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Resumo

A espécie Arbutus unedo L., vulgarmente conhecida como medronheiro, € uma
arvore de pequenas dimensdes que surge dispersa em todo o territorio nacional. Varios
usos tradicionais, sobretudo no &mbito medicinal e alimentar, tém sido citados para 0s
seus frutos (medronho), folhas e raizes. Contudo, a sua potencialidade neste &mbito ndo
tem sido devidamente explorado, o que tem contribuido para a reducdo da area ocupada

por esta espécie nos povoamentos florestais.

O presente trabalho teve como principal objetivo complementar os conhecimentos
sobre o0s usos tradicionais do medronheiro, pela exploragéo do seu potencial nutricional
e nutracéutico, de maneira a utilizad-los em processos de desenvolvimento tecnologico
valorizando-se, desta forma, a espécie. Para tal, foi avaliada a atividade antioxidante das
folhas, frutos e, pela primeira vez, das cascas e das flores do medronheiro. Nesta analise
recorreu-se a trés ensaios: efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-Difenil-1-
picrihidrazilo (DPPH), poder redutor e capacidade redutora total. Nos frutos avaliou-se,
adicionalmente, a sua cor e a composi¢cdo nutricional e nutracéutica, bem como a
influéncia do estado de maturacdo nestes parametros. A andlise nutricional incluiu a
avaliacdo da humidade, proteina, cinzas, hidratos de carbono, valor energético e o perfil
em &cidos gordos por GC-FID. A composi¢do nutracéutica incluiu a analise de vitamina

E e o perfil em antocianinas por HPLC-DAD e -caroteno por espectrometria.

As cascas exibiram o maior poder antioxidante, apresentando valores de Ecsg para

o0 DPPH de (0,11+0,01 mg extrato/mL), Ecso para 0 poder redutor de (0,32+0,01 mg
extrato/mL) e capacidade redutora total (158,93+6,71 mg GAE/ g de extracto)
significativamente superiores face as restantes partes do medronheiro estudadas. Por
oposicdo, os frutos exibiram o menor poder antioxidante. A andlise quimica dos frutos
indicou que sdo ricos em acidos gordos 6mega-3 (tendo sido o &cido a-linolénico o
maioritario e a variar entre 41,6 e 49,7%) e pobres em gorduras saturadas (SFA).
Apresentam ainda quantidades interessantes de fenois, vitamina E (em especial de ao-
tocoferol), antocianinas (em especial cianidina-3-galactosideo) e B-caroteno. O teor
destes compostos nos frutos variou de acordo com o0 seu estado de maturacdo,
apresentando os frutos maduros menor teor em acidos gordos e compostos antioxidantes
(fendis, vitamina E e B-caroteno), e maior teor em hidratos de carbono. Pelo contrario,
foram os frutos verdes que exibiram uma maior capacidade antioxidante registando-se,
X



para a capacidade redutora total valores de 113,37+ 5,78 mg GAE/g extracto, e valores
de ECsy para 0 DPPH e poder redutor de 0,18+0,02 mg extrato/mL e 0,47+0,04 mg

extrato/mL, respectivamente.

As propriedades demonstradas pelas diferentes partes do medronheiro podem
abrir novas perspectivas para o0 seu uso medicinal, farmacéutico e alimentar e, deste

modo, para a valorizagdo econdmica desta espécie.

Palavras-chave: Arbutus unedo L., atividade antioxidante, folhas, frutos, casca, flores.
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Abstract

The Arbutus unedo L., typically known as strawberry-tree is a small shrub mainly
distributed throughout the entire Portuguese territory. Many traditional uses, especially
within medicine and food, have been cited for their fruit (arbutus), leaves and roots.
However, its potential in this area has not been adequately explored, which has

contributed to the reduction of the area occupied by this species in forest stands.

The aim of this work was to complement the knowledge about traditional uses of
arbutus, by exploiting its potential nutritional and nutraceutical in order to use them in
processes of technological development adding value to the specie. To this end, we
evaluated the antioxidant activity of the leaves, fruits, and for the first time, the bark and
flowers of the strawberry tree. In this analysis we applied three methods: scavenging
effect on DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radicals, reducing power and total
reducing capacity. In the fruits, the content in moisture, protein, ashes, carbohydrates,
energy value, fatty acids (GC-FID) was performed. Nutraceutical composition included
vitamin E analysis, anthocyanin by HPLC-DAD and B-carotene by spectrometry.

The barks revealed the highest antioxidant power, obtaining DPPH values
(0,11+0,01 mg extract/mL), reducing power (0,32+0,01 mg extract/mL) and total
reducing capacity (158,93+6,71 mg GAE/ g of extract) higher compared to all others
parts. On the other hand, the fruits have revealed the minor antioxidant content.
Chemical analysis on fruits determined that these have high content in omega-3 fatty
acids (a-linolenic represented the majority content with 41,6 and 49,7 %) and low
content in saturated fats (SFA). Interesting values on the content of total phenols,
Vitamin E (a-tocopherol), anthocyanin (cyanidin-3-galactoside) and [-carotene. The
composition and content of these compounds in fruits, varied according to its state of
maturation, presenting mature fruits, low fatty acid content and antioxidant compounds
(phenols, vitamin E and B carotene) and higher content of carbohydrates. On the other
hand, green fruits exhibited a higher antioxidant capacity, registering for the total
reduction capacity values of 113.37 £ 5.78 mg GAE / g extract, and ECs, values for
DPPH and reducing power of 0, 18 + 0.02 mg extract / mL and 0.47 £+ 0.04 mg extract /
mL, respectively.

Xl



The properties shown by different parts of arbutus can open new prospects for
medical, pharmaceutical and food purpose and thus for the economic recovery of this

species.

Key-words: Arbutus unedo L., antioxidant activity, leaves, fruits, barks, flowers.
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1.1 Introducéo

O medronheiro (Arbutus unedo L.), também conhecido como ervedeiro, érvodo e
ervedo, pertence a classe Magnoliatae (Dicotyledoneae), subclasse Asteridae, ordem
Ericales e familia Ericaceae. Cresce em forma de arbusto ou arvore, podendo atingir
cerca de 1,5 a 3m, possui folha perene, copa arredondada e densa (Fig. 1A). O tronco e
0s ramos sao tortuosos e o ritidoma (casca) é fendilhado e geralmente acastanhado (Fig.
1B). As folhas, geralmente de 4 a 12cm de comprimento, com margens serradas,
apresentam cor verde-escura na pagina superior e mais clara na inferior, e sdo
classificadas como alternas, simples e lanceoladas (Fig. 1C) (Males et al., 2006). As
flores, hermafroditas e dispostas em inflorescéncias pendentes de 4 a 5 cm, apresentam
cor rosa esbranquicada, sdo pequenas, e a corola e o célice apresentam uma forma

campanulada (Fig. 1D).

BT

Fig. 1 Aspeto geral da arvore de Arbutus unedo (A), e em pormenor do seu tronco onde se
visualiza o ritidoma (B), folhas (C), flores (D), fruto — medronho (E) e sementes (F).



Os frutos apresentam uma forma esférica e sdo granulosos na sua superficie, com
cerca de 2-3 cm de didmetro, de cor vermelha-alaranjada quando maduros (Fig. 1E). As
sementes sdo pequenas, angulares e de cor castanha (Fig. 1F).

O medronheiro é uma planta nativa da bacia do Mediterraneo, podendo ser
encontrada por toda a zona sul da Europa (Fig. 2). Em Portugal, predomina na zona sul
do pais, regido das Serras do Caldeirdo e Monchique (Algarve), encontrando-se no
entanto difundida por todo o territdrio nacional, inclusive em Tréas-os-Montes (Pedro,
1994).
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Fig. 2 Mapa da distribuicdo de Arbutus unedo na bacia do Mediterraneo (Oliveira et al.,
2011b).

1.2. Importancia do medronheiro

O medronheiro é uma espécie com elevada importancia ecoldgica, ornamental,
econdémica, alimentar e medicinal. A nivel ecol6gico, desempenha fungdes na
preservacao da fauna e na conservacao da paisagem, uma vez que este cresce em solos
pobres, acidentados, rochosos, alcalinos ou acidos (Gomes & Canhoto, 2009). Possui
ainda uma forte capacidade de regeneracé@o apds incéndios (Konstantinidis et al., 2006),
evitando a erosdo dos solos, e pode também ser utilizado na fitorremediacdo de solos

contaminados com arsénio (Moreno-Jiménez et al., 2008). A sua baixa



combustibilidade permite-lhe ainda ter um papel importante na prevencédo de incéndios

florestais.

Uma particularidade desta espécie consiste no facto de as flores surgirem no
outono, juntamente com os frutos do ano anterior que, por serem muito decorativos, a
tornam uma espécie ornamental muito popular (Males et al., 2006). Os seus ramos Sao
muito utilizados para arranjos florais e a planta no seu todo é utilizada como ornamento

em jardins publicos ou nos modernos “jardins comestiveis”.

A nivel econémico, o0 medronho é utilizado diretamente em culinaria e pastelaria,
podendo ainda ser transformado em diversos produtos alimentares tais como geleias,
doces, compotas, licores (Simonetti et al., 2008; Pawlowska et al., 2006) e aguardentes.
Em Portugal, a aguardente de medronho é muito conhecida e apreciada principalmente
no sul do pais (Alarcdo-e-Silva et al., 2001; Pallauf et al., 2008) sendo famosa a
aguardente de medronho de Monchique e da Serra do Caldeirdo. As folhas e as cascas
podem também ser utilizadas na curticdo de peles, dada a sua riqueza em taninos. A
madeira, para além de constituir lenha de boa qualidade, pode também ser utilizada para

fabricar carvao vegetal.

Ressalta-se também o seu potencial a nivel medicinal. Neste &mbito, varias partes
da planta tém sido utilizadas. O medronho é usado pelas suas propriedades diuréticas,
antissépticas das vias urinérias e laxativas (Ziyyat et al., 1997; Ziyyat & Boussairi,
1998; Mariotto et al., 2008, Afkir et al., 2008; Pallauf et al., 2008; Oliveira et al.,
2011b). Sdo ainda utilizados na medicina tradicional, no tratamento de diversas
doencas, tais como distirbios gastrointestinais, dermatoldgicos, uroldgicos, cardio
vasculares (Leonti et al., 2009), doencas renais (ElI Hilaly et al., 2003) e gastrite
(Cornara et al., 2009).

As folhas sdo usadas em infusbes, pelo interesse nas suas propriedades
antioxidantes, adstringentes, diuréticas, antissépticas, antidiarreicas e depurativas. S&o-
Ihes ainda atribuidas propriedades importantes no tratamento de doengas como
hipertensdo, diabetes e problemas inflamatorios (Ziyyat & Boussairi, 1998; Mariotto et
al., 2008; Afkir et al., 2008). Na medicina popular sdo também aproveitadas as cascas e
as raizes, no tratamento de distarbios gastrointestinais, uroldgicos e de problemas

dermatoldgicos (Novais et al., 2004; Leonti et al., 2009).



1.3. Composicdo quimica dos frutos e folhas de medronheiro

O reconhecido interesse econémico e medicinal do medronheiro tem incentivado
a realizacdo de estudos que visam caracterizar quimicamente esta espécie. A maioria
destes estudos tem recaido, em especial, no medronho e, em menor nimero, nas folhas,

cascas, flores e raizes.

1.3.1. Frutos

O medronho (Fig. 3) € constituido
essencialmente por agua, acUcares (sacarose,
glucose e frutose), acidos organicos e fendlicos,
proteinas e minerais, em especial potassio (K),
calcio (Ca) e fosforo (P), tal como indicado na
Tabela 1 (Ayaz et al., 2000; Alarcdo-e-Silva et al., .
2001; Ozcan & Haciseferogullari, 2007; Barros et Fig. 3 Frutos de Arbutus unedo

al., 2010; Oliveira et al., 2011b). O teor de alguns destes compostos pode variar ainda

.

com o estado de maturagdo do fruto (Alarcdo-e-Silva et al., 2001). O medronho possui
também na sua composicdo compostos com propriedades antioxidantes, como sejam
fenois, vitaminas (C e E), carotendides, acidos organicos, acido elagico, derivados de
acido galico e flavondides (Alarcdo-e-Silva et al., 2001; Kivcak & Mert, 2001;
Pawlowska et al., 2006; Males et al., 2006; Pallauf et al., 2008). Estes frutos
apresentam ainda uma fraccao volatil, avaliada por Oliveira et al., (2011a), onde foram
detetadas seis classes quimicas (&lcoois, aldeidos, esteres, norisopernoides,

sesquiterpenos e monoterpenos), num total de 41 compostos.

A composicao quimica segundo diversos autores é apresentada na Tabela 1.



Tabela 1 Composicdo quimica de frutos de A. unedo.

