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Resumo

RESUMO

As flores de vérias espécies dos géneros Cytisus e Genista (da Tribo Genisteae,
familia Fabaceae) sdo muito utilizadas em todo o Mediterraneo, e em particular na
regido do Nordeste de Portugal, para fins medicinais e condimentares. Tradicionalmente
procede-se a secagem destas flores logo ap6s a colheita, mantendo-as a sombra e a
temperatura ambiente durante um periodo de cerca de 30 dias. No entanto, 0 processo
de liofilizacdo tem vindo a ser indicado como uma melhor alternativa para a
preservacdo da qualidade das amostras de material vegetal. Neste trabalho, avaliaram-se
os efeitos do processo de secagem (tradicional versus liofilizagdo) no potencial
antioxidante e na composicdo fitoquimica de flores de Cytisus multiflorus (L'Her.)
Sweet (giesta branca), Cytisus scoparius (L.) Link (giesta negral), Cytisus striatus (Hill)
Rothm. (giesta amarela) e Pterospartum tridentatum (L.) Willk (carqueja).

As propriedades antioxidantes foram avaliadas por métodos biogquimicos
(inibigdo da descoloragdo do PB-caroteno na presenca de radicais livres derivados do
acido linoleico e inibicdo da formacdo de espécies reativas do &cido tiobarbitlrico
(TBARS) em homogeneizados cerebrais) e métodos quimicos (determinacdo do poder
redutor e da capacidade captadora de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)).
Determinaram-se antioxidantes hidrofilicos (acido ascérbico, fendis incluindo flavonois
e ésteres tartaricos e acucares) e lipofilicos (carotenoides incluindo B-caroteno e
licopeno, clorofilas, tocoferdis e acidos gordos). O valor energético das amostras
também foi calculado com base nos niveis totais de lipidos, proteinas e glucidos.

A amostra liofilizada de Pterospartum tridentatum apresentou a maior atividade
antioxidante (valores de ECsy < 0,15 mg/mL), 0 que esta de acordo com 0s seus niveis
mais elevados de fendis (=520 mg EACI/g extrato). As amostras liofilizadas
demonstraram sempre maior bioatividade e maiores concentracfes de antioxidantes
hidrofilicos (fenois, acido ascorbico e acgucares) e lipofilicos (tocoferois, clorofilas e
licopeno). No entanto, o processo de secagem ndo teve influéncia significativa na
contribuicdo energética (que variou entre 386 e 404 kcal/100 g de massa seca).

Os resultados obtidos ddo suporte técnico e cientifico aos usos tradicionais
destas plantas na medicina popular como anti-inflamatorios, destacando-as como fonte
de compostos bioativos. Mais ainda, a liofilizagdo mostrou preservar de uma forma
mais eficaz as qualidades das plantas medicinais em estudo, podendo ser aplicada a

plantas medicinais para utiliza¢fes na inddstria cosmética ou farmacéutica.
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Abstract

ABSTRACT

Flowers from several common Mediterranean shrubs, such as those from the
Cytisus genus and Genista genus (tribe Genisteae/Fabaceae) have long been used for
medicinal purposes and seasoning in the northeastern Portuguese region. Despite, the
shade-drying traditionally used to process these plants, freeze-drying is claimed to better
preserve the quality of medicinal plants. Herein, the effects of drying process in the
antioxidants composition and properties of Cytisus multiflorus (L'Hér.) Sweet (white
Spanish broom), Cytisus scoparius (L.) Link (common broom), Cytisus striatus (Hill)
Rothm. (Portuguese broom) and Pterospartum tridentatum (L.) Willk were evaluated.

The antioxidant activity was evaluated by biochemical (B-carotene bleaching
inhibition in the presence of free radicals derived from linoleic acid and inhibition of
lipid peroxidation though thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay) and
chemical methods (2,2-diphenyl-1-pycrilhydrazil (DPPH) radical scavenging capacity
and reducing power). Hydrophilic (ascorbic acid, sugars and phenolics including
flavonols and tartaric esters) and lipophilic (carotenoids including [-carotene and
lycopene, chlorophylls, tocopherols, and fatty acids) compounds were quantified. The
energetic value of the samples was also calculated based on the total levels of fats,
proteins and carbohydrates.

Pterospartum tridentatum submitted to freeze- or shade-drying proved to be the
species with highest antioxidant capacity in all the assayed methods (lowest ECsg
values), which is in agreement to its highest levels of phenolics (~500 mg CIAE/g
extract). Freeze-drying benefits were confirmed showing, the samples submitted to this
process, higher antioxidant activity and higher concentrations of hydrophilic (phenolics,
ascorbic acid and sugars) and lipophilic (tocopherols, chlorophylls and lycopene)
compounds. Nevertheless, the drying process did not have significantly influence in
energetic contribution (values ranging from 386 and 404 kcal/100 g dry weight).

The results give technical and scientific support to the traditional uses of these
plants in folk medicine as anti-inflammatory, highlighting them as a source of bioactive
compounds. Moreover, the drying process to be used in industrial applications is very
important, since freeze-drying proved to preserve more the quality of the studied
medicinal plants. This process could be applied in scale-up treatments of the studied

plants for cosmetic or pharmaceutical applications.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. As plantas medicinais

Desde cedo que as civilizagcdes primitivas se aperceberam da existéncia, ao lado
das plantas comestiveis, de outras dotadas de maiores ou menores efeitos sobre o
organismo, desde efeitos toxicos (venenos) até a intervencdo sobre a doenca, revelando
muitas vezes, embora empiricamente, o seu potencial curativo. Todo este conhecimento
sobre o valor terapéutico das plantas que tem acompanhado a evolugdo do homem
através dos tempos foi, de inicio, transmitido oralmente de geracdo em geracao.
Posteriormente, com o surgimento da escrita passou a ser compendiado, guardado e
difundido como um tesouro precioso (Cunha et al., 2010).

Num tempo em que a presenca dos médicos era quase inexistente nos meios
rurais, o recurso a plantas medicinais para o tratamento de varias doencas e males era
pratica comum entre as populacdes. Tal como ainda se verifica em diversos locais (e.g.
em Trés-os-Montes, nordeste de Portugal), era sobretudo as plantas silvestres que essas
populacdes recorriam, por serem aquelas que a natureza mais facilmente punha a sua
disposicao (Salgueiro, 2005; Cunha et al., 2010).

Atualmente, a colheita de plantas silvestres foi praticamente abandonada. Para a
obtencdo de medicamentos a base de plantas e para as industrias farmacéuticas
interessadas no isolamento de biomoléculas ou de compostos a serem utilizados na
semi-sintese de medicamentos sdo utilizadas plantas de cultura. Estas plantas,
quimiovariedades provenientes de populagdes silvestres geneticamente homogéneas,
sdo selecionadas a fim de obter uma maior quantidade do constituinte de interesse ou
um maior rendimento global de um dado grupo de constituintes (Cunha et al., 2010;
Lubbe & Verpoorte, 2011). A cultura de plantas medicinais também é importante para
assegurar grandes quantidades de material vegetal a indUstria e para conservar o
patrimonio genético existente nas plantas silvestres (Lubbe & Verpoorte, 2011).

Assim, quando a industria farmacéutica necessita de isolar compostos de uma
dada espécie vegetal, recorre a uma prospecao quimica exaustiva nas espécies silvestres
a fim de obter ragas quimicas com um teor elevado do constituinte que pretende obter,
fazendo posteriormente a cultura da variedade selecionada (Cunha et al., 2010).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 80% da populacdo mundial

utilize plantas medicinais em cuidados basicos de saude (WHO, 2009). Através da
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Introducéo

publicacdo de vérias diretivas, a OMS procura alargar a todos melhores cuidados de
salde. Nesse sentido, a fitoquimica e a farmacologia tém dado um contributo valioso ao
estudar a composicdo e aspetos farmacoldgicos de muitos produtos vegetais, usados
tradicionalmente por diferentes povos (Cunha et al., 2010).

Um renovado interesse pelo uso de plantas medicinais e dos respetivos extratos
na terapéutica tem surgido no mundo ocidental (WHO, 2003; Cunha et al., 2010). Este
incremento de medicamentos a base de plantas teve inicio na Alemanha, Franca e Reino
Unido e expandiu-se a outros paises europeus € a América do Norte gracas aos varios
beneficios encontrados (Cunha, 2005).

No entanto, além do interesse dos produtos naturais em cuidados béasicos de
salde, as plantas também sdo usadas para extrair varios compostos farmacologicamente
ativos (e.g. glucidos, cardioténicos, antibioticos, alcaloides e acidos organicos). Tais
compostos extraidos das plantas podem ser usados pelas companhias farmacéuticas para
produzir medicamentos ou entdo ser usados como matéria-prima para produzir drogas
semissintéticas (Houghton, 2001). Exemplos do primeiro caso (Figura 1) incluem: o
alcaloide taxol, registado com o nome de paclitaxel, com atividade anticancerigena e
isolado do teixo do Pacifico (Taxus brevifolia); os alcaloides vincristina e vimblastina,
isolados de Cataranthus roseus; e a digoxina isolada da dedaleira (Digitalis lanata). Um
bom exemplo para o segundo caso € a utilizacdo de esteroides vegetais, tais como 0s
extraidos do inhame mexicano (Dioscorea ssp.), para produzir semi-sinteticamente
esteroides para uso em contracetivos orais. Atualmente, mais de 25% das drogas
farmacéuticas usadas a nivel mundial sdo derivadas de produtos naturais de plantas
(Farnsworth, 1979; Schmidt et al., 2008; Lubbe & Verpoorte, 2011).

Taxol Vimblastina

Figura 1. Estrutura quimica de compostos farmacologicamente ativos usados pelas companhias

farmacéuticas para produzir medicamentos.
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Cytisus multiflorus (L'Hér.) Sweet (giesta branca), Cytisus scoparius (L.) Link
(giesta negral), Cytisus striatus (Hill) Rothm (giesta amarela) e Pterospartum
tridentatum (L.) Willk (carqueja) sdo plantas medicinais da Tribo Genisteae (Fam.
Fabaceae, subFam. Faboideae) da flora silvestre portuguesa. Estas espécies sao
frequentes na Peninsula Ibérica, crescem de forma espontanea em clima mediterraneo e
sdo amplamente utilizadas na medicina popular e, por vezes, na culindria como
condimento (Blanco & Diez, 2005; Cunha et al., 2007; Gallego & Gallego, 2008; Pardo
de Santayana, 2008; Carvalho, 2010). A Tabela 1 apresenta um resumo dos USOS
medicinais das flores destas espécies arbustivas relatados em inquéritos etnobotanicos
realizados recentemente na Peninsula Ibérica.

Em Portugal, estas Fabaceae sdo utilizadas ha séculos e considera-se que tém
propriedades anti-inflamatérias (Camejo et al., 2003; Salgueiro, 2004; Novais et al.,
2004; Cunha et al., 2007; Neves et al., 2009; Carvalho, 2010). Devido as suas
propriedades terapéuticas, a partir das flores frescas ou secas a sombra, sdo preparadas
infusdes, decoccles e tonicos, amplamente utilizados no tratamento de varias doencas
do trato respiratorio, gastrointestinal e do foro dermatoldgico, bem como para controlar
a diabetes e doencas do sistema metabolico, nomeadamente o aumento dos niveis de
colesterol e gota. As flores de Pterospartum tridentatum, organizadas em racemos
curtos, sao tradicionalmente usadas na culinaria para tempero (Pardo de Santayana et
al.,, 2007; Carvalho, 2010). Recentemente, Barros et al. (2011) descreveram
propriedades antioxidantes de Cytisus multiflorus, sendo o conhecimento sobre o
potencial antioxidante das outras trés plantas muito escasso.

Muitas espécies da familia Fabaceae sdo conhecidas como sendo plantas com
algum nivel de toxicidade, podendo, em alguns casos, ser prejudiciais para 0 homem e
0s animais. Em particular, a casca, as vagens e as sementes de varios géneros sdo
nocivas e revelam potenciais toxinas (Cooper & Johnson, 1984; Rivera & Obo6n de
Castro, 1991; Nelson et al.,, 2007). O conhecimento empirico tradicional e os
curandeiros locais assumem que o consumo de bebidas preparadas com estas plantas
podera causar alguns riscos, particularmente devido ao emprego de doses excessivas de
matéria vegetal e a tratamentos prolongados. No entanto, a medicina popular evita este
tipo de riscos, recomendando dosagens especificas e controlando os periodos de toma

com praticas de cura ritualistas (Tabela 1).
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Tabela 1. Usos medicinais das flores das espécies arbustivas estudadas relatados em inquéritos etnobotanicos realizados recentemente na Peninsula Ibérica.

Nome Nome Usos tradicionais e indicacdes Preparacéo Toxicidade e cuidados particulares de acordo
cientifico vernaculo com referéncias
Diabetes. Pressdo arterial. Colesterol. Dor de cabega e Administracdo oral: infusdes das flores As quantidades recomendadas de planta, as
w3 enxaqueca. Insuficiéncia cardiaca. Artrite reumatoide. ou decocgdes. dosagens e a duragdo do uso devem ser
20 Giesta Feridas e erupgdes cutaneas e inflamages. Acne. controladas. Uso prolongado ndo aceitavel
"; E branca (Carvalho, 2010)
© E Anti-inflamatério, depurativo do sangue, Fumigacdo tdpica: exposicdo ao fumo  N&o mencionado (Dias, 2005; Gallego &
hipocolesterolemia, vasodilatador. da queima das sumidades florais. Gallego, 2008; Neves et al., 2009).
Colesterol. Diabetes. Gota e doengas reumaticas. Administracéo oral: infuséo das flores  Considerada toxica (Salgueiro, 2004).
Hipotensdo. Insuficiéncia cardiaca e taquicardia. Dor de e maceragéo das flores em vinho.
w 8 articu_lqgée§ e musculos. Mau funcionamento hepético.
23S Giesta Insuficiéncia renal. Inflamagdes e doencas da pele.
5 § negral Anti-hemorrégico, anti-inflamatério, cardiotonico, Aplicac0es topicas: cataplasmas das Recomendada precaucdo com a frequéncia de
ez colagogo, diurético, hipocolesterolemia, vasopressor. flores fervidas em leite, aplicadas ainda utilizagdo e com as dosagens (Dias, 2005).
quentes. N&o mencionado (Cunha et al., 2008; Neves et
al., 2009; Gonzélez et al., 2010).
Gota e desordens reumaticas. Hipotensdo. Insuficiéncia ~ Administracéo oral: infusdes das Precaucéo recomendada (Carvalho, 2010)
8 @ . cardiaca. Dor de articulagdes e musculos. Mau flores.
2 5 Giesta funcionamento hepatico.
'S amarela . s L ~
O% Anti-inflamatério, cardiot6nico, colagogo, diurético, Aplicacgdes topicas: decoc¢des das
depurativo, vasopressor. flores.
Dor reumatica aguda. Colesterol. Diabetes. Sistema Administracdo oral: infusdes das flores As quantidades recomendadas de planta, as
digestivo e respiratorio. Dor de cabega e enxaqueca. dosagens e a aplicacdo devem ser estritamente
Figado e sistema biliar. Sistema nervoso. Sistema controladas. Uso prolongado nao aceitavel
Carqueja urinario. Gripe. Infecdes e inflamaces da pele. (Carvalho, 2010).

Pterospartum
tridentatum

Anti-astenia, anti-inflamatério, ansiolitico, carminativo;
depurativo, diaforético, diurético, laxativo, estoméaquico,
vasodilatador, vulnerario.

Aplicacéo tdpica, banhos, cataplasmas:
decoccdes das flores.

Precaucédo recomendada (Blanco & Diez, 2005).
N&o mencionado (Dias, 2005; Neves et al., 2009;
Gonzélez et al., 2010).
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1.1.1. Caracterizacao boténica
1.1.1.1. Cytisus multiflorus (L"Hér.) Sweet

Cytisus multiflorus (Figura 2), vulgarmente conhecida por giesta branca, é uma
planta autdctone e muito abundante na Peninsula Ibérica, amplamente distribuida pelo
sudoeste mediterranico (Cristofolini & Troia, 2006). Também é encontrada na India,
Australia, Franca, Italia, EUA e Argentina, onde foi introduzida. E muito comum em
matos, matagais, terrenos abandonados, taludes e bordas de caminhos, crescendo em
solos pobres, arenosos e com caracteristicas acidas. E utilizada como planta medicinal e
ornamental, na producdo de mel, na fertilizacdo de solos e no maneio agrosilvopastoril
(e.g. pastoreio e corte de matos) (Ciudad et al., 2004, Rodriguez-Riano et al., 2004;
Castroviejo et al., 1999; Carvalho, 2010).
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Figura 2. Cytisus multiflorus em floracéo (A) e detalhe da flor (B) e do fruto (C) (Anthos, 2012).

Cytisus multiflorus é um arbusto de 0,8 a 1,5 m de altura, ereto, com ramos
angulosos e flexiveis, com (6)8 estrias em forma de T, por vezes com 1-2 estrias
secundarias adicionais. As folhas sdo estipuladas, com foliolos sericeos ou aveludados
por ambas as faces; as inferiores sdo trifolioladas e pecioladas, as superiores sao
unifolioladas; peciolo 1,5-10 mm; foliolos eliticos. Flores (Abril - Junho) axilares,
solitarias ou em grupos de 2-3(4) nos braquiblastos; pedicelo tomentoso, com 3
bractéolas triangulares situadas na metade superior, por vezes cercando o calice. Calice
pubescente; labios um pouco divergentes. Corola branca e caduca; estandarte quase do
tamanho das asas e quilha, amplamente elitico, com apice e base arredondados, glabro;

asas hemieliticas, glabras; quilha hemielitica, com auricula ciliada e a margem inferior
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dorsifixas e 5 mais curtos com anteras basifixas; tubo estaminal reto, quase duas vezes
maior que o célice; anteras dorsifixas menores que as basifixas. Ovario sentado, com 7-
14 rudimentos seminais, sericeo. O fruto € uma vagem oblonga, aplanada, vilosa
quando jovem, glabrescente na deiscéncia com 1-7 sementes (Franco, 1971; Castroviejo
etal., 1999).

1.1.1.2. Cytisus scoparius (L.) Link

Cytisus scoparius (Figura 3), vulgarmente conhecida por giesta negral, pode ser
encontrada em quase toda a Europa e Macaronésia. Foi introduzida no Norte da
América, Austrdlia e Sul de Africa. E comum em matos, matagais e ripicola
(Castroviejo et al., 1999) e orlas de bosques e caminhos. E utilizada como medicinal, no
maneio agrosilvopastoril, como combustivel e no fabrico de vassouros para exteriores
(Carvalho, 2010).

R el ‘\ b

Figura 3. Cytisus scoparius em floragdo (A) e detalhe da flor (B) e do fruto (C) (Anthos, 2012).

Cytisus scoparius é um arbusto de (0,50)1 a 2 m de altura. O caule é verde,
ereto, anguloso, estriado longitudinalmente, rijo, com ramos consistentes e flexiveis,
geralmente com 5 estrias bem definidas em forma de V invertido, glabras
(proporcionando aos caules uma coloracdo escura); 0 espaco entre as estrias € maior que
a largura das mesmas. As folhas sdo caducas, alternas, estipuladas, pequenas,

pecioladas, trifoliadas, sendo as superiores sésseis e simples; as dos ramos jovens sdo
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limbo de até 17 x 5 mm; as dos ramos mais velhos sdo quase todas trifolioladas ou
unifolioladas, as trifolioladas com peciolo de até 13 mm e foliolos de até 11 x 4 mm.
Flores (Abril - Junho) grandes, calice glabro com dois labios curtos, corola papilionacea
amarelo-dourada, estandarte comprido, quilha pendente. Androceu formado por dez
estames diadelfos; 4 estames compridos, 1 mediano e 5 curtos, os compridos e 1 dos
curtos com anteras dorsifixas, 0 mediano e 4 dos curtos com anteras basifixas; as
anteras basifixas sdo um pouco maiores que as dorsifixas. Ovario com 14-18 rudimentos
seminais. O fruto é uma vagem achatada, preta, hirsuta na margem, com uma dizia de
sementes castanhas. Cheiro suave (Franco, 1971; Delaveau et al., 1983; Castroviejo et
al., 1999).

1.1.1.3. Cytisus striatus (Hill) Rothm.

Cytisus striatus (Figura 4), vulgarmente conhecida por giesta amarela, é uma
planta muito abundante no Oeste da Peninsula Ibérica e Noroeste de Marrocos. Também
é encontrada no Oeste da Europa e no Norte da América, onde foi introduzida. Em
Portugal encontra-se por todo o territério continental, o que se deve, em parte, a acdo do
homem. Cresce em matos e matagais, coloniza plantagdes florestais, terrenos incultos e
abandonados pela agricultura, encostas pedregosas, taludes e bermas de caminhos; é
frequente em ambiente rupicola (Castroviejo et al., 1999; Carvalho, 2010). E utilizada
como planta medicinal, como combustivel, no fabrico de vassouros para exteriores e no

maneio agrosilvopastoril (Carvalho, 2010).

Figura 4. Cytisus striatus em floracdo (A) e detalhe da flor (B) e do fruto (C) (Flora-on, 2012).
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Cytisus striatus € um arbusto ou arvore pequena de 1 a 3 metros de altura,
ramificado, caducifdlio, com ramos abundantes, estriados e flexiveis, geralmente com
(7)8(9) estrias em forma de T, densamente pubescentes (proporcionando uma coloracao
verde-acinzentada ou glauca); o espaco entre as estrias € muito mais reduzido que a sua
largura; pode formar um pequeno tronco quando podado para o efeito. As folhas séo
estipuladas, pecioladas, pubescentes, constituidas por 1 a 3 foliolos de até 13 x 6 mm,
que surgem nas bases dos ramos. As flores (Abril - Junho) séo solitarias e a corola €
amarela, caduca; o célice tem a forma de campanula, bilabiado, com bordo superior da
quilha curvo na extremidade formando um bico e bordo inferior anguloso; androceu
com 9 estames (5 curtos, 2 medianos e 2 compridos); o estilete € comprido na
extremidade. O fruto é uma vagem arredondada coberta por denso indumento
acinzentado que as recobre, com (1)2-8 sementes (Franco, 1971; Castroviejo et al.,
1999).

