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RESUMO

Pretendeu-se com este trabalho desenvolver metodologias para a micropropagacao
e extracdo de compostos com propriedades bioativas de carqueja (Pterospartum tridentatum
L.), silvestre e micropropagada, como forma de valorizacdo desta espécie. A
micropropagacao revelou-se eficaz para propagagdo em larga escala, com taxas de
multiplicagdo de 1,6 a 43,9; numero de rebentos de 1,5 a 10,4 e enraizamento superior a
96,7%. O rendimento de extracdo aquosa variou de 10,5 a 19,4 e de 12,2 a 30,1% (m/m)
para plantas silvestres e explantes micropropagados, respetivamente. Os extratos aquosos
apresentaram elevados teores de fendis totais, 203,4 a 369,2 e 104,1 a 121,3 mg eq &cido
galico g' m.s, e atividade antioxidante FRAP: 256 a 856 e 160 a 260 mmolFe?100g™" m.s;
DPPH: 1433 a 1551 e 1503 a 1509 mM Trolox 100g" m.s para plantas silvestres e
micropropagadas, respetivamente. Os extratos nao revelaram atividade antifungica, tendo
no entanto evidenciado inibigdo de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus. A aplicacdo de revestimentos de quitosano bioativos com
incorporagao de extratos permitiu melhorar a capacidade de conservagao pos colheita em
cereja. Os resultados obtidos permitem propor estas metodologias para obtencdo de
extratos com propriedades bioativas a partir de material micropropagado, sem a exploragao

indiscriminada dos recursos naturais.

Palavras-chave: Pterospartum tridentatum, etnobotanica, micropropagacao, extratos
aquosos, atividade bioldgica



TITLE: In vitro propagation studies, characterization and valorisation of gorse

ABSTRACT

The aim of this work was to develop methodologies for micropropagation and extraction of
bioactive compounds from both wild gorse (Pterospartum tridentatum L.) and
micropropagated gorse explants, as a means of valorisation of this species.

Micropropagation was very effective on large scale propagation, having multiplication rates
ranging from 1.6 to 43.9; number of shoots ranging from 1.5 to 10.4 and rooting above
96.7%.

The extraction yield of aqueous extraction varied from 10.5 to 19.4 and 12.2 to 30.1% (w/w)
for wild gorse and micropropagated gorse explants, respectively. Aqueous extracts showed
high levels of total phenols, from 203.4 to 369.2 and 104.1 to 121.3 mg gallic acid eq g’ ms,
and FRAP antioxidant activity: 256-856 and 160-260 mmolFe® 100g™" ms; DPPH: 1433-1551
and 1503-1509 mM Trolox 100g™" ms for wild gorse and micropropagated gorse explants,
respectively.

Extracts showed no antifungal activity. However, these extracts showed inhibition of Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. Chitosan bioactive coatings
with gorse extracts improved cherry postharvest preservation ability. The results allow
topropose these methodologies to obtain extracts with bioactive properties from
micropropagated material, without depleting natural resources.

Keywords: Pterospartum tridentatum, ethnobotany, micropropagation, aqueous extracts,
biological activity.
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5. Obtencao e caracterizacao dos extratos aquosos de carqueja
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Aparelho de Clevenger utilizado nas extra¢des aquosas.
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recolhido nos diferentes locais, ao longo do ciclo vegetativo no 12 ano
avaliado e material vegetal micropropagado.

Rendimento de extracdo (g extrato/100g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos dois locais, ao longo do ciclo vegetativo no 2° ano de
avaliacao.

Rendimento de extracdo (g extrato/100g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos dois locais, ao longo do ciclo vegetativo no 3% ano de
avaliacao.