Composto Conteudos Referéncia
Humidade (%) ~ 56,6 [3,7,10]
Hidratos de carbono (g/100g) 23,55(pf); 93,83(ps) [3,10]
Acucares (g/100g) 16,21(pf); 40,55 (ps); 52,21 (ps) [2,3,10]
Sacarose (g/100g) 0,4(pf); 8,77(V) - 8,68(M)(ps); 1,8 (ps); 4,2(ps) [1-3,10]
Frutose (g/100g) 10,4(pf); 2,33(V)- 20,8(M)(ps); 24,2(ps); 27,8(ps) [1-3,10]

Proteinas (g/100g) 0,90(pf); 3,36(pf); 4,6(V)-3,0(M)(ps); 3,09(ps) [1,3,7,10]

Gorduras (g/100g) 0,6(pf); 2,1(pf); 1,4(ps) [3,7,10]
a-linoleico (%) 36,5; 36,9(V) - 41,6(1) - 43,1(M) [3,6]
PUFA (%) 52(V)-60(1)-62(M); 58,28 [3,6]

Cinzas (g/100q) 0,86(pf); 1,71(ps); 2,82(pf) [3,7,10]

Fibras (g/1009) 16,2(pf); 6,4(pf) [7,10]

Valor energético (Kcal/100g)) 101,00(pf); 399,99(ps) [3,7,10]

Acidos organicos (g/Kg)

Quinico 73,5(V)-59,9(M)(ps) [1]
Fumarico 7,29(pf); 1,94(ps); [2,10]
Léctico 4,9(ps) [2]
Malico 2549(pf); 0,84(ps) [2,10]
Subérico 0,23(ps) [2]
Citrico 0,01(ps) [2]
Acidos fendlicos (g/Kg ps)
Galico 10,7 [2]
Gentisico 1,9 [2]
Protocatecuico 0,6 [2]
p-hidroxibenzéico 0,3 [2]
Vanilico 0,12 [2]
Anisico 0,05 [2]

Fendis Totais (mg GAE/g de 16,56(pf); .25,35(V)—4.8,26(I)—26,81(M)(ps); [3-6,10]

extrato) 126,83(ps); 37,60(pf); 16,46(ps)

e i) ST STIONTSENS g
Cianidina-3-glucosideo 0,12(pf); 0,39(pf) [8,9]
Cianidina-3-galactosideo 2,84(pf) [8]

Proantocianinas (mg/100g) 27,46(pf) [8]

Taninos (mg/100g) 313(V)-175(M)(ps) [1]




Tabela 1 Continuacgéo

Compostos minerais (mg/kg)

Al 20,11(ps) [7]

As 10,58(ps) [7]

B 16,03(ps) [7]

Ca 665,4(pf); 4959,02(ps) [7,10]

Cd 0,19(ps) [7]

Cr 2,41(ps) [7]

Cu 1,25(pf); 1,65(ps) [7,10]

Fe 8,85(pf); 12,15(ps) [7,10]

Ga 0,47(ps) [7]

K 1773(pf); 14909,08(ps) [7,10]

Li 0,94(ps) [7]

Mg 196,2(pf); 1315,57(ps) [7,10]

Mn 0,81(pf); 4,44(ps) [7,10]

Na 75,2(pf); 701,26(ps) [7,10]

Ni 0,13(ps) [7]

P 3668,56(ps) [7]

Pb 0,51(ps) [7]

Sr 5,10(ps) [7]

Ti 0,16(ps) [7]

\Y, 16,63(ps) [7]

Zn 4,71(pf); 8,09(ps) [7,10]
Vitamina E (mg/100g) 23,46(ps); 136,85(V)-93,44(1)-55,66(M)(ps) [3.6]

o- tocoferol 0,023(pf);21,98(ps); 27,1(V)-27,88(1); 3,22(M)(ps);  [3.6.8]
Vitamina C (mg/100g) 6,03(pf); 15,07(ps); 542(V)-346(M)(ps); 182,4(pf) [1,3,8,10]
Carotendides (mg/100g) 0,064(pf) [8]

Luteina + zeoxantina 0,042(pf) [8]

B-caroteno 0,025(pf); 1,07(ps); 38,1(V)-70,9(M)(ps); 0,520(pf)  [1,3,8,10]

Maturacéo: (V)-verde, (I)-intermédio, (M)-maduro; ps-peso seco, pf- peso fresco.

[1] Alarcao-e-Silva et al. (2001); [2] Ayaz et al. (2000); [3] Barros et al. (2010); [4] Fortalezas et al.
(2010); [5] Heinrich (2005); [6] Oliveira et al. (2011a); [7] Ozcan & Haciseferogullari (2007); [8] Pallauf
et al. (2008); [9] Pawloska et al. (2006); [10] Ruiz-Rodriguez et al. (2011).



1.3.2. Folhas

Na sua constituicdo, as folhas (Fig. 4) =
contém varias classes de compostos quimicos §
(Fig. 5) que Ihes conferem propriedades |
antioxidantes e medicinas. Compostos como
terpenoides, a-tocoferol (Kivgak & Mert, 2001),

Oleos essenciais e compostos fendlicos como

taninos, flavondides e volateis (Males et al.,
2006; Fiorentino et al., 2007).

Fig. 4 Folhas de Arbutus unedo

Dependendo da altura do ano em que as folhas séo colhidas, o teor em a-tocoferol
varia, sendo detetadas pequenas quantidades deste composto (0,01328% de peso seco).
No entanto, as fontes de a-tocoferol utilizadas industrialmente, como é o caso do feijao
e da soja, apresentam valores muito semelhantes (Kivcak & Mert, 2001), o que podera

demonstrar a potencialidade desta parte da planta.

A quantidade total de fendis presentes nas folhas foi de 192,66 mg de GAE/ g de
extracto (Oliveira et al., 2009) e 16 mg de GAE/g ps (Fortalezas et al., 2010). O
composto fendlico detetado em maior quantidade foi a arbutina (62,7 mg/100 g de
folhas frescas), seguida da catequina (54,6 mg/100 g de folhas frescas) e etilgalato (44,0
mg/100 g folhas frescas) (Fiorentino et al., 2007).
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-campferol 3-O-a-L-ramnopyranoside,

. quercetina 3-O-a-L-ramno pirandsido,

PR a-terpineol
Oleo de
| folhas [8]

— . miricetina 3-O-a-L ramnopyranoside,
acido J
hexadecandico |

campferol 3-O-B-D-
arabinofurandsido,

. (E)-2-undecenal

lquercetina 3-O-B-D-arabinofurandsido

miricetina 3-O-B-D-arabinofuranésido

Fig. 5 Composicdo quimica das folhas de Arbutus unedo. De acordo com [1] Carcache-Blanco et al. (2006); [2] Fiorentino et al. (2007);
[3] Gaspar et al. (1997); [4] Legssyer et al. (2004); [5] Males et al. (2006); [6] Sanjust et al. (2008); [7] Kivgak & Mert (2001); [8]
Kivcak et al. (2001).
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1.4. Enquadramento e objetivos do trabalho

Em Tras-os-Montes, ao contrario do verificado nas restantes regifes nacionais
(em especial do Algarve) e também internacionais, tem sido atribuida pouca
importancia economica ao medronheiro. Face a subutilizacdo desta espécie fruteira,
tem-se assistido, nos Gltimos anos, a sua substituicdo por espécies florestais. Esta
pratica, juntamente com os fogos florestais, a acdo antropoldgica e a desertificacdo das
zonas rurais, tem contribuido para a reducgéo da area ocupada pelo medronheiro.

Apesar de alguns estudos relativos a composicao quimica e biolégica em A. unedo
terem sido ja realizados, estes centram-se na sua maioria nos frutos e folhas. Por outro
lado, a casca dos troncos e as flores, ndo tém recebido qualquer atengdo pela
comunidade cientifica. Similarmente, o efeito do estado de maturagcdo do medronho na

composicao quimica e biologica tem sido pouco estudado.

Neste sentido, o presente trabalho, visa aumentar o conhecimento do efeito da
maturagdo do medronho na sua composicdo quimica, fisica (cor) e propriedades
antioxidantes. Pretende ainda conhecer a atividade antioxidante das folhas e, pela

primeira vez, das cascas e flores.
Especificamente é proposto:

% Avaliar a atividade biol6gica das diferentes partes do medronheiro (casca,
folhas, flores e frutos) (Capitulo 2);
¢+ Auvaliar de que forma a maturacéo influencia as propriedades quimicas, fisicas

e bioativas dos frutos (Capitulo 3).

Espera-se que a caracterizacdo fitoquimica das diferentes partes que compdem o
medronheiro (folhas, flores, frutos e casca) e o conhecimento da sua atividade bioldgica,
possam potenciar a producdo, comercializacdo e consumo desta espécie. Tendo em
conta as suas propriedades medicinais, pretende-se que o medronheiro assuma uma

maior relevancia como mecanismo dinamizador da economia regional transmontana.
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2.1. Introdugéo

Durante os processos metabolicos nos organismos aerdbios, os radicais livres séo
constantemente produzidos, principalmente nos organelos citoplasméticos, em grande
parte sob a forma de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS) (Ferreira &
Abreu, 2007).

As ROS séo a classe de radicais livres mais importante geradas pelo organismo e
derivam da ativagdo ou reducgdo do oxigénio molecular (O;) (Esquema 1).

2H"e H'e
O, =20 =>HO0;, B0 e
Radical Peréxido de Radical
Superéxido Hidrogénio Hidroxilo

Esquema 1. Formacao de espécies reativas de oxigénio por redugdo do oxigénio molecular.

Em pequenas concentracbes as ROS podem ser benéficas para as células
(Fridovich, 1999). No entanto, se a producdo enddgena for excessiva, bem como a
exposicdo a radicais livres exdgenos, o equilibrio entre as ROS e as defesas
antioxidantes pode ser destruido (Machlin & Bendich, 1987; Cerutti et al., 1994) e a
célula entra em stresse oxidativo. Estas espécies quando presentes em quantidades
excessivas podem causar danos graves na salde como mutagénese, carcinogénese,
processos inflamatorios, envelhecimento, aterosclerose, entre outros (Miller et al., 1990;
Aruoma, 1996; Finkel & Holbrook, 2000; Pulido et al., 2000). Desta forma, o oxigénio
molecular apesar de ser essencial a vida aerébia também podera ser toxico, fendmeno ao

qual se atribui a designacgéo de “paradoxo do oxigénio” (Gilbert, 2000).

As RNS sdo também importantes, sendo o principal RNS o éxido nitrico (NO").
Em excesso, estas espécies podem causar danos mitocondriais e celulares, devido ao
stresse nitrosaminico. A sobreexpressao de RNS pode conduzir a nitrosilacdo de
proteinas, inibindo a sua funcdo (Ridnour et al., 2004). Podem ainda funcionar como
agentes oxidantes, levar a fragmentacdo do ADN (&cido desoxirribonucleico) e

promover a oxidacdo lipidica (Carr et al., 2000).
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Para combater a sobreexpressao intracelular das ROS e RNS e evitar danos, foram
desenvolvidos mecanismos endogenos de defesa antioxidante, que podem ser
enziméaticos e ndo enzimaticos (Sies, 1993). O sistema enzimatico é formado por
diversas enzimas, onde se destacam a superoxido dismutase (SOD), responsavel pela
eliminacdo do O,", e as enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX), que
participam na decomposicdo do H,0,. Os principais antioxidantes ndo-enzimaticos
presentes no organismo humano sdo a glutationa, bilirrubina, acido Urico, coenzima
Q10, acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) e o0s carotenoides
(Gopinathan et al., 1994).

No entanto, estes mecanismos nem sempre sdo eficazes na neutralizagdo dos
radicais livres produzidos podendo a dieta alimentar apresentar-se como uma boa
estratégia para veicular uma vasta gama de antioxidantes exdgenos. Estes antioxidantes
sdo obtidos sobretudo a partir do consumo de produtos de origem vegetal, em especial
de frutas e legumes, sob a forma de vitaminas (acido ascorbico, a-tocoferol), minerais
(selénio e zinco), carotendides, flavondides e outros compostos fenolicos (Bianchi &
Antunes, 1999). Deste modo, o consumo de produtos de origem vegetal com atividade
antioxidante pode ser util no auxilio do sistema enddgeno protetor, contra a producéo de
radicais livres, podendo ser utilizados como nutracéuticos. Nos altimos anos, tém
aparecido varios antioxidantes naturais, a maioria dos quais, obtidos de diferentes partes
das plantas tais como de sementes, frutos, folhas e raizes. Alguns exemplos de produtos
comercializados incluem alimentos integrais e bebidas (ex. cha e infusdes, hibisco,
Ginkgo biloba) bem como substancias isoladas, vendidas, principalmente como
suplementos alimentares (e.g. acido ascorbico, licopeno, selénio) (Finley et al., 2011).

