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RESUMO

O consumo de frutos que contém com-
postos com acdo antioxidante tem sido as-
sociado a redugfo do risco de incidéncia
de doencas crénicas, causados por stresse
oxidativo. A flora Portuguesa caracteriza-
se por uma elevada biodiversidade de es-
pécies vegetais, entre as quais os {rutos de
Crataegus monogyna Jacq. (pilrito), Rosa cani-
na L. e Arbutus unedo L. (medronho), alvo
do estudo que se apresenta.

Procedeu-se a caracterizagdo nutricio-
nal dos frutos inteiros e a avaliacio dos
compostos bioativos e da atividade antio-
xidante em extratos hidroalcodlicos. Os
frutos apresentaram um perfil nutricional
idéntico, caracterizado por teores eleva-
dos de agua e hidratos de carbono e teores
reduzidos de gordura. Quanto aos com-
postos bioativos determinados (compostos
fenolicos, flavonoides e antocianinas) e a
atividade antioxidante (DPPH" ¢ FRAP)
obtiveram-se teores promissores, com os
flavonoides totais a mostrarem uma cor-
relacdo positiva elevada com a atividade
antioxidante.

Foi, também, observada uma eleva-
da atividade antioxidante dos extratos,
através da avaliacdo da acio protetora de
eritrécitos contra os danos oxidativos in-
duzidos pelo oxidante AAPH.

Os dados obtidos permitem pensar
em novas aplicagdes destas matérias-pri-
mas, n3o s6 na industria alimentar como
também na industria farmacéutica. A sua
valorizagio pode ter um efeito muito po-
sitivo na sustentabilidade social e econo-
mica das zonas de produgao destes frutos.

Palavras-Chave: Pilrito; Medronho;

Rosa canina; Atividade antioxidante; Ini-
bi¢io da hemolise dos eritrocitos

Valorization of wild
edible berries for in natura
consumption

ABSTRACT

The consumption of fruits rich in antioxi-
dant compounds has been associated with
lower incidence of several chronic dis-
eases, caused usually by oxidative stress.
Portuguese flora is characterized by a
high biodiversity of plant species, includ-
ing Crataegus monogyna Jacq., Rosa canina 1..
e Arbutus unedo L. fruits. The nutritional
characterization of the whole fruits and
the contents of bioactive compounds and
antioxidant activity in hydroalcoholic
extracts were determined. The fruits
presented a similar nutritional profile
characterized by high water and carbo-
hydrate contents and low fat contents. In
what concerns to bioactive compounds
(phenolics, flavonoids and anthocyanins)
and antioxidant activity (DPPH" ¢ FRAP)
promising levels were obtained, with total
flavonoids showing a high positive cor-
relation with antioxidant activity,. The
hydroalcoholic extracts also exhibited
protective effect in erythrocytes against
oxidative damage induced by the oxidant
AAPH.

Final results may suggest new applica-
tions of these raw materials, not only in
the food but also in medical industry. The
valorization of these fruits can positively
influence social and economic sustainabil-
ity in their local production areas.
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INTRODUCAO
A natureza oferece uma grande variedade
e produtos naturais com propriedades
medicinais reconhecidas, o que tem leva-
Zo a um mteresse acrescido da comunida-
de cientifica nesta area.

Os frutos de Crataegus monogyna Jacq.
Irito), Rosa canina L. (rosa canina) e Ar-

sutws unedo L. (medronho) sdo exemplos de
recursos naturais, ainda pouco valoriza-
dos [1-3]. Estes frutos, embora néo facam
parte dos habitos alimentares, sdo utili-
zacdos na industria alimentar para a pre-

paracio de geleias, doces e bebidas. Por
o sumo dos frutos é utilizado como
adulterante do vinho tinto [4,5].

\Zrios estudos referem que a rique-
zz em fitoquimicos dos frutos estd dire-
mzmente relacionada com as potenciais
propriedades medicinais. O pilrito ¢

parncularmente util na prevengdo e no
i rento de problemas cardiovascu-
como a aterosclerose e a insufici-
fmcia cardiaca, infegdes do sistema res-
piratorio. distirbios relacionados com a
menopausa e obesidade, para além de
ser reconhecido pelas suas propriedades
adsiringentes, purgativas, diuréticas, ati-
widade hipoglicemiante e ago hipotenso-
rz [6]. Devido a sua riqueza em vitami-

CRATAEGUS MONOGYNA JACQ.

