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Resumo

O louro é um condimento natural usado nas regioes de alimentagao mediterranica, onde se
incluem Portugal continental e os arquipélagos dos Agores e da Madeira.

O interesse e procura de plantas aromaticas e medicinais por parte das inddstrias alimentar,
cosmética e farmacéutica, em consequéncia da exigéncia cada vez maior dos consumidores,
€ um facto indiscutivel. Tal comportamento deve-se as diversas propriedades farmacologicas
dos compostos bioativos de origem vegetal, com diversos beneficios para a saude e bem-
estar, contribuindo assim, para a prevenc¢ao de doengas e uma melhor qualidade de vida.

O objetivo do estudo apresentado foi a determinagao do valor nutricional, perfil dos
compostos volateis, composicao em compostos bioativos e capacidade antioxidante de
folhas e extratos de trés espécies de louro: Laurus nobilis L., Laurus azorica (Seub.) Franco e
Laurus novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar.

A andlise nutricional das folhas secas incluiu a avaliagio da humidade, proteinas, gordura
total, hidratos de carbono, fibra dietética total e cinzas, segundo métodos da AOAC e o
perfil dos acidos gordos por cromatografia gasosa acoplada a detetor de ionizagao de chama
(GC-FID).

O perfil dos compostos volateis das folhas frescas e secas foi determinado por
microextracdo em fase solida combinado com cromatografia gasosa acoplada a
espetrometria de massa (HS-SPME/GC-MS).

Foram quantificados os teores de compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos e
determinada a atividade antioxidante de extratos das referidas espécies por dois métodos
(DPPH e FRAP).

Pelos compostos volateis das trés espécies foi possivel verificar a existéncia de marcadores
de espécie, e ainda diferengas quantitativas e qualitativas entre folhas frescas e secas.

A espécie Laurus azorica (Seub.) Franco forneceu os melhores resultados no que diz respeito

a compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos, bem como na atividade antioxidante.

Palavras-Chave: Laurus nobilis L., Laurus azorica (Seub.) Franco, Laurus novocanariensis Rivas
Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, ). C. Costa et C. Aguiar, compostos bioativos, atividade

antioxidante, compostos fendlicos, compostos volateis.



Abstract

The laurel is a natural condiment used in Mediterranean cuisine regions, which include
mainland Portugal and its Azores and Madeira archipelagos.

Thanks to consumers increasing demand, the food, cosmetics and pharmaceutical industries’
growing interest and exploration of aromatic herbs is an undeniable fact. This is due to the
multiple pharmacological properties of the bioactive components of plant origin which
possess several health and well-being benefits thus contributing to prevent disease and
improve quality of life.

The purpose of this study is to determine the nutritional value, the profile of volatile
compounds, the bioactive compounds and the antioxidant properties of leaves and extracts
of three species of laurel:  Laurus nobilis L., Laurus azorica (Seub.) Franco e Laurus
novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, ]. C. Costa et C. Aguiar.

The nutritional analysis of dry leaves includes the evaluation of moisture, proteins, total fat,
carbohydrates, total dietary fibre and ashes, according to the AOAC methods and the fatty
acids profile through gas chromatography coupled to a flame ionization detector (GC-FID).
The volatile compounds profile of the fresh and dry leaves was determined by solid phase
microextraction and gas chromatography coupled to mass spectrometry (HS-SPME/GC-MS).
The levels of total phenolic compounds, flavonoids and tannins were quantified and the
antioxidant activity of extracts from these species determined by two methods (DPPH e
FRAP).

From the volatile compounds of the three species, it was possible to detect species markers,
and also quantitative and qualitative differences between fresh and dried leaves.

The Laurus azorica (Seub.) Franco species provided the best results concerning total phenolic

compounds, flavonoids and tannins as well as antioxidant activity.

Keywords: Laurus nobilis L., Laurus azorica (Seub.) Franco, Laurus novocanariensis Rivas Mart.,
Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, . C. Costa et C. Aguiar, bioactive compounds, antioxidant

activity, phenolic compounds, volatile compounds.
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l. Introducao

O homem, desde sempre, tem usufruido das plantas para a sua sobrevivéncia, com diversos
propésitos, como medicamento, alimento, material para construgao ou aquecimento
(Proenca da Cunha, Ribeiro e Roque, 2009a).

A flora Portuguesa tem sido reconhecida pela sua diversidade em espécies aromaticas com
propriedades medicinais (Proenga da Cunha, Ribeiro e Roque, 2009b). Na realidade, das
cerca de 3800 espécies que compoem a cobertura vegetal do Continente e dos arquipélagos
da Madeira e dos Agores, aproximadamente 500 espécies sao aromaticas e/ou medicinais.
Parte delas constituem uma alternativa para sistemas agricolas sustentaveis ou para a
rentabilizagao de terrenos marginais para a agricultura (Figueiredo, Barroso e Pedro, 2007).
As diferentes condicoes climaticas, certos microclimas devido aos relevos, latitude,
exposi¢ao solar, natureza do solo e proximidade do mar, sao fundamentais para uma flora
diversificada com um numero importante de plantas aromaticas endémicas em Portugal
(Proenca da Cunha, Ribeiro e Roque, 2009b). Os arquipélagos dos Acores e da Madeira e as
llhas Selvagens sao parte integrante da Macaronésia (do grego makarios-feliz e nessos-ilhas),
proporcionando locais de exceléncia para o desenvolvimento de espécies endémicas. Nao
fazendo parte desta regiao, é possivel observar em Portugal Continental certos endemismos
particulares da Macaronésia (Fernandez-Palacios et al, 201 1; Proenga da Cunha, Ribeiro e
Roque, 2009b).

As plantas aromaticas sao mundialmente utilizadas para dar sabor aos alimentos e,
secundariamente, para ajudar na sua conservagao, devido as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas que lhes estao associadas. Essas propriedades sao atribuidas a presenga de
metabolitos secundarios, nomeadamente, compostos fendlicos, carotenoides e vitaminas C
e E, entre outros (Daglia, 2012; Gulgin, 2012).

Os condimentos da familia Lamiaceae, caso do alecrim, tomilho e orégaos, tém sido
largamente estudados devido ao seu elevado poder antioxidante, resultante da diversidade e
dos teores de compostos fenolicos que contém. Este facto tem potenciado a sua utilizagao,

como aditivos naturais, em produtos alimentares (Mariutti e Bragagnolo, 2007).

O loureiro, nativo da regiao mediterranica, pertence a familia das Lauraceae, que abrange
cerca de 2500 espécies que crescem em zonas geograficas tropicais e subtropicais (Derwich,
Benziane e Boukir, 2009). Esta é caraterizada por arvores de folhas aromaticas, flores

pequenas e pouco vistosas, tendo como fruto uma drupa (Proenga da Cunha, Ribeiro e
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Roque, 2009b). Em Portugal Continental vegeta a espécie Laurus nobilis L. (Proenca da
Cunha, Ribeiro e Roque, 2009b; Sellami et al, 2011). No arquipélago da Madeira esta
descrita e ocorre naturalmente a espécie Laurus novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern.
Prieto, E. Dias, . C. Costa et C. Aguiar. No arquipélago dos Acores existe e esta descrita,
uma outra espécie de loureiro, o Laurus azorica (Seub.) Franco (Ballabio e Goetz, 2010).

O loureiro desenvolve-se, preferencialmente, em climas temperados, sendo intolerante a
temperaturas negativas e a geadas constantes. Embora surja em quase todo o territorio
mediterranico como espécie cultivada, é nos locais humidos e sombrios que encontra as
melhores condigoes para o seu crescimento (Proenga da Cunha, Ribeiro e Roque, 2009b;
Jemaa et al, 2012). Sao arvores pouco exigentes, no que respeita ao tipo de solo, com
preferéncia por solos leves e frescos, embora também seja possivel encontra-la em solos
secos e pedregosos (Jemaa et al., 2012). Estas espécies existem também na forma selvagem.
O loureiro esta distribuido por toda a zona mediterranica, e em Portugal Continental ocorre
de Norte a Sul, essencialmente na zona mais litoral. Para além das suas propriedades
condimentares, o louro apresenta igualmente propriedades medicinais (Simic, Kundakovi¢ e
Kovaclevi¢, 2003; Marzouki et al, 2009a; Ramos et al., 2012). Esta descrito que a infusao das
suas folhas pode ajudar no combate a falta de apetite e/ou a espasmos gastrointestinais
(Proenga da Cunha, Ribeiro e Roque, 2009b; Neves et al., 2009). Por outro lado, extratos
das folhas podem ser usados em disturbios hepaticos e para eliminar os calculos renais
(Sellami et al., 2011).

De uma maneira geral, todas as plantas sao capazes de sintetizar e acumular metabolitos
secundarios, compostos organicos de baixa massa molecular, com propriedades bastante
diversas (Paranhos, 2010a). Estes compostos, nao sendo necessarios para o crescimento e
desenvolvimento da planta, sao produzidos em quantidades relativamente pequenas, em
células especializadas. Sao fundamentais para garantir a protecao da planta contra os
predadores, ajudam no processo de polinizagao para a reprodugao da espécie e agem como
moléculas sinalizadoras em condi¢oes de stresse (Hartmann, 2004; Hounsome et al., 2008;
Paranhos, 2010a; Mazid, Khan e Mohammad, 201 1). Os metabolitos secundarios podem ser
dotados de atividade farmacologica, sendo utilizados como matéria-prima em diferentes
industrias, tais como a farmacéutica e a alimentar (Paranhos, 2010a; Daglia, 2012).

A presenga de compostos bioativos tem, atualmente, um elevado interesse economico para
a indlstria em geral, e em especial para a indlstria alimentar. Além disso, ha uma grande
preferéncia dos consumidores por compostos naturais, em detrimento dos compostos

sintéticos, nomeadamente, os antioxidantes (Pokorny, 2007; Marmesat et al., 2010; Giilgin,
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2012). No entanto, a produgao de metabolitos secundarios pelas plantas s6 ocorre em
determinadas condigoes, que interferem direta ou indiretamente no metabolismo da planta
(Paranhos, 2010a; Jemda et al, 2012). E o caso dos fatores genéticos, as condiges
edafoclimaticas, os diversos tipos de stresses a que as plantas sao sujeitas e até a forma
como sao colhidas e conservadas (Jalal et al., 2009; Paranhos, 2010a; Sellami et al., 201 I).

O processo de conservagao, caso da secagem, permite minimizar a perda de metabolitos
secundarios. Com a remogao da agua, ocorre a concentragao dos metabolitos secundarios,
facilitando assim a sua identificagao, extragao e quantificagdo (Papageorgiou, Mallouchos e
Komatis, 2008; Proenca da Cunha e Roque, 2010b; Sellami et al, 2011; Pirbalouti et al.,
2013).

O trabalho que se apresenta teve como objetivo caraterizar e comparar diferentes espécies
de Laurus sp. em estado selvagem, endémicas do territério nacional. Usaram-se as folhas das
espécies de L. nobilis L., L. azorica (Seub.) Franco e L. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern.
Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar, provenientes respetivamente de Portugal
Continental, Acores e Madeira. O estudo incluiu a determinacao do valor nutricional e do
perfil dos compostos volateis das folhas e a quantificagio de compostos bioativos de

extratos das folhas bem como a sua atividade antioxidante.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Loureiro

O loureiro é uma espécie de folha persistente da familia das Lauraceae. Trata-se de uma
espécie que integra os ecossistemas ripicolas, em associagdo com o amieiro, o freixo e o
salgueiro. E uma arvore carateristica da regido mediterrinica, largamente utilizada como
planta ornamental e/ou medicinal. As suas folhas tém uso culindrio, sendo um dos
condimentos mais utilizados na culinaria dos paises ocidentais (Proenga da Cunha, Ribeiro e
Roque, 2009b). Ocorre predominantemente no litoral Oeste do continente portugués

(Figura 1), devido a natureza dos solos humidos, locais sombrios e auséncia de geadas

prolongadas (http://www.florestar.net/loureiro/loureiro.html).

Figura |. Zona geografica mais representativa da plantacdo do Laurus nobilis L. (Retirado do site

http://www florestar.net/loureiro/loureiro.html).

O loureiro € uma arvore que pode ultrapassar os |0 metros de altura, com uma longevidade
superior a 100 anos (Proenca da Cunha, Ribeiro e Roque, 2009b). E uma espécie com
grande potencial ornamental e paisagistico, sendo frequentemente utilizada em arranjos
paisagisticos nos paises da regiao mediterranica.
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2.1.1. Laurus nobilis L.

O loureiro continental (L. nobilis L) é conhecido por loureiro-vulgar, loureiro comum,
loureiro-dos-Poetas, louro e sempre verde (Proenga da Cunha, Ribeiro e Roque, 2009b).

O loureiro continental é uma espécie distinta das espécies encontradas nos arquipélagos, L.
azorica (Seub.) Franco (Agores) e L. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, ].
C. Costa et C. Aguiar (Madeira). A sua distingao das outras espécies € possivel sobretudo
pela presenca de nervuras secundarias muito retas, salientes e que atingem a margem das
folhas, bem como pelo indumento das folhas e peciolos castanho-acobreado

(http://www.florestar.net/loureiro/loureiro.html) (Figura 2).

Figura 2. Folhas de Laurus nobilis L.

