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Resumo

A camarinha é um fruto silvestre comestivel proveniente da espécie Corema album, que se desenvolve
maioritariamente ao longo da costa da Peninsula Ibérica e que apresenta potencial para ser introduzido
no mercado dos pequenos frutos. Contudo, encontra-se atualmente com um baixo reconhecimento

sendo necessario apostar no seu estudo de forma a avaliar o seu verdadeiro potencial.

O objetivo principal da presente dissertacdo foi a caracterizacéo fisico-quimica da camarinha e a

avaliacdo do seu potencial na introducdo da dieta humana.

A realizacdo do presente trabalho de investigacédo consistiu na caracterizacado fisico-quimica do fruto,
onde foram avaliados pardmetros fisicos, nomeadamente tamanho médio do fruto e parédmetros
quimicos como o pH e °Brix do sumo, andlise elementar e capacidade antioxidante e atividade
antimicrobiana. Procedeu-se também a realizacdo de alguns testes de viabilidade celular com células
CACO-2. Na ultima etapa foi realizada uma formulacdo de um chocolate com incorporacdo de
camarinha e consequentemente avaliada por um painel de consumidores.

Os resultados obtidos demonstraram que a camarinha apresenta atividade antioxidante e
caracteristicas fisico-quimicas tais como acidez, cor e agUcares, com relevante interesse para a
formulagcdo de novos produtos alimentares. Estes atributos contribuirdo para a valorizacdo de um
recurso nacional que pode pela inovagéo conquistar alguns nichos de mercado, tendo sempre em

atencao sua sustentabilidade.

Termos chave: camarinha, inovagédo, planta silvestre comestivel, pequenos frutos
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Abstract

Camarinha is a wild edible berry that comes from Corema album that develops mostly along the coast
of the Iberian Peninsula. This berry presents a big potential to be introduced to small fruit markets,
however, currently it finds itself with a low recognition, and as such, some investment is needed to study

this berry in order to evaluate its true potential.

The main goal of this dissertation is the physical-chemical characterization of the camarinha and its
potential in the human diet.

The present work consisted in the physical-chemical characterization of the fruit, in which physical
parameters were evaluated, namely average fruit size and chemical parameters such as pH and Brix
degree of juice, elemental analysis, antioxidant capacity and antimicrobial activity. There were some
Cell viability tests performed with CACO-2 cells. In the last stage, a formula for a chocolate with

camarinha was made and consequently evaluated by a panel of consumers.

The results show that the white crowberry exhibited antioxidant activity and physical-chemical properties
such as acidity, color and sugars which are relevant for the creation of new food products. These
attributes will contribute to the valorization of the product as a national resource, that throught innovation

may well conquer some market niches, taking into account its history and sustainably.

Key words: White crowberry, innovation, edible wild plant, small fruits
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Introducgéo

Existem cerca de 27 mil espécies de plantas que apresentam potencial para ser introduzidas na
alimentacdo humana (Drausal e Rapoport, 2001). Apesar disso, constata-se que apenas uma pequena
parte é utilizada na alimentacdo, o que se traduz na dependéncia excessiva de varias espécies
(Romojaro et al., 2013). Algumas destas plantas comestiveis confinam-se a pequenos nichos
geograficos, sendo conhecidas e utilizadas apenas pela populagédo local havendo, no entanto, outras
as quais nao lhes é conferida qualquer utilizacdo. O desconhecimento geral das pessoas leva a
subvalorizacdo das espécies. (Leal et al., 2018).

Define-se como planta comestivel aquela que possui uma ou varias partes que podem ser consumidas.
Para além do consumo direto da planta pode obter-se através dela 6leos, temperos e condimentos
utilizados na confecdo de alimentos (Drausal e Rapoport, 2001; FAO, 1992; Leal et al., 2018).

As plantas silvestres comestiveis fazem parte de um patriménio cultural e genético de diferentes regides
do mundo (Pinela et al., 2017). Surgiram da necessidade de encontrar novos alimentos em situacdes
de escassez alimentar, devido ao seu valor nutricional, tendo tido assim um importante papel na
complementacdo da alimentacdo béasica. Deste modo, foram muito importantes no fornecimento de
vitaminas, minerais e oligoelementos, contribuindo assim para uma dieta equilibrada (Pinela et al.,
2017; Romojaro et al., 2013). Atualmente, tem-se verificado um aumento no interesse destas espécies,
néo so devido ao seu perfil nutricional, mas também como forma de diversificar os habitos alimentares,
contribuir para um aumento nos recursos disponiveis e também promover a sustentabilidade ecolégica
(Romojaro et al., 2013). A conservacdo da biodiversidade, a utilizagdo de forma sustentavel dos
recursos e a distribuicao equitativa destes recursos devem ser questdes prioritarias para a humanidade,
tal como é defendido na convencdo sobre a diversidade biolégica em conjunto com o tratado
internacional sobre os recursos fitogenéticos para a Alimentagéo e a Agricultura, da Organizacéo das
Nac¢bes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) (Romano et al., 2015).

Apesar das plantas comestiveis serem alimentos vantajosos, é de salientar que o seu consumo
deve ser feito de forma controlada e segura devido as substancias tdéxicas que podem conter (Pinela et
al., 2017). Torna-se, desta forma, de maxima importancia, a investigagdo, a producdo e a
comercializacdo destes frutos de forma segura, bem como, a disponibilizacdo de informacdo as

populacdes acerca dos mesmos.

A espécie Corema album é um pequeno arbusto, geralmente encontrado ao longo da costa da
Peninsula Ibérica, sendo considerada uma planta silvestre comestivel (Bicho, 2015). A parte comestivel
desta espécie é o seu fruto, a camarinha. Este fruto apresenta-se sob a forma de uma baga redonda,
pequena, branca e carnuda (Oliveira e Dale, 2012). Devido ao seu valor nutricional, a sua cor distinta
e a sua sustentabilidade, tem potencial para ser produzido e introduzido no mercado dos pequenos
frutos. Com o passar dos anos, tem perdido muita notoriedade e o seu consumo €, por conseguinte,
cada vez menor. E um recurso nacional e com alguma disponibilidade, pelo que se encontra

subestimado.
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Objetivos de investigacao

Objetivo Geral:

Este trabalho de investigacdo teve como objetivo estudar o potencial de incorporacdo do fruto de
Corema album em novos produtos alimentares com recurso a caracterizacdo fisico-quimica,

capacidade antioxidante, atividade antibacteriana e viabilidade celular das células CACO-2.

Objetivos Especificos:

e Caraterizar a camarinha (Corema album) da regido dunar e do pinhal através de anélises
fisicas e quimicas;

e Avaliar a capacidade antioxidante pelo método de ABTS e o teor de compostos fendlicos
pelo método de Folin-Ciocalteau;

e Caraterizar a camarinha relativamente a sua composi¢cdo mineral com recurso a técnica de
J-fluorescéncia de raios-X;

e Avaliar a atividade antibacteriana do extrato de camarinha em cinco estirpes de bactérias,
Staphylococcus  epidermidis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

e Estudar a viabilidade celular das células CACO-2 na presenca de extrato de camarinha,
através do ensaio MTT;

e Desenvolver um produto alimentar com incorporacdo de camarinha e realizar testes

sensoriais de consumidores;
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1 - Enquadramento Teorico




Caracterizagdo da Camarinha (Corema album): Estudo da viabilidade de incorporagéo em produtos alimentares

Capitulo 1 - Enquadramento Tedrico

1.1 - Caracterizacdo da espécie Corema album

Corema album (L.) D. Don também designada como camarinheira € um pequeno arbusto selvagem,
perene e pertencente a familia Ericaceae. Esta espécie desenvolve-se maioritariamente nos sistemas
dunares, nas arribas de constituicdo rochosa e também em pinhais que se encontrem préximos destes

sistemas dunares (Oliveira e Dale, 2012; Alvarez-Cansino et al., 2010).
1.1.1 - Taxonomia

Ericales € uma ordem de plantas angiospérmicas, pertencente a classe Magnoliopsida. Segundo a
APG (Grupo de Filogenia das Angiospérmicas) esta ordem contém 25 familias, 346 géneros e 11 515
espécies (Stevens, 2017). Uma das familias contida nesta ordem é a Ericaceae que contém o género
Corema. A espécie Corema conradii (Torr.) Torr. Ex Loud e Corema album D. Don. séo as espécies
que constituem o género Corema. A espécie Corema album, contém 26 cromossomas e inclui duas
subespécies a C.album azoricum Pinto da Silva, nativa dos Agores e a outra subespécie designada
C.album ssp album existente nos restantes locais sendo esta maioritaria (Andrade et al., 2017; Calvifio-
Cancela, 2002; Oliveira e Dale, 2012; Tutin et al., 1972).

1.1.2 - Distribuicéo geografica

Ambas as espécies pertencentes ao género Corema D. Don sdo endémicas verificando-se a sua
distribuicao geografica em ambos os lados do oceano atlantico. A espécie Corema conradii desenvolve-
se no Norte da América, enquanto que a espécie Corema album é possivel encontrar ao longo da costa
sudoeste da Europa, na Peninsula Ibérica, desde o norte da Galiza até ao sul de Gibraltar (Figura 1.1).
Verifica-se ainda a existéncia de uma populacédo isolada, nos Agores, que corresponde a subespécie
azoricum (Alvarez-Cansino et al., 2010; Larrinaga e Guitian, 2016; Ledn-Gonzalez et al., 2013; Oliveira

e Dale, 2012).
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Figura 1.1 - Mapa representativo da distribuicdo geografica da espécie Corema album em
Portugal Continental (Aradjo et al. 2018).
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1.1.3 - Morfologia

A espécie Corema album é um arbusto formado por diversos ramos que procedem de um caule comum,
com comprimento geralmente compreendido entre 30 e 75 cm (Figura 1.2) (Oliveira e Dale, 2012; Tutin
etal., 1972). A espécie é geralmente descrita como sendo dioica, contudo ja foram reportadas espécies
hermafroditas em Asperillo (sudoeste da Espanha) e em Vila Real de Santo Anténio (Sul de Portugal).
Foi realizado um estudo ao longo de toda a area de distribuicdo natural desta espécie, sendo que
apenas nos dois locais acima referidos foram encontradas espécies hermafroditas. A populacéo
localizada em Asperillo apresentou uma propor¢cdo de individuos hermafroditas maior (1-4%)
comparativamente com a percentagem encontrada em Vila Real de Santo Anténio (<2%) (Zunzunegui
et al., 2006).

A planta masculina € mais vertical uma vez que 0s seus ramos sdo mais eretos, comparativamente
com as plantas femininas que apresentam ramos mais curtos e rasteiros (Oliveira e Dale, 2012). As
raizes desta espécie sdo espessas e dispersas, caracteristicas comuns com outras espécies da familia
Ericaceae. Possui folhas de dimensdes reduzidas, com comprimento compreendido entre 6 e 10 mm e
largura de 1 mm (Tutin et al., 1972).

As flores sdo actinomorfas e possuem dimensdes reduzidas (Oliveira e Dale, 2012). O namero de flores
por inflorescéncia pode variar dependendo do sexo, no entanto, no maximo cada inflorescéncia
apresenta 20 flores (Guitidn et al., 1997). A floragéo pode ocorrer entre o final do inverno e o inicio da
primavera, mais precisamente a partir dos primeiros dias de fevereiro estendendo-se até abril. O
aparecimento do fruto verifica-se no ver&o ou no inicio do outono, entre os meses de julho e outubro.
Este é um periodo que corresponde a temperaturas elevadas, radiagdo intensa e auséncia de chuva,
particularmente nas dunas, areas com baixo sombreamento (Andrade et al., 2015; Diaz-Barradas et al.,
2016).

Figra 1.2 - Fotografia da Espécie Corema Ibum.

1.1.4 - Propagacdo

Para que seja possivel o desenvolvimento deste arbusto é necesséario um conjunto de fatores. O solo
deve ser constituido por, pelo menos, 70% de componente arenosa e no maximo, conter 30% de argila,
pode ainda conter matéria organica até 2,6% e o pH deve ser compreendido entre 5,6 e 7,8. (Marques,
2007; Oliveira e Dale, 2012).
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Esta espécie possui uma polinizacédo do tipo anemdfila, significando assim, que depende do vento para
fazer a disperséo do seu pdlen (Guitian et al., 1997). Relativamente a dispersao das sementes é do
tipo zoocoria, 0 que significa que depende dos animais. Relativamente a alguns trabalhos que tém sido
realizados para demonstrar o papel que alguns animais tém na propagacédo da espécie, concluiu-se
gue estes sao essenciais para a perpetuagdo da espécie. As gaivotas, os melros e os coelhos séo os
principais intermediarios na propagacéao da espécie, principalmente pela sua capacidade de transportar
as sementes. A cor da camarinha, maioritariamente branca e muito brilhante, € uma caracteristica muito
peculiar desta fruta. O facto de a cor da camarinha ser adjuvante na propagacao da espécie, confere-
Ihe o estatuto ecoldgico. No Verao as zonas dunares sao muito propicias ao aparecimento de nevoeiro,
que coincide com a altura do amadurecimento. Estas condi¢gfes favorecem o seu contraste e aumentam
a sua visibilidade, o que consequentemente aumenta a atencdo dos animais, favorecendo assim a
dispersé@o da semente. Estes fatores contribuem para a perpetuacdo da espécie (Diaz-Barradas et al.,
2016)

1.1.5 - Fatores que representam ameagas a propagacao

As zonas dunares, onde se desenvolve esta espécie, sdo ecossistemas que tém sofrido um grande
impacto humano nos Ultimos anos o que tem provocado a degradacdo destes locais e
consequentemente a fragmentagéo e diminuigcdo da espécie (Clavijo, et al., 2002). O impacto humano
tem-se verificado principalmente devido & urbanizagdo das zonas costeiras e ao aumento do turismo
nas zonas dunares. Outro fator que também tem demonstrado ser uma ameaca a espécie é a alteracao
de vegetacdo nos ecossistemas e a presenca de algumas espécies invasoras, nomeadamente a
espécie Acacia sp (Calvifio-Cancela, 2005; Marchante et al., 2003). Um estudo realizado na
Universidade de Sevilha, cujo um dos objetivos era a identificacdo e caracterizacdo das populacdes
deste fruto ao longo de toda a sua area de distribuicdo, concluiu que, s6 existiam duas zonas com
populacdes extensas da espécie Corema album, que contém individuos de todas as classes de idades,
uma localiza-se entre a Nazaré e Ovar, Portugal e a outra esta situada na costa de Huelva (Espanha),
no Parque Nacional Dofiana. Este estudo refere ainda, outra populagdo importante localizada na
peninsula de Trdia, Portugal. As restantes populac6es, encontram-se limitadas a zonas de areiasobre
arribas ou encontram-se fragmentadas constituidas essencialmente por individuos velhos. Para que
seja possivel reverter esta situacao, de diminuicdo da espécie, € necessario adquirir medidas de

protecdo, bem como assegurar a regeneracao de habitat (Clavijo et al., 2002).

A perturbacédo causada pelo Homem pode também ser responsavel por uma reducéo significativa, nas
zonas dunares, dos animais que sdo intermediarios na propagacao da espécie, comprometendo assim
a propagacédo da mesma. A presenca humana pode ter um impacto altamente negativo na regeneracao
natural da espécie, uma vez que, o verdo coincide com a época de dispersédo de sementes da espécie
Corema album (Calvifio-Cancela, 2005). Desta forma, locais mais movimentados sé&o
consequentemente menos frequentados por estes animais, 0 que torna a regeneracdo natural da
espécie muito dificil. E de maxima importancia a existéncia de zonas protegidas, permitindo assim uma

regeneracao natural da espécie (Clavijo et al., 2002).
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Contudo e apesar do supracitado a camarinheira ndo esta catalogada como espécie em vias de

extingao (Oliveira e Dale, 2012).

1.2 - Avaliacdo do potencial do fruto, camarinha, proveniente da espécie

Corema album

1.2.1 - Caracterizacdo fisica do fruto

O fruto proveniente deste arbusto € uma pequena baga esférica, que apresenta uma epiderme uniforme
e consistente, com um diametro compreendido entre 5 e 8 mm e que apresenta 2-4 sementes, sendo
0 mais comum 3 sementes (Figura 1.3) (Andrade et al., 2017; Le6n-Gonzalez et al., 2013; Oliveira e
Dale, 2012). As sementes apresentam um endocarpo espesso e lenhoso (Calvino-Cancela, 2002). A
cor da baga é maioritariamente branca, contudo existem algumas bagas que podem apresentar uma
tonalidade rosa ou até mesmo translicidas. Na fase translicida € possivel observar as sementes no

interior do fruto, através da zona exterior da epiderme da baga (Oliveira e Dale, 2012).

Figura 1.3 - Fotografia do fruto da espécie Corema album.

1.2.2 - Caracterizagcdo quimica do fruto
1.2.2.1 - Antioxidantes e compostos fenélicos

Um antioxidante € uma substancia que quando se encontra presente em pequenas concentragdes,
comparativamente aquelas de um substrato oxidavel, atrasa ou previne significativamente a oxidagao
do substrato (Brenna et al., 2001; Rice-Evans et al., 1995).

Para um funcionamento normal do organismo é necessario assegurar um equilibrio entre a produgéo
de radicais livres e as defesas antioxidantes (enzimas e moléculas ndo enzimaticas). Um aumento de
radicais livres no organismo, conduz a uma situacao de stress oxidativo que consequentemente pode
induzir danos lipidicos celulares, nas proteinas e até mesmo no DNA (Ferreira e Abreu, 2007; Fu et al.,
1998; Valko et al., 2007). Com o avanco da investigagdo, tem sido possivel perceber que o consumo
de antioxidantes pode ter efeitos protetores em muitas doencas, nomeadamente doencas
cardiovasculares e cancerigenas. O envelhecimento celular é também um processo que esta
relacionado com o stress oxidativo (Brenna et al., 2001). Em organismos aerébios faz parte do normal
funcionamento das células a producdo continuada de radicais livres, principalmente de espécies

reativas de oxigénio (ROS). O organismo possui assim, mecanismos endégenos de protecdo que levam
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a eliminagdo destas espécies. Para além destes mecanismos do préprio organismo existem alguns
antioxidantes naturais, nomeadamente os fitoquimicos, que podemos adquirir através de uma dieta e
que podem auxiliar o sistema de protecdo enddgeno reduzindo assim os danos oxidativos. Estes
fitoquimicos estdo descritos como compostos bioativos provenientes de diferentes partes das plantas
(Ferreira e Abreu, 2007; Lachance et al., 2001). O consumo de alimentos ricos em compostos fendlicos,

tais como frutas e vegetais, tem sido associado a prevencdo de algumas doencas tais como
cardiovasculares e cancro (Scalbert, et al., 2005).