Teor de fendis totais (mg equiv. acido galico/g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos diferentes locais, ao longo do ciclo vegetativo, no 12 ano
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Figura 5.15. Atividade antioxidante pelo método FRAP (mmol Fe®*/100g m.s.) para o
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vegetativo, no 12 ano avaliado e material vegetal micropropagado.
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6. Revestimentos comestiveis bioativos na conservacao pos-colheita de cereja
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Introducao, objetivos e estrutura da tese

As plantas aromaticas e medicinais (PAM) sdo um universo complexo e vasto,
abrangendo uma elevada quantidade de espécies, com multiplas utilizacées. As PAM sao
utilizadas principalmente pela industria farmacéutica, quimica, cosmética ou alimentar e
podem ser utilizadas diretamente ou transformadas, das formas mais simples as mais
elaboradas.

A utilizagdo das PAM prende-se com propriedades antioxidantes devidas a
compostos fendlicos (Oboh et al., 2008; Bahramikia et al, 2009), propriedades anti-
-mutagénica e anti-cancerigena (Kampa et al., 2004), cardioprotetora (Caccetta et al., 2000),
atividade anti-inflamatéria (Canadanovic-Brunet et al., 2006) e atividade antimicrobiana
(Hayouni et al., 2008, Stanojevic et al., 2010).

A atividade antimicrobiana associada a atividade antioxidante dos 6leos essenciais
ou outros extratos de PAM, utilizados diretamente ou incorporados em revestimentos
comestiveis, pode permitir uma melhoria na conservagao poés-colheita de frutos. Neste
dominio a investigagdo sobre compostos naturais com atividade biolégica reveste-se de
grande interesse, pois alguns dos compostos anteriormente homologados deixaram de o ser
recentemente, pelo que se assiste a uma forte caréncia de produtos para prolongar o
periodo de vida util de frutos no pés-colheita. Acresce ainda que muitos desses compostos
para além de contribuirem para uma melhor conservacao de frutos podem conduzir a um
aumento de bioatividade dos mesmos.

Em Portugal, a zona da Cova da Beira possui um enorme potencial para produgéo de
frutos frescos, em especial a cereja, em épocas em que a produgdo em muitos paises
europeus nao consegue satisfazer a procura existente. Com a possibilidade de exportacao,
e sabendo que a cereja é um fruto altamente perecivel torna-se necessario o controlo de
doencas pos-colheita, nomeadamente as provocadas por fungos. Algumas alternativas aos
fungicidas sintéticos estdo a ser investigadas para aplicagdo em cerejas, utilizando
compostos naturais de origem vegetal.

Constituiu  objetivo principal da presente Dissertagdo de Doutoramento a
caracterizacao da espécie Pterospartum tridentatum L. Willk, muito disseminada na regido
da Beira Interior e o estudo da sua propagacdo in vitro de modo a assegurar a
manutencao/preservacao do patriménio vegetal natural. Para tal impuseram-se os seguintes

objetivos especificos:



Recolher informacgéo etnobotanica existente sobre a carqueja de modo a perceber qual

0 seu interesse no meio envolvente e o porqué da sua tradicional utilizagao;

Estudar a propagacao in vitro;

Caracterizar os extratos aquosos obtidos da planta silvestre em diferentes fases do

ciclo vegetativo e diferentes locais de colheita bem como do material vegetal

micropropagado, no que respeita a:

AN N N N N

Rendimento de extracéo

Teor de fendis totais e perfil fendlico
Caracterizacéo da componente glucidica
Componente mineral

Atividade antioxidante

Atividade antimicrobiana

Estudar o impacto da incorporacdo dos extratos em revestimentos comestiveis para

prolongar o periodo de vida util pds-colheita de cereja.