As folhas e os oOleos essenciais sao utilizados devido as propriedades benéficas que lhe sao
atribuidas, tais como tratamento de dores musculares, em formulagoes dermatologicas para
o tratamento de micoses e da psoriase, e na industria alimentar como produto aromatizante
de alimentos pré-preparados e na preparagao de molhos (Proengca da Cunha, Ribeiro e
Roque, 2009b). Para além do L. nobilis L. muitas outras espécies pertencentes a esta familia
apresentam interesse economico. Sao o caso da canforeira (Cinnamomum camphora (L.) H.
Sieb.) que ¢é utilizada para a obtengao da esséncia de canfora e o abacateiro (Persea americana

Miller) para a obtengao de 6leos essenciais das folhas e cascas (Proenca da Cunha, Ribeiro e

Roque, 2009b).
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2.1.2. Laurus azorica (Seub.) Franco

A espécie L. azorica (Seub.) Franco (Figura 3), habitualmente designada por loureiro, louro da
terra, louro ou louro de cheiro, pode ser considerada uma espécie nativa e pioneira da

floresta Laurisilva das ilhas agorianas, sendo considerada uma importante espécie desta

floresta (Rosa et al., 2010; Elias e Dias, 2009; Ballabio e Goetz, 2010).

Figura 3. Folhas de Laurus azorica (Seub.) Franco.

Até ha pouco tempo, o L. azorica (Seub.) Franco foi considerado uma espécie endémica dos
arquipélagos dos Acgores e da Madeira. No entanto, alguns dados taxonémicos provaram a
existéncia de diferengas entre o L. azorica (Seub.) Franco e o L. novocanariensis Rivas Mart.,
Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar (Ferrari et al., 2005; Ballabio e Goetz,
2010).

Tal como no L. nobilis L., a espécie L. azorica (Seub.) Franco tem sido utilizada para diferentes
fins, nomeadamente, culinarios e medicinais (Medeiros et al, 2000; Pedro et al, 2001).
Muitos estudos referem que os frutos e os oleos essenciais sao utilizados, na medicina
tradicional, como antisséptico em manipulagoes para a pele. O 6leo essencial ¢ utilizado
externamente para tratar dores reumaticas, cicatrizante em furdnculos, no tratamento da
apoplexia e problemas respiratérios. Os Oleos extraidos das folhas apresentam atividade

hepatoprotetora e inseticida (Pedro et al, 2001; Rosa et al., 2010).
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2.1.3. Laurus novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C.

Aguiar

O L. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar é o
nome pelo qual é conhecido cientificamente o loureiro endémico do arquipélago da Madeira
e das Canarias (Ballabio e Goetz, 2010). Sao arvores que podem ter até 20 metros de altura,
perenifdlia, de copa bastante densa. As folhas tém formas variadas, lanceoladas, ovadas,
oblongas ou elipticas, com 5 a |7 centimetros de comprimento, aromaticas, glabras na pagina

superior e geralmente tomentosas na pagina inferior, quando jovens (Figura 4).

R e

Figura 4. Folhas de Laurus novocanariensis Rivas Mart.,

Lous3, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar.

As folhas desta espécie tém sido utilizadas na gastronomia dos Madeirenses e os seus ramos
sao utilizados como espetos na tradicional espetada da Madeira (Proencga da Cunha, Ribeiro
e Roque, 2009b). As bagas do loureiro sio utilizadas para a produgio do "azeite de louro",
usado na medicina popular no tratamento de infecoes na pele, antireumatico, constipagoes,
doengas respiratorias e gripe (Luna-Herrera et al., 2007; Ballabio e Goetz, 2010). Sao muitas
as plantas regionais, endémicas ou nao, que tém sido utilizadas, ao longo dos tempos, sob
diversas formas, para o tratamento de algumas disfungdes. O L. novocanariensis Rivas Mart.,
Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar, desde a folha a baga é uma das espécies
que tem uma maior aplicagao na medicina popular. Segundo Tinoco, Ramos e Candeias
(2009), o extrato da folha de L. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C.
Costa et C. Aguiar tem um efeito contra o aumento dos niveis de etanol na corrente
sanguinea de ratos winstar. Um estudo realizado por Luna-Herrera et al. (2007) atribuiu

propriedades antibacterianas a esta espécie.
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2.2. Partes da planta utilizadas com fins terapéuticos

Toda a planta é utilizada para a elaboragao de produtos usados em medicina popular. As
folhas sao, sem duvida, as partes mais utilizadas, embora as flores, os frutos, a casca, o caule,
as raizes, as sementes e oOs rizomas sejam também matrizes vegetais com possivel agao
terapéutica. O motivo pelo qual as folhas sao as partes mais utilizadas prende-se com a sua
disponibilidade, opuléncia e facilidade de aquisicao (Rivera e Obon, 1995; Neves et al., 2009;
Karousou e Deirmentzoglou, 2011). As folhas sao também um meio de diferenciacao e
reconhecimento das plantas (Neves et al, 2009). Devido ao facto de se encontrarem mais
expostas a fatores adversos (predadores, condigoes climaticas e pragas), as folhas produzem
elevadas quantidades de metabolitos secundarios que, embora nao sejam necessarios para o
desenvolvimento e crescimento da planta, sao indispensaveis para a sua protecao (Karousou

e Deirmentzoglou, 201 ).

2.3. Metabolitos secundarios

Todos os seres vivos tém a sua atividade metabolica, sendo o metabolismo o conjunto de
reagoes quimicas que ocorrem no interior das células e, no caso concreto das células
vegetais, o metabolismo é dividido em primario e secundario (Seigler, 1998; Crozier,
Jaganath e Clifford, 2006a).

Entende-se por metabolismo primario o conjunto de processos metabdlicos que
desempenham uma fungao essencial na planta, tais como o crescimento, o desenvolvimento,
a respiragao, a fotossintese e a sintese de proteinas. Os compostos envolvidos exibem uma
distribuicao universal nas plantas, entre os quais se podem citar os aminoacidos, os lipidos,
os acidos nucleicos, os hidratos de carbono, a clorofila e os acidos organicos (Hounsome et
al., 2008; Ghasemzadeh e Jaafar, 201 1).

O metabolismo secundario promove a sintese de compostos que exercem propriedades
importantes, quer na planta quer nos predadores que as consomem. Por essa razao, tém
sido alvo de muitos estudos (Shaaya et al, 1997; Mazid, Khan e Mohammad, 201 |; Daglia,
2012). Estes metabolitos sao sintetizados a partir dos produtos do metabolismo primario,
por distintas vias metabolicas, que diferem na forma como sao reguladas (Russell e Duthie,
201 1; Bartwal et al,, 2013).

Os metabolitos secundarios, devido a complexidade da sua natureza quimica, podem formar

trés grupos primordiais: compostos fenolicos, terpenos e compostos azotados tais como os
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alcaldides (Bartwal et al,, 2013).

Apesar das plantas nao possuirem um sistema imunolégico como os animais, elas
desenvolveram uma série de mecanismos de protecao que lhes permite tornarem-se mais
resistentes a doengas e pragas.

A resisténcia pode ser aumentada através de mudancas anatdmicas (por exemplo: células
epidérmicas mais espessas com mais teor de cutina e maior grau de linhificagao) e mudangas
nas propriedades fisiologicas e bioquimicas (por exemplo: maior producao de substincias
repelentes ou inibidoras). A resisténcia pode ainda ser potenciada pela alteragao nas
respostas da planta ao ataque de parasitas através do aumento da formagao de barreiras
mecanicas (linhificagao) e/ou da sintese de fitoalexinas (Yamada, 2004; Grobkinsky, Graaff e
Roitsch, 2012).

O conhecimento das principais vias de produgao dos metabolitos secundarios é importante
para melhorar o conhecimento dos fatores que podem interferir na quantidade destes
compostos, tais como as condigoes edafoclimaticas, praticas agricolas e, obviamente a

diferenca entre espécies (Yamada, 2004).

2.3.1. Antioxidantes

Entende-se por antioxidante toda e qualquer substancia capaz de impedir ou reduzir o
processo oxidativo dos substratos oxidaveis (Gulgin, 2012). Em relagao aos alimentos, pode-
se definir um antioxidante como “uma substancia que em pequenas quantidades é capaz de
prevenir ou retardar a oxidagao de materiais facilmente oxidaveis” (Becker, Nissen e
Skibsted, 2004; Gulgin, 2012).

Os diferentes compostos antioxidantes podem possuir atividade enzimatica ou nao.
Exemplos de antioxidantes enzimaticos sao a superoxido dismutase, a catalase, a glutationa
peroxidase e a glutationa redutase. Os antioxidantes nao enzimaticos incluem os
antioxidantes sintéticos e os naturais (o-tocoferol, B-caroteno, acido ascérbico e os
compostos fenodlicos, nomeadamente, flavonoides, acidos fenodlicos, entre outros) (Ndhlala,
Moyo e Staden, 2010).

As propriedades antioxidantes, sendo muito importantes para a sobrevivéncia da planta, sao,
igualmente, essenciais para a estabilizagao dos alimentos (Brewer, 201 1). Dai o interesse dos
compostos antioxidantes na industria alimentar, visando retardar a oxidagao dos lipidos

(provavelmente os compostos mais sensiveis a oxidagao). A sua utilizagao promove a
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qualidade e valor nutricional dos alimentos. Assim, para prevenir ou retardar a deterioragao
oxidativa nos produtos alimentares, recorre-se a aditivos, nomeadamente antioxidantes de
origem natural ou sintética. Atualmente, o interesse recai sobre os antioxidantes de origem
natural (Gulgin, 2012).

Para avaliar a importancia da atividade antioxidante, é essencial conhecer o mecanismo de
formacao dos radicais livres e a subsequente degradacao dos produtos alimentares. Um
radical livre é qualquer espécie com existéncia independente que contém um ou mais
eletroes desemparelhados. A presenca destes eletroes torna as espécies altamente reativas.
A formagao desses radicais decorre da rutura de uma ligagao covalente, em que cada eletrao

partilhado fica no seu atomo (cisao homolitica) (Vinha, 2010).

R:H—->R +H°

Os radicais livres podem reagir com outras moléculas, partilhando os seus eletroes

desemparelhados, formando uma ligagao covalente:

R°*+R*—> R:R

Um radical pode, no entanto, doar um eletrao desemparelhado a outra molécula, retirar um
eletrao de outra molécula para formar um par de eletroes (radical ionizante) ou pode, ainda,
combinar-se com espécies nao radicalares. Em qualquer dos casos essa molécula torna-se
um radical livre, prosseguindo a reagao em cadeia (Kumar, 201 I; Giilgin, 2012).

A mecanica de atuagao dos antioxidantes é similar entre eles. Um antioxidante primario
(flavonoides e acidos fenodlicos) tem capacidade de doar atomos de hidrogénio ou eletroes
aos radicais livres (Bouayed e Bohn, 2010; Giilgin, 2012). Quando presentes em quantidades
vestigiais podem retardar ou mesmo inibir o passo de iniciagao, reagindo com um radical
lipidico livre (Equagao I), ou inibir o passo de propagagao, por reagao com radicais peroxilo

(Equagao 2) e radicais alcoxilo (Equagao 3) (Vinha, 2010).

AH +L°— A® + LH ()
AH + LOO*— A® + LOOH Q)
AH + LO°— A® + LOH 3)
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O radical formado (A®) tem uma reatividade baixa e nio reage com os lipidos. No entanto,
estes radicais podem interferir com as cadeias de propagagio, levando a formagao de
complexos peroxilo-antioxidante (Equagao 4) e alcoxilo-antioxidante (Equagao 5) (Vinha,

2010).

A® + LOO*— LOOA (4)
A® +LO'— LOA (5)

Na industria alimentar, a adicao de antioxidantes sintéticos, como o BHA (hidroxianisol
butilado), BHT (hidroxitolueno butilado), TBHQ (terc-butil-hidroquinona) e o PG (galhato de
propilo), tem sido pratica frequente para a preservagao de alimentos (Gililgin, 2010). No
entanto, tém surgido trabalhos que questionam a sua inocuidade. Por tal facto, iniciaram-se
estudos para avaliar o potencial de aplicagao de antioxidantes naturais, provenientes de
plantas, de forma a substituir os sintéticos, sem prejuizo da qualidade dos alimentos

(Dimitrios, 2006; Christaki et al., 2012).

Compostos fenodlicos

A determinacao dos teores de compostos fendlicos totais € uma das etapas iniciais em
qualquer investigagao de funcionalidade fisiologica de plantas, para posterior estimulo ao
consumo, visando a prevenc¢ao de doengas cronicas ou degenerativas (Vinha, 2010). Nos
vegetais sao numerosas as substincias de carater fenodlico: acidos fendlicos, flavonoides e
taninos (Daglia, 2012).

Os compostos fenolicos possuem estruturas quimicas heterogéneas e podem encontrar-se
na forma livre ou conjugada. Também se podem ligar a outros compostos principalmente
acUcares, como a glucose, galactose, xilose e ramnose, aumentando ainda mais a diversidade
estrutural destes compostos (Crozier, Jaganath e Clifford, 2006a).

A denominagao geral de acidos fenodlicos engloba os acidos benzoicos com sete atomos de
carbono (C, — C|) e os acidos cinamicos com nove atomos de carbono (C, — C,); estao
normalmente hidroxilados, dai a designacao acidos hidroxibenzoéicos (AHB) (Figura 5) e
acidos hidroxicinamicos (AHC) também conhecidos por fenilpropandides (Figura 6)

(Proenca da Cunha e Roque, 2010c; Giilgin, 2012).
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Tém sido atribuidas diferentes atividades bioldgicas a estes compostos, destacando-se a
atividade antitumoral e atividades antioxidante e antimicrobiana (Dai e Mumper, 2010;

Albayrak et al., 2012; Daglia, 2012; Inan, Ozcan e Juhaimi, 2012).

HO —— COOH

R R = R’ = H; Acido p-hidroxibenzéico;
R = OH, R’ = H; Acido protocatéquico;
R = OCH,, R’ = H; Acido vanilico;
R = R’ = OH; Acido galhico;
R = R’ = OCHj; Acido siringico.