1.1.1.4. Pterospartum tridentatum (L.) Willk

Pterospartum tridentatum (Figura 5), vulgarmente conhecida por carqueja, é
uma planta endémica da Europa relativamente abundante no Oeste da Peninsula Ibérica
(Talavera, 1999; Ribeiro et al., 2000). Em Portugal é comum nas montanhas do interior
Norte e Centro (Vitor et al., 2004). E utilizada como planta medicinal, na produco de
mel, como combustivel, no maneio agrosilvopastoril e na alimentagdo humana e animal
(Carvalho, 2010).

Figura 5. Pterospartum tridentatum em floragdo (A e B) (Fotos de Ana Maria Carvalho).
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Pterospartum tridentatum é um subarbusto ou arbusto com 15-100 cm de altura,
ereto ou prostrado. Os caules dos ramos férteis sdo lenhosos e apresentam 2-14 mm de
largura, com 5 ou 6 pequenas estrias longitudinais em forma de V invertido. Estas sao
achatadas ondulado-tuberculadas, duas das quais semelhantes a asas, opostas e mais ou
menos desenvolvidas. As folhas sdo mais ou menos desenvolvidas, unifolioladas; limbo
foliar 3-7 x 1,5-6 mm; o que corresponde as verdadeiras folhas sdo trés pequenas
bracteas pontiagudas em forma de dentes em cada nd, dai o adjetivo especifico
tridentatum. As flores (Marco - Julho) dispdem-se em inflorescéncias corimbiformes na
parte terminal dos caules; possuem pelos nas sépalas que as revestem. A corola €
amarela; estandarte ovado. Androceu varidvel, frequentemente com 4 estames curtos
com anteras basifixas, 5 de tamanho médio com anteras dorsifixas e 1 comprido com
antera basifixa. Fruto 8,5-14 x 3,2-4 mm (Franco, 1971; Castroviejo et al., 1999;

Teixeira & Pereira, 2004). O seu aroma é adocicado (Ribeiro et al., 2000).

1.1.2. Processos de secagem

As plantas medicinais sdo frequentemente secas e armazenadas durante largos
periodos antes de serem transformadas em vérios tipos de produtos. Estas sdo
geralmente comercializadas sob a forma desidratada, sendo o processo de secagem
fundamental para a qualidade do produto a ser comercializado. Esta técnica tem por
finalidade retirar parte da dgua contida nos produtos, com o objetivo de preservar as
caracteristicas organoléticas e aumentar o tempo de utilizacdo e/ou vida de prateleira.

A secagem é uma técnica comum e fundamental de preservacédo pos-colheita de
plantas medicinais, pois permite conservar as propriedades medicinais das plantas de
uma forma réapida e simples. Ha cerca de 4000 anos atras, no antigo Egito, j& eram
realizados ensaios a fim de estudar a qualidade entre plantas medicinais secas a sombra
e ao sol. Atualmente, fatores como a escala de producédo, a disponibilidade de novas
tecnologias e padrGes de qualidade farmacéutica devem ser considerados na secagem
das plantas medicinais (Muller & Heindl, 2006).

A secagem pode ser definida como um método eficaz que aumenta a data de
validade do produto final, pois desacelera o crescimento de microrganismos e previne o

aparecimento de certas reacGes bioguimicas que poderdo alterar as propriedades

Efeito do processo de secagem no potencial antioxidante e na composicéo fitoquimica de plantas medicinais da familia Fabaceae

10



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superior Agraria

Introducéo

organoléticas. Mais ainda, reduz o peso e volume das plantas para transportes e
armazenamentos mais faceis e baratos (Lin, 2011; Sellami et al., 2011).

Atualmente sdo varios os métodos disponiveis para desidratar as plantas
medicinais (Kim et al., 2000; WHO, 2003; Stuart & Wills, 2003; Cunha, 2005; Liu et
al., 2007; Lin et al., 2011), nomeadamente: ao ar livre e sob influéncia do calor solar;
num lugar bem ventilado a sombra; em estufa por ar quente; em taneis ventilados com
ar quente, onde a planta colocada em tabuleiros de rede sai na extremidade do tunel ja
seca; por aquecimento indireto; por liofilizacdo; por micro-ondas; por raios
infravermelhos; e em estufa sob vazio.

A secagem natural (secagem a sombra sem energia auxiliar) e a secagem com ar
quente sdo ainda os métodos mais utilizados pelo seu baixo custo. No entanto, a
secagem natural tem muitas desvantagens devido a incapacidade de manusear grandes
quantidades de material vegetal e conseguir parametros de qualidade consistentes
(Soysal & Oztekin, 2001). A liofilizago é geralmente referida como sendo melhor para
preservar a qualidade das plantas medicinais durante o processamento (Abascal et al.,
2005), no entanto o custo é consideravelmente mais elevado do que o da secagem com
ar quente (Lin et al., 2011).

No caso da secagem natural ao ar livre, as plantas medicinais devem ser
espalhadas em finas camadas em tabuleiros de secagem e agitadas ou viradas
frequentemente. A fim de garantir uma circulacdo de ar adequada, os tabuleiros de
secagem devem localizar-se a uma altura suficiente acima do solo. Deve assegurar-se
uma secagem uniforme para evitar a formagdo de mofo. A secagem das plantas
medicinais diretamente sobre o solo descoberto deve ser evitada; se a superficie for de
concreto ou cimento, as plantas devem ser colocados numa lona ou pano apropriado.
Este processo de secagem € lento e deve ser realizado em locais protegidos de poeiras e
do ataque de insetos e outros animais. No entanto, esta técnica de secagem sé deve ser
considerada para pequenas quantidades. Em casos de producdo em massa torna-se
indispensavel recorrer a outras técnicas de secagem (WHO, 2003).

A liofilizacdo é uma técnica de secagem altamente especializada que se baseia
na sublimacéo da agua (passagem direta da agua do estado solido ao gasoso sem passar
pelo estado liquido) de uma matriz congelada. Esta técnica é pouco agressiva para
materiais sensiveis, permitindo conservar as suas propriedades bioldgicas e quimicas. E
bastante usada no fabrico de medicamentos e na conservacdo de células e tecidos

corporais, alimentos e microrganismos (Gerald, 2006; Ward, 2006). Este processo de
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secagem tem como principais vantagens: a remocdo da Aagua sem aguecimento
significativo da matriz; a diminuicdo da perda dos componentes volateis; a reducéo da
ocorréncia de reacdes de oxidacao e hidrolise; a rapida reconstituicdo do produto devido
a elevada area de superficie; e a manutencdo da atividade, pois ndo ha alteracdo da
constituicdo quimica original. Como desvantagens refere-se: 0 aumento do custo e da
complexidade do processo de secagem; e 0s elevados gastos energéticos (Lachman,
2001; Prista et al., 2003). No final do processo de liofilizacdo obtém-se um produto de
aparéncia porosa, com cor e textura uniformes. Este é geralmente bastante higroscopico,
razdo pela qual devera ser acondicionado em recipiente bem selado e, no caso de se
tratar de substancias termolabeis, deverdo ser conservadas ao abrigo da luz e a baixas
temperaturas (Pinto, 2010).

A utilizacdo de radiacGes, como a infravermelha ou micro-ondas, tem sido
considerada na secagem de materiais como complemento as técnicas de secagem por ar
quente e seco (em que o material deve ter uma granulometria adequada a sua fluidizacao
no ar que o atravessa), ou exclusivamente por incidéncia direta sobre os materiais em
secagem (Pinto, 2010).

O método e a temperatura usados na secagem devem ter um impacto
consideravel na qualidade do material vegetal resultante; por exemplo, a secagem a
sombra é preferivel para manter ou minimizar a perda de cor das flores e folhas; e
temperaturas mais baixas devem ser empregues no caso de plantas medicinais que
contenham substéancias volateis (WHO, 2003).

De acordo com a procura crescente de espécies medicinais, a secagem artificial
tem sido uma das necessidades mais importantes da industria farmacéutica, a qual ndo
tem estrutura para utilizar plantas frescas nas quantidades necessarias a producdo
industrial. Mais ainda, a utilizacdo crescente de procedimentos de secagem, dentro de
varias linhas tecnoldgicas no setor alimentar e biotecnoldgico, resultou em estudos
sobre processos de secagem que assumem um interesse pratico importante (Sellami et
al., 2011). Além disso, o controlo do processamento das plantas representa uma
prioridade, de forma a evitar contaminag0es, adulteracdes e garantir uma boa qualidade

dos produtos a base de plantas.
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1.2. Constituintes ativos das plantas

A OMS define "planta medicinal™ como todo o vegetal que contém, em pelo
menos um dos seus 0rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos
ou preventivos ou que sdo percursores de semi-sintese quimiofarmacéutica (Garcia,
1998). Devido a ampla diversidade de substancias bioativas, as plantas medicinais
representam um recurso terapéutico alternativo de grande aceitacdo pela populacéo e
vem crescendo junto da comunidade médica, desde que a sua eficicia e seguranca esteja
comprovada cientificamente (Cechinel & Yunes, 1998; Kinghorn, 2001; Rigotti, 2008).

1.2.1. Compostos fenodlicos

Os compostos fendlicos formam um dos maiores e mais diversos grupos de
metabolitos secundarios de plantas, sendo a sua distribuicdo quase ubiqua (Pereira et al.,
2009). Nas plantas desempenham essencialmente funcGes de defesa (contra herbivoros,
microrganismos, virus ou plantas competidoras), de sinalizacdo (atracdo de agentes
polinizadores ou dispersores de sementes), e de protecdo da radiacdo UV ou de
oxidantes (Daayf & Lattanzio, 2008). Além de possuirem propriedades antioxidantes e
farmacoldgicas (Fernandez et al.,, 1998; Hollman & Katan, 1998), conferem
caracteristicas sensoriais aos alimentos (e.g. cor, sabor e aroma) (Peleg et al., 1998).
Este conjunto de compostos pode ser dividido em varios grupos, de acordo com 0
namero de anéis benzénicos e os elementos estruturais que se ligam aos anéis. Incluem
os flavonoides, os &cidos fenodlicos, os taninos, as cumarinas e 0s estilbenos
(Balasundram et al., 2006). No entanto, os acidos fenolicos e os flavonoides sdo os dois
grupos principais.

Os &cidos fendlicos dividem-se em derivados do &cido benzoico e derivados do
acido cinamico (Figura 6) (Brett & Ghica, 2003; Blasco et al., 2005). Os derivados do
acido benzoico possuem a estrutura base Cs-C;. Os derivados do acido cindmico,
geralmente sob a forma de heterdsidos fenilpropanoicos, de estrutura base Cs-Cgs, S40 0S
mais difundidos na natureza. Tradicionalmente, as plantas contendo estes compostos
(e.g. alecrim) sdo empregues como coleréticas e hipocolesterolémicas. O potencial
antioxidante destes compostos tem sido estudado mos ultimos anos (Cunha, 2005), o

qual depende da posi¢do e do numero de grupos hidroxilo presentes na molécula (Rice-
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Evans et al., 1996). A ligacdo dupla existente na cadeia lateral dos derivados do acido
cindmico (Figura 6 B) contribui, provavelmente, para que o radical fenoxilo que se
forma apds a reacdo com radicais livres seja estabilizado por ressonancia; por essa
razdo, estes compostos apresentam maior atividade antioxidante do que os derivados do
acido benzoico (Valentdo, 2002; Silva et al., 2004; Silva, 2005; Seabra et al., 2006).

OH OH

HO HO
R’ R’

Acidos benzoicos Acidos cinamicos

Figura 6. Estrutura quimica de &cidos fendlicos derivados do &cido benzoico (acido p-
hidroxibenzoico: R = R' = H; 4cido galico: R = R’ = OH; 4cido protocatéquico: R = OH, R’ = H;
acido vanilico: R = OCHg, R’ = H e 4cido siringico: R = R’ = OCH3;) e derivados do 4cido cindmico
(&cido p-cumdrico: R = R’ = H; 4cido cafeico: R = OH, R’ = H; 4cido ferilico: R = OCH3;, R’=H e
acido sinapico: R =R’ = OCH3).

Os flavonoides representam a maior classe de polifendis, com cerca de 8000
compostos descritos, amplamente distribuidos no reino vegetal. Sdo sintetizados nas
plantas e participam na fase luminosa da fotossintese durante a qual catalisam o
transporte de eletrdes (Cunha, 2005). Estes compostos de baixa massa molecular séo
formados por 15 atomos de carbono, organizados na configuracdo Cg-C3-Ce. A flavona
(Figura 7) é a estrutura base destes compostos, ou seja, sdo formados por dois anéis
aromaticos (anéis A e B) unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico do
tipo pirano, designado por anel C (Brett & Ghica, 2003; Seabra et al., 2006).

Os flavonoides sdo compostos de origem biossintética mista, em que a sua
formagéo ocorre pela unido de uma subunidade fendlica (anel A), proveniente da via do
acetato, a uma subunidade da via do xiquimato, constituida por um anel aromatico (anel
B) ligado a uma cadeia com trés &tomos de carbono. As diferencas estruturais
encontradas no anel C permitem classificar os diferentes flavonoides em classes
(Figura 7), tais como flavonas, flavonois, flavanonas, flavandis (ou flavan-3-0is),
antocianidinas e isoflavonoides (Valentdo, 2002; Ferreira & Abreu, 2007). Substituicdes

nos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada classe dos flavonoides.
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As flavonas, os flavondis e os isoflavonoides constituem 80% dos flavonoides,
encontrando-se normalmente na forma glucosilada (Cunha et al., 2007). Geralmente o
glucdsido encontra-se na posicao 3, podendo também surgir na posicdo 7. A glucose é o
glucésido mais comum, mas também ocorre galactose, arabinose, ramnose, apiose,
acidos glucurdnico e galacturdnico, sendo também possivel a presenca sob formas mais
complexas (di-, tri- ou tetrassacarideos) (Harborne, 1989; Cunha, 2005; Ghica & Brett,
2005). As formas glucosiladas promovem uma melhor absor¢édo intestinal e uma maior
biodisponibilidade destes compostos. No entanto, apresentam menor atividade
antioxidante que a aglicona correspondente (Rice-Evans et al., 1996; Hopia &
Heinonen, 1999; Fukumoto & Mazza, 2000), o que pode ser explicado pela sua maior

hidrofilia, o que dificulta o acesso do antioxidante a fase lipidica (Heim et al., 2002).

Flavonas Flavanonas
g S
OH
Flavanois Antocianidinas Isoflavonoides

Figura 7. Estrutura quimica das principais classes de flavonoides. Flavonas: grupo carbonilo na
posicdo 4 e ligacdo dupla entre as posi¢des 2 e 3; Flavondis: grupo carbonilo na posicéo 4, ligacéo
dupla entre as posicOes 2 e 3 e grupo hidroxilo na posi¢do 3; Flavanonas: grupo carbonilo na posicdo
4; Flavanéis: grupo hidroxilo na posicdo 3; Antocianinas: grupo hidroxilo na posicdo 3 e duas
ligagdes duplas, uma entre o 4tomo de oxigénio e o carbono 2 e outra entre 0s carbonos 3 e 4;
Isoflavonoides: grupo carbonilo na posicédo 4 e anel B ligado a restante molécula através do carbono

3, podendo ainda possuir uma ligagéo dupla entre os carbonos 2 e 3.

O potencial antioxidante dos compostos fendlicos assenta essencialmente no seu
elevado potencial para captar radicais livres, tais como radicais superoxido, hidroxilo e

peroxilo (Halliwell et al., 2000; Yanishlieva-Maslareva, 2001), através de mecanismos
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de transferéncia de atomos de hidrogénio e de eletrdes (Wright et al., 2001). Apesar de
ndo reagirem rapidamente com o peroxido de hidrogénio, estes antioxidantes s&o
capazes de captar o oxigénio singleto e o acido hipocloroso (Paya et al., 1992). A partir
de varios estudos sobre atividade antioxidante de flavonoides foi possivel estabelecer
algumas relacGes entre a sua estrutura quimica e a referida atividade. As caracteristicas
estruturais associadas a acdo antioxidante sdo (Valentdo, 2002; Silva et al., 2004; Silva,
2005; Seabra et al., 2006): a configuracdo dos grupos hidroxilo do anel B (substituicdo
orto-3’,4’-di-hidroxi); a existéncia da ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3 em
combinagdo com o grupo carbonilo na posicdo 4 no anel C; e a presenca de grupos
hidroxilo na posicdo 3 do anel C e na posi¢do 5 do anel A. A quercetina (Figura 8) é

um composto que preenche todos 0s requisitos estruturais referidos anteriormente.

Figura 8. Estrutura quimica da quercetina e grupos estruturais envolvidos na atividade antioxidante

dos flavonoides.

Os compostos fendlicos podem quelatar ides metalicos. Porém, esta capacidade
podera conferir-lhes algum poder pro-oxidante na medida em que podem reduzir os ides
metélicos, aumentando desta forma a formacéo de radicais livres via reacdo de Fenton
(Rice-Evans et al., 1995; Decker, 1997; Brown et al., 1998; Croft, 1998). Contudo, 0s
compostos fendlicos podem interagir sinergicamente com outros antioxidantes, tais
como o &cido ascorbico e os tocoferois, proporcionando efeitos benéficos peculiares
(Croft, 1998; Liao & Yin, 2000; Shi et al., 2001).
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1.2.3. Tocoferéis

O termo “vitamina E” engloba vérios compostos lipossoluveis quimicamente
semelhantes que partilham uma estrutura quimica base. Essa estrutura € comum ao
conjunto de todos os tocoferois e tocotriendis (Figura 9), os quais apresentam quatro
isoformas de origem natural, designadas por a-, B-, y- e 8-, que diferem no numero e

posicdo dos grupos metilo no anel aromético (Machlin, 1991).

R2
HO

R1 0O

CH
Tocoferol

Tocotrienol

Figura 9. Estrutura quimica dos tocoferdis e dos tocotriendis (a-tocoferol/tocotrienol: R1 = R2 =
CHjs; p-tocoferol/tocotrienol: R1 = H, R2 = CHjs; y-tocoferol/tocotrienol: R1 = CH3, R2 = H; -
tocoferol/tocotrienol: R1 = R2 = H).

Os tocoferdis e os tocotriendis sdo moléculas estruturalmente semelhantes,
ambas constituidas por um anel cromanol e uma cadeia alifatica lateral formada por
dezasseis carbonos na posicdo carbono 2. E esta cadeia lateral que os distingue, sendo
os tocoferois constituidos por uma cadeia fitilo, enquanto os tocotriendis possuem uma
cadeia similar mas com trés ligagdes duplas nas posi¢des 3°, 7 e 11’ (Figura 9),
denominada por cadeia isoprenoide insaturada (Yoshida et al., 2002).

Estes antioxidantes lipofilicos sdo sintetizados por organismos fotossintéticos,
ocorrendo maioritariamente em folhas e sementes (Munne-Bosch & Alegre, 2002;
Ouchikh et al., 2011). Relativamente a composi¢do em isoformas, o y-tocoferol é
vulgarmente predominante em 6leos de sementes, enquanto o a-tocoferol é a forma
mais abundante em folhas, havendo algumas exceg¢des (Szymanska & Kruk, 2008). Em

animais, o a-tocoferol é a forma predominante de vitamina E no plasma, nos eritrocitos
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e no figado. Esta vitamina é transportada na corrente sanguinea pelas lipoproteinas
(Pinto, 2010). O a-tocoferol tem sido a forma mais estudada em investigacao clinica,
animal ¢ bioquimica. Apesar do y-tocoferol ser a forma predominante de vitamina E na
dieta norte-americana (McLaughlin & Weihrauch, 1979) tem recebido pouca atencéo
devido a baixa biodisponibilidade e bioatividade em modelos animais (Brigelius-Flohé
& Traber, 1999). Em alimentos, os tocoferdis podem estabilizar os &cidos gordos
prevenindo a rancificacdo durante o armazenamento (Li et al., 2007).

A vitamina E encontra-se entre os antioxidantes mais importantes no combate ao
stresse oxidativo (Fang et al., 2002; Kim et al., 2012); no entanto, apesar de serem
compostos intimamente relacionados quimicamente, possuem graus variados de
atividade bioldgica (Suarna et al., 1993; Suzuki et al., 1993; Kamat & Devasagayam,
1995; Black et al., 2000; O'Byrne et al., 2000; Sen et al., 2000; Packer & Weber, 2001;
Qureshi et al., 2001; Xu et al., 2001). Estas moléculas inibem a producdo de radicais
peroxilo (LOO") induzida por espécies reativas de oxigénio (ROS), protegendo assim as
células da peroxidacdo dos acidos gordos polinsaturados (PUFA) na membrana
fosfolipidica, de danos oxidativos das lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
proteinas celulares, ADN, e da degeneragdo membranar (Fang et al., 2002).

No processo de peroxidacdo lipidica, os tocoferéis (TOH) atuam como
antioxidantes através da cedéncia de um atomo de hidrogénio aos radicais peroxilo
(LOO") produzidos a partir dos PUFA dos fosfolipidos membranares ou lipoproteinas,

originando um hidroperéxido lipidico estavel (LOOH) e um radical tocoferoxilo (TO"):
TOH + LOO" — TO" + LOOH

Por sua vez, o TO" pode reagir com outros radicais peroxilo ou tocoferoxilo
formando produtos mais estaveis e menos reativos que o LOO" (Buettner, 1993; Kamal-
Eldin & Appelqgvist, 1996; Ferreira et al., 2009). Os tocoferdis também podem reagir

com radicais alcoxilo (LO) formados no processo de propagacao:
TOH + LO" — TO" + LOH

Em casos muito especiais, quando o oxigénio estd presente em quantidades
limitantes e os hidroperdxidos em quantidades desprezaveis, os tocoferdis podem reagir

diretamente com radicais alquilo (L") (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996):

TOH+L — TO" + LH
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A natureza aromatica do sistema do anel do tocoferol, combinada com
influéncias estereoquimicas e eletronicas dos substituintes metilo, estabilizam o radical
tocoferoxilo. No entanto, este radical pode reagir com lipidos insaturados (LH) ou

hidroperdxidos lipidicos (LOOH), iniciando a oxidacao lipidica (efeito pro-oxidante):
TO'+LH — TOH + L’
TO"+ LOOH — TOH + LOO’

De forma a evitar este efeito, 0 TO" poder ser reduzido de volta a TOH pelo
ascorbato (AsH’) (Figura 10) (Buettner, 1993; Chew, 1995; Nagaoka et al., 2007) ou
pela glutationa (GSH) (Wefers & Sies, 1988; Winkler, 1992; Liebler & Reed, 1997).
Nesta etapa, o tocoferol (TOH) cede um aomo de hidrogénio ao radical originando um
hidroperéxido (LOOH) e um radical tocoferoxilo (TO"). O ascorbato (AsH), na
interface da membrana celular, regenera o tocoferol (TOH) através da cedéncia de um

atomo de hidrogénio, transformando-se em semidesidroascorbato (As™).

