprise the consumer.

Keywords: Camarinha, wild fruits, bioactive compounds, food innovation.
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1.Enquadramento Teodrico

1.1. Taxonomia e Caracterizacao da Espécie

Corema album

O género Corema, tem sua origem na palavra grega Korema, que significa
“vassoura”, sendo este nome atribuido ao género devido aos ramos da planta
serem demasiadamente preenchidos por folhas, semelhantes a uma vassoura
(Gil-L6pez, 2011).

O género Corema encaixa-se na familia Ericaceae da ordem das Ericales, e
inclui duas espécies, uma delas Corema conradii nativa da costa noroeste dos
Estados Unidos, e a outra o Corema album (L.) D. Don, originario da Peninsula
Ibérica, particularmente das areas costeiras voltadas para o Oceano Atlantico. A
Corema album inclui duas subespécies, sendo estas a Corema album subespécie
azoricum, originaria dos Agores, e a outro a subespécie do continente, a Corema

album ssp. album (Figura 1) (Andrade, Gongalves & Guiné, 2017).

(— ESPECIES =

Corema conradii Corema album L.D. Don
Nativa da Costa Originaria da
Noroeste dos EUA Peninsula Ibérica
 — SUBESPECIES —
Corema album ssp. Corema album ssp.
azoricum album
Originario dos Subespécie do
Acores Continente

Figura 1. Esquema taxondmico para classificagao de espécie do Género Corema.

Corema album (L.) D. Don é uma das espécies endémicas mais

caracteristicas dos sistemas dunares da costa Atlantica da Peninsula Ibérica,



ocorre sobre arribas rochosas e por vezes em subcoberto de pinhais. Estes
habitats tém sofrido um crescente impacto humano nos ultimos tempos (Clavijo et
al., 2002). Esta degradagao das zonas costeiras torna a Camarinha uma espécie
em risco, dado que as suas populagdes se encontram em regressao em numero e
tamanho, como consequéncia do desenvolvimento urbano nas zonas costeiras,
do impacto do turismo nas dunas de areia e do impacto de espécies invasoras,
como por exemplo a Acacia sp. (Calvino-Cancela, 2005).

A Corema album, popularmente conhecido como Camarinha, € um arbusto
didico, com numerosos ramos, geralmente entre 30 — 75 cm de altura podendo
chegar até a 1 m (Figura 2) (Bras de Oliveira; Dale, 2012). Nas plantas
masculinas os ramos sdo mais eretos, enquanto que nas plantas femininas os
ramos sdao mais curtos € mais procumbentes (Tutin et al., 1980). O crescimento
vegetativo € renovado a partir de gomos a cerca de 25 mm do chao (Bras de
Oliveira; Dale, 2012).

Figura 2. Corema album D. Don em habitat natural localizado na Aldeia do Meco, Portugal.

Fonte: Adaptado de Bras de Oliveira; Dale (2012).

O periodo de crescimento ocorre de fevereiro a julho e atinge o seu maximo
entre abril e junho, enquanto a floragdo ocorre nos meses de fevereiro a abril,
com frutos amadurecendo de junho a julho. Sdo as plantas femininas que
produzem bagas comestiveis (brancas ou rosadas), geralmente com trés

sementes (variando de 2 a 9) (Alvarez-Cansino et al., 2010). A alta proporcdo do
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peso das sementes (54,97% do peso seco), explica a menor parte comestivel
destes frutos em relagdo a outros de tamanho semelhante (Ledn-Gonzalez et.al.,
2013).

O numero de flores por inflorescéncia varia conforme o sexo/género, mas
nunca excede as 20 flores (Alvarez-Cansino et al., 2010) (Guitian, Medrano &
Rodriguez, 1997). As flores masculinas dispdéem-se em inflorescéncias terminais,
com 3 estames de tonalidade avermelhada, enquanto as flores femininas estédo

agrupadas no mesmo tipo de inflorescéncia, com pétalas de 1 mm (Lisboa, 2017).

As camarinhas possuem uma forma arredondada, sendo a coloragéo
primariamente branca (Figura 3.a) com alguma coloragdo rosa ou translucida
quando completamente madura (Figura 3.b) (Antunes da Costa, 2011). A fruta
desenvolvida é tipicamente branca, porém a discriminagao entre gendétipos pode
ser observada entre os frutos que apresentam uma cor branca pérola e outros
frutos que se tornam translucidos. Esta é considerada a fase em que as sementes
sdo observaveis a partir da parte externa da baga conforme a Figura 3.b, em que
se apresenta mais transparente. Estas bagas pertencentes aos gendétipos que se
tornam transparentes desenvolvem uma superficie rosada (Bras de Oliveira; Dale,
2012).

Figura 3. Camarinhas de coloragéo branca (a) e coloragao rosa translucida, completamente
maduras (b). Fonte: adaptado de Bras de Oliveira; Dale (2012).

1.11. Localizacao e Prevaléncia Geografica

O Corema album cresce principalmente em dunas de areia como também
habita locais rochosos e falésias, tal como ocorre nas llhas dos Agores, com

predominancia de lava vulcanica e campos de cinzas (Calvifio-Cancela, 2004). O
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Corema album ssp. album ocorre na Costa Atlantica da Peninsula Ibérica, de
Gibraltar a Finisterra; enquanto o Corema album ssp azoricum ocorre nos Agores,
e esta presente em seis das nove ilhas do arquipélago. Existem grandes
populagdes nos trés grandes sistemas de dunas, Aspeillo no Parque Nacional
Dofana, no Sul da Espanha, de Sines a Troia, a sudoeste de Portugal, e de
Nazaré a Ovar no centro-norte de Portugal (Figura 4) (Clavijo et al., 2002).
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Figura 4. Distribuicdo da espécie Corema album na Peninsula Ibérica.

Fonte: Adaptado de Zunzunegui et al. (2006).

A espécie Corema album segue uma distribui¢do principalmente norte-sul ao
longo da Costa Ocidental da Peninsula Ibérica com uma populagao isolada no
sudeste da Costa e uma subespécie endémica nas ilhas de Acores. As condi¢cdes
climaticas mudam dramaticamente ao longo deste gradiente, sendo mais humido
no Norte e seco a quente no Sul. As variagbes climaticas e o stress hidrico
experimentado pelas plantas (maior no Sul), sdo fatores importantes que
condicionam as variagdes entre as plantas e suas caracteristicas fisico-quimicas
(Larrinaga & Guitian, 2016).



1.1.2. Caracterizacao da Area Geografica em Estudo

Localizado na Estremadura Portuguesa, S&do Pedro de Moel pertence a
Freguesia e Concelho de Leiria e, de acordo com a NUT lll, corresponde a sub-
regido do Pinhal Litoral. E abrangido pela area de jurisdicdo da ARH
(Administracdo da Regido Hidrografica) do Tejo, e abrangido pelo POOC (Plano
de Ordenamento da Orla Costeira) Ovar — Marinha Grande (Figura 5) (Soares,
2013).

Sdo Pedro de Moel

Figura 5. Enquadramento regional da localidade de S&o Pedro de Moel na regido litoral do
conselho de Leiria.

Fonte: Adaptado de Soares (2013).

O nucleo urbano de Sdo Pedro de Moel esta localizado em afloramentos
carbonatados jurassicos que formam saliéncia natural condicionante da
orientacdo da costa que se desenvolve para Norte (Ribeiro & Gamito, 2012). Ao
Norte é praticamente rectilinea, quase sempre baixa e arenosa. Ja em Sao Pedro
de Moel, é alta e rochosa numa extensédo de cerca de 1 km de arriba (Figura 6)
(Soares, 2013).



Figura 6. Setor de arriba em Sao Pedro de Moel (Vista para Norte).

Fonte: Adaptado de Soares (2013).

A situacdo geografica inclui-se na zona temperada do hemisfério Norte,
com caracteristicas de céu limpo, ar seco e precipitacdo escassa. Os valores
médios de temperatura variam ao longo do ano, sendo os meses entre dezembro
e fevereiro os mais frios (média anual minima 10,2 °C) e os meses de julho a
agosto os mais quentes (média anual maxima 18,0 °C) (Soares, 2013).

Em relagcdo a precipitagdo, a normal climatologica revela que os meses
mais secos, com valores inferiores a 20 mm, estendem-se de julho a agosto, ja a

época chuvosa ocorre de outubro a fevereiro (Soares, 2013).
1.2. Utilizacao da Camarinha e Comercializacao

Entre os pequenos frutos coloridos de polpa mole, as bagas compdem a
maior propor¢do consumida na dieta. Frutos de baga sdo popularmente
consumidos ndo apenas em formas frescas e congeladas, mas também como
produtos processados e derivados, incluindo frutas enlatadas, iogurtes, bebidas,
doces e geleias. Além disso, tem havido uma tendéncia crescente na ingestao de
extratos de bagas como ingredientes em alimentos funcionais e suplementos
alimentares, que podem ou ndo ser combinados com outras frutas coloridas,

vegetais e extratos de ervas (Pimpéao et al., 2013).

Os frutos de bagas, além de possuirem 6timos sabores, tém importancia

econdmica e, devido as suas propriedades antioxidantes, sdo de grande interesse



para nutricionistas e tecnologos alimentares, devido a oportunidade de utilizagao
como alimentos funcionais (Skrovankova et al., 2015).

No caso das camarinhas, estas sao tradicionalmente consumidas frescas,
como aperitivos (Figura 7 a), ou usadas em limonadas pelo sabor acido (Figura 7
b), compotas e licores (Figura 7 c), geléias (Figura 7 d), processadas ou
transformadas sob a forma de biscoitos (Figura 7 e) (Le6n-Gonzalez et.al., 2013).

Figura 7. Formas de utilizagdo da Camarinha. Aperitivos (a), bebidas acidas (b), compotas e
licores (c), geleias (d) e biscoitos (e).

No passado, as bagas das camarinhas eram colhidas em areas de dunas
por pessoas com baixos rendimentos e vendidas nos mercados das aldeias
costeiras da Galiza, Portugal e Andaluzia, sendo particularmente apreciadas por

criangas (Gil-Lopez, 2011).

Embora a perda de ecossistemas naturais e as mudancas socioecondmicas
tenham ocasionado uma diminuicdo no consumo, a camarinha apresenta
possibilidades no mercado mundial de frutos silvestres, dada a sua novidade e
sabor acido fresco (Ledn-Gonzalez et al., 2013), sendo que, o sabor € um dos
principais atributos que o consumidor aprecia nas bagas e que pode influenciar a

sua aceitagao junto do setor alimentar (Di Vittori et al., 2018).

Artigos recentemente publicados em revistas do setor alimentar, referem que

a geleia de camarinha é um produto com sabor unico que ja encontrou, inclusive,



interesse por parte de grandes chefes da cozinha internacional (Amesterdao,
Barcelona, Belo Horizonte, Londres e Paris) (Andrade, 2016).

1.3. Caracteristicas Quimicas e Nutricionais

O termo qualidade nutricional pode ser definido, no sentido estrito, como a
quantidade de compostos bioativos saudaveis presentes na matriz dos frutos. No
entanto, em alguns casos, foi definido como uma combinagdo de atributos
sensoriais (cor, agucar, acidez, aroma) e nutricionais (antioxidantes, vitaminas e
minerais). Além das suas caracteristicas agronémicas e organolépticas, nos
ultimos anos o alto valor nutricional destas frutas tem sido amplamente estudado
e tendo o consumidor mostrado interesse nessa informacao (Di Vittori et al.,
2018).

O interesse gerado em torno da qualidade nutricional das bagas deve-se ao
facto de que compostos bioativos presentes nestes frutos poderiam proteger o
corpo humano de varias doencas crénicas, como eventos cardiovasculares,
cancro e outras doencgas degenerativas relacionadas com a idade, bem como
pelos variados beneficios que os frutos podem fornecer (Ames et al.,1993). Essas
associacbes podem ser explicadas, de forma parcial, devido a presenca de
sequestradores de radicais livres, como polifendis e acido ascorbico nos frutos
(Atala et al., 2009).

As bagas sao fontes importantes de compostos fendlicos, especialmente os
derivados do acido hidroxibenzoico e hidroxicinamico, antocianinas, flavondides,
catequinas e taninos, sob forma hidrolisavel ou de forma condensada (K3; Hopia;
Heinonen, 2001).

A composicdo quimica das bagas no geral € variada, dependendo das
condigdes de cultivo e da variedade. No geral, sdo ricas em agucares (glicose,
frutose), mas baixas em calorias. Contém apenas pequenas quantidades de
gordura, mas um alto teor de fibra dietética (celulose, hemicelulose, pectina);
acidos organicos, tais como o acido citrico, acido malico, tartarico, oxalico e
fumarico; minerais; algumas vitaminas (acido ascorbico e acido folico) e
fitoquimicos, compostos que podem ser uma boa opcgao para a industria alimentar

usar como ingredientes alimentares funcionais (Skrovankova et al., 2015).



As bagas sdo otimas fontes de macro e micronutrientes e os principais
elementos minerais encontrados em frutos de bagas sédo o fosforo, potassio,
célcio, magnésio, ferro, manganés, cobre, sodio e aluminio, sendo estes
constituintes essenciais para o corpo humano, devido ao importante papel que
desempenham no desenvolvimento de ossos e dentes, reforco muscular e outros

processos fisiologicos e bioquimicos (Di Vittori et al., 2018).

A vitamina C, incluindo o acido ascorbico e o acido desidroascorbico, nos
frutos de baga, € um dos fatores de qualidade nutricional mais importantes, além

de possuir muitas atividades biologicas no corpo humano (Lee & Kader, 2000).
1.3.1. Composicao Fendlica

O consumo de uma dieta rica em alimentos a base de plantas esta
associado a diminui¢ao do risco de cancro das células epiteliais em varios locais,
sendo que, embora existam ainda poucas evidéncias ligando exclusivamente o
consumo de bagas com menor risco de cancro, estas contém altos niveis de
compostos que podem reduzir a transformagéo maligna, incluindo os flavondides,

polifendis e antocianinas (Duthie, 2007).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios, presentes no reino
vegetal e com impacto na saude humana, diminuindo o risco de diversas doencas
pela reducdo de fendmenos oxidativos (Ferreres et al., 2009). Sao sintetizados
pelas plantas durante o desenvolvimento normal e em resposta a condicdes de
stress, como infecgdo, ferimentos e radiacédo UV, tornando-se um grupo muito
diversificado de fitoquimicos derivados dos aminoacidos fenilalanina e tirosina
(Naczk &Shahidi, 2004).

Os compostos fendlicos pertencem a um grupo amplo e heterogéneo de
componentes quimicos que possuem um ou mais anéis aromaticos com um
sistema aromatico conjugado e um ou mais grupos hidroxilo. Eles tendem a doar
eletrdes ou atomos de hidrogénio a radicais livres e a converte-los em grupos
inofensivos, apresentando assim elevada atividade antioxidante in vitro e in vivo.
Ocorrem sob forma livre ou conjugada com acgucares, acidos ou outras

biomoléculas soluveis em agua (acidos fendlicos, flavondides e quinonas), bem



como compostos insoluveis em agua (taninos condensados) (Skrovankova et al.,
2015).

Genericamente, conforme esquematizado na Figura 8, os compostos
fendlicos podem ser divididos em flavondides, que por sua vez sdo subdivididos
em flavonais, flavonas, flavandis, flavonas, antocianinas e isoflavonas; e os nao
flavondides, que compreendem os grupos dos acidos fendlicos (acidos
hidroxibenzdicos ou &acidos hidroxicinadmicos), taninos, cumarinas e estilbenos

(Fraga, 2010).

Compostos fendlicos
Acidos fendlicos Estilbenos Flavondides Cumarinas Taninos
Hidroxibenzoico Hidroxicinamico Flavonois ‘ Flavonas Flavonais ‘ Flavonas Isoflavonas ‘ ‘ Antocianinas | Condensados ~ Hidrolisaveis
p-cumdrico | Quercetina | Catequina Gianidina
Galico
Cafeico Canferol Apigenina Espicatequina Naringenina = Genisteina Delfinidina Galhataninos
Protocatechuico Elasitan
: Sinapico Miricetina Luteolina | Espigalhocatequina | Hesperidina Daidiceina | pelarginidina Ll
Vanilico
Ferilico Isoramnetina | Galhocatequina : Pecaldine
Malvidina

Petunidina |

Figura 8. Classificagdo conforme as classes e subclasses dos compostos fendlicos.

Fonte: Adaptado de Oliveira (2012).

Frutos de baga sao particularmente ricos em uma gama diversificada de
polifendis de varias classes diferentes, sendo mais abundantes os acidos
fendlicos, taninos e flavondides, especialmente antocianinas, responsaveis pela
pigmentagdo colorida (PIMPAO et al., 2013). Os polifendis também contribuem

para a qualidade organoléptica e nutritiva dos frutos, como a cor, sabor e aroma,
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estando particularmente presentes em frutos com sabores mais adstringentes e

amargos (Garcia-Salas et al., 2010).

Nos ultimos dez anos, investigadores e fabricantes de alimentos mostraram-
se cada vez mais interessados em polifendis, pelo reconhecimento das suas
propriedades antioxidantes, grande abundéncia na dieta e pelo seu potencial
papel de prevengao de varias doencas associadas ao stress oxidativo, como
varios tipos de cancro e doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (Manach
et al., 2004).

Um estudo em Corema album realizado por Ledn-Gonzalez et.al. 2013,
recorrendo a Cromatografia Liquida acoplada a Espectroscopia de massa e
detetor UV-VIS, indicou um total de compostos fendlicos de 1214,4 £ 122,7 mg
equivalentes em &acido galico (GAE)/kg de fruto fresco ou 7318,6 + 739,6 mg
GAE/kg fruto seco, sendo que na categoria dos flavonoides foi possivel detectar a
presenga de flavonois (638,3 + 80,1 mg/kg peso seco de fruto) e uma baixa
quantidade de antocianinas (19,6 + 2,4 mg/kg peso seco de fruto). Os acidos
fendlicos foram o principal grupo de compostos fenélicos encontrados no fruto

(2268,1 £ 229,9 mg/kg peso seco de fruto), o que justifica o sabor acido (Tabela

1).