Figura 5. Estrutura dos acidos hidroxibenzoicos (Retirado de Vinha, 2010).

HO CH = CH = COOH
R =R’ = H; Acido p-cumérico;
R = OH, R’ = H; Acido cafeico; R
R = OCH,, R’ = H; Acido ferulico;
R = R’ = OCHj; Acido sinapico.

Figura 6. Estrutura dos acidos hidroxicindmicos (Retirado de Vinha, 2010).

Flavonoides

Os flavonoides constituem uma ampla classe de substancias de origem vegetal, cuja sintese
ndo ocorre na espécie humana. Tém uma série de propriedades fisiologicas e atuam em
diversos sistemas bioldgicos (Crozier, Jaganath e Clifford, 2006a).

Na natureza, os flavonoides atuam como sinais quimicos na floragao e polinizagao das
plantas, promovendo a fertilidade e a germinagao do pdlen, bem como a regulagao do
crescimento da planta e a atividade enzimatica (Crozier, Jaganath e Clifford, 2006a; Buer,
Imin e Djordjevic, 2010; Samanta, Das e Das, 201 |; Agati et al., 2012). Sao responsaveis pelas

cores das plantas e dos frutos. Exercem agao protetora contra os raios ultravioleta (UV)
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(Campos, 2010d; Garcia-Salas et al, 2010; Agati et al, 2012) e sao considerados como
agentes de defesa contra microrganismos patogénicos (Pietta, 2000; Bartwal et al, 2013).
Estes compostos sao reconhecidos por terem uma elevada atividade antioxidante contra os
radicais livres e as espécies reativas de oxigénio (Campos, 2010d; Proestos et al., 2013); acao
estrogénica e antiproliferativa (promovem a diferenciagao celular e a apoptose), razoes pelas
quais tém sido alvo da maior atenc¢ao por parte dos investigadores mundiais (Birt, Hendrich
e Wang, 2001; Ren et al., 2003; Meiyanto, Hermawan e Anindyajati, 2012; Xia et al., 2013).

Do ponto de vista quimico, os flavonoides constituem substancias com |5 atomos de
carbono no seu esqueleto basico (Figura 7). Este grupo de compostos polifendlicos
apresenta uma estrutura comum, caraterizada por dois anéis aromaticos (A e B) e um
heterociclo oxigenado que pode ou nao ciclizar (anel C), formando um sistema C,-C,-C,.
Do ponto de vista biossintético, os flavonoides siao formados pela uniao de duas
subunidades, uma proveniente do acido chiquimico e outra da via do acido maldnico.
Atualmente, ja foram identificadas mais de 4000 substancias pertencentes a este grupo de

compostos secundarios (Crozier, Jaganath e Clifford, 2006a; Giilgin, 2012).

Figura 7. Estrutura geral dos flavonoides (Retirado de Vinha, 2010).

De acordo com o grau de oxidagao do heterociclo oxigenado, os flavonoides agrupam-se em

classes distintas (Figura 8) (Vinha, 2010).

Para além das suas propriedades biologicas, os flavonoides também sao de grande interesse
na alimentacdo, na indlstria de cosméticos e na industria farmacéutica, devido ao facto de
poderem ser usados como substitutos de antioxidantes sintéticos (Christaki et al, 2012;

Giilgin, 2012).
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Flavonas Flavonois Flavanois

Flavanonas Flavanonois Auronas

(Dihidroflavonas) (Dihidroflavonéis)

Chalconas Antocianinas

Figura 8. Diferentes classes dos flavonoides (Retirado de Vinha, 2010).

Taninos

Inicialmente o termo “tanino” aplicava-se a substincias de origem vegetal, utilizadas pelas
suas propriedades para curtir as peles, isto é, capazes de transformar a pele fresca dos
animais em material imputrescivel e com pouca permeabilidade (Proenca da Cunha e Batista,
2010e).

Atualmente, e pelo conhecimento das suas estruturas quimicas, podem-se definir como
compostos fendlicos hidrossoliveis, com massas moleculares entre 500 e 3000 que, por
hidrolise, originam fendis e que sao capazes de precipitar proteinas e alcaloides. Uma das
carateristicas mais relevantes dos taninos é a sua adstringéncia, resultante de interagoes
hidrofobicas e das ligagoes de hidrogénio entre os grupos fendlicos destes com outras
macromoléculas. A formagao de complexos entre os taninos e as proteinas confere também
a estes compostos um papel importante no controlo da contaminagao por bactérias, fungos

e/ou insetos (Proenca da Cunha e Batista, 2010e).
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No reino vegetal é possivel encontrar trés grupos de taninos estruturais e biogeneticamente
diferentes (Figura 9): os taninos hidrolisaveis, os condensados ou proantocianidinas e os

taninos complexos (Proenga da Cunha e Batista, 2010e).

HO L H (OH)
(Catechin moiety) , - __OH
R . |
O OH OR ~OH HO o, = OH
HO i OH
’ Yy oM@ | =
H 5
cf”o HO S HO- A~ ~C 0N
2 HO |
I e P = OH (G)
HO CH (G} HO R = Galloyl moiety (G) OH
OH OH or other substituents (Catechin molety) ,
Taninos hidrolisaveis Taninos complexos Taninos condensados

Figura 9. Taninos hidrolisaveis e alguns compostos derivados (Retirado de Khanbabaee e Ree, 2001).

O papel biologico da maioria dos taninos, nas plantas, resume-se a protegao contra
herbivoros, insetos ou infegoes (Proenga da Cunha e Batista, 2010e; Bartwal et al., 2013). Na
medicina, os taninos sao utilizados no tratamento de diarreias, distdrbios gastrointestinais,
como anti-inflamatorios, antissépticos e hemostaticos (Khanbabaee e Ree, 2001; Okigbo,
Anuagasi e Amadi; 2009; Proenga da Cunha e Batista, 2010e; Vinha et al., 2012).

Estudos recentes tém demonstrado que os taninos, tal como os fendis e os flavonoides,
atuam como captadores de radicais e como compostos antioxidantes, facto que tem
merecido um grande interesse por parte da inddstria farmacéutica e alimentar (Proenga da

Cunha e Batista, 2010e).

Terpenos

Os terpenos ou terpendides constituem o maior grupo de metabolitos secundarios de
origem vegetal, sendo abundantes nos 6leos essenciais produzidos pelas plantas aromaticas
(Proenca da Cunha, Cavaleiro e Salgueiro, 2010f). Os 6leos essenciais sio dotados de aroma
e sao misturas complexas de compostos aromaticos volateis produzidos por algumas plantas.
Sao responsaveis pelas carateristicas odoriferas, proprias das plantas aromaticas, possuindo
uma diversidade de atividades biologicas, destacando-se a atividade antimicrobiana (Proenca

da Cunha, Cavaleiro e Salgueiro, 2010f).
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De uma forma geral, os oleos essenciais sao insolliveis em meio aquoso. Sao toxicos e
deletérios para muitos insetos e mamiferos herbivoros, assumindo uma fungao de defesa
importante contra os predadores. Estes compostos também intervém na regulagao da
evapotranspiragao, atuam como polinizadores e participam no processo germinativo e no
desenvolvimento das espécies vegetais (Proenga da Cunha, Cavaleiro e Salgueiro, 2010f).
Quimicamente os terpenos sao formados por sucessivas unidades de isopreno (C;),
podendo classificar-se em monoterpernos (C,,), sesquiterpenos (C;), diterpenos (C,),
triterpenos (C,,) e tetraterpenos (C,) (Bartwal et al, 2013). Nos o6leos essenciais
predominam os terpenos mais volateis, nomeadamente, os monoterpenos e oS
sesquiterpenos (Proenga da Cunha, Cavaleiro e Salgueiro, 2010f).

Muitas plantas aromaticas, tais como a menta, tomilho e eucalipto sao conhecidas por
produzirem compostos monoterpénicos com grande valor industrial como o mentol, o timol
e o |,8-cineol, respetivamente (Proenga da Cunha, Cavaleiro e Salgueiro, 2010f).

Os terpenos tém um grande valor economico, como aditivos alimentares e aromatizantes,
na inddstria alimentar e de bebidas, sendo também usados na industria farmacéutica,
perfumaria e cosmética (Humphrey e Beale, 2006b; Proenca da Cunha, Cavaleiro e Salgueiro,

2010f).
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3. Atividades Bioldgicas do Laurus sp.

A expressao "plantas aromaticas, medicinais e condimentares” é utilizada, indistintamente,
para designar um grupo de plantas que se distinguem por determinadas carateristicas.
Contudo, existem plantas com carateristicas exclusivamente medicinais, apesar de haver
outras espécies que integram os trés grupos (aromaticas, medicinais e condimentares)

(http://www.quintinha.com/Quintinha/files/Plantas%20AMC.pdf).

As plantas aromaticas caraterizam-se por produzirem O6leos essenciais em quantidade
significativa, que lhes conferem propriedades odorificas, podendo ser isoladas por destilagao
elou expressao, no caso dos frutos do género Citrus (Proenca da Cunha, Cavaleiro e
Salgueiro, 2010f).

As plantas medicinais sao as espécies vegetais que sintetizam, em pelo menos um érgao,
metabolitos secundarios, principios ativos capazes de alterar as fungoes fisiologicas do
organismo humano e/ou animal com propriedades farmacologicas reconhecidas.

(http://www.quintinha.com/Quintinha/files/Plantas%20AMC.pdf).

As plantas condimentares podem ser descritas como as espécies vegetais normalmente ricas
em O6leos essenciais, constituindo um subproduto das plantas aromaticas e que, devido as
suas  carateristicas  organolépticas e quimicas sao utilizadas na  culindria.

(http://www.quintinha.com/Quintinha/files/Plantas%20AMC.pdf).

O louro, além de ser um condimento muito usado na culindria, tem efeito antioxidante
devido a sua composigao rica em compostos fendlicos (Simic, Kundakovi¢ e Kovalevic,
2003; Albayrak et al., 2012).

Nos ultimos anos, o louro tem sido alvo de investigagio, nomeadamente, na caraterizagao
quimica e quantificacio de metabolitos secundarios relacionados com diversas atividades
biologicas. Tem fungoes fisiologicas importantes, tais como antioxidante, antidiabético,
antimicrobiano, analgésico, anti-inflamatorio, antifingico e antiviral, uma vez mais, devido aos
elevados teor de compostos bioativos que contém (Emam et al., 2010; Ouchikh et al., 201 1;
Albayrak et al., 2012).

A atividade antioxidante é a que desperta mais aten¢ao por parte da comunidade cientifica
devido aos beneficios na salide publica, contribuindo para a prevencao de doengas cronicas,
como o cancro, as doengas cardiovasculares e neurologicas, e as disfungoes provocadas pelo
stresse oxidativo. Segundo varios estudos publicados recentemente, a riqueza de diferentes
metabolitos secundarios, potencia o reconhecido valor medicinal do louro (Ouchikh et al,

201 1; Inan, Ozcan e Juhaimi, 2012; Ramos et al., 2012).
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Varios estudos provaram que os extratos das folhas de L. nobilis L. e os o6leos essenciais

apresentam atividades biologicas distintas (Tabela I).

Tabela |. Atividades bioldgicas dos 6leos essenciais e dos extratos das folhas de L. nobilis L., L. azorica (Seub.)

Franco e L. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar.

Espécies Atividades biologicas

Anticonvulsiva (Sayyah, Valizadeh e Kamalinejad, 2002).
Analgésica e anti-inflamatoria (Sayyah et al., 2003).
Inibicao da producao de oxido nitrico (De Marino et al., 2004).
Inibicdo da acetilcolinesterase (Ferreira et al., 2006).

Acio anti-inflamatoéria e antitumoral (Kaileh et al., 2007).

L. nobilis L.
Acao antiflingica e antibacteriana (Marzouki et al., 2009b).
Inibicao da proliferagao celular (Kim et al,, 201 1).
Acao inseticida (Jemaa et al, 2012).
Acao antioxidante e antibacteriana (Ramos et al,, 2012).
Acao antitumoral e antioxidante (Saab et al., 2012).
L. azorica (Seub.) Acao anticoagulante (Medeiros et al., 2000).
Franco Acio inseticida (Rosa et al., 2010).
Atividade acaricida (Macchioni et al., 2006).
L. novocanariensis Atividade antifungica (Rodilla et al., 2008).
Rivas Mart ... Inibicao da absor¢ao do alcool no sangue (Tinoco, Ramos e Candeias, 2009).

Atividade protetora na pele (Viciolle, Castilho e Rosado, 2012).

3.1. Atividade antioxidante e antimicrobiana

O estilo de vida atual impulsiona em alguns consumidores habitos alimentares menos
saudaveis, levando a um consumo reduzido em alimentos ricos em antioxidantes. A ma
alimentagao associada ao stresse, poluicao ambiental, sedentarismo e processos metabolicos
que ocorrem continuadamente no organismo, produzem radicais livres sob a forma de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de azoto (RNS) (Emam et al, 2010;
Giilgin, 2012).

As espécies radicais como o aniao superoxido (O,"), o radical hidroxilo (HO), o radical
peroxilo (ROQO’), o radical alcoxilo (RO’) e o éxido nitrico (NO") sao exemplos de espécies
reativas de oxigénio, existindo outras espécies de ROS nao radicais como o oxigénio
singleto ('O,), o peroéxido de hidrogénio (H,0,) e o acido hipocloroso (HCIO) (Giilgin,
2012).
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A produgao de ROS em concentragdoes moderadas no organismo humano acarreta
beneficios para as células, visto estarem envolvidos em varios processos fisiologicos como a
ativagao do sistema imunitario contra agentes patogénicos, desintoxicagao e transmissao de
sinais quimicos (Gtilgin, 2012).