Atendendo aos objetivos mencionados anteriormente, a tese esta estruturada em 7

capitulos, articulados da seguinte forma (Fig. 1.):

Capitulo 1

! Capitulo 2 ' Capitulo 3 |

Capitulo 4 Capitulo 5 Capitulo 6

Capitulo 7

Figura 1. Estrutura da tese.

e Capitulo 1 — Enquadramento teérico sobre os principais vetores da tese, a saber:

(i) plantas aromaticas e medicinais como fonte de compostos com atividade

bioativa importante sob o ponto de vista tecnologico e de saude e bem-estar do



consumidor; (ii) especial referéncia a carqueja; (iii) importancia da propagagao in
vitro; (iv) revestimentos comestiveis na conservagao pés-colheita de frutos;

e Capitulo 2 — Estudo etnobotanico;

e Capitulo 3 — Caracterizacao: (i) dos locais de colheita; (ii) épocas de colheita; (iii)
componente mineral do material vegetal;

e Capitulo 4 - Micropropagacdo da espécie — fases de estabelecimento,
multiplicagdo e enraizamento;

e Capitulo 5 — Obtencdo dos extratos aquosos de carqueja e caracterizagao no que
respeita o rendimento de extracdo, teor de fendis totais e perfil fendlico,
caraterizacdo da componente glucidica; componente mineral; atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana;

e Capitulo 6 — Estudo do impacto da incorporagdo de extratos de carqueja em
revestimentos comestiveis na conservagao de cereja;

e Capitulo 7 — Conclusdes gerais e perspetivas futuras.
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Enquadramento teorico







1. Enquadramento tedrico

1.1. Plantas como fonte de compostos bioativos

Todas as plantas sintetizam iniUmeros metabolitos secundarios que nao estado
diretamente envolvidos no metabolismo da planta, mas que tém fungbes associadas a
sobrevivéncia da mesma (Joseph et al., 2009). Os sistemas vegetais quando expostos a um
tipo de stress abibtico reforcam a atividade de defesa através da biossintese de substancias
protetoras (Barka, 2001). Estes compostos bioativos naturais sdo denominados
“fitoquimicos” ou “fitonutrientes” e sdo estes compostos orgénicos biologicamente ativos que
conferem a cor, o sabor, o aroma e a protecao contra danos nas plantas e tém um papel
importante no organismo humano na prote¢cdo contra o siress oxidativo, através de
mecanismos que reduzem o risco de doengas cronicas (Brody et al., 2008).

A extracdo de compostos farmacologicamente ativos (acidos orgéanicos, alcaloides,
glicidos, esterois, etc.) teve o seu inicio em finais do século XVII e tem vindo a aumentar
com o desenvolvimento dos métodos extrativos e a sistematica prospegao farmacoldgica
que se tem vindo a fazer em plantas principalmente de floras tropicais. Tem sido importante
a descoberta de compostos existentes nas plantas que, por possuirem estruturas
desconhecidas para os quimicos, lhes tém servido de modelo para o desenvolvimento de
farmacos sintéticos com novas possibilidades terapéuticas (Cunha & Roque, 2009).

O valor das plantas medicinais esta pois relacionado com os seus componentes
fitoquimicos, metabolitos secundarios, tais como os dleos essenciais e os compostos
fendlicos (Mohammedi & Atik, 2011). Os 06leos essenciais, compostos volateis naturais
caracterizados por um forte odor (Bakkali et al, 2008) sdo extraidos de vérias plantas
aromaticas geralmente localizadas em paises de clima temperado a quente como paises
tropicais e mediterranicos, onde representam uma parte importante da farmacopeia
tradicional.

Estes compostos produzidos pelas plantas podem ser sintetizados por todos os seus
orgaos desde flores, folhas, caules, sementes, frutos, raizes e sdo armazenados em células
secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (Bakkali et al.,
2008). Os extratos obtidos podem variar em quantidade, qualidade e, normalmente, na
composi¢ao de acordo com o clima, composi¢éo do solo, érgdo da planta, idade e fase do
ciclo vegetativo (Angioni et al, 2006).