Tabela 1. Tempo de retencéo (Rt) e conteudo de acidos fendlicos em bagas de Corema album, de
acordo com Ledn-Gonzalez et.al. (2013).

Pico Rt {min) Compostos (M-H) mg/kg DW £ 5D

Acidos Fendlicos

1 15,4 acido p-cumarico 163 11,8+1,2

7 21,1 acido p-hidroxibenzoico 137 50,2+4,9

3 24,7 acido cafeico 179 142,1+ 14,2

4 26,3 acido clorogénico 353 1857,6+£ 180,3
5 28,9 acido ferdlico 193 454161

6 29.8 acido neoclorogénico 353 157,1+£23,2

Conforme a Tabela 1, é possivel verificar que o acido hidroxicindmico mais

abundantemente presente no Corema album é o acido clorogénico (1857,6 +
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180,3 mg/kg peso seco de fruto), sendo também um constituinte importante de
outras bagas, onde estudos in vivo demonstraram que este acido pode ter efeitos
protetivos contra carcinogénese induzida em ratos (Ledn-Gonzalez et al., 2012;
Ledn-Gonzalez et al., 2013). Outros estudos in vitro sugeriram também que os
efeitos quimiopreventivos do acido clorogénico podem ser mediados pela
regulacdo positiva de glutationa e enzimas celulares antioxidantes (Leodn-
Gonzalez et.al., 2013). As propriedades do acido clorogénico fazem com que os
extratos fenodlicos de Corema album sejam candidatos interessantes para a

quimioprotegao celular (Ledn-Gonzalez et al., 2012).
1.4. Avaliacao do Potencial Benéfico para a Saude

Numerosos estudos sugerem que o consumo de bagas possui efeito
benéfico na saude humana. De acordo com Fuentealba et al. (2011), as
potenciais propriedades neuroprotetoras dos frutos tém sido amplamente
reconhecidas, conforme avaliou no seu estudo, as propriedades protetoras de
extrato de mirtilo (BB-4), rico em polifenéis, em modelo neurodegenerativo
induzido pelo peptideo B-amildide (AB), sugerindo que o extrato de mirtilo (BB-4)
poderia ser um complemento nutricional importante para a saude neural, devido a
protecao do tecido neural pelo BB4 da toxicidade induzida pelos agregados de AB

amiloide (Fuentealba et al. 2011).

Nesta mesma linha de investigacdo, um estudo realizado por Macedo et al.
(2015), avaliou o efeito protetor de polifendis de folhas e frutos de Corema album
na protecao de células sob stress oxidativo e da toxicidade induzida pela proteina
a-Syn (alfa sinucleina), dois importantes marcadores na Doenga de Parkinson
(Macedo et al,, 2015). Os resultados indicaram uma maior capacidade de
protecdo do que o Ginko biloba, espécie reconhecida por suas propriedades

benéficas para a saude.

O estudo supracitado também indicou que as fragbes fnriquecidas de
polifenol (PEF) da folha de Corema album sdo agentes promissores que resgatam
o fluxo autofagico e diminuem a fibrilizagdo da a-Syn, o que resulta na formagéo

de espécies nao toxicas.
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O stress oxidativo é a principal causa de doengas hepaticas, e extratos vegetais
com propriedades antioxidantes tem recebido ampla atencdo como possiveis
agentes terapéuticos e preventivos, que combatem a produgao de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio (ROS), bem como o sfress oxidativo (Ledn-
Gonzalez et al., 2012).

Conforme estudo realizado por Ledn-Gonzalez et al. (2012), analisou-se a
composicao fendlica de trés diferentes extratos obtidos a partir do fruto de Corema
album e investigou-se o efeito quimio-protetor dos extratos contra o stress
oxidativo induzido e os diferentes mecanismos de defesa. Os resultados revelaram
os acidos hidroxicinamicos como a principal fracdo fendlica e demonstraram que o
pré-tratamento das células hepaticas com qualquer um dos extratos conferiu

protecéo significativa contra o sfress oxidativo quimicamente induzido.

As atividades bioldgicas dos acidos hidroxicinamicos naturais incluem também
a inibicdo da proliferagdo de células tumorais e atividade anti-inflamatoria (Ledn-
Gonzalez et al., 2012). A maioria dos efeitos biolégicos dos extratos deve ser
atribuida ao grupo dos acidos hidroxicinamicos, em particular ao acido clorogénico,
o qual demonstrou atividade protetora de células do figado em modelos de lesdo
hepatica experimental, onde a sua administragdo a ratos, aumentou a homeostase

glicémica e lipidica e o status antioxidante geral (Ledn-Gonzalez et al., 2012).
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2.Material e Métodos

2.1. Amostras

As camarinhas, folhas e flores foram colhidas de forma aleatéria, de
arbustos dunares, junto a praia de Sao Pedro de Moel, Distrito de Leiria,
tangenciando a Avenida do Farol, as proximidades do Farol Penedo da Saudade,
sob as coordenadas 39°45'46.8"N 9°01'49.8"W / elevacdo 29m, conforme
ilustrado na Figura 9. Foram realizadas duas colheitas. Em setembro de 2018
para caracterizagdo fisico-quimica, perfil de acidos gordos, atividade
antibacteriana e aplicabilidade (elaboracdo de uma cerveja enriquecida com
camarinha) e uma nova colheita em setembro de 2019 para determinagao da
capacidade antioxidante, fendlicos totais, viabilidade celular e ressonancia
magnética nuclear. Apds cada colheita, os frutos foram devidamente higienizados

com agua destilada e armazenados a temperatura de -20°C.

A partir da amostragem foram selecionadas, aleatoriamente, amostras para a

realizacao das analises supracitadas.

Figura 9. Ponto de recolha das camarinhas assinalado a amarelo (39°45'46.8"N 9°01'49.8"W
elevacao 29m) Praia de Sao Pedro de Moel, Leiria, Portugal. Fonte: Google Earth (2019).
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2.2. Caracterizacao Fisico-Quimica

2.21. Determinacao do Peso Médio

Para determinar a massa média foram selecionadas aleatoriamente 150
camarinhas, de forma a obter uma amostra heterogénea, sequencialmente foi
realizada a pesagem das mesmas, em balanga analitica de precisdo KERN,

modelo 470-36. O peso médio foi determinado conforme a Equacao 1.

Massa Média do Fruto = ) Massa do Fruto
n

Equacao 1

Onde n representa o numero de frutos que constituem a amostra, neste caso
n = 150.

2.2.2. Determinacao da Altura e Diametro

Para medicdo dos parametros altura e diametro, foram selecionadas
aleatoriamente 50 camarinhas de forma a obter o valor médio para altura
(equacao 2) e diametro (equagao 3). O método foi realizado com recurso a um
paquimetro digital INECO modelo 101.01L150/E (Figura 10).

Altura média do fruto = ) da altura do fruto
n

Equacao 2

Diametro médio do fruto = ) do didmetro do fruto
n

Equacao 3

Onde n representa o n — Numero de frutos que constituem a amostra, neste

caso n = 50 para as equacgdes 2 e 3.
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Figura 10. Imagem demonstrativa das medi¢des de altura (verde) e didmetro (amarelo).

Conforme demonstrado na Figura 10, a altura da fruta indica o tamanho
meédio na dimensao longitudinal, enquanto o diametro indica o tamanho médio na
dimensao equatorial/transversal, ambos a partir de uma amostra representativa
dos frutos (Di Vittori et al., 2018). Apds a obtengdo dos resultados de massa,
altura e diametro médios, foi possivel calcular os valores de média do calibre
(Equacéo 4) e volume (Equacéo 5) dos frutos.

Calibre = altura + didmetro do fruto
2

Equacéao 4
Volume = 17 4 calibre?
3

Equacao 5

2.2.3. Determinacao da Humidade

Para determinar o teor de humidade, procedeu-se a uma amostragem de 5,0
g do fruto, sendo esta analise realizada em triplicado. As amostras foram
colocadas em estufa Heraeus modelo D-6450 Hanau, a temperatura constante de
60°C por 72 horas. Os resultados foram expressos em percentagem (%) de teor

de humidade, conforme Equacéo 6.
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Teor de Humidade = A Peso x 100
Pi

Equacao 6

Onde A Peso, representa a diferenca entre a massa inicial da amostra e a
massa da amostra apos secagem em estufa; e Pi — Representa a massa inicial da

amostra.
2.2.4. Determinacao da Parte Edivel

A parte edivel de um alimento corresponde a massa do produto que pode
ser integralmente utilizado, descartando-se toda parte que ndo sera consumida.
Os valores da parte edivel, expressos em percentagem, dependerdao do modo de
aproveitamento dos alimentos, gostos e habitos alimentares. Assim sendo,
tornam-se valores médios estimados, com grande possibilidade de variagdo na
pratica (INSA, 2016). Para esta determinagdo, considerou-se o consumo em
fresco, onde se descartaram apenas as sementes. Foi selecionada uma amostra
constituida por 30 camarinhas. Manualmente, foram removidas as sementes com
recurso a duas pingas. A percentagem da parte edivel do fruto fresco foi
determinada a partir das Equacdes 7 e 8.

Peso Edivel da Amostra = Peso da Amostra Fresca — Peso das Sementes

Equacao 7

% Edivel do Fruto Fresco = Peso Edivel da Amostra x 100
Peso da amostra fresca

Equacéo 8

2.2.5. Teor de Solidos Soluveis - SSC

SSC (soluble solids content) ou o teor de solidos soluveis esta relacionado
com o conteudo dos compostos dissolvidos nos sumos de frutas, sendo este em
sua maioria contituido por acucares. O método tradicional mais utilizado para
medir o SSC requer a extragdo do sumo dos frutos e é realizado com recurso a

refratbmetros digitais. E um método destrutivo, utilizado nas detecgbes de
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amostragem, sendo este muito importante, uma vez que determina n&o s6 a
dogura, mas a percepc¢ao de sabor, maturagao e qualidade dos frutos pds-colheita
(Guo et al., 2019).

A docgura é particularmente apreciada pelo consumidor, sendo este
parametro geralmente indicado como Sdlidos Soluveis Totais e o valor é expresso
em grau Brix (°Brix) (Di Vittori et al., 2018). A percentagem de solidos soluveis do
sumo foi determinada com recurso a um refratbmetro modelo HI 96813. Para a
presente analise foi realizada a extragdo do sumo de 3 camarinhas, escolhidas
aleatoriamente, por pressdo manual mecanica. Apds a calibragdo do aparelho
com agua destilada, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, colocou-se 1 gota
de sumo das camarinhas sobre a superficie do prisma do refratdmetro e
procedeu-se a leitura do indice de refracdo, a uma temperatura de média de 17,8

1+ 0,1 °C. Esta determinagéo foi realizada em triplicado.
2.2.6. Detminacao de Acucares Redutores

A determinacao de agucares redutores foi realizada pelo método DNS (acido
3,5—dinitrosalicilico), descrito por Miller (1959), de acordo com adaptagdo do

procedimento de Garriga, Almaraz & Marchiaro (2017).

O método DNS é uma técnica colorimétrica que consiste na reacdo de
reducdo entre o acido 3,5-dinitrosalicilico e os acucares redutores presentes na
amostra. O poder de reducao destes agucares (ex: monossacarideos aldose) vem
do seu grupo carbonilo, que pode ser oxidado a grupo carboxilo através de
agentes oxidantes, enquando o DNS (com coloragdo amarela) € reduzido a acido
3-amino 5-nitrosalicilico (com cor castanho-avermelhada) (Figura 11), a qual pode
ser quantificada por espectrofotometria a 540 nm (comprimento de onda de

absorvancia maxima) (Miller, 1959). A determinacao foi realizada em triplicado.
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Figura 11. Conversao de agucares redutores pelo Método DNS

Fonte: Adaptado de Garriga, Almaraz & Marchiaro (2017).

Foram desenvolvidos extratos da polpa, folhas e sementes da camarinha,
obtidos por hidrélise de 1,0 g de peso seco das amostras liofilizadas, em 50 mL
de acido sulfurico 0,25 N, em banho termostatizado, a 50°C, durante 1 hora.
Posteriormente, em tubos de 10 mL, foi colocado 1 mL de extrato de cada
amostra e 1 mL de reagente DNS. Os tubos foram submetidos a banho
termostatizado a 100°C, por 5 minutos. Apds este periodo, os extratos
arrefeceram a temperatura ambiente. Posteriormente, os volumes dos extratos
foram completados com 8 mL de agua destilada e homogeneizados em vortex.
Procedeu-se a leitura dos valores de absorvancia em espectrofotdbmetro Varian
Cary 50 Scan UV Visible apés calibragdo do equipamento, no comprimento de
onda de 540nm (A=540nm). A amostra controlo foi analisada tendo em conta o
mesmo procedimento, substituindo o volume de amostra de extrato por agua

destilada.

A reta de calibragdo (Figura 12) foi executada com solugdes padrao de
glicose, de diferentes concentragdes, obtidas por diluicdo de uma solugao padréo
a 1'mg/mL.

A quantificagao total de agucares redutores (equagao 9) foi calculada através

da equacao correspondente a reta de calibragao.

C = Abs - (- 0,0235)
0,0007

Equacédo 9

Onde Abs representa o valor de absorvancia de cada amostra a 540 nm.
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Figura 12. Reta de calibracdo do método de DNS com solug¢des padrao de D-glicose, para
quantificagcdo de agucares redutores.

2.2.7. Analise do perfil de acidos gordos

Os acidos gordos sao essenciais, alguns sdo sintetizados no organismo,
mas outros devem ser ingeridos através dos alimentos para uma vida saudavel,
pois ndo conseguem ser produzidos no corpo humano (Reche et al., 2019).
Muitos tipos de acidos gordos desempenham um papel importante na regulagao
de uma variedade de fungdes fisioldgicas e biolégicas. Sdo compostos organicos
formados por uma cadeia hidrocarbonada e um grupo carboxilico que sao
normalmente ligados com acilglicerideos formadores de glicerol (mono-, di- ou

triacilglicerideos) (Sanchez-Salcedo et al., 2016).

A andlise do perfil de acidos gordos do presente trabalho, recorreu a
transmetilacdo direta, de acordo com um procedimento adaptado de Fernandez
et. al. (2015). Esta determinagéo foi realizada em triplicado e os ésteres metilicos
dos acidos gordos (FAME’s) foram obtidos por transmetilagdo direta a partir de
amostras liofilizadas e trituradas da polpa, folhas e sementes da camarinha
(Figura 13), sob catalise acida, onde em tubos de vidro com rosca, 2 mL de
H2SOs4 a 2% (v/v) em metanol foram adicionados a 50 mg das amostras
liofilizadas (Figura 14). Posteriormente, os tubos foram devidamente fechados e
submetidos a banho-maria (Memmert), durante 2 horas, a 80°C. Apds o

arrefecimento até a temperatura ambiente, adicionou-se a cada tubo 1 mL de
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agua MiliQ e 2 ml de n-hexano. Em seguida, a mistura resultante foi agitada em
vortex durante 1 minuto e posteriormente centrifugada (Eppendorf Centrifuge —
5810 R) a 1000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, o sobrenadante ou fase n-
hexano contendo os esteres metilicos de acidos gordos (FAMES) foi

cuidadosamente transferido para vials de cromatografia gasosa (Figura 15).

A analise dos FAME's foi realizada em cromatografo gasoso (GC) Finnigan
Ultra Trace, equipado com coluna capilar Thermo TR-FAME (60 m x 0,25 mm ID,
0,25 ym de espessura da membrana), um auto sampler AS 3000 (Thermo
Electron Corporation) e um detetor de ionizagdo de chama (FID), conforme
estabelecido por Silva et. al. (2017). As temperaturas do detetor e do injetor
(modo splitless) foram programadas para 250 °C e 280°C, na devida ordem. Para
a coluna, a temperatura foi programada para um valor inicial de 100°C durante 1
minuto, aumentando 10°C min-' até atingir 160°C, sendo esta temperatura
mantida por 10 minutos. O gas de arraste utilizado foi o hélio (1,2 ml min-'). Ar
sintético e hidrogénio foram utilizados para a chama do detetor, com fluxo de 350
e 35 ml min-', nesta respetiva ordem. Para a aquisicdo e andlise de dados, como
tempos de retengado, areas de pico e integragdo, assim como para controlar o

instrumento, foi utilizado o software Xcalibur (Thermo Fisher Scientific).

Figura 13. Amostras liofilizadas das folhas, polpa e sementes de camarinha.
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Figura 14. Amostras de polpa, sementes e folhas de camarinha sob catalise acida (2 mL de
H2SO04 a 2% (v/v) em metanol).

S eii—— (

Figura 15. Amostras apés 5 minutos de centrifugagdo a 1000 rpm, com sobrenadante
contendo os esteres metilicos de acidos gordos (FAME'’s).

A identificagdo dos picos cromatograficos (Anexo 1), foi realizada através da
comparagao do tempo de retencéo dos picos das amostras com o padrao Supelco
FAME Mix C8 — C24.

A determinacéao do perfil dos acidos gordos foi realizada atribuindo-se que a
fragdo correspondente a um determinado acido gordo é a razao entre a respetiva

area do pico e a area total dos picos, representados em percentagem.
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2.3. Atividade Antioxidante

O stress oxidativo leva a formacao de radicais livres, que sao extremamente
perigosos para 0s organismos Vivos, causando doengas prejudiciais, incluindo
doencgas cardiovasculares, cancro e diabetes (Valko et al., 2007). Pelo contrario,
os antioxidantes sao ferramentas uteis para prevenir os efeitos indesejaveis dos
radicais livres e levar a uma redugao do risco de algumas doengas agudas
cronicas relacionadas com o estado redox do corpo humano (Bardakci et al.,
2019).