A producao excessiva de ROS provoca a oxidagao nos lipidos, proteinas, hidratos de
carbono e mutagoes no ADN, promovendo danos, impedindo a sua fungao normal e
conduzindo ao aparecimento de doengas (Giilgin, 2012).

A oxidacao lipidica causa a deterioragao dos alimentos, com alteragoes sensoriais devidas
especialmente, aos acidos gordos polinsaturados oxidados, produzindo odores e sabores
desagradaveis. Estes fatores diminuem a qualidade nutricional e organolética dos géneros
alimenticios e dos alimentos processados, limitando assim o tempo de vida util dos mesmos
(Giilgin, 2012; Inan, Ozcan e Juhaimi, 2012).

A eliminagao de ROS pelo organismo é feita através de antioxidantes endogenos, evitando
assim a oxidagcao que pode desencadear o aparecimento de doengas, resultando num
equilibrio entre a oxidagao e os antioxidantes que a previnem. No entanto, a produgao
excessiva de ROS e a insuficiéncia de antioxidantes para a sua eliminagao, provoca um
desequilibrio, o chamado stresse oxidativo (Bouayed e Bohn, 2010; Guilgin, 2012).

Embora o organismo possua mecanismos de defesas endogenas (antioxidantes enzimaticos e
nao enzimaticos) capazes de repararem os danos causados ou eliminarem os radicais livres,
estes potenciam a sua agao, atuando sinergicamente com defesas obtidas por via exogena,
especialmente antioxidantes nao enzimaticos (Bouayed e Bohn, 2010; Giilgin, 2012).
Diversos estudos realizados em louro tém demonstrado a sua atividade antioxidante, visto
que contém na sua composicao compostos bioativos, como os compostos fenodlicos
(Albayrak et al, 2012) e derivados, nomeadamente, flavonoides (Emam et al, 2010;
Kaurinovic, Popovic e Vlaisavljevic, 2010), a-tocoferol (Ouchikh et al, 2011) e compostos
volateis (Conforti et al, 2006; Politeo, Juki¢ e Milos, 2007; Ramos et al., 2012; Saab et dl,
2012).

Os metabolitos secundarios, como os compostos fendlicos e terpenos, apresentam atividade
antimicrobiana devido a capacidade de poderem atuar em diferentes alvos bioquimicos dos
microrganismos, suprimindo uma série de fatores (Simoes, Bennett e Rosa, 2009; Proenca da
Cunha, Cavaleiro e Salgueiro, 2010f; Daglia, 2012).

Os compostos fendlicos podem inibir a sintese de acidos nucleicos tanto de bactérias Gram

(+) como Gram (-), interrupgao da produgao de energia, inibicao da formagao de biofilmes,
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diminuicao da aderéncia ao hospedeiro e a neutralizagdo de toxinas bacterianas. Podem
atuar sinergicamente com os antimicrobianos (Simoes, Bennett e Rosa, 2009; Daglia, 2012).

Os terpenos estao envolvidos na interrup¢ao da membrana das bactérias, resultando na
expansao da membrana, aumento da fluidez e permeabilidade da membrana, interferéncia
nas proteinas incorporadas na membrana, inibicao da respiragao e alteragao de processos de
transporte de ides tanto em bactérias Gram (+) como Gram (-) (Simoes, Bennett e Rosa,

2009; Proenca da Cunha, Cavaleiro e Salgueiro, 2010f).

Sao varios os estudos efetuados em louro que comprovaram a sua atividade antimicrobiana
devido aos metabolitos secundarios presentes na sua composi¢ao. Um estudo realizado nas
folhas de L. nobilis L. revelou que os dleos essenciais possuem forte atividade antibacteriana
devido aos compostos volateis, assim como os extratos etandlico e aquoso (Ramos, et dl.,
2012). Outros estudos efetuados igualmente nas folhas de L. nobilis L. demonstraram que os
oleos essenciais possuem atividade antibacteriana (Derwich, Benziane e Boukir, 2009;
Ivanovic¢ et al., 2010) e antimicrobiana (Marzouki et al., 2009b).

Ozcan et al. (2009) estudaram e demonstraram que os 6leos essenciais das folhas, o 6leo de
sementes e o extrato metandlico de 6leo de sementes de L. nobilis L. possuem atividade
antimicrobiana, resultado dos compostos fenodlicos e volateis presentes na sua composicao,
verificando-se também no extrato metandlico das folhas (Albayrak et al., 2012).

Foram estudados extratos etandlicos de folhas, frutos, flores e casca do caule de L. nobilis L.
e verificou-se que todas estas partes da planta tém atividade antimicrobiana, resultante da
sua composicao em determinados metabolitos secundarios (Al-Hussaini e Mahasneh, 201 1).
Para além dos estudos efetuados em L. nobilis L. foi igualmente concretizada uma investigagao
no L. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, . C. Costa et C. Aguiar onde

foi comprovada a atividade antifuingica dos 6leos essenciais das folhas (Rodilla, et al., 2008).

31



4. Objetivo

Este trabalho teve como objetivo principal caraterizar as espécies endémicas L.. azorica
(Seub.) Franco e L.. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, ]. C. Costa et C.
Aguiar dos Acores e Madeira, respetivamente, e fazer a comparagao com a espécie
autoctone L. nobilis L. de Portugal Continental.

Para o seu cumprimento:

- Fez-se a caraterizagao nutricional das 3 espécies, usando as folhas secas.

- Avaliou-se ainda a composicao em compostos volateis de folhas frescas e secas.

- Para a avaliagao do teor em compostos antioxidantes e da capacidade antioxidante usaram-
se extratos de folhas secas das 3 espécies em estudo. Nesta fase do trabalho estudou-se o
comportamento de diferentes solventes, visando obter o melhor compromisso entre teores

extraidos de compostos bioativos e a sustentabilidade do processo.
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5. Materiais e Métodos

O trabalho laboratorial decorreu nos Laboratérios do Departamento de Ciéncias Quimicas
da Faculdade de Farmacia do Porto e do GRAQ, Instituto Superior de Engenharia do Porto
(ISEP).

5.1. Recolha e tratamento das amostras

A amostra era constituida por folhas de louro usadas como condimento. Usaram-se 3
espécies de Laurus de origens diferentes, conforme ja referido. As determinagoes foram
efetuadas em folhas frescas e secas.

As folhas de L. nobilis L. foram colhidas em Julho de 2012 em Freixieiro do Soutelo, Viana do
Castelo.

As folhas de L. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, . C. Costa et C.
Aguiar foram colhidas em Agosto de 2012 no Funchal, Ilha da Madeira.

As folhas de L. azorica (Seub.) Franco foram colhidas em Julho de 2012 na llha do Pico,
Acores.

As folhas frescas foram sujeitas a um processo de secagem durante 3 semanas, a uma
temperatura de 25 °C para se obterem as folhas designadas secas.

As folhas, frescas e secas, foram pulverizadas em moinho e, posteriormente, utilizadas na

avaliacao dos varios parametros propostos.

5.2. Reagentes e equipamentos

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.
Determinagao do teor total de gordura:
Sulfato de sodio anidro (Merck, Darmstadt, Germany);
Eter de petroleo (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.).
Determinagao do teor de proteina:
Sulfato potassio — Kjeldahl tablets (47,7% Na,SO,; 47,7% K,SO,; 2,8% TiO,; 1,8%
CuSO,) (Merck, Darmstadt, Germany);
Acido sulfarico 96% (Absolve, Odivelas, Portugal);

33



Hidroxido de sédio 32%;
Acido bérico a 4%.
Determinacao do teor total de fibra dietética:
Etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Germany);

Acetona (Merck, Hohenbrum, Germany);

a-Amilase termoestavel, protease e amiloglucosidase (TDF-100A, SIGMA Aldrich, St.

Louis, U.S.A)).
Determinagao do perfil de acidos gordos:
Metanol (VWR International, Leuven, Belgium);
Trifluoreto de boro (SIGMA Aldrich, St. Louis, US.A.);
Mistura de padroes de acidos gordos (FAME 37, Supelco, Bellefonte, U.S.A.).
Extracao dos compostos bioativos:
Etanol absoluto (Fisher Chemical, Loughborough, U.K.);
Agua desionizada;
Acido galhico (SIGMA Chemical Co., St. Louis, US.A.);
Reagente Folin-Ciocalteau (Merck, Darmstadt, Germany);
Carbonato de sédio (Merck, Darmstadt, Germany);
Hidrato de catequina (SIGMA Aldrich, Inc., St. Louis, U.S.A.);
Nitrito de sédio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A));
Cloreto de aluminio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.);
Hidroxido de sédio (Merck, Darmstadt, Germany).

Determinacao da atividade antioxidante:

DPPH’ (radical 2,2-difenil-I-picril-hidrazilo) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.);

TPTZ (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A));
Cloreto férrico (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.);
Sulfato ferroso (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.).

Equipamentos

Moinho (GM 200, RETSCH, Haan, Germany).

Balanga eletronica de determinagao de humidade (Scaltec modelo SMOOI, Scaltec

Instruments, Heiligenstadt, Germany).

Mufla (Thermolyne 48000, F48010-26, Electrothermal Engineering Ltd, Essex, United

Kingdom).
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Dispositivo de extragao em Soxhlet.

Digestor (K-424, BUCHI Labortechnik AG, Switzerland).

Destilador (KjelFlex K-360, BUCHI Labortechnik AG, Switzerland).

Digestor enzimatico (GDE, VELP ®Scientifica, Usmate, Italy).

Sistema de filtracdo (CSF-6, VELP ®Scientifica, Usmate, Italy).

GC-FID (Shimadzu GC-2010, Shimadzu, Columbia, U.S.A.).

GC-MS (Thermo- Electron Corporation, Austin, U.S.A.).

Placa de agitacao (VARIOMAG, TELEMODUL 40 CT, H+P Labortechnik, Germany).
Vortex (VWR INTERNATIONAL, Darmstadt, Germany).

Leitor de microplacas (BioTek Synergy HT, GENSS5).

5.3. Analise nutricional

As andlises descritas a seguir usaram as folhas secas, moidas, das 3 espécies de louro.
Determinacao do teor de humidade

Para a determinacdo da humidade recorreu-se a uma balanca

adequada (Figura 10). Aproximadamente |,5 g de amostra moida

foi sujeita a um processo de secagem (x 100 °C) até atingir um

peso constante. A analise foi efetuada em triplicado e os resultados

. expressos em percentagem (%).

Figura 10. Balanga de determinagao de humidade.

Determinacao do teor de cinzas

As cinzas foram obtidas por incineragao de | g de amostra a
500 °C, em mufla (Figura I'l) de acordo com o método AOAC
950.153. A anilise foi efetuada em triplicado e os resultados

apresentados em percentagem (%).

Figura | 1. Mufla.
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Determinagao do teor de proteina

O teor proteico foi determinado pelo método de Kjeldahl baseado no método AOAC
2001.11. Aproximadamente 0,5 g de amostra foram colocadas num tubo de Kjeldahl,
juntamente com duas pastilhas de mistura catalisadora (3,5g sulfato de potassio e 0,4 g de
sulfato de cobre por pastilha) e 20 mL de acido sulfurico a 96%. A digestao acida foi efetuada
em manta elétrica (cerca de 2 horas, até obtencao de liquido limpido e transparente de
tonalidade azul-esverdeada) ligada a um sistema de aspiragao de vapores (Digestor K-424).
Procedeu-se, de seguida, a alcalinizagao (Hidroxido de sodio 32%) e destilagao do produto
digerido (BUCHI KjelFex K-360, Flawil, Switzerland) (Figura 12). Recolheu-se o destilado em
acido borico a 4% durante 4 minutos, periodo depois do qual deixou de ocorrer reagao
alcalina. Finalmente procedeu-se a titulagio com acido sulfirico
(H,SO,, 0,05 M) para a quantificagdo do azoto total presente na
“.= amostra.
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A anilise foi efetuada em triplicado e os resultados expressos em
1 percentagem (%).

O fator de conversao de azoto total em proteina foi 6,25.

Figura 12. Destilador automatico.

Determinacao do teor total de gordura

O teor de gordura foi determinado pelo método do Soxhlet (método AOAC 991.36).
Aproximadamente 5 g de amostra foram misturadas com sulfato de sédio anidro para
garantir a remogao total de agua, e areia para evitar a compactagao da amostra, o que
impediria a extragao. A mistura foi transferida para cartuxos de celulose que foram
colocados em ampolas de extragao do dispositivo de Soxhlet. Para a extragao da gordura
utilizou-se éter de petréleo (8 horas para quantificagio da gordura total) e recolheu-se a
gordura extraida para baldes previamente tarados. Posteriormente, procedeu-se a
eliminagao do solvente por evaporagao (Figura 13) e a secagem do residuo em estufa (100
°C) por periodos de meia hora até a obtengao de peso constante. A pesagem foi feita apos
arrefecimento em exsicador. A andlise foi efetuada em triplicado para cada amostra e os

resultados apresentados em percentagem (%).
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Figura 13. Montagem do dispositivo de Soxhlet.

A- Extracao da gordura e B- Recuperagao do solvente.