ROSA CANINA L.
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na G, os frutos da rosa canina sio muito
usados em infusdes em estados gripais, na
profilaxia e no tratamento de varias do-
encas inflamatorias (artrite, reumatismo,
gota e dor ciatica), podendo ainda ser uti-
lizados como diuréticos e laxantes [3,5].
O medronho ¢ utilizado na prevencio
do escorbuto e é um anti-inflamatério,
cardioténico, adstringente e um potente
diurético, anti-hipertensor e antisséptico
natural [7].

Neste trabalho, foram realizados es-
tudos fitoquimicos preliminares que de-
monstram que estes trés frutos ediveis,
pouco valorizados e disponiveis na flora
nacional, sio uma fonte de compostos
bioativos, podendo intervir na prevengio
de doencas que envolvem radicais livres.
Foi também avaliada a aco protetora aos
danos oxidativos, induzidos por radicais
livres, em eritrécitos humanos.

MATERIAL E METODOS

Amostras

As amostras foram colhidas em 2013 no
norte de Portugal. O medronho, fruto de
inverno, foi colhido em janeiro, na zona
de Viana do Castelo (norte de Portugal-
Minho). O pilrito e o fruto da Rosa cani-
na foram colhidos entre agosto/setembro
na zona do grande Porto (Litoral Norte)
e na zona de Viana do Castelo (norte de
Portugal-Minho), respetivamente. Todas
as amostras foram colhidas de forma alea-

ARBUTUS UNEDO L.

toria, posteriormente lavadas, secas e mo-
idas antes de congeladas a -20 °C.

A avaliacio centesimal foi determina-
da em frutos inteiros e a avaliacdo de fi-
toquimicos e a atividade antioxidante em
extratos hidroalcodlicos.

Avaliacio centesimal, fitoquimica
e da capacidade antioxidante
Anilise centesimal

No sentido de se determinar o valor nutri-
cional das amostras, procedeu-se a carac-
terizacdo dos constituintes maioritarios
(Métodos AOAC) [8]: Humidade, recor-
rendo a uma balanga Scaltec (modelo
SMOO01, Scaltec Instruments, Heiligens-
tadt, Germany); Cinzas, método de inci-
neragdo direta (AOAC 950.153); Protei-
na, método de Kjeldahl (AOAC 928.08)
e gordura total pelo método de Soxhlet
(AOAC 991.36). Os hidratos de carbono

foram obtidos por diferenga.

Compostos fitoquimicos

Os compostos fitoquimicos foram avalia-
dos em extratos hidroalcodlicos (50:50,
v/v) obtidos por extracio solido-liquido
(2,5 g/50 mL). Os compostos fenolicos to-
tais foram determinados de acordo com a
metodologia de Folin-Ciocalteu, descrita
por Costa et al. [9] e os resultados expres-
sos em mg de equivalentes de acido ga-
lhico (EAG) por g de amostra. O teor de
flavonoides totais foi determinado por um
método colorimétrico baseado na forma-
¢do de um complexo flavonoide-aluminio,
cuja absorvéncia foilida a 510 nm, em lei-
tor de microplacas (BioTek Synergy HT,
GENS?)), segundo metodologia descrita
por Lin et al. [10], e os resultados expres-
sos em mg de equivalentes de catequina
(EC)/g de amostra. Para a quantificagio
das antocianinas totais usou-se o método
espetrofotométrico descrito por Burdulis
et al. [11] e os resultados expressos em mg
de equivalente de cianidina-3-O-glucési-
do (ECG)/g de amostra.

Atividade antioxidante
O poder redutor das amostras foi ana-
lisado de acordo com o procedimento
descrito por Pulido ef al. [12] apoés ligei-
ras modifica¢des. A 90 pLi de amostra,



adicionaram-se 270 pL de 4gua e 2,7 mL
de reagente FRAP. A mistura foi mantida
a 37 °C, durante 30 min. As leituras de
absorvéncia foram efetuadas a 595 nm.
Os resultados foram expressos em mg
de equivalentes de sulfato ferroso (ESF)
por g de amostra, a partir de uma curva
de calibragio usando sulfato de ferro (II)
hepta-hidratado (FeSO,-7H,0) (2 mM)

AMOSTRAS DE CRATAEGUS MONOGYNA JACQ,
ROSA CANINA L. E ARBUTUS UNEDO L.