A determinagao da capacidade antioxidante do fruto no presente trabalho
constituiu-se na quantificacdo dos compostos fendlicos totais via Método Folin-
Ciocalteu e na avaliacdo da capacidade antioxidante através dos Métodos ABTS
(acido 2,2-azinobis (3 etilbenzotiazolina-6-sulfonico)); DPPH (2,2-difenil-1
picrilhidrazil) e FRAP (ferric feducing antioxidant power). As analises foram
efetuadas no fruto inteiro, folhas, flores, sumo, polpa desidratada e semente

desidratada.
2.31. Extracao dos Compostos Fendlicos

A analise dos compostos fendlicos foi efetuada em extratos de fruto inteiro,
folhas, flores, sumo e polpa desidratada de camarinha. O solvente utlizado para o
procedimento foi a acetona, onde de acordo com estudos conduzidos por
Alothman, Bhat & Karim (2009) e Fonseca, Santos & Cunha (2015), o solvente
acetona mostrou-se mais eficiente no processo de extracdo dos compostos

fendlicos.

Para a extracdo dos compostos fendlicos do fruto inteiro, estes
primeiramente foram higienizados com agua destilada. Em seguida, os frutos
foram triturados por pressdo manual mecanica, com auxilio de almofariz com
pildo. A extracao foi realizada na proporgédo 1:10 (1,5 g de amostra em 15 ml de
solvente acetona 70% v/v). Para tanto, pesou-se cerca de 1,5 g da amostra do
fruto triturado. Posteriormente a amostra (1,5 g) foi colocada em frasco de vidro
rolhado com 15 ml de acetona 70% v/v e levada a agitador magnético por 2 horas
a 9000 rpm. Apds este periodo, o conteudo foi filtrado (papel filtro 90 mm de

didmetro — Xinxing 202 moderate) para tubos de ensaio e mantidos a uma
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temperatura de aproximadamente -20°C. Este procedimento foi realizado em
duplicado.

Retativamente as folhas, apds devida higienizagdo com agua destilada, as
folhas foram cortadas em porgdes pequenas com auxilio de uma tesoura. A
extragao foi realizada na proporgao 1:10 (1,5 g de amostra em 15 ml de solvente
acetona 70%v/v), tendo-se pesado cerca de 1,5 g das amostras ja higienizadas e
cortadas. Posteriormente a amostra (1,5 g) foi colocada em frasco de vidro
rolhado com 15 ml de acetona 70% v/v e levada a agitador magnético por 2 horas
a 9000 rpm. Em seguida, o conteudo foi filtrado (papel filtro 90 mm de diédmetro —
xinxing 202 moderate) para tubos de ensaio e mantidos a uma temperatura de

aproximadamente -20°C. Este procedimento foi realizado em duplicado.

Para a extracdo dos compostos fendlicos das flores de camarinha, estas
foram inicialmente higienizadas com agua destilada. Apds secagem, as flores
foram cuidadosamente retiradas do caule com auxilio de uma pinga. Em seguida,
pesou-se cerca de 0,36 g das amostras e foram transferidas para frasco de vidro
rolhado, onde se adicionou 10 ml de acetona 70% v/v. Posteriormente o conteudo
foi levado a agitador magnético por 2 horas a 9000 rpm. Apos este periodo, o
conteudo foi filtrado (papel filtro 90 mm didmetro — Xinxing 202 moderate) para

tubos de ensaio e mantidos a uma temperatura de aproximadamente -20°C.

Em relacdo ao sumo, este foi extraido do fruto por pressdo manual mecanica
com auxilio de almofariz com pildo. A extracao foi realizada na proporgéao 1:2 (7
ml de sumo em 7 ml de solvente acetona 70 % v/v). Em seguida, o conteudo foi
levado a agitagcdo magnética por 2 horas a 9000 rpm. O conteudo foi entao filtrado
(papel fitro 90 mm de diametro — Xinxing 202 moderate) para tubos de ensaio e

mantidos a uma temperatura de aproximadamente -20°C.

Relativamente a polpa e sementes desidratadas, inicialmente foram
separadas manualmente, as sementes da polpa, com recurso de duas pingas. Em
seguida, as amostras foram devidamente pesadas e tranferidas para capsulas, as
quais foram previamente mantidas em estufa (Heraeus modelo D-6450 Hanau)
para remoc¢éo da humidade (70°C, 1 hora). As capsulas contendo as amostras de
polpa e sementes foram levadas a estufa (Heraeus modelo D-6450 Hanau) onde

permaneceram durante 20 h a 70°C para a completa remog¢ao da humidade da
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polpa e das sementes. ApOs este periodo, as amostras desidratas foram
devidamente pesadas para a realizacdo do meétodo de extracdo. Para as
amostras de polpa ja desidratadas, foram pesadas aproximadamente 0,45 g (peso
final apds desidratagcdo) e transferidas para um frasco de vidro rolhado, onde se
adicionaram 10 ml de acetona 70% v/v e foi levado a agitagcdo magnética por 2
horas a 9000 rpm. Posteriormente, procedeu-se a filtragao (papel filtro 90 mm de
didmetro — Xinxing 202 moderate) para tubos de ensaio e 0 armazenamento sob
refrigeracao a -20°C. Em relagdo as sementes desidratadas, foram pesadas cerca
de 0,8 g da amostra (peso final apos desidratagdo) e foram transferidas para um
frasco de vidro rolhado. Adicionou-se entdo 10 ml de acetona 70% v/v e o
conteudo foi levado a agitagdo magnética por 2 horas a 9000 rpm. Em seguida, foi
realizada a filtragdo (papel filtro 90 mm de didmetro) para tubos de ensaio e o
armazenamento sob refrigeragdo a -20°C. Este procedimento foi realizado em
duplicado. Para a quantificagdo dos compostos fendlicos totais (Folin-Ciocalteu),
assim como para a a determinagédo da capacidade antioxidante (ABTS e DPPH),
para os extratos do fruto inteiro, folhas, flores, sumo e polpa desidratada foi
realizada nova diluigdo (1:10) em duplicado. Para o método FRAP, foram

utilizados os extratos iniciais.
2.3.2. Quantificacao dos Compostos Fendlicos Totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada via método
Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965). Este € um método colorimétrico
reconhecido e amplamente utilizado para quantificar compostos fendlicos totais
em varios extratos, permitindo a analise de compostos organicos que possuem
anéis aromaticos hidroxilados. Os compostos fenolicos reagem ao reagente Folin-
Ciocalteu (fosfomolibdato e fosfotungstato), resultando em coloragdo azul que

pode ser determinada espectrofotometricamente a 750 nm (Vazquez et al., 2015).

O método Folin-Ciocalteu utilizado na presente investigacéo foi realizado de
acordo com o procedimento de Giao et al. (2007). Em tubos de ensaio, foram
pipetados 0,250 ml de cada extrato e adicionado 0,250 ml do reagente Folin-
Ciocalteu. Apés homogeneizacgao, juntou-se 5 ml de uma solug¢ao de carbonato de
sédio (Na2COs3) e em seguida 7 ml de agua destilada. Agitou-se e os tubos de

ensaio foram incubados a temperatura ambiente por 60 minutos. Apds este
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periodo, foram lidas as absorvancias das misturas reaccionais em
espectrofotometro Varian Cary 50 Scan UV Visible ao comprimento de onda de
750 nm. A determinagcdo dos compostos fendlicos do presente estudo foi
realizada em duplicado. A amostra controlo foi realizada considerando-se o
mesmo procedimento, apenas substituindo 0,250 mL de extrato por 0,250 mL de
agua destilada MilliQ. Foi preparada uma reta de calibragédo (Figura 16), utilizando
acido galico como composto padrdao. A analise foi realizada em duplicado. A
quantificacdo dos compostos fendlicos foi expressa em miligramas de

equivalentes de acido galico por 100 gramas de amostra (mg GAE/100g).

Reta de Calibracao
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Figura 16. Reta de calibragdo do acido galico para quantificagdo de compostos fendlicos
totais pelo método Folin — Ciocalteu.

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais € calculada através da equacao

11, correspondente a reta de calibragao (Figura 16).

C = Abs - (0,0341)
0,0024

Equacéao 11

Onde Abs representa a absorvancia de cada amostra a 750 nm.
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2.3.3. Capacidade de reducao do radical ABTS

A avaliacdo da capacidade antioxidante de cada um dos extratos, utilizou
como método o ensaio ABTS (acido 2,2-azinobis (3 etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)). O ensaio ABTS determina a capacidade de eliminagdo da atividade
antioxidante, reagindo com um forte agente atioxidante (permanganato de
potassio ou persulfato de potassio) na presenca de sal ABTS, sendo este ensaio
uma abordagem mais simples e frequente baseada da inibigdo da formagéo de
ABTS por oxidantes de um elétrdo. A percentagem de inibicdo € expressa
utilizando valores de concentragdes eficazes (CEso), que sdo relatados como a
quatidade de antioxidante necessaria para diminuir a concentracido inicial de

radicais sequestrantes em 50% (Sridhar & Charles, 2019).

O método utilizado no presente estudo foi adaptado de acordo com estudo
conduzido por Giao et al.(2007). Inicialmente, foi necessario realizar a preparagao
da solucao concentrada de ABTS. Foi preparada uma solugao de 10 ml de ABTS
7 mmol/L (0,03841g) e uma solucédo de 10 ml de persulfato de potassio (K202Ss)
2,45 mmol/L (0,00669g). Posteriormente, em tubo de vidro, juntou-se o volume da
solugdo de persulfato ao volume de solugédo de ABTS, deixando a solugdo agir
por um periodo minimo de 16 horas, protegido da luz e ar e a temperatura
ambiente. Apos este periodo, em frasco protegido da luz, aproximadamente 2 mL
do ABTS concentrado foi filtrado através de seringa com filtro (0,22 uym) e juntou-
se 200 mL de agua ultrapura. Esperou-se cerca de 15 minutos até o conteudo do
frasco (ABTS diluido) estabilizar. O objetivo da diluigdo foi a obtencdo de uma
solugdo com valores de absorvancia de 0,700 = 0,020, lidas ao comprimento de
onda de 734 nm.

Para a realizacdo da analise, em cuvetes descartaveis (Brand standard —
PMMA semi-micro) foi adicionado 1 mL da solug¢do diluida de ABTS e 20 uL de
extrato. Para evitar o contacto com oxigénio (O2), colocou-se Parafim® em cada
cuvete e homogenizou-se a solugao manualmente. A reacgao decorreu durante 6
minutos e apos este intervalo foi realizada a leitura das solugdes em
espectrofotdbmetro Varian Cary 50 Scan UV Visible ao comprimento de onda de
734 nm. A amostra controlo foi submetida ao mesmo procedimento, apenas

substituindo-se o extrato por agua ultrapura MilliQ. O composto padrao utilizado, o
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acido ascorbico foi usado para preparar a reta de calibragdo (Figura 17). Os
resultados correspondentes a atividade antioxidante foram expressos em mg
VCEAC/100g de amostra (VCEAC: Equivalente em Vitamina C). Esta

determinacao foi realizada em triplicado com triplicado de cada extrato.

Reta de Calibracao
10
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y =484,43x +2,4425
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Figura 17. Reta de calibracdo do acido ascérbico para a determinagdo da capacidade
antioxidante pelo método ABTS.

A obtencdo dos valores da capacidade antioxidante de cada extrato
(Equacéao 13), necessita de calcular primeiramente a percentagem de inibigédo (PI)
(Equacéao 12).

Pl = Abs r— Abs a x100
Absr

Equacéao 12

Onde Abs r representa a absorvancia inicial da solugdo de ABTS e Abs a

representa a absorvancia da solugde apés 6 minutos.

C = Pl — 2,4425
484,43

Equacéao 13
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2.3.4. Determinacao da capacidade antioxidante pelo
Método DPPH

Para a realizagao do estudo de remocido do radical DPPH, a analise foi
realizada conforme procedimento descrito por Brand-Williams, Cuvelier & Berset
(1995). Entre todos os meétodos utilizados para determinagdo da capacidade
antioxidante, o DPPH é considerado um dos ensaios mais populares dada a sua
facilidade, baixo custo e eficiéncia (Kandi &Charles, 2019). O radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) exibe uma forte cor purpura que muda para amarelo apds
reacado com espécies antioxidantes e é comumente usado para a determinacao
da capacidade antioxidante de compostos bioativos em diferentes amostras
(Braham et al., 2019).

Inicialmente, uma solugdo de DPPH com 0,0039g (0,0099 mmol) em 100mL
(0,099 mM) de acetona 70% v/v foi preparada, para que a absorvancia se
situasse na gama de absorvancia de 0,500 = 0,040, correspondente a solugéo
controlo. Posteriormente, 3,9 ml da solucdo de DPPH diluida foi adicionada a
0,100 ml (100 pL) de cada extrato, em tubos de vidro rolhados. Em seguida, o
conteudo foi agitado em vortex, permanecendo em repousoO nNO escuro a
temperatura ambiente durante 30 minutos. A absorvancia foi lida ao comprimento
de onda de 515 nm, onde se utilizou como amostra controlo acetona a 70% v/v e
amostra controlo de solugdo de DPPH diluido (absorvancia: 0,500 + 0,040). As
analises de cada amostra foram realizadas em duplicado com repeticdo das

réplicas.

O resultado final foi expresso em concentragao equivalente de ascoérbico (mg
VCEAC/qg), utilizando reta de calibragdo, conforme Figura 18. O calculo do
VCEAC de cada composto considerou a equacdo da reta de calibragdo da
vitamina C, segundo a equagao y=4,375 + 3,9654
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Figura 18. Reta de calibracdo do acido ascérbico para a determinagdo da capacidade
antioxidante pelo método DPPH.

2.3.5. Determinacao da capacidade antioxidante pelo
Método de Reducgao do Ferro (FRAP)

Para a realizacao da presente analise, 0 método foi aplicado de acordo com
estudo conduzido por Rufino et al. (2006). O ensaio do poder antioxidante redutor
férrico (FRAP), baseia-se na capacidade dos antioxidantes em reduzir o ferro
férrico (lll) a ferro ferroso (II). A reagdo € subsequentemente monitorizada pela
interagdo com o composto corante 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), que forma
uma cor azul violeta monitorizada pela absorvancia a 593 nm. O ensaio FRAP
demonstrou ser aplicavel a uma ampla gama de compostos antioxidantes, no
entanto, sua taxa de reacao e rendimento final podem variar para cada composto

antioxidante (Jones et al., 2017).

Inicialmente procedeu-se a preparacido das solugcdes de HCI 40 mM; TPTZ
10 mM; cloreto férrico 20 mM; tampao acetato 0,3 M, pH 3,6; solugdo do reagente

FRAP e solugao padrao de sulfato ferroso 2 mM, conforme Rufino et al. (2006).

A solugao de TPTZ foi preparada dissolvendo-se 3,12 g de TPTZ (0,01 mol)
em 50 mL de HCI 40 mM e completou-se o volume para 1,0 L em baldo
volumétrico, com HCI 40 mM. Em seguida realizou-se a homogeneizagdo e o
conteudo foi transferido para um frasco de vidro ambar, devidamente etiquetado,

e 0 mesmo foi armazenado sob refrigeracdo, por um periodo maximo de um més.
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O reagente FRAP foi obtido a partir da combinagdo de 25 mL de tamp&o
acetato 0,3 M, 2,5 mL de solugdo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de uma solugao
aquosa de cloreto férrico 20 mM, o qual foi utilizado imediatamente apds sua

preparacao.

Para a referida analise, em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de
90 uL de cada extrato para tubos de ensaio. Posteriormente, acrescentou-se 270
ML de agua destilada e misturou-se com 2,7 mL do reagente FRAP. Em seguida,
procedeu-se a homogeneizagdo em agitador de tubos, os quais foram mantidos
em banho-maria a 37°C durante 30 minutos. Apos este periodo realizou-se as
leituras ao comprimento de onda de 595 nm. O reagente FRAP foi utilizado como
amostra referéncia para as leituras no espectrofotdmetro. A analise foi realizada

em duplicado.

A curva de calibragéo (Figura 19) foi realizada a partir da solugado padréao de
sulfato ferroso (2000 uM), onde se dissolveu 27,8 mg de sulfato ferroso em agua
destilada, com aferigdo do volume para 50 mL de agua destilada em baléo
volumétrico. Em seguida o preparado foi homogeneizado e transferido para um
frasco de vidro ambar, devidamente etiquetado, sendo esta solugao utilizada
apenas no dia da analise. A solugdo padrdo de sulfato ferroso (2000 puM) foi
preparada em baldes volumétricos de 10 mL, variando as concentracdes de 200
MM a 1500 uM. O procedimento realizado foi 0 mesmo que para com os extratos,
apenas substituindo-se 90 uL de cada extrato por 90 yL de cada solugdo de
sulfato ferroso.

Para calcular a atividade antioxidante, substituiu-se na equacédo da reta a
absorvancia equivalente a 1000 uM do padrao sulfato ferroso. O valor obtido para
o termo C (concentracédo) (Equagao 14), corresponde a diluicdo da amostra

(mg/L) equivalente a 1000 uM de sulfato ferroso.

C = Abs —0,1339
0,0007

Equacéao 14
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Onde Abs corresponde a absorvancia correspondente a 1000 uM de sulfato
ferroso e C (concentragdo) corresponde a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente
a 1000 pM.