Uma definicdo mais recente de compostos fendlicos indica que se tratam de compostos que possuem
um ciclo ou ciclos aromaticos, que nao sao azotados e que provém principalmente do metabolismo do
acido siquimico e/ou de um poliacetato. Os &acidos fendlicos, os compostos cumarinicos, o0s
flavonodides, os taninos e os compostos quinénicos, sdo alguns dos compostos fendélicos que se
destacam pela sua atividade farmacologica (Cunha, 2014).

Deste modo, os compostos fendlicos sdo dos antioxidantes mais estudados devido as suas
propriedades farmacolégicas (Balasundram, 2006). O interesse nestes compostos tem aumentado
devido aos seus efeitos biolégicos, nomeadamente, a sua contribuicdo na eliminacdo de radicais livres,
ao seu efeito como quelante de metais, a modulacdo da atividade enzimética, a inibicdo da proliferacdo
celular e a alteracéo das vias de transducéo de sinal (Ledn-gonzalez et al., 2012; Scalbert et al., 2005).
Contudo, € de realgar que alguns estudos sugerem que o consumo de elevadas concentragdes de
compostos fendlicos pode traduzir-se em efeitos cancerigenos, toxicos e ainda apresentar interacdes
com alguns farmacos (Balasundram, 2006; Mennen et al., 2005). Os compostos fendlicos séo produtos
provenientes do metabolismo secundario das plantas. Os produtos provenientes do metabolismo
secundario ndo possuem uma distribuicdo equitativa em todas as plantas, pois eles sdo produzidos
como forma de adaptagdo ao meio envolvente. (Pereira e Cardoso, 2012). Assim, ndo é possivel obter
uma quantificacdo exata dos compostos fendlicos presentes numa determinada planta. O modo como
todo o processo de quantificacdo € executado influencia também os resultados, designadamente o
método utilizado na extragcdo e na quantificacdo, 0 armazenamento da amostra e a parte da planta
utilizada para analise (King, 1993).

Figura 1.4 - Representacao da estrutura molecular do composto fenol (Pubchem 2018).
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O fruto camarinha apresenta na sua constituicdo compostos fendlicos, tal como se assemelha aos
restantes pequenos frutos com a morfologia semelhante. Todavia o teor de compostos fendlicos totais
deste fruto ndo é tdo elevado, comparativamente a outras bagas da familia Ericaceae, Rosaceae e
Grossulariaceae, caso dos mirtilos, morangos e groselhas, respetivamente (Ledn-Gonzalez et al., 2013;
Maatta-Riihinen et al., 2004; Wang e Zuo, 2011). A grande maioria das bagas apresenta cor devido a
elevada quantidade de antocianinas que representa uma elevada proporgcdo dos compostos fendlicos
totais. Deste modo, sendo a camarinha de cor branca contém um baixo teor deste composto. Para além
do supracitado, a camarinha é também um fruto que apresenta um elevado teor de dgua e uma grande
proporcao de sementes, o que podem também ser razbes explicativas de um teor mais baixo destes

compostos.

Um estudo realizado em Espanha, na universidade de Sevilha, permitiu identificar os principais
compostos fendlicos da espécie Corema album. Nas analises realizadas, recorrendo a cromatografia
liquida acoplada a Espectroscopia de massa e detetor UV-VIS foi possivel identificar no total 11
compostos fendlicos resultando numa quantificagdo 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/Kkg fruto seco. Dos
compostos identificados, os acidos fendlicos, séo 0s compostos que se encontram em maior propor¢ao
(2268,1+£229,9 mg/kg peso seco de fruto), o que justifica o sabor &cido do fruto. Deste modo, foram
identificados os seguintes acidos fendlicos: clorogénico, neoclorogénico, para-hidroxibenzoico, ferulico,
para-cumarico e caféico, sendo que aquele que se encontra em maior quantidade é o 4cido clorogénico
(1857,6 +180,3 mg/kg peso seco de fruto). Na categoria dos flavondides foi possivel detetar a presenca
de flavonoéis (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) (Leén-Gonzalez et al., 2013). Todos os &cidos presentes no fruto, acima
referidos, sdo acidos fendlicos derivados do acido cinamico. Tradicionalmente, plantas que contenham
estes acidos sdo utilizadas como coleréticas e hipocolesterolemiante. Mais recentemente, estes
compostos tém sido cada vez mais estudados devido a sua atividade antioxidante e anti-radicalar
(Cunha, 2014). O &cido clorogénico (Figura 1.5) € um composto de elevada importéncia na dieta
humana. Um dos metabolitos mais importantes do &cido clorogénico é o acido caféico, sendo que a
hidrélise de acido clorogénico em caféico ocorre no intestino delgado (Sato et al., 2011). Devido a
atividade antioxidante do &cido clorogénico, este tem capacidade de sequestrar os radicais livres,
tornando-se assim um composto protetor em diversas patologias (Granado-Serrano et al., 2007). Este
composto apresenta uma forte atividade de citotoxicidade em algumas linhas celulares e ainda uma
atividade antiproliferativa (Khalifa et al., 2018). Estudos realizados com o intuito de estudar possiveis
efeitos benéficos na salde humana, devido & presenca de acido clorogénico e cafeico (Figura 1.6),
demonstraram que estes tém a capacidade de inibir a oxidacdo de LDL, podendo assim ter efeito
protetor relativamente as doencgas cardiovasculares (Olthof et al., 2018). Estes acidos apresentam
ainda um grande potencial para investigacdo de efeitos promissores para a satde humana (Khalifa et
al., 2018).
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Figura 1.5 - Estrutura molecular do composto acido clorogénico (sigma-aldrich , 2018b).
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Figura 1.6 - Estrutura molecular do composto acido caféico (sigma-aldrich , 2018a).

1.2.2.2 - Triterpenodides

Os triterpendides sdo metabolitos de oligobmeros de pirofosfato de isopentenilo. Encontram-se
distribuidos pelo reino vegetal, na forma de triterpendides livres, glicésidos de triterpendides,
fitoesterdis e/ou dos seus precursores. Deste modo, estes representam o maior grupo de compostos
fitoquimicos, estimando-se que existam na natureza mais de 20.000 triterpendides diferentes
(Conceicéo, 2016; Yadav et al., 2010).

O &cido oleandlico e o acido ursolico sdo frequentemente encontrados em varios frutos do tipo baga,
principalmente pertencentes a ordem Ericaceae. Desta forma, também estéo presentes na constituicao
da cera epicuticular que envolve a camarinha e que confere ao fruto a protecao contra a radiagdo UV e
visivel em simultaneo (Diaz-Barradas et al., 2016). Ambos os acidos estéo referidos como benéficos

para a saide Humana.

Os beneficios do acido ursélico sao descritos como tendo efeitos anticancerigenos, anti-inflamatorios,
antioxidantes e é ainda referido o seu potencial como cardioprotetor (Shishodia et al., 2003; Liobikas et
al., 2011)

Relativamente ao &cido oleandlico sao lhe conhecidas fungbBes antibacteriana, antiparasitéria,
antihipertensora, diurética, antidiabética, anti-inflamatoria, gastroprotectora, hepatoprotectora, anti-HIV,
antihiperlipidémica e a capacidade de inibir a via do complemento (Bednarczyk-Cwynar et al., 2016;
Conceigdo, 2016; Parikh et al., 2014, Pollier e Goossens, 2012)

1.2.3 - Atividade antibacteriana

Atualmente, uma das maiores ameacas a saude global e seguranca alimentar é a resisténcia aos
antibiéticos. Internamentos mais longos, custos médicos mais elevados e aumento da mortalidade sdo

algumas das consequéncias desta problematica. O aparecimento de novos mecanismos de resisténcia
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ameaca, cada vez mais, a prevencao eficaz e o tratamento de infecdes causadas por bactérias,
parasitas, virus e fungos. A falta de antibiéticos e de outros agentes antimicrobianos eficazes
compromete o0 sucesso de muitos tratamentos tais como cirurgias e quimioterapia. O presente problema
de saulde publica estd a complicar a luta de algumas doencas, designadamente HIV e malaria (WHO,
2018). Desde a antiguidade, € conhecido o potencial das plantas no tratamento de doencas,
nomeadamente o seu efeito antimicrobiano. Hoje em dia sabemos que esse potencial é devido a
compostos produzidos pelo préprio metabolismo vegetal (Cowan, 1999). Nos Ultimos anos tem-se
realizado varios estudos com o intuito de comprovar a eficacia do efeito antimicrobiano destes
compostos (Nascimento et al., 2000). A investigacdo neste campo tem levado a descoberta de muitos
compostos com atividade antimicrobiana. A introducdo destes compostos na terapéutica € feita
criteriosamente com base nos efeitos de cada composto em determinadas células e em diferentes
doses, sendo que o mesmo composto pode apresentar toxicidade, ou ndo, dependente das condi¢cbes
escolhidas. Os que tém sido introduzidos na terapéutica sao suficientes para considerar que o0 seu uso
no tratamento das doencgas infeciosas, provocadas por bactérias e agentes criptogamicos, tem sido um
grande contributo no avanc¢o da terapéutica e do problema de saude publica acima referido (Cunha,
2014)

1.2.4 - Avaliacédo do efeito benéfico para a saude

Antigamente, este fruto era conhecido ndo s6 como alimento, mas também pela sua eficacia como
antipirético e pela sua ajuda no combate aos parasitas intestinais, tais como lombrigas (Gonzalez, 2001;
Oliveira e Dale, 2012).

Atualmente, assistimos cada vez mais a um aumento do interesse nos efeitos protetores que alguns
compostos haturais presentes nos alimentos podem ter no stress oxidativo, bem como 0s mecanismos
de defesa associados. A camarinha possui propriedades medicinais, comprovadas por diversos
estudos, em doengas que tenham como causa ou como contributo o stress oxidativo, devido ao seu
perfil de compostos fendlicos (Leén-gonzalez et al., 2012). Um estudo realizado com extratos de fruto
maduro obteve resultados que suportam o uso desta planta como planta medicinal, devido ao efeito
quimioprotetor dos seus compostos fendlicos, nomeadamente como hepatoprotetor, sugerindo assim
a incluséo deste fruto na alimentacdo como preventivo nas doencgas associadas ao stress oxidativo
(Ledn-Gonzélez et al., 2012).

Na presente investigacao ird ser abordado o fruto da espécie, contudo estudos anteriores indicam que
a folha da espécie Corema album, apresenta também um potencial que deve ser estudado. Um estudo
realizado a uma fracdo de polifendis, provenientes da folha da espécie Corema album, demonstrou que
estes tém um efeito neuroprotetor no desenvolvimento da doenca de Parkinson. Os resultados obtidos
neste estudo tornam-se assim promissores em futuras investigacfes que poderdo decorrer com o
intuito de desenvolver novos farmacos para esta doenca (Macedo, 2015). Foram também testados os
polifendis provenientes da folha da mesma planta, num outro estudo, com o intuito de verificar se alguns
destes extratos continham atividade anticancerigena, tendo-se observado que o0s extratos
apresentavam atividade anti proliferativa, devido a presenca do composto Dihidrochalcona (DHC), que

tem a capacidade de bloquear o ciclo celular (Sanchez-Pico, et al., 2014).
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Tal como acima referido, o interesse demonstrado pelo valor nutricional da camarinha, bem como o
beneficio que esta acarreta para a saude, tem sido crescente ao longo dos anos. Diversos estudos tém
demonstrado as suas propriedades antioxidantes, a sua composicdo em compostos fendlicos e o
beneficio que advém destes no tratamento e prevencdo de algumas patologias. Contudo, a
guantificacao total destes compostos ndo € suficiente, uma vez que é imprescindivel a execucéo de
estudos que demonstrem a biodisponibilidade e bioacessibilidade dos mesmos, sendo que é possivel
a ocorréncia de perdas ao longo do processo de digestdo. Do ponto de vista nutricional, a
biodisponibilidade, corresponde a proporcdo de um determinado nutriente ou alimento, que fica
efetivamente disponivel para o organismo utilizar, apds a ingestdo do mesmo (Benito e Miller, 1998). A
biodisponibilidade torna-se assim um conceito fundamental para uma nutricdo eficiente, uma vez que,
0 que é realmente relevante é a quantidade de alimento disponivel apds a ingestdo, digestdo e
absorcao, representando assim a quantidade disponivel para armazenamento ou para exercer funcdes

metabdlicas (Fernandez-Garcia et al., 2009; Parada e Aguilera, 2007).

A bioacessibilidade é definida como a proporcdo de alimento que € libertado a partir da sua matriz
alimentar, no trato gastrointestinal, para absorc¢éo no intestino (Benito e Miler, 1998; Parada e Aguilera,
2007). Foi realizada uma investigacdo que demonstrou a bioacessibilidade dos compostos fendlicos da
camarinha, através do estudo da digestéo in vitro. Deste modo foram estudadas amostras da polpada
fruta e das sementes, liofilizadas e trituradas. O estudo concluiu que apés a digestado apenas 13-20%
dos compostos fendlicos se encontram disponiveis para absor¢ao no intestino delgado, nas amostras
da polpa do fruto. Relativamente as sementes, a percentagem disponivel para absor¢cao apds o

processo digestivo é ligeiramente maior, 22-36% ( Andrade et al., 2017).
1.3 - Inovagéo alimentar - viabilidade da introdug¢&o de camarinha nadieta

1.3.1 - A necessidade de desenvolver novos produtos alimentares

Atualmente o mundo é excessivamente dependente de algumas espécies vegetais. E necessario
incentivar a diversificacdo de habitos de producdo e de consumo, principalmente pelas espécies que
hoje em dia se encontram subvalorizadas, de forma a contribuir para uma nutricdo eficiente, uma
sustentabilidade ecoldgica e ainda, assegurar a existéncia de meios de subsisténcia (Leonti, 2012;

Romojaro et al., 2013).

A disponibilizacao e a divulgagdo de informacao relativamente a relagcao entre a alimentacao e a saude
tém aumentado ao longo dos anos. Deste modo, tem surgindo uma consciencializacdo por parte da
populacao acerca dos seus habitos alimentares, aumentando assim o grau de exigéncia nos alimentos
desenvolvidos (Barrena et al., 2015; Sajdakowska et al., 2018). Denota-se por parte da populacdo uma
maior preocupacgao com a higiene e seguranca alimentar, com a qualidade de vida e com os beneficios
para a saude que advém dos alimentos (Barrena et al., 2014; Sajdakowska et al., 2018; Sehgal, 2018).
A obtencao de compostos bioativos, que revelam efeito benéfico para a saude, através da alimentacgéo,
tem tido uma crescente atencao por parte da populagdo, na Ultima década. O desenvolvimento dos
métodos de producédo e consequentemente o aumento do grau de processamento nos alimentos, tem

sido alvo de preocupacéo por parte das populacdes (Sehgal, 2018).
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A industria alimentar enfrenta agora grandes desafios, na producao de alimentos menos processados
e mais saudaveis. Pelos motivos supramencionados o0s consumidores procuram cada vez mais
produtos artesanais e organicos (Sehgal, 2018). O aumento da exigéncia por parte do consumidor,

impulsiona e torna inevitavel a inovagao alimentar (Maina, 2018; Sajdakowska et al., 2018).

O sucesso dos novos produtos desenvolvidos é altamente dependente da aceitacdo do consumidor,
por este motivo torna-se de maxima importancia a inclusdo do consumidor no processo de
desenvolvimento do produto, contribuindo assim para o sucesso do setor alimentar. A analise sensorial
€ a ferramenta mais utilizada para tornar todo este processo viavel e tem como objetivo avaliar a opinido
do consumidor, tendo em conta as caracteristicas percetiveis através do sentido da visdo, do olfato, do
tato, do paladar e da audi¢do, avaliando assim parametros como a aparéncia, o odor, o sabor e a
textura (Guiné et al., 2010; Sehgal, 2018).

1.3.2 - Introducéo de plantas silvestres comestiveis na dieta

O consumo de plantas silvestres comestiveis encontra-se associado a fatores socioculturais e
ambientais. A riqueza da flora comestivel selvagem, bem como as condi¢Bes climatéricas sdo alguns
dos fatores que contribuem para o consumo, ou néo, destas espécies. A forma individual de vivenciar
a vida ira4 determinar e muito este consumo, através dos valores culturais, do paladar individual e do
contacto que a pessoa mantém com a natureza. A divulgagéo de informacgéo acerca destas espécies e
as tendéncias alimentares que vao surgindo estdo muito presentes nas populagdes, o que influencia
também as suas escolhas. As plantas silvestres comestiveis foram desvalorizadas durante muito tempo
devido ao estigma da associagdo do seu consumo as populagdes mais desfavorecidas. Contudo,
denota-se uma mudanca na mentalidade das pessoas, 0 que ja se reflete no aumento de notoriedade
de alguns frutos silvestres (Pardo-de-Santayana et al., 2007) .

Nos meios urbanos as populagdes devido ao ritmo de vida acelerado que tém, procuram refeicdes ja
cozinhadas ou que sejam faceis de confecionar. O cansaco devido a repeticdo dos mesmos pratos e a
rotina na forma de confecdo, estimulam a procura de novos ingredientes com diferentes sabores,
texturas e cores (Mlcek e Rop, 2011; Romojaro et al., 2013). Torna-se assim necessario privilegiar a

inovagdo alimentar garantindo a satisfacdo do consumidor.

A incorporacdo de plantas silvestres comestiveis ha gastronomia pode responder a algumas das
necessidades das popula¢8es. Atualmente, ja se verifica a introducdo de algumas destas espécies em
gastronomia regional e gourmet, o que tem impulsionado o conhecimento e a criatividade (Pardo-de-
Santayana et al., 2007) Estas espécies podem também constituir uma alternativa aos aditivos
alimentares sintéticos, sendo uma boa resposta para as indlstrias agroalimentares e para a
gastronomia, conseguindo assim satisfazer os consumidores e ter em conta as suas preocupacgdes
(Leonti, 2012; Romojaro et al., 2013).
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1.3.3 - Camarinha como alimento

A camarinha, tal como ja foi referido anteriormente, € um fruto silvestre comestivel (Bicho, 2015),

contudo, ainda tém pouca notoriedade como alimento.