Determinagao do teor total de fibra dietética

O teor de fibra dietética total (FDT) foi determinado por um método enzimatico-
gravimétrico (método AOAC 985.29), onde 4 aliquotas (I g) de cada amostra foram
digeridas e sujeitas a um processo de filtracao (para remover a componente nao fibrosa da
amostra) (Figura 14). A amostra foi incubada com a-amilase termoestavel, seguindo-se duas
incubagoes com protease e com amiloglucosidase, de modo a simular o sistema digestivo,
num banho termostatizado (GDE, VELP® Scientifica, Usmate, Italy). Procedeu-se a
precipitagao da FDT com etanol, sendo depois lavada com etanol e acetona. Em duas
' aliquotas foi determinado o teor de proteina nao digerida
(método de Kjeldahl) e, nas outras duas aliquotas, o teor
de cinzas (incineragdo a 525 °C). A FDT corresponde a
massa em percentagem (%) do residuo apos a digestao e

filtracao, retirando o teor proteico e o teor de cinzas e

corrigido também com o valor do branco (controlo).

Figura 14. Sistema de filtragdo para determinagao da fibra dietética.
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Determinagao do teor de hidratos de carbono

O teor de hidratos de carbono foi obtido por diferenga (método indireto), usando a

seguinte formula:

% Hidratos de carbono =100 - (% proteinas + % gordura + % humidade + % cinzas)

Os resultados foram apresentados em percentagem (%).

Determinacao do perfil de acidos gordos

O perfil em acidos gordos foi determinado na gordura extraida, durante 4 horas, pelo

método ja descrito (método de Soxhlet).

A partir de uma determinada quantidade de gordura procedeu-se a hidrélise dos
trigliceridios, usando calor e uma solugao alcalina (NaOH), para obter os acidos gordos
livres. Estes, com aquecimento, sofreram metilagio na presenca de metanol (dador de
metilos) e um catalisador (trifluoreto de boro). Apos esta etapa obtiveram-se os ésteres
metilicos dos acidos gordos (FAME), entidades suficientemente volateis para serem

analisadas por cromatografia gasosa. Os FAME foram extraidos com n-hexano.

Os FAME foram analisados por cromatografia gasosa com detegao por ionizagao de chama
(GC-FID). O cromatografo (Shimadzu GC-2010, Shimadzu, Columbia, U.S.A.) estava
equipado com uma coluna capilar de silica fundida CPSil 88 (Varian, Middelburg, The
Netherlands; 50 m de comprimento X 0,25 mm de didmetro interno, e 0,19 ym de
espessura de filme). O gas de arraste utilizado foi o hélio (120 kPa), com o programa de
temperaturas 120 °C, durante 5 minutos e aumento até 220 °C (3 °C/min.) onde se manteve
por 10 minutos. As temperaturas do injetor e detetor foram 250 °C e 270 °C,
respetivamente. A razao de “split” foi de 1:50 e o volume injetado foi de 1,0 pL. Fizeram-se
2 injecoes por amostra. Os FAME foram identificados por comparagao dos tempos de
retencao com os de uma mistura de padroes (FAME 37 — mistura de 37 ésteres metilicos de
acidos gordos) e por adicao de padrao as amostras. Os resultados foram expressos em
relagao ao total de acidos gordos (% de area relativa). Os dados obtidos foram analisados

com o software CP-Maitre (versao 2.30, shimadzu GC solution, Shimadzu, Columbia).
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5.4. Analise dos compostos volateis

Neste ensaio foram usadas folhas frescas e secas das 3 espécies de louro em estudo.

Cerca de 170 mg de amostra moida foram colocadas em vial de 10 mL, equipado com uma
barra magnética e fechado com capsulas de septo deTeflon (Tefloncoated).

Os compostos volateis libertados para o espago livre do vial foram adsorvidos por uma fibra
de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB, Supelco, Inc., Bellefonte, PA) e analisados
por Microextragaio em Fase Solida combinada com Cromatografia Gasosa acoplada a
Espetrometria de Massa (HS-SPME/GC-MS).

Antes de ser usada, a fibra de 65 uym foi condicionada a 250 °C durante 30 minutos no
injetor do cromatografo. Posteriormente, a fibra foi exposta ao espago livre do vial para
adsor¢ao dos compostos volateis durante 45 minutos, a uma temperatura de 25 °C. De
seguida, foi introduzida no injetor do cromatégrafo GC TRACE Ultra Polaris Q acoplado a
um espetrometro de massa, com armadilhas de ides (Thermo Fisher Scientific), com
ionizacao por impacto de eletroes a 70 eV, controlados pelo software Xcalibur 1.3, para
andlise dos compostos volateis dessorvidos. O gas de arraste utilizado foi o hélio (Linde
Sogas purity 2 99,999%) a | mL/min.

Os compostos volateis foram separados em coluna capilar ZB-XLB Phenomenex® (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm). A temperatura do forno foi programada como se segue: temperatura
inicial 40 °C (durante | minuto), um aumento de 30 °C/min. até 220 °C (mantido durante 5
minutos), seguido de um aumento de |10 °C/min. até 250 °C e mantida a esta temperatura
durante 20 minutos e, finalmente, aumentada de novo a 5 °C/min. até 285 °C e mantida a
esta temperatura durante 5 minutos. A temperatura da fonte de ides foi de 250 °C e o
multiplicador de eletroes controlado a 1900V. A proposta de identificagao dos compostos
volateis foi feita por comparagao dos espetros de massa com as bibliotecas NIST e Wiley
275. Apenas foram considerados os compostos para os quais se obtiveram resultados
concordantes nas 2 bibliotecas.

Todos os testes foram realizados em triplicado.

A metodologia usada propoe apenas a presenca de alguns compostos. Futuramente
pretende-se fazer um estudo completo do oleo essencial usando duas colunas de distinta

polaridade com a determinagao dos indices de retengao.
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5.5. Analise dos compostos fendlicos

Estes ensaios foram efetuados em extratos de folhas secas das diferentes espécies. No
sentido de maximizar a extragao com as condigdes mais sustentaveis possivel, avaliou-se o

comportamento de diferentes solventes (etanol, agua e etanol/agua).

Preparagao dos extratos

Prepararam-se extratos a partir de 5 g de amostra moida em 50 mL de solvente, em

triplicado, para as 3 amostras em estudo.

As condi¢coes extrativas avaliadas foram:
Solventes:
— 100% Agua desionizada
— 50% Agua desionizada e 50% etanol absoluto
— 100% Etanol absoluto
Tempo de extragao: 60 minutos

Temperatura de extragao: 40 °C

A extracao foi efetuada em placa de aquecimento com agitagao constante a 600 rpm. Os
extratos foram depois filtrados e congelados a -25 °C até a andlise dos compostos

antioxidantes e avaliacao da atividade antioxidante.

A figura |15 mostra os diferentes extratos obtidos (A-100% etanol; B-50% etanol e 50% agua

e C-100% agua), sendo bem visivel a diferente capacidade extrativa dos diferentes solventes.

Figura 15. Extratos de folhas de louro obtidos com diferentes solventes.
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Fenois totais

Esta determinacao inclui todos os fenodis, taninos e flavonoides das amostras em estudo.

A determinagao do teor de fendis totais dos extratos foi efetuada por um método
espetrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (RFC), segundo metodologia
previamente descrita (Alves et al, 2010). Para elaborar a curva de calibragao usada na
quantificagao utilizou-se acido galhico como padrao.

Colocaram-se 500 pL de extrato em tubo de ensaio e adicionaram-se 2,5 mL de RFC diluido
em agua desionizada (1:10). Adicionaram-se, a seguir, 2 mL de carbonato de soédio para
alcalinizar a solugao, e o tubo de ensaio foi colocado em banho-maria a 45 °C durante 15
minutos ao abrigo da luz. Deixou-se em repouso a temperatura ambiente durante 30

minutos, ao abrigo da luz, e as leituras foram efetuadas a 765 nm (Figura 16).
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Figura 16. Leitura, em leitor de microplacas, do ensaio dos fendis totais.

Taninos

Para a determinagao dos taninos utilizou-se também o reagente RFC e a metodologia
descrita por Tamilselvi et al. (2012) com ligeiras modificagoes. Foi utilizado como padrao
acido galhico.

A 500 pL de amostra foram adicionados 2,5 mL de RFC (1:10). Agitou-se vigorosamente e
ap6s 3 minutos adicionaram-se 2 mL de solugao de carbonato de sodio e deixou-se repousar

durante 2 horas ao abrigo da luz. As leituras foram efetuada a 725 nm.

Flavonoides

O método de determinagao dos flavonoides seguiu a metodologia previamente descrita por

Barroso et al. (2011) com ligeiras modificagoes. A absorvéncia foi determinada a 510 nm e
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corresponde ao maximo de absor¢ao do complexo AICI;-flavonoide formado. A catequina
foi o padrao utilizada para construir a curva de calibragao para a quantificagao.

Num tubo de ensaio colocou-se | mL de extrato, 4 mL de 4gua desionizada e 300 pL de
nitrito de sédio a 5%. Apds 5 minutos, adicionaram-se 300 pL de AICl;a 10% e aguardou-se
| minuto. Adicionaram-se 2 mL de solugao de hidroxido de sédio | mol/L e 2,4 mL de agua

desionizada. Agitou-se em vortex e efetuaram-se as leituras a 510 nm.

Atividade antioxidante

Para a avaliagao da atividade antioxidante consideraram-se 2 métodos, segundo as
metodologias descritas por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e Benzie e Strain
(1996):
- Determinagao da capacidade de neutralizagao do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH");

- Avaliagao do poder antioxidante por reducao do iao férrico (método FRAP).

DPPH’ (radical 2,2-difenil- | -picril-hidrazilo)

Esta determinagao utilizou o método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995)
com ligeiras modificagdes. O método consistiu em adicionar a 20 pL de extrato, 180 pL de
solugdo etandlica de DPPH' (6,0 x 10”° mol/L), agitar e efetuar as leituras a 515 nm, de 3 em

3 minutos, até a reagao estabilizar. As determinagoes foram feitas durante 20 minutos.

FRAP (poder antioxidante por redugao do iao férrico)

O método consiste na redugao de complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCl,/K;Fe(CN).] a Fe(ll),
forma ferrosa, pela presenga do composto antioxidante na solugao.

Determinou-se o poder antioxidante por redugao do iao férrico, segundo a metodologia
previamente descrita por Benzie e Strain (1996) com ligeiras modificagoes. Para a
quantificagao construiu-se uma curva de calibragao de sulfato ferroso. Num tubo de ensaio,
colocaram-se 90 pL de extrato, 270 pL de agua desionizada e 2,7 mL de reagente FRAP (750
mL de tampao acetato 0,3 M, 75 mL de solugao TPTZ 10 mM e 75 mL de cloreto férrico 20
mM). Homogeneizou-se e colocou-se em banho-maria a 37 °C. Apds 30 minutos efetuaram-

se as leituras a 595 nm.
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6. Resultados e Discussdo

Os resultados obtidos sao apresentados na forma de média + desvio padrao.

6.1. Analise nutricional

Os valores determinados na anadlise nutricional das amostras em estudo constam nas tabelas
2 e 3. A tabela 2 apresenta os valores de humidade determinados nas 3 espécies de folhas de
louro (L. azorica, L. nobilis e L. novocanariensis), antes e apos secagem. A composicao

nutricional das folhas secas apresenta-se na tabela 3.

Tabela 2. Percentagem de humidade das folhas de louro antes e apos a secagem.

. % Humidade % Humidade
Espécie
Antes secagem Depois secagem
L. azorica 32,0+ 0,5 84+0,3
L. nobilis 52,4+0,8 8,6 +0,3
L. novocanariensis 373+ 1,4 7810l

Em relacio ao teor de humidade das folhas frescas das trés amostras verificaram-se
diferengas entre as espécies. L. nobilis foi a amostra com maior teor de humidade (52,4%),
seguida de L. novocanariensis (37,3%) e L azorica (32,0%). Tais diferencas podem ser
explicadas pelas condigoes climaticas das regices de origem. Como é sabido a zona de Viana
do Castelo, Minho, é uma regiao de elevada humidade o que pode ajudar a justificar os
teores determinados. No entanto, nio serio de excluir diferencas relacionadas com a
espécie, pois as outras amostras, sendo das ilhas, sao de zonas também de elevados graus de
humidade.

Apos secagem das folhas das trés amostras em avaliagao, o L. novocanariensis foi a espécie
que apresentou menor teor de humidade (7,8%), tendo as outras 2 amostras valores
similares (8,4% L. azorica e 8,6% L. nobilis). Os valores baixos de humidade justificam a boa
conservacao das folhas secas de louro e a pouca susceptibilidade a contaminagoes

microbioldgicas.
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Pelos valores obtidos, parece possivel inferir que o processo de secagem foi eficiente, tendo
os valores baixado 4 a 6 vezes. Confirma-se a influéncia da espécie, pois a perda de agua foi

diferente nas diferentes espécies.

Tabela 3. Composigao nutricional das folhas secas do Laurus sp., em peso seco.

%

% % % %
Hidratos de
Espécie Proteinas Gorduras Fibra Cinzas
carbono
L. azorica 11,1 £0,2 3,60, 69,5 +55 57,1 £2,3 3,3+0,0
L. nobilis 16,1 £0,2 23+0,l 686+04 575%1,3 4,000
L. novocanariensis 17,9 £ 0,1 3,0+£00 675+0,7 60,7 +2,0 3,30,

O teor proteico das amostras variou entre || e 18%.
As amostras das ilhas apresentam os valores extremos, tendo a amostra do continente um

valor intermédio de 16%.

O teor de hidratos de carbono foi determinado por diferenga. Sao os componentes mais
abundantes, com valores entre 68 e 70%. Também neste caso a amostra do continente
apresentou um valor intermédio, comparativamente com as amostras das ilhas. Neste grupo

esta incluida a fibra dietética, a qual constitui uma grande parte dos hidratos de carbono.