A partir do resultado encontrado (x) na equagédo 14, este foi dividido por
1000 para ter o valor em gramas. Sequencialmente, foi efetuada uma nova
divisao por 1000 para encontrar o resultado final (z), onde z = (x / 1000 x 1) /1000.

Os resultados foram expressos em uM sulfato ferroso/g de amostra.

Reta de Calibracao
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Figura 19. Reta de calibracdo do sulfato ferroso para a determinagdo da capacidade
antioxidante pelo método FRAP.

2.4. Atividade antibacteriana

A determinacdo da atividade antibacteriana foi realizada em extratos de
polpa e sementes da camarinha in natura, em acetona 70% (v/v). A avaliacao foi
efetuada in vitro, pelo método de difusdo em disco, e estudado o seu efeito sobre
diferentes estirpes bacterianas. A execugdo desta analise foi realizada nas
dependéncias laboratoriais do MARE-IPLeiria - Marine and Environmental

Sciences Centre.
2.41. Preparacao dos extratos

A extracdo foi realizada em 1,0 g de amostra de polpa e sementes de

camarinha, previamente pesadas em balanga analitica Sartorius. Estas foram
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trituradas, por pressdo manual mecanica, com recurso a almofariz com pildo.
Sequencialmente, as amostras foram colocadas em frasco de vidro graduado,
onde foi adicionado 10 mL de solvente acetona 70% v/v e posteriormente levadas
a agitador magnético P selecta, modelo Agimatic-N, onde permaneceram por 1
hora a 7000 rpm. Apds a agitacdo magnética, os extratos foram transferidos para
tubos de 15 mL e submetidos a centrifugagdo, em centrifuga Eppendorf modelo
5810 R, a 14000 rpm por 15 minutos.

Na sequéncia da centrifugagdo, o conteudo dos tubos foi transferido para
baldes de fundo redondo, devidamente pesados e colocados individualmente em
rotavapor, para evaporacao do solvente. Apos a evaporacdo do solvente, os
balbes foram pesados e foi preparado um extrato com acetona (70% v/v) na

concentragao de 100mg/mL.
2.4.2. Estirpes bacterianas

A atividade antibacteriana dos extratos da polpa e sementes da camarinha
foi testada individualmente perante trés estirpes de bactérias, sendo duas Gram
negativas (Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) e uma Gram positiva

(Staphylococcus aureus).
2.4.3. Método de Difusao em Disco

A atividade antibacteriana foi determinada recorrendo ao método de difuséo
em disco. Nestes ensaios, utilizou-se o meio Agar Mueller-Hinton (MHA),
preparado de acordo com as indica¢des do fornecedor, sendo este previamente
esterilizado a 121°C por 15 minutos.

Na sequéncia da esterilizagao, foram vertidos cerca de 15ml de meio agar
em placas de Petri esterilizadas de forma a obter uma camada base.
Posteriormente, com auxilio de uma ansa esterilizada, preparou-se uma
suspensao bacteriana em NaCl 0,85% m/v até se atingir uma densidade o6tica
correspondente a turbidez padrédo de 0,5 na escala Mcfarland (1,5 x 108 ufc/mL).
Apods verificagao da solidificacdo da camada base, realizou-se o espalhamento de
1 mL de cada inéculo, por toda superficie de Muller-Hinton Agar (MHA), com

auxilio de uma zaragatoa estéril. Em seguida, foram colocados os discos de papel
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de filtro qualitativo, com 8 mm de didmetro, esterilizados e devidamente
identificados, mantendo-se uma distancia equitativa entre cada um dos discos,

sobre a superficie do agar inoculado, conforme Figura 20.

Figura 20. Disposicéo dos discos sobre a superficie de Muller-Hinton Agar (MHA) inoculado

Para avaliar a atividade antibacteriana dos extratos da polpa e sementes da
camarinha, foram utilizadas quatro quantidades diferentes dos respectivos
extratos (1 mg, 2 mg, 3 mg e 4 mg) em cada disco. Para eliminar o possivel efeito
do solvente acetona na atividade antibacteriana dos extratos, esta foi utilizada
como controlo negativo. Foram utilizados os antibidticos ciprofloxacina 5 ug (CIP

5) e cefotaxima 30 ug (CTX 30) como controlo positivo.

As placas de Petri foram incubadas a uma temperatura de 37°C por 24
horas, sendo que, apds o periodo de incubagao, as placas foram observadas de
modo a verificar a existéncia de halos de inibicdo do crescimento bacteriano. A
avaliacao do crescimento nas respetivas placas foi realizada por meio de leituras
visuais, procedendo-se a comparagdao com 0s controlos negativo (solvente) e

positivo (antibiéticos), assim como a medi¢cao dos halos desenvolvidos.

De forma a comprovar a esterilidade do meio Muller-Hinton Agar (MHA),
foram mantidas duas placas de Petri sem in6culo nas mesmas condi¢gdes do
ensaio durante o mesmo periodo de tempo. Foram também mantidas, nas

mesmas condig¢oes, trés placas de Petri inoculadas com cada uma das estirpes,
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por espalhamento, de forma a verificar a capacidade reprodutiva das estirpes
bacterianas.

2.5. Teste de Viabilidade Celular

O presente ensaio teve como principal finalidade avaliar a resposta da
viabilidade das células ao efeito do sumo da camarinha. O teste foi realizado via
ensaio MTT, conforme as indicagdes descritas no Kit n° 11465001 — Sigma
aldrich, em culturas celulares tumorais CACO — 2 do adenocarcinoma colorectal
humano da European Collection of Cell Cultures (ECACC, UK).

A linha celular CACO - 2 foi estabelecida por Fogh; Orfeo (1977), a partir de
um adenocarcinoma colorectal humano e, originalmente usadas para triagem de
efeitos citotoxicos de drogas antitumorais, assim como para estudos de
mecanismos de resisténcia a medicamentos (Fogh; Orfeo, 1977). Somente mais
tarde foi demonstrado que as células CACO - 2, mantidas em culturas de longo
prazo, sofrem diferenciagdo morfolégica e funcional (Levy et al., 1989). Além de
exibirem numerosas atividades metabdlicas (enzimas metabdlicas e
transportadores), as células CACO — 2 apresentam uma melhor diferenciagao
enterocitica morfolégica e funcional do que outras linhas celulares do
adenocarcinoma de colon e, apesar de algumas limitagdes decorrentes da sua
origem tumoral, sado consideradas o melhor modelo in vitro do intestino delgado
(Zucco F. et.al., 2006).

O MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolio]) € um sal
de tetrazolio amarelo, soluvel em agua, para testar a viabilidade celular e a
triagem de micotoxinas em larga escala (LU et al., 2012). Testes baseados em
tetrazolio, como o ensaio MTT, medem a viabilidade celular em termos da
capacidade de células metabolicamente ativas de reduzir o sal amarelo de
tetrazolio em cristais de formazan purpura que podem ser solubilizados e
quantificados espectrofotometricamente (Gomez Perez et al.,, 2017). Estudos
anteriores mostraram que o MTT é absorvido pelas células através de endocitose
e reduzido a formazan nos compartimentos endossomais e lisossomais, onde é

entdo transportado para a superficie celular através de exocitose. Assim, a
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quantidade de formazan formado pode ser usada para refletir o potencial redutivo
das células e sua viabilidade (Liu et al., 1997).

O procedimento desenvolvido no presente estudo foi adaptado conforme
método realizado por Nunes et al., (2014). A execugao deste ensaio ocorreu em

parceria com investigadores do Centro de Quimica da Universidade de Coimbra.
2.51. Preparacao das amostras

A obtencdo do sumo da camarinha foi realizada por pressao manual
mecanica, com recurso a almofariz com pildo, em seguida efetuada a filtragao
simples em papel de filtro qualitativo 90 mm de didametro. O extrato foi congelado
a uma temperatura de — 20 °C. Posteriormente, realizou-se a liofilizagdo do sumo
em liofilizador Kinetics Ez — Dry, modelo EZ550R, acoplado a bomba de vacuo

Edwards 12, em temperatura constante de — 42°C e pressao de 100 mT.

Foram preparadas 5 amostras de extrato a 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 % m/v
com a finalidade de testar diferentes concentragdes, sendo que a amostra
liofilizada foi ressuspensa em meio de cultura DNEM, dependendo de cada

concentracao.
2.5.2. Ensaio MTT

O levantamento das células com solugéo a 2,5% (m/V) de tripsina EDTA
(10x solution, Sigma — Aldrich) foi efetuado apds 7 dias de desenvolvimento
celular. Em cdmara de contagem de Neubauer e com recurso ao corante Azul de
Tripan, efetuou-se a contagem das células. Posteiormente, realizou-se p
plagueamento das células em placas de 96 pogos, com uma densidade de 1 x 10*
células/pogo em 300 pl de meio e em seguida incubou-se em uma incubadora de
CO2 (Thermo Scientific BB15) com 5% de COz2 95% de humidade e uma
temperatura constante de 37°C durante 5 dias - condigbes necessarias para que
se atingisse a confluéncia celular total, com renovagédo de meio de cultura ao fim
de 3 dias.

Em seguida ao periodo de incubagdo, o meio foi retirado das placas e
devidamente substituido pelas amostras de extrato de camarinha, anteriormente

preparadas e diluidas em meio, as diferentes concentragdes testadas conforme
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secgcao 2.5.1. Posteriormente as placas foram colocadas na incubadora por um
periodo de aproximadamente 6 horas e em seguida o meio e o extrato das placas
foram removidos e lavados com solugao de lavagem - tampéo PBS (phosphate
buffer saline). Sequencialmente foram adicionados 50 pl/pogo de solugdo 0,5
mg/ml MTT previamente preparada. Novamente procedeu-se a incubagdo das
placas durante aproximadamente 3 horas, sendo que apds este tempo foi
possivel verificar a formagao de cristais sujeitos a solubilizacdo, para efeito de

quantificacao.

Com recurso a um leitor de placas Elisa (Bio Tek), as solugbes resultantes
foram quantificadas em espectrofotometro aocomprimento de onda de 570 nm,
para calculo de viabilidade celular, de acordo com a equacédo 15. Como método
de controlo foram utilizadas amostras que correspondiam a pocgos contendo
apenas o meio DNEM. O presente ensaio foi realizado em duplicado, com
quadriplicados de cada concentracgao.

Viabilidade celular (% do controlo) = Absﬁgsgsgﬂi?aa d”;“iﬁrglfsmr X 100

Equacéao 15
2.6. Ressonancia magnética nuclear

As amostras analisadas por Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) foram
preparadas por diluicdo direta da solugdo dos extratos com agua deuterada D20
10% (v/v), para um volume final de 500 uL. Os espectros 1D 1H RMN foram
adquiridos a 25 °C num espectrémetro Bruker Avance Ill 400 MHz, utilizando a
sequéncia de impulso zgpr. Foi adquirida uma janela espectral de 6402 Hz com
um total de 512 scans e um tempo de relaxagao de 2 s, foi utilizado também o
meétodo de presaturagao para supressao do sinal de solvente.

2.7. Tratamento de Dados e Analise Estatistica

Os resultados realizados no presente estudo foram submetidos a analise
recorrendo ao programa Microsoft Excel 2016. Para efeito de tratamento dos

dados obtidos, apresenta-se média + desvio padrdao. As retas de calibragao e
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corregdo foram determinadas por regressao linear pelo método dos minimos

quadrados.
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3.Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacao Fisico-Quimica

3.11. Caracteristicas Biométricas

Os resultados relativos as caracteristicas biométricas das camarinhas,

encontram-se representados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das caracteristicas biométricas das camarinhas.

i S e Resultados
Caracteristicas Biometricas . . .
(média * desvio padrio)

Altura [mm) 8,81+0,61
Didmetro (mm) 8,931+ 0,64
Calibre {cm) 0,89+ 0,89
Volume {cma} 2,92+0,30
Peso Medio (g) 0,40+ 0,06

Relativamente a altura, o resultado obtido no presente estudo (8,81 mm
0,61) foi semelhante aos valores encontrados por Calvifio-Cancela (2005) (8,20
mm + 0,02), Larrinaga (2010) (8,16 mm), sendo que o resultado que mais se
aproximou, foi do estudo conduzido por Andrade, Gongalves & Guiné (2017) (8,63

mm £ 0,84). A compilagéo destes resultados esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados referentes a altura da camarinha obtidos em diferentes estudos.

Altura
el (média * desvio padrao)
Presente trabalho 8,81+0,61
Calvifio-Cancela (2005) 8,20+ 0,02
Larrinaga (2010)" 8,16
Andrade; Gongalves; PF Guiné (2017) 8,63 +0,84

"NZo ha valores obtidos para desvio padrio
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No que diz respeito ao valor médio do didmetro, o valor obtido no presente
estudo (8,93 mm £ 0,64) foi semelhante aos valores obtidos por Calvifio-Cancela
(2004) (9,0 mm % 0,1) e Calvifio-Cancela (2005) (9,10 mm % 0,02) e ligeiramente
superior ao intervalo encontrado por Bras de Oliveira & Dale (2012) (5 a 8 mm).
Os resultados dos estudos conduzidos por Larrinaga (2010) (9,54 mm) e Andrade,
Gongalves & Guiné (2017) (9,43 mm £ 0,74) apresentaram valores ligeiramente
superiores ao resultado obtido no presente estudo. A compilagdo destes

resultados esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados referentes ao didmetro da camarinha obtidos em diferentes estudos.

Didmetro
Estudos i . .
(média * desvio padrao)

Presente trabalho 3,93 +£0,64

Calvifio-Cancela (2004) 9,0+0,1

Calvifio-Cancela (2005) 9,1+ 0,02
Larrinaga (2010) 9,54
Bras de Oliveira; Dale (2012)° 5a8

Andrade; Gongalves; PF Guiné (2017) 9,43 £0,74

"M&o ha valores obtides para desvic padrio

Em relacdo ao calibre, o resultado do presente estudo (0,89 cm + 0,06) foi
praticamente idéntico ao encontrado por Andrade,Gongalves & Guiné (2017) (0,90
cm + 0,06). Relativamente ao volume, o valor obtido no presente estudo (2,92 cm?
+ 0,30) foi superior ao obtido por Andrade, Gongalves & PF Guiné (2017) (0,39
cm3 £ 0,09) em frutos recolhidos de arbustos dunares em diferentes pontos da

Praia de Mira.

Relativamente ao peso médio do fruto obtido no presente estudo (0,41 g £
0,06) foi similar ao intervalo encontrado em estudo conduzido por Bras de Oliveira
& Dale (2012) (0,30 a 0,50 g) com frutos recolhidos em 7 localizagbes diferentes,
distribuidas de Sines a Aveiro, sendo que, para os frutos recolhidos na mesma
regidao do presente estudo (Sao Pedro de Moel), o resultado foi semelhante (0,49
g = 0,06). O resultado obtido por Andrade, Gongalves & PF Guiné (2017) (0,66 g
+ 0,11) foi ligeiramente superior em relagdo ao presente estudo.
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Os resultados das caracteristicas biométricas verificados nos estudos
descritos anteriormente, apresentaram-se, de uma forma geral, semelhantes aos
resultados do estudo presente. A maior diferenga encontrada foi referente ao
volume, sendo que esta pode estar relacionada as diferentes regides em que os
frutos foram recolhidos, visto que, as caracteristicas edafoclimaticas de cada
regidao influenciam diretamente nos parametros fisicos, assim como o grau de
maturacdo e a forma como a amostra foi selecionada também interferem neste

tipo de caracterizacao.
3.1.2. Determinacao da Parte Edivel

No presente estudo foi calculado o teor da parte edivel do fruto fresco (%),
sendo que, considerou-se que todo fruto € consumido, com exceg¢ao das

sementes.

A partir do resultado desta analise (83,98 % + 1,15) é possivel inferir que, a
edibilidade do fruto fresco é elevada, porém, por ser uma baga de dimensdes
reduzidas e a alta proporgdo das sementes (54,94% do peso seco) (Ledn-
Gonzalez et.al., 2013), pode interferir de forma negativa na adesdo a compra para

possiveis comercializagdes.
3.1.3. Determinacao de Humidade

Para esta analise foi realizada a desidratagao do fruto, de forma a garantir a
eliminacao total do teor de agua. As amostras foram colocadas em estufa onde
permaneceram a temperatura constante de 60°C por 72 horas. Devido a
camarinha ser um fruto com elevado teor de agua, a partir do resultado

encontrado, foi possivel confirmar o elevado teor de humidade.

O resultado do teor de humidade obtido neste estudo foi de 81,68 % + 0,45,
sendo este semelhante ao encontrado por Ledn-Gonzalez et.al. (2013) (83,41%)
e superior ao resultado referenciado por Clavijo et. al. (2003) (75%). O estudo
conduzido por Andrade, Gongalves & PF Guiné (2017) revelou um teor de
humidade supeior (87,89% + 1,04). A compilagao dos resultados desta analise em

comparacgao com os estudos supracitados encontra-se representada na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados referentes ao teor de humidade obtidos em diferentes estudos.

Humidade
Extikien (% * desvio padrao)
Presente trabalho 81,68 £ 0,45
Leén-Gonzilez et.al. (2013)° 83,41
Clavijo et. al. {2003)’ 75,0
Andrade; Gongalves; PF Guiné (2017) B7.89t1,04

"NZo ha valores obtidos para desvio padrao

As diferengas relativas ao teor de humidade encontradas nos estudos
supracitados podem estar relacionadas a fatores climaticos, regides de colheita, e
diferentes tipos de solo, quais influenciam diretamente na composicao fisico-
quimica dos frutos. De acordo com Di Vittori et al. (2018), alguns dos principais
fatores ambientais e agrondmicos que influenciam a qualidade dos frutos silvestres
sao local de crescimento, exposi¢cao solar, temperatura, época de colheita e

precipitacao.
3.1.4. Teor de Solidos Soluveis

Conforme referenciado por Di Vittori et al. (2018), o teor de agucares elevado
e o teor de acido relativamente alto, sdo parédmetros necessarios para determinar
o0 bom sabor dos frutos, sendo que a percepcao da dogura é um fator importante

na determinacao da preferéncia do consumidor.