Figura 10. Esquema representativo da reducéo do radical peroxilo (LOO") pelo tocoferol (TOH) e
reducdo do radical tocoferoxilo (TO") de volta a tocoferol (TOH) pelo ascorbato (AsH) (Wikimedia,
2011).

Nos anos 80 do seculo XX, verificou-se que doentes com sindrome de

malabsorc¢éo, relacionado com a diminuic¢éo da absorcdo ou de transporte de vitamina E,
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desenvolviam varios sintomas neurol6gicos cuja progressdo podia ser prevenida pela
administragdo de vitamina E (Sokol, 1988). Estudos epidemioldgicos demostraram uma
diminuicdo do risco de doenca de Alzheimer e Parkinson, bem como um atraso na
progressdo da doenca e um baixo risco no desenvolvimento de deméncias em
individuos submetidos a dietas muito ricas em vitamina E (Golbe et al., 1998; Engelhart
et al., 2002).

O a-tocoferol é geralmente indicado como o tocoferol biologicamente mais ativo
(Bieri & Evarts, 1974; Halliwell & Gutteridge, 1999). No entanto, esta afirmacao
advém de uma generalizacdo decorrente da mé interpretacdo dos resultados da literatura
mais antiga. Trabalhos recentes demonstraram que tocofer6is sem grupos metilo, tais
como o y-tocoferol, podem suprimir RNS de forma mais eficaz relativamente ao a-
tocoferol e assim proporcionar efeitos benéficos peculiares. O y-tocoferol possui
propriedades anti-inflamatorias, antineoplésicas e antidiuréticas. Mais ainda, dados
epidemioldgicos recentes sugerem que este tocoferol constitui um fator de risco mais
negativo para determinados tipos de cancro e enfartes do miocardio em relagdo ao a-
tocoferol (Hensley et al., 2004).

Todas as isoformas de tocoferdis e tocotriendis podem ser analisadas com
precisdo recorrendo a técnicas cromatograficas (Abidi, 2000; Piironen, 2000; Rupérez et
al., 2001). A cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase normal com detecdo de
fluorescéncia (NP-HPLC-FLD) ¢ a técnica vulgarmente mais utilizada (Alasalvar et al.,
2003; Panfili et al., 2003; Hewavitharana et al., 2004). Outros meios de separagédo
incluem a cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC), a
cromatografia gasosa (GC) e a eletrocromatografia capilar (Abidi et al., 2002). A
espetrometria de massa (MS) combinada com HPLC auxilia na identificacdo de
compostos (Strohschein et al., 1999; Stoggl et al., 2001). Os vitameros sdo
relativamente instaveis em condicOes alcalinas, devendo ser tomadas precaugdes para
evitar a sua destruicdo. Estes devem ser protegidos usando antioxidantes sintéticos, tais
como o BHT (butil-hidroxitolueno), e trabalhando sob luz difusa (Eitenmiller &
Landen, 1999).
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1.2.4. Acido ascorbico

O 4cido ascorbico (Figura 11), vulgarmente designado por vitamina C, é um
nutriente hidrossoltvel envolvido em mudltiplas funcdes bioldgicas. E essencial ao
homem e deve ser adquirido através da dieta, pois 0 n0osso organismo ndo o0 consegue
sintetizar (Salem & Baskin, 1997). Em sistemas bioldgicos, esta vitamina encontra-se
sob a forma de ascorbato (AsH"), que é a forma que atua como antioxidante ao ceder um

atomo de hidrogénio, ou um atomo de hidrogénio e um eletrdo, a um radical.

Figura 11. Estrutura quimica do &cido ascorbico.

O é&cido ascorbico é a vitamina mais termolabil, funcionando assim como
indicador de qualidade de alimentos processados, pois, se esta estiver presente indica
que, provavelmente, os restantes compostos também estdo presentes (Lin et al., 1998).
Além da importante funcdo antiescorbutica (Magiorkinis et al., 2011), esta vitamina é
um potente agente redutor, capaz de reduzir a maioria das espécies reativas
fisiologicamente relevantes (Halliwell & Gutteridge, 1999). Este composto tem a
capacidade de eliminar diretamente espécies reativas de oxigénio e de azoto (ROS e
RNS), regenerar o tocoferol, como referido anteriormente, e, portanto, participar no
mecanismo protetor contra a peroxidacao lipidica.

O ascorbato (AsH) atua como antioxidante em ambiente biolégico aquoso,
resultando na formacdo do radical semidesidroascorbato (As’) (Figura 10). Atua
eficientemente sobre o radical superdxido (O;"), o peréxido de hidrogénio (H;0,), o
hipoclorito (CIO") e os radicais hidroxilo (HO") e peroxilo (LOO"). O ascorbato pode
atuar diretamente nas membranas celulares, ao impedir a iniciacdo da peroxidagéo
lipidica ou indiretamente ao regenerar a vitamina E, que atua como antioxidante na
interface lipofilica da membrana (Chew, 1995; Nagaoka et al., 2007), como ja referido.

O radical semidesidroascorbato, que é pouco reativo, pode ser regenerado a

ascorbato ou, a partir de duas moléculas, haver formacdo de acido desidroascoérbico,
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pouco estavel a pH fisiolégico, que podera ser posteriormente reduzido a &cido
ascorbico através da glutationa (Liebler & Reed, 1997; Ternay & Sorokin, 1997;
Barreiros et al., 2006) ou ser hidrolisado irreversivelmente (Duarte & Lunec, 2005). Em
situacdo de stresse oxidativo, os niveis do radical semidesidroascorbato sdo elevados;
assim, este radical pode ser usado como indicador de stresse oxidativo em fluidos
corporeos (Pedro et al., 1993).

Apesar da grande eficiéncia antioxidante, estudos in vitro demonstraram que a
vitamina C também pode atuar paradoxalmente como pré-oxidante, favorecendo a
reacdo de Fenton, levando a formacdo de radicais hidroxilo (HO") (Liebler & Reed,
1997). In vivo os metais encontram-se indisponiveis, complexados nas proteinas
(Halliwell, 1999). No entanto, em situacdes patoldgicas em que a quantidade de ferro
e/ou cobre livre se encontra elevada, a atividade pré-oxidante pode ser relevante
(Herbert et al., 1996).

Atualmente, a vitamina C também é muito estudada no tratamento do cancro.
Acredita-se que estimule o sistema imune, iniba a formacéo de nitrosaminas e bloqueie
a ativacdo metabolica de carcinogénicos. Contudo, as ceélulas tumorais parecem
necessitar de &cido ascérbico e competem com células saudaveis por este nutriente,
provavelmente para se defenderem da ameaca oxidativa, uma vez que tumores tratados
com vitamina C tornam-se mais resistentes ao dano oxidativo (Halliwell, 2001; Gold,
2003).

1.2.5. Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais amplamente distribuidos na natureza,
sintetizados por plantas e muitos microrganismos. S0 responsaveis pela coloracao de
flores, frutos e vegetais, bem como de muitos péssaros, insetos e animais marinhos
(CaroteNature, 2000; Quiros & Costa, 2006; Pinto, 2010). Estes pigmentos conferem
aos alimentos uma coloragdo caracteristica que, através do seu processamento, pode ser
alterada. Deste modo, os carotenoides funcionam como indicadores de qualidade de
alimentos (Chen et al., 1995). No entanto, o teor destes pigmentos em frutos e vegetais
depende de varios fatores, tais como a variabilidade genética, o0 amadurecimento, o

armazenamento pés-colheita, o processamento e a preparagdo (Quirdés & Costa, 2006).
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constituidos apenas por carbono e hidrogénio, e seus derivados oxigenados, as
xantofilas (De Las Rivas, 2003; Cunha, 2005; Quirés & Costa, 2006; Pinto, 2010).
Estes compostos sdo geralmente constituidos por oito unidades de isopreno, formando
uma longa cadeia de polieno que pode conter de duas a quinze ligagdes duplas
conjugadas, o que permite muitas configuragdes cis e trans (Fraser & Bramley, 2004;
Cunha, 2005).

Dos cerca de 600 carotenoides isolados a partir de fontes naturais somente vinte,
provenientes da dieta, sdo encontrados em tecidos humanos (Pfander, 1987). Entre
estes, os principais incluem os hidrocarbonetos -caroteno e licopeno (Figura 12), e as
xantofilas astaxantina, cantaxantina, luteina e zeaxantina (EI-Agamey et al., 2004). O
grande interesse no estudo destes nutrientes deve-se as suas fungbes bioldgicas e
fisiologicas (van den Berg et al., 2000). Alguns carotenoides, além de serem
precursores de vitamina A (retinol), possuem propriedades antioxidantes e melhoram a
resposta imunoldgica (Pinto, 2010; Cunha, 2005). Mais ainda, as xantofilas

demonstraram ser eficazes na supressao de radicais livres (Krinskey, 1994).

RS T Y e e P e N

p-Caroteno

Licopeno

Figura 12. Estrutura quimica do B-caroteno e do licopeno.

Evidéncias epidemioldgicas associam altos niveis plasmaticos de carotenoides
com o risco diminuido de cancro e doengas cardiovasculares (Pinto, 2010). As
propriedades antioxidantes dos carotenoides fundamentam-se na sua estrutura,
principalmente no sistema de ligages duplas conjugadas (Cunha, 2005), tornando
possivel a captacdo de radicais livres, principalmente o radical peroxilo (LOO") (Young

& Lowe, 2001; Tapiero et al., 2004). In vitro, os antioxidantes carotenoides (CAR)
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podem reagir com radicais peroxilo (LOQ") através de varios mecanismos,
nomeadamente transferéncia de eletrGes, captacdo de hidrogénio alilico e adicdo (EI-

Agamey et al., 2004), tal como representado, respetivamente, nas seguintes equacdes:
CAR + LOO" — CAR™ + LOO
CAR + LOO" — CAR" + LOOH
CAR + LOO" — LOOCAR’

Em ambientes apolares in vivo, a transferéncia de eletroes é improvavel para o -
caroteno e licopeno. Contudo, carotenoides como a zeaxantina podem intercetar radicais
em meio aquoso e na superficie das membranas (Mortensen et al., 2001; EI-Agamey et
al., 2004). Geralmente, os radicais carotenoides, tal como os radicais tocoferoxilo e
semidesidroascorbato, sdo pouco reativos. No entanto, uma vez que os carotenoides
podem captar radicais através de diferentes mecanismos, sdo originados varios radicais
carotenoides que, por sua vez, levam a diferentes produtos finais (EI-Agamey et al.,
2004).

Alguns estudos evidenciaram que determinados carotenoides apresentam efeitos
pré-oxidantes. Quando em elevadas concentragdes podem alterar propriedades de
membranas bioldgicas, proporcionando permeabilidade a toxinas, ao oxigénio ou a
metabolitos (EI-Agamey et al., 2004). Quando em concentragdes elevadas de O, 0s
carotenoides sofrem auto-oxidacdo e a atividade antioxidante diminui. Contrariamente,
o a-tocoferol & muito mais eficiente na presenca de elevadas concentragdes de O,. Tal
facto evidencia os possiveis efeitos cooperativos entre os diferentes antioxidantes
(Woodall et al., 1997; Young & Lowe, 2001).

1.2.6. Clorofilas

A clorofila ¢ o mais ubiquo de todos os pigmentos naturais (Khachik et al.,
1986), sendo responsavel pela cor verde de todas as plantas (Sheer, 1991). Desempenha
um papel primordial na fotossintese e encontra-se associada com carotenoides, bem
conhecidos pela sua bioatividade. No entanto, estes pigmentos azuis-esverdeados séo
muitas vezes negligenciados no que diz respeito ao seu potencial impacto fisioldgico na

prevencédo de doencas cronicas (Ferruzzi & Blakeslee, 2007).
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A estrutura molecular da clorofila consiste num complexo anel porfirinico
tetrapirrélico, com um catido metalico de magnésio ligado ao centro do anel através de
duas ligacdes covalentes e duas ligacbes conjugadas (Walker & Willows, 1997). Possui
uma longa cadeia hidrofdbica de fitol, através da qual se encontra presa a membrana do
tilacoide (De Las Rivas, 2003; Fiedor et al., 2003; Proll et al., 2006). As clorofilasa e b
(Figura 13) diferem estruturalmente entre si pelos substituintes do carbono 3. A
clorofila a possui um grupo metilo (CHj3) e a clorofila b possui um grupo aldeido (CHO)
(De Las Rivas, 2003).

CHj CHs CHs

Hs;C

Figura 13. Estrutura quimica da clorofila a (X = CHs) e da clorofila b (X = CHO).

As clorofilas e os seus derivados possuem uma longa histéria de utilizacdo em
medicina tradicional e para fins terapéuticos (Kephart, 1955). O seu potencial
cicatrizante (Edwards, 1954), anti-inflamatério (Bowers, 1947; Larato & Pfau, 1970) e
desodorizante interno (Young & Beregi, 1980) tem sido amplamente estudados. Mais
ainda, a sua capacidade de atuar como fotossensibilizadores tem permitido a sua
utilizacdo em terapia fotodindmica do cancro (Henderson et al., 1997; Sternberg et al.,
1998).

Em aplica¢fes medicinais, as clorofilas e os seus derivados tém demostrado uma
elevada atividade biologica in vitro e in vivo relacionada com a prevencdo do cancro,
incluindo a atividade antioxidante, antimutagénica, a modulacdo de enzimas
metabolizadoras de xenobiodticos e a inducdo de apoptose em linhas celulares
cancerigenas. Tais resultados tém levado a investigacdo de efeitos quimiopreventivos
em humanos (Egner et al., 2001, 003). Embora se assuma que Sejam pigmentos

inabsorviveis por humanos, comecam a surgir evidéncias que sustentam que 0S

Efeito do processo de secagem no potencial antioxidante e na composicéo fitoquimica de plantas medicinais da familia Fabaceae

25



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superior Agraria

Introducéo

derivados das clorofilas podem, de facto, encontrar-se biodisponiveis (Ferruzzi &
Blakeslee, 2007). A atividade antioxidante das clorofilas baseia-se na sua capacidade de
ceder atomos de hidrogénio a radicais livres (Usuki et al., 1984; Endo et al., 1985a,b).

No entanto, as clorofilas podem apresentar atividade pré-oxidante em dleos e
gorduras comestiveis quando expostos a luz, devido as caracteristicas fotossensiveis do
anel porfirina dessas moléculas, o que facilita a formacdo de oxigénio singleto,
iniciando assim 0 processo de auto-oxidacdo. A estrutura quimica intacta do anel
porfirinico parece ser fundamental a inibicdo da auto-oxidacao lipidica (Hoshina et al.,
1998). O conteudo de clorofila e derivados é um parametro de qualidade; por essa razéo,
tais substancias devem ser removidas durante o processamento dos 6leos para aumentar
a estabilidade oxidativa dos mesmos (Levadoux et al., 1987; Minguez-Mosquera et al.,
1990; Cenkowski et al., 1993; Tautorus & Low, 1993; Gomes et al., 2003).

1.2.7. AcUcares

Os glucidos sdo compostos organicos de grande importancia na natureza,
resultantes do metabolismo priméario das plantas. S&o compostos de carbono, oxigénio e
hidrogénio, muitos dos quais obedecem a férmula empirica Cr(H20),, razdo pela qual
ja foram designados por hidratos de carbono (Wade, 1999). No entanto, existem muitas
excecdes, quer na proporcdo dos principais constituintes, quer pela presenca doutros
elementos associados, como 0 azoto, o enxofre ou o fosforo. Este vasto grupo de
compostos organicos também tem recebido a designacédo de aglcares, visto os de menor
peso molecular serem doces e sollveis em agua (Cunha, 2005).

Fazem parte dos glucidos o0s monossacarideos, o0s dissacarideos, 0s
oligossacarideos (moléculas com 3 a 10 monossacarideos), polissacarideos homogéneos
(com mais de 10 monossacarideos, originando por hidrélise 0 mesmo monossacarideo)
e o0s polissacarideos heterogéneos (por hidrolise originam dois ou mais
monossacarideos, podendo estar associados a acidos urdnicos) (Cunha et al., 2010).

Os monossacarideos, devido as propriedades redutoras, fixam com facilidade o
oxigénio, 0 que origina a passagem, na maioria dos casos, do grupo carbonilo a
carboxilo. Os dissacarideos também podem ser redutores quando a ligacdo glucosidica
implicar a funcdo redutora de um monossacarideo e um hidroxilo alcodlico de outro

monossacarideo (Cunha, 2005). Os principais aglcares redutores sdo a frutose, a

Efeito do processo de secagem no potencial antioxidante e na composicéo fitoquimica de plantas medicinais da familia Fabaceae

26



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superior Agraria

Introducéo

glucose, a maltose e a lactose. A sacarose, sendo formada por glucose e frutose (Figura
14), pode converter-se em agucar redutor se sofrer agdo enzimatica ou hidrdlise &cida.

CH,0OH
o CHQ%H
OH HO
OH O CH,OH
OH OH
N J J
Y Y
Glucose Frutose
~
Sacarose

Figura 14. Estrutura quimica da sacarose.

Os acucares livres podem ser determinados por técnicas cromatogréaficas, tais
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de indice de
refracdo (HPLC-RID) (Cotte et al., 2003; Devillers et al., 2004; Batista et al., 2011) e a
cromatografia gasosa (GC) conectada a espetrometria de massa (MS) (Sanz et al., 2002,
004; Lazaridou et al., 2004). A técnica de HPLC-RID € bastante utilizada por razdes
econdmicas, quando a analise ndo requer uma elevada sensibilidade, particularmente se
as analises forem restritas a glucidos como a glucose, a frutose e a sacarose (Glyad &
Russian, 2002; Cabalkova et al., 2007).

1.2.8. Acidos gordos

Na base dos lipidos esta a existéncia dos acidos gordos (&cidos carboxilicos de
cadeia linear ou ramificada com quatro ou mais atomos de carbono, geralmente em
namero par) que podem encontrar-se livres ou esterificando um alcool ou um poliol, tal
como o glicerol. Consideram-se provenientes do metabolismo primério, embora na sua
formacgéo haja condensacdo de moléculas de acetil-coenzima A, através do complexo
AGS (Acido Gordo Sintase) (Christie, 2003; Cunha et al., 2010). Repartem-se por
séries, a dos acidos gordos saturados (SFA), a dos seus homo6logos monoinsaturados

(MUFA) (série oleica), di-insaturados (série diénica) ou polinsaturados (PUFA) (séries
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triénica e poliénica) (Cunha, 2005). Por sua vez, os PUFA podem ser divididos em duas
familias principais, a dos 6mega-3 (n-3) e a dos émega-6 (n-6) (Gurib-Fakim, 2006).

Os acidos gordos sdo usualmente designados por nomes vulgares, geralmente
relacionados com a fonte natural de onde foram isolados inicialmente. Também sdo
usadas formas de designacdo abreviada que resumem o nimero de atomos de carbono, o
nimero de insaturacbes e 0 Sseu posicionamento na cadeia carbonada, como se
exemplifica na Figura 15 para os acidos linoleico, a-linolénico e araquidonico (Cunha,
2005).

0
12 9
18 OH
Acido linoleico — Cigo (9,12)
0]
18 15 12 9
OH
Acido a-linolénico — Cygs (9,12,15)
(0]
14 1 8 5
0 OH

Acido araquidonico — Cpo.4 (s5,8.11.14)

Figura 15. Estrutura quimica de alguns acidos gordos.

Os SFA mais comuns e abundantes em tecidos de animais e plantas sdo
compostos de cadeia linear com 14, 16 e 18 atomos de carbono, tais como o acido
miristico (14:0), o &cido palmitico (16:0) e o &cido estearico (18:0). No entanto, todos
0s possiveis homologos, de numeracao par ou impar com 2 a 36 &tomos de carbono, tém
sido encontrados na natureza sob a forma esterificada (Pinto 2010; Xiao, 2010). Estudos
epidemioldgicos (Kromhout et al., 1995; Kromhout, 2001) e clinicos (Hu et al., 2000)
tém demonstrado que a ingestao de gorduras saturadas esta associada com o aumento do
risco de doencas cardiovasculares. No entanto, sdo os SFA com 12 a 16 atomos de
carbono que parecem ser 0s maiores responsaveis pelo aumento da concentracdo das
formas prejudiciais de colesterol no sangue (colesterol total e c-LDL) (Chizzolini et al.,
1999).
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O MUFA mais abundante na natureza é o acido oleico (Cis:1 (9)) (Pinto 2010;
Xiao, 2010). O consumo elevado deste MUFA diminui os niveis de c-LDL, ao passo
que os niveis de c-HDL ndo sdo afetados significativamente (Molkentin, 2000).