O uso da camarinha na Peninsula Ibérica, como alimento, remonta ao tempo da ocupacao islamica
(Bugalh&do e Queiroz 2005; Oliveira e Dale, 2012). Por se tratar de uma planta espontanea e de facil
acessibilidade era consumida pelas populacdes, da orla costeira, mais desfavorecidas. A par disso,
também era comercializada nos mercados da Galiza, Portugal e Andaluzia, constituindo assim, uma
fonte de rendimento. Antigamente era consumida de forma fresca ou em preparados culinarios, como
em limonadas, licores e compotas, devido ao sabor ligeiramente acido que apresenta (Alvarez-Cansino
et al., 2010; Ledn-Gonzalez et al., 2013). A partir de meados do século XX, era vendida nas praias aos
veraneantes, pelas populagdes locais, aumentando assim o seu consumo e a sua popularidade. Nos
nossos dias, as pessoas nativas dos locais onde as camarinhas crescem ainda as colhem diretamente
do arbusto para consumo préprio (Andrade et al., 2017). Contudo, com as perdas de ecossistemas a
gue temos vindo a assistir e as altera¢des socioecondmicas que se observam, o consumo da camarinha
encontra-se cada vez mais em decréscimo (Ledn-Gonzalez et al., 2013).

A camarinha caracteriza-se por um agradavel e revitalizante sabor acido e fresco, o que torna o seu
paladar tdo peculiar (Leén-Gonzalez et al., 2013). Estas caracteristicas aliadas a cor podem apresentar

um grande potencial na gastronomia e no desenvolvimento de novos produtos.

Relativamente a sua constituicdo, tal como a maioria dos pequenos frutos, € comummente
caracterizada pelo seu elevado teor de humidade, acucar e fibra. Deste modo, foi realizado um estudo
de forma a quantificar estes parametros no fruto da espécie Corema album. Os resultados relativamente
ao teor de aglcar e de fibra foram expressos em % de matéria seca, com os valores de 36,52 e 62,80
respetivamente. Foram ainda quantificados os agucares redutores (41,24). Para além destes resultados
foi também determinada a % de sdlidos sollveis (6,20) e a acidez (10,7 g/100, g de &cido
citrico)(Andrade et al., 2015)

1.4 - Avaliacdo da potencial producao de camarinha

Hoje, assistimos a introdugdo de alimentos que anteriormente nao eram muito consumidos e cujo
potencial era desconhecido. Desta forma, o investimento na investigacdo e na descoberta do potencial
de novas frutas tem sido cada vez maior, enriqguecendo diariamente a alimentacdo com novas texturas
e sabores. Apesar da camarinha ser conhecida como alimento ha muitos anos, € pouco explorada e
investigada. Pelas razdes anteriormente referidas, tem-se verificado nos ultimos anos um aumento do
interesse na comercializacdo e producédo deste fruto (Oliveira e Dale, 2012). Tendo em consideracao
as caracteristicas organoléticas, nutricionais e fisicas que apresenta, a camarinha patenteia um grande
potencial para ser introduzida no mercado dos pequenos frutos. A cultura dos pequenos frutos
(morango, framboesa, mirtilo, amora e groselha) tem hoje uma expressédo importante em Portugal.
Devido a sua dimenséo, Portugal ndo podera ser um importante competidor em volumes de produgéo
comparativamente com outros paises europeus, no entanto, pode ter um lugar no mercado com

producbes de elevada qualidade (Rederural, 2014). As camarinhas, tal como outras espécies
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endémicas, ainda ndo se encontram exploradas e podem constituir novas oportunidades e criar
oportunidades em alguns nichos de mercado. Torna-se assim pertinente a investigacao, producao e
comercializacdo da camarinha de forma a atingir um maior reconhecimento do fruto e um maior
aproveitamento dos recursos nacionais. Atualmente, 0 seu crescimento € praticamente selvagem e por
esta razao ainda nao existe aplicacdo industrial para esta fruta (Andrade et al., 2017).

A camarinha possui algumas caracteristicas que podem impulsionar o seu reconhecimento no mercado

dos pequenos frutos, especialmente a cor e 0 seu prazo de validade.

A cor é uma caracteristica peculiar que pode ser muito importante em alguns nichos de mercado. Séo
conhecidos poucos frutos que se apresentam sob a forma de baga branca. A groselha branca é o Unico
fruto conhecido, que é comercializado e que é branco. A groselha (Ribes rubrum L.) é tradicionalmente
conhecida por ser vermelha, contudo, a groselha branca é desta cor por conter um alelo que impede a
producdo de antocianina no fruto, que € cultivado no norte da Europa. Existem outros frutos brancos,
como a forma branca do morango chileno (Fragaria chiloensis (L.) Duch.) que é vendido apenas em
mercados locais do Chile (Hancock, 1999) (Oliveira e Dale, 2012). Na Ucrania, foram também
encontrados mirtilos selvagens (Vaccinium mryrtillus L.) de cor branca (Konovalchuk, 2009). A espécie
Flueggea virosa, é também uma baga branca comestivel, que é nativa de Africa, Indonésia e Australia.
Existe também o género Symphoricarpus, contudo é considerada venenosa (Oliveira e Dale, 2012;
Tutin et al., 1972).

Para além da cor, outra vantagem que o fruto apresenta € a robustez da sua epiderme, tornando assim
possivel uma colheita manual ou mecanica. A durabilidade desta fruta, pode também ser um ponto
positivo para a sua posterior comercializagdo. Um estudo realizado a amostras recolhidas entre Sines
e Aveiro, identificou diferentes genoétipos desta espécie. Este estudo demonstrou que dois dos
genotipos identificados, ap6s 5 meses da sua recolha, a uma temperatura de 4°C ainda se encontravam

preservados (Oliveira e Dale, 2012).

De forma a estudar a viabilidade da producéo do fruto, alguns estudos tém sido realizados relativamente
a germinacao artificial. Os resultados tém demonstrado que a taxa de germinacao artificial da espécie
€ baixa. Desta forma, tém sido realizadas algumas investigacdes cujo objetivo é estudar e otimizar a
germinacao, tornando assim possivel e rentavel a sua producdo. Um estudo realizado na estacao
biolégica de Dofiana, demonstrou que a producdo desta espécie de forma ndo selvagem tem uma
germinacao baixa, 6,7% (96 de 1440) (Fedriani e Delibes, 2009). Um outro estudo realizado no INIAV
obteve resultados que sugerem que 0 sucesso na germinacdo de sementes de C. album esta mais
dependente do gendtipo do que da localizagdo da mesma. Concluem ainda que esta espécie apresenta
um crescimento lento, sendo que o valor médio de crescimento de todos os genotipos em estudo foi de
12 cm no primeiro ano, com um aumento do didmetro do ramo principal de 0,49 cm/ano. Este estudo
demonstrou ainda, que em condi¢cdes de cultura, o periodo que apresentou maior taxa de crescimento

foi entre abril e outubro (Oliveira et al., 2016).

Relativamente ao cultivo, esta é uma espécie que precisa de locais com caracteristicas muito

especificas para que seja possivel o seu crescimento. Sendo a camarinha uma planta que habita em
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dunas com condicdes extremas de temperatura e de falta de agua no periodo de verao, é de esperar
que a germinacédo das suas sementes seja dificil (Oliveira et al., 2016).
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2 - Material e Métodos
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Capitulo 2 - Material e Métodos

A espécie Corema album é um arbusto que se desenvolve maioritariamente nos sistemas dunares e
nos pinhais adjacentes (Oliveira e Dale, 2012). Deste modo e considerando que as condi¢des
climatéricas e o solo tém uma grande influéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo
muitas vezes determinante na sua composicéo fisico-quimica, tornou-se pertinente avaliar também a
existéncia de diferencas entre os frutos desenvolvidos no pinhal e nas dunas (Ramakrishna e
Ravishankar, 2011). Assim sendo, as andlises foram realizadas em ambas as amostras exceto a
atividade antimicrobiana e o estudo de viabilidade celular. Estas Ultimas anéalises foram concretizadas
com a mistura de ambas as amostras por ndo terem sido verificadas diferencas significativas para a
maioria dos parametros analisados. Por se tratar de um fruto que ndo é comercializado e que é
desconhecido por muita populagéo, tornou-se pertinente utilizar um fruto comercial, a uva, sob as
mesmas condi¢8es utilizadas na camarinha com o intuito de comparar resultados em algumas anélises
realizadas. A uva utilizada foi adquirida numa superficie comercial, sendo uma uva de baga branca
proveniente do continente africano. O fruto escolhido foi a uva por se tratar de um fruto consumido em
ampla escala, ser economicamente acessivel e também por apresentar algumas semelhancas
morfolégicas com a camarinha. A determinagdo do pH, determinacdo dos sdlidos sollaveis e
determinacéo do teor total de compostos fendlicos e capacidade antioxidante foram as analises em que

a uva foi utilizada como comparacéo.

2.1 - Recolha e preparacao de amostras

Para a realizagdo desde trabalho foram recolhidas amostras de camarinhas nas dunas e no pinhal. As
amostras foram recolhidas junto da praia do Vigdo, Coimbrdo (Latitude: 39.89132 e Longitude: -
8.964576), pertencente ao distrito de Leiria (Figura 2.1). As amostras das dunas foram colhidas mesmo
junto & praia, enquanto as do pinhal foram colhidas no pinhal que se encontra adjacente a praia. A
recolha decorreu entre 0 més de julho e setembro de 2017. Ap6s a colheita os frutos foram higienizados

com agua destilada e armazenados a uma temperatura de aproximadamente -16 ° C.
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Figura 2.1 - Mapa de Portugal Continuental onde se encontra assinalado o local de recolha das
amostras estudadas no presente estudo.

2.2 - Caracterizagéo fisico-quimica
2.2.1 - Determinacdo do peso médio

Para avaliar o peso médio do fruto (equacgéo 1) foram selecionadas aleatoriamente 100 camarinhas, de
forma a obter uma amostra heterogénea, sendo de seguida realizada a pesagem das mesmas em

balanca analitica de precisdo Mettler Toledo, modelo AB204-S.

Y Pesodofruto
n

Peso médio do fruto =
Equacgédo 1

Legenda:

n — Numero de frutos que constituem a amostra, neste caso em particular n=100.

2.2.2 - Determinacédo da altura e do didmetro médio

De forma a obter um valor médio do didametro (equacao 2) e da altura média da baga (equagéo 3),
procedeu-se a medicdo dos parametros referidos em 50 camarinhas, escolhidas aleatoriamente, com

recurso a um micrémetro manual (Figura 2.2).

Y Diametrodofruto
n

Diametromédiodofruto=

Equacéo 2

2 Alturadofruto
n

Alturamédiadofruto=

Equacgéo 3
Legenda:

n — Numero de frutos que constituem a amostra, neste caso em particular n=50
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Figura 2.2 - Representagdo demonstrativa da medicédo da altura da baga, assinalado a amarelo
e do didmetro assinalado a azul, com recurso a um micrometro manual.

Ap6és calculados os valores do peso médio, altura e didmetro, calculou-se o calibre (equacédo 4) e o

volume médio do fruto (equagéo 5).

Alturadofruto+Diametrodofruto
2

Equacéo 4 (Sonia Andrade et al., 2015)

Calibre =

4
Volume = 1 _ Calibre3
3

Equacéo 5 (Sonia Andrade et al., 2015)

2.2.3 - Determinacéo da parte edivel

A parte edivel de um alimento é expressa em percentagem e corresponde ao peso do produto que
pode ser utilizado como alimento, deste modo, exclui-se tudo aquilo que nao sera ingerido. O valor da
parte edivel ira assim depender da forma como o alimento serd consumido, do aproveitamento e dos
habitos e gostos alimentares de cada individuo. Deste modo, o valor calculado deve ser considerado
como um valor indicativo, uma vez que na préatica poderd haver variacdes dependendo dos fatores
acima referidos (INSA, 2016)

Tendo em conta o supracitado, a parte edivel do fruto, ird depender da forma como este serd ingerido.
Procedeu-se assim ao calculo da parte edivel do fruto, considerando o seu consumo em fresco e
desidratado. Relativamente ao célculo do fruto em fresco e desidratado descartaram-se apenas as

sementes.
2.2.3.1 - Determinacédo da parte edivel do fruto desidratado

Desde sempre que a populagédo se alimenta de frutos frescos, mais recentemente, temos vindo a
observar uma grande apreciacdo da ingestdo de frutas desidratas em forma de snack. A desidratacio
€ um dos métodos mais antigos de conservacao de alimentos devido a estabilizacdo da atividade
microbiolégica, a reducédo das reacdes quimicas e enzimaticas e ainda a diminuicdo da atividade da

agua. Assim, torna-se um processo altamente vantajoso, principalmente para frutos sazonais uma vez
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que permite a existéncia do fruto todo o ano e possibilita a diminuicdo de custos de transporte e de
armazenamento (Ferreira e Candeias, 2005). Para o céalculo da percentagem da parte edivel do fruto

desidratado (equacéo 6 e 7) realizou-se a desidratacdo de 5 g de amostra em estufa Heraeus modelo
D-6450 Hanau, a uma temperatura constante de 60°C, durante aproximadamente 72 horas. Apds a
secagem completa das amostras procedeu-se a remocao das sementes para posteriormente pesar. A

remocao das sementes foi realizada manualmente com recurso a duas pingas.

Peso Edivel da Amostra = Peso da amostra desidratada — Peso das sementes desidratadas
Equacéo 6

Peso Edivel da Amostra x 100

%ediveldofrutodesidratado = Pesodaamosiradesidratada

Equacéo 7
2.2.3.2 - Determinacédo da parte edivel do fruto fresco

Para a determinacdo da percentagem da parte edivel no fruto fresco (equacao 8 e 9), selecionou-se e
pesou-se uma amostra constituida por 100 camarinhas. As sementes foram removidas de forma

manual com recurso a duas ping¢as e procedeu-se a pesagem das mesmas.

Peso Edivel da Amostra = Peso da amostra fresca — Peso das sementes

Equacéo 8

Peso Edivel da Amostra x 100

% ediveldo frutofresco = Pesodaamosirafresca

Equacéo 9

2.2.4 - Determinacédo do teor de humidade

A determinacao do teor de humidade foi realizada através da desidratagdo completa, de uma amostra
constituida por 5 g de fruto, em estufa Heraeus modelo D-6450 Hanau a temperatura constante de
60°C durante aproximadamente 72 horas. Os resultados foram expressos em percentagem de teor de
humidade (equacao 10). A analise foi realizada em triplicado.

A Peso x 100

Teor de Humidade = 5

Equacéo 10
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Legenda:

APeso - Diferenca entre o peso inicial da amostra e 0 peso da amostra apds a secagem na estufa
Pi — Peso inicial da amostra

2.2.5 - Determinacéo do pH do sumo
O potencial hidrogeniénico (pH), corresponde a uma escala numérica (0-14 a 25°C), utilizada para

especificar a acidez ou basicidade de uma solucdo («IUPAC», 2018).

A amostra de sumo de camarinha foi obtida por pressdo manual mecanica, com recurso a almofariz
com pildo, seguida de centrifugacdo em centrifugadora de bancada Heraeus modelo Labofuge 200, a
uma velocidade de 4000 rpm durante 20 minutos. Apés a centrifugacdo realizou-se uma de filtracédo
simples em papel de filtro qualitativo, com 90 mm de didmetro. Apds a obten¢éo do sumo procedeu-se
a leitura do seu pH recorrendo a um potencidmetro de bancada Hanna instruments pH 212. A anélise

foi realizada em triplicado.

2.2.6 - Determinacédo dos sélidos soltveis do sumo

A quantificacdo dos sélidos sollveis consiste na contagem dos compostos que se encontram
dissolvidos no sumo da fruta. A maior parte dos soélidos sollUveis sdo agUcares e por esta razdo, a
andlise quantitativa por refratometria € muitas vezes equiparada ao teor de aclcar do sumo do fruto.
Os acucares sao utilizados como referéncia na colheita, devido a facilidade que existe na sua medicao
e também porque traduzem bem a percec¢do do sabor da fruta. A unidade de medida do contetdo de

sélidos solaveis é o grau Brix (°Brix) (Harrill, 1998).

A percentagem de solidos solGveis do sumo foi determinada com recurso a um refratdmetro manual
Zuzi série 300. O sumo produzido para realizar a presente analise foi realizado seguindo o0 mesmo

procedimento do sumo para a andlise de pH, indicado na secgéo 2.2.5.

2.2.7 - Andlise elementar

O contetido mineral do fruto da espécie Corema album foi determinado através da técnica de p-
fluorescéncia de raios-X em aparelho de Espectrometria modelo M4 Tornado da Bruker (Figura 2.3). O
instrumento utilizado na presente caracterizacdo permite a obtencdo de resultados com elevada
exatiddo e de uma grande variedade de amostras (Bruker, 2018). Este aparelho encontra-se equipado
com um alvo de Rh como anodo do tubo de raios-X. A sua Optica policapilar de raios-X foca a radiagédo
do tubo em areas muito pequenas, gerando pontos focais de radiacdo de elevada intensidade numa
superficie de cerca de 25 pm de didametro. O arranjo convexo de micro-capilares de vidro que apresenta
foca a radiagcéo do tubo num ponto focal muito pequeno através de reflecdes multiplas. Isto resulta num
aumento da intensidade focal de até 10000 vezes relativamente a um colimador. A elevada intensidade
da radiacdo combinada com uma excelente resolucdo espacial conferem a este aparelho a capacidade
de executar medic¢des rapidas e com grande detalhe. Possui também colimadores de Zircénio (Zr) que
se encontram entre a amostra e o detetor. E ainda composto por um SDD XFlash® que lhe confere

uma excelente resolucao energética mesmo para contagens elevadas. Este tipo de detetor apresenta
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resolugBes energéticas melhores que 145 eV, o que se traduz numa excelente capacidade de
separacao de picos.