O sumo puro da camarinha foi utilizado para determinar o teor de sélidos
soluveis na presente investigacdo. O valor obtido de ° Brix (11,00 £ 0,00) foi
superior aos resultados encontrados por Andrade; Gongalves; Guiné (2017) (6,20
1 0,00), Pimpao et al. (2013) e Santos et al. (2014) (6,80 + 0,00).

Fatores ambientais e agrondmicos como local de crescimento, temporada de
colheita, precipitacdo pluvial e temperatura, influenciam diretamente no conteudo

de sdlidos soluveis (Di Vittori et al., 2018).

Tendo em conta o supracitado, é possivel inferir que o resultado obtido para
o teor de sdlidos soluveis da camarinha no presente estudo, demostrando ser

superior aos resultados reportados na literatura, tem relagdo com a época de
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colheita do fruto, considerando que as amostras de camarinha utilizadas

encontravam-se sob um estagio de maturagado mais avangado.
3.1.5. Determinacao de Acucares Redutores

Os resultados da determinagao dos acucares redutores, através do método
DNS, obtidos a partir de 1,0 g de peso seco das amostras liofilizadas das

camarinhas, foram expressos em mg/100 g ms (matéria seca).

Os valores obtidos para as amostras das sementes, polpa e folhas liofiizadas
foram (23,69 mg/100g + 0,82), (71,55 mg/100g = 1,09) e (218,69 mg/100g + 2,30)

respectivamente.

O resultado encontrado para a amostra de polpa das camarinhas (71,55
mg/100g + 1,09) foi relativamente superior ao obtido por Andrade; Gongalves;
Guiné (2017) (62,80 mg/100g = 0,80). Esta diferenga pode estar relacionada ao
estado de maturagéo dos frutos, assim como o tipo de metodologia aplicado para
esta determinagdo. Fatores edafoclimaticos também devem ser considerados,

pois influenciam significativamente no parametro analisado.

Relativamente as folhas, o teor de acucares redutores encontrado foi
consideravelmente mais alto, em comparagdo com a polpa e as sementes. De
acordo com Zhu et al. (2018), nas folhas em desenvolvimento, as enzimas de
clivagem de sacarose sdo extremamente ativas, fornecendo grandes quantidades
de acgucares redutores como substancia, tanto para formar esqueletos de carbono
celular, como para alimentar diversos mecanismos consumidores de energia.
Neste sentido € possivel inferir que em folhas imaturas ou em estado de
desenvolvimento, maior sera o teor de agucares redutores, o que explica o valor

obtido para a amostra analisada.
3.1.6. Determinacao do perfil acidos gordos

Esta determinac&o foi realizada em triplicado e os ésteres metilicos dos
acidos gordos (FAME’s) foram obtidos por transmetilagdo direta a partir de
amostras liofilizadas e trituradas (50mg) da polpa, folhas e sementes da

camarinha. A identificagdo dos cromatdgrafos (Anexo 1), foi realizada através da
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comparacgao do tempo de retencédo dos picos das amostras com o padrdo Supelco
FAME Mix C8 — C24.

O perfil dos acidos gordos foi realizado atribuindo-se que a fragao
correspondente a um determinado acido gordo é a razéo entre a respetiva area

do pico e a area total dos picos, representados em percentagem.

A composi¢cdo em percentagem dos acidos gordos para as amostras das

folhas de camarinha esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6. Composi¢cao em acidos gordos (%) presentes nas amostras de folhas de camarinha.

Acidos gordos Folhas de camarinha
Nomenclatura Média (%) Desvio Padrdo

Alfa-linolénico (C18:3n-3) - PUFA*/ALA® 37,67 +1,89
Araquidico (C20:0) - SFA® 3,06 +0,72
Behénico (€22:0) - SFA® 1,57 +0,70
Eicosapentanoico (C20:5n-3) - PUFA/EPA° 3,87 +0,85
Estedrico (C18:0) - SFA® 3,54 +0,65
Lignocérico (C24:0) - SFA® 3,02 +0,28
Linoleico (C18:2n-6) - PUFA® 13,87 +0,39
Miristico (C14:0) - SFA® 1,68 +0,04
Nervénico (C24:1n-9) - MUFA® 5,06 +0,19
Oleico (C18:1n-9) - MUFA® 2,32 +0,29
Palmitico (C16:0) - SFA® 14,17 +0,88
Palmitoleico (C16:1n-7) - MUFA® 0,39 +0,09
Tridecandico (C13:0) - SFA® 5,11 +2,24

®SFA: Acidos gordos saturados (Satureted fatty acids).

"MUFA: Acidos gordos monoinsaturados (Monounsaturated fatty acids).
‘PUFA: Acidos gordos polinsaturados (Polyunsaturated fatty acids ).
ALA: Acido alfa-linolénico (Alpha linolenic acid ).

°EPA: Acido eicosapentandico (Eicosapentanoic acid ).

O perfil dos acidos gordos das folhas de camarinha, conforme apresentado

na Tabela 6, revelou que, em termos de quantidade absoluta, o acido alfa-
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linolénico (C18:3n-3) foi o acido gordo identificado em maior abundéncia,
representando 37,67% = 1,89 do total dos acidos gordos, seguido pelo acido
linoleico (C18:2n-6) (13,87% = 0,39). Foi também identificado em menor

quantidade o acido eicosapentanoico (C20:5n-3) (3,87% = 0,85).

O acido palmitico (C16:0) foi o SFA mais abundante identificado (14,17% =
0,88), seguido pelo acido tridecandico (C13:0) (5,11% = 2,24). Os demais SFAs
apresentaram valores consideravelmente inferiores. E possivel verificar que os
SFAs predominaram em relagdo aos MUFAs, representando 32,15% do total dos
acidos gordos, enquanto os MUFAs representaram apenas 7,77% do total, sendo
o acido nervonico (C24:1n-9) o MUFA predominante (5,06% = 0,19). Os PUFAs
apresentaram uma média de 55,41% do total de acidos gordos das folhas de

camarinha, constituindo o grupo dominante.

A composicdo em percentagem dos acidos gordos para as amostras de
polpa de camarinha esta apresentada na Tabela 7.

A partir dos valores obtidos, que representam o perfil de acidos gordos
presentes na polpa de camarinha, representado na Tabela 7, é possivel verificar
que, em termos de quantidade absoluta, o acido eicosapentanoico (C20:5n-3) foi
identificado em maior abundancia, representando 30,70% % 2,10 do total dos

acidos gordos, seguido pelo acido linoleico (C18:2n-6) (12,84% £ 0,72).

Relativamente aos SFAs, o acido palmitico (C16:0) é predominante (11,20%
+ 1,60), seguido pelo acido lignocérico (C24:0) (10,10% = 1,90) e pelo acido
laurico (C12:0) (9,60% =+ 3,20). Os demais SFAs apresentam valores

relativamente inferiores.

Em relacédo aos MUFAs, o acido oleico (C18:1n-9) é predominante (8,01% %
0,81), sendo que, para o referido grupo, também se apresentam em menores
quantidades os acidos nervbnico (C24:1n-9) (2,00% = 0,50) e eicosandico
(C20:1n-9) (1,84% £ 0,14).

Assim como para o perfil dos acidos gordos presentes nas folhas de
camarinha, na polpa os PUFAs também constituem o grupo dominante,
representando 46,99% do total dos acidos gordos, sendo o acido alfa-linolénico
(C18:3n-3) o que aparece em menor quantidade (3,45 + 0,54). Os SFAs
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representam 40,66%, enquanto os MUFAs 11,85% do total de acidos gordos que

compde as amostras de camarinha.

Tabela 7. Composicao em acidos gordos (%) presentes nas amostras de polpa de camarinha.

Acidos gordos Polpa de camarinha
Nomenclatura Média (%) Desvio Padrao
Alfa-linolénico (C18:3n-3) - PUFA®/ALA® 3,45 +0,54
Araquidico (C20:0) - SFA® 0,67 +0,05
Behénico (C22:0) - SFA® 4,23 +0,89
Eicosandico (C20:1n-9) - MUFA® 1,84 +0,14
Eicosapentanoico (C20:5n-3) - PUFA‘/EPA® 30,70 +2,10
Estedrico (C18:0) - SFA® 3,50 +1,00
Laurico (C12:0) - SFA® 9,60 +3,20
Lignocérico (C24:0) - SFA® 10,10 +1,90
Linoleico (C18:2n-6) - PUFA® 12,84 +0,72
Miristico (C14:0) - SFA® 1,06 +0,19
Nervonico (C24:1n-9) - MUFA® 2,00 +0,50
Oleico (C18:1n-9) - MUFA® 8,01 +0,81
Palmitico (C16:0) - SFA® 11,20 +1,60

®SFA: Acidos gordos saturados (Satureted fatty acids).

PMUFA: Acidos gordos monoinsaturados (Monounsaturated fatty acids).
“PUFA: Acidos gordos polinsaturados (Polyunsaturated fatty acids ).
ALA: Acido alfa-linolénico (Alpha linolenic acid ).

°EPA: Acido eicosapentandico (Eicosapentanoic acid ).

A composicdo em percentagem dos acidos gordos para as amostras de

sementes de camarinha esta apresentada na Tabela 8.

Conforme os dados obtidos na determinacao do perfil de acidos gordos nas
sementes de camarinha (Tabela 8), é possivel verificar que, em termos de
quantidade absoluta, o acido araquidico (C20:0) foi identificado em maior
abundancia (50,80% + 1,20). Os SFAs representam o grupo dominante, 56,62%

do total de acidos gordos presentes nas sementes.
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O PUFA linoleico (C18:2n-6) foi o unico identificado, constituindo 31,10% +
0,35 do total de acidos gordos. O MUFA oleico (C18:1n-9) foi também identificado
e constituiu 12,32% £ 033 do perfil total de acidos gordos contidos nas amostras

das sementes de camarinha.

Tabela 8. Composi¢cado em acidos gordos (%) presentes nas amostras de sementes de camarinha.

Acidos gordos Sementes de camarinha
Nomenclatura Média (%) Desvio Padrdo
Araquidico (C20:0) - SFA® 50,80 +1,20
Estearico (C18:0) - SFA® 1,47 +0,56
Linoleico (C18:2n-6) - PUFA® 31,10 +0,35
Oleico (C18:1n-9) - MUFA® 12,32 +0,33
Palmitico (C16:0) - SFA® 4,35 +0,36

®SFA: Acidos gordos saturados (Satureted fatty acids).
®MUFA: Acidos gordos monoinsaturados (Monounsaturated fatty acids).

‘PUFA: Acidos gordos polinsaturados (Polyunsaturated fatty acids).

De um modo geral, os PUFAs (acidos gordos polinsaturados), foram o grupo
predominante nas folhas e polpa da camarinha, aparecendo também em boas
quantidades nas sementes. De acordo com Satogami et al. (2019), os acidos
graxos polinsaturados (PUFAs) vém sendo destaque nos campos da psiquiatria,
devido aos seus efeitos neuroprotetores, como a elevacao dos niveis de BNDF
(fator neurotrofico derivado do cérebro), assim como elevada capacidade
antioxidante e anti-inflamatéria. Satogami et al. (2019) também cita que diversos
estudos recentes relatam maior prevaléncia de disturbios alimentares em

individuos com niveis anormais de PUFAs.

3.2. Atividade Antioxidante

3.21. Quantificacao dos compostos fendlicos totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi determinada através do

método Folin-Ciocalteu. Foram analisados extratos do fruto inteiro (FI), folhas
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(FO), flores (FL), sumo (SU), polpa desidratada (PD) e sementes desidratadas
(SD). Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido
galico por 100 gramas de amostra (mg GAE/100g), conforme demonstrado na

Figura 21.

No que diz respeito a analise realizada no fruto inteiro, o valor de compostos
fendlicos totais obtido foi de 83,64 mg GAE/100g + 1,04, demonstrando ser
inferior ao resultado encontrado por Ledn-Gonzalez et al. (2013) 121,44 mg
GAE/M00g *= 12,27. A diferenga encontrada pode estar relacionada as
caracteristicas edafoclimaticas de cada regido de colheita, condigbes de
crescimento e estado de maturacdo dos frutos e 0 método de extracdo adotado.
Um estudo conduzido por Andrade (2016), demonstrou que as camarinhas
brancas apresentaram valores de compostos fendlicos totais superiores aos das
camarinhas rosadas translucidas, o que explica o valor obtido na presente
investigacdo, onde os frutos utilizados encontravam-se em um estagio de

maturacao mais avancado.

Relativamente as folhas e flores, os resultados encontrados foram 246,73
mg GAE/100g + 21,20 e 32,00 mg GAE/100g + 2,39, respetivamente. As folhas
apresentaram um valor interessante no teor de compostos fendlicos totais,
demonstrando ser superior ao encontrado por Macedo et al. (2015) (112,35 mg
GAE/100g = 3,96). Fragdes enriquecidas de polifendis (PEF) das folhas de
Corema album foram caracterizadas pela primeira vez em um estudo conduzido
por Macedo et al. (2015), onde obteve resultados promissores para os PEFs
testados, demonstrando uma consideravel atividade protetora contra a toxicidade
induzida por a Syn (alfa sinucleina), assim como sua capacidade de estabilizar
espécies oligoméricas nao toxicas de a Syn, reduzir os niveis de ROS (Espécies
Reativas de Oxigénio) e aumentar a fungdo autofagica comprometida pela
expressdo da a Syn. Desta forma, os resultados sugerem que os polifendis
presentes nas folhas do Corema album podem ser agentes terapeuticos
interessantes como forma de prevenir a toxicidade da a Syn na Doencga de
Parkinson e em outras sinucleinopatias (MACEDO et al., 2015). A bioatividade de
folhas e flores de Corema album, ainda pouco caracterizada, pode representar um

conjunto de fitoquimicos importante a ser explorado em estudos futuros.
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Em relagdo a polpa desidratada, o valor encontrado foi de 31,44 mg
GAE/100g = 0,20. Quanto ao sumo, era esperado que o teor de compostos
fendlicos totais fosse relativamente menor (59,54 mg GAE/100 mL + 2,45) se
comparado ao fruto inteiro (83,64 mg GAE/100g %= 1,04), tonando-se assim
possivel inferir que também existem compostos fendlicos, em menores

quantidades, nas sementes desidratadas (28,48 mg GAE/100g + 0,44).

Compostos Fenolicos Totais

300
250 I
200
150

100

(mg GAE / 100g amostra)

50

Fl FO FL su PD SD
Amostras analisadas

Figura 21. Compostos Fendlicos Totais (mg GAE/100g) em amostras do fruto inteiro (Fl),
folhas (FO), flores (FL), sumo (SU), polpa desidratada (PD) e sementes desidratadas (SD),
obtidos a partir do método Folin-Ciocalteu.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram comparar o teor de

compostos fendlicos totais da camarinha com outros pequenos frutos (Tabela 9).

Através de um estudo conduzido por Rodrigues et al. (2011), onde avaliou o
teor de compostos fendlicos totais de diferentes genotipos de mirtilo (Vaccinium
sp.) cultivados no Brasil, através do método Folin-Ciocalteu, foi possivel verificar
que o conteudo fendlico total dos mirtilos, quais variaram de 274,48 a 694,60 mg
GAE/100g de peso fresco, demonstraram ser realtivamente superiores ao do
Corema album (83,64 mg GAE/100g + 1,04).
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Moyer et al. (2002) investigou diferentes espécies e genotipos de amoras e
groselhas silvestres, quanto ao teor de compostos fendlicos totais, determinado
através do método Folin-Ciocalteu, sendo que os resultados obtidos variaram de
126,00 mg GAE/100g = 0,30 a 1079,00 mg GAE/100g + 34,00 para as amoras €
191,00 mg GAE/100g + 17,00 a 1790,00 mg GAE/100g * 59,00 para as
groselhas, valores superiores aos encontrados para a camarinha na presente

investigacao.

As razbes para a alteridade dos valores encontrados nos estudos
supracitados, para os diferentes frutos silvestres, em relagdo aos obtidos no
presente estudo para a camarinha, deve-se nao somente ao facto de serem frutos
com caracteristicas peculiares e de identidades e constituicbes diferentes, mas
também possivelmente devido a coloracdo branca da camarinha, assim sendo,
possuir um menor teor de antocianinas, compostos responsaveis por proporcionar

cor aos frutos.

Abe et al. (2007) avaliou o conteudo de compostos fendlicos totais de cinco
cultivares de uvas através do meétodo Folin-Ciocalteu, sendo que o conteudo
variou significativamente, entre 65,00 mg GAE/100g + 1,00 a 390,00 mg
GAE/100g + 30,00. As uvas de coloragdo mais intensa demonstraram ser mais
interessantes do ponto de vista funcional, apresentando maior teor de compostos
fendlicos. A uva branca Moscato Emprapa, livre de antocianinas, foi a que
apresentou menor teor de compostos fenodlicos (65,00 mg GAE/100g £ 1,00),
demonstrando ser inferior ao resultado obtido para a camarinha no presente
estudo (83,64 mg GAE/100g + 1,04).
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Tabela 9. Teor de compostos fendlicos totais, determinado pelo método Folin-Ciocalteu, em
estudos variados para diferentes tipos de frutos.