TABELA 1. ANALISE CENTESIMAL (%) DOS TRES FRUTOS SILVESTRES, POUCO VALORIZADOS E PRESENTES
NA FLORA NACIONAL, PILRITO (CRATAEGUS MONOGYNA JACQ.), ROSA CANINA (ROSA CANINA L) E

MEDRONHO (ARBUTUS UNEDO L.).

VALOR NUTRICIONAL PILRITO ROSA CANINA MEDRONHO p*
HUMIDADE 7661+ 0,36 57,18 £ 1,15° 54,84 % 1,92° < 0,001
CINZAS 0,086 £ 0,003 0,901 + 0,019% 0,353 £ 0,017° < 0,001
GORDURA 0,148 * 0,059° 0,281 £ 0,004" 0,785 + 0,032* < 0,001
PROTEINAS 1,094 + 0,037° 1,288 + 0,015% 1,102 £ 0,027° < 0,001
HIDRATOS DE CARBONO 22,06 = 0,38 40,35 * 1,112 4292 + 1,062 < 0,001

* Anova; =< Letras diferentes indicam diferengas médias significativas de acordo com o teste LSD de comparagéo

miltipla (p < 0,05)

como padrzo (0;,25-2000 mg/L, 7=0,998).
A capacidade de inibi¢gdo do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH") foi
determinada de acordo com Vinha et al.
[13], com ligeiras modificagdes. A 14 pL
de amostra, adicionaram-se 186 pL de
uma solugio etanélica de DPPH" (9,3 X
10° M). A mistura foi homogeneizada e
as leituras efetuadas a 525 nm, apos 40
minutos em repouso, € os resultados ex-
pressos em percentagem (%) de inibic3o.

Avaliagio da inibi¢do

de hemélise (%)
O ensaio usou sangue venoso colhido em
EDTA (anticoagulante) de trés dadores
voluntarios e saudaveis. Para obter os eri-
trocitos, procedeu-se a uma centrifugacio

do sangue total (10 mL) a 1500 rpm du-
rante 10 minutos a 4 °C. O plasma e a
camada leucocitaria foram removidos e
os eritrocitos foram lavados trés vezes com
solucio tampao de fosfato (PBS: 13,5 mM
NaH,PO,.2H,0; 61,5 mM Na,HPO,; 77
Mm NaCl; pH 7,4) nas condigdes acima
referidas. Apés a tltima lavagem perfez-se
o volume com PBS, de forma a obter uma
suspensdo eritrocitria com hematrécito
de 2,6%. Para avaliar o efeito protetor dos
frutos foram estudadas varias concentra-
¢oes dos extratos hidroalcoolicos dos mes-
mos (50; 25; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6 € 0,8 mg/
mL) e adicionada a suspensdo de eritr6-
citos incubada com o oxidante 2,2’-azo-
bis (2-amidinopropano) (AAPH), indutor
de stresse oxidativo, numa concentrac¢io

TABELA 2. COMPOSICAO EM FITOQUIMICOS (mg/g) E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELOS
METODOS DO DPPH' (%) E FRAP (mg DE EQUIVALENTES DE SULFATO FERROSO (ESF/g) DOS FRUTOS PILRITO
(CRATAEGUS MONOGYNA JACQ.), ROSA CANINA (ROSA CANINA L) E MEDRONHO (ARBUTUS UNEDO L).