A nomenclatura dos PUFA n-3 e n-6 refere-se a localizacdo da primeira ligacédo
insaturada a partir do extremo metilo (“n”) da cadeia carbonada. A primeira ligacao
dupla esté localizada no carbono 3, para os acidos gordos n-3, e no carbono 6, para 0s n-
6. O acido a-linolénico (18:3) e o acido linoleico (18:2) sdo os percursores dos acidos
gordos das séries n-3 e n-6, respetivamente. Uma vez que o organismo humano ndo tem
a capacidade de inserir uma ligacdo dupla antes do carbono 9 na cadeia carbonada do
acido gordo, nem de biossintetizar acido a-linolénico ou &cido linoleico, estes sao,
portanto, considerados &cidos gordos essenciais. A melhor fonte de PUFA n-3 é o 6leo
de peixe; contudo, o acido a-linolénico também esta presente nos cloroplastos das
células vegetais. Os PUFA n-3 encontram-se em varios 6leos vegetais ediveis e sdo, de
longe, os PUFA mais abundantes na dieta tipica ocidental (Breda, 2003; Mazza et al.,
2007; Pinto 2010; Xiao, 2010).

O aumento da razdo PUFA n-6/PUFA n-3 na dieta pode originar um estado
fisiol6gico promotor de doencas cardiovasculares (DCV) e de cancro. A protecdo das
DCV pelos PUFA n-3 e o seu favorecimento pelos PUFA n-6 parece estar relacionado
com a sua capacidade de biossintese diferencial de eicosanoides (Simopoulos, 2000). Os
eicosanoides formados a partir dos PUFA n-6 (e.g. prostaglandina E,, tromboxano A; e
leucotrieno B,) sdo biologicamente mais ativos do que 0s biossintetizados a partir dos
PUFA n-3 (e.g. prostaglandina I3, tromboxano Az e leucotrieno Bs). Quando formados
em grande gquantidade, os eicosanoides derivados dos PUFA n-6 podem contribuir para
a formacdo de trombos e ateromas, para o desenvolvimento de problemas alérgicos e
inflamatdrios, e ainda proliferacdo celular; razdes pelas quais, uma dieta rica em acidos
gordos n-6 pode originar um estado pro-trombotico, pro-inflamatério e vasoconstritor
(Assungdo, 2007). A razéo n-6/n-3 é muito alta na dieta dos paises ocidentais; por sua
vez tem sido reconhecido, por diversas organiza¢Ges de satde a nivel mundial, que 0s
PUFA deverdo formar pelo menos 3% e preferivelmente 8-23% do total de lipidos
ingeridos. De acordo com o Department of Health (1994), os valores da razdo n-6/n-3
deverdo ser inferiores a quatro.

Os acidos gordos podem ser determinados por cromatografia gasosa com detetor
de ionizacdo de chama (GC-FID), apds um processo de derivatizacdo (Batista et al.,

2011). A analise requer que os componentes dos acidos gordos sejam convertidos em
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ésteres metilicos de acidos gordos (FAME), a fim de aumentar a sua volatilidade e
assim assegurar a obtencdo de picos cromatograficos com um melhor formato. Os
FAME sdo obtidos na presenca de um catalisador (e.g. acido sulfarico) misturado ou
dissolvido em metanol (Xiao, 2010). O rendimento do processo de derivatizacdo podera
ser melhorado através da remocéo da 4gua que se forma, promovendo o aquecimento do
meio reacional (Augustin & Berry, 1983).
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1.3. Atividade antioxidante
1.3.1. Radicais livres e stresse oxidativo

Um radical livre é definido como qualquer espécie que possui um ou mais
eletrbes desemparelhados na orbital exterior. Uma vez que os eletrdes sdo mais estaveis
quando emparelhados, os radicais apresentam maior reatividade que as espécies nao
radicalares (Halliwell, 1991). Os radicais livres derivados do oxigénio incluem as
chamadas ROS e representam a classe mais importante de radicais livres geradas pelo
organismo (Ferreira & Abreu, 2007). Chega-se, portanto, a um aparente paradoxo: se,
por um lado, o oxigénio molecular (O,) é essencial a vida aerébia, por outro, com as
lesbes celulares que progressivamente induz por acdo das ROS, e que se vao
acumulando a nivel celular, podera ser responsabilizado pela perda de funcionalidade
celular, tecidular ou organica que ocorre de forma progressiva com a idade, ou seja,
pelo envelhecimento (Bejma et al., 2000; Mota et al., 2004). Este fendmeno &
designado por “paradoxo do oxigénio” (Gilbert, 2000).

Em organismos aerdbios, os radicais livres sdo produzidos durante o
funcionamento normal da célula, a maior parte sob a forma de ROS e de RNS. Depois
de produzidos, a maior parte destes radicais livres é removida pelas defesas
antioxidantes. Para um funcionamento normal do organismo é necessario que haja um
equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas antioxidantes. Quando este
equilibrio ndo é verificado, devido a uma producdo excessiva de radicais livres ou a
uma deficiéncia nas defesas antioxidantes da célula, diz-se que o organismo estd em
stresse oxidativo (Ferreira & Abreu, 2007).

No entanto, em concentracdes baixas ou controladas, as ROS e as RNS séo
essenciais para a existéncia e o desenvolvimento das células, estando envolvidas em
varios processos fisioldgicos (Fridovich, 1990; Bast et al., 1991; Ferreira & Abreu,
2007). Estas espécies desempenham um papel fundamental na sinalizacéo celular e na
ativacdo de genes (e.g. H,O,). Sdo os principais agentes de defesa libertados pelos
neutréfilos contra virus e bactérias durante a fagocitose, sendo os agentes responsaveis
pela dilatacdo dos vasos sanguineos; e participam na manutencdo da pressao arterial e
no metabolismo de xenobioticos (e.g. NO") (Kohen & Nyska, 2002; Caballero et al.,
2005; Seabra et al., 2006).
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Na Figura 16 sdo apresentadas algumas das principais vias de producdo de
ROS. A adi¢do de um eletrdo ao oxigénio molecular (O,) gera o anido superéxido (O;"),
considerado o ROS “primario”. Este radical pode originar outros radicais “secundarios”
através da interacdo com outras moléculas, tais como o perédxido de hidrogénio (H20,) e
o radical hidroxilo (HO") (Ferreira et al., 2009). O HO', formado através da reacdo de
Fenton, tem um tempo de vida muito curto mas é extremamente reativo, sendo mesmo o
radical que causa mais danos (Halliwell et al., 1995; Kohen & Nyska, 2002; Ferreira et
al., 2009). Ataca principalmente moléculas de ADN, danificando o esqueleto de

desoxirribose, bem como purinas e pirimidinas (Ferreira et al., 2009).

i Mitocdndria CTE i
i NADPH oxidases i
1

1 Xantina Oxidase E

________ oo
iEIetrC)es
Oy
O —» 0" ———» HO* 1= —Lb FNs e D] ]
N l LH L L LH
HyOn
O, +OI
I\EO' —* ONOO
:r_;\l_o_;int_a_s;s"i |:| Formacédo de ROS |:| Peroxidacao lipidica

Figura 16. Esquema representativo de algumas das principais reacdes que envolvem espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de azoto (RNS). Apresentam-se as fontes endogenas
de ROS/RNS mais representativas (retdngulos tracejados): Cadeia transportadora de eletrdes
mitocondrial (CTE), NADPH oxidases e Xantina oxidase para as ROS e NO sintases para as RNS.
Os anides superdxido (O,) produzidos podem ser transformados em peréxido de hidrogénio (H,0,)
e radicais hidroxilo (HO"). Estes radicais podem reagir com lipidos membranares (LH), promovendo
0 processo de peroxidacdo lipidica originando radicais lipidicos (L), radicais peroxilo (LOO") e
hidroperdxidos lipidicos (LOOH). A sintase do 6éxido nitrico mitocondrial (NOS) produz 6xido
nitrico (NO’), que combina com o anido superéxido para produzir peroxinitrilo (ONOQO"). Quando
em excesso, todos estes ROS podem causar danos mitocondriais e celulares (Ferreira & Abreu,
2007).

As ROS séo geradas atraves de varios processos biologicos, nomeadamente na

cadeia respiratdria mitocondrial durante a reducdo do oxigénio a dgua para producao de
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energia, via xantina oxidase, via NADPH oxidase em células fagociticas, via sintese de
prostaglandinas no reticulo endoplasmatico liso e no sistema enzimatico citocromo
P450 que envolve reagdes de destoxificacdo de farmacos e outros xenobidticos (Myers,
1997; Acworth et al., 1997; Kohen & Nyska, 2002). As mitocéndrias, sendo as
principais fontes de ROS, sdo também um dos primeiros alvos de ataque destes radicais.
Uma vez que a cadeia respiratoria é composta por proteinas transmembranares que
existem na membrana mitocondrial interna, a formacdo de ROS ocorre perto da
membrana. Assim, as ROS tém facil acesso aos lipidos membranares, especialmente
sensiveis ao ataque de radicais livres. A este ataque chamamos peroxidacdo lipidica e
promove a formacdo de véarias ROS (Ferreira & Abreu, 2007; Ferreira et al., 2009).

A peroxidacdo lipidica acarreta alteracbes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares, havendo uma consequente perda de seletividade na troca ionica e
na libertacdo do contetdo de organelos, como enzimas hidroliticas de lisossomas, e
formagdo de produtos citotoxicos (como o malonaldeido), culminando com a morte
celular (Halliwell, 1991; Comporti, 1998). Contudo, os processos de peroxidacdo
lipidica nem sempre sdo prejudiciais, pois 0s seus produtos sdo importantes na reacao
em cascata a partir do acido araquidoénico (formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na
resposta inflamatoria (Halliwell & Gutteridge, 1990). Porém, o excesso de tais produtos
pode ser lesivo (Ross & Moldeus, 1991).

A peroxidacdo lipidica é uma reacdo de propagacdo em cadeia que pode ser
dividida nas etapas de iniciagdo, propagacédo e terminacdo (Comporti, 1998). Comeca
normalmente com a extragdo de um atomo de hidrogénio de uma cadeia polinsaturada
de um lipido (LH) (Figura 16), por intermédio da acdo de uma espécie reativa como 0
HO" ou 0 H,0,, formando-se um radical lipidico (L") e H,O (Reacédo de iniciacdo). Na
primeira etapa de propagacao, o L’ reage rapidamente com o O,, resultando um radical
peroxilo (LOQO") que, por sua vez, sequestra um novo atomo de hidrogénio de um LH
formando novamente um L’ e hidroperéxidos lipidicos (LOOH), sendo a segunda etapa
da propagagéo. Os LOOH podem facilmente ser decompostos para formar novamente
radicais L". A terminagdo ocorre quando os radicais (L e LOQO") produzidos nas etapas
anteriores se aniquilam originando produtos ndo radicalares ou quando intervém as
defesas antioxidantes, nomeadamente a glutationa e o a-tocoferol (Ferreira &
Matsubara, 1997; Ferreira et al., 2009; Magalhaes, 2009).

A peroxidagdo lipidica pode ser catalisada por iGes de metais de transi¢éo, por

conversao de LOOH em radicais altamente reativos (LO", HO" e LOQ") que, por sua
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vez, podem iniciar uma nova cadeia de reagc0es, denominada ramifica¢do. Esta serie de
reacOes de propagacdo em cadeia, se ndo forem travadas atempadamente, podem causar
danos muito superiores aos causados pelas ROS que iniciam a reacdo (Halliwell &
Chirico, 1993; Ferreira et al., 2009).

A peroxidagdo dos lipidos constitui a principal causa de deterioracdo das
gorduras, com implicacdo direta no seu valor comercial mas também de todos os
produtos que a partir delas sdo formulados (e.g. alimentos, cosméticos e farmacos).
Durante as etapas de transformacdo e armazenamento, as gorduras podem sofrer
alteracbes do tipo oxidativo, com consequente alteracdo do flavor original e o
aparecimento de odores e gostos caracteristicos do ranco, o qual representa para o
consumidor uma importante causa de depreciacdo ou rejeicdo (Halliwell & Chirico,
1993; Castera-Rossignol & Bosque, 1994). Este tipo de rea¢es ndo s6 diminui o tempo
de vida e o valor nutritivo dos produtos alimentares, como podem gerar compostos
nocivos (Frankel, 1993). Os antioxidantes podem retardar a rancificagdo, diminuindo a
velocidade da reacdo ou prolongando o seu periodo de indugdo (Castera-Rossignol &
Bosque, 1994; Halliwell et al., 1995; Berset & Cuvelier, 1996).

Além das ROS, é importante salientar a existéncia de RNS, tais como o 6xido
nitrico (NO"). Este radical € sintetizado nos organismos vivos pelas sintases do ¢xido
nitrico (NOS) (Figura 16) ao converter o aminoacido arginina em NO" e citrulina (von
Bohlen & Halbach, 2003; Ghafourifar & Cadenas, 2005):

Arginina %, NO" + Citrulina

O NO’ é muito abundante e desempenha um papel de mensageiro molecular,
estando envolvido na regulacdo de diversos processos fisiolégicos tais como:
transducdo de sinais, neurotransmissdo, relaxamento do mdusculo liso, inibicdo da
agregacdo plaquetaria, regulacdo da pressdo sanguinea, controlo do sistema imunitario,
aprendizagem e memoria (Moncada et al., 1991; Nagano, 1999). Alguns dos efeitos
toxicos observados em células expostas a um excesso de NO™ ndo se devem diretamente
a acdo deste radical, mas sim a acdo dos seus produtos de oxidacdo, nomeadamente o
peroxinitrilo (ONOQ"), que é um potente agente oxidante e pode causar fragmentagéo
de ADN e oxidacdo lipidica (Eiserich et al., 1996; Koppenol, 1998).

As varias espécies reativas que afetam os sistemas vivos podem ter uma origem

endogena ou exogena. Além das fontes enddgenas referidas anteriormente, as fontes

Efeito do processo de secagem no potencial antioxidante e na composicéo fitoquimica de plantas medicinais da familia Fabaceae

34



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superior Agraria

exogenas englobam a prépria molécula de O, e 0 O3, a exposi¢do a radiagdes ionizantes

Introducéo

e ndo-ionizantes, a poluicdo ambiental, o alcoolismo e tabagismo, os farmacos, uma
grande variedade de xenobidticos com atividade pré-oxidante (e.g. toxinas, pesticidas,
herbicidas e outros quimicos) e as infe¢cdes microbianas (Kohen & Nyska, 2002; Seabra
et al., 2006). Assim, o stresse oxidativo pode ter causas naturais, cComo as que ocorrem
em situacBes de exercicio fisico extremo ou em processos de inflamagdo; mas pode
também ter causas ndo naturais como a presenca de xenobioticos no organismo ou em
situacOes relacionadas com varias doengas (Figura 17) (Ferreira et al., 2009).

Os radicais livres, quando em excesso, podem danificar todo o tipo de
biomoléculas, incluindo &cidos nucleicos, lipidos membranares, proteinas e glucidos,
inibindo a sua funcdo normal (Halliwell, 1996; Valko et al., 2007). Desta forma, o
stresse oxidativo pode estar relacionado com um conjunto variado de fenémenos
biolégicos e numerosas patologias, incluindo varios tipos de cancro, processos
inflamatorios, artrite reumatoide, asma, diabetes, cirrose, doencgas cardiovasculares,
doencas oculares, aterosclerose, doencas de Parkinson e Alzheimer, desordens do foro
neuroldgico e o processo de envelhecimento (Figura 17) (Halliwell, 1996; Kohen &
Nyska, 2002; Valko et al., 2007; Ferreira et al., 2009; Shekhawat et al., 2010). Em
condigdes extremas de stresse oxidativo, os danos podem causar 0 esgotamento dos
niveis de ATP, o que evita uma apoptose celular controlada e provoca a falha total do

funcionamento celular, causando necrose (Lelli et al., 1998; Lee & Shacter, 1999).

__________________________________________________

| CAUSAS i A Y ' CONSEQUENCIAS !
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i Alvos
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. .. Proteinas F . .
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Figura 17. Principais causas e consequéncias da acdo dos radicais livres (Ferreira et al., 2009).
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Para combater ou evitar o stresse oxidativo, os antioxidantes naturais ou de
sintese desempenham um papel crucial no auxilio ao sistema protetor endégeno (Liu,
2003; Ferreira & Abreu, 2007), podendo funcionar como um tipo de medicina

preventiva (Krishnaiah et al., 2011).

1.3.2. Antioxidantes e fitoquimicos

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias naturais ou sintéticas
adicionadas aos produtos a fim de prevenir ou retardar a sua deterioragdo pela agdo do
oxigenio. Em bioguimica e medicina, os antioxidantes sdo definidos como enzimas ou
outras substancias organicas, tais como a vitamina E ou o B-caroteno, capazes de
neutralizar os efeitos prejudiciais da oxidacdo em tecidos animais (Huang et al., 2005).

Existem varios tipos de antioxidantes, podendo ser classificados mediante 0s
mecanismos associados. Estes podem ser preventivos, captadores, reparadores ou de
adaptacdo (Niki, 2010). Os antioxidantes preventivos constituem a primeira linha de
defesa do organismo (e.g. SOD e CAT), suprimindo a formacdo de ROS. Os
antioxidantes captadores funcionam como segunda linha de defesa, removendo
rapidamente espécies reativas, impedindo o ataque a varias biomoléculas (e.g. a-
tocoferol, acido ascorbico e GSH). Por sua vez, os antioxidantes reparadores atuam
numa terceira linha de defesa do organismo. Estes atuam reparando lesdes, eliminando
residuos ou reconstituindo func@es perdidas (e.g. proteases, fosfolipases e transferases).
Por Gltimo, os antioxidantes de adaptacdo, que constituem uma quarta linha de defesa,
exercem uma funcdo de adaptacdo, em que cada antioxidante é produzido na altura certa
e transferido na quantidade necessaria para as posi¢cdes adequadas.

As defesas antioxidantes podem ser enzimaticas ou ndo enzimaticas (Ferreira et
al., 2009). As defesas antioxidantes enzimaticas sdo em grande nimero e encontram-se
espalhadas por todo o organismo, tanto no meio intracelular como no meio extracelular.
Estas defesas incluem a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa
peroxidase (GSH-Px), a glutationa redutase (GSH-R), entre outras (Sies, 1993; Ferreira
& Abreu, 2007).

A SOD protege as células aerébias da acdo do anido superdxido (O."),
catalisando a conversdo deste radical em peroxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio
molecular (O) (Somani et al., 1997; Ferreira et al., 2009):
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20, + 2H" 222, H,0, + O,

O peroxido de hidrogénio formado é posteriormente transformado em &gua e
oxigénio molecular pela CAT nos lisossomas:

2H,0; —5 2H,0 + 0,

A GSH-Px é uma enzima dependente de selénio que catalisa a reducdo do
peroxido de hidrogénio (H.O,) e de hidroperdxidos organicos (ROOH) a agua, a custa
da oxidacdo da glutationa (GSH), que serve de cofator a enzima (Somani et al., 1997;
Ferreira & Abreu, 2007):

GSH-PX

2GSH + H,0; —— GS-SH + H,0

2GSH + ROOH %, ROH + H,0 + GS-SH

Esta enzima encontra-se em grandes quantidades quer no citoplasma quer nas
mitocondrias. A sua distribuicdo € complementar a da CAT, que ndo existe na
mitocondria. Assim, esta enzima exerce um papel fundamental na metabolizacdo do
peroxido de hidrogénio (Halliwell & Gutteridge, 1999).

A GSH-R é uma enzima citosolica essencial na manutencdo do quociente
GSH/GS-SG, regenerando a GSH na forma reduzida a partir da GS-SG, usando o
NADPH como cofator (Halliwell & Gutteridge, 1999):

GS-SG + NADPH + H* =%, 2GSH + NADP*

A relagdo GSH-R/GSH-Px evidencia se o sistema de reciclagem da GSH
funciona corretamente. Se esta razdo diminuir significa que a célula ndo produz GSH
suficiente para destoxificar o H,O, e os hidroperdxidos, aumentando a probabilidade de
ocorrer dano oxidativo (Liebler & Reed, 1997; Kohen & Nyska, 2002).

E importante salientar que as defesas antioxidantes enzimaticas apresentam
interacOes sinergicas, a fim de manter os niveis de radicais livres dentro dos limites
fisioldgicos. Enquanto a SOD e a CAT atuam principalmente em regides hidrofilicas, a
GSH-Px protege regides hidrofébicas, com especificidade para perdéxidos lipidicos
(Michiels et al., 1994).
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Além das enzimas, as células contém outros compostos antioxidantes que Ihes
conferem uma maior protecdo contra os radicais livres, visto os antioxidantes
enzimaticos ndo serem suficientes para neutralizar todos os radicais produzidos. Tais
compostos antioxidantes ndo enzimaticos advém da dieta, sendo a maioria de origem
vegetal e designam-se por fitoquimicos. Muitos sdo essenciais, pois 0 N0SSO organismo
ndo os consegue sintetizar, tais como o acido ascorbico, o a-tocoferol e os flavonoides
(Patel, 2008). Os fitoquimicos englobam carotenoides (e.g. a-caroteno, B-caroteno, f-
criptoxantina, luteina, zeaxantina, astaxantina e licopeno); compostos fendlicos: acidos
fendlicos (e.g. &cidos hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos), flavonoides (e.g.
flavondis, flavonas, flavandis, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides), estibenos,
cumarinas e taninos; alcaloides; compostos azotados (e.g. derivados da clorofila,
aminoacidos e aminas) e compostos organossulforados (e.g. isotiocianatos, indoles,
compostos de enxofre alilicos) (Ferreira & Abreu, 2007).

Tais antioxidantes exdgenos, componentes da dieta, constituem o principal
mecanismo antioxidante ndo enzimatico do organismo (Kohen & Nyska, 2002). Por
essa razdo, uma dieta rica em fruta e vegetais é altamente benéfica devido a complexa
mistura de compostos antioxidantes presente. Esta combinacao de fitoquimicos, alguns
hidrofilicos outros lipofilicos, pode atuar de uma forma aditiva ou sinérgica no
organismo humano de uma forma superior a capacidade de um Unico antioxidante, por
mais eficaz que seja. Assim, 0s compostos antioxidantes/bioativos sdo mais
convenientemente adquiridos a partir de uma dieta alimentar completa do que a partir de
quaisquer suplementos dietéticos (Ferreira & Abreu, 2007).