Compostos Fenolicos Totais
Frutos (mg GAE/100g fruto fresco
desvio padrao)
Camarinha (Presente trabalho) 83,64+ 1,04
Camarinha (Leén-Gonzélez et.al., 2013) 121,44 + 12,27
Mirtilo (Rodrigues et al., 2011) 274,48 £+ 5,63 a 694,60 + 47,39
Amora (Moyer et al., 2002) 126,00 +0,30a 1079,00 + 34,00
Groselha (Moyer et al., 2002) 191,00 +17,00a 1790,00 + 59,00
Uva branca Moscato - Embrapa (Abe et al., 2007) 65,00+ 1,00

3.2.2. Capacidade de reducao do radical ABTS

A capacidade antioxidante, determinada pelo poder de redugao do radical
ABTS, foi realizada em extratos do fruto inteiro (Fl), folhas (FO), flores (FL), sumo
(SU), polpa desidratada (PD) e sementes desidratadas (SD). Os resultados foram
expressos em mg VCEAC/100g de amostra (VCEAC: Equivalente em Vitamina
C), conforme demonstrado na Figura 22.

Relativamente a analise realizada no fruto inteiro, o resultado obtido para a
capacidade antioxidante foi de 109,10 mg VCEAC/100g + 0,17. Para as folhas e
flores, respetivamente, os valores encontrados foram 153,14 mg VCEAC/100 g +
0,19 e 105,73 mg VCEAC/100 g * 1,73. O sumo da camarinha apresentou
atividade antioxidante total de 75,29 mg VCEAC/100 g £ 0,73.

Em relagdo a polpa desidratada, o valor obtido foi de 50,61 mg VCEAC/100g
+ 1,78. O resultado obtido por Andrade; Guiné; Gongalves (2017), utilizando
Trolox como padréo, foi de 65,00 umol TE/g + 2,00 para as polpas de camarinha
branca e 52,00 ymol TE/g £ 3,00 para as polpas de camarinha translucidas,
demosntrando uma maior atividade antioxidante nos frutos de cor branca quando
comparados aos frutos com grau de maturagdo mais avangado. O resultado

encontrado para as sementes desidratas analisadas na presente investigagao foi

51



de 48,63 mg VCEAC/100 g + 2,08. Andrade; Guiné; Gongalves (2017) também
estudou a capacidade antioxidante total das sementes de camarinha branca e
camarinha translucida e os resultados obtidos foram 48,00 umol TE/g + 3,00 e
48,00 ymol TE/g + 4,00, ndo apresentando diferengas significativas para a
atividade antioxidante total dos frutos em estagios de maturagdo diferentes.
Apesar do método empregado para a determinagdo da capacidade antioxidante
na presente investigagao e no estudo supracitado ser o mesmo, os resultados n&o
sdo comparaveis ja que o padrao utilizado na respetiva analise foi diferente.
Todavia, as diferengas encontradas devem ter relacdo com as caracteristicas
edafoclimaticas de cada regido de colheita e o estagio de amadurecimento dos

frutos analisados.
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Figura 22. Capacidade Antioxidante Total (mg VCEAC/100g) em amostras do fruto inteiro
(FI), folhas (FO), flores (FL), sumo (SU), polpa desidratada (PD) e sementes desidratadas
(SD), obtida a partir do método ABTS.

Os resultados obtidos no presente estudo para a determinacao da
capacidade antioxidante total através do método ABTS, mostraram que a polpa
da camarinha apresentou uma maior atividade antioxidante se comparada com as
respetivas sementes. Apesar de ainda nao terem sido caracterizadas quanto a

sua bioatividade, as flores da camarinha apresentaram elevada capacidade
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antioxidante, considerando-se assim um aspecto importante a ser explorado em

estudos futuros.

Floegel et al. (2011) avaliou a capacidade antioxidante total de diferentes
frutos, determinada através do método ABTS, tornando possivel comparar os
resultados com os obtidos no presente estudo (Tabela 10). Frutos como o mirtilo
(476,60 mg VCEAC/100 g + 28,90); cereja (194,20 mg VCEAC/100 g + 22,00);
groselha (119,60 mg VCEAC/100 g % 7,50); uva vermelha (214,40 mg
VCEAC/100 g = 48,50) e morango (273,50 mg VCEAC/100 g *= 21,80)
apresentaram maior capacidade antioxidante em relacéo ao resultado encontrado
para camarinha nesta investigacdo (109,10 mg VCEAC/100 g = 0,17). A
camarinha apresentou capacidade antioxidante relativamente superior se
comparada a frutos maiores como a manga (63,90 mg VCEAC/100 g + 1,70);
nectarina (35,70 mg VCEAC/100 g + 30,00); avocado (70,00 mg VCEAC/100 g +
10,10); péssego (70,00 mg VCEAC/100 g £ 8,50); meldo cantaloupe (49,30 mg
VCEAC/100 g * 6,10), grapefruit (toranja) (97,90 mg VCEAC/100 g £ 1,70) e a
péra (94,30 mg VCEAC/100 g + 8,60).

Conforme resultados obtidos na determinacido dos compostos fendlicos
totais (3.2.1.), ao comparar a camarinha com outros pequenos frutos a partir de
diferentes estudos, foi possivel observar que esta apresentava valores inferiores
de conteudo fendlico total em relacdo aos demais frutos como mirtilo, amora e
groselha. Da mesma forma para a capacidade antioxidante total, diante dos
resultados apresentados no paragrafo acima, é possivel verificar que os
pequenos frutos com coloragdo mais intensa, como o mirtilo, cereja, groselha, uva
vermelha e o0 morango apresentaram uma capacidade antioxidante
consideravelmente maior em relagdo a camarinha. Apesar de serem frutos
diversificados e, portanto, possuirem caracteristicas e constituicbes diferentes,
possivelmente a maior capacidade antioxidante esteja relacionada ao maior teor
de antocianinas, ja que conforme apresentado na Tabela 10, é possivel verificar
que as diferengas encontradas entre as capacidades antioxidantes determinadas

pelo método ABTS, foi maior nos frutos altamente pigmentados.
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Tabela 10. Comparacdo da capacidade antioxidante total da camarinha com diferentes
frutos, determinada pelo método ABTS, através de um estudo conduzido por Floegel et al.

(2011).

Frutos

Camarinha

Mirtilo
Cereja
Cranberry
Uva vermelha
Morango
Manga
Nectarina
Avocado
Péssego
Meldo Cantaloupe
Grapefruit (toranja)

Péra

Capacidade antioxidante - ABTS
(mg VCEAC/100g fruto * desvio
padrao)

Presente estudo
109,10+ 0,17
Floegel et al. (2011)

476,60 + 28,90
194,20 + 22,00
119,60 + 7,50
214,40 + 48,50
273,50 + 21,80
63,90 1,70
35,70 + 30,00
70,00 + 10,10
70,00 + 8,50
49,30+6,10
97,90 + 1,70
94,30 + 8,60

3.2.3. Capacidade antioxidante: DPPH

O ensaio DPPH foi realizado para determinar a capacidade antioxidante total
do fruto inteiro (FI), folhas (FO), flores (FL), sumo (SU), polpa desidratada (PD) e
sementes desidratadas (SD), sendo que os resultados foram expressos em mg
VCEAC/100g de amostra (VCEAC: Equivalente em Vitamina C), conforme

demonstrado na Figura 23.

Relativamente as folhas e flores, os valores obtidos foram de 168,07 mg
VCEAC/100g = 2,27 e 90,19 mg VCEAC/100g + 3,32. O sumo apresentou uma
capacidade antioxidante de 60,70 mg VCEAC/100g + 0,19.

Em relacdo a polpa da camarinha e as sementes desidratadas, os resultados
encontrados foram 51,62 mg VCEAC/100g + 2,35 e 45,32 mg VCEAC/100g +
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1,24, demonstrando uma maior atividade antioxidante da polpa em relacdo as
sementes. O resultado obtido por Andrade; Guiné; Gongalves (2016), através do
ensaio DPPH, utilizando Trolox como padrao, foi de 40,10 pymol TE/g para as
polpas de camarinha branca e 38,00 ymol TE/g £ para as polpas de camarinha
translucidas e uma capacidade antioxidante de 35,50 ymol TE/g para sementes
de camarinha branca e 36,00 umol TE/g para as sementes de camarinha
tranlucida, onde € possivel observar que, os diferentes estagios de maturagao dos
frutos nao influenciaram significativamente na capacidade antioxidante total, tanto
para as analises realizadas na polpa quanto nas sementes. O método empregado
na determinacédo da capacidade antioxidante do estudo anteriormente citado e da
presente investigacdo € o mesmo, todavia ndo € possivel realizar comparagdes
aos resultados, ja que os padrdes utilizados nas respetivas analises sao

diferentes.

Capacidade Antioxidante Total - DPPH
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Figura 23. Capacidade Antioxidante Total (mg VCEAC/100g) em amostras do fruto inteiro (Fl),
folhas (FO), flores (FL), sumo (SU), polpa desidratada (PD) e sementes desidratadas (SD),
obtida a partir do método DPPH.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram comparar a atividade
antioxidante total da camarinha com outros frutos a partir de diferentes estudos
(Tabela 11).
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O resultado da atividade antioxidante total da camarinha (Fl), obtido no
presente estudo, determinado através do ensaio DPPH, foi de 103,26 mg
VCEAC/100 g = 2,42, demonstrando ser consideravelmente superior ao fruto
tamarindo (47,25 mg VCEAC/100 g £ 10,28) e a graviola (16,94 mg VCEAC/100 g
1 0,06), resultados esses obtidos a partir de um estudo conduzido por Almeida et
al. (2011), realizado através do método DPPH.

Floegel et al. (2011) também avaliou a atividade antioxidante de alguns
frutos através do ensaio DPPH, tendo a camarinha uma capacidante antioxidante
superior (103,26 mg VCEAC/100 g + 2,42) a frutos maiores como a laranja (81,40
mg VCEAC/100 g + 13,20), a pera (68,30 mg VCEAC/100 g  4,70), a nectarina
(38,90 mg VCEAC/100 g + 5,70) e semelhante ao limao (101,20 mg VCEAC/100 g
+ 2,00) e uma capacidade antioxidante inferior ao mirtilo (383,50 mg VCEAC/100
g * 16,00), a cereja (165,10 mg VCEAC/100 g + 12,80), a uva vermelha (182,90
mg VCEAC/100 g £ 36,80) e ao morango (520,70 mg VCEAC/100 g + 39,30).

Um estudo conduzido por Van de Velde et al. (2016), avaliou a capacidade
antioxidante total de trés variedades de amoras pretas (Jumbo, Blacksatim e
Dirksen) através do método DPPH, sendo que os valores obtidos foram
significativamente superiores (800,00 mg VCEAC/100 g £+ 50,00) (798,00 mg
VCEAC/100 g + 20,00) e (714,00 mg VCEAC/100 g £ 32,00), quando comparados
a camarinha (103,26 mg VCEAC/100 g + 2,42).

A partir das comparagdes apresentadas, € possivel observar, assim como ja
citado em 3.2.2., que os frutos de coloragdo mais intensa e altamente
pigmentados, como o mirtilo, cereja, uva vermelha, morango e amora preta,
apresentaram uma atividade antioxidante relativamente superior, tanto em relacao
a camarinha quanto a outros frutos maiores e de coloracdo menos intensa,
possivelmente devido ao maior teor de antocianinas presente nos frutos altamente

pigmentados.

Apesar de possuirem caracteristicas e constui¢cdes diferentes, a camarinha
apresentou uma capacidade antioxidante total semelhante ao limao, fruto este
conhecido por seu alto teor de compostos fendlicos e forte bioatividade
(capacidade antioxidante e anti-inflamatoria) (Dong et al., 2019).
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Tabela 11. Comparagao da capacidade antioxidante total da camarinha com outros frutos,
determinada pelo método DPPH, a partir de diferentes estudos.

Capacidade antioxidante -
Frutos DPPH (mg VCEAC/100g fruto
desvio padrao)
Presente estudo
Camarinha 103,26+ 2,42
Almeidaetal. (2011)
Tamarindo 47,25+ 10,28
Graviola 16,94 + 0,06

Floegel et al. (2011)

Laranja 81,40+ 13,20
Péra 68,30+ 4,70
Nectarina 38,90+5,70
Limdo 101,20 + 2,00
Mirtilo 383,50 + 16,00
Cereja 165,00 + 12,80
Uva Vermelha 182,90 + 36,80
Morango 520,70 + 39,30

Van de Velde et al. (2016)

Amora Preta (Jumbo) 800,00 + 50,00
Amora Preta (Blacksatim ) 798,00 + 20,00
Amora Preta (Dirksen ) 714,00 + 32,00

3.2.4. Capacidade antioxidante: FRAP

O ensaio do poder antioxidante redutor férrico (FRAP), foi realizado para
determinar a capacidade antioxidante total do fruto inteiro (Fl), flores (FL), sumo
(SU), polpa desidratada (PD) e sementes desidratadas (SD) da camarinha, sendo
que os resultados foram expressos em PM FeSO4/g de amostra, conforme

demonstrado na Figura 24, onde FeSO4— sulfato ferroso.

O resultado obtido para as flores foi de 8,59 yM FeSOa4/g + 0,03. O sumo da

camarinha apresentou uma capacidade antioxidante de 9,27 uM FeSOa/g * 0,02.

Relativamente a polpa e as sementes desidratadas, os resultados
encontrados foram 6,48 yM FeSO4/g + 0,03 e 5,74 uyM FeSOs/g + 0,04,
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respectivamente, demostrando que, assim como nos demais métodos
anteriormente descritos, a polpa da camarinha apresentou uma capacidade

antioxidante superior se comparada com as respetivas sementes.

O valor da capacidade antioxidante encontrado na amostra do fruto inteiro foi
de 10,46 yM FeSOu/g + 0,07.

Capacidade Antioxidante Total - FRAP

12

10

uM FeSO,/g amostra
[=p]
]

FI FL sU PD SD
Amostras analisadas

Figura 24. Capacidade Antioxidante Total (UM FeSQOas/g) em amostras do fruto inteiro (FI),
flores (FL), sumo (SU), polpa desidratada (PD) e sementes desidratadas (SD), obtida a partir
do ensaio FRAP.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram comparar a atividade
antioxidante total da camarinha com outros frutos a partir de diferentes estudos
(Tabela 12).

Um estudo realizado por Denardin et al. (2015), avaliou a atividade
antioxidante total, através do ensaio FRAP, de trés variedades de pitanga, onde
os valores obtidos foram 33,17 uM FeSOu4/g + 2,80 para pitanga laranja, 23,43 yM
FeSOa4/g + 4,40 para pitanga vermelha e 81,62 uM FeSO4/g £ 10,00 para pitanga
roxa e duas variedades de amora, sendo os resultados encontrados de 52,51 uM
FeSOa4/g £+ 3,30 para a amora Xavante e 66,60 yM FeSOu4/g + 4,30 para a amora

Cherokee, demosntrando resultados de atividade antioxidante superiores ao fruto
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da camarinha (10,46 uM FeSOs/g £ 0,07). A partir dos valores encontrados no
estudo anteriormente citado, é possivel verificar que a pitanga roxa apresentou
uma capacidade antioxidante significativamente maior em comparagao as outras
duas variedades (laranja e vermelha), devido a sua elevada pigmentacéo e,
portanto, maior teor de antocianinas, o que novamente justifica as diferengas de
atividade antioxidante deste tipo de fruto quando comparados a camarinha.
Denardin et al. (2015) também verificou que, tanto as amoras quanto a pitanga
roxa possuem um maior teor de compostos fendlicos totais, quercetina
(flavonoide) e cianidina (antocianina), compostos que contribuem diferencialmente

para a capacidade antioxidante desses frutos.

koca; Karadeniz (2009) investigou a capacidade antioxidante total de
mirtilos selvagens e cultivados, através do ensaio FRAP, sendo que os resultados
obtidos variaram entre 34,45 yM FeSO4/g a 57,92 pM FeSOs/g para os mirtilos
selvagens e 7,41 yM FeSOu4/g a 13,69 pM FeSOu4/g para mirtilos cultivados. Os
mirtilos selvagens apresentaram uma capacidade antioxidante relativamente
superior a camarinha (10,46 yM FeSOa4/g £ 0,07), enquanto que, para os mirtilos
cultivados, a camarinha encontra-se dentro do intervalo dos valores obtidos,
relativamente a sua capacidade antioxidante. Neste sentido, € possivel inferir que
as condicbes ambientais e de cultivo, as caracteristicas edafoclimaticas e as
variedades dentro de uma mesma espécie, sido fatores que influenciam de forma

significativa o parametro analisado.

Pineli et al. (2011) avaliou a capacidade antioxidante de duas variedades de
morangos em diferentes estagios de maturagao, via método FRAP, sendo que os
resultados obtidos para a variedade Osogrande foram 36,75 yM FeSO4/g £ 6,49
(verde), 34,30 uM FeSOu4/g + 3,00 (rosa) e 27,37 uM FeSOa4/g + 5,77 (maduro) e
para a variedade Camino Real foram 26,50 uM FeSOua/g + 2,00 (verde), 28,49 uM
FeSOa4/g £ 2,48 (rosa) e 24,13 yM FeSOu4/g + 2,97 (maduro), valores superiores se
comparados a camarinha (10,46 yM FeSO4/g £ 0,07). A partir dos resultados
obtidos no estudo em questdo, é possivel observar que, para a variedade
Osogrande, a capacidade antioxidante variou consideravelmente entre os
morangos verdes, quais apresentaram uma maior atividade antioxidante, em
relagdo aos morangos maduros, e que para ambas as variedades, 0s morangos

na fase rosa apresentaram maior atividade antioxidante em relagdo aos morangos
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maduros, onde de acordo com Pineli et al. (2011), durante a fase rosa um maior

teor de compostos fendlicos, acido elagico e vitamina C também foram

observados. Sendo assim, o grau de maturagdo dos frutos pode ser um

importante fator a ser considerado para justificar as diferengas encontradas na

analise do parametro em questdo, para frutos de mesma espécie e variabilidade,

sob estagios de maturagao diferentes.