No que diz respeito ao teor total de fibra dietética, as amostras L. azorica e L. nobilis
forneceram valores similares (57,1% e 57,5% respetivamente) e a da Madeira o maior teor
neste componente (60,7%).

Durante o ensaio de determinagao da fibra (fase de precipitagao) a amostra L. novocanariensis
mostrou um comportamento diferente das restantes, com a formagao de uma substancia
gelatinosa que dificultou, mais tarde, o processo de filtragao. Nao foi possivel saber o que
aconteceu, mas seria interessante encontrar uma justificagio para este comportamento
carateristico. Talvez esse esclarecimento pudesse justificar o valor superior de fibra

determinado.
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O teor de cinzas fornece uma informagao quantitativa dos minerais presentes na amostra.
Considerando este parametro, as amostras das ilhas apresentaram valores semelhantes

(3,3%) e a amostra do continente foi a mais rica em componentes minerais (4%).

Relativamente a gordura, as amostras das ilhas apresentaram os teores mais elevados (3,6 e
3,0 % respetivamente L. azorica e L. novocanariensis). A amostra L. nobilis apresentou os

teores mais baixos neste nutriente (2,3%).

Os lipidos dos alimentos sao constituidos maioritariamente por triglicéridos, que, por
hidrolise, libertam os acidos gordos ligados a molécula do glicerol. Os acidos gordos sao,
entao, os componentes maioritarios da gordura. Podem classificar-se em acidos gordos
saturados (SFA), acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e acidos gordos polinsaturados

(PUFA). A composicao em acidos gordos das amostras de louro em avaliagao esta expressa

na tabela 4.

Tabela 4. Composicao em acidos gordos das folhas secas das espécies de louro em estudo.

Espécie
Acidos gordos L. azorica L. nobilis L. novocanariensis
C14:0 (ic. miristico) 6,61 £ 0,16 3,23 £ 0,49 4,59 + 0,57
C16:0 (ac. palmitico) 23,36 £ 1,75 18,16 £ 2,05 15,78 £ 0,80
C18:0 (ic. estearico) 2,52 + 0,20 2,51 £0,03 2,59 £ 0,10
CI18:1 cis-9 (ic. oleico) 821 + 1,17 9,00 + 0,34 10,17 £ 0,81
C18:2 n-6 (ac. linoleico) 19,72 £ 0,72 19,59 + 1,31 14,01 + 1,34
C18:3 n-6 (4c. y-linolénico) 24,18 + 0,87 30,32 £ 1,97 2291 £ 2,40
C20:0 (4c. araquidico) 1,90 + 0,34 1,53 +0,14 1,96 + 0,21
C20:3 n-6 (ac. eicosatriendico) nd 1,25 + 0,02 2,53 + 0,33
C22:0 (ac. beénico) 3,00 £ 0,62 nd [,15 + 0,09
SFA 37,40 + 0,84 25,42 + 2,43 27,90 + 0,83
MUFA 821 + 0,80 9,00 £ 0,68 14,41 + 1,24
PUFA 45,68 + 0,41 51,16 £ 3,31 42,46 £ 3,52
Outros 8,72 10,49 17,17

Média + Desvio Padriao, n = 2. nd: nao detetado.

Analisando a tabela 4, verifica-se que foram identificados 9 acidos gordos, de acordo com a
mistura de padroes Supelco 37. Ficaram por identificar entre 9 e 17% do total dos picos
detetados.
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Os PUFA foram a classe de acidos gordos mais abundante, variando entre 43% (L.
novocanariensis) e 51% (L. nobilis). Foram detetados teores elevados dos acidos linoleico (18:2
n-6) e y-linolénico (18:3 n-6), constituindo os acidos gordos da familia n-6 a maioria dos
PUFA.

Os SFA foram a segunda classe de acidos gordos mais representativa (25-37%). A espécie L.
azorica tem a maior percentagem determinada, sobretudo devido a sua riqueza em acidos
palmitico (C16:0) e miristico (C14:0).

Por outro lado, os MUFA foram o grupo menos prevalente (8-14%), sendo mais abundantes

na espécie L. novocanariensis.

Comparando os resultados da andlise nutricional de folhas secas de L. nobilis com os valores
da base de dados dos padroes de referéncia da mesma espécie, do Agricultural Research
Service, USDA, verifica-se que os valores de humidade, proteina, cinza e fibra dietética total
das amostras avaliadas, foram superiores. Contrariamente, no que diz respeito aos teores de
gordura total (8,4 %) e hidratos de carbono (75,0 %), os valores disponibilizados pelo USDA

sao mais altos do que os determinados no nosso estudo (2,3 e 68,6 %, respetivamente).

Considerando os valores do perfil em acidos gordos (g /100 g), verifica-se que os teores
descritos no nosso estudo (SFA, 0,6 %; MUFA, 0,2 %; PUFA, 1,2 %) sao inferiores aos do
estudo do USDA (SFA, 2,3 %; MUFA, 1,6 %; PUFA, 2,3 %), devendo-se sobretudo a menor
quantidade de gordura determinada experimentalmente (Tabela 3). No entanto, verifica-se
que a tendéncia relativa a uma menor quantidade de MUFA na amostra é comum nos dois

Casos.

A variancia genética, fatores como a produgao, o clima e a conservagao podem esclarecer as
diferengas encontradas nos valores da composicao nutricional do L. nobilis do nosso estudo.

Nao temos conhecimento de valores comparativos com as amostras das ilhas.

6.2. Analise dos compostos volateis

As folhas de louro, devido ao seu perfume/odor agradavel e carateristico, sio usadas como
condimento/tempero. Os compostos volateis presentes nas suas folhas sao responsaveis
pelas carateristicas distintas, aroma picante especifico e sabor peculiar (Sellami et al.,, 201 I;

Ramos et al,, 2012).
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O perfil de compostos volateis foi avaliado por microextragao em fase sélida dos compostos
presentes no espaco livre do vial (HS-SPME). Trata-se de um método simples, que requere
pequena quantidade de amostra, rapido e de baixo custo e nio usa solventes. E
frequentemente usado na identificagdo de compostos volateis em plantas aromaticas e
medicinais (Gholivand, Piryaei e Abolghasemi, 201 1).

Este método tornou-se uma alternativa atraente e vantajosa relativamente as ténicas comuns
de extracdao. Pode realizar varios passos num so, tais como amostragem, extragao, pré-

concentragao e introducao da amostra (Gholivand, Piryaei e Abolghasemi, 201 ).

A proposta de identificagao dos compostos volateis foi efetuada em folhas frescas e secas
das 3 espécies em estudo. As tabelas 5, 6 e 7 apresentam a composicio em compostos
volateis das folhas frescas e secas. O perfil dos compostos volateis evidencia diferengas

quantitativas e qualitativas consideraveis entre as amostras.

Nas folhas frescas de L. azorica foi possivel propor a presenca de 20 compostos volateis
(Figura 17), sendo o |,8-cineol (44,7%), a-felandreno (14,2%) e B-felandreno (7,6%) os mais
abundantes.

Nas folhas secas de L. azorica foram identificados 24 compostos. Os compostos
predominantes sao o 2-careno (17,7%), o a-terpineol (17,3%) e o B-cariofileno (10,2%).

O perfil dos compostos volateis das folhas frescas e secas de L. azorica tem grandes
diferengas, com determinados compostos apenas presentes nas folhas frescas e outros nas
secas, como é o caso do |,8-cineol, o principal composto das folhas frescas, que esta ausente
nas folhas secas e o a-terpineol apenas presente nas folhas secas. Também, o a-felandreno e
B-felandreno tém valores superiores nas folhas frescas, enquanto que o 2-careno apresenta

valores superiores nas folhas secas.
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Tabela 5. Identificagdo dos compostos volateis das folhas frescas e secas de L. azorica (Seub.) Franco.

Folhas frescas

Folhas secas

TR Composto Média £ DP TR Composto Média £ DP

9.03 ni. 2,09 0,27

10.06 a-Felandreno 14,16 + 2,38 991 a-Felandreno 4,16 1,30

11.68 B-Felandreno 7,56 £ 1,02 11.58 [3-Felandreno 0,84 + 0,83

12.24 cis-Ocimeno 0,70 + 0,20

12.86 a-Pineno 1,L10£0,12

13.24 ni. 1,35 +0,23 13.21 n.i. 1,49 £ 036
13.68 a-Terpineol 17,32 £ 1,50
13.73 Canfeno 482 + 0,68

13.80 |,8-Cineol 4471 £3,42

14.71 a-Terpineno 2,36 £ 0,18 14.69 a-Terpineno 2,53 £ 040

16.13 ni. 1,1840,12

18.80 Isopinocanfona 1,45 + 0,33

18.87 4-Terpineol 1,350,13 18.87 4-Terpineol 1,00 £ 0,37

19.38 Alcool B-Fenchilico 0,74 + 0,02 19.40 Alcool B-Fenchilico 0,87 £ 0,25
19.46 Mirtenal 1,28 £ 0,08

19.97 Verbenona 0,96 + 0,09

21.58 Acetato de bornilo 0,18 + 0,01 21.61 Acetato de bornilo 3,93 £0,32
22.10 Acetato de mirtenilo 1,73 £ 0,07

2261 4-Careno 0,64 £ 0,04 22.63 4-Careno L11+0,17
23.30 ni. 1,80 £ 0,11

23.59 2-Careno 5.45 + 0,29 23.65 2-Careno 17,68 + 1,06

24.16 a-Copaeno 0,69 0,01 23.98 a-Copaeno 1,73 £0,10
24.64 B-Elemeno 1,88+ 0,19

25.37 B-Cariofileno 4,90 + 0,24 2540 B-Cariofileno 1022 + 0,43

26.58 i 0,90 + 0,06 26.42 ni. 4,11 £025
26.55 Acetato de cinamilo 527 +2,19

27.37 Valenceno 2,67 10,15 26.61 Valenceno 3,00 + 0,22
27.38 B-Selineno 4,28 + 0,64
27.58 Gurjuneno 1,46 £ 0,14

27.95 3-Cadineno 2,56 + 0,04 27.96 8-Cadineno 256 £0,21

28.04 Isoledeno 1,29 £ 0,06 28.04 Isoledeno 2,70+0,21

28.53 a-Cubebeno 0,75 £ 0,01 28.54 a-Cubebeno 0.65+0,11

29.78 Espatulenol 0,27 +0,02 25.80 Espatulenol 089 +027
30.24 ni. 0,50 + 0,07
30.86 Aromadendreno 0,18 £ 0,01

DP: Desvio Padrao, n=3; TR: Tempo de Retengio; n.i.: nao identificado.
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Tabela 6. Identificagdo dos compostos volateis das folhas frescas e secas de L. nobilis L.

Folhas frescas

Folhas secas

TR Composto Média £ DP TR Composto Média £ DP
9.91 o-Felandreno 1,43 £ 0,07 9.93 a-Felandreno 5,20 + 0,39
11.59 B-Feladreno 1,36 £ 0,12
12.21 cis-Ocimeno 0,74 £ 0,11 12.20 cis-Ocimeno 0,56 + 0,10
12.81 a-Pineno 0,51 + 0,05
13.20 n.i. 0,56 + 0,07 13.20 n.i. 0,90 £ 0,02
13.65 a-Terpineol 7,62 + 0,38
13.74 Canfeno 7,63 +0,50
13.89 [,8-Cineol 54,70 £ 1,76
15.53 a-Terpineno 0,54 + 0,05 14.68 a-Terpineno 1,90 £ 0,07
16.16 n.i. 11,62 1,12
16.23 n.i. 3,24 + 0,51 16.20 n.i. 519 1,19
16.30 n.i. 6,50 £ 0,69
16.38 n.i. 9,34 £ 0,60
18.90 4-Terpineol 2,00 £0,17 18.86 4-Terpineol 2,58 £ 0,05
19.44 Alcool B-Fenchilico 2,77 £ 0,44 19.38 Alcool B-Fenchilico 1,85 £ 0,09
20.58 Delta-3-careno [,11 +0,06 20.55 Delta-3-careno 0,98 + 0,09
22.63 4-Careno 0,50 + 0,04 22.61 4-Careno 1,34 + 0,02
23.65 2-Careno 8,15+ 0,87 23.65 2-Careno 28,09 £ 0,10
23.96 o-Copaeno 0,29 £ 0,01 23.96 o-Copaeno 0,71 £ 0,06
24.01 Eugenol 0,61 £0,18 24.03 Eugenol 2,98 £ 0,06
24.64 B-Elemeno 0,88 + 0,07 24.63 B-Elemeno 2,29 £ 0,07
24.96 a-Gurjuneno 0,22 + 0,02 24.95 a-Gurjuneno 0,46 + 0,02
25.36 Metileugenol 2,30 £0,73
25.39 B-Cariofileno 1,98 + 0,42 25.35 B-Cariofileno 10,11 + 0,08
25.67 a-Guaieno 0,26 + 0,01 25.67 a-Guaieno 0,74 + 0,04
26.35 Humuleno 0,50 + 0,04 26.35 n.i. 1,41 £0,12
27.56 Valenceno 0,24 + 0,03 27.35 Valenceno 1,50 £ 0,03
27.55 n.i. 0,82 = 0,04
27.94 6-Cadineno 0,32 £ 0,03 27.94 6-Cadineno 0,76 £ 0,05
28.01 Germacreno-D 0,32 + 0,06 28.01 Germacreno-D I,I5 + 0,06
29.78 n.i. 0,26 £ 0,01

DP: Desvio Padrao, n=3; TR: Tempo de Retencio; n.i.: nao identificado.
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No L. nobilis propos-se a identificagao de 21 compostos volateis nas folhas frescas (Figura 19)
e de 20 nas folhas secas (Figura 20, Tabela 6). O principal composto das folhas frescas é o
[,8-cineol (54,7%), enquanto que o 2-careno (28,1%) é o composto maioritario nas folhas
secas (Figura 20), seguido do [-cariofileno (10,1%). Assim, observam-se diferengas

acentuadas no perfil de compostos aromaticos das folhas frescas e secas.