Uma elevada propor¢cdo de flavonoides s&@o heterosidos hidrossoliveis e séo

consumidos diariamente na nossa dieta, encontrando-se em frutas, legumes, sementes,
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flores, assim como na cerveja, vinho, cha verde, cha preto, soja € nos extratos das plantas,
como € o caso do extrato de ginkgo, cardo-mariano, pirliteiro, melissa, etc. Os flavonoides
sao moléculas de baixo peso molecular que se encontram largamente distribuidas no reino
vegetal, estando presentes em toda a parte aérea das plantas, formando um vasto grupo de
metabolitos secundarios com atividades biolégicas muito diversas. Todos tém por base a
estrutura da flavona (2-fenil-benzopirona) e dependendo das suas estruturas quimicas assim
possuem diferentes atividades farmacol6gicas (Cunha & Roque, 2009). Muitas das plantas
medicinais incluem nos seus extratos um variado numero de flavonoides e nas ultimas duas

décadas a farmacognosia tem validado alguns deles.

1.1.1. Atividade biologica

Algumas evidéncias sugerem que a agao bioldégica dos compostos bioativos de
origem vegetal esta relacionada com a sua atividade antioxidante (Ghasemzadeh et al.,
2012). Os compostos fendlicos sao o0s principais contribuintes para a capacidade
antioxidante dos produtos vegetais frescos (Wang et al., 1996; Gil et al., 2002). Estes, para
além de antioxidantes naturais (Oboh et al., 2008; Bahramikia et al., 2009) possuem também
propriedades anti-mutagénica e anticancerigena (Kampa et al., 2004), cardioprotetora,
atividade anti-inflamatéria (Canadanovic-Brunet et al., 2006) e atividade antimicrobiana
(Stanojevic et al., 2010).

Em humanos, o stress oxidativo resultante de radicais livres contribui para mais de
uma centena de doengas, incluindo a aterosclerose, artrite, isquemia com lesdo de diversos
tecidos, lesbes no sistema nervoso central, gastrite e cancro (Pourmorad et al., 2006). Os
extratos aquosos de plantas silvestres, sob a forma de infusdes ou como decocgao, tém sido
utilizados desde a antiguidade no combate a doengas humanas e de animais (Kaufman et
al., 2006). Pinela et al. (2011) referem que as infusdes medicinais e decocgbes sao
largamente utilizadas para problemas respiratorios, gastrointestinais e cutaneos bem como
para controlo de diabetes e distlurbios do sistema metabdlico, tais como colesterol e gota.
Nos ultimos tempos, a medicina moderna esta cada vez mais focada em utilizar principios
ativos de origem vegetal. A valorizagao dos extratos de plantas que contém os metabolitos
secundarios destas, tradicionalmente usados pela populagdo é devido ao interesse pelo seu
potencial como fonte de antioxidantes naturais e de outros compostos biologicamente ativos
(Celiktas et al., 2007).

A Organizagdo Mundial de Saude estima que 80% da populacdo mundial ainda
continue a utilizar as plantas medicinais em necessidades primarias de saude (WHO, 2011).

Os antioxidantes podem ser definidos como moléculas que protegem um alvo
biolégico do dano oxidativo e que podem ser classificados em dois grandes grupos:
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enzimatico e ndo enzimatico. Alguns destes antioxidantes sdo produzidos endogenamente
(enzimas, moléculas de baixo peso molecular e cofatores enzimaticos) e muitos dos
antioxidantes ndo-enzimaticos sao obtidos através das fontes alimentares. Os antioxidantes
enzimaticos constituem o primeiro nivel de defesa contra os radicais livres, ocorrem
naturalmente no organismo e néo sao obtidos através da alimentacdo. Esses radicais livres
sdao atomos ou moléculas que contém um eletrdo desemparelhado na sua orbital mais
externa, sendo moléculas extremamente instaveis para poderem emparelhar o seu eletrao.
Assim, tanto podem ganhar um eletrdo (comportando-se como oxidantes) como ceder um
eletrao (comportando-se como redutores). Quando um radical livre reage com uma molécula
normal, desencadeia-se imediatamente uma reacdo em cascata, originando um namero de
novos radicais livres que s6 terminam na presenca de substancias antioxidantes.