Desde os tempos ancestrais, A. unedo é utilizado na medicina tradicional, as
infusBes e decocgbes de diferentes partes do medronheiro (raiz, casca e folhas) eram
aplicadas no tratamento de diversos problemas de saude tais como hipertensao, diabetes
e doengas inflamatdrias, dermatoldgicas, uroldgicas, gastrointestinais, cardiacas e renais
(Oliveira et al., 2011b). Estes preparados sdo também conhecidos por possuirem
propriedades antiséticas, diuréticas, laxantes, antidiarreicas e depurativas (Oliveira et
al., 2011b). A natureza quimica dos compostos responsaveis por estas propriedades
medicinais tem vindo a ser estudada por diversos investigadores que tém centrado o seu
estudo na andlise da atividade bioldgica, fitoquimica e fitofarmacéutica de folhas e
frutos do medronheiro (Percival, 1998; Pallauf et al., 2008; Oliveira et al., 2009;
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Oliveira et al., 2011 a,b; Isbilir et al., 2012). A analise da composi¢do nutricional dos
frutos tem sido igualmente alvo de estudo (Alarcdo-e-Silva et al., 2001; Ozcan &
Haciseferogullari, 2007; Barros et al., 2010; Ruiz-Rodriguez et al., 2011). Pelo
contrario, as flores bem como a casca do tronco do medronheiro, nunca foram

estudadas.

Neste capitulo, a capacidade antioxidante de diversos 6rgdos do medronheiro
(folha, casca, flor e fruto) vai ser abordada de forma a comparar 0s seus potenciais usos

na industria farmacéutica, cosmética e alimentar.
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2.2 Material e métodos

2.2.1. Amostras

Ramos e frutos de A. unedo foram colhidos de 15 arvores, selecionadas
aleatoriamente, num povoamento florestal natural localizado a entrada de Vinhais, perto
da estrada N.103 (41°44'40.15"N7°27'7.56"W), em outubro de 2011. O material colhido
foi colocado em sacos estéreis e transportado para o laboratorio sob condigfes
refrigeradas. No laboratdrio, as folhas e as flores foram destacadas dos ramos e a casca
foi removida da superficie dos ramos com o auxilio de um bisturi. As amostras foram
misturadas e posteriormente separadas em trés réplicas de peso idéntico. Todo o
material vegetal (flores, folhas, casca e frutos) foi, em seguida, desidratado numa estufa
ventilada (Memmert Schwabach 854), a temperatura de 40+2°C, até estabilizacdo do
peso. Apods secagem, as amostras foram trituradas (< 20 mesh) e colocadas em tubos de
Falcon que foram etiquetados e armazenados num local escuro e seco (exsicador) até a

preparacdo dos extratos.

2.2.2 Reagentes

O 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e o reagente de fenol Folin—Ciocalteau
foram fornecidos pela Sigma (St. Louis, MO, EUA) e Fluka (Suica), respetivamente. O
metanol foi fornecido pela Pancreac (Espanha) e o etanol 96% pela Riedel-de Haen. Os
restantes reagentes quimicos foram obtidos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA).
A 4agua utilizada foi obtida por um sistema de purificacdo Mili-Q (TGI Pure Water
Systems, EUA).

2.2.3 Preparagéo dos Extratos

De cada amostra (folhas, flores, frutos e cascas) foram preparados extratos,
pesando 1,5g de po, que foram dissolvidos em 25mL de etanol a 96%, sob agitacdo (250
rpm), durante 3x30 min., no escuro e a temperatura ambiente. Apos filtracdo por meio
de papel de filtro Whatman n°4, procedeu-se a remocao do solvente num evaporador
rotativo (Evaporador rotativo Bilichi R-210), a temperatura de 40°C, até evaporagéo total
do solvente (=10min.). Aquando a analise, os extratos obtidos foram dissolvidos em

agua destilada para uma concentracdo final de 50mg/mL.
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2.2.4 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos das diferentes partes vegetais de A. unedo
(folhas, flores, frutos e cascas) foi avaliada por diferentes métodos, nomeadamente pelo
método de Folin-Ciocalteau, para avaliacdo da capacidade redutora total, pelo método
do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e
finalmente pelo método do poder redutor.

2.2.4.1. Capacidade Redutora Total pelo método Folin-Ciocalteau

O teor total de fendis foi determinado pela avaliagdo da capacidade redutora total
dos extratos das amostras, de acordo com o procedimento descrito em Singleton e Rossi
(1965), no entanto com algumas modifica¢bes. Assim, misturou-se 1 mL de solucdo de
extrato com 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau. Ap6s agitagdo vigorosa, seguida por
um periodo de repouso de 3 min., adicionou-se 1 mL de solugdo de carbonato de sédio
saturada. De seguida, perfez-se até um volume final de 10 mL, com &gua destilada. A
reacao foi mantida no escuro durante 90 min., ap6s os quais se leu a absorvancia a 725
nm (Genesys 10 UV, Thermo Electron Corporation). Usou-se o &cido galico para
calcular a reta padrdo, tendo os resultados sido expressos em miligramas equivalentes

de &cido galico (GAE) por grama de extrato.

2.2.4.2 Efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-Difenil-1-picrihidrazilo
(DPPH)

A capacidade de eliminar os radicais livres DPPH foi realizada de acordo com
metodologias anteriormente reportadas por Oyaizu (1986). Para tal, misturaram-se 0,3
mL das varias concentracfes de extratos de cada amostra, com 2,7 mL de uma solugdo
metandlica, contendo radicais de DPPH (6 x10™ mol/L). O preparado foi agitado
vigorosamente e deixado em repouso, em ambiente escuro, até serem atingidos valores
de absorvancia estaveis. A reducdo do radical de DPPH foi avaliada através da
monitorizagdo do decréscimo da absorvancia a 517 nm num espectrofotometro

(Genesys 10 UV, Thermo Electron Corporation).

O efeito bloqueador do DPPH foi calculado em percentagem de descoloragdo do
DPPH, usando a equacdo: efeito bloqueador % = [(ADPPH - AS)/ADPPH] %100, onde
AS corresponde a absorvancia da solu¢do com extrato da amostra e ADPPH diz respeito
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a absorvancia da solucdo de DPPH. A concentracdo do extrato que proporciona 50% de
inibicdo (EC50) foi calculada a partir de um gréafico de percentagem de efeito
bloqueador, em funcdo da concentragéo de extrato.

2.2.4.3 Poder Redutor

O poder redutor foi determinado de acordo com Berker et al., (2007). Para tal,
misturaram-se 1 mL das varias concentragcdes de extratos de cada amostra com 2,5 mL
de solugdo de tampdo fosfato de sddio (200 mmol/L, pH 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto
de potéssio a 1%. A mistura foi agitada vigorosamente e posteriormente incubada a
50°C (Memmert Schwabach 854) durante 20 min. Apds esse periodo, foram
adicionados 2,5 mL de acido tricloroacético a 10% (m/v) e centrifugou-se a 1000 rpm
numa centrifuga refrigerada a 4°C (Centorion K240R) durante 8 min. Retiraram-se 2,5
mL de sobrenadante que foram misturados com 2,5 mL de &gua destilada e 0,5 mL de
cloreto férrico a 0,1% (m/v). Os valores de absorvancia foram medidos a 700 nm no
espectrofotometro supra mencionado. A concentracdo do extrato que fornece 0,5 de
absorvancia (EC50) foi calculada a partir do gréafico da absorvancia registada a 700 nm,
em funcédo da concentracao de extrato correspondente.

2.2.5. Anélise estatistica

Para cada amostra, foram realizadas trés extracOes independentes, e todos os
ensaios da avaliacdo da atividade antioxidante dos extractos foram realizados em
duplicado. Os resultados foram expressos em valores médios + desvio padrdo (DP) e as
diferencas entre as medias foram obtidas por anélise da variancia a um fator (ANOVA),
seguidas pelo teste de Tukey HSD com a = 0,05 ou Dunnett. O tratamento foi realizado

usando o software SPSS 17.
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2.3. Resultados e Discussao

No presente trabalho, pretendeu-se fazer uma comparacdo da capacidade
antioxidante de diferentes partes de A. unedo (cascas, folhas, flores e frutos). A
determinacdo da atividade antioxidante de extratos de plantas, esta dependente em
grande parte das condi¢cfes de extracdo que vao condicionar a composic¢ao dos extratos.
Em estudos anteriores efetuados na mesma matriz vegetal, foi verificado que o etanol a
96% foi o solvente de extracdo que melhores resultados originou (Oliveira et al., 2009).
Deste modo, optou-se por utilizar este solvente para extrair os compostos antioxidantes
dos diferentes 6rgdos de A. unedo. A capacidade antioxidante dos extratos obtidos foi
avaliada por trés métodos diferentes, nomeadamente a capacidade redutora total, o
efeito bloqueador de radicais de DPPH e poder redutor.

Os valores do rendimento, bem como a determinacao da capacidade redutora total
das diferentes partes do medronheiro, encontram-se expressos na Tabela 2. Estes
apresentam diferencas significativas entre si (p<0,001), o que indicara diferencas na
composicdo dos extratos. As cascas foram a parte da planta que apresentou um menor
rendimento de extracdo (8,34+1,30 %, p/p), enquanto nos frutos se obteve o maior
rendimento de extracdo (43,59+3,86 %, p/p), seguidos das flores (28,89+1,22 %, p/p) e
das folhas (20,30+1,61 % p/p).

A determinacdo da capacidade redutora total foi efetuada pelo método de Folin-
Ciocalteau. Na maioria dos trabalhos consultados, usam esta metodologia para a
determinacdo do teor em fendis totais em extratos vegetais. Contudo, este método
contém algumas limitacBes. E pouco especifico e normalmente os valores obtidos s&o
muito sobrestimados (Magalhdes et al., 2008). Deste modo, na atualidade os
investigadores preferem usar os valores obtidos como capacidade redutora total e ndo
como teor em fendis totais, tendo sido esta 6tica também por nds adotada. Assim, 0s
extratos de medronhos (frutos) foram os que apresentaram um menor valor, 58,83+1,82
mg GAE/g de extrato, enquanto os valores registados nas cascas foram
significativamente superiores, 158,93+6,71 mg GAE/ g de extrato (Tabela 2). As flores

e folhas apresentaram valores muito similares e intermédios das cascas e frutos.
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Tabela 2 Rendimento de extracdo (média + desvio padrdo) e capacidade redutora total de
Arbutus unedo L. (cascas, folhas, flores e frutos).

) ) Rendimento de Capacidade redutora total

Matriz Rendimento (g) B
extracdo (%; p/p) (mg GAE/g de extrato)

Cascas 0,09+0,01 8,34+1,30% 158,9346,71°
Folhas 0,31%0,02 20,30+1,61° 119,29+7,07°
Flores 0,43+0,02 28,89+1,22° 114,32+7,81°
Frutos 0,44+0,03 43,59+3,86° 58,83+1,82°

p *kx *kx

R? 0,969 0,894

% em cada coluna valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05).
*** n<0,001 correlacdo extremamente significativa.

Os resultados obtidos evidenciam que o teor em fenodis totais, ou como optado
neste trabalho a capacidade redutora total, foi variavel de acordo com os 6rgdos da
planta. A capacidade redutora total para os extratos obtidos de frutos, foi cerca de um
terco inferior a dos extratos obtidos de cascas dos caules do medronheiro, indicando
uma maior capacidade antioxidante destes ultimos. Esta tendéncia pode ser observada
na Fig. 6. Estas variacGes poderdo estar relacionadas com a sua composicao em lenhina,

apresentando as cascas um maior contetido comparativamente as folhas, flores e frutos.
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Fig. 6. Curva de correlacdo dos rendimentos de extracdo (%, p/p) com a capacidade redutora

total (mg GAE/g extrato) presentes nos extractos etanodlicos de cascas, folhas, flores e frutos de
A. unedo.
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A lenhina ¢ uma molécula que resulta da polimerizacdo de polifendis e,
juntamente com a celulose, € muito abundante nos tecidos vegetais em especial na
casca, caule e raizes. A sua presenca é fundamental para aumentar rigidez das células e
tecidos e a resisténcia a stresses bioticos a abiotico. A lenhina possui uma estrutura
muito complexa, sendo formada a partir de 3 alcoois fenilpropandides (p-cumarilo,
coniferilo e sinapilo). Nas plantas dicotiledoneas, em que se inclui o medronheiro, a
lenhina é composta principalmente pelos alcoois p-cumarilo e sinapilo (Goodwin &
Mercer, 1983).