Nas folhas frescas de L. novocanariensis foram propostos 2|1 compostos (Figura 21, Tabela 7).
Como nas espécies descritas anteriormente, o |,8-cineol foi o composto presente em maior
percentagem (29,1%) seguido de o-felandreno (20,5%), B-felandreno (9,3%) e miristicina
(7,5%).

Nas folhas secas de L. novocanariensis foram identificados 25 compostos. A miristicina (31,7%)
foi o composto com maior percentagem (Figura 22, Tabela 7), seguido pelo isoledeno (7,2%),

valenceno (6,3%), a-felandreno (6,2%) e gurjuneno (5,3%).

O perfil das folhas frescas e secas da espécie L. novocanariensis revelou grandes diferengas,
nomeadamente, o principal composto das folhas frescas (1,8-cineol) nao foi detetado nas
folhas secas, a miristicina atingiu valores muito mais elevados nas folhas secas, enquanto o a-

felandreno atingiu valores superiores nas folhas frescas.
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Tabela 7. Identificagado dos compostos volateis das folhas frescas e secas de L. novocanariensis Rivas Mart.,

Lous3, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar.

Folhas frescas

Folhas secas

TR Composto Média £ DP TR Composto Média = DP
9.97 a-Felandreno 20,46 + 0,55 9.98 a-Felandreno 6,19 £ 0,25
11.62 B-Felandreno 9,31 £ 0,45 11.62 B-Felandreno 2,25+0,19
12.81 a-Pineno 4,49 * 0,40 12.84 a-Pineno 1,87 £0,33
13.40 p-Cimeno 0,61 £0,13
13.65 o-Terpineol 4,84 + 1,05
13.72 1,8-Cineol 29,11 £0,97 13.72 Canfeno 2,37 + 1,98
14.69 a-Terpineno 0,98 £ 0,17
16.12 n.i. 2,06 £ 0,17
17.60 n.i. 1,13 +£0,03 17.59 n.i. 1,37 £ 0,03
18.35 n.i. 0,83 £ 0,02
18.33 Isopinocanfona 1,81 £0,01
18.84 n.i. 7,07 £0,14 18.84 4-Terpineol 0,79 + 0,02
19.43 Mirtenal 0,40 + 0,00
19.96 Verbenona 0,54 + 0,02
21.58 Acetato de bornilo 0,45 £ 0,01
22.60 4-Careno 0,21 £0,01 22.60 4-Careno 0,27 £ 0,01
23.56 2-Careno 1,17 £ 0,05 23.57 2-Careno 423 10,12
23.94 o-Copaeno 0,67 £ 0,05 23.94 o-Copaeno 0,50 £ 0,01
24.18 n.i. 4,15 +0,29 24.16 n.i. 2,74 £ 0,06
24.42 3-Bourboneno 0,77 + 0,06 24.41 -Bourboneno 0,93 £0,02
24.61 B-Elemeno 0,29 + 0,02 24.61 B-Elemeno 1,12 £0,03
25.21 Avristoleno 0,49 £ 0,07 25.21 Aristoleno 1,50 £ 0,11
25.33 B-Cariofileno 1,32 £ 0,03 25.33 Metileugenol 2,36 £ 0,08
25.97 Isoledeno 1,83 £ 0,09 25.98 Isoledeno 724 £0,12
26.78 n.i. 0,55 + 0,03 26.78 n.i. 1,54 + 0,04
26.92 Germacreno-D 0,54 £ 0,01
27.06 Cadina-3,9-dieno 2,41 £ 0,04
27.37 Valenceno 2,35+0,13 27.38 Valenceno 6,30 £ 0,19
27.51 Gurjuneno 1,26 £ 0,01 27.52 Gurjuneno 530+0,14
27.87 Miristicina 7,53 £ 0,31 27.92 Miristicina 31,66 £ 1,13
27.95 8-Cadineno 1,73 £ 0,04 27.97 §-Cadineno 2,20+ 0,15
28.06 n.i. 2,28 + 0,05
28.53 a-Cubebeno 0,54 + 0,03 28.54 o-Cubebeno 1,12+ 0,01
29.04 cis-Asarona 0,69 + 0,08 29.04 cis-Asarona 1,28 + 0,02

DP: Desvio Padrao, n=3; TR: Tempo de Retengio; n.i.: nao identificado.
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Em resumo, as folhas frescas das trés espécies apresentam como principal constituinte o 1,8-
cineol. No entanto, ha algumas diferengas que poderao ajudar a distinguir as folhas frescas
das trés espécies, nomeadamente, os teores elevados de a-felandreno em L. novocanariensis e
L. azorica e muito menores em L. nobilis, sendo ainda possivel distinguir o L. azorica do L.
novocanariensis pelos maiores teores de |,8-cineol na primeira espécie. No que respeita as
folhas secas, o 1,8-cineol nao foi detetado em qualquer das amostras, sendo possivel
distinguir o L. novocanariensis pelo elevado teor de miristicina, o L.. nobilis pelo elevado teor

de 2-careno e o L. azorica pelo elevado teor de a-terpineol.

Nas folhas secas o perfil de compostos volateis pode resultar das modificagdes ocorridas

com a secagem e condi¢oes de armazenamento.

Na pesquisa bibliografica efetuada encontraram-se varios estudos nesta tematica. Foram
realizados estudos em folhas de L. nobilis por HS-SPME/GS-MS, nao sendo conhecidos
estudos efetuados com esta metodologia nas espécies das ilhas.

Num estudo realizado em Espanha em folhas frescas de L. nobilis, a adsor¢ao do espago livre
foi realizada a 60 °C durante 30 minutos. O |,8-cineol era o composto mais abundante,
seguido de linalol, acetato de terpenilo e a-terpineol (Diaz-Maroto, Pérez-Coello e

Cabezudo, 2002).

Igualmente em Espanha, foi efetuado outro estudo com extratos aquosos de folhas secas de
L. nobilis, com 60 minutos de adsorgao do espago livre a temperatura ambiente (Pérez,
Navarro e Lorenzo, 2007). O metileugenol foi o composto com maior percentagem, seguido

de eucaliptol (1,8-cineol) e linalol.

Apesar da proximidade de Portugal com Espanha, observaram-se algumas diferengas na
composicao dos compostos volateis que se pode dever a origem geografica, fatores

climaticos (calor e seca), grau de maturagao e altura da colheita das folhas.

Na literatura estao disponiveis estudos realizados nos oleos essenciais obtidos por
hidrodestilagao e analisados por GC e GC-MS nas folhas secas de L. nobilis (Sellami et al.,
201 1; Jemaa et al., 2012; Ramos et al.,, 2012) e GC-MS/MS no L. novocanariensis (Rodilla et al.,
2008), e ainda por extragao-destilagao seguida de analise por GC e GC-MS nas folhas de L.

azorica (Pedro et al., 2001).
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Os métodos utilizados e parte da planta utilizada foram distintos, verificando-se algumas
diferengas nos resultados. O composto com maior percentagem em L. azorica e L
novocanariensis foi o a-pineno e em L. nobilis foi o |,8-cineol (Pedro et al., 2001; Rodilla et al.,
2008; Ramos et al.,, 2012). O composto a-pineno apenas foi identificado em L. novocanariensis

em percentagens muito inferiores.

Um outro estudo realizado com os 6leos essenciais das folhas secas de L. nobilis da Argélia,
Marrocos e Tunisia descreve o perfil dos compostos volateis com maior percentagem. O
[,8-cineol foi o composto com maior teor, que variou entre 34,6% na Argélia, 38,9% em
Marrocos e 24,6% na Tunisia (Jemaa et al., 2012).

Sellami et al. (2011) determinaram os compostos volateis dos oleos essenciais das folhas
frescas e secas de L. nobilis, e o composto com maior percentagem foi o |,8-cineol tanto nas
folhas frescas (61,2%) como nas secas (56,3%).

A maior semelhanga com o nosso estudo diz respeito ao L. nobilis que também apresenta

elevado teor de |,8-cineol nas folhas frescas.

As diferengas observadas entre os resultados do nosso estudo e dos autores aqui discutidos,
podem dever-se ao diferente processo de obtengao dos compostos volateis, bem como a

origem diferente das plantas.

Os compostos volateis exibem diversas atividades biolégicas. E o caso do P-cariofileno,
humuleno, espatulenol, B-bourboneno, [,8-cineol, p-cimeno, a-felandreno e do a-pineno,
com atividade antimicrobiana (Santoyo et al., 2006; Vagionas et al., 2007; Derwich, Benziane
e Boukir, 2009; Elaissi et al., 2011); da cis-asarona com atividade antiparisitaria (Nibret e
Wink, 2010); do B-elemeno e do delta-3-careno com atividade antiproliferativa (Quassinti et
al, 2013); do B-selineno com atividade inseticida (Santos et al, 2012) e dos compostos
eugenol, metileugenol e miristicina com atividade antioxidante (Politeo, Juki¢ e Milos, 2007;

Firuzi et al., 2010).
Atendendo a composi¢ao das espécies de Laurus sp. em estudo, poder-se-a correlacionar

alguns efeitos biologicos atribuidos a estas plantas com o seu perfil quimico, uma vez que

muitos destes compostos estao associados a essas agoes bioldgicas.
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Com a realizagao deste trabalho foi possivel propor a presenca de alguns compostos volateis
nas folhas das trés espécies de louro em estudo. Pretende-se, no futuro, fazer uma
identificagcdo mais completa dos compostos volateis, usando duas colunas de distinta
polaridade e a determinagao dos indices de retencao, de modo a fazer uma identificagao

inequivoca dos compostos volateis.

6.3. Analise de composto fendlicos

Os compostos fendlicos e outros bioativos, presentes nas plantas, sao conhecidos pelas suas

inimeras propriedades biologicas, destacando-se a atividade antioxidante.

Pela pesquisa bibliografica verificou-se que ha um maior nimero de estudos em oleos
essenciais ou em extratos obtidos com diferentes solventes organicos, caso da acetona, do
etanol, do metanol e do hexano (Chanda e Dave, 2009; Ouchikh et al,, 201 |; Albayrak et al.,
2012).

Dada a toxicidade da maioria dos solventes usados, embora estes extratos permitissem
obter a composi¢ao em bioativos nao podiam ter aplicagoes alimentares ou para cosmética.
Por outro lado, a valorizagao de qualquer produto devera ter, também em conta a
sustentabilidade do processo, quer econémica quer ambiental.

Para dar resposta a estas permissas € que no trabalho efetuado se escolheram como
solventes agua e etanol, se usou uma temperatura baixa (40 °C) e um tempo de extraciao de
60 minutos. A escolha dos solventes com diferentes polaridades (100% agua, 50% agua/50%
etanol e 100% etanol) visou avaliar a influéncia destes na composi¢ao dos extratos. Esta
descrito que os teores totais dos compostos fenolicos dependem da natureza da amostra,
mas também da polaridade dos solventes extratores, dos tempos de extragao e da

temperatura (Costa et al.,, 2012).

Compostos fendlicos totais

A tabela 8 apresenta os resultados de teor total de compostos fendlicos expressos em mg
de equivalentes de acido galhico/g.

Pela tabela verifica-se que o solvente extrator tem uma forte influéncia no teor do extrato
em compostos fendlicos. E claro o poder superior da mistura etanol/agua (50/50) para

extrair estes compostos. Em todas as espécies obtém-se os valores mais elevados com esta
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mistura de solventes. A agua, como solvente, tem pior comportamento com as espécies de
louro das ilhas, sendo os extratos aquosos os mais pobres em compostos fenolicos. No
entanto, este comportamento é diferente no L. nobilis. O que se verifica é que o extrato
aquoso desta espécie tem um teor duplo do obtido com etanol 100% (31 e I5 mg EAG/g).
Relativamente as espécies em estudo, e ainda quanto aos compostos fendlicos totais,
verifica-se uma maior semelhanga entre as espécies das ilhas (L. azorica e L. novocanariensis).
Verifica-se igualmente que o extrato do louro dos Agores é em todos os casos mais rico do
que o da Madeira.

O louro do continente (L. nobilis) forneceu, de uma forma geral, extratos etandlicos e
hidroalcodlicos mais pobres do que as outras 2 amostras. No entanto, e como ja referido,
fornece os extratos quosos mais ricos nestes compostos bioativos.

Em termos de rentabilidade e sustentabilidade do processo, e apenas com os dados obtidos

neste ensaio, parece que a escolha adequada seria a mistura hidroalcodlica (50:50).

Tabela 8. Teor total de compostos fendlicos de extratos obtidos com os diferentes solventes em estudo.

Compostos Fendlicos totais (mg EAG/g)

100% Etanol 50% Etanol /50% Agua 100% Agua
L. azorica 3523 £ 0,92 62,40 £ 0,68 2629 £ 1,18
40°C
L. nobilis 14,37 £ 0,79 43,03 £ 0,35 31,09 £ 0,31
60 min.
L. novocanariensis 31,67 £ 1,38 53,41 + 0,62 25,42 + 1,20

Média + Desvio Padriao, n = 3.
Flavonoides totais

A tabela 9 apresenta os resultados obtidos, nas condi¢oes previamente descritas, dos teores
de flavonoides totais das 3 espécies de louro em avaliagao. Os resultados apresentam-se em
mg de equivalentes de catequina/g.