Os antioxidantes obtidos de fontes alimentares sédo divididos em varios grupos,
sendo o grupo dos polifendis o maior. Outras classes de antioxidantes provenientes da
alimentagédo englobam as vitaminas, carotenoides, compostos organossulfurados e os
minerais. Os compostos fendlicos incluem os &cidos fendlicos, os taninos, os estilbenos, as
cumarinas e os flavonoides (Halliwell, 2011).

Da definicdo genérica, consideram-se compostos fendlicos todas as estruturas que
possuem pelo menos um nucleo benzénico com um ou mais hidroxilos, livres ou fazendo
parte de ésteres, éteres ou heterésidos. No entanto, esta definicdo possui inUmeras
excegdes por muitos compostos com um ou mais anéis benzénicos serem incluidos em
grupos fitoquimicos bem distintos (alcaloides, terpenos, etc.) muitas vezes com origem
biossintética diferente. E aceite como definicdo de compostos fendlicos todos aqueles que
nao sendo azotados tém um ciclo ou ciclos aromaticos e sao principalmente derivados do
metabolismo do acido siquimico e/ou de um poliacetato. Destacam-se pela sua atividade
farmacoldgica, os acidos fendlicos, os compostos cumarinicos, os flavonoides, os taninos e
0s compostos quinénicos. Os compostos fendlicos pela acidez do hidroxilo fendlico possuem
uma enorme reatividade para além da sua capacidade de formacdo de novas moléculas
pela unido oxidativa (ligagdo homolitica) e pela facilidade com que o ndcleo aromatico se
oxida (Cunha & Roque, 2009).

Os polifendis e particularmente flavonoides sé&o largamente apreciados pelo seu
potencial efeito benéfico na saude, como antioxidantes ou pela atividade anticancerigena
(Alim et al., 2009; Andrade et al., 2009).

Os polifendis, no geral, sdo conhecidos pela sua capacidade de prevenir a
degradacgao oxidativa dos acidos gordos e fornecer uma defesa contra o stress oxidativo
causado por agentes oxidantes e radicais livres (Slusarczyk et al., 2009). No entanto, o
mecanismo de absorgdo digestiva e a biodisponibilidade dos flavonoides ndo estao ainda
completamente explicados. Mesmo assim, os estudos epidemiolégicos tém demonstrado os
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beneficios da ingestdao de flavonoides de origem natural na prevencao de determinadas
doengas. Alguns trabalhos tém demonstrado a atividade dos flavonoides, devido a uma
ligacdo a recetores especificos, que no caso das flavonas lhes atribui atividade ansiolitica,
depressora do sistema nervoso central. Também se sabe que podem agir de modo a
complexar o ferro, suprimindo assim um dos processos catalisadores da oxidacdo da
vitamina C e dos lipidos.

As isoflavonas, do grupo dos isoflavonoides sdo os constituintes mais
representativos usados com atividade “estrogénio-like”, sendo a genisteina e a daidzeina os
mais estudados e comercializados sob a forma de 7-O-glucésidos. O aumento da esperanca
de vida das mulheres pode levar ao aumento de doencgas associadas a alteracdes
hormonais e prevé-se que em 2020, 20% da populacao total sejam mulheres com mais de
65 anos e que metade da vida ativa da mulher seja passada em periodo pés-menopausa.
Assim sendo, podera ser importante a terapéutica hormonal de substituicao, quer recorrendo
as moléculas de sintese quimica quer as moléculas com atividade “estrogénio-like”,
merecendo a devida atencdo da comunidade cientifica e da comunidade farmacéutica e
médica, de modo a colmatar o mal-estar e as patologias induzidas pela baixa de estrogénios
na mulher ap6s a menopausa (Cunha & Roque, 2009).

No caso dos compostos fendlicos, para além da sua fungdo antioxidante, apresentam
também outras propriedades biolégicas, nomeadamente propriedades anti-histaminica, anti-
inflamatoria, antibacteriana e antiviral (Perron & Brumaghim, 2009).