Relativamente aos ensaios do poder redutor, estes permitem avaliar a capacidade
de reducgdo dos extratos, observavel pela transicdo de cor das solug¢fes de amarelo para
verde e azul. Esta transi¢cdo de cor, bem como a rapidez com que ocorrem, vao depender
da quantidade de antioxidantes (redutores) presentes em cada extrato, assim como das
suas concentracdes. Estes antioxidantes atuam sobre o complexo de ferrocianeto Fe®,
reduzindo-o & sua forma ferrosa Fe?*, levando & formacao de azul de Prassia Perl, que a
partir da leitura no espectrofotometro a 700nm permite determinar a concentracéo de
Fe?* (Oliveira et al., 2009). Um aumento da absorvancia a 700nm indica um aumento na
reducdo de energia. A capacidade de reducdo dos extratos pode servir como um
indicador significativo do seu potencial antioxidante. Assim, quanto maior a sua
capacidade antioxidante, mais facilmente os extratos reagem com radicais livres,

estabilizando e terminando reacdes em cadeia.

Na Fig. 7, estdo representados os resultados para a atividade antioxidante de
cascas, folhas, flores e frutos de A. unedo determinada pelo poder redutor. Verificou-se
que 0s extratos de cascas apresentaram o valor mais elevado de absorvancia (proximo
de 1), seguido das flores e das folhas (variando entre 0,80 e 0,9 Abs), enquanto os frutos
apresentam o menor valor de absorvancia (aproximadamente 0,15 Abs). Constatou-se
ainda que o poder redutor dos diferentes extratos vegetais estudados aumentou com o
aumento da sua concentragdo. Os resultados obtidos neste estudo relativo aos extratos
etanolicos dos frutos e folhas foram semelhantes aos apresentados por Oliveira et al.
(2009, 2011b).
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Fig. 7. Valores de poder redutor para os extratos de diferentes partes de Arbutus unedo L.
Cada valor € expresso em termos de média + desvio padrdo

O ensaio do DPPH é um dos mais amplamente utilizados em plantas na avaliacdo
da sua capacidade de eliminacdo de radicais livres. Baseia-se na redu¢ao do DPPHe
através da adicdo de um antioxidante que descolora a solucdo de DPPH, que apresenta
cor purpura, para amarelo (MacDonald-Wicks et al., 2006). Deste modo, quanto menor
a absorvancia na presenca do extrato, ente 515 e 517 nm (zona de absorvancia maxima

dos radicais de DPPH), maior sera a sua capacidade antioxidante.

Os diferentes extratos de A. unedo estudados, demonstraram forte atividade
antioxidante a baixas concentracdes (Fig. 8). As 0,2mg de extrato/mL verificam-se
efeitos bloqueadores na ordem dos 50 a 80%, a excecdo dos frutos, que s6 a uma
concentracdo de 1mg/mL apresentam valores aproximados aos dos restantes extratos.
De entre as diferentes partes de A. unedo estudadas, as cascas e as flores, foram as que

apresentaram maior atividade captadora de radicais de DPPH.

Os resultados obtidos neste estudo relativos aos extractos das folhas e frutos

foram semelhantes aos apresentados por Oliveira et al. (2009, 2011b).
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Fig. 8. Efeito bloqueador de radicais de DPPH (%) para os extratos de diferentes partes de
Arbutus unedo L.. Cada valor é expresso em termos de média + desvio padrdo.

A atividade antioxidante dos diferentes extratos pode ainda ser observada pelos

valores de ECsg calculados e apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Valores de ECs, para DPPH e Poder redutor expressos em mg de extrato/mL (média +
desvio padrdo) de diferentes partes de Arbutus unedo L. (cascas, folhas, flores e frutos).

Matriz ECs, DPPH ECs, Poder Redutor
Cascas 0,11+0,01° 0,32+0,01°
Folhas 0,21+0,04° 0,56+0,08°
Flores 0,14+0,01° 0,52+0,09°
Frutos 0,57+0,09" 3,89+0,62"

D *k *k

R? 0,598 0,627

*> em cada coluna valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05).
** p<0,01 — correlagdo muito significativa.

A elevada atividade antioxidante das cascas pode estar relacionada com baixo
valor de ECsy quer para o DPPH (0,11+0,01 mg de extrato/mL) como para o poder
redutor (0,32+0,01 mg de extrato/mL). Pelo contrério, os frutos apresentam os maiores
valores de ECsp para 0 DPPH (0,57+£0,09 mg de extrato/mL) e poder redutor (3,89+0,62
mg de extrato/mL). Os valores ECs, representam a concentracdo de um composto em

que 50% do seu efeito maximo é observado. Desta forma, pode-se afirmar que, quanto
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menor ECsp, maior e mais rapida serd a sua capacidade de inibicdo a baixas

concentracgdes de radicais livres, bem como a estabilizagéo das reagcfes de oxidacao.

A andlise da Fig. 9. indica que existe uma correlacdo negativa entre os valores de
fenois totais obtidos e os valores de ECso do DPPH (ECsp mg / mL = - 0,0047mg *
fendis totais mg GAE / mg de extrato + 0,7827; R* = 0,785; p <0,001) e do poder
redutor (ECsp mg / mL = - 0,0386mg * fendis totais mg GAE / mL de extrato + 5;728;
R? = 0,7749; p <0,001). Desta forma, para 0 DPPH, a tendéncia demonstra que quanto
maior a concentracdo de fenois num extrato, mais forte é o efeito do radical livre
bloqueador. No que respeita ao poder redutor, quanto maior a concentracdo de fendis
presentes, mais forte e rapida serd a reacdo de reducdo da poténcia. Estudos anteriores
(Oliveira et al., 2008, 2009) demonstraram esta mesma tendéncia na correlagdo da

capacidade redutora total, com a atividade antioxidante dos compostos ou extratos.
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Fig. 9. Efeito da capacidade redutora total no efeito bloqueador de radicais de DPPH (%) (a) e
no poder redutor (mg/mL) (b).
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2.4 Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que a planta de A. unedo apresenta boas
propriedades antioxidantes. O maior potencial antioxidante foi exibido pelas cascas
seguido das flores, folhas e por fim pelos frutos. Este resultado é muito interessante
dado que indicaram pela primeira vez os excelentes beneficios antioxidantes das cascas
de A. unedo, possibilitando a sua exploragdo para o tratamento e prevencdo de
diferentes doencas, e formulacdo de medicamentos, suplementos alimentares ou mesmo
infusdes. As flores, devido as suas propriedades antioxidantes também podem ser
exploradas neste ambito tal como as cascas. Os resultados relativos aos extratos das
folhas e frutos confirmaram e validaram os beneficios antioxidantes anteriormente
indicados por diversos autores e podem, de igual forma, ser amplamente utilizados,

desde a industria farmacéutica a alimentar, passando ainda pela cosmética.
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3.1 Introducgéo

Nos tempos mais recentes, e de uma forma geral, a procura por frutos vermelhos,
e em especial os silvestres, tem aumentado, ndo sO pelas suas caracteristicas

organoléticas, mas sobretudo, pelo seu valor rico em promotores de saude.

Ao longo do processo de amadurecimento (maturacdo) do fruto registam-se
alteracbes ao nivel do teor em alguns compostos fitoquimicos. Assim, sdo formados
alguns compostos, enquanto o teor noutros diminui ou mesmo desaparece. Estas
variacdes na composicdo e no teor de compostos fitoquimicos terdo inevitavelmente

repercussdes ao nivel da atividade antioxidante exibida pelos frutos.

Os medronhos s&o ricos em compostos que tém grande importancia na atividade
antioxidante, e dos quais se destacam os compostos fendlicos (antocianinas,
proantocianinas, catequinas, flavonas, glicosideos derivados de &cido gélico, taninos e
flavonoides), vitaminas (E, C) e carotendides (Ayaz et al., 2000; Alarcdo-e-Silva et al.,
2001; Pawlowska et al., 2006; Pallauf et al., 2008, Wang, 2010). Deste modo, uma dieta
rica em frutas vermelhas, onde os medronhos se incluem, pode reduzir ou prevenir o
aparecimento de doencas cardiovasculares, cancro e muitas outras doencas diretamente

relacionadas com as espécies reativas de oxigénio (Pallauf et al., 2008).

Alguns trabalhos relacionam a composicéo quimica e atividade antioxidante com
a maturacdo dos frutos, em especial nos frutos vermelhos ou nos seus derivados como
sumos (Wang & Lin, 2000; Jakobe et al., 2007; Helbig et al., 2008; Pallauf et al., 2008;
Ozgen et al., 2009; Oliveira et al., 2011a; Isbilir et al., 2012). No caso do medronho, a
informacdo sobre a evolucdo da maturagdo e sua influéncia ao nivel da composicdo
quimica e atividade antioxidante é escassa. Apenas, Oliveira et al. (2011a, b) avaliou a
fracdo volatil, a composicdo quimica em acidos gordos, vitamina E e a atividade
antioxidante em trés estados de maturacdo (verde, intermédio e maduro) do medronho.
De uma maneira geral, os resultados obtidos por estes autores revelaram que o estado de
maturacdo influenciava significativamente os parametros estudados. Por exemplo, na
avaliacdo da fragdo volatil foi visivel que a quantidade total de compostos volateis
diminuia & medida que a maturacdo dos frutos aumentava, sendo este comportamento
visivel em todos 0s grupos quimicos presentes, com a exce¢do dos sesquiterpenos e

monoterpenos (Oliveira et al. 2011b). Adicionalmente, foi observado que 0s compostos
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responsaveis pelo cheiro verde caracteristicos diminuiam com o avan¢o da maturacao,
ao mesmo tempo que surgiam compostos com aromas doces e frutados, responsaveis

pelo cheiro que os frutos, quando maduros, apresentam.

Neste capitulo avaliou-se a composicdo quimica e a atividade antioxidante de
frutos de A. unedo que apresentavam seis indices de maturacdo diferentes (desde o

verde ao maduro), identificados com base na sua coloracéo.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1. Amostras

Em outubro de 2011, foram colhidos frutos de A. unedo ¥,
(Fig. 10) de 15 arvores selecionadas aleatoriamente, num "4
povoamento florestal natural localizado a entrada de Vinhais e
perto da estrada N.103 (41°44'40.15"N 7°27'7.56"W). O k\ 'l"’.‘ N

material colhido foi colocado em sacos estéreis e transportado  fjg. 10. Medronhos apés
colheita.

para o laboratdrio sob condicdes refrigeradas. No laboratorio,
os frutos foram separados por seis indices de maturacdo de acordo com a sua coloragédo
externa e da polpa do fruto (Fig. 11), tendo sido constituidos trés lotes independentes
por indice de maturacdo considerado. De cada lote foram retirados 10 frutos, para
efetuar as medicdes da cor, e 20 frutos para as determinacGes a fresco, que foram
armazenados no frigorifico a 4+2°C. O restante material foi imediatamente congelado,
liofilizado e acondicionado em tubos de Falcon, que permaneceram num local escuro e

seco (exsicador) até a realizacdo das analises.

Fig. 11. indices de maturacio considerados neste trabalho, de 1 a 6 como ilustrado.

3.2.2. Reagentes

A pastilha de catalisador (Kjetabs) com 5 g de sulfato de potassio e 0,5 g de
sulfato de cobre Il, BHT, trifluoreto de boro e 1,4-dioxano foram adquiridos a Sigma
(Madrid, Espanha). O n-hexano de HPLC foi adquirido & Merck (Darmstadt,
Alemanha). O Metanol e KOH foram adquiridos a Panreac (Espanha) e fornecido pela
Sigma (Madrid, Espanha). Os restantes reagentes quimicos foram obtidos na Sigma
Chemical Co. (St. Louis, EUA).
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3.2.3. Padroes

O a-tocoferol foi adquirido a Sigma (Espanha). Foi preparada uma solugédo padrédo
de 5 mg/mL em etanol e manteve-se a -20+2°C. A concentracdo exata foi avaliada por
espectrofotometria UV, de acordo com a capacidade de absor¢do molar em etanol
(Podda et al., 1996). O y-TTR (tocotrienol) foi obtido da Matreya (EUA) sendo usado
apenas para fins de identificacdo. O tocol foi o padrdo interno utilizado para a
quantificacdo de vitamina E (2-metil-2-(4,8,12-trimetiltridecil)6-cromanol), obtido a
partir de Matreya. Inc. (PA, USA). Foi preparada uma solucdo de 100 g/mL em n-

hexano e mantida a -20+2°C.

3.2.4. Humidade

A determinagdo do teor em humidade foi efetuada segundo o método da AOAC
925,40 (1995), utilizando aproximadamente 5 g por amostra a 100£2 °C (Memmert
Schwabach 854, 1994).