Para analise do contetdo mineral, amostras desidratadas previamente reduzidas a p6 em almofariz de
agata, foram pressionados por uma forca equivalente a 10 toneladas e transformados em pastilhas de
2 cm de diametro e 1 mm de espessura. Com o objetivo de ser possivel inferir incertezas estatisticas
relativas a homogeneizac¢éo do processo de moagem, efetuou-se um minimo de trés pastilhas por cada
amostra. Cada pastilha, com um peso de aproximadamente 0,3 mg, foi colocada num filme de Mylar e
inserida no respetivo slide (Figura 2.4). Seguidamente procedeu-se a colocagéo do slide diretamente
em frente do feixe de raios-X para determinagdo elementar. Foram efetuadas trés analises por cada
amostra, uma em cada pastilha. O tempo de aquisicdo, para cada espectro, foi de 1000s. A
quantificacdo absoluta dos vérios elementos foi realizada com o método dos pardmetros fundamentais.
Este método permite obter a concentracgao relativa de cada elemento presente na amostra com a ajuda
de parametros atdmicos de interacdo de radiagdo com a matéria, como por exemplo os rendimentos
de fluorescéncia ou secc¢des eficazes de absorcdo. Validou-se o presente método através da
comparacdo das concentragdes obtidas com concentragfes conhecidas presentes em materiais de
referéncia padrdo de matrizes de tipo orgénico. Entre estes materiais de referéncia estédo as folhas de
pomar (NIST-SRM1571), folhas de Choupo (GBWO07604) e ramos de arbusto (GBWO07603). Estes
materiais contém matrizes organicas leves com varias concentracdes dos elementos de interesse, o
gue permite a avaliagdo do presente método para diferentes regimes de concentracéo. A preparagdo
de pastilhas dos materiais de referéncia padrdo seguiu 0 mesmo procedimento que as outras amostras
testadas. No geral, o método de parametros fundamentais é capaz de obter as mesmas concentracdes
elementares que os valores certificados, dentro do nivel de incerteza. No caso, a incerteza corresponde

a limites de confianca de 68%, isto é, a um desvio padréo.

Figura 2.3 — Sistema M4 Tornado (Espectrometria por Fluorescéncia de Raios-X).
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Figura 2.4 — Pastilha constituida por camarinha desidratada e pressionada a uma forca equivalente a
10 toneladas, colocada no filme de mylar e inserida no respetivo slide.

2.3 - Atividade antioxidante

O estudo da capacidade antioxidante do fruto na presente investigagéo consistiu na quantificacdo dos
compostos fendlicos totais através do método de Folin-Ciocalteau e na avaliacdo da capacidade
antioxidante através do método ABTS. As andlises referidas foram realizadas ao fruto inteiro e ao sumo

do fruto.

Por se tratar de um fruto pouco investigado tornou-se pertinente a utilizacdo de um fruto comercial para
validagdo das técnicas. Assim, a capacidade antioxidante foi estudada na camarinha e na uva utilizando

sempre 0 mesmo procedimento.

2.3.1 - Extrac&o de compostos fendlicos

Primeiramente realizou-se a extracdo dos compostos fendlicos. A extracdo dos compostos fendlicos
influencia a avaliagdo da capacidade antioxidante, verificando-se resultados diferentes consoante a
extracdo realizada. Tendo isto em consideracdo o solvente utilizado no presente estudo foi a acetona,
sendo verificado em diversos estudos que este solvente apresenta bons resultados na extracéo de
compostos fendlicos (Alothman et al., 2009; Fonseca et al., 2015). Os compostos fendlicos presentes

nos frutos foram extraidos de acordo com Ribeiro et al., ( 2014), com algumas adaptacdes.

2.3.1.1 — Fruto inteiro

A extracao foi realizada em 1 g de amostra previamente pesada em balanga analitica de precisdo
Mettler Toledo, modelo AB204-S. Seguidamente a amostra foi colocada em frasco de vidro graduado
com 10 mL do solvente, acetona a 70%. A mistura manteve-se em agitacdo em agitador magnético P
selecta, modelo Agimatic-N, durante duas horas, a temperatura ambiente e protegida da luz. A amostra
foi centrifugada em centrifugadora de bancada Heraeus modelo Labofuge 200, a uma velocidade de
4000 rpm durante 20 minutos. Apds a centrifugacao realizou-se uma de filtragdo simples em papel de

filtro qualitativo, com 90 mm de diametro.
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2.3.1.2 —Sumo

O sumo de camarinha foi também avaliado relativamente a atividade antioxidante. A amostra de sumo
de camarinha foi obtida por pressdo manual mecanica com auxilio de almofariz. Para realizacao de
extracdo dos compostos fendlicos, 1 mL de sumo foi adicionado a 10 mL de solvente de extracéo,
acetona, tendo a mistura permanecido em agitacao em agitador magnético P selecta, modelo Agimatic-
N, durante uma hora, a temperatura ambiente e protegida da luz. Ap6s a centrifugacao realizou-se uma

de filtracdo simples em papel de filtro qualitativo, com 90 mm de diametro.

2.3.2 - Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

Para a quantificagdo dos compostos fendlicos totais no presente trabalho, foi utilizado o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau. Este método baseia-se na reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau,
em meio alcalino, através da reagdo com 0s compostos fendlicos presentes na amostra. Ao ocorrer a
reducdo do reagente, existe a transformacgéo do fosfomolibdato-fosfotungstato em molibdénio, que
apresenta uma coloracdo azul, tornando assim possivel a leitura da solucdo no espectrofotémetro.
Quanto mais forte for a cor azul, maior sera a quantificacéo total dos compostos fendlicos (Lordélo et
al., 2010; Neves et al., 2009).

A implementagdo do método utilizado foi realizado tendo em conta o procedimento de Giao et al.,
(2007) com adaptacBes. Em tubo de ensaio foi adicionado 0,250 mL do extracto e 0,250 mL de reagente
de Folin-Ciocalteau (Scharlau). A solugéo resultante foi agitada recorrendo a vortéx e posteriormente
adicionou-se 5 mL de carbonato de sddio (Na2CQO3) (70g/L) (Scharlau) e 7 mL de 4gua destilada. A
solucdo resultante foi homogeneizada no vortéx e colocou-se em repouso durante 1 hora, a
temperatura ambiente e protegida da luz. Por fim, realizou-se a leitura das solu¢des, a 760 nm em
espectrofotdbmetro Varian Cary modelo 50 Scan UV Visible. O branco foi realizado tendo em conta o
mesmo procedimento, substituindo apenas a amostra por agua destilada. A reta de calibracdo (anexo
1) foi preparada com acido gélico como padréo e os resultados correspondentes a quantificacéo total
dos compostos fendlicos foram expressos em mg GAE/g de fruto e mg GAE/mL de sumo. A analise foi
realizada em triplicado com duplicados de cada solucéo.

A quantificacdo total de compostos fendlicos (equagdo 11), é calculada através da equagao

correspondente a reta de calibragdo (anexo 1).

¢ _Abs -0,0825
1,9779

Equacéo 11

Legenda:

Abs - Absorvancia de cada amostra
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2.3.3 - Avaliacdo da capacidade de reducéo do radical ABTS

No presente trabalho foi utilizado o método do radical catiénico ABTS** para a avaliacdo da capacidade
antioxidante das camarinhas. Este € um método que tem sido amplamente utilizado em alimentos e
bebidas, devido a sua aplicabilidade em fases aquosas. Este método, espectrofotométrico, determina
a atividade antioxidante total através da captura do radical. O ABTS** é um radical livre sintético que
apresenta uma coloragdo verde/azul. A capacidade antioxidante da amostra biolégica a ser testada
depende da capacidade, desta, reduzir ou eliminar o radical livre (Floegel, et al., 2011). Quanto maior
for a descoloracéo verificada no ABTS** maior a atividade antioxidante existente na amostra testada.
Deste modo, a extensdo da descoloragdo permite o célculo da percentagem de inibicdo (Pl),
determinado em fungéo da concentracéo e do tempo em relacdo ao padréo, sob as mesmas condi¢des
(Re et al., 1999).

O método utilizado na presente investiga¢do decorreu de acordo com Giao et al., (2007) com algumas
adaptacdes. Para iniciar o método, é necessario primeiramente a prepara¢do da solucdo de ABTS
concentrado. Assim, foi preparada uma solucdo de 10 mL de ABTS (7 mmol/L). Paralelamente foi
preparada uma solugéo de 10 mL de persulfato de potassio (K2S20s) (2,45 mmol/L). Procedeu-se assim
a juncdo das duas solucdes e deixou-se em repouso cerca de 16 horas a temperatura ambiente na
auséncia de luz, originando assim o radical ABTS**. Apés o periodo de espera realizou-se a filtracdo
da solucéo com auxilio de uma bomba de vacuo e filtro. Seguidamente, realizou-se a diluigdo desta
solugdo com 4gua destilada tendo como objetivo a obtencdo de uma solugdo com valores de
absorvancia, de 0,700 £ 0,020 para um comprimento de onda de 734 nandmetros. Para se proceder a
implementacdo do método adicionou-se 1 mL do radical e 20 yL de extratos, a mesma cuvete
(descartaveis, Brand standard — PMMA semi-micro, Sigma-Aldrich). De forma a evitar o contacto com
0 oxigénio, colocou-se parafilm na cuvete e agitou-se manualmente. Apds 6 minutos procedeu-se a
leitura das solugbes, a 734 nm, no espectrofotometro Varian Cary modelo 50 Scan UV Visible
(Haddouchi et al., 2014). O branco foi realizado tendo em conta 0 mesmo procedimento, substituindo
apenas a amostra por 4gua destilada. A reta de calibracao (anexo 2) foi preparada com acido ascoérbico
(Panreac) como padrao e os resultados correspondentes a atividade antioxidante foram expressos em
mg VCEAC/g de fruto e mg VCEAC/mL de sumo (VCEAC: equivalente em vitamina C). A andlise foi
realizada em triplicado com triplicados de cada solucgéo.

Para calcular a capacidade antioxidante do fruto (equagédo 13) é necessario previamente calcular a
percentagem de inibicdo (equacgédo 12).

B Absr—-Absa
a Absr

Legenda: Equacéo 12

x 100

Abs r - Absorvéancia inicial da solucédo de ABTS

Abs a — Absorvancia da solugéo resultante apds 6 minutos
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Pl -2,7555
C=

429,04
Equacéo 13

2.4 - Avaliagdo da atividade antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana da camarinha foram utilizados o sumo do fruto e um extrato de
sumo em acetona/agua (7:3). A avaliacao foi efetuada in vitro pelo método de difusdo em disco, e

estudado o seu efeito sobre diferentes estirpes de bactérias.
2.4.1 - Estirpes bacterianas

A atividade antibacteriana do extrato de acetona do sumo do fruto e do sumo do fruto foram testados
individualmente em cinco estirpes de bactérias, trés Gram positivas (Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus (isolado clinico) e duas Gram negativas (Pseudomonas

aeruginosa e Escherichia coli).
As estirpes bacterianas estudadas fazem parte da colecgdo de estirpes do Instituto Politécnico de Leiria.
2.4.2 - Método de difusdo em disco

A atividade antibacteriana foi avaliada recorrendo ao método de difusdo em disco, de acordo com a
adaptacdo do procedimento de Djihane et al., (2017).

Nestes ensaios utilizou-se o meio Agar Mueller-Hinton (MHA) preparado de acordo com as indicagdes
do fornecedor e previamente esterilizado a 121°C e uma presséo de 1 atmosfera durante 15 minutos.
Apos esterilizagdo, cerca de 15 mL do meio foram vertidos em placas de Petri esterilizadas obtendo-se
assim uma camada-base. Através das colonias isoladas das culturas de bactérias, com auxilio de uma
ansa esterilizada, realizou-se uma suspensao para cada bacteria em solucéo estéril de NaCl 0,9% até
atingir uma densidade Otica correspondente a turbacéo padrdo de 0,5 na escala Mcfarland (cerca de
1,5 x108 bactérias/mL). Apos a solidificacdo da camada-base, procedeu-se ao espalhamento de 1 mL
de cada indculo, anteriormente preparado, por toda a superficie de Muller-Hinton Agar (MHA),
recorrendo a um espalhador estéril. De seguida foram colocados os discos de papel de filtro qualitativo,

com 8 mm de didametro, esterilizados, a distancias equitativas, na superficie do agar inoculado.

Para estudar a atividade antimicrobiana do extrato de acetona e do sumo do fruto foram utilizados dois
volumes diferentes, 10 pL e 20 pL, o que nos permitiria avaliar o efeito da concentragdo dos
componentes desses extratos. De forma a eliminar o possivel efeito do solvente acetona na atividade
antibacteriana do extrato do sumo, esta foi utilizada como controlo negativo. Os antibiéticos
Ciprofloxacina 5 pg (CIP 5), Ampicilina 10pg (AMP 10), Polimixina B 300 units (PB 300) e Colistina 10
Mg (CT 10) foram utilizadas como controlo positivo permitindo-nos avaliar e quantificar os halos de
inibicdo desenvolvidos. Por fim as placas de Petri foram incubadas a 37 °C e foram observadas apds
24 e 48 horas, de forma a verificar a existéncia de halos de inibicdo do crescimento bacteriano. A
avaliacdo do crescimento nas respetivas placas, foi realizada através de leituras visuais, através de

comparacdo com o controlo negativo e positivo e da medicdo dos halos desenvolvidos. O controlo
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positivo com os antibioticos foi executado em duplicado para cada estirpe e o ensaio para avaliacéo do
efeito antibacteriano dos diferentes extratos foi efetuado em triplicado. De forma a comprovar a
esterilidade do meio de Muller-Hinton Agar (MHA), mantiveram-se duas placas de Petri sem inéculo
nas mesmas condicdes do ensaio e durante 0 mesmo periodo de tempo. Para comprovar a capacidade
reprodutiva das estirpes bacterianas foram também mantidas duas placas de Petri inoculadas por

espalhamento, com cada estirpe, nas condi¢des e durante todo o periodo do ensaio.
2.5 - Teste de Viabilidade Celular

No decorrer da presente investigacdo, foram realizados ensaios de viabilidade celular com o intuito de
avaliar a resposta das células, relativamente a sua viabilidade, & presenca do sumo do fruto camarinha.
De forma a avaliar o efeito do sumo nas células recorreu-se ao ensaio MTT, realizado segundo as
indicacdes descritas no Kit No 11465001 — Sigma-aldrich, em culturas celulares tumorais CACO-2 do
adenocarcinoma colorectal humano da European Collection of Cell Cultures (ECACC, UK). Estas
células, CACO-2, possuem a capacidade de se diferenciarem de forma espontdnea em condicfes de
cultura, apresentando caracteristicas semelhantes as de enterdcitos humanos maduros. Apesar da sua
origem cdlica, estas células expressam uma morfologia e funcionalidade semelhante as células do
intestino delgado. A monocamada CACO-2 apresenta varios recetores, enzimas metabdlicas e

transportadores (Kamiloglu et al., 2015) .

O ensaio MTT € um método colorimétrico comummente utilizado com a finalidade de avaliar a
proliferagcdo celular e a citotoxicidade. O MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolio]) é um corante que através da reducdo dos seus sais tetrazélicos origina cristais formazan,
que sdo caracterizados pela sua cor roxa e por serem insollveis em agua. Esta reducao, é efetuada
por desidrogenases mitocondriais metabolicamente ativas (células viaveis). Os cristais sdo dissolvidos
num solvente orgénico, originando assim uma solucdo de cor roxa, com menor ou maior intensidade,
dependendo da quantidade de cristais formados e consequentemente da quantidade de células viaveis
(Sigma-Aldrich, 2016). O procedimento utilizado no presente ensaio foi adaptado do método realizado
por Nunes et al., (2014) e desenvolvido em parceria com investigadores da Universidade de Coimbra

— Departamento de Quimica.

2.5.1 - Cultura das células

O modelo celular proveniente do adenocarcinoma colorectal humano (células CACO-2) utilizado neste
estudo foi cedido pelos colaboradores da Universidade de Coimbra. As células foram mantidas em
frasco de 75,0 cm? no meio de cultura, em incubadora Thermo Scientific BB 15, a 5% CO2, 95%
humidade, 37 °C. O meio de crescimento utilizado foi o Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM,
Sigma- Aldrich) com 4500 mg/L glucose e 2mM L-glutamina, sem bicarbonato de sédio), suplementado
a 10% de soro fetal bovino inativado termicamente (FBS, Gibco), 1% de aminoacidos nao essenciais
(NEAA, Sigma- Aldrich) e 1% penicilina (100units/mL) — estreptomicina (10mg/mL) (Sigma-Aldrich). O
crescimento decorreu sob condi¢cdes controladas durante aproximadamente 7 dias. Realizou-se a
mudanca de meio de cultura de trés em trés dias de forma a garantir a reposicao dos nutrientes

necessarios ao crescimento celular.
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2.5.2 - Ensaio MTT

Apos 7 dias de desenvolvimento celular procedeu-se ao levantamento das células com solucao a 2.5%
(m/V) tripsina-EDTA (10x solution, Sigma- Aldrich). Realizou-se a contagem das células, com recurso
ao corante Azul de Tripan, em camara de contagem de Neubauer. De seguida, procedeu-se ao
plagueamento das células em placas de 96 pocos, com uma densidade de 1 x 104 células/poco em 300
pl de meio e incubou-se numa incubadora de CO:2 (Thermo Scientific BB 15) com 5% CO2, 95% de
humidade e temperatura constante, 37 °C, durante aproximadamente 5 dias, até se atingir confluéncia

celular total, com renovacgéo de meio de cultura ao fim de 3 dias.

Ap6s incubacéo, o meio foi retirado das placas e substituido pelas amostras de extrato de camarinha
previamente preparadas e diluidas em meio, a diferentes concentragdes (Tabela 2.1), tal como é
descrito na secc¢éo 2.5.3. As placas foram colocadas na incubadora durante aproximadamente 6 horas
e de seguida removeu-se 0 meio e o extrato das placas e lavou-se com solu¢éo de lavagem, tampéo
PBS (phosphate buffer saline). Ap6s este procedimento, foram adicionados 50 pL/pogo de solucéo 0,5
mg/mL MTT, previamente preparada. As placas foram novamente colocadas na incubadora durante
aproximadamente 3 horas. Apds este periodo, verificou-se a formacgdo de cristais, sujeitos a
solubilizacdo (Figura 2.5) para efeito de quantificagdo. As solugfes resultantes foram quantificadas
espectrofotometricamente a 570 nm com recurso a leitor de placas Elisa (BioTek), com vista ao calculo
da viabilidade celular (equag&o 14). O ensaio foi realizado em duplicado, com triplicados de cada

concentracdo. As amostras controlo correspondiam a pog¢os que continham apenas o meio DMEM.

. Absamostraatestar
ojabilidade celular (% do controlo) = Abs controlo x 100

Equacéo 14

Figura 2.5 - Estudo de viabilidade celular de células CACO-2 na presenga de extrato de
camarinha, com recurso ao ensaio MTT realizado em placa ELISA de 96 pocos.

2.5.3 — Preparacédo de amostras

O de sumo de camarinha foi obtido por pressdo manual mecéanica, com recurso a almofariz com pildo,
seguido de filtracdo simples em papel de filtro qualitativo, com 90 mm de didmetro e congelada a -20
°C. De seguida procedeu-se a liofilizacdo do sumo em liofilizador Kinetics Ez-Dry, modelo EZ550R,
acoplado a bomba de vacuo Edwards 12, a temperatura constante de -42 °C, e pressao de 100 mT.