Além da importancia dos fitoquimicos na dieta, quando presentes ou adicionados
a alimentos, exercem igualmente um efeito protetor; preservam as propriedades
organoléticas e nutricionais, prolongam o prazo de validade e previnem a formacéo de
produtos de decomposicdo oxidativa pela acdo da luz, temperatura e humidade. Assim,
0s compostos bioativos sdo de grande importancia no setor alimentar e biotecnolégico
podendo ser usados em diversas aplicagdes, principalmente no desenvolvimento de
aditivos alimentares, nutracéuticos, alimentos funcionais e farmacos com acdo anti-
inflamatdria, digestiva, antinecrética, neuroprotetora e hepatoprotetora, podendo
envolver um mecanismo antioxidante e/ou captador de radicais livres (Perry et al.,
1999; Lin & Huang, 2002; Repetto & Llesuy, 2002; Loziene et al. 2007).
Paralelamente, existe um crescente interesse na descoberta de novos antioxidantes de

origem natural, a fim de substituir os antioxidantes sintéticos, tais como o BHA (butil-
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hidroxianisol) e o BHT (butil-hidroxitolueno), utilizados na preservagdo de alimentos,
cosmeticos e medicamentos. Esta procura deve-se ao facto dos antioxidantes sintéticos
serem muito volateis e instaveis a temperaturas elevadas, apresentarem alguns efeitos
toxicos e carcinogénicos e serem menos potentes que 0s agentes antioxidantes naturais
(Shi et al., 2001; Seabra et al., 2006; Ravikumar & Gnanadesigan, 2011).

1.3.3. Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante

Devido a diversidade quimica de compostos antioxidantes presentes em
alimentos e extratos vegetais torna-se muito dificil separar cada um deles e estuda-lo
individualmente. Adicionalmente, compostos antioxidantes individuais ndo refletem
necessariamente a capacidade antioxidante total, visto poderem existir interacfes
sinérgicas ou antagdnicas entre os diferentes compostos presentes (Huang et al., 2005;
Magalhaes et al., 2008). Tratando-se de extratos vegetais, a capacidade antioxidante ndo
depende apenas da composicdo do extrato, mas também das condi¢des do ensaio.

Na selecdo de métodos para avaliar a capacidade antioxidante deve ter-se em
atencdo se sdo métodos j& usados durante um certo periodo de tempo e por diferentes
laboratérios, de tal forma que os pontos fortes e fracos do método tenham ja sido
detetados e corrigidos. No entanto, isto ndo quer dizer que métodos mais recentes ndo
sejam potencialmente melhores (Prior et al., 2005). Os métodos padronizados devem
obedecer a varios requisitos, nomeadamente: utilizarem uma fonte biologicamente
relevante de radicais, serem simples, utilizarem um método com um mecanismo
quimico e um ponto final definidos, usarem instrumentacdo adequada, terem boa
reprodutibilidade, serem adaptaveis a ensaios com antioxidantes hidrofilicos e
lipofilicos e a utilizacdo de diferentes fontes de radicais, e serem adaptaveis a analises
de controlo de qualidade (Prior et al., 2005).

Com base nas reacfes quimicas envolvidas, os métodos mais usuais para
determinar a capacidade antioxidante in vitro podem ser genericamente divididos em
duas categorias: ensaios baseados na reacdo de transferéncia de 4&tomos de hidrogénio
(HAT) e ensaios baseados na reacdo de transferéncia de eletrdes (ET).

Os ensaios baseados em HAT avaliam a capacidade de um antioxidante eliminar
os radicais livres através da cedéncia de atomos de hidrogénio, representando o

mecanismo de reacdo da oxidacdo lipidica (Prior et al., 2005). Nestas reacdes, 0s
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antioxidantes e o substrato competem pelos radicais peroxilo (Zulueta et al., 2009). Séo
ensaios que ndo dependem da natureza do solvente nem do pH (Wright et al., 2001) e de
rapida acdo (Phipps et al., 2007). No entanto, espécies redutoras (e.g. metais) podem
causar interferéncias no método podendo levar erradamente a atividades aparentemente
elevadas (Prior et al., 2005).

Os ensaios baseados em ET detetam a capacidade de um potencial antioxidante
em transferir um eletrdo para reduzir um oxidante, incluindo metais, carbonilos e
radicais que mudam de cor quando reduzidos (Wright et al., 2001). A extensao da
mudanca de cor esta correlacionada com a concentragdo de antioxidantes na amostra. A
reatividade destes ensaios é baseada, principalmente, na desprotonacdo e potencial de
ionizacdo do grupo funcional reativo. Ao contrario das reacdes baseadas em HAT, estas
sdo dependentes do pH do meio e a avaliacdo da capacidade antioxidante € feita com
base na percentagem de diminui¢do da formacgédo do produto, sendo geralmente reactes
lentas (Wright et al., 2001).

Porém, os mecanismos HAT e ET tém muitas semelhancas e ocorrem quase
sempre em conjunto em todas as amostras, tornando-se dificil a sua diferenciacédo
(Karadag et al., 2009). Quando se pretende avaliar a capacidade antioxidante in vitro de
determinada amostra, o ideal sera combinar pelo menos dois métodos de forma a incluir
os varios modos de acgdo, originando resultados mais fidedignos (Huang et al., 2005).
Neste trabalho foram empregues quatro ensaios para avaliar a capacidade antioxidante
das flores das plantas arbustivas, dois baseados em ET (ensaio da atividade captadora de
radicais DPPH e ensaio do poder redutor) e dois baseados em HAT (ensaio da inibi¢cdo
da descoloracdo do B-caroteno e ensaio da inibicdo de substancias reativas do &cido
tiobarbitarico (TBARS)).

1.3.3.1. Ensaio da atividade captadora de radicais DPPH

O método do DPPH baseia-se na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorvancia a 515 nm
(Brand-Williams et al., 1995). O DPPH é um radical livre azotado, amplamente
estudado e utilizado em ensaios de atividade anti-radicalar in vitro, que pode ser obtido
diretamente por dissolucdo do reagente em meio organico (Cunha, 2005). Este

composto é um radical livre estavel devido a deslocalizacdo do eletrdo livre sobre a
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molécula como um todo, deste modo, a molécula ndo forma dimeros, o que seria de
esperar na maioria dos outros radicais livres. A deslocalizacéo do radical livre também é
responsavel pela cor azul-violeta intensa, caracterizada por uma absorvancia, em
solucdo alcoolica concentrada, a cerca de 515 nm. Quando a solucdo de DPPH ¢é
misturada com substancias capazes de doar &omos de hidrogénio (e.g. extratos de
plantas), a sua coloragéo intensa vai desaparecendo como consequéncia da redugdo do
radical, originando uma coloracdo amarelo palido devido a permanéncia do grupo
picrilo (Figura 18) (Molyneux, 2004; Cunha, 2005).

O,N ON
|
N—N-> NO, + AH — N—N NO,
O,N O,N
Radical DPPH’ Forma reduzida do DPPH

Figura 18. Representacdo esquematica da reducdo do DPPH’ (Molyneux, 2004).

Se representarmos o radical DPPH por X" e a molécula antioxidante por AH

obtemos a seguinte reacao:
X'+AH - XH+ A’

onde XH corresponde a forma reduzida e A" ao radical livre produzido nesta primeira
etapa. Este ultimo radical vai depois sofrer reacdes que controlam a estequiometria
geral, isto é, o nimero de moléculas reduzidas (descoradas) de DPPH por cada molécula
redutora. Esta reacdo destina-se a fornecer a ligagdo com outras reagdes que ocorrem
num sistema de oxidacdo, como a auto-oxidacdo de um lipido ou outra substancia
insaturada; a molécula X" pretende assim representar os radicais livres presentes no
sistema cuja atividade é suprimida pela substancia AH (Molyneux, 2004).

Este método tem a vantagem de ndo ser afetado por reacdes laterais, como a
quelatacdo de i6es metalicos e a inibicdo enzimatica, ao contrario de outros radicais
produzidos em laboratorio (Amarowicz et al., 2004). No entanto, o0 DPPH sé pode ser
dissolvido em meio orgéanico (e.g. solventes alcodlicos) e os resultados podem ser

afetados pelas alteracbes do DPPH por acdo da luz, do oxigénio e do tipo de solvente
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(Karadag et al., 2009). Além disso, parte do DPPH coagula acima de uma certa
percentagem de agua, impossibilitando a reacdo com antioxidantes. Outros compostos
que absorvem ao comprimento de onda de 515 nm (e.g. carotenoides) podem interferir

nos resultados (Karadag et al., 2009).

1.3.3.2. Ensaio do poder redutor

O método do poder redutor baseia-se na capacidade que os antioxidante possuem
em reduzir o Fe**/ ferricianeto (FeCls/KsFe(CN)g) & forma ferrosa (Fe®*) (Chung et al.,
2002). Dependendo do poder redutor dos compostos avaliados, a cor amarela da solugéo
altera para varias tonalidades de verde ou azul, podendo ser medida
espetrofotometricamente a 690 nm (Yen & Chen, 1995; Amarowicz et al., 2004). A
reacdo ocorre em meio acido (pH = 3,6) para manter a solubilidade do ferro (Karadag et
al., 2005). Este pH diminui o potencial de ionizagdo que impulsiona a transferéncia de
eletrbes e aumenta o potencial redox, causando uma mudancga no mecanismo de reacédo
(Pior et al., 2005). A quimica do ensaio baseado na reducéo do ferro pode ser traduzida

na seguinte equacao:
Fe**_L + antioxidante <> Fe’*—L + antioxidante oxidado

onde L corresponde ao ligando cromogénico seletivo do ido ferroso que produz o
complexo corado Fe**~L como resultado da reag&o redox.

Quando a espécie oxidante é o Fe** ou 0 Fe(CN)s*" (na composicéo do reagente
ferricianeto), forma-se respetivamente Fe?* ou Fe(CN)g* como produto da reducio com
0 antioxidante, combinando-se com o outro componente do reagente para originar
KFe[Fe(CN)g] (azul da Prissia) como produto colorido. Ou seja, quando o Fe** é usado
juntamente com o Fe(CN)e> como agente oxidante (no ensaio ferricianeto modificado),
independentemente do par de reagdes que ocorra, ambas originam 0 mesmo produto

colorido (azul da Prussia) (Berker et al., 2007):
Fe** + antioxidante < Fe®" + antioxidante oxidado
Fe?* + Fe(CN)g’~ <> Fe[Fe(CN)g]™

ou
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Fe(CN)s®~ + antioxidante <> Fe(CN)s'~ + antioxidante oxidado
Fe(CN)s* + Fe*" < Fe[Fe(CN)g]™

O ensaio do poder redutor é considerado simples, rapido, econdmico e bastante
fidvel, podendo ser aplicado de forma manual, automatizada ou semi-automatizada
(Prior et al., 2005). No entanto, qualquer substancia capaz de doar eletrbes com
potencial redox inferior ao par Fe**/Fe** pode influenciar o ensaio. Por outro lado, um
antioxidante capaz de reduzir pro-oxidantes pode ndo ser capaz de reduzir o Fe**, ndo
sendo detetados os compostos que captam radicais (Karadag et al., 2009). Outros
compostos que absorvem no mesmo comprimento de onda podem interferir na

determinacéo, causando sobrestimacao de resultados (Magalhées et al., 2008).

1.3.3.3. Ensaio da inibicao da descolorac¢iao do p-caroteno

A inibicdo da peroxidacdo lipidica pode ser avaliada através da inibigdo da
descoloracdo do B-caroteno, neutralizando o radical livre linoleato bem como outros
radicais livres formados no sistema, os quais atacam as moléculas insaturadas de -
caroteno. O método baseia-se na descoloragdo competitiva do B-caroteno durante a
auto-oxidacao (induzida pelo calor) do &cido linoleico em emulséo aquosa monitorizada
pelo decréscimo da absorvancia na regido do visivel (Miller, 1971; Kaur & Geetha,
2006; Gutierrez et al., 2006). O acido linoleico possui um grupo metileno bis-alilico
ativo ao qual é removido um atomo de hidrogénio durante a oxidagdo, formando-se
assim um radical pentadieno que ataca o B-caroteno insaturado para readquirir atomos
de hidrogénio. Quando isto acontece, os carotenoides perdem a sua cor laranja, o que
pode ser verificado espetrofotometricamente a 470 nm (Burda & Oleszek, 2001;
Amarowicz et al., 2004). Para retardar a descoloragdo do B-caroteno basta adicionar
antioxidantes individuais (von Gadov et al., 1997) ou extratos vegetais (AH) (Laguerre
et al., 2007), pois estes podem ceder atomos de hidrogénio aos radicais, prevenindo
assim a descoloracdo do B-caroteno (B-CAR) (Kaur & Geetha, 2006):

B-CAR (laranja) + ROO™ — B-CAR’ (descorado) + ROOH

B-CAR (laranja) + ROO" + AH — B-CAR (laranja) + ROOH + A’
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em que ROO" representa o radical livre linoleato, B-CAR" a forma oxidada do B-
caroteno, ROOH a forma reduzida do radical livre e A’ representa a forma oxidada do
antioxidante. Assim, a presenca de antioxidantes retarda a extensdo da descoloracdo do
[-caroteno, neutralizando o radical livre linoleato e outros radicais livres formados no
sistema (Jayaprakasha et al., 2001).

Este € um método simples e ndo requer instrumentacdo especializada
(Amarowicz et al., 2004; Karadag et al., 2009). Pode ser aplicado em ambientes
lipofilicos e hidrofilicos e pode detetar tanto a acdo antioxidante como pro-oxidante de
compostos (Ndhlala et al., 2010). No entanto, como o [-caroteno poder sofrer
descoloracdo a 470 nm por multiplas vias, a interpretacdo dos resultados pode ser dificil
(Ndhlala et al., 2010).

1.3.3.4. Ensaio da inibig&o de espécies reativas do &cido tiobarbitirico
(TBARS)

Ha mais de trés décadas que o &cido tiobarbiturico (TBA) e o malonaldeido
(MDA) séo utilizados como biomarcadores de peroxidagdo lipidica (Niki, 2009). Esta
pode ser determinada através da quantificacdo de substancias que reagem com o TBA.

A peroxidacdo lipidica, consequéncia do stresse oxidativo, esta associada a
perda progressiva do potencial da membrana, aumentando assim a sua permeabilidade e
conduzindo, por fim, a morte celular. A formacdo de TBARS em homogeneizados
cerebrais é uma consequéncia da peroxidacdo lipidica. As células cerebrais sdo
altamente sensiveis aos danos oxidativos, visto consumirem muito oxigénio, serem
relativamente deficientes em defesas antioxidantes e serem ricas em substratos
oxidaveis como PUFA e catecolaminas (Chong et al., 2005), sdo também ricas em ides
de metais de transicdo como o ferro, geralmente envolvidos em reacgdes catalisadas por
metais que levam a formac&o de espécies reativas de oxigénio.

A base quimica deste método encontra-se na constatacdo de que durante a
oxidacdo da maioria dos sistemas bioldgicos sdo formadas pequenas quantidades de
MDA “livre” (Figura 19). A adigdo do TBA, a acidifica¢do e o aquecimento promovem
a formacdo de um produto de cor rosa, que absorve a um comprimento de onda de 532
nm (Kaur & Geetha, 2006; Gill & Tuteja, 2010) e apresenta emissdo de fluorescéncia a

553 nm (quando o feixe de excitagdo € de 515 nm) (Peixoto et al., 2003).
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Figura 19. Reacdo do acido tiobarbitarico (TBA) com o malonaldeido (MDA), com formacdo do
produto corado rosa (TBA-MDA) (Halliwell & Gutteridge, 1999).

O acido tricloroacético é utilizado para criar um meio com caracteristicas acidas
que precipite as proteinas das amostras, pois a rea¢do exige um pH igual ou superior a 3
para decorrer rapidamente e na sua totalidade (Peixoto et al., 2003). A extensdo da
oxidacdo € verificada apds a adicdo de TBA, a qual é medida espetrofotometricamente.
Devido a presenca de antioxidantes (e.g. extratos combinados de plantas) é de esperar
uma diminuig&o da absorvancia (Antolovich et al., 2002).

No entanto, este ensaio é criticado por ser inespecifico, pois mede a formacéo
ndo sé de MDA como também de outros oxocompostos (Ndhlala et al., 2010). Por essa
razdo, se no meio da reacdo existirem outros compostos contaminantes que absorvam a
um comprimento de onda de 532 nm, o aduto (TBA),-MDA deve ser separado por
HPLC e seguidamente quantificado por espetrofotometria (Peixoto et al., 2003).

Os 4cidos gordos polinsaturados (e.g. eicosapentanoico, Cyps, OU
docosahexanoico, Cy:) sdo 0s principais contribuintes na formacdo de malonaldeido
durante o processo de peroxidacao de fracfes de tecidos, sendo a contribui¢do de &cidos

gordos di-insaturados (e.g. acido linoleico) reduzida (Peixoto et al., 2003).
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1.4. Objetivos e hipdteses de estudo

O conhecimento empirico registado em inventarios etnobotéanicos realizados na
Peninsula Ibérica atribui as flores de varias espécies dos géneros Cytisus e Genista (da
Tribo Genisteae, familia Fabaceae) propriedades medicinais e condimentares.
Tradicionalmente procede-se a secagem destas flores logo apds a colheita, mantendo-as
a sombra e a temperatura ambiente durante um periodo de cerca de 30 dias. As
aplicacdes para fins medicinais sdo acompanhadas de recomendacOes relativas ao
consumo, dosagem e periodo de toma, porque a sabedoria popular reconhece nestas
espécies algum potencial toxico, muitas vezes relacionado com a forma de processar o
material vegetal (Carvalho, 2010).

Visto que o processo de liofilizacdo tem vindo a ser indicado como uma melhor
alternativa para a preservacdo da qualidade das amostras, neste trabalho, pretendeu-se
avaliar os efeitos do processo de secagem (tradicional versus liofilizagdo) no potencial
antioxidante e na composicdo fitoquimica de flores de Cytisus multiflorus (L'Her.)
Sweet (giesta branca), Cytisus scoparius (L.) Link (giesta negral), Cytisus striatus (Hill)
Rothm. (giesta amarela) e Pterospartum tridentatum (L.) Willk (carqueja).

As propriedades antioxidantes foram avaliadas por métodos bioquimicos
(inibi¢do da descoloragdo do PB-caroteno na presenca de radicais livres derivados do
acido linoleico e inibicdo da formacdo de espécies reativas do acido tiobarbitdrico
(TBARS) em homogeneizados cerebrais) e métodos quimicos (determinacdo do poder
redutor e da capacidade captadora de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)).

Foram determinados antioxidantes hidrofilicos (acido ascorbico, fendis
incluindo flavonois e ésteres tartaricos e agucares) e lipofilicos (carotenoides incluindo
[3-caroteno e licopeno, clorofilas, tocoferois e acidos gordos).

O valor energético das amostras também foi calculado com base nos niveis totais

de lipidos, proteinas e glacidos.
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1. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecéo, colheita e preparacédo das amostras

Para a realizacdo deste trabalho foram selecionadas quatro plantas medicinais da
tribo Genisteae (Familia Fabaceae), sendo elas Cytisus multiflorus (L'Hér.) Sweet,
Cytisus scoparius (L.) Link, Cytisus striatus (Hill) Rothm. e Pterospartum tridentatum
(L.) Willk, vulgarmente conhecidas pelos seus respetivos nomes vernaculos de giesta
branca, giesta negral, giesta amarela e carqueja. A selecdo foi baseada em inventarios
etnobotanicos realizados em Tras-os-Montes, onde estas plantas sdo comummente
utilizadas (Carvalho, 2010).

Durante a fase de plena floracdo, as flores das quatro espécies vegetais foram
recolhidas na primavera de 2010 (Abril e Maio, dependendo de cada espécie), no
territério Braganca e Miranda do Douro, de Tras-os-Montes, nordeste de Portugal,
considerando a fase mais favoravel de acordo com o conhecimento empirico e 0s usos
medicinais locais (Tabela 1) citados por curandeiros e consumidores selecionados.
Assim, os locais, a época de apanha e a escolha das partes da planta a analisar tiveram em
consideracdo critérios e preferéncias de consumidores locais relativos ao uso das espécies
selecionadas (Carvalho, 2010; Carvalho & Morales, 2010). A identificacdo boténica das
espécies foi confirmada com os caracteres morfoldgicos definidos pela Nova Flora de
Portugal (Franco, 1971) e pela Flora Ibérica (Castroviejo et al., 1999). Exemplares
prensados e montados encontram-se depositados no Herbario da Escola Superior
Agréria de Braganca (BRESA).

As amostras em estudo foram submetidas a dois processos diferentes de
secagem: um grupo de plantas foi liofilizado (Liofilizador Ly-8-FM-ULE)
imediatamente apds terem sido coletadas; e outro grupo de plantas foi seco a sombra,
tendo sido armazenadas num local escuro e seco, a temperatura ambiente durante 30
dias, simulando as condicdes gerais de utilizacdo referidas por informantes (Carvalho,
2010). As amostras foram posteriormente pulverizadas e mantidas nas melhores

condigdes, a -20 °C, para utilizagdo subsequente.
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2.2. Padrdes e reagentes

Os solventes acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,98%, de
grau HPLC, foram fornecidos pela Lab-Scan (Lisboa, Portugal). A mistura padrdo com
37 ésteres metilicos de acidos gordos (FAME) (norma 47885-U) foi adquirida na Sigma
(St. Louis, MO, EUA), assim como outros isomeros individuais de acidos gordos, acido
L-ascoOrbico, padroes de tocoferdis (isoformas a-, B-, y- € 6-), padrdes de agucares (D(-)-
frutose, D(+)-glucose anidra, D(+)-melezitose hidratada, D(+)-sacarose e D(+)-trealose)
e padrbes utilizados nos ensaios de atividade antioxidante (trolox: acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, &cido cafeico, &cido clorogénico e quercetina
desidratada). O tocol racémico, 50 mg/mL, foi adquirido na Matreya (PA, EUA). O 2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA).
Todos os outros produtos quimicos e solventes usados eram de grau analitico e foram
adquiridos a partir de fontes comuns. A &gua foi tratada com um sistema de purificacdo
Milli-Q (TGI Pure Water Systems, EUA).