3.2.5. Proteina

O teor de proteina bruta dos frutos foi determinado pelo método Kjeldahl de
acordo com a metodologia descrita em AOAC (2000). Foi pesada 1 g de amostra para
tubo de Kjeldahl, adicionada uma pastilha de catalisador (Kjetabs, com a composicéo de
5 g de sulfato de potéssio e 0,5 g de sulfato de cobre I1) e 15 mL &cido sulfarico (H,SO,
concentrado). A mineralizacdo foi levada a cabo pelo bloco digestor, a uma temperatura
de 400450 °C até digestdo completa das amostras. Apos digestdo, deixaram-se arrefecer
as amostras que foram de seguida destiladas (Velp Scientifica UDK 152) com posterior
titulacdo, obtendo-se assim os valores de proteina bruta através da multiplicacdo do
azoto pelo factor de conversdo 6,25. Os valores obtidos sdo expressos em percentagem

de proteina bruta.

3.2.6. Cinzas

O teor mineral dos frutos foi determinado segundo o método AOAC 920.93,12.
Foram colocadas 0,59 de amostra liofilizada, em cadinhos a uma temperatura de

500+£25°C, na mufla (48000 Furnace, Thermolyne, USA) até se obterem as cinzas.
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Depois de arrefecerem num exsicador durante 30 minutos, os cadinhos foram pesados e

foi calculado o teor mineral presente.

3.2.7 Gordura

O teor em gordura total foi determinado por extragdo em Soxhlet de acordo com o
método AOAC 948,22, usando éter de petréleo como solvente, com um tempo de
extracdo minimo de 24 h (AOAC, 2000).

3.2.8. Hidratos de carbono, fibras e valor energético

O teor em hidratos de carbono e fibras foi estimado pela diferenca dos outros
componentes, utilizando a seguinte formula: conteddo em hidratos de carbono = 100% -
(% de humidade + % de proteina + % gordura + % de cinzas). A energia total foi
calculada utilizando a seguinte equacdo: Energia (kcal) = 4 x (g de proteina + g hidratos

de carbono) + 9 x (g lipidos).

3.2.8. Acidos Gordos

A avaliacdo do perfil em &cidos gordos foi determinada utilizando 500mg de
amostra liofilizada, a qual se acrescentaram 20ul tocol (1mg/10mL), 50ul BHT
(Img/10mL) e 4mlIL de metanol com ligeira agitacdo. De seguida, acrescentaram-se
4mL de n-hexano e procedeu-se a nova agitacdo durante cerca de 30 minutos.
Adicionaram-se 2mL de NaCl saturado, seguido de nova agitacdo e centrifugacao.
Posteriormente, foram retirados cerca de 4mL de solucdo para um vial, no qual foi
adicionado 4mL de n-hexano, agitado e centrifugado. O solvente foi evaporado sob
corrente de azoto (2x). A segunda evaporacao efetuou-se até obter aproximadamente 2/3
de solugdo. A posteriori foi acrescentado sulfato de sodio anidro e procedeu-se a nova
centrifugagéo.

Derivatizacdo a quente (Acidos Gordos):

Retiraram-se cerca de 100l da solucéo anterior a qual se levou a secura total em
corrente de azoto. Quando totalmente seca, acrescentaram-se 1,5mL KOH (0,5 M/
MeOH), e levou-se a estufa a uma temperatura de 100°C+2°C, durante 10 minutos. No

final, retirou-se e deixou-se arrefecer durante 5 minutos. Adicionaram-se 1,5mL de BF;
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(hotte) e levou-se a estufa por mais 30 minutos. De seguida, deixou-se arrefecer e
acrescentaram-se 2,5mL de NaCl a 1% e 2mL de Heptano, centrifugou-se a solugéo
durante 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi recuperado, ao qual foi acrescentado
sulfato de sodio anidro, mais uma vez foi retirado o sobrenadante, que foi levado a
secura em corrente de azoto até obter cerca de ¥ da solucdo. A analise do perfil de
acidos gordos foi realizada num cromatografo (Chrompack CP 9001) (Chrompack,
Middelburg, The Netherlands) com detetor FID com sistema de injecdo automatica
(Chrompack CP-9050). As temperaturas do injetor e detetor foram 230 e 270°C,
respetivamente. A separacdo dos compostos foi obtida utilizando uma coluna capilar de
silica com 50 m x 0.25 mm, revestida com um filme de 0.19 um (CP-Sil 88
Chrompack). O gés utilizado para esta determinagdo foi o hélio a uma pressdo de 120
kPa. A temperatura da coluna foi de 160°C durante 1 minuto, seguida de um aumento

até aos 239°C, com uma taxa de aumento de 4°C/min durante 10 minutos.

3.2.9. Vitamina E

O processo de extracdo utilizado foi igual ao descrito para os acidos gordos, no
ponto 3.2.8..

Curva Padrao de Tocoferois:

A curva padréo de tocoferdis foi executada utilizando uma solu¢do mée com 50 pl
de a-tocoferol e 10ul de y-TTR (tocotrienol), a qual se perfez com n-hexano até um
volume final de 1000ul, realizando-se de seguida dilui¢cBes sucessivas. A curva e as
amostras foram analisadas por HPLC. O cromatdgrafo liquido era constituido por um
sistema integrado Jasco (Japdo), equipado com um injetor automéatico As-950, uma
bomba (PU-980), um detetor de iodo (MD-910) e um detetor de florescéncia (FP-920)
(A exc= 290 nm e A em= 330 nm) conectados em série. A separa¢do dos compostos foi
feita através de uma coluna Supelcosil (TM LC-SI (3um)) 75x30mm (Supelco,
Bellefonte, PA) trabalhando a uma temperatura constante de 21°C. O eluente utilizado
para a corrida foi o n-hexano com 1,5% de 1,4-dioxano a 0,7 ml/min. Os resultados
foram analisados no software controlador do PDA Borwin (JMBS, Franga). O o-
tocoferol e y-tocotrienol foram identificados por comparacdo dos cromatégrafos com os
padrdes por co-eluicdo e por UV. A quantificacdo foi feita atraves do método de padréo

interno, utilizando a resposta do sinal de fluorescéncia.
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3.2.10. Cor

Para a determinacdo da cor foi utilizado um 1.. a ® oo il
colorimetro Minolta CR-400, no modo CIELAB, e® :o; :’f?: ::
avaliando-se as coordenadas L*, a* e b* em que L* varia :: PP 2’, ;: :: :..
entre O (totalmente preto) e 100 (totalmente branco), a* o.- :: ;‘2 ﬁ: : :‘.

entre -80 (verde) e +100 (vermelho), e b* entre -50 (azul) Fig. 12. Frutos de Arbutus
e +70 (amarelo). Para tal foram utilizados 10 frutos em unedo em diferentes estados

de maturacao.
diferentes indices de maturacéo (Fig. 12).

3.2.10. Carotenbides

O teor em carotenoides foi determinado g - g -
pelo método descrito por Nagata & Yamashita
(1992), em gelo, utilizando 1g de amostra l

liofilizada a qual foram acrescentados 10 mL e

Fig. 13. Extratos de medronhos em
de uma mistura de acetona-hexano (4:6) (Fig. giferentes estados de maturacdo para
13), que se levou a agitar durante 30 minutos. l€itura de carotendides.

De seguida foram retirados 2 mL de sobrenadente da solucdo para um eppendorf que se
levou a centrifugar a 1300 rpm durante 4 minutos, 1mL de sobrenadante foi retirado
para um tubo de Falcon ao qual se acrescentaram 4 mL de hexano. A absorvancia do
produto de extracdo foi medida a 453, 505, 645 e 663 nm (Thermo, Genesys 10uv). O
conteudo em B-caroteno foi calculado de acordo com a equacéo: b-caroteno (mg/100
mL) = 0.216 x A663 - 1.220 x A645 - 0.304 x A505 + 0.452 x A453. Os resultados

foram expressos em mg/100g de peso seco.

3.2.11. Antocianinas

O extrato para a identificacdo e quantificagdao das = ..'«S.g", #
antocianinas presentes no fruto foi obtido utilizando b S ) wA 'P?.u

250 mg de amostra liofilizada, a qual se adicionaram 5

!

o Fig. 14. Extratos de medronhos em
mL de metanol acidificado (0,1% HCI) A amostra sofreu diferentes estados de maturagdo

para analise de antocianinas.
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agitacdo durante 10 min, seguida de uma centrifugacdo a 1300 rpm. Ao sobrenadante
foram adicionados novamente 5 mL de metanol acidificado (0,1% HCI), repetindo-se
todo o processo, obtendo-se o resultado observado na Fig. 14.

A anélise cromatografica foi realizada numa unidade analitica de HPLC-DAD
(Jasco, Toquio, Japdo) equipada com bombas de HPLC Jasco PU-2080, um detetor MP-
2010 de diodos, com mdltiplos comprimentos de onda e um injector Rheodyne 7725i
com loop de 20 uL. Foi utilizada uma coluna ACE C18 (5um; 250mm de comprimento;
4,6mm de didmetro interno). Um controlador de software Borwin PDA (JMBS
Developments, Le Fontanil, Franca) foi utilizado para detecdo e processamento dos

dados da absorvancia do HPLC.

A separacdo cromatogréfica foi realizada utilizando &cido férmico a 10% (eluente
A) e &cido férmico/agua/metanol (10:40:50 v/v/v, eluente B). O programa de gradiente
utilizado para a separacdo das antocianinas foi 0-5 min, 10% do eluente B em A; 5-7,5
min, 10-25% do eluente B em A, mantendo a proporcdo durante 5 min; 12.5-30 min,
25-75% de B em A; 30-40 min, 75-10% de B em A, e 40-45 min, 10% de B em A para
a coluna de enxaguamento e reequilibrio. A detecdo das antocianinas foi realizada a 520
nm, com um fluxo de 1,0 mL/min. A separacdo das antocianinas foi efetuada a

temperatura ambiente.

Quantificacdo de Antocianinas

A quantificagdo das antocianinas presentes nos frutos de A. unedo foi realizada
por um método de calibracdo externa, com padrdes de antocianinas comerciais, que
foram diluidos em metanol (Amaro et al., 2012). A quantidade de antocianinas presente

foi expressa em mg/100 g de medronho.

3.2.12. Atividade antioxidante

Para a avaliagdo da atividade antioxidante dos medronhos utilizou-se a
metodologia anteriormente descrita no capitulo 2, ponto 2.2.4.

3.2.13. Andlise estatistica

Para cada amostra, foram realizadas trés extracGes independentes e todas em

duplicado. Os resultados estdo representados pela média dos valores e desvio padréo.
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As diferencas entre as amostras, em cada parametro, foram estudadas usando uma
andlise de variancia one-way (ANOVA), seguidas pelo teste de Tukey HSD com a =
0,05 ou Dunnett. Este tratamento foi realizado usando o software SPSS 17. A andlise de

componentes principais foi efectuada com o mesmo software.
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3.3. Resultados e Discussao

3.3.1 Avaliagéo nutricional

Na Tabela 4, apresentam-se os resultados relativos a analise da composicao
nutricional de frutos de A. unedo nos diferentes indices de maturacdo (IM) no que
respeita a humidade, gordura, proteina bruta, cinzas, hidratos de carbono e valor
energético. A agua demonstrou ser 0 componente maioritario dos frutos nos diferentes
estados de maturacdo, tendo variado o seu teor entre 58,9 e 46,9%. Valores de humidade
em frutos de A. unedo na ordem dos 56,6% foram igualmente descritos anteriormente
por diversos investigadores (Ozcan & Haciseferogullari, 2007; Barros et al., 2010;
Ruiz-Rodriguez et al., 2011). Verificou-se ainda que o teor em humidade variou de
acordo com o estado de maturacdo dos frutos. Foi registado um aumento do teor em
agua do IM 1 para os IM 2, 3 e 4, onde permaneceu praticamente constante (por volta
dos 58%), seguido por uma diminui¢édo atingindo o menor valor no IM 6 (46,94+1,92%)

que se verificou ser estatisticamente significativo face aos restantes IM analisados.

Tabela 4 Composicdo nutricional de frutos de Arbutus unedo L. (média £ desvio padréo), por
100g de amostra fresca, de acordo com o estado de maturagéo.

indice de maturagéo (1IM)

1 2 3 4 5 6 p R?