Com o objetivo de testar diferentes concentracdes de sumo, foram preparadas 11 amostras,
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representadas na Tabela 2.1. Para preparacéo destas amostras, a amostra liofilizada foi ressuspensa
em meio de cultura DMEM, dependedo da concentracdo preparar. A Tabela 2.1 lista as concentracdes

de extrato de camarinha testadas no ensaio de viabilidade celular.

Tabela 2.1 - Concentracdes testadas de extrato liofilizado de camarinha no ensaio de viabilidade
celular em células CACO-2.

Concentragéo (%) Concentragdo (mg/mL)
759 446
506 297
338 198
225 132
150 88
100 59

67 39
44 26
30 17
20 12
13 8

2.6 - Estudo da viabilidade de incorporacdo do fruto camarinha em

produtos alimentares

Sendo a camarinha um fruto que apresenta uma baixa notoriedade é, no entanto, muito conhecido junto
da populacdo nativa das zonas da sua proliferagdo. Desta forma e ap0s realizado o estudo as suas
propriedades fisico-quimicas, torna-se necessario obter um maior entendimento acerca da sua

aceitabilidade por parte da populagdo em geral.

2.6.1 - Desenvolvimento de uma formulacdo de chocolate com incorporacédo de

camarinha

Uma grande parte da populagdo mundial é apreciadora de chocolate, sendo que a Europa é detentora
de uma das taxas mais elevadas de consumo deste produto (FAO, 2009). O desenvolvimento de uma

formulagdo de chocolate com incorporacao de camarinha é deste modo pertinente.
2.6.1.1 - Formulagéo do produto

Em primeiro lugar realizou-se o processamento da matéria-prima. Efetuou-se a higienizag¢éo dos frutos
com agua destilada, de seguida extraiu-se o sumo das bagas com recurso a uma maquina de sumos
(Moulinex). Procedeu-se assim a uma desidratagdo do sumo extraido, no forno (Thor) a temperatura
de 60°C, durante aproximadamente 10 horas, até serem formados cristais rdseos. Seguidamente,
derreteu-se o chocolate 70% de cacau (Pantagruel), em banho maria até uma temperatura de 45 °C.
O chocolate foi colocado em formas de 5 g, onde foi adicionada também 0,03 g de cristais. Por fim as

formulac®es foram colocadas em refrigeracdo a umatemperatura de -16 ° C, durante aproximadamente
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10 minutos para solidificag@o. Posteriormente os chocolates foram armazenados a uma temperatura
de 5 °C. Deste modo, foi possivel chegar a uma formulacao final que continha 99,4 % de chocolate e

0,6 % de camarinha.

Procedeu-se também a realizacéo de um chocolate controlo, com o mesmo procedimento, sendo a sua

constituicdo 100% de chocolate com 70% de cacau.
2.6.1.2 - Teste de consumidor

De forma a avaliar a aceitacdo do produto e a intencao de compra do consumidor, relativamente ao
mesmo, foram realizados testes de consumidor a um painel internacional constituido por 60 individuos.
O teste continha 2 perguntas: uma referente a prova hedoénica (escalade 1 a 9 do U.S. Army and Food
Container Institute) (Wichchukit e O'Mahony, 2015), em que o nimero 1 correspondia ao desagrado
relativamente ao produto e o 9 correspondia ao agrado total e outra referente a intencdo de compra
(escala de 1 a 5) (Meilgaard et al., 2015), onde o nimero 1 correspondia a intengdo de comprar o
produto e o namero 5 correspondia a ndo aquisicdo do produto. Os chocolates (o controlo e a
formulacdo com camarinha), foram dispostos em pratos devidamente assinalados com codigos de

identificacdo, acompanhados com uma bolacha de agua e sal e um copo de 4gua.

2.7 - Andlise Estatistica

Relativamente aos resultados obtidos na caracterizacéo fisico quimica e na capacidade antioxidante
foram sujeitos a analise estatistica, ANOVA - um fator, de forma a perceber se existiam diferencas
significativas entre os frutos recolhidos no pinhal e nas dunas, para um nivel de significAncia de 95%.

As andlises foram efetuadas através do Excel 2016.
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3 - Resultados eDiscussao
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Capitulo 3 - Resultados e Discusséao

3.1 - Caracterizagéo fisico-quimica

3.1.1 - Determinacéo do peso médio

A determinacdo do peso médio da camarinha foi realizada através da pesagem de 100 camarinhas
escolhidas de forma aleatdria para garantir uma amostra heterogénea. Com o objetivo de verificar a
existéncia de frutos mais vantajosos nas dunas ou no pinhal, a analise foi realizada em ambas as
amostras, 100 frutos recolhidos nas dunas e 100 frutos recolhidos no pinhal, e posteriormente
comparada com recurso a analise estatistica.

Os resultados obtidos nesta anélise demonstram pesos semelhantes (g) entre os frutos recolhidos no
pinhal (0,50 £ 0,03) e nas dunas (0,51 £+ 0,01) (Tabela 3.1). Apés a realizacdo da andlise estatistica
verificou-se que ndo existem diferencas significativas entre ambos os frutos (P >0,05), sendo que neste

pardmetro nenhum se apresenta mais vantajoso.

Na comparacdo da amostra do presente estudo com as amostras de outros estudos é possivel
observar, apesar de algumas diferencas, que os frutos recolhidos para este estudo encontram-se dentro
dos valores dos restantes estudos. No estudo desenvolvido por Oliveira e Dale (2012) verifica-se o
peso médio dos frutos recolhidos em 7 localizagbes diferentes (Figura 3.1), em Portugal, distribuidos
desde Sines até Aveiro, apresentando valores compreendidos entre 0,3 e 0,5 g, dependendo da
localizacéo. Das localizacdes contempladas no estudo de Oliveira e Dale (2012), a que se encontra
mais préximo da presente investigacédo (Praia do Vigdo), € Sao Pedro de Moel (Figura 3.1). Verificou-
se ainda que esta localidade apresenta o valor mais proximo (0,49 + 0,06) Tabela 3.1), quando

comparado ao presente estudo.

Procedendo a comparacdo dos resultados obtidos no atual estudo e na investigagdo conduzida por
Andrade et al (2015), é possivel concluir que o peso médio (g) dos frutos estudados nessa investigacao,

recolhidos em Mira, é superior (0,7 £ 0,1) (Tabela 3.1) ao do presente estudo.

As diferencas verificadas na comparacdo dos diversos estudos, podem ser indicativos de que a
localizagcéo e consequentemente as condicdes edafocliméticas podem influenciar o peso do fruto. Outro
fator que pode estar associado as diferencas existentes entre os varios resultados, é o amadurecimento
do fruto. Por observacgdo propria constatou-se que nos mesmos arbustos existem muitos frutos com
diferentes graus de amadurecimento, assim, no momento da recolha da amostra nao é possivel garantir
0 mesmo grau de maturagdo em todos os frutos. Deste modo, a forma como € selecionada a amostra
de cada estudo ird também influenciar todos os parametros analisados. E também possivel observar
esta heterogeneidade do fruto ao comparar os resultados obtidos por Oliveira e Dale (2012) e Andrade
et al., (2015) relativamente aos frutos recolhidos em Mira (Tabela 3.1), devido a disparidade entre os
resultados. Neste estudo, como o objetivo era uma caracteriza¢éo do fruto, a amostra foi recolhida de

forma a obter frutos heterogéneos.
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Legenda

1. Lagoa de Santo
André

Pego

Comporta

Aldeia do Meco
Sao Pedro de Moel

akrwn

~

Quiaios
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Figura 3.1 - Mapa de Portugal Continental representativo das diferentes zonas
da recolha de camarinha onde foram efetuados diversos estudos.

Tabela 3.1 - Peso médio do fruto recolhido em diferentes zonas.

Localizac&o Peso
Média (g) = Desvio padréo

Praia Vigao (Presente trabalho) Pinhal - 0,50 + 0,032

Dunas - 0,51 £ 0,012
Lagoa de Santo Andre (Oliveira e Dale, 2012) 0,31 + 0,08
Pego (Oliveira e Dale, 2012) 0,41 + 0,05
Comporta (Oliveira e Dale, 2012) 0,38 £ 0,06
Aldeia do Meco (Oliveira e Dale, 2012) 0,42 £ 0,07
S&o Pedro de Moel (Oliveira e Dale, 2012) 0,49 + 0,06
Quiaios (Oliveira e Dale, 2012) 0,36 + 0,06
Mira (Oliveira e Dale, 2012) 0,40 + 0,06
Mira (Andrade et al., 2015) 0,70+ 0,10

Médias com letras iguais néo séo significativamente diferentes (p > 0,05).

3.1.2 - Determinacgéo da altura e do diametro médio

A altura e o diametro médio do fruto foram determinados através da medi¢do dos parametros em 50

camarinhas recolhidas em cada um dos habitas, nas dunas e no pinhal.

Os resultados obtidos, no que diz respeito ao valor médio do didmetro (mm) dos frutos recolhidos no
pinhal (8,03 + 0,90) é muito semelhante ao dos frutos recolhidos nas dunas (8,22 + 1,05). Ao comparar

a altura (mm) dos frutos recolhidos em ambas as localizacdes, também se pode verificar semelhancas
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entre o valor obtido nos frutos recolhidos no pinhal (7,36 £ 0,76) e nas dunas (7,42 £ 0,87) (Tabela 3.2).

Ap6s realizacdo da andlise estatistica, nao foram encontradas diferencas significativas (P >0,05).

Os resultados obtidos no estudo desenvolvido por Herrera (1967), revelaram ser inferiores aos do
presente estudo, tanto relativamente ao didmetro (6,6 mm) como a altura (6,2 mm)(Tabela 3.2 e 3.3).

Os estudos conduzidos por Andrade et al., (2015) (9,43 £ 0,74), Calvifio-Cancela, (2004) (9,0 £0,1) e
Calvifio-Cancela, (2005) (9,1 £ 0,02) demonstraram valores de diametro (mm) semelhantes entre si e
superiores aos valores obtidos no presente estudo (Tabela 3.2). Ainda referente aos valores de
didmetro do presente estudo, encontram-se de acordo com o intervalo referido no enquadramento
tedrico (5-8 mm) (Andrade et al., 2017) (Ledn-Gonzalez et al., 2013) (Oliveira e Dale, 2012).

Em relacdo aos valores da altura media do fruto (mm), os estudos conduzidos por Andrade et al.,
(2015) e Calvifio-Cancela, (2005) demonstraram resultados semelhantes entre si, 8,63 + 0,84 € 8,2
0,02 respetivamente (Tabela 3.3). Verifica-se que os valores anteriormente referidos sdo superiores

aos resultados obtidos na presente investigagéo.

As diferencas de resultados verificadas entre os diversos estudos, tal como foi referido anteriormente,
podem dever-se as diferentes localizacdes, ao grau de maturagdo que o fruto apresentava no momento
da colheita e a forma como a amostra foi selecionada. O estudo desenvolvido por Herrera (1967) foi o
que apresentou maior variacdo nos resultados. Este estudo decorreu em Espanha e trata-se de uma
investigacdo mais antiga, o que também pode justificar ao longo dos anos, alteracdes na espécie,
devido as modifcag8es que vao acontecendo no meio envolvente.

No presente trabalho foram ainda avaliados o calibre e o volume dos frutos. Os resultados obtidos ndo
demonstram diferencas estatisticamente significativas entre ambos os frutos (P>0,05). No que
concerne ao calibre (cm), os frutos desenvolvidos nas dunas (0,78+0,05) apresentaram um valor muito
semelhante aos frutos desenvolvidos no pinhal (0,77+0,06). Relativamente ao volume (cm3), apesar de
néo se verificarem diferencas significativas, os frutos das dunas (2,03+0,44) apresentaram um volume
superior comparativamente aos frutos colhidos no pinhal (1,94+0,49).

Tabela 3.2 - Resultados referentes ao diametro médio do fruto obtidos em diferentes estudos.
Estudo Diametro

Média (mm) + Desvio padréo

Presente trabalho Pinhal - 8,03 £ 0,902
Dunas - 8,22 + 1,052
Herrera (1967) 6,60
Andrade et al., (2015) 9,43+ 0,74
Calvifio-Cancela, (2004) 9,0+£0,1
Calvifio-Cancela, (2005) 9,1+0,02

Médias com letras iguais n&o s&o significativamente diferentes (p > 0,05).

38



Caracterizagdo da Camarinha (Corema album): Estudo da viabilidade de incorporagéo em produtos alimentares

Tabela 3.3 - Resultados referentes a altura média do fruto obtidos em diferentes estudos.
Estudo Altura

Média (mm) + Desvio padréo

Presente trabalho Pinhal - 7,36 £ 0,762
Dunas — 7,42 + 0,872
Herrera (1967) 6,20
Andrade et al., (2015) 8,63+ 0,84
Calvifio-Cancela, (2005) 8,2+ 0,02

Médias com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes (p > 0,05).

3.1.3 - Determinacgéo da parte edivel

Na presente investigacao foi calculado o teor de parte edivel do fruto fresco e do fruto desidratado. Esta
€ uma analise que se torna relevante principalmente tendo em vista a comercializacao do fruto e a sua
rentabilidade, tornando-se assim pertinente averiguar a existéncia de vantagem entre os frutos que se

desenvolvem nas dunas e no pinhal.

Relativamente ao estudo da edibilidade do fruto desidratado (%), os frutos recolhidos no pinhal
apresentaram valores ligeiramente superiores (44,0 + 3,70) comparativamente aos frutos recolhidos
nas dunas (41,0 + 1,44) (Tabela 3.4). Apesar do anteriormente descrito as diferengas encontradas nao
sao estatisticamente significativas (P >0,05), concluindo assim que segundo o estudo atual ndo existe
maior vantagem na utilizacdo do fruto de qualquer uma das localiza¢des. Sendo a camarinha um fruto
sazonal e tipico da Peninsula Ibérica, a desidratacédo seria uma opc¢édo para a valorizagdo deste fruto e
para garantir o seu consumo durante todo o ano. A baixa edibilidade que existe deve-se ao fato deste
fruto conter geralmente trés sementes e ser constituido por uma elevada quantidade de &gua. As
caracteristicas organoléticas do fruto desidratado (Figura 3.2) tornam este fruto atrativo. Apds a
desidratacao do fruto existe uma evidéncia no sabor acido que aliado a crocéncia da epiderme e a cor,
pode enaltecer o valor deste produto, principalmente em alguns nichos de mercado nomeadamente a

gastronomia gourmet.

Figura 3.2 - Camarinha desidratada a uma temperatura de 60°C durante aproximadamente 72 horas.
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Tabela 3.4 - Resultados referentes a parte edivel do futo desidratado.
Localizag&o Parte edivel
Média (%) = Desvio padréo
Pinhal 44,0 + 3,702
Dunas 41,0 + 1,442

Médias com letras iguais ndo séo significativamente diferentes (p > 0,05).

Na determinacdo da parte edivel do fruto fresco (%) considerou-se que todo o fruto é consumido
excetuando as sementes. Os resultados obtidos nesta analise demonstraram ser semelhantes nos
frutos recolhidos no pinhal (93,3 + 0,78) e nas dunas (92,3 + 0,90) (Tabela 3.5), ndo revelando
diferencas significativas (P >0,05). A edibilidade do fruto fresco é relativamente elevada, contudo, sendo
este um fruto de dimensdes reduzidas, a propor¢cdo de sementes e o tamanho destas, podem tornar-

se uma desvantagem e implicar uma menor adesdo a compra deste fruto na eventual comercializacao.

Tabela 3.5 - Resultados referentes a parte edivel do fruto fresco.
Localizacéo Parte edivel
Média (%) = Desvio padréo
Pinhal 93,3+0,782
Dunas 92,3 + 0,902

Médias com letras iguais n&o sao significativamente diferentes (p > 0,05).

3.1.4 - Determinacéo do teor de humidade

Para a determinacdo do teor de humidade do fruto (%) realizou-se uma desidratacao do fruto até
garantir a eliminacgéo total do teor de agua. Sendo este fruto uma baga carnuda e com um elevado

contelido de 4gua era esperado um elevado teor de humidade, tal como foi possivel confirmar.

O valor médio do teor de humidade das camarinhas recolhidas no pinhal (85,6 + 0,98) verificou-se ser
mais elevado que o resultado obtido nos frutos desenvolvidos nas dunas (84,3 + 0,76) (Tabela 3.6).
ApOs realizacdo de analise estatistica verificou-se que a diferenca existente é estatisticamente
significativa (P<0,05) (Figura 3.3). As diferencas verificadas entre os frutos desenvolvidos nas
diferentes localizacdes podem ser explicadas pela elevada exposicéo solar a que os frutos das dunas
estiveram sujeitos comparativamente com os frutos provenientes do pinhal. O meio envolvente, as
condic¢des climatéricas e o solo ttm uma grande influéncia no crescimento e desenvolvimento das
plantas, sendo muitas vezes determinante na sua composicao fisico-quimica. A temperatura, a
humidade e a luminosidade, s@o alguns dos fatores ambientais que alteram tanto o crescimento da
planta, como a producéo de metabolitos secundarios (Ramakrishna et al., 2011). Considerando o
supracitado e tendo em conta que o ano de 2017 foi um ano em que se verificaram valores de

precipitacdo muito inferiores ao normal e temperaturas muito acima do normal, seria expectavel uma
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diminuicdo no teor de humidade dos frutos, principalmente nos frutos provenientes das dunas sem
areas de sombreamento (IPMA, 2017). Os frutos que se encontram mais expostos a radiagdo UV estédo
sujeitos a condi¢Bes mais adversas, desenvolvendo assim mecanismos de defesa como um aumento
da transpiragdo. A transpiracéo traduz-se na evaporacdo da agua dos tecidos e é influenciada pela

temperatura, humidade relativa e circulagdo do ar (Pinto et al., 2000).

Através da comparacdo dos resultados deste estudo com outras investigacdes, verifica-se que
relativamente ao teor de humidade referido na investigagdo conduzida por Ledn-Gonzélez et al., (2013)
confirmam-se valores médios ligeiramente menores (83,4%), em contrapartida, o estudo conduzido por
Andrade et al., (2015) revela um teor de humidade superior (87,89%) (Tabela 3.6).

Considerando os resultados obtidos na presente analise, conclui-se que existe uma vantagem nos
frutos colhidos no pinhal ou em areas que estejam mais protegidas do sol relativamente ao teor de

humidade.
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Figura 3.3 - Representagéo grafica da comparagao entre os resultados, referente ao teor de humidade, dos
frutos desenvolvidos no pinhal e nas dunas (P<0,05). Os frutos foram desidratados a uma temperatura de
60°C durante aproximadamente 72 horas.