2.3. Avaliagdo in vitro das propriedades antioxidantes
2.3.1. Preparacéo dos extratos

As amostras secas pulverizadas (20 mesh; ~1 g) foram submetidas a uma
extracao solido-liquido por agitacdo com 50 mL de metanol (25 °C a 150 rpm, em placa
de agitacdo) durante 1 h e posteriormente filtradas através de papel Whatman n.° 4. O
residuo obtido foi re-extraido com uma porcdo adicional de 50 mL de metanol nas
mesmas condi¢Bes referidas anteriormente. Os extratos metanolicos combinados foram
depois evaporados a 35 °C sob pressdo reduzida (evaporador rotativo Biichi R-210) e
redissolvidos em metanol a fim de obter uma concentragdo final de 5 mg/mL (solucéo
stock). Posteriormente, a partir da solucdo stock prepararam-se extratos metandlicos
com diferentes concentracdes, atraves de dilui¢cdes sucessivas, a fim de os submeter a
testes in vitro (Barros et al., 2011) para avaliar as suas propriedades antioxidantes e
quantificar alguns compostos. As concentracdes de extrato que forneceram 50% da
atividade antioxidante ou 0,5 de absorvancia (ECsp) foram calculadas a partir dos
gréficos das percentagens de atividade antioxidante (ensaios DPPH, inibicdo da
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descoloracdo do B-caroteno e TBARS) ou da absorvancia a 690 nm (ensaio do poder

redutor) em funcdo da concentragdo de extrato. Utilizou-se trolox como padréo.

2.3.2. Atividade captadora de radicais DPPH

Esta metodologia foi realizada utilizando um Leitor de Microplacas ELX800
(Bio-Tek equipamento, Inc.) seguindo o método descrito por Hatano et al. (1988). A
mistura da reacdo, em cada um dos 96 pocos, consistiu nas diferentes solucdes dos
extratos (30 pL) as quais se adicionou uma solugdo metandlica (270 pL) contendo
radicais DPPH (6 x 10” mol/L). A mistura foi deixada em repouso durante 60 min no
escuro. A reducéo do radical DPPH foi determinada pela medi¢do da absorvancia a 515
nm. A atividade captadora de radicais (ACR) foi calculada pela percentagem de
descoloracéo da solucdo de DPPH, usando a equacao:

% ACR = [(ADPPH - As)/ADppH] x 100

onde As corresponde a absorvancia da solucdo de DPPH na presenca de diferentes
concentracdes de extrato e Apppy € a absorvancia do branco (solucdo de DPPH mais o

solvente de extracdo (metanol) em vez da solucdo de extrato).

2.3.3. Poder redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o Leitor de Microplacas descrito
anteriormente seguindo o método de Oyaizu (1986). As diferentes solugdes de extrato
(0,5 mL) foram misturadas com tampao fosfato de sddio (200 mmol/L, pH 6,6, 0,5 mL)
e ferricianeto de potassio (1% w/v, 0,5 mL). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20
min. Apds esse periodo adicionou-se acido tricloroacético (10% wi/v, 0,5 mL). A
mistura (0,8 mL) foi colocada nos 48 pocos juntamente com agua desionizada (0,8 mL)
e cloreto de ferro (0,1% wi/v, 0,16 mL), e a absorvancia foi medida a 690 nm. Foi
preparado um branco com o solvente de extragdo (metanol) em vez da solucdo de

extrato.
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2.3.4. Inibicao da descoloracio do pB-caroteno

Este ensaio foi realizado seguindo o método descrito por Mi-Yae et al. (2003).
Preparou-se uma solu¢do de [-caroteno dissolvendo este composto (2 mg) em
cloroférmio (10 mL). Transferiram-se 2 mL desta solucdo para um baldo periforme de
100 mL e removeu-se o cloroférmio a 40 °C, sob vacuo. Posteriormente juntou-se acido
linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400 mg) e agua destilada (100 mL), e
agitou-se vigorosamente. Transferiram-se aliquotas (4,8 mL) desta emulsdo para tubos
de ensaio contendo diferentes concentracdes dos extratos (0,2 mL). Logo apo6s a adigdo
da emulsdo a cada tubo, agitou-se e determinou-se o tempo zero de absorvéncia a 470
nm (espetrofotdbmetro AnalytikJena). Seguidamente foram incubados num banho a 50
°C durante 2 h. Passado esse tempo determinou-se novamente a absorvancia a 470 nm.
Foi preparado um branco com o solvente de extracdo (metanol) em vez da solucdo de
extrato. A inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno foi calculada utilizando a seguinte

equacéo:

% Descoloracao = [(As70 apds 2h/A47 inicial) x 100]

2.3.5. Inibicdo da peroxidacao lipidica na presenca de substancias reativas
do &cido tiobarbiturico (TBARS)

Para realizacdo deste ensaio, baseado nos trabalhos descritos por Ohkawa et al.
(1979) e Bird & Draper (1984), utilizou-se tecido cerebral, obtido a partir de porco (Sus
scrofa), que foi dissecado e homogeneizado em gelo com tampéo Tris-HCI (20 mM, pH
7,4) a fim de produzir um homogeneizado de tecido cerebral numa proporg¢édo 1:2 (w/v)
apos centrifugacdo (centrifuga refrigerada Centorion K240R) a 3000g durante 10 min.
Incubou-se uma aliquota (0,1 mL) do sobrenadante com as diferentes concentracdes dos
extratos (0,2 mL), na presenca de FeSO,4 (10 uM; 0,1 mL) e acido ascorbico (0,1 mM;
0,ImL) a 37 °C durante 1 hora. A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido
tricloroacético (28% wi/v; 0,5 mL), seguindo-se a adi¢do do &cido tiobarbiturico (TBA;
2%, wiv; 0,38 mL). A mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min. Apos centrifugacéo,
a 3000g durante 10 min, para remocao do precipitado de proteinas, a intensidade da cor
do complexo malonaldeido (MDA)-TBA do sobrenadante foi medida através da sua

absorvancia a 532 nm. Foi preparado um branco com o tampéo tris-HCIl em vez da
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solucdo de extrato. A percentagem de inibicdo da peroxidacéo lipidica (%) foi calculada

utilizando a seguinte formula:
% Inibicdo = [(A - B)/A] x 100%

onde A e B correspondem a absorvancia do branco e da solugdo com o extrato,

respetivamente.

2.3.6. Grupos de compostos fendlicos

Para quantificar grupos de compostos fenodlicos, os extratos metanolicos das
amostras concentrados a 0,625 mg/mL (250 pL) foram misturados com HCI 0,1% em
etanol 95% (250 mL) e HCI 2% (4550 pL). Apds 15 min mediu-se a absorvancia a 280,
320 e 360 nm. A absorvancia (A) a 280 nm foi utilizada para quantificar o contetido em
fenois totais, Asx nm foi utilizada para quantificar os ésteres tartaricos e Asgy nm foi
utilizada para quantificar flavondis (Mazza et al., 1999). Para construir as retas de
calibracdo utilizou-se: &cido clorogénico (0,2-3,2 mM) sendo os resultados dos fenois
totais expressos em mg de equivalentes de acido clorogénico (EACI) por g de extrato;
acido cafeico (0,2-3,6 mM) sendo os resultados dos ésteres tartaricos expressos em mg
de equivalentes de &cido cafeico (EAC) por g de extrato; e quercetina (0,2-3,2 mM)
sendo os resultados dos flavonois expressos em mg de equivalentes de quercetina (EQ)
por g de extrato.

2.4. Determinacéo de antioxidantes hidrofilicos
2.4.1. Vitamina C

A vitamina C foi determinada de acordo com o método de Klein & Perry (1982).
As amostras secas (500 mg) pulverizadas (20 mesh) foram extraidas com acido
metafosforico (1%, 10 mL) durante 45 min & temperatura ambiente e filtradas através de
papel de filtro Whatman n.° 4. O filtrado (1 mL) foi misturado com 2,6-dicloro-
indofenol (9 mL) e, apds 30 min, mediu-se a absorvancia a 515 nm. Foi preparado um
branco com o solvente de extracdo (&4cido metafosforico) em vez da solugéo de extrato.

A concentragdo de acido ascorbico foi calculada com base na curva de calibragdo do
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4cido -ascorbico (6 x 10°-0,1 mg/mL), e os resultados foram expressos em g de 4cido

ascorbico por 100 g de massa seca.

2.4.2. AcUcares

Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RID), conforme descrito
por Batista et al. (2011). As amostras secas pulverizadas (1,0 g) foram enriquecidas
com melezitose enquanto padrdo interno (PI, 5 mg/mL) e extraidas com 40 mL de
etanol 80% a 80 °C durante 30 min. A suspensao resultante foi centrifugada a 15.0009
durante 10 min. O sobrenadante foi concentrado a 60 °C sob presséo reduzida e
deslipificado, atraves de trés lavagens sucessivas com 10 mL de éter etilico numa
ampola de decantacdo. Apds concentracdo a 40 °C, os residuos solidos foram
dissolvidos em agua para um volume final de 5 mL, filtrados através de filtros de nylon
de 0,22 pm da Whatman para vials &mbar e analisados por HPLC-RID.

O equipamento de HPLC utilizado consistia num sistema integrado com uma
bomba (Knauer, Smartline system 1000), um sistema desgaseificador (Smartline
manager 5000), um amostrador automatico (AS-2057 Jasco) e um detetor de RI (Knauer
Smartline 2300). Os dados foram analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex).
A separagdo cromatogréafica foi conseguida com uma coluna Eurospher 100-5 NH; (4,6
x 250 mm, 5 mm, Knauer) operando a 30 °C (forno 7971 R Grace). A fase mével usada
foi acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v) com um fluxo de 1 mL/min. O volume de
injecdo foi de 20 pL. Os compostos foram identificados por comparacao cromatografica
com padrbes comerciais. A quantificacdo foi realizada usando o método do padrdo
interno e o contetido em agucares foi expresso em g por 100 g de massa seca.

2.5. Determinacdo de antioxidantes lipofilicos
2.5.1. Tocoferois

Os tocoferdis presentes nas amostras foram determinados segundo um
procedimento previamente otimizado e descrito por Barros et al. (2011). Antes do

processo de extracdo adicionou-se as amostras (~500 mg) uma solucdo de BHT (2,6-di-
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terc-butil-4-metilfenol) em hexano (10 mg/mL; 100 pL) e o padrdo interno (PI) em
hexano (tocol; 50 pug/mL; 400 pL). As amostras foram homogeneizadas com metanol (4
mL) num vortex durante 1 min. Depois adicionou-se hexano (4 mL) e homogeneizou-se
novamente num vortex durante 1 min. Posteriormente adicionou-se uma solucéo aquosa
saturada de NaCl (2 mL), homogeneizou-se (1 min), centrifugou-se (5 min, 4000g) e
transferiu-se, cuidadosamente, o sobrenadante para um vial rodeado por gelo e
protegido da luz. As amostras foram re-extraidas mais duas vezes com hexano. Os
extratos combinados foram secos em corrente de azoto, redissolvidos em 2 mL de n-
hexano, desidratados com sulfato de sodio anidro e filtrados através de um filtro LC
descartavel de 0,22 um. Os filtrados foram transferidos para vials de injecdo dmbar e
analisados por HPLC.

A analise foi realizada no sistema de HPLC descrito anteriormente, ligado a um
detetor de fluorescéncia (FP-2020; Jasco) programado para comprimentos de onda de
excitacdo a 290 nm e de emissdo a 330 nm. Os resultados foram analisados utilizando o
software Clarity 2.4 (DataApex). A separacao cromatografica foi conseguida com uma
coluna de Poliamida Il de fase normal (250 x 4,6 mm; YMC Waters) operando a 30 °C.
A fase movel utilizada consistiu numa mistura de n-hexano e acetato de etilo (70:30,
v/v) com um fluxo de 1 mL/min. O volume de injecdo foi de 20 pL. Os compostos
foram identificados por comparacdo cromatografica com padrdes comerciais. A
quantificacdo foi baseada na resposta do sinal fluorescente, utilizando o método do
padrdo interno, e o contedo em tocoferdis foi expresso em mg por 100 g de massa

Seca.

2.5.2. Pigmentos

Os pigmentos [-caroteno, licopeno e clorofilas a e b foram determinados
segundo o procedimento previamente descrito por Nagata & Yamashita (1992). As
amostras secas pulverizadas (150 mg) foram agitadas vigorosamente em 10 mL de uma
mistura de acetona-hexano (4:6, v/v) durante 1 min e filtradas através de papel de filtro
Whatman n.° 4. A absorvéncia do filtrado foi medida a 453, 505, 645 e 663 nm. O
conteudo em [-caroteno, licopeno e clorofilas a e b foi calculado de acordo com as

seguintes equacoes:
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B-caroteno (mg/100 mL) = 0,216 x Agss— 1,220 x Agss— 0,304 x Ass + 0,452 x Ayss
Licopeno (mg/100 mL) = -0,0458 x Aggz + 0,204 x Agss + 0,304 x Asgs — 0,0452 x Ayss
Clorofila a (mg/100 mL) = 0,999 x Aggs - 0,0989 x Agss

Clorofila b (mg/100 mL) =-0,328 x Agsz + 1,77 x Agss

Os resultados foram expressos em mg por 100 g de massa seca.

2.5.3. Acidos gordos

Os é&cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com detetor de
ionizacdo de chama (GC-FID), equipado com uma coluna capilar, como descrito
anteriormente por Batista et al. (2011). As amostras secas pulverizadas (3 g) foram
transferidas para cartuchos de Soxhlet e extraidas, com éter de petroleo, durante 7 h.
Depois de evaporar o solvente, os residuos obtidos foram submetidos a um processo de
derivatizacdo com 5 mL de metanol:4cido sulfdrico:tolueno 2:1:1 (v/v/v) durante, pelo
menos, 12 h num banho a 50 °C e a 160 rpm. De seguida, adicionaram-se 3 mL de agua
desionizada para obter a separacdo das fases. A mistura FAME foi recuperada com 3
mL de éter dietilico por agitagdo no vortex e a agua foi eliminada com sulfato de sddio
anidro. A amostra foi recuperada para um vial com teflon e, antes da injeg&o, filtrou-se
com um filtro de nylon de 0,2 um da Milipore.

A analise foi realizada com um modelo GC DANI 1000 equipado com um
injetor split/splitless, um detetor de ionizagdo de chama (FID a 260 ° C) e uma coluna
Macherey-Nagel (30 m x 0,32 mm ID x 0,25 um df). A rampa de temperaturas do forno
foi a seguinte: a temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, durante 2 min; depois, a 30
°C/min aumentou para 125 °C, a 5 °C/min aumentou para 160 °C, a 20 °C/min
aumentou para 180 °C, a 3 °C/min aumentou para 200 °C e a 20 °C/min aumentou para
220 °C, temperatura que foi mantida durante 15 min. O fluxo do gas de transporte
(hidrogenio) foi de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injecdo split (1:40) foi
realizada a 250 °C. O volume de amostra injetado foi de 1 puL. A identificacdo dos
acidos gordos foi feita comparando os tempos relativos de retencdo dos picos dos
FAME das amostras com padrdes. Os resultados foram processados usando o software

CSW 1.7 (DataApex 1,7) e expressos em percentagem relativa de cada acido gordo.
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2.6. Avaliacdo do valor energético

Para avaliar o valor energético das amostras quantificou-se a humidade, as
proteinas, os lipidos, os glucidos e as cinzas, seguindo os procedimentos oficiais de
analise da AOAC (AOAC, 1995).

A humidade foi determinada através da diferenca entre a massa da planta fresca
e a massa da planta ap6s secagem. Os resultados foram expressos em g por 100 g de
massa fresca.

As proteinas totais (N x 6,25) foram estimadas pelo método de macro-Kjeldahl.
Este método permite avaliar o teor em azoto total de origem organica. As amostras
secas pulverizadas (100 mg) foram digeridas durante 5 h ap6s adicionar uma solucgéo de
digestdo (2,2 mL), preparada com &cido sulfarico e uma mistura catalisadora para
acelerar a reacdo. Assim, todo o azoto (proteico e ndo proteico) foi convertido em ides
amonio que tendem a associar-se com ides sulfato formando sulfato de amonio.
Posteriormente, os residuos da digestdo foram dissolvidos em agua (100 mL).
Misturaram-se 100 pL dessa solugdo com 5 mL de solugdo corada e homogeneizou-se
num vortex. Passados 15 min adicionaram-se 5 mL de solugdo alcalina de hipoclorito e
homogeneizou-se no vortex. Esperou-se 1 h e leu-se a absorvancia a 660 nm. Foi
preparado um branco contendo 100 pL de 4gua em vez da solugdo preparada com 0s
residuos da digestdo. O teor em azoto foi calculado com base na curva de calibracdo de
sulfato de aménio (0,05-0,5 mg/mL; Y=3,3783X-0,1065; R?>=0,9986) e convertido em
proteinas multiplicando o teor em azoto da amostra (N) pelo fator de converséo 6,25. Os
resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca.

Os lipidos totais foram determinados ap6s extracdo de uma massa conhecida de
amostra seca pulverizada (3 g) com éter de petroleo, durante 7 h, usando um aparelho de
Soxhlet. O solvente organico (éter de petréleo) extraiu os lipidos que foram
quantificados através da pesagem do residuo ap6s a eliminacdo do solvente. Os
resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca.

O teor em cinzas foi determinado apds incineragdo em mufla a 60015 °C. As
amostras secas pulverizadas (250 mg) foram colocadas em cadinhos de porcelana,
previamente calcinados e pesados, 0s quais permaneceram na mufla até queima total da
materia organica. A diferenga entre a massa inicial e a massa apds incineragéo forneceu
a massa de cinzas. Os resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca.

Os glucidos foram calculados pela diferenga:

Efeito do processo de secagem no potencial antioxidante e na composicéo fitoquimica de plantas medicinais da familia Fabaceae

56



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superior Agraria

Material e Métodos

100 — (g proteinas + g lipidos + g cinzas)

Os resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca.

A energia total foi calculada de acordo com a seguinte equacéo:
Energia (kcal) = 4 x (g proteinas + g glucidos) + 9 x (g lipidos)

Os resultados foram expressos em kcal por 100 g de massa seca.

2.7. Analise estatistica

Os ensaios relativos a cada uma das amostras foram feitos em triplicado. Os
resultados foram expressos em valores médios + desvio padrdo (DP). Os resultados de
cada processo de secagem foram analisados através da analise de variancia (ANOVA)
seguida de um teste de Tukey HSD com o = 0,05. Este tratamento foi efetuado
utilizando o programa SPSS v. 16.0. As diferencas estatisticas obtidas pela ANOVA
foram representadas por letras (letras diferentes indicam diferencas significativas entre
resultados). As letras foram ordenadas alfabeticamente de acordo com a diminuicdo dos
valores dos resultados (e.g. a letra “a” representa o melhor resultado para a composigédo
fitoquimica em antioxidantes e o pior resultado para o0s ensaios das propriedades

antioxidantes).
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I1l.  RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Propriedades antioxidantes

As plantas, tal como outras amostras de origem natural, sdo constituidas por uma
ampla diversidade quimica de compostos antioxidantes. Por essa razdo, é irrealista
separar cada componente antioxidante e estuda-lo individualmente. Além disso, 0s
niveis de um Unico antioxidante ndo refletem necessariamente a capacidade antioxidante
total, devido as possiveis interacdes sinergicas existentes entre os diferentes compostos
(Magalhées et al., 2008). Portanto, neste trabalho as propriedades antioxidantes foram
avaliadas usando extratos metandlicos obtidos a partir das flores das quatro plantas
medicinais arbustivas liofilizadas e secas a sombra.

Atualmente sdo varios o0s testes existentes para avaliar a capacidade
antioxidante. Contudo, ndo existe um método universal capaz de avaliar com precisdo a
capacidade antioxidante de todas as amostras quantitativamente (Wrigth et al., 2001;
Zulueta et al., 2009; Niki, 2010). Neste trabalho, as propriedades antioxidantes foram
avaliadas através de ensaios quimicos: atividade captadora de radicais DPPH e poder
redutor; e bioquimicos: inibi¢ao da peroxidagdo lipidica no sistema [-caroteno linoleato
e na presenca de substancias reativas do &cido tiobarbitdrico (TBARS). Também foram
quantificados grupos de compostos fendlicos como fendis totais, ésteres tartaricos e
flavonois, visto estarem associados as propriedades antioxidantes, principalmente os
flavonois dada a sua estrutura quimica (Cunha, 2005).

Os resultados da composicdo em grupos de compostos fendlicos (antioxidantes
hidrofilicos) e da atividade antioxidante das espécies Fabaceae estudadas sdo
apresentados na Tabela 2. Pterospartum tridentatum, submetida a liofilizacdo ou
secagem a sombra, demonstrou ser a espécie com maior capacidade antioxidante em
todos os métodos realizados (valores de ECso mais baixos), 0 que esta de acordo com 0s

seus niveis mais elevados de fendis (~500 mg EACI/g extrato).