Humidade b b b b b a

() 53,9+1,24 58,9 + 2,41 58,5 + 2,98 58,6 £2,08° 542+0,81° 46,9+1,92° ** 0,321
9

Gordura(g) 0,65+0,03° 058+0,14*° 049+0,07*® 052+0,12*° 052 +0,11*° 0,46+0,01° ** 0,418
Proteina d c a be be b

351+0,14% 2,69+0,24 1,39+0,23°  2,19+0,24>° 2,35+0,10°° 1,97+0,23° ** 0,319

Bruta (g)

Cinzas(g)  2,27+021% 1,80+0.18" 1,73+0,05¢° 1,71+0,01® 1,97+0,05* 2,07+0,08' ns 0,027
Hidratos
decarbono  38,98+1,49°  3501+227%°  37,95+3,14®°  37,11+1,90°  40,88+0,70°  48,55+2,04>° ** (0,459
@
Valor
energético  175,33+5,00° 159,47+9,30° 161,67+12,38% 161,66+7,85% 177,60+3,46° 205,93+7,75° * 0,339

(Kcal)

*Tem cada linha valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05).
n.s p>0,05 — correlacdo ndo significativa; * p<0,05 — correla¢éo significativa; ** p<0,01 — correlagdo
muito significativa.
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O teor em gordura nos frutos variou igualmente de acordo com o indice de
maturacdo entre 0,65 e 0,46 g/100 g massa fresca (Tabela 4). Os valores obtidos sdo
similares aos referenciados anteriormente por outros autores (Ruiz-Rodriguez et al.,
2011). Os niveis mais elevados foram observados nos frutos com um IM 1 (0,65+0,03
0/100g de amostra) e diminuiram gradualmente com a maturacdo do fruto, atingindo o
valor minimo nos frutos com um IM 6 que revelou ser estatisticamente significativo
face ao IM 1. A existéncia de uma correlacdo entre os teores de gordura e os indices de

maturacdo dos frutos (R?=0,418; p<0,01) reforca os resultados descritos.

No gue concerne a proteina bruta, os valores oscilaram entre 3,51 e 1,39 g/100g
de amostra e na sua generalidade verificou-se ser variavel de acordo com estado de
maturacdo do fruto (Tabela 5). Os frutos com IM 1 foram os que apresentaram valores
significativamente superiores em proteina (3,51+0,14 ¢/100g de amostra), seguidos
pelos frutos com IM 2, 5 e 4 que revelaram ter quantidades muito similares entre si, a
variar entre 2,69 e 2,19 ¢g/100g de amostra. Por sua vez, os niveis de proteina mais
baixos foram observados nos frutos com IM 3 (1,39+0,23 g/100g de amostra) seguido
do IM 6 (1,97+0,23 g/100g de amostra). Os resultados obtidos estdo de acordo com o
referenciado por Alarcdo-e-Silva et al.,(2001) que observaram teores de proteina

superiores em medronhos verdes face aos maduros.

Relativamente aos teores em cinzas nos frutos verificou-se que, apesar de haver
variacdes significativas (p<0,001) entre os diferentes estados de maturacdo, os dois
parametros ndo se correlacionam linearmente entre si (Tabela 5). De facto, as cinzas
foram superiores nos IM extremos, quer no inferior, IM 1 com 2,27 + 0,21 g/100g de
amostra, quer no superior, IM 6 com 2,07 £ 0,08 g/100g de amostra. Valores de cinzas
similares aos encontrados no presente trabalho foram anteriormente referenciadas por

diversos autores em medronhos (Ozcan & Haciseferogullari, 2007; Barros et al., 2010).

Quer o teor em hidratos de carbono, como o valor enérgico, mostraram ter uma
tendéncia linear com o estado de maturagdo do fruto (Tabela 5). Ambos os parametros
aumentaram com a maturacdo do fruto, o que seria de esperar visto que ao longo da
maturagdo o contelldo em acUcares também aumenta. Os teores em hidratos de carbono
foram significativamente superiores em frutos com IM 6 (48,48+1,98%) face aos
restantes 1M, que apresentaram valores muito similares a variar entre 40,87 e 35,86%.

Os resultados relativos ao valor energético sdo concordantes com os resultados dos
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hidratos de carbono, tendo-se verificado serem os frutos com IM 6 aqueles que possuem
um maior valor energético (205,93+7,75 Kcal/100g). Os resultados obtidos no presente
estudo relativos aos teores de hidratos de carbono e valor energético de medronhos sdo
similares aos referenciados anteriormente por diversos autores (Ayaz et al., 2000;
Barros et al., 2010; Ruiz-Rodriguez et al., 2011).

3.3.2 Acidos gordos

Na Tabela 5 encontra-se indicado o perfil de &cidos gordos, determinado nos seis
indices de maturacdo considerados. Apresenta-se também o agrupamento dos diferentes
acidos gordos nas trés classes principais, nomeadamente acidos gordos saturados (SFA),
acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e acidos gordos polinsaturados (PUFA). No
total, foram identificados 17 &cidos gordos, com destaque para o acido a-linolénico
(C1s:3n3), que foi o maioritario variando entre 41,56+1,36% (IM 1) e 49,69+1,38% (IM
2), ndo tendo sido detectada nenhuma tendéncia constante entre o0 seu teor e a maturacéo
do fruto. Seguiu-se o acido linoleico (Cig:2cc) cujos valores variaram entre 25,36+0,79%
(IM 3) e 26,84+0,65% (IM 6). Também neste caso ndo se verificou uma tendéncia
linear entre os diferentes indices de maturacdo. O terceiro &cido gordo maioritario foi o
acido palmitico (Cy6:0), com valores a variar entre 0 maximo de 12,13+0,76% (IM 1) e 0
minimo de 10,04+0,20% (IM 5), ndo tendo sido detectada uma tendéncia com o indice

de maturacéo.
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Tabela 5. Composicéo em acidos gordos de frutos de Arbutus unedo L. com diferentes indices
de maturagdo (percentagem média + desvio padrdo). SFA-Acidos gordos saturados; MUFA-

Acidos gordos monoinsaturados; PUFA- Acidos gordos polinsaturados.

indice de maturagéo (IM)

C12:0

C14:0

C15:0

C16:0

C16:1n9

C16:1n7

C18:0

C18:1n9

C18:2cc

C20:0

C18:3n6

C18:3n3

C20:1n9

C20:2

C22:0

C22:1n9

C24:0

SFA

MUFA

PUFA

0,67 £0,14°
1,43 £0,13°
0,02 + 0,052
12,13 +£0,76°
n.g.
0,54 +0,17°
6,13 £ 0,15
8,63 +0,54°
26,4940,22%°
0,53 +0,252"
0,25+0,19
41,56 * 1,36°
0,86 + 0,41
n.g.
0,16 +0,232°
n.g.
0,27 +0,17
20,97 +1,02°
10,03+ 0,85°

68,48 + 1,84

*'_em cada linha valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05) , n.g. — n&o

quantificavel.

0,77 +0,09%°
1,47 £ 0,15%°
0,08 £0,01°
10,33 + 0,492°
0,10 +0,03
0,22 + 0,05
5,52 £ 0,09
6,41 +0,68°
25,79 + 0,45%°
0,68 + 0,09
0,38 +0,01
49,69 + 1,38°
1,11+0,08
0,02 + 0,02
0,16 +0,08°
0,03+0,032°
0,26 +0,01
19,26 +2,86 *°
7,84 +1,76

72,91 £ 4,54°

3

0,69 % 0,042°
1,64 +0,13"¢
0,03 £0,022
11,13 £1,12%°
0,11 £ 0,012
0,25 +0,08*
6,34 % 0,52
7,68 +0,48°
25,36 £0,79°
0,14 +0,03*
0,41+0,04
43,50 + 1,522°
1,16 £ 0,18
0,19 +0,04°
0,01 +0,022
1,01 +£0,20°
0,28 £0,05
20,25 +1,08°°
9,20 £0,37°

70,46 + 1,25°

4

0,92+ 0,10°
1,74 £0,13%°
0,07 £0,01°
10,62 + 0,49*°
0,12 +0,032°
0,25 +0,05°
5,06 + 0,23
6,33 +0,54°
25,93 +£0,342°
0,14 +0,04*
0,40 0,08
45,51 +0,91°°
1,05 +0,17
0,18 +0,02°
0,02 0,03
1,24 £0,19*°
0,30 0,06
18,87 +0,68°
7,75 £0,58"

73,26 £0,90°

0,93 #0,13°
1,87 +0,10%
0,07 £0,022°
10,04 +0,20°
0,10 +0,02?
0,21 £ 0,02°
5,79 +0,14°¢
6,30 0,367
26,47 +0,312°
0,13 £0,04
0,37 £0,03
44,92 + 0,45°¢
1,01 0,09
0,11 +0,01°
n.g.

1,43 £0,10°
0,23 +0,03
19,06 + 0,152°
7,62 +0,43

73,31 +0,46°

0,87 £0,13"¢
1,98 +0,06°
0,06 +0,032°

11,31 +0,56°°
0,14 £ 0,03°
0,24 +0,05°
5,37 +0,23%°
6,25 +0,30°
26,84 + 0,65
0,13 +0,02°
0,39 0,05
43,67 % 0,50°
0,98 £0,16
0,15 +0,01°

n.g.

1,37 £0,40°
0,26 +0,06
19,98 +0,66%°
7,62 £0,47°

72,41 +0,36°

*kk

*kk

n.s.

n.s.

*kk

*kk

*k*k

n.s.

*kk

n.s.

n.s.

n.s.

*kk

*kk

e

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s p>0,05 — correlagéo ndo significativa; * p<0,05 — correlagéo significativa; *** p<0,001 correlacéo
extremamente significativa.
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0,298
0,729
0,087
0,102
0,447
0,311
0,188
0,432
0,045
0,528
0,044
0,002
0,001
0,438
0,315
0,695
0,013
0,143
0,402
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Os éacidos oleico (Cyg:1n9), estearico (Cig:0) € meristico (Cia0) mostraram ter uma
participagdo importante na composigdo total de &cidos gordos, variando os seus valores
respectivamente entre 8,63% (IM 1) e 6,2%5 (IM 6), 6,34% (IM 3) e 5,06% (IM 4),
1,98% (IM 6) e 1,43% (IM 1) (Tabela 5). E de salientar ainda que, de entre os 4cidos
gordos identificados, o acido meristico foi o Unico onde se verificou uma forte
correlagdo entre o seu teor e a maturacdo do fruto (R?=0,729; p<0,001). No que respeita
aos restantes &cidos gordos, a sua posicao relativa foi inferior a 1%. No entanto, apesar
da sua reduzida importancia relativa, ndo deverao ser descurados 0s seus teores uma vez
que podem ser indicadores da evolucdo da maturacdo do fruto. Neste ambito sdo de
salientar 0 Cig:1n9, C20:2, C22:1n9 € Ca2:0, quUe NO inicio do processo de maturacdo (IM 1)
trés deles ndo foram detetados (Cis:1n9; Ca0:2; C22:1n9), @aumentando ligeiramente ao longo
da maturacdo. No entanto, para o caso do Cjpo Observou-se uma situacdo inversa,
existindo nos primeiros estados de maturacdo e nao sendo observado nos indices de

maturagdo mais avancados (IM 5 e 6).

Na Tabela 5 € ainda apresentada a correlagdo entre o indice de maturacdo e a
composicdo em acidos gordos. Foi possivel constatar que, para além do Cy4 atras
mencionado, os acidos gordos Ciz.0; Cieine; Ciei1n7; Cisiing; C20:0; Co0:2; Co2:1n9 € Ca20
apresentam uma correlacdo extremamente significativa (p<0,001). De igual modo,
quando se realiza a analise de variancia pelo teste ANOVA one-way e ap6s se ter
verificado os pressupostos de normalidade e de homogeneidade de variancias, verifica-
se que todos os acidos gordos, a exce¢do do Czp:1n9; C24:0; Ci6:1n7; Cis:2cc; Cis:ans; Ci6:1n9;

Ca2:0 € C22.1n9, apresentam diferencas muito significativas (p<0,001).

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a composi¢do em acidos
gordos foi semelhante ao reportado por outros autores (Helbig et al., 2008; Oliveira et
al., 2011a). Contudo, ¢é de assinalar que enquanto no presente trabalho foi avaliado o
perfil em &cidos gordos do fruto os trabalhos referidos reportavam-se ao perfil de acidos
gordos das sementes (que estdo dentro do fruto).

Do ponto de vista de qualidade da gordura, podemos afirmar que a ingestdo de
medronhos poderé ter interesse nutricional, uma vez que é um fruto que, apesar do seu
reduzido teor em gordura, esta é rica em acidos gordos 6mega 3 (Cig:3n3), representando
cerca de 40-50% da gordura total. Sendo este um &cido gordo essencial, ndo sintetizado

pelo organismo humano, existe a necessidade de o obter através alimentag&o. Apesar
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deste acido gordo ser bastante suscetivel a oxidacéo, no caso dos medronhos este facto
poderd ndo se verificar, uma vez que a quantidade de gordura é reduzida. A presenca de
vitamina E nos frutos, para além de o enriquecer nutricionalmente, podera

adicionalmente funcionar como forma de protecao a oxidacao.