Tabela 3.6 - Resultados referentes ao teor de humidade do fruto obtidos em diferentes

estudos.
Estudo Altura
Média (mm) + Desvio padréo
Presente trabalho Pinhal - 85,6 + 0,982
Dunas - 84,3 + 0,76°
Ledn-Gonzalez et al., (2013) 83,4
Andrade et al., (2015) 87,89

Médias com letras diferentes sé&o significativamente diferentes (p < 0,05).
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3.1.5 - Determinac¢éo do pH do sumo

A maioria dos frutos apresentam uma concentracdo consideravel de &cidos organicos o que
consequentemente provoca um valor de pH baixo. No fruto camarinha os acidos fenélicos séo os
compostos que se encontram em maior propor¢cao, sendo assim possivel justificar um valor baixo de
pH do sumo (Le6n-Gonzalez et al., 2013).

O pH do sumo de camarinha foi medido diretamente no sumo sem recorrer a diluicdo do mesmo. Os
resultados obtidos relativamente aos frutos recolhidos nas dunas (2,73 £ 0,08) e no pinhal (2,52 £ 0,41)
demonstraram ser semelhantes (Tabela 3.7). Apds andlise estatistica confirmou-se que ndo ha
diferencas significativas (P>0,05), sugerindo assim, e tendo em consideracdo os resultados deste
estudo, que a localizagdo (dunas ou pinhal) ndo apresenta influéncia no valor de pH. Apesar dos
resultados obtidos e por se tratar de uma amostra que apresenta variabilidade, é necessario considerar
que o tipo de amostra pode influenciar os resultados, ndo sendo possivel garantir que todos os frutos

analisados apresentassem o mesmo grau de maturacao.

Em paralelo, foi também realizada a medicado do pH de sumo de uva branca comercial, feita sob as
mesmas condi¢des do sumo de camarinha tornando assim possivel obter uma anélise de comparagéo
entre ambos os sumos. O valor observado do sumo de uva no presente estudo (3,66 + 0,05) é
semelhante ao descrito na bibliografia (3,37 £ 0,19) e mais elevado que o0 sumo de camarinha. Através
da comparagéo do sumo de camarinha com os restantes sumos verifica-se que este possui um pH
mais baixo que os restantes frutos excetuando o sumo de limao que apresenta um valor ligeiramente
inferior (2,2) (Tabela 3.7).

Tabela 3.7 - Valores de pH de diversos frutos.

Fruto pH
Média + desvio padrédo
Camarinha (presente estudo) Dunas - 2,73 £ 0,082
Pinhal - 2,52 + 0,412

Sumo de uva (presente estudo) 3,66 + 0,05
Sumo de uva (Lopes et al., 2016) 3,37+ 0,19
Mirtilo (Sousa, 2007) 3,50-3,80
Groselha (Arena, 2008) 3,20
Lim&o (Jie et al., 2013) 2,23

Médias com letras iguais n&o sao significativamente diferentes (p > 0,05).

3.1.6 - Determinagdo dos solidos soluveis do fruto

A determinacéo dos solidos soluveis de sumos de frutas sdo expressos em termos do seu teor em

acucar, ° Brix (%). Os hidratos de carbono presentes nos frutos, conferindo assim o sabor doce sao
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maioritariamente a glicose, frutose e sacarose (Rambla et al., 1997). Durante a fase de amadurecimento
ocorrem as reacdes que irdo influenciar os aspetos sensoriais como a diminuigdo de acidos, o aumento
de acUcares e as alteragOes de cor e textura. Nesta etapa, verifica-se a ocorréncia da quebra dos
hidratos de carbono de reserva em agucares simples (mono e dissacarideos) o que confere a fruta o
sabor doce (Pinto et al., 2000).

Para a determinagdo dos sélidos sol(veis totais no presente trabalho foi utilizado sumo puro sem

recorrer a dilui¢&o.

Os resultados demonstraram um valor mais elevado nos frutos colhidos nas dunas (7,00 + 0,61)
correspondente a 7g de sélidos sollUveis em 100 g de sumo) comparativamente aos colhidos no pinhal
(6,28 £ 0,93, correspondente a 6,28g de sdlidos soltuveis em 100 g de solugédo) (Tabela 3.8), sendo que
esta diferenca se demonstrou estatisticamente significativa (P<0,05) (Figura 3.4). A quantidade, a
duracéo e a intensidade da luz séo fatores que exercem uma grande influéncia na qualidade do produto
final. Esta influéncia depende do fruto, contudo para uma grande parte dos frutos o aumento da
temperatura incrementa o amadurecimento. Estudos realizados a laranjas demonstraram que aquelas
que se encontravam expostas ao sol continham um teor mais elevado de sélidos sollveis e uma acidez
menor comparativamente as que se encontravam em areas de sombreamento (Senhor et al., 2009).
Este estudo sugere assim, que o amadurecimento do fruto camarinha pode ser influenciado pela
exposicdo solar e temperatura, sendo que os frutos mais expostos a estes fatores apresentaram um
teor de solidos soluveis maiores. De forma a estudar esta relag@o entre a temperatura e a exposigao

solar e 0 amadurecimento da camarinha serdo necessarios mais estudos.

Os resultados obtidos no presente estudo encontram-se de acordo com os demonstrados por Andrade
et al., (2015) e por (Pimpéo et al., 2013) com valores de ° Brix semelhantes (6,20 + 0,03) (6,8 + 0)
respetivamente (Tabela 3.8).

Em paralelo, nesta investigagdo, foi também realizada a medi¢éo do teor total de sélidos soluveis no
sumo de uva branca comercial, realizado sob as mesmas condi¢des do sumo de camarinha. Este
apresentou um ° Brix mais elevado (16,9 + 0,00) que a camarinha tal como era esperado, apresentando-
se semelhante ao descrito na bibliografia (17,7 £ 0,40) o que contribui assim para a validagédo do método
de leitura. Relativamente a comparagdo do sumo de camarinha com outros frutos, o0 sumo de mirtilo e
de groselha apresentaram um teor de sélidos sol(veis muito mais elevado, sendo que o limao apresenta

um ° Brix mais semelhante (Tabela 3.8).
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Figura 3.4 - Representacgdo grafica da comparagao entre os resultados, referente ao teor de soélidos sollveis, do
sumo dos frutos desenvolvidos no pinhal e nas dunas (P<0,05).
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Tabela 3.8 - Teor de sélidos sollveis de diferentes frutos.

Fruto Teor de sélidos soluveis totais
Média (%) £ desvio padrao

Camarinha (presente estudo) Dunas — 7,00 + 0,612
Pinhal - 6,28 + 0,93

Camarinha (Andrade et al., 2015) 6,20 £ 0,03

Camarinha (Pimpéo et al., 2013) 6,80 + 0,00

Sumo de uva (presente estudo) 16,9 + 0,00

Sumo de uva (Lopes et al., 2016) 17,7 + 0,40

Mirtilo (Jaakola et al., 2004) 9,50

Groselha (Arena, 2008) 13,2

Liméo (Jie et al., 2013) 8,70

Médias com letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

3.1.7 - Determinacdo do teor de minerais

A determinacéo do teor de minerais no fruto camarinha torna-se imprescindivel para determinar a
composicdo do mesmo. A técnica utilizada de p-fluorescéncia de raios-X, permitiu a identificacdo dos
elementos presentes no fruto (Tabela 3.9).

Alguns minerais presentes nas plantas possuem um papel preventivo no combate de doencas, contudo,
niveis elevados desses minerais podem também tornar-se téxicos para o organismo. O cobalto, o
crémio, o cobre, o ferro, 0 manganés, o magnésio, o0 molibdénio, o selénio e o0 zinco sédo alguns dos
minerais cuja o seu efeito benéfico/téxico ira depender da dose ingerida (Silva et al., 2010).
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Dos elementos identificados, as concentragdes de manganés, ferro, rubidio e potassio apresentaram
diferencas significativas (P<0,05) entre os frutos provenientes de ambas as localizacdes. No que diz
respeito ao manganés, ferro e potassio os frutos recolhidos no pinhal apresentaram teores mais
elevados comparativamente aos frutos desenvolvidos nas dunas. Em contrapartida, os frutos
provenientes das dunas apresentaram teores mais elevados de rubidio aquando comparados a
amostra recolhida no pinhal. O enxofre foi apenas identificado nos frutos desenvolvidos no pinhal. Os
resultados apontam para que possam existir diferengcas na constituicdo mineral dos frutos
desenvolvidos no pinhal e nas dunas, contudo, a heterogeneidade da amostra pode estar na origem de
alguns resultados, por este motivo, sdo necessarios mais estudos complementares

Considerando os resultados obtidos, tanto relativamente as camarinhas recolhidas nas dunas (91,2
mg/100g de parte edivel) como no pinhal (77,6 mg/100g de parte edivel) apresentaram valores
elevados de calcio, o que valorizar o seu potencial nutricional. O célcio é essencial para o ser humano
sendo que a sua grande funcdo esta relacionada com a massa 6ssea, isto é, formacdo de ossos e
dentes, sendo também essencial para coagulacdo sanguinea, contracdo muscular e transmissdo de
impulsos nervosos. A dose diaria recomendada para um adulto é, em média, 1000 mg (DGS, 2018).
Procedendo a comparacéo da concentracdo de calcio entre o fruto camarinha e outros frutos, conclui-
se que o fruto da espécie Corema album contém uma concentra¢cdo mais elevada que a uva branca
(5 variedades) (10 mg/100g) framboesa (26 mg/100g) e o morango (25 mg/100 g) (Tabela 3.10).

Relativamente a composicdo mineral dos alimentos, o controlo de metais pesados é cada vez mais
uma preocupacao, sendo que a exposi¢do humana a metais pesados através do ar e da alimentacéo
aumentou drasticamente devido ao aumento do uso destes metais em processos industriais (Cherfi et
al., 2014). A absorgcdo destes elementos através da dieta pode ocorrer tanto nas suas formas
inorganicas, através de sais, como constituintes das moléculas organicas (proteinas, hidratos de
carbono, acidos nucleicos e lipidos). Alguns metais pesados, nomeadamente o zinco, o cobre, o ferro
e o0 selénio sdo essenciais para a saude (Reboredo, 2012). Através da analise dos resultados da

presente investigagdo (Tabela 3.9) identificou-se a presenca de ferro, cobre e zinco.

Relativamente ao ferro o teor elevado que os frutos recolhidos nas dunas (9,98 mg/100 g de parte
edivel em peso fresco) e no pinhal (6,47 mg/100 g de parte edivel em peso fresco) apresentaram
demonstrou ser superior quando comparado a uva (12 mg/kg de parte edivel em peso fresco) (INSA,
2010). A deficiéencia de ferro compromete a fungcdo das enzimas e proteinas sendo por isso
imprescindivel ao bom funcionamento do corpo humano. A dose recomendada diaria para um adulto
sdo 58,8 mg (Schumann et al.,, 2007). A camarinha contém quantidades mais elevadas de ferro
quando comparado com a uva branca (5 variedades) (1,2 mg/100 g de parte edivel em peso freso),

framboesa (0,5 mg/100 g de parte edivel em peso fresco) e morango (0,8 mg/100 g) (Tabela 3.10).

No que concerne ao teor de zinco, a camarinha apresentou valores semelhantes em ambas as
localizagdes, pinhal (1,60 mg/100 g de parte edivel em peso fresco) e dunas (1,81 mg/ 100 g de parte
edivel em peso fresco), comparativamente a uva branca (5 variedades) (0,1 mg/100 g de parte
edivel), framboesa (0,3 mg/100 g) e morango (0,1 mg/100 g). A Ingestéo diaria recomendada (RDI)

para este
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mineral depende do sexo e da idade, contudo considerando um homem ou mulher adulta, o valor é 9,4

e 6,5 mg, respetivamente (Maret e Sandstead, 2006).

O cobre é um elemento essencial tanto para as plantas como para os animais estando envolvido em
numerosas reacdes metabdlicas. No que diz respeito as plantas, este elemento surge sob a forma
reduzida (Cu*) e oxidada (Cu?*) podendo apresentar funcdes distintas como ativador ou componente
estrutural de enzimas envolvidas em processos de oxidacdo/reducédo (Kim et al., 2008). A concentracdo
de cobre considerada adequada nos tecidos das plantas é de 6mg/kg em base de peso seco (Raven
et al., 2005). As fontes de contaminacdo dos ecossistemas podem ser distintas, desde a atividade
industrial como por exemplo a exploragdo mineira até as praticas agricolas onde se destaca o uso de
fertilizantes. Através do estudo da concentracdo de metais pesados presentes nos fertilizantes
inorganicos (ureia, superfosfato de calcio, sulfato de ferro e sulfato de cobre) evidenciou-se que o
superfosfato de calcio era aquele que continha concentragdes mais elevadas de cadmio, cobalto, cobre
e zinco (Gimeno-Garcia et al., 1996). No estudo conduzido por Roba et al., (2016) analisaram-se 0s
teores de alguns elementos em hortalicas e frutas cultivadas ao redor de uma area de mineracao na
Roménia. O estudo concluiu que existiam efetivamente concentracdes muito superiores as dos limites
admissiveis de cadmio, cobre, chumbo e zinco, evidenciando assim que o consumo daqueles produtos

deveria ser altamente restringido.

Na presente investigacdo foram verificadas concentragfes elevadas de cobre nos frutos da espécie
Corema album, recolhidos no pinhal (14,1 mg/100 g de peso seco) e nas dunas (14,9 mg/100 g de peso
seco). O proprio pinhal esta implatado em solo arenoso, sendo que esta zona dunar ndo aparenta estar
sujeita a poluicdo atrdpica, a ndo ser que a deposicdo atmosférica do elemento seja a causa principal.
O transporte de longa distancia de varios elementos, como o cobre, cddmio, manganés, chumbo e
zinco a partir de zonas rurais (Fergusson e Stewart, 1992) e o contributo de fogos florestais na emisséo
de vérios elementos metalicos (Betha et al., 2013), associados a material particulado (PM 2,5) com

risco para a salde publica, podem estar na origem da presente contaminagéo.

De acordo com Kabata-Pendias (2011), a concentragéo critica de cobre em plantas apresenta valores
que variam entre 1,5 e 2,0 mg/100 g em base de peso seco. Procedendo a comparacgdo dos valores
mencionados com os do presente estudo, concluiu-se que tanto os frutos provenientes das dunas como
os do pinhal apresentam teores de cobre muito superiores. E de relevancia mencionar que na maioria
dos casos o excesso deste metal interfere com a absor¢do de macronutrientes, fotossintese e
consequentemente na reducao da biomassa produzida (Mateos-Naranjo et al., 2008; Nagajyoti et al.,
2010). E ainda possivel verificar efeitos a nivel celular que consistem na indug&o de danos a nivel
cloroplastidial com a concomitante disfuncdo dos fotossistemas (Reboredo e Henriques, 1991).
Considerando o mencionado, existe a possibilidade da Corema album ser uma espécie que apresenta
um elevado potencial de acumulacdo deste mineral, sem que o seu funcionamento fisiol6gico seja

visivelmente afetado.

Apé6s andlise dos resultados globais, é importante o investimento na producéo controlada e segura

desta espécie com o intuito de assegurar a salide de quem a consome, dado que a simples recolha no
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habitat natural ndo garante a necessaria seguranca alimentar, que pode ser posta em causa pelos

elevados teores de niquel ou mesmo cobre.

Tabela 3.9 — Constituicdo mineral do fruto camarinha determinada com recurso a técnica de p-fluorescéncia de raios-X. As
concentragfes de todos o0s elementos encontram-se expressas em mg/100 g de fruto, excepto no potassio em que se

encontram expressas em %.
Mineral Peso Seco Peso Fresco (*)

Média * desvio

Pinhal Dunas Pinhal Dunas

Ca (Célcio) 539 + 1842 580 +£ 2302 77,6 91,2
Mn (Manganés) 17,6 £ 5,30 5,84 £ 4,102 2,53 0,92
Fe (Ferro) 45,0 + 12,8 63,5 £ 30,62 6,47 9,98
Cu (Cobre) 14,1 + 3,902 14,9 + 5,002 2,03 2,34
Zn (Zinco) 11,1 + 4,202 11,5 + 3,802 1,60 1,81
Ni (Niquel) 2,87 £1,00% 2,22 +£0,802 0,41 0,35
Sr (Estroncio) 6,31 £+ 2,60 6,03 + 2,802 0,91 0,95
Rb (Rubidio) 5,40 + 2,702 3,17 + 1,90° 0,78 0,50
S (Enxofre) 4,78 £ 2,10 N&o detetavel 0,69 -

K (Potéssio) 1,90 £ 0,07 2,70 £ 0,10 0,27 0,23

Médias com letras diferentes na mesma linha sé&o significativamente diferentes (p < 0,05)

(*) Peso fresco de parte edivel - As quantidades dos minerais em peso fresco foram calculadas por
extrapolacédo, tendo em conta o teor de humidade (anexo 3).

Tabela 3.10 — Concentra¢des (mg/100g de fruto edivel) de Célcio, Ferro e Zinco em diferentes frutos em peso fresco de
parte edivel.

Fruto Célcio Ferro Zinco
Uva branca ( 5 variedades) (INSA, 2010c) 10 1,2 0,1
Framboesa (INSA, 2010a) 26 0,5 0,3
Morango (INSA, 2010b) 25 0,8 0,1

3.2 - Capacidade antioxidante

3.2.1 - Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais no presente trabalho foi determinada através do método
de Folin—Ciocalteu. Este método foi aplicado em extratos do fruto e ainda em extratos de sumo. No
decorrer da presente investigagdo foi também elaborada a quantificagdo dos compostos fendlicos totais
de uma espécie de uva branca comercial, seguindo o mesmo procedimento da camarinha, de forma a

obter uma validagdo da técnica e uma possivel comparacao entre ambos os frutos.