COMPOSTOS FITOQUIMICOS

VALOR NUTRICIONAL PILRITO ROSA CANINA MEDRONHO p*
FENOLICOS 1,293 * 0,072¢ 2,524 + 0,007° 2,583 * 0,004 < 0,001 **
FLAVONOIDES 1,791 £ 0,0152 1,278 + 0,067° 1,639 + 0,039° < 0,001 ***
ANTOCIANINAS 26,243 + 3,236° 4,123 £ 0,178° 1,720 + 0,238° < 0,001 **
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DPPH’ 7340 £ 1,g0° 61,16 + 3,71° 84,67 + 0,96 < 0,001 ***
FRAP 97,28 £ 084° 41,57 £ 0,54° 11,40 £ 5,462 < 0001 **

* Anova; =< Letras diferentes indicam diferencas médias significativas de acordo com os testes de comparagéo mdltipla

a posteriori de; ** Tamhane; *** LSD
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final de 600 mM. A percentagem de inibi-
cdo de hemdlise foi calculada a partir da
razio entre duas leituras de absorvéncia
a 540 nm), segundo a equagio:

®0 hemolise = [Abs,  —Abs, . ]1x100

ste

Anilise Estatistica

A analise de dados foi realizada utilizando
o programa IBM® SPSS Statistics vs.22,
considerando um nivel de significancia de
0,05. Os resultados da avaliagio nutricio-
nal, compostos bioativos e atividade antio-
xidante foram expressos em média * des-
vio padrio (n=3). A comparagio para os 3
frutos foi realizada utilizando uma ANO-
VA a um fator. No caso de se detetarem
diferencas significativas, a comparacdo das

100
80

w

(1]

2 0

=

w

I

w

a

o 40

S

o

=

s 20
0

B SERIE 1 ®SEREE 2 = SERIE 3

CONCENTRACOES DOS EXTRATOS DOS FRUTOS (mg/mL)

FIGURA 2. PERCENTAGEM DE INIBICAO DA HEMOLISE DE ERITROCITOS HUMANOS APOS INDUGAO COM
OXIDANTE AAPH: SERIE 1 MEDRONHO (ARBUTUS UNEDO L.); SERIE 2 PILRITO (CRATAEGUS MONOGYNA

JACQ)); SERIE 3 ROSA CANINA (ROSA CANINA L).

TABELA 3. CORRELACAO (COEFICIENTE DE CORRELAGAQ DE PEARSON, r) DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
(DPPH" E FRAP) E COMPOSTOS BIOATIVOS DOS FRUTOS (N = 9).

FENOLICOS FLAVONOIDES ANTOCIANINAS
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
r r ] r p
DPPH’ 0,012 0,976 0,689 0,040 - 0,074 0,849
FRAP - 0,286 0,455 0875 0,002 0,237 0,539

médias individuais foi realizada através de
testes de comparac@o a posteriori de LSD
havendo homogeneidade de variancias)

90.0 1
80.01

7001

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH’) %

60.0

FLAVONOIDES (mg/g)

ou Tamhane (com heterogeneidade de va-
ridncias). A associacdo entre a concentra-
¢io de bioativos e a atividade antioxidante

1201
1004
801

s
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(FRAP mM Sulfato ferroso/g)
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FIGURA 1. CORRELAGAQ ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS NO ENSAIO DE INIBICAO DO DPPH’ E FRAP E O

TEOR EM FLAVONOIDES TOTAIS.
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dos frutos foi realizada através do coefi-
ciente de correlagdo linear de Pearson.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados da
composi¢io centesimal dos trés frutos.
Apresentaram perfis nutricionais idénticos,
embora com algumas diferengaé significati-
vas (p<0,01). Contém teores consideraveis
de 4gua (54,8% - 76,6%) e de hidratos de
carbono (22,1% - 42,9%) e baixo teor em
gordura (0,15% - 0,79%). Relativamente
aos compostos fitoquimicos, o medronho
apresentou o teor mais elevado de compos-
tos fenolicos totais (2,6 mg EAG/g), seguido
do fruto da rosa canina (2,5 mg EAG/g).
Os valores obtidos s3o idénticos aos descri-
tos na literatura (4,5). O teor de flavonoides
totais foi superior no pilrito (1,8 mg EC/g),
seguindo-se o medronho e a rosa canina
(1,6 e 1,3 mg EC/g, respetivamente). O
teor’ de antocianinas totais foi significativa-
mente mais elevado no pilrito, verificando-
se uma relacio direta entre estes pigmentos
naturais e a intensidade da cor nos frutos.
Por outro lado, a cor é um dos atributos
mais importantes na qualidade de um ali-
mento, exercendo uma grande influéncia
para a aceitacdo de novos produtos alimen-
tares por parte dos consumidores. Todos