No que respeita ao agrupamento dos acidos gordos em diferentes classes (Fig. 15),
verificou-se que o teor em PUFA representou a maior frag&o lipidica, com 73,31+0,46%
do total de acidos gordos. Os SFA apresentaram uma quantidade consideravel,
praticamente constante nos trés primeiros estados de maturacdo (20,97+1,02%,
19,26+2,86%, 20,25+1,08%), diminuindo nos trés estados seguintes onde se
mantiveram similares entre si (18,87+£0,68%, 19,06 +0,15%, 19,98+0,66%). Os MUFA
estiveram presentes em menor quantidade 7,62+0,43% (IM 5) ndo ultrapassando os

10% em nenhum dos estados de maturacéo.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os reportados por outros autores
(Oliveira et al., 2011a; Helbig et al., 2008; Barros et al., 2010).

SFA mMUFA mPUFA

100
90
80
70
60
S 50
40
30

20 T = T = _ =
10
0

1 2 3 4 5 6

IM

Fig. 15. Agrupamento em classes SFA, MUFA, PUFA de frutos de Arbutus unedo L. com
diferentes indices de maturacao (percentagem média + desvio padrao).

A aplicagdo da Anélise de Componentes Principais (ACP) aos resultados do perfil
em acidos gordos, permitiu explicar 56,46% da variancia dos casos, sendo 40,67%
justificado pela primeira dimensdo e 15,79% pela segunda dimensédo (Fig. 16).

Através da analise da ACP podemos verificar que os indices de maturacéo

agrupam-se em quatro grupos. No eixo positivo da primeira dimensdo, surgem 0S
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indices de maturacdo 1, 2 e 3, e 0s SFA e MUFA sdo os acidos gordos maioritarios,
principalmente no IM 1. O IM 3 distingue-se por ter o0 maior teor em Cpz.0 € Cig:303. Na
parte negativa da primeira dimenséo encontramos os IM 4, 5 e 6 aparecendo os PUFA

em maior quantidade.
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Fig. 16 Anélise de componentes principais, utilizando os resultados do perfil em acidos gordos de
frutos de Arbutus unedo com diferentes indices de maturacdo. Os factores da PCA explicam
56,46% da variancia total.

3.3.3. Vitamina E

Os resultados da avaliacdo do teor em vitamina E nos medronhos com diferentes
indices de maturacdo podem ser visualizados na Tabela 6. Foram identificadas e
quantificadas dois vitameros, 0 a-tocoferol e o y-tocotrienol, sendo que em todas as
amostras estudadas o primeiro foi o maioritario representando mais de 90% do total
quantificado. O maior teor em Vitamina E foi obtido nos frutos no IM 2 (23,38+0,79
mg/100g) enquanto que o menor teor foi observado nos frutos no IM 4 (17,50+1,16
mg/100g). Os teores de a- tocoferol variaram entre 16,46+1,15 mg/100g (IM 4) e
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22,03+0,69 mg/100g (IM 2). Os valores y- tocotrienol nos frutos de A. unedo foram,
comparativamente aos de o- tocoferol, muito inferiores rondando entre 1mg/100g,
sendo o valor mais baixo registado no IM 4 (1,04+0,03 mg/100g) e o mais elevado no
IM 5 (1,53+0,11 mg/100g). Os teores observados sdo concordantes com os obtidos por

Barros et al. (2010) e superiores aos apresentados por Pallauf et al. (2008).

De uma maneira geral verifica-se ainda uma tendéncia na diminuicéo do teor total
em vitamina E com a maturacdo do fruto, devida sobretudo & diminuicdo do a-tocoferol
(Tabela 6).

Tabela 6. Composicdo em tocoferol e tocotrienol (mg/100g de ps) de frutos de Arbutus unedo

L. em diferentes indices de maturacdo. Os valores sdo apresentados em percentagem (média
+desvio padréo).

indice de maturacéo (1IM)

o- tocoferol  21,1042,47°¢  22,03+0,69° 20,0£2,00°  16,46+1,15° 19,79+1,09° 16,96+0,642°  ** 0,379
1-tocotrienol  1,30£0,19°  1,35+0,16°° 1,18+0,15*°  1,04+0,03*  1,53+0,11°  1,30+0,08° n.s 0,010

Total 22,40+2,67™ 23,38+0,79° 21,22+42,14%°  17,50+1,16° 21,32+1,19° 18,26x0,712" ** 0,335

*0_em cada linha valores médios com diferentes letras diferem significativamente (P <0,05).
n.s p>0,05 — correlagéo ndo significativa; ** p<0,01 — correlagco muito significativa.
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3.3.4. Cor

Nas Tabelas 8 e 9 sdo apresentadas as caracteristicas da cor externa e interna dos
frutos de A. unedo, respetivamente. Para cada indice de maturacdo foram realizadas 10
leituras, em triplicado de zonas diferentes do fruto (Fig. 17), para garantir que a leitura

efectuada fosse representativa da cor do fruto.

Fig. 17. Indices de maturacio onde foram realizadas as leituras da cor

Sendo assim, e no que diz respeito a cor, evidenciam-se diferencas altamente
significativas (p<0,001) em todos os pardmetros de cor avaliados com o indice de
maturacdo do fruto (Tabela 7). Esta avaliagdo vem confirmar a percegédo visual. Assim
pode verificar-se um aumento do pardmetro a*, de verde (-13,37+1,78) a vermelho
(34,59+5,96), a0 mesmo tempo que se verifica uma diminuicdo de b*, de 53,42+3,27 a
17,28+4,39 sempre na gama do amarelo, observando-se também que ao longo da
maturacdo a cor muda de amarelo a vermelho. No que respeita a luminosidade L*, e
como esperado, esta vai diminuindo ao longo da maturacdo, apresentando uma cor mais
clara no IM 1 (53,87+2,27) e uma cor significativamente mais escura no IM 6
(20,14+3,80).
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Tabela 7. Caracteristicas da cor externa pelo método CIELAB da evolucdo da cor de acordo
com o indice de maturacdo em frutos de Arbutus unedo L. (média + desvio padréo).

indice de maturacéo (IM)

1 2 3 4 5 6 p R

L*  53,87+227" 64,10+254" 57,91+4,84° 4539+3,67° 3375+2,53° 20,14+3,80° *** 0,747
a*  -13,37+1,78" 1274544 22,19+6,68° 38,39+2,94° 48,10+2,96" 34,59+596" *** 0,770
b* 53,42+3,27°  66,36+3,90° 59,82+7,48° 50,31+4,75° 36,49+3,70° 17,28+4,39° *** (651

*T_em cada linha valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05).
*** n<0,001 correlagdo extremamente significativa.

Similarmente, a cor no interior dos frutos seguiu a mesma evolucdo da cor do
exterior (Tabela 8). No entanto, a gama de valores no interior dos frutos foi menor,
variando para a* de -6,73+2,67 a 12,25+2,32, para b* de 51,00+3,75 a 42,26+7,52 e
para a luminosidade L* de 56,53+4,32 a 46,05+5,55.

Como seria de esperar, os frutos apresentam uma cor mais acentuada na parte
exterior, tendéncia que se podera justificar pela exposicdo solar e pela menor hidratacédo

na pelicula protetora.

Tabela 8. Caracteristica da cor interna pelo método CIELAB da evolugéo da cor de acordo com
o indice de maturagdo em frutos de Arbutus unedo L. (média + desvio padréo).

Indice de maturagéo (1M)

1 2 3 4 5 6 p R?

L* 56,53+4,32° 62,70+4,63" 59,81+4,19°°  53,22+3,40°  50,81+3,35"  46,05+555° *** (0,439
a*  -6,73+2,67° -0,97+4,83°  7,47+4,99°  10,75+4,64%"  115443,38° 12,2542,32% **x (673
b* 51,00+3,75° 58,48+3,68° 59,20+4,18°  53,42+4,07° 50,31%5,96° 42,26+7,52% *** (229

#C. em cada linha valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05).
*** n<0,001 correlagdo extremamente significativa.

3.3.5. Estimativa de B-caroteno

O resultado relativo & quantidade de B-caroteno presente nos medronhos em
diferentes indices de maturacdo encontra-se indicado na Tabela 9. Verificou-se que o
teor em p-caroteno aumentou até ao IM 3 (4,99+0,52 mg/100g), diminuindo
significativamente até ao IM 6 (3,74+0,06 mg/100g). O IM 3 foi o indice de transicao
das cores amarelo-alaranjado para as vermelhas. Uma vez que a cor amarela vai dando
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lugar a cor vermelha, seria de esperar que esta tendéncia se verificasse e que a

quantidade de B-caroteno aumentasse e de seguida diminuisse.

Tabela 9. Composigdo em B-caroteno (mg /100g) em frutos de Arbutus unedo L. (média +
desvio padrdo) com diferentes indices de maturacéo.

indice de maturacéo (IM)

1 2 3 4 5 6 p R

B-caroteno 4,28+0,35*°  4,64+0,22° 4,99+0,52° 4,09+0,33*° 4,74+0,29° 3,74+0,06° n.s. 0,050

*D_em cada linha valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05).
n.s p>0,05 — correlacéo ndo significativa; *** p<0,001 correlagdo extremamente significativa

3.3.6. Antocianinas

No que concerne ao teor total de antocianinas (Tabela 10), verificou-se que
aumentou significativamente ao longo da maturacéo dos frutos desde o IM 1 (0,63+0,20
mg/100g) até o IM 6 (41,21+6,43 mg/100g). Esta alteragdo é facilmente observada
visualmente uma vez que os frutos véo passando da cor verde para o vermelho, sendo o
vermelho a cor caracteristica das antocianinas. Dentro das antocianinas, a cianidina foi
identificada como o principal contribuinte para a cor vermelha caracteristica do fruto
(Proloiac & Raynaud, 1981).

Através da analise por HPLC DAD, foi possivel a obtencdo dos espectros de
antocianinas nos frutos com os seis indices de maturacdo (Fig. 18). A identificacdo das
antocianinas foi feita por comparacdo com o padrdo puro (cianidina-3-galactosido), a
que corresponde o pico 2 do cromatograma. As restantes antocianinas foram
identificadas por ajuste como padréo e pela igualdade de espectro com os apresentados
por Pallauf et al., (2008).
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Fig. 18. Cromatogramas de extrato do fruto de Arbutus unedo L. para os diferentes indices de
maturacao avaliados. Pico 1, delfinina-3-galactosideo; pico2, ciadinina-3-galactosideo; pico 3,
cianidina-3-glucosideo; pico 4, ciadinina-3-arabinose; pico 5, delfinina. Os nimeros de 1-6
representam os seis IM.

Na tabela 10 apresentam-se os resultados da evolugéo das diferentes antocianinas
ao longo da maturacdo. Constata-se que a maturagdo influéncia de forma significativa a
composicdo e a quantidade de antocianinas presentes. Todas as antocianinas
identificadas aumentaram o seu teor gradualmente do IM 1 para o IM 6. A cianidina-3-
galactosideo foi a antocianina maioritaria em todos os IM, seguida da delfinina. Por sua
vez, a antocianina minoritaria foi a cianinina-3-glucosideo, que surgiu apenas a partir do
IM 4. Desta forma, a cianinina-3-glucosideo pode ser considerada um bom indicador do
estado de maturacdo do fruto, uma vez que aparece quando estes passam de laranja forte
(IM 4) para o vermelho. Os teores de cianinina-3-galactosideo variaram entre 0,54+0,23
(IM 1) e 28,78+4,19 mg/100g (IM 6), e a antocianina minoritaria, a cianinina-3-
glucosideo, variou entre 0,34+0,21 (IM 4) e 0,90+£0,06 mg/100g (IM 5 e 6).
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Tabela 10. Composi¢do em antocianinas (mg /100g) em frutos de Arbutus unedo L. (média +
desvio padrdo) com diferentes indices de maturacéo.

indice de maturaco (IM)

1 2 3 4 5 6 p R?

Delfinina-3-galactosideo  0,04+0,01*° 0,11£0,01° 0,47+0,16%° 0,92+0,382°  6,01%0,71° 4,82+1,712° *** (676
Cianinina-3-galactosideo  0,54+0,23* 0,69+0,10° 2,77+0,66°  6,18+145% 27,97+3,23" 28,78+4,19° *** (787

Cianinina-3-glucosideo n.d. n.d. n.d. 0,3440,21*  0,93+0,05° 0,91+0,06° *** 0,803
Cianidina-3-arabinose n.d. n.d. 0,1240,02°  0,22#0,11*°  1,2120,10°  1,0440,04" *** 0,757
Delfinina 0,06+0,03° 0,14+0,01*° 0,4120,09° 1,34%0,50° 5,50+0,42° 5,67+0,54° *** (0,802
Antocianinas 0,63+0,20° 0,94+0,12° 3,77+0,91%°  9,01+257% 41,62+2,79° 4121+6,43° *** (782

#C. em cada linha valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05); n.d.- ndo
detetado. n.s p>0,05 — correlagdo ndo significativa; * p<0,05 — correlacdo significativa; ** p<0,01 —
correlacdo muito significativa; *** p<0,001 correlacdo extremamente significativa

Estando as antocianinas relacionadas com o aparecimento dos pigmentos de cor
vermelha, podemos afirmar que os resultados obtidos sdo concordantes com os estudos

de cor realizados.