Efeito do processo de secagem no potencial antioxidante e na composicéo fitoquimica de plantas medicinais da familia Fabaceae



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superior Agraria

Resultados e Discussdo

Tabela 2. Propriedades antioxidantes (valores de ECsg) e composi¢do em grupos de compostos fenolicos (antioxidantes hidrofilicos) das flores das plantas arbustivas

submetidas a diferentes processos de secagem. Em cada linha, e para cada processo de secagem, letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05); n =

9.
Liofilizacdo Secagem a sombra
Cytisus Cytisus Cytisus Pterospartum Cytisus Cytisus Cytisus Pterospartum
multiflorus scoparius striatus tridentatum multiflorus scoparius striatus tridentatum
Atividade captadora de b b b
o 0,50 + 0,02° 0,39+0,00 0,51 +0,04° 0,15+0,01° 1,78 £0,01° 1,06 £ 0,05 1,03 £0,02 0,76 +0,03°
radicais DPPH (mg/mL)
Poder redutor (mg/mL) 0,41 +0,01° 0,36 + 0,00° 0,38 + 0,00 0,13 + 0,00° 0,44 +0,01° 0,39 + 0,00° 0,63 + 0,00 0,13 + 0,00°
Inibic8o da descoloragéo b q b q
0,70 + 0,05* 0,28 + 0,02° 0,38 + 0,08 0,14 +0,02 1,68 + 0,02 0,47 +0,09° 1,05+0,12 0,13+0,01
do B-caroteno (mg/mL)
Inibicdo de TBARS b b
0,18 + 0,04* 0,13 + 0,05* 0,16 +0,01° 0,12 +0,02* 0,41+0,01° 0,34 +0,01* 0,42 + 0,09° 0,13+ 0,04
(mg/mL)
Fenois c b b a c c b a
313,87 £36,27° 427,10+60,55° 389,04 £9,29° 523,42 +36,09° 198,88 +26,31° 282,73+25,14° 232,92+9,16° 519,81 +40,24
(mg EACL/g extrato)
Esteres tartaricos b b b b b
60,08 + 7,26™ 50,03 +7,76° 70,45 + 4,61° 65,18 + 7,07 48,76 + 6,48 55,11+ 5,48 41,54 £ 3,79 89,41 +8,97°
(mg EAC/qg extrato)
Flavonois b § b b
72,64 +7,08 45,55 + 7,36 86,98 + 4,24° 58,12 +5,78° 67,84 +5,48™ 47,35 + 3,56° 57,62 + 2,27 85,58 + 5,60°

(mg EQ/g extrato)

EACL - Equivalentes de acido clorogénico; EAC — Equivalentes de acido caféico; EQ — Equivalentes de quercetina.
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Para além dos grupos de compostos fendlicos (flavondis e ésteres tartaricos)
quantificados neste trabalho, Pterospartum tridentatum foi j& identificada como sendo
uma fonte de isoflavonas, como a 5,5’-di-hidroxi-3’-metoxi-isoflavona-7-O-glucosido,
prunetina (5,4’-di-hidroxi-7-metoxi-isoflavona), genistina (5,4’-di-hidroxi-isoflavona-7-
O-B-glucésido) e sissotrina (5-hidroxi-4’-metoxi-isoflavona-7-O-B-glucosido) (Figura
20); e de isoquercitrina (5,7,3°,4’-tetra-hidroxi-flavonol-3-O-B-glucésido) um flavonol
glucdsido com propriedades antioxidantes, com capacidade de prevenir ou reduzir o

desenvolvimento de complicagdes vasculares diabéticas (Vitor et al., 2004).

Sissotrina Isoquercitrina

Figura 20. Estrutura quimica de compostos fendlicos anteriormente identificados em Pterospartum

tridentatum.

Curiosamente, Pterospartum tridentatum foi a Unica espécie a apresentar
resultados similares para a atividade antioxidante (exceto para o ensaio do DPPH) ap6s
liofilizacdo ou secagem a sombra. Cytisus striatus liofilizada e Pterospartum
tridentatum seca a sombra revelaram os niveis mais elevados de flavonois e ésteres
tartaricos, respetivamente. De uma forma geral, a secagem a sombra pareceu diminuir
significativamente a capacidade antioxidante, aumentando os valores correspondentes
de ECs, e também diminuir o teor em compostos fendlicos.

Cytisus scoparius demonstrou também uma elevada capacidade antioxidante,

mais acentuada nas amostras liofilizadas, no entanto significativamente inferior a
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apresentada por Pterospartum tridentatum. Cytisus scoparius foi ja descrita como
contendo flavonas (6’’-O-acetil-scoparina), flavondis (kaempferol, rutina, quercetina,
quercitrina e isoramnetina) e isoflavonas (genisteina e sarotamnosideo) (Brum-
Bousquet et al., 1981; Viscardi et al., 1984; Raja et al., 2007; Hanganu et al., 2010a,b).
De um modo geral, Cytisus multiflorus destacou-se com uma capacidade
antioxidante inferior (valores elevados de ECsp) e com 0s niveis mais baixos de fendis
(~314 mg EACI/g extrato para as flores liofilizadas e ~199 mg EACI/g extrato para as
flores secas a sombra). Recentemente, nas flores desta planta medicinal foram
identificadas flavonas, incluindo derivados de crisina, orientina, derivados de luteolina e
apigenina, e flavondis como o kaempferol e a quercetina (Figura 21) (Barros et al.,
2012; Pereira et al., 2012). Foram também detetadas flavonas que comummente nao sdo

encontradas na familia Fabaceae (Pereira et al., 2012).

Crisina Orientina Luteolina

Apigenina Kaempferol Quercetina

Figura 21. Estrutura quimica de flavonas e flavondis recentemente identificados em Cytisus

multiflorus.

O ensaio da inibicdo da peroxidacéo lipidica na presenca de substancias reativas
do acido tiobarbitarico (TBARS) apresentou, de uma forma geral, os menores valores
de ECsg, principalmente no grupo das plantas submetidas a liofilizagdo. Contudo, néo

foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os valores das plantas
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liofilizadas; apenas Pterospartum tridentatum se destacou com maior capacidade
antioxidante no grupo das plantas secas a sombra.

Entre as quatro espécies estudadas, apenas Cytisus scoparius foi referida com
capacidade de proteger o figado dos efeitos adversos do stresse oxidativo induzido por
CCly, (tetracloreto de carbono) em ratos (Raja et al., 2007), ndo havendo mais evidéncias
disponiveis sobre o potencial antioxidante das quatro espécies. Assim, para além da
novidade dos resultados, os efeitos antioxidantes aqui descritos para as quatro espécies
Fabaceae apoiam as recomendacdes locais destas plantas. Mais ainda, considerando o
envolvimento do stresse oxidativo nos processos inflamatorios, os presentes resultados

poderdo explicar o uso empirico destas espécies como anti-inflamatorios (Tabela 1).

3.2. Composicdo fitoquimica

Atualmente existe um grande interesse no estudo de compostos antioxidantes
devido, principalmente, as descobertas dos efeitos dos radicais livres e outras espécies
reativas no organismo. Neste estudo, para além dos grupos de compostos fenolicos,
foram quantificados outros antioxidantes hidrofilicos, tal como o acido ascérbico e os
acucares (mono e dissacarideos) e os resultados sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Composicdo em antioxidantes hidrofilicos (vitamina C e agUcares) das flores das plantas arbustivas submetidas a diferentes processos de secagem. Os
resultados séo expressos em mg/100 g de massa seca. Em cada linha, e para cada processo de secagem, letras diferentes representam diferencgas significativas entre os

resultados (p < 0,05); n=09.

Liofilizacdo Secagem a sombra
Cytisus Cytisus Cytisus Pterospartum Cytisus Cytisus Cytisus Pterospartum
multiflorus scoparius striatus tridentatum multiflorus scoparius striatus tridentatum

Vitamina C 0,05 % 0,00° 0,25 + 0,01 0,13+0,01° 0,08 +0,01° 0,04 +0,00° 0,23 + 0,00 0,05 + 0,00° 0,03 + 0,00
Frutose 4,03 +0,27° 10,04 + 1,02* 8,07 £ 0,35 3,49 £0,11° 3,810,517 3,86 + 0,90" 4,94 +0,51° 2,58 + 0,63
Glucose 4,86 +0,28" 6,06 + 1,06° 9,36 + 0,20 1,19 +0,05° 1,45 + 0,29 1,89 + 0,30 1,64 £ 0,15 0,84 +0,16°
Sacarose 1,27 0,23 1,27 £ 0,06 1,24 0,25 0,58 0,03 1,10£0,34° 3,45+0,71° 2,96 + 0,29 1,54 £0,25
Trealose 0,27 +0,09% 0,35+ 0,01 nd nd 0,17 £0,04° 0,27 £ 0,04* nd nd
Aclcares totais 10,43 +0,15" 17,72 £2,15° 18,67 +0,79° 5,27 +0,09° 6,53 + 0,53 9,47 + 1,95 9,54 + 0,95 4,96 + 1,04°

nd — ndo detetado
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As flores de Cytisus scoparius e Cytisus striatus liofilizadas e secas a sombra
revelaram a maior concentracdo de acido ascorbico (~0,2 g/100 g de massa seca) e de
acucares totais (~19 e 10 g/100 g de massa seca), respetivamente. Detetou-se frutose,
glucose e sacarose em todas as espécies estudadas, no entanto ndo se detetou trealose
em Cytisus striatus e Pterospartum tridentatum. As amostras secas a sombra revelaram
um teor em acido ascorbico um pouco mais baixo e uma concentragdo
significativamente inferior em acUcares relativamente as amostras liofilizadas. Este

efeito pode ser observado na Figura 22 para o exemplo de Cytisus multiflorus.
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Figura 22. Perfil em acUcares de Cytisus multiflorus liofilizada ( ) e Cytisus multiflorus seca a

sombra (- - - -). 1- Frutose; 2-glucose; 3-sacarose; 4-trealose e 5-melezitose (PI).

Nas flores das quatro plantas arbustivas em estudo também foram quantificados
antioxidantes lipofilicos, incluindo tocoferdis, carotenoides e clorofilas e os resultados
sdo apresentados na Tabela 4. Foram detetadas as quatro isoformas dos tocoferois,
sendo o a-tocoferol o composto maioritario em todas as espécies. Cytisus striatus (~23
mg/100 g de massa seca) e Cytisus scoparius (~12 mg/100 g de massa seca)
apresentaram o maior teor de tocoferdis nas amostras liofilizadas e secas a sombra,
respetivamente. As amostras de Cytisus scoparius exibiram também os niveis mais
elevados de licopeno e a amostra seca a sombra revelou o maior teor em clorofilas.
Entre as amostras liofilizadas, os niveis mais elevados de clorofila a e b foram

encontrados em Pterospartum tridentatum e Cytisus striatus, respetivamente.
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Tabela 4. Composicdo em antioxidantes lipofilicos (tocoferdis, carotenoides e clorofilas) das flores das plantas arbustivas submetidas a diferentes processos de
secagem. Os resultados sdo expressos em mg/100 g de massa seca. Em cada linha, e para cada processo de secagem, letras diferentes representam diferencas

significativas entre os resultados (p < 0.05); n=9.

Liofilizacao Secagem a sombra
Cytisus Cytisus Cytisus Pterospartum Cytisus Cytisus Cytisus Pterospartum

multiflorus scoparius striatus tridentatum multiflorus scoparius striatus tridentatum
a-tocoferol 0,75+ 0,04° 10,71 +0,87° 19,97 + 1,20 9,13+ 0,49° 1,08 + 0,01° 11,65 + 0,34 9,88+ 0,64° 0,70 + 0,02°
p-tocoferol 0,02 +0,01¢ 0,21 + 0,02° 0,48 + 0,042 0,14 + 0,01¢ 0,04 +0,01¢ 0,37 +0,02° 0,20 +0,02° 0,13+0,01°
y-tocoferol 0,26 +0,02° 0,42 +0,04° 2,12 +0,08° 0,27 +0,02° 0,35+ 0,00° 0,32+0,03" 0,76 + 0,05° 0,05+ 0,01°
d-tocoferol 0,05 +0,01¢ 0,32+0,01° 0,57 +0,02° 0,10 + 0,01° nd 0,12 +0,01° nd nd
Tocoferoéis totais 1,08 + 0,07° 11,66 + 0,94° 23,14 + 1,29° 9,64 +0,51° 1,47 +0,01° 12,46 + 0,37° 10,84 + 0,70° 0,88 +0,03°
B-caroteno 0,16 + 0,03¢ 1,56 + 0,04° 1,55 + 0,09" 2,05+ 0,072 0,21 + 0,00° 1,82 + 0,05° 2,15 + 0,042 0,92 +0,02°
Licopeno 0,04 +0,00° 0,38 +0,03° 0,24 +0,03° nd 0,03 +0,00° 0,16 + 0,05° nd nd
Clorofila a 0,65 + 0,05° 1,00 + 0,04° 1,09 + 0,01° 1,20 + 0,12 0,37 +0,00° 0,82 +0,04° 0,65 + 0,09° 0,19 + 0,02°
Clorofilab 0,27 +0,01¢ 0,48 +0,04° 0,70 £ 0,10° 0,38 + 0,07° 0,15 + 0,01° 0,35 + 0,04° 0,18 + 0,02° 0,03 + 0,00°

nd — ndo detetado
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O processo de secagem a sombra diminuiu significativamente o teor em
tocoferdis em Cytisus striatus e Pterospartum tridentatum tal como pode ser observado
na Figura 23 para a primeira espécie. Particularmente, ndo foi detetado 6-tocoferol em
trés das quatro amostras analisadas secas a sombra. Este processo também reduziu os
niveis de clorofilas e licopeno. Pelo contrario, a secagem a sombra pareceu preservar
melhor o B-caroteno do que o processo de liofilizacdo, exceto para Pterospartum

tridentatum.
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Figura 23. Perfil em tocoferois de Cytisus striatus liofilizada ( ) e Cytisus striatus seca a

sombra (- - - -). 1-a-tocoferol; 2-p-tocoferol; 3-y- tocoferol; 4-5-tocoferol e 5-tocol (PI).

Entre os pigmentos estudados, os carotenoides encontram-se entre 0s mais
difundidos na natureza e tém recebido uma atencdo consideravel devido aos seus papéis
enguanto provitamina A e antioxidantes. O sistema de extensas liga¢es duplas dos
carotenoides torna-os suscetiveis ao ataque de radicais peroxilo (LOO"), os quais sdo
formados a partir dos lipidos e muito nocivos para as células, resultando na formacéao de
produtos inativos (Rao & Rao, 2007). As clorofilas e os seus derivados sdo conhecidos
por possuirem atividade antioxidante, estando associadas ao risco reduzido de
desenvolvimento de doengas induzidas por radicais livres, tal como certos tipos de
cancro. Nos animais, as clorofilas inibem a peroxidacdo lipidica e protegem a
mitocondria de danos induzidos por varios radicais livres (Lanfer-Marquez et al., 2005).

Portanto, estes pigmentos desempenham um importante papel enquanto antioxidantes.
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Porém, as moléculas mais importantes no combate ao stresse oxidativo sdo 0s
tocoferois (vitamina E) e o acido ascérbico (vitamina C) (Babior et al., 1997). Estas
duas vitaminas sdo nutrientes antioxidantes de elevada importancia para a saude,
capazes de inativar radicais livres nocivos produzidos através da atividade normal da
célula ou através de agentes indutores de stresse (Chew, 1995). Através de uma
interacdo sinérgica na interface membrana-citosol, a vitamina C tem a capacidade de
regenerar a vitamina E oxidada através da cedéncia de um atomo de hidrogénio (Babior
et al., 1997; Halliwell, 1999). Tais interacGes entre estes antioxidantes sdo muito
importantes para a protegdo celular, uma vez que a concentragdo de cada antioxidante
isoladamente pode ndo ser adequada para proteger efetivamente as células da
peroxidacdo lipidica (Chew, 1995; Nagaoka et al., 2007). A presenca de ambas as
vitaminas poderd explicar as utilizacbes empiricas destas espécies em doencas
relacionadas com o stresse oxidativo (Tabela 1).

Os resultados da composi¢cdo em acidos gordos, acidos gordos saturados (SFA),
acidos gordos monoinsaturados (MUFA), acidos gordos polinsaturados (PUFA) e as
razbes PUFA/SFA e n-6/n-3 das flores das espécies Fabaceae estudadas sao
apresentados na Tabela 5. O processo de secagem néo teve influéncia no perfil dos
acidos gordos. O acido a-linolénico (C18:3n3) foi 0 acido gordo maioritario em todas as
amostras estudadas, seguido pelo acido palmitico (C16:0) e linoleico (C18:2n6). Além
destes trés acidos gordos, foram identificados e quantificados mais vinte e dois, sendo
0s SFA predominantes em Cytisus multiflorus e os PUFA predominantes nas outras trés
espécies. Quer as amostras liofilizadas quer as amostras secas a sombra resultaram em
razdes PUFA/SFA superiores a 0,45 e razbes acidos gordos n-6/n-3 inferiores a 4,0
conforme recomendado para uma "boa qualidade nutricional”, incluindo efeitos
benéficos a satde (Guil et al., 1996).

Os &cidos gordos n-3 (e.g. acido a-linolénico) e n-6 (e.g. acido linoleico) estdo
relacionados com a reducdo do risco de varias doencas inflamatdrias e cardiacas,
hipertenséo, e certos tipos de cancro (Connor, 2000; Terry et al., 2004; Djousse et al.,
2005). Mais ainda, estes acidos gordos sdo precursores na biossintese de eicosanoides
envolvidos em diversas funcbes metabolicas (Zubay, 2006). Uma alimentagédo
deficiente em acidos gordos essenciais pode conduzir a varios problemas de saude
(Burtis & Ashwood, 1996). Nessa perspetiva, as plantas estudadas poderéo ser utilizadas
como fonte de acido a-linolénico e linoleico, precursores de n-3 e n-6, muitas vezes

relacionados com o aumento do c-HDL e diminuigéo do c-LDL (Connor, 2000).
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Tabela 5. Composicdo em acidos gordos (percentagem relativa) das flores das plantas arbustivas submetidas a diferentes processos de secagem. Em cada linha, e para

cada processo de secagem, letras diferentes representam diferencas significativas entre os resultados (p < 0,05); n=9.

Liofilizagdo Secagem a sombra
Cytisus Cytisus Cytisus Pterospartum Cytisus Cytisus Cytisus Pterospartum
multiflorus scoparius striatus tridentatum multiflorus scoparius striatus tridentatum
C6:0 0,66 + 0,08 0,04 + 0,00 0,06 + 0,01 0,35+ 0,06 0,20+ 0,00 0,04 +0,01 0,05+ 0,00 0,25+ 0,08
C8:0 0,08 £ 0,01 0,05+ 0,00 0,09 + 0,00 0,65+0,13 0,06 + 0,00 0,05+ 0,00 0,02+ 0,00 0,13+0,01
C10:0 0,04 £ 0,00 0,03+ 0,00 0,03 +0,00 0,28 £ 0,07 0,02 £ 0,00 0,03+ 0,00 0,04 £ 0,00 022 + 0,00
C12:0 0,37+0,01 0,72+ 0,01 0,86 + 0,03 3,08+0,20 0,37+ 0,02 0,97 + 0,07 0,97 +0,01 2,83+0,01
C13:0 0,05+0,01 0,01 +£0,00 0,01 +£0,00 0,04 + 0,00 0,05+ 0,00 0,01+ 0,00 0,01 +£0,00 0,05+ 0,00
C14:0 0,54 + 0,04 2,24 £ 0,02 2,44 £ 0,09 2,30+0,01 0,54 +0,03 2,55+0,13 2,86+ 0,00 2,56 + 0,04
Cl4:1 0,15+ 0,02 0,09 +0,01 0,10 £ 0,03 0,08 £ 0,01 0,13+0,01 0,10+ 0,00 0,25+0,01 0,06 £ 0,00
C15:0 0,24+0,01 0,09 + 0,02 0,10+ 0,01 0,19+ 0,00 0,20+ 0,01 0,07 +0,01 0,13+0,01 0,22+0,01
Cl6:0 17,09 £ 0,07 18,51+ 0,10 22,53+0,78 14,84 + 0,83 13,01 £ 0,06 18,33+ 0,22 20,15+ 0,09 15,23 £ 0,22
Cl6:1 0,59+0,13 0,12 £ 0,02 0,10+ 0,01 0,34+ 0,07 0,30+ 0,02 0,04 +0,00 0,06 + 0,01 0,51+ 0,02
C17:0 0,56 £ 0,02 0,26 £ 0,00 0,29+0,01 0,42 £ 0,02 0,54 £ 0,02 0,29+ 0,01 0,35+ 0,00 0,47 £ 0,03
C18:0 7,96 £0,82 4,19+0,01 4,59 £ 0,05 3,97 £0,16 7,21+£0,12 4,89 +0,07 4,82 +0,03 5,71+ 0,03
C18:1n9 7,96 £ 0,01 8,01 £0,05 4,40 £ 0,22 9,22+1,09 7,26 +£0,12 7,11+£0,01 4,46 + 0,06 9,44 £ 0,17
C18:2n6 18,00 + 0,03 12,82 +£0,10 11,06 + 0,08 19,59 + 0,67 16,93 £ 0,32 10,49 £ 0,13 10,19 £ 0,25 18,00 + 0,06
C18:3n6 nd 0,09 £ 0,00 0,04 £0,01 nd nd 0,08 £0,01 0,08 £ 0,00 nd
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C18:3n3 18,97 £ 0,43 41,40 + 0,62 40,68 + 0,08 29,50 + 1,98 22.76 0,33 39,79+ 0,51 39,89 + 0,64 27,98+ 0,81
C20:0 5,56 + 0,03 0,77+ 0,03 1,69 + 0,06 4,87 +0,03 5,74+0,16 1,00 £0,01 1,91+0,18 4,63+0,23
C20:1 0,49 + 0,04 027 0,01 0,17 £ 0,00 0,34 0,02 0,39 £ 0,02 0,29 0,03 0,26 0,01 0,46 + 0,02
C20:2 0,11+ 0,01 0,10 + 0,00 0,11+ 0,01 0,21 +0,07 0,33+ 0,06 0,05 + 0,01 0,02 + 0,00 0,12 0,03
C20:3n3+C21:0 0,45 + 0,05 0,19 £ 0,00 0,22+ 0,01 0,23 +0,03 0,54 0,07 0,27 £ 0,04 0,35 £ 0,02 0,22 0,02
C20:5n3 0,21+ 0,04 0,05 + 0,00 0,10 0,01 nd 0,14 + 0,00 0,03 + 0,00 0,03 0,01 nd
C22:0 2,92 +0,07 1,26 +0.00 1,45 + 0,04 2,26+ 0,01 3,16 £ 0,02 1,45+ 0,01 1,66 + 0,05 2,82 +0,02
C23:0 14,35 + 0,25 7,21+0,51 7,35+ 0,59 5,06 + 0,50 16,56 + 0,85 10,21 +0,18 9,83+0,13 4,75+0,17
C22:6n3 0,12 0,02 0,04 + 0,00 0,06 + 0,01 0,11+ 0,03 0,14 £ 0,05 0,03 £ 0,00 0,03 0,01 0,86 + 0,08
C24:0 2,53+ 0,07 1,46 + 0,07 1,49 +0,14 2,06 + 0,09 3,42 0,08 1,85+ 0,04 1,58 + 0,06 2,47 £0,24
SFA totais 52,95 + 0,44 36,83 + 0,80° 42,96 +0,16" 40,38 + 1,54° 51,08 + 0,85 41,75 + 0,64° 44,39 + 0,34 42,35 +0,89°
MUFA totais 9,18 +0,12b* 8,49 + 0,09° 4,78 +0,19° 9,98 + 1,18 8,08 +0,15° 7,53 +0,04° 5,03 + 0,07° 10,47 £ 0,17°
PUFA totais 37,86 + 0,56° 54,69 +0,71° 52,27 +0,03™ 49,64 +272° 40,84 +0,70° 50,72 + 0,69° 50,58 + 0,41° 47,18 +0,72°
PUFA/SFA 0,72 +0,02° 1,49 + 0,05 1,22 +0,00° 1,23+0,11° 0,80 + 0,03° 1,22 £ 0,04° 1,14 £0,02° 1,11+ 0,04°
n-6/n-3 0,92 + 0,02° 0,31 + 0,00° 0,27 + 0,00° 0,66 + 0,02° 0,72 + 0,00° 0,26 + 0,00° 0,25 + 0,01c 0,62 +0,02°