No que diz respeito a andlise realizada ao fruto camarinha, ap0s realizacdo de andlise estatistica,

constatou-se que nao existem diferencas significativas (P>0,05) entre a quantificacdo dos compostos
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fendlicos totais (mg GAE/ 100 g fruto fresco) dos frutos recolhidos no pinhal (104 £ 50,2) e nas dunas
(106 + 26,5) (Tabela 3.11). Na quantificacdo dos compostos fenélicos totais do sumo (mg GAE/ 100 mL
de sumo) também ndo foram encontradas diferencas significativas (P>0,05), entre os frutos
desenvolvidos no pinhal (79,1 + 27,4) e nas dunas (64,9 + 20,7). Os resultados obtidos sugerem, tal
como era esperado, que 0 sumo apresenta um menor teor de compostos fenélicos quando comparado
com o fruto inteiro, concluindo assim que também existem compostos fendlicos no restante fruto
(semente e epiderme). Os resultados obtidos no trabalho conduzido por Ledn-Gonzalez et al., (2013)

(121 £ 12), revelaram ser semelhantes aos da presente investigacdo (Tabela 3.11).

Procedendo a comparacédo do teor de compostos fendlicos da camarinha e da uva, realizados no
presente trabalho, concluiu-se que a camarinha possui valores mais elevados do que a uva (13,2 +
1,05) (Tabela 3.11).

De acordo com a literatura, no estudo conduzido por Abe et al., (2007), o teor total de compostos
fendlicos (GAE/100g de fruto fresco) da uva branca moscato Embrapa, determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau, foi 65,0 + 1,00 concluindo assim ser superior ao do presente estudo (Tabela 3.11) .
A quantidade de compostos fenélicos presentes depende de diversos fatores tal como a espécie do
fruto, as condi¢cbes de crescimento e o grau de maturagdo no momento da colheita. As diferencas

encontradas podem ter origem nos fatores anteriormente referidos.

No que concerne & comparagdo da camarinha fresca com o mirtilo, o contetido de compostos fendlicos
€ superior no mirtilo (348 + 34) (Tabela 3.11) (Heinonen et al., 1998; Ledn-Gonzalez et al., 2013). O
teor baixo de compostos fendlicos presentes na camarinha comparativamente ao do mirtilo pode ser
explicado devido ao fato de ser um fruto de cor branca e consequentemente conter poucas
antocianinas. Geralmente, as antocianinas representam uma grande porcéo dos compostos fendlicos
presentes nos frutos que apresentem cor (Leén-Gonzélez et al., 2013). Para além da razao referida,
as diferengas encontradas entre os compostos fendlicos dos diversos frutos devem-se & propria

identidade e constituicao de cada fruto.

Tabela 3.11 - Comparacgédo do teor de compostos fendlicos totais, entre diferentes frutos,determinados pelo
método de Folin-Ciocalteau.

Fruto Teor total de compostos fendlicos.

Média (mg GAE/ 100 g de fruto fresco) +
desvio padréo

Camarinha (presente estudo) Pinhal — 104 + 50,22
Dunas — 106 * 26,52
Uva (presente estudo) 13,2+ 1,05
Camarinha (Le6n-Gonzélez et al., 2013) 121 +12
Uva branca - Moscato Embrapa (Abe et al., 2007) 65,0 + 1,00
Mirtilo (Heinonen et al., 1998) 348 + 34

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05).

48



Caracterizagdo da Camarinha (Corema album): Estudo da viabilidade de incorporagéo em produtos alimentares

3.2.2 - Determinacgdo da capacidade antioxidante

A determinacado da capacidade antioxidante do fruto foi estudada através do método de reducado do
radical livre ABTS recorrendo a acido ascérbico como padréo. Este método foi utilizado relativamente
ao estudo do fruto fresco inteiro e ao sumo do mesmo. Procedeu-se ainda a realizacdo da mesma
técnica, sob as mesmas condicdes, para determinar a capacidade antioxidante de uma uva branca

comercial.

No que concerne a analise do fruto fresco, a capacidade antioxidante dos frutos (mg VCEAC/ 100 g de
fruto fresco) desenvolvidos no pinhal (84,9 + 34,4) foi ligeiramente superior a dos frutos desenvolvidos
nas dunas (75,0 + 36,9) (Tabela 3.12), contudo, n&do foram verificadas diferencas significativas entre
ambos (P>0,05). Relativamente a capacidade antioxidante do sumo do fruto (mg VCEAC/ 100 mL de
sumo), os resultados dao um valor ligeiramente superior nos frutos recolhidos nas dunas (54,8 + 16,9)
comparativamente aos do pinhal (45,8 + 17,4) contudo tal como foi verificado no fruto inteiro, as

diferencas ndo séo estatisticamente significativas (P>0,05).

A capacidade antioxidante da camarinha, através do método ABTS, ja tinha sido realizada
anteriormente numa investigag&o conduzida por Andrade et al., (2017). Neste estudo o padréo utilizado
foi Trolox (umol TE/ 100 g amostra) e foram estudadas as polpas dos frutos de cor branca e dos frutos
transllcidos. Os resultados demonstraram uma capacidade antioxidante mais elevada nos frutos de

cor branca (6500 + 200) comparativamente aos frutos transltcidos (5200 £ 300).

Os resultados do presente estudo demonstraram que a uva analisada tem uma capacidade antioxidante
inferior (38,7 £ 3,21) a do fruto camarinha (Tabela 3.12). Este resultado ja era esperado, tendo em
conta que a quantificacdo total de compostos fendlicos também revelou ser inferior na presente
investigacdo. No estudo conduzido por Abe et al., (2007), a capacidade antioxidante (umol TE/ 100 g
amostra) da uva branca moscato Embrapa, realizada através do método de ABTS, foi 270 + 1. E de
real¢car que apesar do método utilizado ser o mesmo, 0s valores ndo sdo comparaveis uma vez que o
padrao utilizado foi diferente. Um outro estudo conduzido por Vedana et al., (2008), investigou a
capacidade antioxidante da uva Vitis labrusca ( VCEAC/ 100 g de fruto), através do método de ABTS,
utilizando o 4cido ascérbico o padrdo. Os resultados obtidos no estudo referido, apresentaram valores
superiores (114,96 + 1,62) comparativamente aos do presente estudo (Tabela 3.12). Sendo a Vitis
labrusca uma uva tinta, é previsivel que possua uma capacidade antioxidante superior, devido a

elevada proporcéo de antocianinas (Vedana et al., 2008).

Relativamente & comparacdo da atividade antioxidante da camarinha com outros pequenos frutos,
nomeadamente o mirtilo (476,6 + 28,90), esta apresenta uma capacidade antioxidante inferior, tal como
ja era esperado, tendo em conta os resultados do teor de compostos fendlicos (Floegel et al., 2011)
(Tabela 3.12).
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Tabela 3.12 - Comparacéo da capacidade antioxidante entre diferentes frutos determinada através
do método de ABTS.

Fruto Teor total de compostos fendélicos
(mg VCEAC/ 100 g de fruto)

Camarinha (presente estudo) Pinhal — 84,9 + 34,42
Dunas — 75,0 + 36,92
Uva (presente estudo) 38,7+ 3,21
Uva Vitis labrusca ( Vedana et al., 114,96 + 1,62
(2008)
Mirtilo (Floegel et al., 2011) 476,6 + 28,90

Médias com letras iguais na mesma coluna nédo séo significativamente diferentes (p > 0,05).

3.3 - Avaliacdo da Capacidade Antibacteriana

Os resultados obtidos permitiram verificar que o meio de cultura se manteve estéril nas placas de Petri
ndo inoculadas e que as estirpes bacterianas se desenvolveram cobrindo a superficie das placas
inoculadas. Na Tabela 3.13 encontram-se apresentados os resultados referenes a avaliagdo da

atividade antibacteriana dos antibioticos utilizados nas estirpes selecionadas para o presente estudo.

A atividade antibacteriana do sumo de camarinha e do extrato de sumo em acetona / 4gua (7:3) foi
testada com cinco estirpes bacterianas selecionadas, pelo método de difusdo em disco. Os resultados
obtidos séo apresentados nas Figuras 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9. Através da analise destes resultados, é
possivel verificar que ndo existem quaisquer halos de inibicao associados ao extrato de acetona do
sumo do fruto e ao proprio sumo, sendo assim possivel concluir que tendo em conta as condi¢cdes em
que o estudo decorreu, ndo foram encontrados indicios de atividade antibacteriana da camarinha nas
estirpes selecionadas. Nas Figuras acima referidas, encontra-se também representado o efeito de cada
antibiético nas estirpes selecionadas, sendo que as medi¢cdes dos halos de inibicdo, encontram-se
expostos na Tabela 3.13, assim como a descricdo da reagdo da estirpe a cada antibiético.
Relativamente ao controlo negativo (5), a acetona, pode ser observada alguma influéncia deste
solvente apenas na estirpe Enterococcus faecalis (Figura 3.8), contudo, ndo é conclusivo, uma vez que
ndo se observa influéncia nos extratos (3 e 4), podendo assim tratar-se de efeito do espalhamento da

acetona.
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Tabela 3.13 - Avaliacéo da atividade antibacteriana dos antibiéticos utilizados nas estirpes selecionadas.

Ampicilina (AMP)
(halo de inibicdo
(mm) £ desvio
padrao)
Polimixina B (PB)
(halo de inibicdo
(mm) + desvio
padréo)
Colistina (CT)
(halo de inibicédo
(mm) £ desvio
padrao)
Ciprofloxacina
(CIP)

(halo de inibicdo
(mm) £ desvio
padrao)

E. coli
17,0 £ 0,00

Susceptivel

12,0 = 0,00

Susceptivel

11,0+ 0,00

Susceptivel

30,0+1,41
Susceptivel

S. epidermidis

>40,0

Susceptivel

15,0 + 0,00

Susceptivel

11,0 £ 0,00

Susceptivel

30,5+0,71

Susceptivel
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P. aeruginosa

8,0 £ 0,00
Resistente

9,00 + 0,00

Intermédia

8,00 + 0,00

Resistente

26,0+ 1,41
Susceptivel

E. faecalis
22,0+£0,00

Susceptivel

8,00 + 0,00

Resistente

8,00 + 0,00

Resistente

20,0+ 0,00

Intermédia

S. aureus
18,5+ 0,70

Susceptivel

13,0+1,41

Susceptivel

9,50 + 0,70

Intermédia

355+0,70

Susceptivel
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Figura 3.5 - |. Efeito antimicrobiano do sumo do fruto e do extrato do
sumo na estirpe Escherichia coli .

1- 10 pL de sumo; 2- 20 pL de sumo; 3- 10 pL de extrato de sumo;
4- 20 puL de extrato de sumo; 5- 10 pL de acetona

1. Efeito antimicrobiano de diferentes antibiéticos na estirpe
Escherichia coli (controlo positivo).

1- PB 300; 2- CIP 5; 3- CT 10; 4- AMP 10;
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Figura 3.7 - |. Efeito antimicrobiano do sumo do fruto e doextrato do
sumo na estirpe Pseudomonas aeruginosa.

1- 10 pL de sumo; 2- 20 pL de sumo; 3- 10 pL de extrato de sumo;
4- 20 L de extrato de sumo; 5- 10 uL de acetona

1. Efeito antimicrobiano de diferentes antibidticos na estirpe
Pseudomonas aeruginosa (controlo positivo).

1- PB 300; 2- CIP 5; 3- CT 10; 4- AMP 10;
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Figura 3.6 - |. Efeito antimicrobiano do sumo do fruto e do extrato do

sumo na estirpe Staphylococcus epidermidis.

1- 10 pL de sumo; 2- 20 pL de sumo; 3- 10 pL de extrato de sumo;
4- 20 uL de extrato de sumo; 5- 10 pL de acetona

1. Efeito antimicrobiano de diferentes antibiéticos na estirpe
Staphylococcus epidermidis (controlo positivo).

1- PB 300; 2- CIP 5; 3- CT 10; 4- AMP 10;
| Il

Figura 3.8 - I. Efeito antimicrobiano do sumo do fruto e do extrato do
sumo na estirpe Enterococcus faecalis.

1- 10 pL de sumo; 2- 20 pL de sumo; 3- 10 pL de extrato de sumo;
4- 20 pL de extrato de sumo; 5- 10 pL de acetona

Il. Efeito antimicrobiano de diferentes antibiéticos na
estirpe Enterococcus faecalis (controlo positivo).

1- PB 300; 2- CIP 5; 3- CT 10; 4- AMP 10;

Figura 3.9 - I. Efeito antimicrobiano do sumo do fruto e do extrato do
sumo na estirpe Staphylococcus aureus.

1- 10 pL de sumo; 2- 20 uL de sumo; 3- 10 pL de extrato de sumo;
4- 20 uL de extrato de sumo; 5- 10 uL de acetona

Il. Efeito antimicrobiano de diferentes antibiéticos na
estirpe Staphylococcus aureus (controlo positivo).

1- PB 300; 2- CIP 5; 3- CT 10; 4- AMP 10;
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3.4 - Teste de viabilidade Celular — Ensaio de células CACO-2

A avaliacdo da toxicidade do extrato do sumo de camarinha sobre a viabilidade celular das células
CACO-2 foi realizada. Procedeu-se a incubagdo das células com os extratos de camarinhas em 11
concentracdes diferentes, para que fosse possivel determinar a influéncia da concentracdo na
viabilidade celular. Os resultados demonstraram o efeito do extrato de camarinha em diferentes

concentracdes na viabilidade celular das células CACO-2 ap6s 6 horas de incubacéo (Tabela 3.14).

Os resultados obtidos relativamente a viabilidade celular das células CACO-2, quando expostas ao
extrato de camarinha, foram analisados. De forma a obter um estudo mais detalhado, foram testadas
diferentes concentracdes, de 8,0 a 446, mg/mL, para avaliar a influéncia da concentracdo de extrato.
Como é possivel observar no grafico da Figura 3.10, que representa a percentagem de viabilidade
celular em funcdo da concentragdo de extrato de camarinha, globalmente, concentracdes mais
elevadas do extrato conduziram a menor viabilidade celular. No que diz respeito as concentra¢des mais
baixas, a concentra¢@o de 12,0 mg/mL demonstrou néo incutir riscos a esta linha celular, resultando
assim na manutencdo de viabilidade elevada, tendo apresentado um valor de 104 + 6,70% quando
comparada ao controlo, tal como se verificou com a concentracdo de 17,0 mg/mL, que conduziu
também a uma viabilidade elevada (97,1+2,60%). E possivel verificar na Figura 3.10 o decréscimo da
viabilidade celular com o aumento da concentracdo de extrato. As concentragcdes que apresentaram
niveis de viabilidade menores foram as de 198 mg/ml (2,10 + 0,70 %) e 297 mg/mL (4,00 + 0,30%).
Tendo em conta o supracitado e examinando os resultados obtidos, a concentracdo 8,00 mg/mL deveria
ser semelhante ou menor que a concentragdo 12,0 mg/mL, tal como, a concentracdo 446,0 mg/mL
deveria registar valores mais baixos de viabilidade do que as concentra¢des 198 e 297 mg/mL. Assim,
estes resultados inferem que a concentra¢cdo mais baixa testada, 8,00 mg/mL ndo é a que apresenta
menos toxicidade para as células, bem como a concentracdo 446 mg/mL, a mais elevada, ndo é a que
apresenta maior toxicidade. Deste modo e de forma a clarificar estes valores e respetivo
comportamento celular, seria necessario efetuar um maior nimero de ensaios a um maior nimero de
concentracdes, especialmente na gama de concentracdes mais baixas. Adicionalmente, as solugbes
de maior concentragdo testadas, apresentavam também maior viscosidade, fator que pode ter

influenciado a solubilidade de O2 e acessibilidade do Oz as células.

A concentracdo que corresponde, aproximadamente, ao sumo de camarinha € 59,0 mg/mL que
apresenta um valor de viabilidade celular de 49,9 +4,16. Apesar deste resultado n&o ser muito elevado
€ necessario considerar alguns fatores. No caso da ingestdo do sumo este ndo ira permanecer em
contacto 6 horas com as células, podendo assim, verificar-se uma viabilidade celular mais elevada
(Nunes et al., 2014). Outro fator que pode contribuir para a baixa viabilidade celular verificada pode ser
devido a alguns compostos contaminantes que se encontrem presentes e ndo devido aos compostos

bioativos do fruto.

Os resultados assim obtidos sugerem que as concentracdes que se apresentaram mais benéficas para

as células (> 90% de viabilidade celular) sdo as concentragdes de extrato mais baixas, pelo que devem
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ser tidas em consideracdo em investigacdes futuras e na eventual elaboracdo de produtos a introduzir

na dieta humana.

Tabela 3.14 - Resultados de viabilidade celular das células
CACO-2, avaliada pelo teste MTT, quando submetidas a
presenca (6 horas de incubacéo) de diferentes concentracdes
de sumo de camarinha.

Concentracéo (mg/mL) Viabilidade Celular (%

controlo)
0,00 100
8,00 94,2 £ 4,15
12,0 104 £ 6,70
17,0 97,1+ 2,60
26,0 87,3777
39,0 70,8+ 7,38
59,0 49,9+ 4,16
88,0 21,9+15,8
132 6,7+6,5
198 2,06 £ 0,74
297 3,95+ 0,32
446 10,3 + 7,09
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Figura 3.10 - Gréfico de resultados de viabilidade celular das
células CACO-2, avaliada pelo teste MTT, quando submetidas
a presengca (6 horas de incubagdo) de diferentes
concentragfes de sumo de camarinha.

3.5 - Incorporacéo da camarinha na dieta humana

3.5.1 - Chocolate com incorporac¢éo do fruto camarinha

A inovacgéo na tecnologia alimentar com recurso a incorporagcdo de plantas silvestres comestiveis em

diferentes produtos alimentares, pode assim ser uma das respostas para o problema de biodiversidade,

sustentabilidade e nutricdo. De forma a estudar a incorporagdo do fruto em produtos alimentares, foi

realizada uma formulacéo de um chocolate com incorporacdo de camarinha (Figura 3.11). O produto

final continha na sua constituicdo 99,4 % de chocolate e 0,6 % de camarinha. Sendo a aceitabilidade

por parte do consumidor o parametro mais importante para estudar a viabilidade do produto, foi

realizado um teste de consumidor a um painel internacional de consumidores, constituido por 60

individuos. Este teste era constituido por duas questdes sendo uma referente a prova hedonica e a

outra relacionada com a inteng&o de compra do produto.
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Figura 3.11 - Chocolate com incorporagéo de sumo desidratado de camarinha.

3.5.1.1 - Teste de consumidor
Caracterizacdo da amostra

A amostra da presente investigacao foi constituida por 60 individuos, com idades compreendidas entre
0s 19 e 63 anos, com uma média de idades de 43 anos. A amostra teve como base 47 individuos do
sexo feminino (87,5%) e 13 individuos do sexo masculino (12,5%), provenientes dos seguintes paises:
Alemanha (5,00%), Bésnia-Herzegovina (1,70%), Brasil (3,30%), Bulgaria (6,70%), Croacia (3,30%),
Eslovaquia (6,75), Eslovénia (3,30%), Finlandia (11,7%), Franca (1,70%), Italia (3,30%), Letdnia
(3,30%), Lituania (5,00%), Polénia (8,30%), Portugal (20,0%), Republica Checa (5,00%), Roménia
(3,30%), Turquia (8,30%).