Tabela 12. Comparacao da capacidade antioxidante total da camarinha com outros frutos,
determinada pelo método FRAP, a partir de diferentes estudos.

Frutos

Capacidade antioxidante - FRAP
(LM FeSO,/g fruto + desvio

Presente estudo

Camarinha

Denardin et al. (2015)

Pitanga Laranja
Pitanga Vermelha
Pitanga Roxa
Amora Xavante

Amora Cherokee

koca; Karadeniz (2009)

Mirtilos Selvagens

Mirtilos Cultivados

Pineli et al. (20

Morango Osogrande (verde)
Morango Osogrande (rosa)
Morango Osogrande (maduro)
Morango Camino Real (verde)
Morango Camino Real (rosa)

Morango Camino Real (maduro)

11)

*

padrio)

10,46 +0,07

33,17+2,80
23,43+4,40
81,61+ 10,00
52,51+3,30
66,60 + 4,30

34,45 a 57,92
7,41a 13,69

36,75+6,49
34,30+ 300
27,37 +5,77
26,50+ 2,00
28,49+2,48
24,13+2,97

* N3o hd valores obtidos para desvio padrio

60



3.2.5. Correlacao entre os compostos fenélicos totais e
a atividade antioxidante total determinada pelos ensaios
ABTS, DPPH e FRAP

A correlagao entre o teor de compostos fendlicos totais, expressos em mg
GAE/100g de amostra e a atividade antioxidante total determinada pelo ensaio
ABTS (mg VCEAC/100g) foi obtida pela reta de correlagdo apresentada na Figura
25.
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Figura 25. Reta de correlacao entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante
total realizada através do ensaio ABTS.

De acordo com o valor encontrado para o coeficiente de determinagéo (r? =
0,7009), foi obtido o valor do coeficiente de correlagdo (r = 0,8372), onde é
possivel verificar que existe uma correlagdo positiva forte entre os valores de
compostos fendlicos totais e os valores de atividade antioxidante total obtidos

através do método ABTS.

A correlagao entre o teor de compostos fendlicos totais, expressos em mg
GAE/100g de amostra e a atividade antioxidante total determinada pelo ensaio
DPPH (mg VCEAC/100 g) foi obtida pela reta de correlagdo apresentada na
Figura 26.
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Figura 26. Reta de correlacao entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante
total realizada através do ensaio DPPH.

Conforme o resultado encontrado para o coeficiente de determinagao (r? =
0,8494), foi obtido o valor para o coeficiente de correlacéo (r = 0,9216), entre os
compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante pelo método DPPH,
verificando-se que existe uma correlagdo positiva muito forte. Neste caso,
possivelmente alguns compostos fendlicos sejam mais reativos perante o método
DPPH, assim como pode-se também inferir que os compostos fendlicos presentes
nas amostras podem ser os contribuintes mais relevantes para a capacidade
antioxidante total.

Na investigagcdo conduzida por Andrade (2016), em que avaliou a correlagéo
entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante de amostras de
polpa e sementes de camarinha, também encontrou um valor de correlagdo maior
para o método DPPH (r? = 0,9066) em relagdo ao método ABTS (r?2 = 0,7744).

A correlagdo entre o teor de compostos fendlicos totais, expressos em mg
GAE/100 g de amostra e a atividade antioxidante total determinada pelo ensaio
FRAP (mg FeS0O4/100 g) foi obtida pela reta de correlagéo apresentada na Figura
27.
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Figura 27. Reta de correlagdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante
total realizada através do ensaio FRAP.

A partir do coeficiente de determinagéo (r? = 0,7104), entre o conteldo
fendlico total e a atividade antioxidante pelo método FRAP, foi determinado o
coeficiente de correlagao (r = 0,8429), verificando-se uma correlagdo positiva

forte, assim como para o método ABTS.

De um modo geral, a partir dos resultados apresentados anteriormente,
verifica-se que os compostos fenodlicos estdo significativamente correlacionados
com a atividade antioxidante total e que o teste DPPH refletiu uma maior

correlagdo com o conteudo fendlico em relacido aos ensaios ABTS e FRAP.

Os resultados também revelaram que as amostras com maior teor de
compostos fendlicos totais apresentaram maior atividade antioxidante para os trés
ensaios (ABTS, DPPH e FRAP), conforme apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Compilagdo dos resultados do teor de compostos fendlicos totais determinado via

método Folin-Ciocalteu e atividade antioxidante total pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP.

S GAE (mg/100g) VCEAC (mg/100g) Eq. (1M FeSO4/g)
Fendlicos Totais ABTS DPPH FRAP

Fruto Inteiro 83,64 + 1,04 109,1 £ 0,17 103,26 + 2,42 10,46 + 0,07
Folhas 246,73 £ 21,20 153,14+ 0,19 168,07 + 2,27 *

Flores 32,00 + 2,39 105,73 +1,73 90,19 + 3,32 8,59+ 0,03

Sumo 59,54 + 2,45 75,29+ 0,73 60,70 + 0,19 9,27 £ 0,02

Polpa Desidratada 31,44 10,20 50,61+ 1,78 51,62 + 2,35 6,48 + 0,03

Semente Desidratada 28,48 £ 0,44 48,63 + 2,08 45,32 + 1,24 5,74 £ 0,04

*Nao foi possivel determinar valores.
Valores apresentados como média + desvio padrao

3.3. Avaliacao da capacidade antibacteriana

Para esta determinacdo, os resultados permitiram verificar que o meio de
cultura se manteve estéril nas placas de Petri que n&do foram inoculadas e que as
estirpes bacterianas se desenvolveram cobrindo a superficie das placas

inoculadas.

Os resultados obtidos para atividade antibacteriana dos extratos da polpa e
sementes da camarinha, testados em trés estirpes bacterianas pelo método de
difusdo em disco, estédo representados nas Figuras 28, 29 e 30. O efeito de cada
antibidtico para as estirpes selecionadas também encontram-se referidos nas
figuras anteriormente citadas, sendo que as medigbes dos halos de inibigao estao

expostos na Tabela 14.

Perante analise dos resultados, € possivel verificar que ndo houve formacgao
de halos de inibicdo associados aos extratos da polpa e sementes da camarinha.
Desta forma é possivel concluir que, de acordo com as condigdes em que o
estudo decorreu, ndo ha indicios de atividade antibacteriana da camarinha nas
estirpes selecionadas. Em realagdo ao controlo negativo (3), ndo se observa
influéncia deste solvente para quaisquer das estirpes estudadas na presente

investigacao.
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Figura 28. Efeito antibacteriano dos extratos da polpa e sementes da camarinha na estirpe
Staphylococcus aureus.

1 — Antibidtico CIP 5 (controlo positivo) 7 — 4 mg de extrato da polpa de camarinha

2 — Antibidtico CTX 30 (controlo positivo) 8 — 1 mg de extrato de sementes da camarinha
3 — 40 pL de acetona (controlo negativo) 9 — 2 mg de extrato de sementes da camarinha
4 — 1 mg de extrato de polpa da camarinha 10 — 3 mg de extrato de sementes da camarinha
5 — 2 mg de extrato da polpa de camarinha 11 — 4 mg de extrato de sementes da camarinha

6 — 3 mg de extrato da polpa de camarinha

Figura 29. Efeito antibacteriano dos extratos da polpa e sementes da camarinha na estirpe
Escherichia coli.

1 — Antibidtico CIP 5 (controlo positivo) 7 — 4 mg de extrato da polpa de camarinha

2 — Antibidtico CTX 30 (controlo positivo) 8 — 1 mg de extrato de sementes da camarinha
3 — 40 pL de acetona (controlo negativo) 9 — 2 mg de extrato de sementes da camarinha
4 — 1 mg de extrato de polpa da camarinha 10 — 3 mg de extrato de sementes da camarinha
5 — 2 mg de extrato da polpa de camarinha 11 — 4 mg de extrato de sementes da camarinha

6 — 3 mg de extrato da polpa de camarinha
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Figura 30. Efeito antibacteriano dos extratos da polpa e sementes da camarinha na estirpe
Klebsiella pneumoniae.

1 — Antibidtico CIP 5 (controlo positivo)
2 — Antibiético CTX 30 (controlo positivo)

3 — 40 pL de acetona (controlo negativo)

7 — 4 mg de extrato da polpa de camarinha

8 — 1 mg de extrato de sementes da camarinha
9 — 2 mg de extrato de sementes da camarinha
4 — 1 mg de extrato de polpa da camarinha 10 — 3 mg de extrato de sementes da camarinha
5 — 2 mg de extrato da polpa de camarinha 11 — 4 mg de extrato de sementes da camarinha

6 — 3 mg de extrato da polpa de camarinha

Tabela 14. Avaliagdo da atividade antibacteriana dos antibidticos utilizados nas estirpes
selecionadas.

o eris Staphylococcus | Escherichia Klebsiella
Antibidticos . .
aureus coli pneumoniae
Ciprofloxacina (CIP 5) - 27,0 30,0 29,0
halo de inibi¢do (mm) Susceptivel Susceptivel Susceptivel
Cefotaxima (CTX 30) - halo 29,0 28,0 28,0
de inibicdo (mm) Susceptivel Susceptivel Susceptivel
3.4. Teste de Viabilidade Celular
Realizou-se o teste de viabilidade celular das células CACO - 2,

procedendo-se a incubacado das células com os extratos das camarinhas em 5
concentragdes diferentes, de forma a avaliar a toxicidade dos extratos do sumo
sobre a viabilidade celular das células CACO - 2 apds 6 horas de incubagao
(Tabela 15).

Os resultados obtidos para o teste de viabilidade celular das células CACO —
- 2,4, 6, 8 e 10 (%/mlv), estédo
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apresentados no grafico da Figura 31, representando a percentagem da
viabilidade celular em funcao das diferentes concentragcdes dos extratos, onde é
possivel verificar que para concentragoes mais elevadas de extrato conduziram a

uma menor viabilidade celular.

Conforme exposto na Figura 31, as concentragcbes de 6,0% m/v (88,4% =
0,01), 8,0% m/v (6,8 % £ 0,01) e 10,0% m/v (9,9% + 0,05) foram as que

apresentaram menores niveis de viabilidade.

Relativamente ao extrato sob concentragdo mais alta (10,0% m/v),
demonstrou ndo ser o que apresenta maior toxicidade (9,9%), se comparado ao
extrato sob concentragdo de 8,0% ml/v, qual apresentou uma menor viabilidade
(6,8%), sendo que, para a concentracdo mais alta (10,0% m/v), a viabilidade
deveria ser semelhante ou menor que a concentragao de 8,0% m/v. Neste caso,
sob uma perspectiva futura, a realizacdo de um maior numero de ensaios, aliado
a uma gama maior de concentrac¢des, seria fundamental como forma de clarificar

tais resultados, de acordo com o devido comportamento celular.

De um modo geral, a partir dos resultados obtidos, € possivel inferir que,
concentragdes maiores do que 4,0% (m/v) ndo sao celularmente benéficas, ja que
apresentaram niveis de viabilidade celular menores do que 90%, sendo este um
parametro consideravel para estudos futuros e para a elaboragcdo de produtos

destinados a alimentagao humana.

Tabela 15. Resultados de viabilidade celular das células CACO - 2, submetidas ao efeito do sumo
de camarinha em diferentes concentragbes, avaliados através do ensaio MTT apds 6 horas de
incubacao.

Concentracdo % (m/v) Fiabidade Desvio Padrio
celular (%)
Controlo 100,0 +0,33
2,0 114,6 +0,15
4,0 107,9 +0,20
6,0 38,4 +0,01
8,0 6,8 +0,01
10,0 9.9 +0,05
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Figura 31. Gréfico dos resultados de viabilidade celular das células CACO - 2, submetidas
ao efeito do sumo de camarinha em diferentes concentragdes, avaliados através do ensaio
MTT, apds 6 horas de incubacao.

3.6. Ressonancia Magnética Nuclear

A anadlise das amostras de extratos de camarinha por espectrocopia de
ressonancia nuclear, permitiu proceder a identificagdo da presenga de alguns
grupos aromaticos, do tipo polifenol, em extratos de polpa desidratada de

camarinha.

A Figura 32 apresenta em destaque a regido de sinais associada a protdes
constituintes de grupos aromaticos (6.0 a 8.0 ppm) do espectro 1D 'H NMR de
amostra de polpa desidratada. A analise perimite identificar sinais que podem ser
atribuidos ao acido cumarico, acido cafeico, acido procatequino, hidroxitirosol e
oleuropeinas (Christophoridou & Dais, 2009). Deste modo, € possivel através
deste primeiro ensaio preliminar, identificar algumas das moléculas que podem
estar a contribuir para o teor de compostos polifendlicos totais e a capacidade
antioxidante, identificados através dos métodos quimicos por Folin Ciocalteu,
ABTS, DPPH e FRAP.
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Figura 32. Espectro 1D 1H RMN de polpa desidratada de camarinha, apresentando a regido
espectro associada aos sinais provenientes de grupos aromaticos (6.0 a 8.0 ppm), atribuidos
acido cumarico, acido cafeico, acido procatequino, hidroxitirosol e oleuropeinas.
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4. Aplicacoes

4.1. Desenvolvimento de uma cerveja tipo Ale

enriquecida com camarinha

A cerveja € uma das bebidas alcodlicas mais consumidas no mundo e tem
grande aceitacdo devido aos seus atributos sensoriais. Quando ingerida de forma
moderada, a cerveja apresenta valor nutritivo e diversidade de apresentagao.
Embora com elevado teor de antioxidantes, fibras, minerais e vitaminas (Bamforth

et al., 2011), ainda pouco se conhece sobre 0s seus beneficios e componentes.

Rica em hidratos de carbono, aminoacidos, minerais e compostostos
fendlicos, o consumo moderado de cerveja demonstra impactos benéficos no
sistema imunologico humano (Ducruet et al., 2017). Um estudo conduzido por
Brien et al. (2011) que avaliou o efeito do consumo de alcool sobre marcadores
bioldgicos associados ao risco de doenga coronariana, constatou que o consumo
de até 15 g de alcool por dia para mulheres e 30 g por dia para homens, resultou
em mudangas favoraveis em varios biomarcadores cardiovasculares, como perfil
lipidico plasmatico, estado antioxidante total do plasma, assim como os niveis de
fibrinogénio, adiponectina e apolipoproteina A1. Relativamente a cerveja, o
consumo diario moderado corresponde a 330 mL para mulheres e 660 mL para
homens (Diaz et al., 2002).

Os principais objetivos desta aplicagdo foram desenvolver uma nova
alternativa a cerveja tradicional, procurando um nicho de mercado, além de
valorizar o potencial comercial e econdmico da camarinha, associando a bebida

formulada ao aumento das propriedades funcionais conferidas pelos frutos.
411. Formulacao e Fluxograma de Producao

As cervejas podem ser classificadas como “Ale” (Porter, Stout, Salsons, Alt,
Light ale, Pale ale, Bitters e Barley wines) e “Larger’ (Bock, Dortmunder,
Munchner, Pilsener e Vienna (Marzen)), alta e baixa fermentagéo,

respectivamente, sendo que, devido as altas temperaturas usadas no processo,
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tanto os sabores quanto os aromas das cervejas tipo larger s&o mais suaves e

leves em comparacgéao as cervejas tipo ale (Araujo; Silva; Minim, 2003).

A cerveja foi desenvolvida com grau de carbonatagdo mais baixo, com
adicdo de 5 a 6 g/L de acgucar ap6s a fermentagdo de primeiro estagio, sob
temperaturas de 12 a 15°C, sendo que a formulagao foi determinada a partir dos
componentes basicos da cerveja (agua, malte, lupulo, agucar e fermento
(Saccharomyce cerevisiae)), com adigdo da camarinha ao mosto (15%) e de
cereal nao maltado (milho) como forma de aumentar a capacidade da brassagem.

As etapas de produgdo da cerveja estdo descritas no fluxograma da Figura 33.

Mosturacdo Adicdo de cereal ndo Adicdo da polpa do

maltado e aglicar fruto (15%)
‘. ’ \@

Fermentacdo | | Envase Carbonatagao Filtragdo | | Fermentagdo Adicdo de Adigdo do l0pulo

Estagio2 i Estdgiol levedura (nugget 13%)
(Saccharomyce
cerevisiae)

Figura 33. Fluxograma do processo de producéo da cerveja enriquecida com camarinha.

Inicialmente, para a obtengdo do mosto, ferveu-se 1,0 L de agua filtrada e
adicinou-se 150 g de malte (Spraymalt Light Muntons). O conteudo foi mantido em
ebulicdo durante 5 minutos e deixado arrefecer. Posteriormente dissolveu-se 50
mL do mosto obtido em um 1 L de agua filtrada e adicionou-se 25 g de milho
(sémola), 62,5 g de agucar amarelo e 15% de camarinha. O conteudo foi levado a
ebuligdo durante 30 minutos e apds este periodo foi adicioado 1 g de lupulo
(nugget 13% m/v). Em seguida, o mosto foi arrefecido até atingir uma temperatura
média de 30°C. Adicionou-se 1,5 g de levedura em pé (Saccharomyce cerevisiae),

apoés hidratacdo da mesma durante 20 minutos. O conteudo foi vertido para um
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um frasco de vidro rolhado e amrmazenado por um periodo de 48 horas, em local
fresco (12 a 15°C) para a fermentagao de primeiro estagio.

Passadas 48 horas, procedeu-se a filtracdo simples (tecido grosso) e em
sequéncia foi realizada a carbonatagdo de baixo grau, tipica para cervejas tipo
Ale, através da adicao de 6 g/L de acgucar branco. Apds a adi¢do do agucar, a
cerveja foi envasada e mantida em local fresco (12 a 15°C) durante 15 dias, para

que se procedesse a fermentagao de segundo estagio.