A semelhanca do verificado para os fendis totais, também o tipo de solvente afetou a
composicao dos extratos. Verifica-se, igualmente, que o melhor solvente para todas as

amostras, em termos de quantidade extraida, € a mistura hidroalcodlica.
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Verifica-se ainda uma similaridade de comportamentos e composi¢ao das amostras das ilhas,

sendo o L. azorica a espécie que fornece extratos mais ricos em flavonoides.

Tabela 9. Teor de flavonoides de extratos obtidos com os diferentes solventes em estudo.

Flavonoides totais (mg EC/g)

100% Etanol 50% Etanol /50% Agua 100% Agua
L. azorica 25,59 + 0,66 46,32 £ 0,87 16,62 + 0,49
40°C
L. nobilis 14,12 £ 0,93 30,15 + 0,25 20,88 + 0,88
60 min.
L. novocanariensis 25,44 £ 1,13 36,71 £ 1,88 16,32 + 0,49

Média + Desvio Padrio, n = 3.

Taninos

A tabela |10 apresenta os resultados obtidos para a determinagao de taninos, expressos em

mg de equivalentes de acido galhico/g.

Tabela 10. Teor de taninos de extratos obtidos com os diferentes solventes em estudo.

Taninos (mg EAG/g)

100% Etanol 50% Etanol /50% Agua 100% Agua
L. azorica 34,45 + 0,99 60,92 + 1,54 2476 + 1,14
40°C
L. nobilis 13,61 £0,90 42,25 + 0,38 30,27 + 0,38
60 min.
L. novocanariensis 29,83 + 0,63 52,06 + 0,72 24,51 + 1,03

Média + Desvio Padrao, n = 3.

A determinagao dos taninos confirma mais uma vez a influéncia do solvente extrator na
composicao quantitativa dos extratos obtidos. Os extratos obtidos com a mistura
hidrolcodlica eram os que apresentavam teores superiores destes compostos bioativos.

Com os extratos aquosos verificou-se, mais uma vez, um comportamento diferente. O
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extrato aquoso de L. nobilis tem um teor de taninos superior ao do extrato alcodlico. Tal
situagao nao ocorre com as espécies provenientes das ilhas. O L. azorica é a espécie cujos
extratos sao mais ricos em taninos. O L. nobilis é a espécie mais pobre em taninos, excepto

no caso dos extratos aquosos.

Pelos resultados obtidos com os compostos bioativos confirmam-se diferengas relacionadas
com a espécie. Verifica-se maior similaridade de valores entre as espécies das ilhas, sendo a
amostra do continente bastante diferente. Uma possivel justificagao para esta diferenga serao
as diferentes condigoes climaticas das regioes de origem das amostras, além das diferencas

devidas a espécie.

Estao publicados alguns estudos realizados em folhas de L. nobilis. Nao se conseguiram obter
publicagoes referentes as amostras das ilhas.

De acordo com Ramos et al, 2012, os extratos etanolicos obtidos de folhas secas de L
nobilis (3 dias a temperatura ambiente) eram mais ricos em compostos fenodlicos (132 mg
EAG/g) do que extratos aquosos obtidos a quente (agua a ferver durante 3 horas) (62 mg

EAG/g) ou a frio (3 dias a temperatura ambiente) (53 mg EAG/g).

Outro estudo realizado com folhas de L. nobilis, de Marrocos, mostrou que extratos aquosos
obtidos a 50 °C, forneciam teores de compostos fenolicos totais da ordem de 60 mg EAG/g
(Dudonné et al., 2009).

Os autores dos trabalhos referidos obtiveram extratos mais ricos em compostos fendlicos
totais do que os obtidos no trabalho que se descreve. As condi¢coes de extragao, a origem

geografica e o clima sao fatores que certamente ajudariam a explicar estas diferengas.

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante tem sido alvo de estudos em diversas matrizes e utilizando varios
métodos (Chanda e Dave, 2009; Albayrak et al, 2012). No entanto, dada a complexidade
dos compostos bioativos presentes, € aconselhado utilizar mais de um método para avaliar

este parametro (Chanda e Dave, 2009).

Neste estudo foram utilizados dois métodos complementares, vulgarmente usados na

determinagao da atividade antioxidante, DPPH e FRAP. Estes métodos sao populares devido
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as suas elevadas sensibilidade, rapidez de execugao, acessibilidade e baixo custo (Giilgin,
2012).

O DPPH ¢é um radical de azoto estavel e o método é baseado na reducao do radical DPPH
na presenga de um antioxidante que pode doar um atomo de hidrogénio, originando uma
cor purpura escura (Chanda e Dave, 2009; Guilgin, 2012).

O método FRAP é baseado na capacidade de um antioxidante em reduzir o complexo
Fe(lll)/ferricianeto [FeCl;/K,Fe(CN),] a Fe(ll), forma ferrosa, originando uma cor azul intensa,
por doagao de eletrao a pH acido baixo (pH = 3,6), para manter a solubilidade do ferro

(Chanda e Dave, 2009; Giilgin, 2012).

As tabelas Il e 12 apresentam os resultados da atividade antioxidante obtidos pelos

métodos DPPH e FRAP, respetivamente, nas espécies de louro em estudo.

Tabela | 1. Atividade antioxidante de extratos de folhas de louro obtidos com os diferentes solventes em

estudo e o método do radical DPPH.

DPPH’ (% de inibicdo)

100% Etanol 50% Etanol /50% Agua 100% Agua
L. azorica 84,18 £ 0,05 75,07 £ 0,09 54,11 £ 0,00
40°C
L. nobilis 82,63 + 0,00 76,11 £0,09 51,18 £ 1,51
60 min.
L. novocanariensis 83,10 £ 0,09 64,35 + 1,27 23,65 £ 0,33

Média * Desvio Padrao, n = 3.

Pelos resultados da tabela || verifica-se que a atividade antioxidante (método do DPPH)
varia entre 24 e 84% de inibicao. Tal variagao significa estar-se perante extratos com
composigoes muito diversas. Contrariamente ao verificado anteriormente (determinagao
dos teores de compostos bioativos), os extratos que responderam melhor ao ensaio foram
os etanodlicos (100% etanol). Os extratos aquosos apresentaram o pior comportamento e,

inevitavelmente, a mistura hidroalcodlica teve um desempenho intermédio.

Relativamente as espécies de louro em estudo, verifica-se que os extratos etandlicos, os que

apresentam as percentagens de inibicao mais elevadas, diferem pouco entre si (entre 82% L.
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nobilis e 84% L. azorica). Estes resultados sao indicadores de uma elevada capacidade
antioxidante dos extratos obtidos nas condicoes selecionadas neste estudo. Os extratos
hidroalcoodlicos (50% etanol/50% agua) forneceram percentagens de inibicao dispares, sendo
o louro da Madeira a espécie com menor percentagem de inibicio (64%). Os extratos
hidroalcodlico e aquoso desta espécie, o L. novocanarienses, apresentaram o pior

desempenho neste parametro.

Pode concluir-se que quanto a percentagem de inibicao do radical DPPH as amostras
fornecem estratos com carateristicas similares, especialmente quando se usa o etanol como

solvente extrator.

Tabela 12. Poder antioxidante, por redugao do iao férrico (FRAP), de extratos de folhas de louro obtidos

com os diferentes solventes em estudo.

FRAP (mmol Fe*/g)

100% Etanol 50% Etanol /50% Agua 100% Agua
L. azorica 0,69 + 0,03 1,10 £ 0,01 0,62 + 0,31
40°C
L. nobilis 0,40 = 0,04 0,87 + 0,03 0,30 £ 0,00
60 min.
L. novocanariensis 0,63 £ 0,01 0,84 £ 0,01 0,34 £ 0,00

Média + Desvio Padriao, n = 3.

Em relagao ao poder antioxidante por redugao do ido férrico, as amostras em estudo
apresentaram um comportamento menos similar, relativamente ao apresentado no ensaio
com o DPPH.

Os extratos hidroalcodlicos foram os que apresentaram valores superiores deste parametro
(entre 0,84 e 1,10mmol Fe?*/g). Os extratos etandlicos apresentaram valores superiores aos

aquosos, embora o extrato aquoso de L. azorica tivesse um valor semelhante ao etandlico.
Relativamente a espécie, verificou-se que os extratos do louro dos Agores apresentaram,

em todas as situagoes, o valor mais elevado de FRAP. O L. nobilis foi a espécie com pior

desempenho neste parametro.
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Os resultados obtidos neste trabalho confirmam o que vem descrito na literatura. As
mesmas amostras (extratos de folhas de louro de 3 espécies), obtidas nas mesmas
condigoes, forneceram extratos com comportamentos diferentes no que se refere a
atividade antioxidante. No caso do método do DPPH, o solvente 100% etanol forneceu os
extratos com melhores resultados. No caso do método FRAP foi a mistura de solventes
(50% etanol/50% agua) que forneceu os extratos com melhor desempenho, a semelhanga do

que ocorreu nas determinagoes dos compostos fenolicos, flavonoides e taninos.

Confirma-se igualmente a inexisténcia de uma relagio entre os dois métodos usados,
justificando mais uma vez a necessidade de determinar esta carateristica por varios métodos.
Tal informagao também confirma uma composicao diferente dos extratos, composicao esta
fortemente dependente dos reagentes usados e dos solventes em causa.

Sao desconhecidos estudos para a determinagao da atividade antioxidante de extratos de
folhas de L. azorica e L. novocanariensis. Pelo contrario, a espécie L. nobilis ja foi alvo de

estudos.

Dudonné et al., 2009 efetuaram um estudo em folhas de L. nobilis de Marrocos. Avaliaram a
percentagem de inibicio do radical DPPH por extratos metandlicos, obtidos a 50 °C, os
quais apresentaram uma percentagem de inibicao de apenas 19%. Este valor,
comparativamente com o descrito neste trabalho, é bastante inferior, mesmo usando uma
temperatura ligeiramente superior (50 em vez de 40 °C).

No mesmo estudo, os autores avaliaram o poder antioxidante pelo método FRAP. Os

valores obtidos (1,54 mmol Fe**/g) foram muito superiores aos descritos neste trabalho.

Os resultados obtidos sao promissores e permitem pensar em estudos mais aprofundados
no sentido de que, no futuro, alguns dos extratos possam ter aplicagoes na industria. Ha
varios exemplos de utilizagao de extratos naturais em diferentes produtos com diversos fins.
No caso do louro, pode pensar-se na prevengao da oxidagao de alimentos e/ou bebidas e
em formulagoes cosméticas ou fitoterapicas. Esta aplicagao seria uma forma de valorizar as
espécies autoctones de louro com uma contribuicao para a sustentabilidade social das

referidas regioes.
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7. Conclusoes

As plantas aromaticas e medicinais sao detentoras de diversas propriedades bioldgicas,
sendo muito utilizadas na gastronomia como aromatizantes ou condimentos e ainda em
medicina tradicional. A procura de compostos naturais de origem vegetal tem aumentado e
cada vez mais as industrias alimentar, farmacéutica e cosmética tentam encontrar e aplicar os
compostos/extratos nos produtos que formulam. Tal facto tem o apoio importante dos
consumidores que preferem este tipo de produtos naturais.

O louro é, frequentemente, usado como condimento em Portugal e, de uma maneira geral,
em toda a regiao mediterranica.

O estudo apresentado visou comparar as trés espécies autoctones dos Acgores (L. azorica
(Seub.) Franco), Madeira (L. novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C.
Costa et C. Aguiar) e do continente (L. nobilis L.) no que concerne a sua analise nutricional,
composicao em compostos volateis, quantificagado dos compostos fenolicos e sua atividadade
antioxidante. Embora sendo um estudo preliminar, permitiu verificar que existem diferengas
entre as trés espécies aos diferentes niveis avaliados.

Pela analise nutricional verificou-se que as folhas de louro sao uma matriz rica em fibra. Os
teores reduzidos de humidade justificam a utilizacao das folhas durante periodos alargados
de tempo sem degradacao aparente.

No perfil de compostos volateis verificou-se a existéncia de marcadores de espécie, quer nas
folhas frescas quer nas secas. No entanto, o |,8-cineol foi um dos compostos maioritarios
observados nas trés espécies. Verificou-se igualmente que a secagem das folhas conduz a
alteragoes na sua composi¢ao quimica. Tais alteragoes podem ser influenciadas pelo tipo de
secagem usado, sendo que neste estudo o processo de secagem foi semelhante para todas as
amostras.

No estudo dos compostos bioativos (compostos fendlicos, flavonoides, taninos) e atividade
antioxidante (DPPH e FRAP) observaram-se, igualmente, comportamentos diferentes entre
as amostras, o que indicia uma diferente composi¢ao quimica dos extratos obtidos. O que
ficou demonstrado € que os extratos de louro sao ricos em compostos bioativos e exibiram
uma elevada atividade antioxidante.

Nesta parte do trabalho, além de se avaliarem os diferentes compostos bioativos, estudou-se
o comportamento das trés espécies e a composi¢ao dos extratos obtidos com diferentes
solventes extratores. Todo o estudo efetuado para a escolha das melhores condigoes de

obtengao dos extratos teve sempre como objetivo principal a sustentabilidade do processo
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para a valorizagao das folhas de louro. Além disso, os solventes usados tiveram em atengao a
possibilidade de utilizagdo na industria alimentar e/ou cosmética dos extratos, pelo que
teriam de ser seguros, inobcuos e economicos.

Pelo referido, as folhas de louro tém elevado potencial de valorizagao. Deverao ser
realizados estudos mais aprofundados para um melhor caraterizagao destas matérias-primas
e um melhor conhecimento dos compostos presentes. Ha ainda necessidade de avaliar

outras carateristicas destas folhas que, por certo, serao promissoras.
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