Prova Hedénica

Relativamente a questdo da prova hedodnica, os consumidores avaliaram o chocolate com recurso a
uma escala de 1-9 em que o nimero 1 correspondia ao desagrado perante o produto e o0 9 ao agrado.
Deste modo, o chocolate controlo (6,87 + 1,72) e de camarinha (6,68 + 1,88) obtiveram notas
semelhantes, ndo apresentando entre eles diferencas estatisticamente significativas (P>0,05). Assim
0s consumidores avaliaram ambos os chocolates como “gosto moderadamente”. Verifica-se que os
consumidores que realizaram o inquérito, ndo eram muito apreciadores de chocolate com 70% cacau,
o0 controlo, visto que ndo obteve uma boa classificacdo. Nos comentéarios realizados pelos mesmos, em
alguns casos demonstraram muito interesse no produto devido a ligacéo &cida do fruto com o chocolate,
sendo assim um produto dirigido a um nicho de mercado. Houve alguns consumidores que
demonstraram ndo terem notado a diferenca entre os dois produtos, sendo que futuramente deveria
realizar-se outro teste de consumidor que contivesse varias formulacdes de chocolate com diferentes

quantidades de fruto.
Intencdo de Compra

No que concerne a pergunta de intengdo de compra, os consumidores avaliaram a sua intencdo de
comprar o produto com recurso a uma escala de 1-5, onde 1 corresponde a intencdo de comprar e 5
corresponde a intencdo de ndo comprar. Os resultados verificados em ambos os produtos nao
apresentam diferengas significativas (P>0,05) sendo que os consumidores demonstraram maior
interesse na compra do controlo (2,33 £ 1,17) do que no chocolate com camarinha (2,65 + 1,40). A
intencdo de compra dos chocolates controlo correspondeu a resposta “Provavelmente iria comprar”
enquanto a intencao de compra dos chocolates com o fruto foi “talvez comprasse, talvez ndo. Os

resultados obtidos s&o justificados pelas razdes mencionadas na andlise das provas hedénicas. E
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possivel verificar ao longo dos anos uma maior curiosidade por parte dos consumidores em provar
novos produtos alimentares e consequentemente em adquirir os mesmos, contudo, ainda existe alguma
relutancia, sendo necessario um tempo para habituacdo da populacéo.
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4 - ConsideracoOes Finais
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Capitulo 4 - Consideracdes finais
A camarinha é um fruto sazonal que provém da espécie Corema album, que se distribui ao longo da
costa da Peninsula Ibérica. Este € um fruto com alguma histéria, contudo foi perdendo a notoriedade
ao longo dos anos. Caracteriza-se por ser uma pequena baga geralmente com 3 sementes, de cor
branca e com uma acidez tipica, caracteristicas essas que confere a este fruto potencial para ser
introduzido no mercado dos pequenos frutos. As caracteristicas anteriormente mencionadas s&o
apetecives para alguns nichos de mercado, nomeadamente a gastronomia gourmet, o que pode
enaltecer o valor deste fruto tanto a nivel nacional como internacional. De forma a ser possivel um
maior reconhecimento deste fruto é importante o estudo desta planta de forma a avaliar o seu real
potencial nutricional e gastrondmico bem como as diversas formas de utilizacdo. Para além das
vantagens supracitadas é de realcar que esta € uma espécie que se desenvolve espontaneamente nos
seus habitats, contribuindo assim para a sustentabilidade dos ecossistemas onde se insere,
nomeadamente sistemas dunares e matas de pinheiro (Pinus spp.), sendo também nova fonte
econOmica para as populacdes destas areas. Sendo esta uma espécie que se desenvolve ao longo de
toda a costa portuguesa, classificada como planta silvestre comestivel, 0 seu ndo aproveitamento € um
desperdicio de um recurso natural e sustentavel. E de salientar que esta espécie encontra algumas
ameagcas a sua propagagéo. Os incéndios florestais que deflagraram a 15 de outubro de 2017 no norte
e centro de Portugal, destruiram uma parte da populagéo, que existia na faixa Atlantica situada entre a
Nazaré e Ovar. As plantas de onde foram retiradas as amostras para o presente trabalho, em Coimbrao,
desapareceram com a propagacdo do fogo. Devido ao aumento dos fatores que ameagam esta
espécie, torna-se cada vez mais urgente a aposta no estudo desta planta bem como na sua

preservacdo. e propagacao para restabelecimento do ecossistema afectado

O presente estudo constituiu assim um avanco para o conhecimento desta espécie da flora endémica
e um incentivo para futuras investigacdes. No que concerne ao teor de humidade foi possivel concluir
que a camarinha é um fruto que possui um elevado teor de humidade, caracteristica esta que se torna
muito interessante tendo em conta a &rea em que se desenvolve, &reas costeiras. O pH baixo associado
ao grau Brix baixo, que se traduzem na percepgdo ao consumidor como um fruto 4cido, sédo também
caracteristicas proprias deste fruto e estdo associados ao seu elevado teor de acidos fendlicos. A
andlise elementar realizada ao fruto demonstrou um teor elevado de calcio, ferro, zinco e cobre.
Relativamente ao ferro, ao célcio e ao zinco os resultados obtidos indicam um grande potencial
nutricional deste fruto como fonte destes elementos, contudo, tendo sempre em atencdo as doses
ingeridas. A elevada quantidade de cobre presente nos frutos é um dado extremamente importante e
que requer uma investigacdo mais aprofundada de forma a perceber as fontes de contaminacao e os
riscos para a saude publica. O fato de ser uma planta que cresce de forma selvagem e em solos nao
controlados, possivelmente poluidos, pode ser a causa da provavel prevaléncia do elevado teor destes
minerais. A capacidade antioxidante do fruto foi também avaliada através da quantificacdo dos
compostos fendlicos totais e da determinacdo da capacidade antioxidante. Os resultados
demonstraram que o fruto possui alguns compostos fendlicos que detém alguma capacidade

antioxidante, que segundo estudos anteriormente realizados apresentam um grande potencial no
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combate a doencas que tenham como causa ou como contributo o stress oxidativo, devido ao seu perfil

de compostos fendlicos.

A caracterizacdo da camarinha do ecossistema pinhal-dunas da regido de Leiria permitiu perceber se
o fruto de alguma das localizagBes, dunas ou pinhal, seria mais vantajoso relativamente ao perfil
nutricional e a sua rentabilidade, atendendo a sua possivel ingestdo em fresco e a utilizacdo em
produtos alimentares. Os dados obtidos mostram que a qualidade dos frutos colhidos nas dunas (sem
sombreamento) é semelhante a dos frutos colhidos no pinhal, apresentando como vantagem um maior
teor de solidos solUveis associados a um possivel actividade metabodlica mais elevada pela sua
exposigdo solar. Em contrapartida, os frutos colhidos no pinhal, comparativamente aos frutos
desenvolvidos nas dunas, tém a vantagem de apresentarem um teor de humidade mais elevado, o que
podera ser devido & menor exposi¢ao solar que estdo sujeitos e a protecdo pelas copas dos pinheiros.
Desta forma é possivel concluir que apesar de semelhantes, dependendo do uso final do fruto, tanto o
pinhal como as dunas podem ser locais com muito interesse para o seu cultivo. A area ardida do pinhal
de Leiria, torna-se agora um local sem sombreamento, apresentando assim uma exposi¢do solar
semelhante a das dunas, podendo desta forma constituir um local de elevado interesse para a
plantagdo da espécie Corema album.

Nos resultados obtidos referentes ao estudo da actividade antimicrobiana do sumo do fruto e do extrato
do sumo néo foram encontrados indicios da existéncia de atividade antimicrobiana contra as estirpes
selecionadas. O estudo realizado no presente trabalho, relativamente a atividade antimicrobiana do
fruto, é pioneiro, sendo que ndo foram encontradas outras investigacdes neste ambito. Os resultados
obtidos na presente investigacdo induzem a necessidade de desenvolver estudos futuros
nomeadamente na optimizacdo da producéo de extratos, do estudo dose/efeito e na utilizacéo de outras
estirpes de microrganismos (essencialmente bactérias e fungos) de forma a atingir resultados mais

completos e robustos.

Apés a caraterizacdo fisico-quimica do fruto e a caracterizacdo do seu possivel potencial
antimicrobiano, houve ainda a necessidade de avaliar a toxicidade do extrato do sumo de camarinha
sobre a viabilidade celular das células CACO-2, com o intuito de perceber em que concentragfes o
sumo podera apresentar riscos a viabilidade celular. Estes estudos realizados foram preliminares e os
resultados revelaram que as células continuam com viabilidade celular muito elevada, quando na
presenca de baixas concentracfes de extratos, ou seja, nas concentracbes em que ocorrem na
natureza e em que podem ser absorvidos a nivel gastrointestinal. Deste modo e para ser possivel

consolidar os resultados obtidos, serdo necessarios mais estudos futuramente.

Todas as analises realizadas ao longo do trabalho experimental contribuem para um maior
conhecimento acerca do fruto e dos possiveis beneficios que pode acarretar quer a nivel econémico
quer na saude e diversidade alimentar. Quando se perspetiva a introdu¢gao no mercado de um novo
produto alimentar, o conhecimento do produto e a divulgagdo das suas caracteristicas sao sempre
factores impulsionadores para o consumo dos mesmaos, contudo, é necessario estimular e informar os
consumidores para a aquisicdo do produto em fresco ou de novos produtos alimentares em que se

encontre. Este € todo um processo que passa pela inovagao alimentar e pela necessidade que existe
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na diversificagdo da dieta em beneficio da saude. Na tentativa de abordar a utilizagdo do fruto num
produto alimentar gourmet, neste estudo foi ainda desenvolvido um chocolate com incorporagéo de
camarinha e realizado um teste de consumidor. Este produto de um modo geral, apresentou bons
resultados na prova hedénica, sendo a acidez, conferida pelo fruto ao chocolate final, referida como
uma vantagem e desvantagem, o que demonstra as particularidades associadas ao gosto individual
dos diferentes consumidores.
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5 - Perspetivas Futuras
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Capitulo 5 - Perspetivas futuras

Através da realizacdo do presente trabalho e da avaliacdo dos trabalhos anteriormente realizados foi
possivel concluir que a espécie Corema album apresenta um potencial que atualmente ndo se encontra
explorado. De forma a perceber a real proporcdo deste potencial e colmatar as lacunas existentes &

imprescindivel o investimento na caracterizagao, no conhecimento e producédo desta espécie.

A presente investigacdo deu origem a necessidade de desenvolvimento de novos projetos como intuito

de alargar o conhecimento desta planta e do seu fruto bem como da sua utilizacéo alimentar.

Relativamente ao teor de minerais e tendo em conta os resultados obtidos torna-se prioritario esclarecer
de onde provém o elevado teor de minerais encontrados. A &rea geografica do local de recolha de
amostra pode também estar a influenciar os resultados da analise elementar. A realizagéo de analises
a 4gua e ao solo poderao constituir uma investigacgado futura de forma a esclarecer a presente questéao.
Deverado ainda ser analisados frutos de diferentes areas geograficas bem como os respetivos solos
com o intuinto de investigar possiveis diferengas relativamente ao teor de minerais. Concomitantemente
devem ser realizadas andlises as diferentes partes do fruto (epiderme e semente) com o intuito de
averiguar se existe alguma zona com maior acumula¢@o do mineral. Interessa também futuramente
confirmar, se a restante flora da &rea em estudo apresenta igualmente concentracdes elevadas de Cu

nos diferentes érgaos ou se se trata de uma singularidade especifica desta espécie.

No que diz respeito a atividade antimicrobiana, como trabalho futuro seria interessante testar novos
extratos que incluam o fruto inteiro e outras partes da planta, nomeadamente as folhas, bem como
realizar testes com outras estirpes bacterianas e outros microrganismos, como fungos. Para realiza¢do
destes extratos poderdo ser testados diferentes solventes, sendo que estes constituem um passo
determinante na extracdo dos compostos fendlicos. Na presente investigacdo foi ainda testado o sumo
do fruto, futuramente serda interessante testar o sumo concentrado, através da remoc¢é&o do teor aquoso,
tendo como finalidade perceber se uma concentracdo mais elevada dos compostos se traduz em

resultados diferentes.

No que concerne as andlises realizadas com as células CACO-2, torna-se pertinente, futuramente, a
realizacdo de ensaios em monocamada permitindo assim o calculo dos indices de perfuséo, com o
intuito de determinar a quantidade de cada composto absorvido a nivel gastrointestinal e qual a
respetiva velocidade de absor¢éo. Estes estudos poderdo ajudar a compreender a real utilizagcéo e

mais-valia da ingestao do fruto e/ou seus transformados.

Sendo a camarinha um fruto com historia e que antigamente era utilizado como planta medicinal, torna-
se adequado a realizacdo de um estudo etnoboténico junto das populagbes dos locais de
desenvolvimento da planta, de onde podera surtir mais conhecimento e a necessidade de planeamento
de estudos futuros de forma a atingir um conhecimento fundamentado cientificamente (Gonzalez, 2001,
Oliveira e Dale, 2012).

Paralelamente a toda esta investigagdo, a producgédo certificada desta espécie € 0 passo necessario

para que a comercializacao e a introducéo deste fruto na alimentagéo se tornem possiveis. Existe ainda
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a necessidade de muita investigacéo e projetos que incentivem o estudo da producéo e rentabilizacao
agricola da espécie.

Relativamente a comercializacdo desta espécie torna-se necessario perceber as razées da bdiferente
coloracéo (branca ou rosa), que os frutos podem adquirir. Os fatores implicados nesta tematica sao
ainda muito discutidos entre os diversos estudos, tendo sido apontadas como possibilidades o grau de
maturacdo e a diferenga entre genétipos (Andrade et al., 2017; Ledn-Gonzalez et al., 2013; Oliveira e
Dale, 2012). No presente trabalho a recolha dos frutos foi realizada de forma heterogénea de modo a
atingir uma ampla caracterizacdo do fruto, pelo que estudos futuros poderdo estar focados na colheita
de frutos que apresentem graus de maturacdo semelhantes, procedendo-se de seguida ao seu
armazenamento a diferentes temperaturas durante diferentes intervalos de tempo. Os resultados
obtidos poderao contribuir para o esclarecimento de algumas duvidas relativamente a relacdo entre a
cor e o grau de maturacéo e condi¢fes de armazenamento.

Outro fator que pode dificultar a adesdo ao consumo do fruto, por parte do consumidor, podendo ser
evidenciadas outras caracteristicas/beneficios é a relacdo entre o seu tamanho e a existéncia de trés
sementes. A semente, tal como foi visto anteriormente, diminui a edibilidade do fruto tanto no seu
consumo fresco como desidratado. Para haver uma comercializacdo e uma exportacdo com sucesso
deste produto, seria necesséario a implementagdo de investigacdes para a remo¢do da semente da
camarinha. Neste contexto, temos vindo a assistir a um aumento no consumo e na exportacéo da uva
de mesa sem grainha em detrimento da uva com grainha (Guerreiro, 2014). Esta é uma realidade que
cada vez esta mais presente, o consumidor é mais exigente e simplista e os mercados tém de o

acompanhar para ser possivel um comércio rentavel.

O futuro cultivo de Corema album nas dunas adjacentes ao antigo pinhal e no antigo pinhal de Leiria,
na regido onde foram colhidas as amostras (100% de area ardida nos incéndios de outubro de 2017),
pode revitalizar a regiéo, para que exista producéo de frutos para o consumo humano e para a producao
de produtos alimentares diferenciadores. Atualmente em algumas feiras de produtos alimentares
artesanais, verifica-se a venda de geleias de camarinha, produzidas por habitantes das areas em que
a planta se desenvolve. De forma a captar o interesse da populacdo, nomeadamente o consumidor e
o produtor, é importante real¢car o potencial deste fruto, através da demonstracdo de alguns produtos
que poderao surgir em que a camarinha se destaca como ingrediente principal. A criacdo de uma rede
de produtores associada a transformacéo industrial de pequena escala podera ser uma oportunidade

de negdcio para as populagdes rurais das zonas onde o fruto se desenvolve.

Na Figura 5.1 encontram-se esquematizados alguns dos produtos que podem surgir através da
utilizacé@o deste fruto fresco ou desidratado. A variabilidade alimentar € uma caracteristica da roda dos
alimentos e constitui a indicacdo de que a utilizagdo da camarinha podera contribuir para uma
alimentacao diversificada. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, 0 seu uso no empratamento,
como tempero, nomeadamente nas marinadas de carne e na preparacao de bebidas alcodlicas, como
gins e sangria, constitui também op¢des de utilizagcdo. Relativamente ao fruto desidratado sendo este

um pequeno fruto de cor branca e elevada acidez, torna-se propicio e apelativo o seu consumo como
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fruto desidratado ou mesmo a sua inser¢do em chocolates e biscoitos. Este € um fruto que apresenta
um elevado teor de humidade, sendo assim possivel a sua utilizacdo na producéo de sumos.

O sumo de camarinha apresenta um grande potencial devido a sua elevada acidez e ao sabor
caracteristico. Tal como é possivel observar na Figura 5.1, a incorporacao do fruto em sumos pode
tornar-se uma vantagem devido ao sabor caracteristico que ira conferir ao produto e também devido
ao potencial que apresenta como protetor contra a oxidacdo. O pH baixo que o sumo do fruto
apresenta pode tornar-se determinante no sucesso de alguns produtos tais como temperos para
saladas, marinadas e queijo tipo cottage (com a utilizacdo do sumo de camarinha como fator
determinante no inicio da coagulacdo da proteina latica). Existem muitos mais produtos que podem
surgir aliando a frescura e as propriedades deste fruto a inovacdo alimentar e ao desenvolvimento de
novos produtos. Apenas desta forma estaremos a apelar ao conhecimento das nossas espécies, a
sustentabilidade e & preservacao das mesmas
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Anexo

Anexo 1. Curva de calibragcéo do &cido galico

Curva de calibragao
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Anexo 2. Curva de calibragcéo do acido ascorbico
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Anexo 3. Tabela de valores de constituigdo da camarinha

Pinhal Dunas

Teor de humidade 85,90% 83,79%
Epiderme e outros  7,43% 8,52%
Sementes  6,67% 7,74%
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