estes compostos estdo descritos como antio-

xidantes e muitos estudos tentam associar o
seu mecanismo de agdo com o efeito prote-
tor que Os Mesmos €Xercem na prevencio
do desenvolvimento de doengas crénicas.
Por isso, neste estudo foi avaliada a ativida-
de antioxidante, recorrendo aos métodos
por redugzo do ido férrico (FRAP) e a capa-
cidade de inibi¢io do DPPH" (Tabela 2).
O ensaio do DPPH" ¢ um dos mais
amplamente utilizados em plantds, na
avaliacdo da sua capacidade de elimina-
¢do de radicais livres. No entanto, devido
ao facto das matrizes vegetais apresenta-
rem uma composi¢io quimica bastante
complexa, torna-se inevitavel a analise da
atividade antioxidante recorrendo a dife-
rentes metodologias, com mecanismos de
reacdo quimica diferentes e, de preferén-
cia, complementares. A atividade antioxi-
dante estudada pelos dois métodos mos-
trou uma concordéancia nos resultados ob-
servados, sendo o medronho o fruto com
maior atividade antioxidante, seguido do
pilrito e da rosa canina, respetivamente. A
analise da Tabela 3 indica que n#o existe
correlagio entre os teores de antocianinas
totais e a capacidade de inibi¢io do radi-
cal livre (r=-0,074) e nula para os fenélicos
totais (7=0,012). "Também, pelo método
FRAP, foi observado o mesmo compor-
tamento, ou seja, os fenolicos totais e as
antocianinas no estdo correlacionados
com a atividade antioxidante (p > 0,05).
O mesmo nio foi observado para os fla-
vonoides totais cujas correlacdes foram
ambas positivas para os métodos FRAP e
DPPH" (r=0,875 e r=0,689, p<0,05, res-

petivamente) (Figura 1).

CRATAEGUS MONOGYNA JACQ.

ROSA CANINA L.

As diferencas encontradas entre os dois
ensaios para a determinagfio da atividade
antioxidante, mostram que, para além dos
compostos fenélicos e dos flavonoides, onde
se incluem as antocianinas, muitos outros fi-
toquimicos presentes nestes frutos exercem
atividade antioxidante, sendo uma mais-
valia o seu consumo @ natura.

Face ao exposto, foram estudados, pela
primeira vez, os efeitos protetores dos ex-
tratos destes frutos na inibi¢fo da hemdlise
de eritrocitos humanos, induzida pelo oxi-
dante AAPH. Pelos resultados apresenta-
dos na Figura 2, verifica-se que os extratos
dos frutos estudados protegem, significati-
vamente, a membrana dos eritrocitos, nas
condigdes do ensaio, de um modo depen-
dente da concentracio.

Para as trés concentragdes mais eleva-
das (50; 25 e 12,5 mg/ml) verificou-se,
inclusive, que a percentagem de inibigdo
da heméolise foi semelhante ao grupo con-
trolo (eritrocitos incubados com a maior
concentracio de extrato na auséncia de
AAPH), ou seja, ~100% de redugio de
hemélise. De realgar que este € o primeiro
estudo que avalia o potencial antioxidante
destes frutos neste modelo celular, mos-
trando que as suas aplica¢des na industria
alimentar ou o incremento do seu consu-
mo i natura é benéfico a nivel biolégico,
econdmico e social.

CONCLUSAO

Os frutos silvestres estudados apresen-
taram elevadas atividade antioxidante,
o que lhes da potencialidades benéficas.
Vérios estudos tém referido que os com-

ARBUTUS UNEDO L.

postos fenédlicos aumentam a resisténcia
dos eritrécitos ao stresse oxidativo. Neste
estudo foi encontrada uma relagio direta
entre as concentragdes e a percentagem
de inibi¢io de hemolise. O facto de nZo
terem sido encontradas correlagdes positi-
vas entre os fenélicos totais e antocianinas
totais e a atividade antioxidante sugerem
que a presenca de muitos outros fitoqui-
micos interfira na capacidade antioxidan-
te, deixando em aberto possiveis investi-
gacdes nessa area. =
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