Acido caproico (C6:0); Acido caprilico (C8:0); Acido caprico (C10:0); Acido laurico (C12:0); Acido miristico (C14:0); Acido miristoleico (C14:1); Acido
pentadecanoico (C15:0); Acido palmitico (C16:0); Acido palmitoleico (C16:1); Acido heptadecanoico (C17:0); Acido estearico (C18:0); Acido oleico (C18:1n9c);
Acido linoleico (C18:2n6¢); Acido y-linolénico (C18:3n6); Acido o-linolénico (C18:3n3); Acido araquidico (C20:0); Acido eicosenoico (C20:1c); Acido cis-11,14-
eicosadienoico (C20:2c); Acido cis-11,14,17-eicosatrienoico e &cido heneicosanoico (C20:3n3 + C21:0); Acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (C20:5n3); Acido
beénico (C22:0); Acido tricosanoico (C23:0); acido docosahexaenoico (C22:6n3); Acido lignocérico (C24:0). SFA — Acidos gordos saturados; MUFA — Acidos

gordos monoinsaturados; PUFA — Acidos gordos polinsaturados; nd — néo detetado.
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O efeito hipocolesterolémico e a atividade antioxidante do acido linolénico tém
sido extensivamente estudados (Dhar et al., 1999; Mukherjee et al., 2002; Saha et al.,
2012). Alguns autores demonstraram que o acido linoleico, o acido linoleico conjugado
e 0 éster metilico do &cido linoleico tém atividade antioxidante, podendo explicar os
seus efeitos anticarcinogénico e antiaterogénico. Este &cido gordo e os seus isomeros
combatem o stresse oxidativo reduzindo a peroxidacéo lipidica e aumentando os niveis
de antioxidantes enzimaticos (Saha & Ghosh, 2009, 2010, 2011). No entanto, sdo
necessarios mais estudos para demonstrar a sua atividade captadora de radicais livres
em diferentes sistemas de radicais e em condi¢fes fisiologicas, e para determinar se
existe qualquer ligacdo entre as suas propriedades captadoras de radicais e 0S seus
efeitos bioldgicos (Fagali & Catala, 2008).

Relativamente a Cytisus multiflorus, uma investigacdo anterior realizada por
Barros et al. (2011) j& havia avaliado a sua composic¢do fitoquimica e a atividade
antioxidante utilizando material vegetal recolhido em Maio de 2009, nos mesmos locais.
Foram realizados ensaios in vitro, baseados em métodos quimicos, bioquimicos e
eletroquimicos e os resultados obtidos para os fitoquimicos antioxidantes, tais como
compostos fenolicos, flavonoides, acido ascérbico e tocoferdis apresentaram melhor
performance nas amostras frescas liofilizadas de 2009 do que nas de 2010, também
amostras frescas liofilizadas. Esta discrepancia podera ser explicada por uma pequena
diferenca no desenvolvimento da flor (e.g. flores ndo fertilizadas versus flores
fertilizadas ja incluindo vagens e primérdios de sementes) e pela variacdo anual das
condic@es climaticas que afetam as fases fenoldgicas de cada espécie.

3.3. Valor energético

Uma vez que as espécies estudadas sdo, por vezes, utilizadas como condimento e
na preparacdo de infusdes e decocgdes medicinais (Tabela 1), o seu valor energético
também foi avaliado, determinando os teores de proteinas, lipidos e glucidos, e 0s

resultados sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Valor energético (Kcal/100 g de massa seca) das flores das plantas arbustivas submetidas a diferentes processos de secagem. Os resultados sdo expressos

em g/100 g de massa fresca para a humidade e em g/100 g de massa seca para 0s restantes nutrientes. Em cada coluna, e para cada processo de secagem, letras

diferentes representam diferencas significativas entre os resultados (p < 0,05); n =9.

Humidade Cinzas Proteinas Lipidos Glucidos Energia

Cytisus multiflorus 73,33+ 0,34 4,57 +0,14° 17,36 + 0,39° 1,03 £0,14° 77,04 £0,11° 386,85 + 2,68°

% Cytisus scoparius 78,18 + 0,65 4,58 + 0,20 22,12 +0,11° 4,17 £ 0,33 69,13 + 0,09° 402,53 + 1,71

% Cytisus striatus 79,85+ 1,08 5,12 +0,06° 21,04 £0,79° 3,29+ 0,57 70,55 + 0,34° 395,95 + 2,19"

B Pterospartum tridentatum 60,80 £ 0,16 2,36 £ 0,00° 15,92 + 0,60° 2,69 0,51 79,03 £ 0,74° 404,01 + 4,05%

g Cytisus multiflorus 74.69 + 2,19 4,42 + 0,03 21,31 +0,58" 1,29 +0,16° 72,98 + 0,49° 388,77 +0,63"

g Cytisus scoparius 79,05 + 0,50 4,08 + 0,00 22,80 £ 0,10° 2,56 £0,21° 70,56 + 0,10° 396,46 + 0,73

g’ Cytisus striatus 80,15+ 0,21 4,36 + 0,28" 13,96 + 0,09° 2,79£0,72° 78,89 + 0,31° 396,51 + 3,35

§ Pterospartum tridentatum 60,90 £ 0,17 2,72£0,11° 18,99 + 0,38° 1,40 £0,28" 76,89 £ 0,53° 396,10 + 0,66°
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A humidade foi similar nas amostras submetidas aos dois processos de secagem,
0 que demonstra que ambos sdo eficientes na remocdo da agua. Os glucidos foram
macronutrientes abundantes e 0s niveis mais elevados foram encontrados em
Pterospartum tridentatum liofilizada e em Cytisus striatus seca a sombra (~79 g/100 g
de massa seca). Esta ultima espécie revelou o maior teor em cinzas, enquanto Cytisus
scoparius apresentou o maior teor em proteinas (~22 ou 23 g/100 g de massa seca para
as amostras liofilizadas e secas a sombra, respetivamente), valores semelhantes aos
descritos por outros autores: 18,9 g/100 g de massa seca numa amostra do Reino Unido
(Toleraet al., 1997) e 21,6 g/100 g de massa seca huma amostra de Espanha (Ammar et
al., 2004). Os niveis mais elevados de lipidos foram encontrados em Cytisus scoparius e
Cytisus striatus sem diferenca estatisticamente significativa (~3 ou 4 g/100 g de massa
seca). Em geral, os niveis de lipidos diminuiram nas amostras secas a sombra. No
entanto, o processo de secagem ndo teve influéncia significativa na contribuigéo

energética (valores que variaram entre 386 e 404 kcal/100 g de massa seca).
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IV. CONCLUSOES

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se avaliar os efeitos do processo de
secagem (tradicional versus liofilizacdo) no potencial antioxidante e na composi¢do
fitoquimica de flores de Cytisus multiflorus (L'Hér.) Sweet (giesta branca), Cytisus
scoparius (L.) Link (giesta negral), Cytisus striatus (Hill) Rothm. (giesta amarela) e
Pterospartum tridentatum (L.) Willk (carqueja). Estas quatro espécies foram
selecionadas com base no conhecimento empirico das populagdes locais, muitas vezes
consagrado pelo uso continuo, a ser testado e validado com bases cientificas. Os estudos
de carécter farmacologico e fitoquimico, baseados neste tipo de conhecimentos
fornecem, muitas vezes, informacdes de grande importancia, além de proporcionarem
uma economia de tempo e dinheiro (Amorozo, 1996).

As propriedades antioxidantes foram avaliadas por métodos bioquimicos
(inibigdo da descoloragdo do PB-caroteno na presenca de radicais livres derivados do
acido linoleico e inibicdo da formacdo de espécies reativas do acido tiobarbiturico
(TBARS) em homogeneizados cerebrais) e métodos quimicos (determinacdo do poder
redutor e da capacidade captadora de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)). A
analise da composicgdo fitoquimica incluiu a determinacdo de antioxidantes hidrofilicos
(&cido ascorbico, fenois incluindo flavondis e ésteres tartaricos e acucares) e lipofilicos
(carotenoides incluindo B-caroteno e licopeno, clorofilas, tocoferois e acidos gordos). O
valor energético das amostras foi calculado com base nos niveis totais de lipidos,
proteinas e glucidos, segundo métodos oficiais de anélise.

Verificou-se que a secagem & sombra diminuiu significativamente a capacidade
antioxidante e o teor em compostos fendlicos. A amostra liofilizada de Pterospartum
tridentatum apresentou a maior atividade antioxidante (valores de ECsp < 0,15 mg/mL),
0 que estd de acordo com 0s seus niveis mais elevados de fenois (~520 mg EACI/g
extrato). As amostras liofilizadas demonstraram sempre maior bioatividade e maiores
concentracdes de antioxidantes hidrofilicos (fenois, &cido ascérbico e acucares) e
lipofilicos (tocoferois, clorofilas e licopeno). No entanto, o processo de secagem néo
teve influéncia significativa na contribuicdo energética (valores que variaram entre 386
e 404 kcal/100 g de massa seca).

Tendo em conta a informacdo disponivel na literatura, esta € a primeira

caracterizacdo detalhada dos antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos das flores destas
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espécies de Genisteae, apos liofilizacdo e secagem a sombra. Os resultados obtidos dao
suporte técnico e cientifico aos usos tradicionais destas plantas na medicina popular
como anti-inflamatorios, destacando-as como fonte de compostos bioativos que podem
ser incorporados em bebidas, alimentos funcionais ou outras formulagdes com potencial
anti-inflamatorio e propriedades relacionadas com o stresse oxidativo, com
consequentes beneficios para a salde dos consumidores. Além disso, o processo de
secagem a ser utilizado em aplica¢bes industriais € de extrema importancia, pois o
controlo do processamento das plantas representa uma prioridade, de forma a evitar
contaminages, adulteracdes e garantir uma boa qualidade dos produtos a base de
plantas. Uma vez que a liofilizagdo mostrou preservar de uma forma mais eficaz as
qualidades das plantas medicinais em estudo, este processo de secagem podera ser
aplicado a plantas medicinais para utiliza¢6es na inddstria cosmética ou farmacéutica.
Este trabalho entrelaga o saber empirico com o conhecimento cientifico,
contribuindo assim para a divulgacdo destas espécies localmente utilizadas para fins
medicinais e estimulando a reflexdo em torno de uma estratégia que vise a gestdo,
conservacdo e utilizacdo destes recursos naturais locais numa perspetiva de
desenvolvimento sustentavel. Mais ainda, é de salientar a importancia do estudo do
conhecimento e uso tradicional das plantas medicinais, pois 0s usos populares podem
ser otimizados através do desenvolvimento de preparados farmacéuticos de baixo custo

e ser empregues em processos de desenvolvimento tecnologico (Pereira, 2011).
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VI.  ANEXOS

Os resultados descritos nesta dissertacdo deram origem a uma publicagdo em

revista indexada ao 1Sl e a duas comunicacdes nacionais:

Pinela J., Barros L., Carvalho A.M. & Ferreira I.C.F.R. (2011). Influence of the drying
method in the antioxidant potential and chemical composition of four shrubby
flowering plants from the tribe Genisteae (Fabaceae). Food and Chemical
Toxicology, 49, 2983-2989. (Anexo 1)

Pinela J., Carvalno A.M. & Ferreira I.C.F.R. (2011). Composicdo fitoquimica e
propriedades antioxidantes de plantas medicinais da familia Fabaceae submetidas a
diferentes processos de secagem. In | Jornadas de Jovens Investigadores da Escola

Superior Agréria do Instituto Politécnico de Braganga. Braganga. (Anexo 2a)

Pinela J., Barros L., Carvalho A.M. & Ferreira I.C.F.R. (2011). Efeito do processo de
secagem no potencial antioxidante de plantas medicinais da familia Fabaceae. In
XII Encontro Nacional da Sociedade Portuguesa de Quimica — 100 anos de
Quimica em Portugal. Braga. (Anexo 2b)
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Flowers from several common Mediterranean shrubs, such as those from the Cytisus genus and Genista
genus (tribe Genisteae/Fabaceae) have long been used for medicinal purposes and seasoning in the north-
eastern Portuguese region. Despite, the shade-drying traditionally used to process these plants, freeze-
drying is claimed to better preserve the quality of medicinal plants. Herein, the effects of drying process
in the antioxidants composition and properties of Cytisus multiflorus, Cytisus scoparius, Cytisus striatus and
Pterospartum tridentatum were evaluated. Freeze-dried P. tridentatum revealed the highest antioxidant
properties (ECsp values <0.15 mg/ml). Freeze-drying benefits were confirmed showing, the samples sub-
mitted to this process, higher antioxidant activity and higher concentrations of hydrophilic (phenolics,
ascorbic acid and sugars) and lipophilic (tocopherols, chlorophylls and lycopene) compounds. This pro-
cess could be applied in scale-up treatments of the studied plants for cosmetic or pharmaceutical

applications.

@ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The World Health Organization estimates that 80% of the
world's population uses medicinal plants in primary health needs
(WHO, 2009). Medicinal plants are often dried and stored for a long
time before use in manufacturing various types of products. Drying
is an effective method that increases the shelf life of the final prod-
uct by slowing the growth of microorganisms and preventing cer-
tain biochemical reactions that may alter the organoleptic
characteristics. Furthermore, it reduces the weight and bulk of
plants for cheaper transport and storage (Lin et al., 2011; Sellami
et al,, 2011).

Dehydration of plants can be performed using different meth-
ods. Matural drying (drying in the shade) and hot air drying are still
most widely used methods because of their lower cost. Neverthe-
less, natural drying has many disadvantages due to the inability
to handle the large quantities and to achieve consistent quality
standards (Soysal and Oztekin, 2001). Freeze-drying is generally
better in preserving the quality of medicinal plants during process-
ing (Abascal et al., 2005), but the drying cost is considerably higher
than hot air-drying (Lin et al, 2011).

Cytisus multiflorus, Cytisus scoparius, Cytisus striatus and Pteros-
partum tridentatum are four species from the Tribe Genisteae
(Fam. Fabaceae, subFam. Faboideae) commonly encountered in
the Portuguese wild flora. These species are frequent in the Iberian

#* Corresponding author. Tel.: +351 273 303219; fax: +351 273 325405.
E-mail address: iferreira@ipb.pt (L.C.ER. Ferreira).

0278-6915/% - see front matter @ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.fct.2011.07.054

Peninsula, growing spontaneously in thermo-Mediterranean con-
ditions and widely used in local folk medicine and sometimes as
condiment (Blanco and Diez, 2005; Carvalho, 2010; Cunha et al.,
2007; Gallego and Gallego, 2008; Pardo de Santayana, 2008).

In Portugal, these Fabaceae have been used for centuries
and are considered to have anti-inflammatory properties
(Camejo-Rodrigues et al, 2003; Carvalho, 2010; Cunha et al.,
2007; Novais et al., 2004; Neves et al, 2009; Salgueiro, 2004).
Medicinal infusions, decoctions and tonics are prepared with
fresh or shade-dried flowers, and largely used for several respira-
tory, gastrointestinal and skin affections and to control diabetes
and metabolic system disorders, such as cholesterol and gout. P.
tridentatum flowers in short racemes are traditionally used for
seasoning (Carvalho, 2010; Pardo de Santayana et al., 2007). Fur-
thermore, our research group recently reported antioxidant
properties of one of those species-C. multiflorus (Barros et al.,
2011), remaining the knowledge about antioxidant potential of
the other three species very scanty.

Many species of the Fabaceae family are known as poisonous
and injurious plants. Especially, bark, pods and seeds of several
genus are noxious and reveal potential toxins (Cooper and Johnson,
1984; Rivera and Obdn de Castro, 1991; Nelson et al., 2007 ). Empir-
ical traditional knowledge and local healers assume that consum-
ing oral dosage forms from these plants can lead to some risks
especially due to excessive doses and long-term treatments. How-
ever, folk medicine avoids these kinds of risks recommending spe-
cific dosages and controlling the periods of intake with ritual
healing practices.
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José Pinela, Lillian Barros, Ana Maria Carvalho, Isabel C.F.R. Ferreira

CIMO-Escola Superior Agraria, Instituto Politécnico de Braganca, Campus de Santa Apoldnia,
Apartado 1172, 5301-855 Braganca, Portugal.

As flores dos géneros Cytisus e Genista (da Tribo Genisteae, familia Fabaceae) sdo muito
utilizadas em todo o Mediterraneo, e em particular na regido do Nordeste de Portugal, para
fins medicinais e condimentares [1]. Tradicionalmente, procede-se a secagem destas flores
logo apos a colheita mantendo-as a sombra e a temperatura ambiente durante um periodo de
cerca de 30 dias. No entanto, o processo de liofilizagdo tem vindo a ser indicado como uma
melhor alternativa para a preservacdo da qualidade das amostras [2]. Neste trabalho,
avaliaram-se os efeitos do processo de secagem (tradicional versus liofilizagdo) no potencial
antioxidante e na composic¢do fitoquimica de flores de Cytisus multiflorus (L'Hér.) Sweet
(giesta branca), Cytisus scoparius (L.) Link (giesta negral), Cytisus striatus (Hill) Rothm.
(giesta amarela) e Pterospartum tridentatum (L.) Willk (carqueja).

As propriedades antioxidantes foram avaliadas por métodos bioguimicos (inibicdo da
descoloragdao do B-caroteno na presenca de radicais livres derivados do &cido linoleico e
inibicdo da formacdo de espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) em
homogeneizados cerebrais) e métodos quimicos (determinagdo do poder redutor e da
capacidade captadora de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)). Determinaram-se
antioxidantes hidrofilicos (acido ascorbico, fendis incluindo flavondis e ésteres tartéaricos,
acucares) e lipofilicos (carotenoides incluindo -caroteno e licopeno, clorofilas, tocoferdis e
acidos gordos). O valor energético das amostras foi também calculado com base nos niveis
totais de lipidos, proteinas e glucidos.

A amostra liofilizada de carqueja foi a que apresentou maior atividade antioxidante (valores
de ECs < 0,15 mg/mL). As amostras liofilizadas demonstraram sempre maior bioatividade
e maiores concentracOes de antioxidantes hidrofilicos (fendis, acido ascorbico e agUcares) e
lipofilicos (tocoferdis, clorofilas e licopeno) [3]. Este processo pode ser aplicado a plantas
medicinais para utilizacdes na industria cosmética ou farmacéutica.

Agradecimentos: FCT, POPH-QREN e FSE pela bolsa SFRH/BPD/4609/2008 atribuida a L. Barros.
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As flores dos géneros Cytisus e Genista (da Tribo Genisteae, familia Fabaceae) sdo muito
utilizadas em todo o Mediterraneo, e em particular na regido do Nordeste de Portugal, para
fins medicinais e condimentares [1]. Tradicionalmente, procede-se a secagem destas flores
logo apos a colheita mantendo-as a sombra e a temperatura ambiente durante um periodo de
cerca de 30 dias. No entanto, o processo de liofilizagdo tem vindo a ser indicado como uma
melhor alternativa para a preservacdo da qualidade das amostras [2]. Neste trabalho,
avaliaram-se os efeitos do processo de secagem (tradicional versus liofilizagdo) no potencial
antioxidante, incluindo a composicgdo fitoquimica de flores de Cytisus multiflorus (L'Hér.)
Sweet (giesta branca), Cytisus scoparius (L.) Link (giesta negral), Cytisus striatus (Hill)
Rothm. (giesta amarela) e Pterospartum tridentatum (L.) Willk (carqueja).
Determinaram-se antioxidantes hidrofilicos (acido ascérbico, fenois incluindo flavondis e
ésteres tartaricos, acgucares) e lipofilicos (carotenoides incluindo B-caroteno e licopeno,
clorofilas, tocoferdis e acidos gordos). O valor energético das amostras foi também
calculado com base nos niveis totais de lipidos, proteinas e gllcidos. As propriedades
antioxidantes foram avaliadas por meétodos bioquimicos (inibicdo da descoloragdo do B-
caroteno na presenca de radicais livres derivados do acido linoleico e inibicdo da formacao
de espécies reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) em homogeneizados cerebrais) e
métodos quimicos (determinacdo do poder redutor e da capacidade captadora de radicais
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)).

A amostra liofilizada de carqueja foi a que apresentou maior atividade antioxidante (valores
de ECsp < 0,15 mg/mL). As amostras submetidas a liofilizacdo demonstraram sempre maior
bioatividade e maiores concentragdes de antioxidantes hidrofilicos (fendis, &cido ascorbico
e acUcares) e lipofilicos (tocoferois, clorofilas e licopeno). Este processo pode ser aplicado a
plantas medicinais para utiliza¢Ges na indUstria cosmética ou farmacéutica.
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