Apods o periodo de fermentagdo de segundo estagio, obteve-se o produto
final (Figura 34) e foram analisados parametros fisico-quimicos como teor de
solidos soluveis (% °Brix), teor alcodlico (% v/v), pH, além de avaliado o efeito
sobre o conteudo fendlico total pelo método Folin-Ciocalteu e capacidade

antioxidante total pelos métodos ABTS e DPPH.

Figura 34. Cerveja de camarinha apds 15 dias da fermentagédo de segundo estagio.

4.1.2. Teor alcodlico, sélidos sollveis totais e pH

O alcool provavel e Brix da cerveja de camarinha foram determinados com
auxilio a um refratdmetro digital modelo HI 96813. O pH foi determinado com
auxilio a um potencidmetro de bancada Hanna modelo pH 212. As analises
também foram realizadas a uma cerveja tipo Ale de fabricagdo nacional, que foi

usada como controlo. As analises foram realizadas em triplicado.
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O valor obtido para o alcool provavel (% v/v) da cerveja de camarinha, tendo
em consideragao o valor tedrico produzido a partir do valor dos sélidos soluveis
presentes na cerveja foi de 5,70 % * 0,00, enquanto que para a cerveja controlo
foi 5,08 % £ 0,00. Relativamente ao teor de sdélidos soluveis (% °Brix), a cerveja
de camarinha apresentou um valor de 3,00 % + 0,00 e a cerveja controlo 5,63 % +
0,06.

Num estudo conduzido por Moura-Nunes et al. (2016), em que se
analisaram vinte e nove cervejas brasileiras, de quatorze marcas comerciais
diferentes, determinaram-se valores para teor alcodlico (% v/v). Para todas as
cervejas analisadas, o teor alcoolico variou de 4,0 a 6,5 % v/v e 0,0 a 0,3 % v/iv
para as cervejas nao alcoodlicas. Tendo em conta os resultados do estudo
anteriormente citado, € possivel observar que a cerveja de camarinha se manteve
dentro do intervalo dos valores referenciados de teor alcodlico (5,70 % + 0,00),
sendo superior a cerveja de fabricagdo nacional utilizada como controlo (5,08 % +
0,00).

A monitorizagdo rigorosa dos processos fermentativos, fase em que os
agucares sao convertidos em alcool, € fundamental para a obtencdo do teor
alcoodlico desejavel. Essa fase depende de muitos mecanismos celulares, sendo
influenciada por diversos fatores, tais como a temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, agitagdo, disponibilidade de agucares, nutrientes, presenga de

contaminantes e taxa de inoculagao (Vivian et al., 2016).

Relativamente ao malte e ao cereal ndo maltado (milho), as quantidades
destes cereais que foram utilizadas na produgao da cerveja de camarinha, assim
como a adicdo das camarinhas, podem ter contribuido para os resultados de teor

alcodlico, relativamente superiores a cerveja controlo.

O valor de pH obtido para a cerveja de camarinha foi de 3,91 + 0,01,
enquanto que para a cerveja controlo foi 4,40 £ 0,00. Um estudo realizado por
Nardini; Garaguso (2020) analisou diferentes tipologias de cervejas de frutas,
entre cereja, ameixa, framboesa, péssego, damasco, uva, maga e laranja, sendo
que todas as cervejas foram produzidas pelo fabricante com a adigdo das frutas
frescas a cerveja durante a primeira etapa do processo de fermentagdo. Os

valores de pH nas cervejas de frutas variaram de 3,56 a 4,86. E possivel observar
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que o valor de pH da cerveja de camarinha (3,91 + 0,01) encontra-se dentro do
intervalo dos resultados obtidos nesse estudo, sendo superior para as cervejas
com adi¢cao de cereja (3,71/3,86); framboesa (3,73/3,64); damasco (3,60) e
ameixa (3,56). Desta forma é possivel inferir que a adi¢ao da camarinha durante o
processo de produgdo da cerveja pode ter influenciado no resultado da
determinacgdo do pH.

4.1.3. Quantificacao dos compostos fenélicos totais da

cerveja

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais da cerveja de
camarinha e da cerveja controlo foram efetuadas através do método Folin-
Ciocalteu, realizado de acordo com o procedimento de Giao et al. (2007),
seguindo a mesma metodologia empregada na quantificagdo dos compostos
fendlicos dos extratos da camarinha (2.3.2.) do presente estudo. Os resultados
foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por 100 gramas
de amostra (mg GAE/100 g).

Entre os varios componentes antioxidantes presentes na cerveja, como
produtos da reacdo de Maillard e sulfitos, os compostos fendlicos sdo de
particular interesse por parte dos fabricantes, ja que desempenham um papel
muito importante no processo de fermentagcao, retardando ou impedindo os
processos de oxidagao (Zhao et al., 2010). De acordo com Vanderhaegen et al.
(2006), a maior parte da fracdo de polifendis presentes na cerveja é originaria do
malte de cevada (70 a 80%), sendo os outros 20 a 30% originarios do lupulo.

A cerveja de camarinha apresentou um teor de compostos fendlicos totais de
100,64 mg GAE/L + 1,57, demosntrando ser inferior a cerveja controlo (187,88 mg
GAE/L  4,62). Em um estudo realizado por Zhao et al. (2010), investigou-se trinta
e quatro amostras de cervejas comerciais, sendo que os resultados exibiram
diferengas consideraveis no teor fendlico total, variando de 152,01 mg GAE/L a
339,12 mg GAE/L, tornando possivel observar que a cerveja enriquecida com
camarinha obteve valores inferiores aos encontrados no referido estudo, enquanto

a cerveja controlo encontra-se dentro do intervalo dos resultados.
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No estudo realizado por Nardini; Garaguso (2020), onde foi determinado o
teor de compostos fendlicos totais através do método Folin-Ciocalteu, para
diferentes cervejas comerciais de frutas variadas (cereja, ameixa, framboesa,
péssego, damasco, uva, macga e laranja) os valores do conteudo fendlico total
variaram de 399,00 mg GAE/L = 11,00 a 767 mg GAE/L <+ 13,00,
consideravelmente superiores a cerveja de camarinha, o que torna possivel
considerar um aumento na quantidade dos frutos utilizados durante o processo de
producao da cerveja, ja que em relagdo ao estudo anteriormente mencionado, a
quantidade das frutas utilizadas, especificadas pelos fabricantes, foram superiores
a quantidade de camarinha utilizada na producao da cerveja do presente estudo.

No caso das cervejas, o teor de compostos fendlicos deve ser analisado
com cautela, ja que diversos fatores relacionados as etapas de fabrico e os
ingredientes e aditivos utilizados influenciam o parametro analisado. Durante o
processo de producgado, a adicdo de lupulo, dos cereais e do malte leva a um
aumento no conteudo de compostos antioxidantes naturais da cerveja,
principalmente os compostos fendlicos, produtos da reagcdo de Maillard e sulfitos
(Moura-Nunes et al., 2016). Desta forma, as diferengas de matérias primas e do
processo de fermentagdo conduzem a diferengas significativas no perfil fendlico e

consequentemente na atividade antioxidante das cervejas (Zhaoet al., 2010).

Para Nardini e Garaguso (2020), o teor de compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante da cerveja, dependem da quantidade e qualidade da
matéria prima e aditivos utilizados e do processo de fabrico da cerveja, sendo que
cervejas com maior quantidade de antioxidantes fendlicos exibem melhor
qualidade, além de uma maior estabilidade do aroma, sabor e espuma, e vida util

mais longa, se comparadas as cervejas com menor atividade antioxidante.
414. Capacidade Antioxidante - ABTS e DPPH

A capacidade antioxidante da cerveja enriquecida com camarinha e da
cerveja controlo foi determinada através dos ensaios ABTS, adaptado de acordo
com o procedimento de Giao et al. (2007).e DPPH, conforme procedimento
descrito por Brand-Williams, Cuvelier & Berset (1995). Ambos os ensaios
empregados seguiram a mesma metodologia para a determinagao da capacidade
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antioxidante dos extratos da camarinha, pela redug¢ao do radical ABTS (2.2.3.) e
DPPH (2.3.4.). Os resultados foram expressos em mg VCEAC/100 g de amostra.

Relativamente a determinacado da capacidade antioxidante total através do
método ABTS, a cerveja de camarinha apresentou uma capacidade antioxidante
total de 111,86 mg VCEAC/100 g + 0,51 e a cerveja controlo 134,13 mg
VCEAC/100 g = 1,02, resultados esperados ja que a cerveja de camarinha
também apresentou um menor conteudo fendlico em relagéo a cerveja controlo. A
capacidade antioxidante da cerveja de camarinha foi consideravelmente superior
aos resultados obtidos por Floegel et al. (2011), onde analisou a capacidade
antioxidante através do método ABTS de uma cerveja convencional (46,10 mg
VCEAC/100 g = 0,30) e de uma cerveja leve (29,30 mg VCEAC/100 g = 0,30).
Nardini e Garaguso (2020) avaliou a capacidade antioxidante através do método
ABTS de diferentes cervejas comerciais de frutas variadas, sendo que os
resultados variaram de 1,62 + 0,02 mM de Trolox/L a 3,53 + 0,06 mM de Trolox/L.
Neste caso, o método empregado para a determinagdo da capacidade
antioxidante foi o mesmo, todavia, os resultados ndo podem ser comparados, ja

que o padrao utilizado na analise foi diferente.

Relativamente a determinacdo da capacidade antioxidante total da cerveja
de camarinha e da cerveja controlo, através do ensaio DPPH, os resultados
encontrados foram 93,20 mg VCEAC/100 g + 0,87 e 108,08 mg VCEAC/100 g +
2,89, respetivamente. Assim como para o método ABTS, a cerveja controlo
apresentou atividade antioxidante superior a cerveja de camarinha, resultado este
ja esperado, tendo em conta que a cerveja controlo também apresentou um teor

de compostos fendlicos totais superior.

Floegel et al. (2011) também avaliou a capacidade antioxidante de duas
cervejas comerciais e vinhos de mesa branco e tinto através do ensaio DPPH. Em
comparacao ao referido estudo, a cerveja de camarinha apresentou capacidade
antioxidante superior a cerveja convencional (30,20 mg VCEAC/100g £ 1,40) e a
cerveja leve (12,20 mg VCEAC/100g + 0,50). A capacidade antioxidante total da
cerveja de camarinha também foi consideravelmente superior ao valor encontrado
para o vinho de mesa branco (30,60 mg VCEAC/100 g + 1,90) e inferior para o
vinho tinto (196,40 mg VCEAC/100 g = 0,10).
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Para Zhao et al. (2010), é dificil comparar os dados da literatura quanto a
atividade antioxidante e o perfil fendlico das cervejas devido a falta de acordo
sobre métodos apropriados, sendo que, o emprego de diferentes métodos para
avaliagcdo da atividade antioxidante, baseados em diferentes mecanismos de
reagao, podem fornecer varios resultados de avaliagédo e, visto que a cerveja &
uma mistura complexa de compostos naturais, as atividades e os mecanismos
dos antioxidantes dependem em grande parte da composigao e das condigdes do

sistema de teste.
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5.Conclusao

As camarinhas sao frutos muito versateis, podendo ser tanto consumidas
frescas quanto utilizadas no preparo de sobremesas, compotas, geleias, licores,
refrescos, saladas, biscoitos dentre outras preparagdes. Todavia, com as
crescentes alteragdes do ecossistema, principalmente devido ao avan¢o da
urbanizacdo e a degradacdo de seu habitat natural, a camarinha perdeu
notoriedade e a espécie vem apresentando sinais inequivocos de que se encontra

em vulnerabilidade.

Neste sentido, o presente estudo teve importante contribuigdo com o resgate
do reconhecimento da espécie e a confirmacdo de seu valor nutricional, através
da caracterizacao fisico-quimica e da determinacdao dos principais compostos
bioativos presentes tanto no fruto quanto nas folhas e flores, matrizes essas ainda

pouco estudadas.

Relativamente a caracterizagdo quimica, os resultados demonstraram que a
camarinha é um fruto constituido maioritariamente por agua e com elevado teor
de sdlidos soluveis em estagios mais avancados de maturacdo. Essas
caracteristicas, aliadas a uma acidez tipica, sabor muito caracteristico e a
versatilidade nas formas de consumo e utilizagdo, tornam as camarinhas frutos
interessantes para alguns nichos de mercado e com significativo pontencial para
integrar o mercado dos pequenos frutos, principalmente devido ao fato de serem
um recurso natural e sustentavel, ja que se desenvolvem de forma espontanea

nos seus habitats.

Os resultados do presente estudo também revelaram que as camarinhas séo
frutos com interessante teor de compostos fendlicos totais e consideravel
capacidade antioxidante, revelando um potencial atrativo para o consumidor e
promissor para o aproveitamento tecnoldgico na industria alimentar. Alguns
estudos sugerem que os compostos fendlicos presentes no fruto podem ser
contributos importantes no combate a algumas doencgas relacionadas ao stress
oxidativo e na quimioprote¢cdo celular. A analise de ressonancia magnética
nuclear, realizada em extratos da polpa de camarinha, identificou os acidos
cumarico, caféico, procatequino, hidroxitirosol e oleuropeinas, como principais

polifendis que podem estar contribuindo com o teor fendlico total e a capacidade
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antioxidante do fruto. As folhas e flores também apresentaram importante
bioatividade, o que pode representar um conjunto importante de fitoquimicos para

ser explorado em investigagdes futuras.

O presente estudo também teve significativa contribuicdo ao determinar pela
primeira vez o perfil de acidos gordos em diferentes matrizes da planta (polpa,
folnas e sementes), sendo que quantidades significativas de acidos gordos
polinsaturados foram identificados, resultados estes muito interessantes, ja que
alguns estudos sugerem a relagao de efeitos neuroprotetores aos acidos gordos
polinsaturados, assim como elevada capacidade antioxidante e anti-inflamatoria.
Neste aspecto, novos estudos devem ser considerados a fim de avaliar relagao
dos principais acidos gordos e a bioatividade presente nas diferentes matrizes da

planta, assim como o pontencial benéfico destes para a saude humana.

Em relagdo ao estudo preliminar a fim de avaliar a toxicidade dos extratos de
camarinha sobre a viabilidade celular em células CACO-2, os resultados
demonstraram uma viabilidade celular elevada na presenca de baixas
concentracbes dos extratos e que torna possivel a absorcdo a nivel
gastrointestinal. Contudo, uma consolidacdo dos resultados obtidos no presente
estudo deve ser considerada, sendo de fundamental importancia novas
investigacdes futuras ao parametro analisado, a fim de garantir a seguranga para

eventuais eleboracdes de produtos alimentares com a incorporagao do fruto.

Apesar de nao ter sido encontrado indicios de atividade antibacteriana nos
extratos da polpa e sementes de camarinha para as estirpes selecionadas nesta
investigacao, como forma de obter resultados mais valorosos e completos, novos
estudos que explorem a utilizagcdo de outras estirpes de microrganismos
(bactérias e fungos) e que testem novos extratos, considerando também outras

partes da planta, precisam ser ponderados.

Todos o0s experimentos realizados no presente estudo contribuem
significativamente para uma melhor compreensdo a respeito do fruto, suas
caracteristicas fisico-quimicas, bioatividade e os possiveis efeitos benéficos para
a saude humana. A camarinha pode ser uma alternativa interessante e viavel para

alguns nichos de mercado no desenvolvimento de novos produtos, sendo que a
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divulgacdo das caracteristicas do fruto pode impulsionar consideravelmente a

adeséo pelo consumidor.

Diante do exposto, a camarinha pode também ser uma alternativa
interessante como fonte de renda para a populagao rural situada nas zonas onde
a planta se desenvolve, através da criacao de associagdes e cooperativas que
possibilitem um cicuito direto entre produtores e consumidores, a partir da venda

do produto in natura e/ou na tranformacao industrial em pequena escala.

Relativamente a aplicacédo da pesquisa, foi desenvolvida uma cerveja tipo
Ale com a incorporagdo de camarinha, cuja principal finalidade foi valorizar o
pontencial comercial e econdmico do fruto, além de conferir um aumento das

propriedades funcionais da bebida.

Apesar da cerveja de camarinha ter apresentado valores de conteudo
fendlico total abaixo dos reportados pela literatura, a sua capacidade antioxidante
total demonstrou ser superior a outras duas cervejas comerciais. Possivelmente,
alguns compostos bioativos presentes no fruto possam ter contribuido com os
resultados alcangados. Sendo assim, a utilizagdo da camarinha como adjunto no
processamento da cerveja pode apresentar-se como alternativa viavel para o

processo de fabrico de cervejas artesanais.

A partir da prova do produto final, numa analise subjetiva, é possivel definir o
produto final como uma cerveja de sabor levemente acido e frutado e com suave
amargor. Deste modo, sabores mais disruptivos aliados ao aumento das
propriedades funcionais do produto pode agregar atributos diferenciados e
capazes de surpreender o consumidor. No entanto, deve-se considerar a
realizacao de novas formulagdes, com a finalidade de aumentar a qualidade de
atributos importantes do ponto de vista do consumidor, como a cor, sabor, aroma
e a formagao e persisténcia da espuma, sendo que o grau de carbonatagéao,
quantidade de lupulo (alfa acidos) e o tipo de cereais utilizados, interferem

diretamente na sua qualidade.
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Anexos

Anexo 1

Anexo 1: Cromatogramas (triplicado) obtidos no software Xcalibur apds a leitura no GC Finnigan Ultra Trace. a) Cromatogramas das amostras de polpa de

camarinha. b) Cromatogramas das amostras de sementes de camarinha. ¢) Cromatogramas das amostras de folhas de camarinha.
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