3.3.7. Atividade antioxidante

Na Tabela 11 sdo apresentados os rendimentos de extracdo para os seis indices de
maturacdo em estudo, bem como os valores de ECso do DPPH e do poder redutor,

avaliando-se desta forma a atividade antioxidante dos frutos do medronheiro.

Os resultados obtidos para o rendimento de extracdo variaram com a maturagao
do fruto tendo sido obtido o menor valor no IM 1 (25,25+1,71 %; p/p) e o maior valor
no IM 6 (50,71£2,27 % p/p). Este resultado poderéa estar relacionado com a diferente
composicdo que estes frutos apresentam ao longo da maturacdo e a afinidade dos

compostos para com o solvente de extracdo.

A medida que a maturagdo aumenta (IM 1- IM 6), os valores de ECs quer para o
DPPH quer para o0 poder redutor também aumentaram, diminuindo a atividade
antioxidante ao longo da maturagdo, uma vez que quanto menor o valor de ECs, maior a

capacidade do fruto inibir os radicais livres de DPPH bem como os ides ferrosos.
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Esta tendéncia poderd ser explicada pela grande capacidade redutora total
(113,37+5,78 mg de GAE/g de extrato), presente no primeiro indice de maturagdo e a
diminuicdo destes ao longo da maturacdo, uma vez que tém um grande potencial
antioxidante reportado por outros autores (Malheiro et al., 2012, Oliveira et al., 2011a).,

apresentando, de forma geral, valores constantes entre maturacgdes.

Tabela 11. Rendimento de extracdo, ECsy de DPPH e Poder redutor (mg de extrato/ml) ao
longo da maturagdo do fruto de Arbutus unedo. (média * desvio padrao).

indice de maturacéo (1IM)

Rendimento de
extracao (%o; 25,25+1,71% 28,97+1,41° 25,84+1,29° 34,06+2,25° 37,13+1,17° 50,71+2,27° Fokx 0,780
p/p)

Capacidade
redutora total
(mg GAE/g
extrato)
ECs, DPPH 0,18+0,02* 0,29+0,01° 0,39+0,03¢ 0,32+0,03"¢ 0,32+0,01° 0,43+0,04 n.s. 0,608
ECso Poder
redutor

113,37+5,78" 76,63+3,89°% 83,10+2,06* 85,42+3,92° 82,86+0,56 82,79+0,62* il 0,535

0,47+0,04* 0,76+0,05" 0,98+0,02° 0,94+0,07° 1,14+0,01° 1,46+0,07° ** 0,931

¢ em cada linha valores médios com diferentes letras diferem significativamente (p<0,05); n.s p>0,05 —
correlacdo ndo significativa; * p<0,05 — correlagéo significativa; ** p<0,01 — correlagdo muito,
significativa; *** p<0,001 correlacdo extremamente significativa.

Os ensaios do poder redutor permitem avaliar a atividade antioxidante dos
extratos pela capacidade de reducdo do complexo de ferrocianeto Fe** & sua forma
ferrosa Fe®*. Esta reducdo pode ser observada pela mudanca de cor, de amarelo a azul
esverdeado. A transicdo de cor depende da composicdo do extrato em antioxidantes
redutores, bem como da sua concentragdo. A monitorizacdo a 700nm do complexo
Prissia Perl azul permite determinar a concentragdo de Fe?*. Pelo que o aumento da

absorvéancia representa um aumento na reducao de energia.

A capacidade redutora dos extratos € um indicador do seu potencial antioxidante.
Desta forma, quanto maior a capacidade antioxidante dos extratos, maior serd a

capacidade de reducéo, estabilizando e terminando reag0es em cadeia.

Na Fig. 19 pode-se constatar que a medida que aumenta a concentracdo de
extracto aumenta também a absorvancia aumentando também o poder redutor de cada
indice de maturacao.
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Este resultado vem confirmar que o IM 1 € o indice com maior capacidade
antioxidante e, portanto, com maior poder de reducdo. Foi ainda possivel observar que

com o avangar da maturacdo a capacidade redutora diminuiu.

X M1l —k—— M2 ==¥==IM3 —@&— M4 = ¥ = IM5 —O&— IMG

Abs 700nm

0 0,5 1 15 2 2,5 3
Concentracdo (mg de Extrato/ml)

Fig. 19. Valores de poder redutor, média + desvio padrdo, para os extratos de seis indices de
maturacdo, de frutos de Arbutus unedo L. IM-Indice de Maturacéo.

No que respeita a capacidade de inibicdo dos radicais de DPPH, quanto menor a
absorvancia, maior sera a capacidade antioxidante dos extratos. O método do DPPH é
amplamente utilizado para a avaliagdo da capacidade antioxidante de extratos,
manifestando-se pela sua capacidade de bloqueio de radicais livres. Em solugdo, o
DPPH apresenta cor parpura que € diminuida a amarelo com a doacao de eletrdes por
parte do extrato e consequentemente o bloqueio dos radicais.
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Fig. 20. Efeito bloqueador de radicais de DPPH (%), média + desvio padrdo, para os extratos
de seis indices de maturacéo de frutos de Arbutus unedo L.. IM-Indice de Maturacéo. 49



Os diferentes extratos de frutos em estudo apresentam forte atividade
antioxidante, observando-se que entre as concentracbes de 0,25 e 0,50 (mg de
extrato/mL) todos os indices de maturacdo apresentam inibicdes dos radicais na ordem
dos 50%. Mais uma vez, o IM 1 foi o que apresentou uma maior inibicdo de radicais, no

entanto, todos os seis indices apresentam valores proximos entre si.

A ACP (Fig. 21) aplicada aos resultados obtidos para a atividade antioxidante dos
diferentes indices de maturacdo dos frutos, separou perfeitamente seis grupos distintos
que correspondem aos indices de maturacdo considerados. No eixo positivo da primeira
dimensdo sdo apresentados os indices de maturacdo 1, 2 e 3, expondo 0S maiores

valores de capacidade redutora total (fenois), carotendides e maior luminosidade.

Os indices de maturacdo 4, 5 e 6 podem ser observados na zona negativa do eixo
da primeira dimensdo. Sao os indices que apresentam maior rendimento de extracéo,
antocianinas e sdo caracterizados pela cor vermelha. Demonstram ainda menor
atividade antioxidante, podendo estar relacionada com a menor composigdo em

compostos fenolicos, uma vez que surgem em lados opostos da ACP.
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Fig. 21 Analise das componentes principais (ACP), utilizando, cor, B-caroteno, antocianinas,
capacidade redutora total, Ecsy de DPPH e poder redutor) dos seis indices de maturacdo de Arbutus
unedo em estudo. Os factores da ACP explicam 86,32% da variancia total.
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3.4 Conclusao

Neste trabalho procedeu-se a caracterizacdo da composicdo quimica nutricional
basica e a analise das propriedades antioxidantes dos frutos do medronheiro e a forma

como a maturacao as influencia.

Os resultados obtidos indicam que o medronho é constituido essencialmente por
agua (entre 59 e 47%), proteinas (entre 3,5 e 1,4%) e &cidos gordos (entre 0,65 e
0,46%), em especial de a-linolénico e acido linoleico. Do ponto de vista de qualidade
nutricional pode-se afirmar que a ingestdo de medronhos podera ter interesse, derivado
sobretudo da sua riqueza em acidos gordos 6mega 3, que representam cerca de 40-50%
da gordura total. O teor destes compostos analisados mostraram ainda variar de acordo
com o estado de maturacdo do medronho. De uma maneira geral, os teores em acidos
gordos e proteinas foram significativamente superiores(p<0,001) no IM 1, enquanto que
os teores de hidratos de carbono foram superiores no IM 6.

A determinacdo da composicdo nutracéutica dos medronhos demonstrou ainda
gue possuem na sua composicdo compostos com propriedades antioxidantes, como
sejam fendis, vitamina E (em especial a-tocoferol), antocianinas (em especial cianidina-
3-galactosideo) e B-caroteno. Estes resultados evidenciam o interesse deste fruto ndo so
a nivel nutricional como medicinal. A composicédo e o teor de alguns destes compostos
antioxidantes analisados mostraram ainda variacdes ao longo do processo de maturagédo
do fruto. Neste &mbito, verificou-se que algumas antocianinas (cianinina-3-glucosideo)
e 0 B-caroteno, poderdo constituir indicadores do estado de maturagéo do fruto.

A riqueza dos medronhos em compostos antioxidantes permitiu explicar a forte
atividade antioxidante exibida pelos extratos dos frutos nos diferentes estados de
maturacdo. Constatou-se ainda que os frutos com IM 1 foram os que apresentaram uma
maior capacidade antioxidante. Os efeitos sinérgicos dos diferentes compostos
antioxidantes encontrados nos medronhos (nomeadamente fenois, vitaminas e p-
caroteno) contribuem assim para explicar os seus usos tradicionais como antissépticos e
no tratamento de diversas doencas (gastrointestinais, dermatoldgicos, urologicos,

cardiovasculares, renais).

Os resultados obtidos apresentam importancia dado que permitiram ampliar o

conhecimento e, consequentemente, o uso tradicional do medronho quer a nivel

51



farmacéutico como medicinal, como na alimentacdo ou como aditivo natural. Com base
nos resultados obtidos, podemos afirmar que o aumento do consumo dos frutos de A.
unedo pode prevenir o aparecimento de doencas devido a sua composicdo em

antioxidantes, em especial se consumidos nos primeiros estados de maturacao.
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4.1 Conclusdes Gerais

Com o presente trabalho, demonstrou-se que todas as partes do medronheiro
estudadas apresentam excelente capacidade antioxidante a baixas concentracGes. As
cascas, folhas, flores e frutos demonstraram apresentar na sua COmMpoSIGd0 uma
quantidade consideravel de fendis totais, e uma notavel capacidade para bloguear
radicais livres. Este aspeto foi sobretudo evidenciado pelas cascas do tronco e, em
menor extensdo pelas flores e folhas, seguido pelos frutos. Os medronhos, apesar de
terem exibido uma menor capacidade antioxidante comparativamente aos outros 6rgdos
analisados, apresentaram também caracteristicas de interesse. Demonstraram ser
nutricionalmente saudaveis, uma vez que sao ricos em acidos gordos 6mega-3 (acido a-
linolénico) e pobres em gorduras saturadas (SFA), e simultaneamente apresentaram
quantidades interessantes de compostos antioxidantes como fendis, vitamina E,
antocianinas e -caroteno. Adicionalmente, verificou-se ser um alimento rico em agua,
e uma boa fonte de hidratos de carbono e de proteinas. A composicdo e o teor destes
compostos nos frutos variou de acordo com o seu estado de matura¢do. De uma maneira
geral, os frutos maduros (IM 6) apesentaram menor teor em acidos gordos e compostos
antioxidantes (fenois, vitamina E e B-caroteno), e maior teor em hidratos de carbono,
face aos frutos com IM 1. Estas diferencas de composi¢do em compostos antioxidantes
traduziram-se na capacidade antioxidante exibida pelos frutos nos diferentes estados de
maturacdo. Os frutos com IM 1 foram 0s que apresentaram uma maior capacidade
antioxidante. Com base nestas diferencas de composicao foi ainda possivel identificar o
IM 3 como sendo o ponto de viragem a partir do qual o fruto esta pronto a ser

consumido.

Este trabalho permitiu uma caracterizacdo das cascas, folhas, flores e frutos do
medronheiro, quer ao nivel do potencial antioxidante, bem como da composicdo
quimica. A avaliacdo da atividade antioxidante das cascas e das flores sdo trabalhos
inovadores, tendo sido efetuados pela primeira vez. De igual modo, o efeito da
maturagdo do fruto na sua composi¢do quimica e propriedades antioxidantes tem sido
pouco estudado. Pelas propriedades demonstradas, as cascas, folhas, flores e frutos de
A. unedo, apresentam um grande potencial para serem utilizados na industria
farmacéutica, cosmética e alimentar. No que concerne aos frutos, os resultados obtidos

apontam para a sua introdugdo na alimentacdo humana, quer in natura quer como
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antioxidantes na industria, dando desta forma utilidade aos frutos verdes, uma vez que

demonstraram a maior capacidade antioxidante.

Apesar do estudo ter revelado fortes capacidades e potencialidades desta espécie,

é necessario aperfeicoar alguns pontos, nomeadamente:

¢+ Caracterizacdo fisico-quimica das cascas e flores;

% Desenvolvimento de novos produtos de forma a incorporar os frutos em
novos géneros alimenticios, valorizando-os pelas propriedades
antioxidantes e nutricionais;

+«+ Desenvolvimento de produtos naturais, como suplementos alimentares, e

cosmeéticos
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