Aos compostos fendlicos sdo também atribuidas outras atividades, destacando-se:

- Atividade antiperoxidativa a nivel das membranas celulares do figado;

- De entre os compostos fendlicos, os flavonoides sao relativamente pouco téxicos
para o homem e induzem o interferon (atividade antiviral), inibem a atividade da
tirosina quinase dos produtos oncogénicos e inibem a sintese do DNA nas células
tumorais, inibindo assim a prolifera¢do celular anormal;

- Atividade antidiarreica;

- Protetores solares;

- Atividade estrogénica de algumas isoflavonas;

- Atividade “benzodiazepina-like” de flavonas derivadas da luteolina que interagem

com os respetivos GABAa (Cunha & Roque, 2009).

A produgéo enddgena de radicais livres deveria ser contrabalangada pelos sistemas
de defesa, no entanto, numerosas situagbes podem desencadear o aparecimento de um
excesso de radicais livres, os quais podem ultrapassar a capacidade protetora dos agentes

antioxidantes, resultando num desequilibrio entre a sua producgao e a sua inativagéo.
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Para fazer face ao aumento de radicais livres no nosso organismo existem os
sistemas de defesa antioxidantes e de reparacdo. O “stress oxidativo” resulta da
perturbacdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e metabolitos reativos - os
denominados oxidantes ou espécies reativas de oxigénio (ROS), provocando efeitos
deletérios nas biomoléculas e nas células, com impacto ao nivel do organismo. A maior
parte das ROS sao produzidas ao nivel celular, na cadeia respiratéria mitocondrial. Durante
as reacdes metabdlicas enddgenas, as células aerdbicas produzem ROS, como o aniao
superéxido (Oy), o perdxido de hidrogénio (H»O,), o radical hidroxilo (OHe) e perdxidos
organicos como produtos normais da reducdo da molécula de oxigénio. Quando as
condi¢des sao de hipoxia, a cadeia respiratoria também produz 6xido nitrico (ON), que por
sua vez gera espécies reativas de azoto (RNS). As RNS levam a formacao de outras
espécies reativas como aldeidos-malodialdeidos, induzindo a peroxidagéao lipidica.

Os radicais livres também podem ter agao sobre os polissacéaridos (despolimerizagao
do &cido hialurénico), proteinas (modificagbes quimicas dos aminodcidos cruciais para as
fungdes enzimaticas, fragmentacdo das cadeias peptidicas), acidos nucleicos (alteragbes
cromossOmicas), etc. A modificagcdo destas moléculas pode aumentar o risco de
mutagénese. Aquando da exposigdo a um ambiente de stress, as ROS sao geradas durante
longos periodos de tempo, 0 que significa que o dano que ocorre ao nivel da estrutura
celular e funcional pode levar a mutagbes somaticas e transformacgdes neoplasicas. De
facto, o inicio e progressao do cancro estdo ligados ao stress oxidativo, pelo aumento das
mutagdes do ADN, que implicam instabilidade genémica e proliferagéao celular (Reuter et al.,
2010).

Segundo Cunha e Roque (2009) os principais fatores determinantes no aparecimento
dos radicais livres sdo: exposicdo cumulativa as radiagdes solares; intoxicagdo com
determinados produtos quimicos ou medicamentosos; peroxidagao ou reoxigenagao intensa
em determinados tecidos privados de oxigénio; processos inflamatorios; obesidade; nutricdo
deficiente; stress; habitos tabagicos e alcoolismo.

Os radicais livres ativos, em conjunto com outros fatores sdo responsaveis pelo
envelhecimento celular e podem, em situagées de desequilibrio bioldégico extremos, serem
responsaveis pela morte.

Os lipidos membranares também sao um alvo privilegiado para os radicais livres
levando a sua “peroxidagao”.

Na falta de sistemas de defesa, as lesbes poderao surgir provocadas pelo ataque de
coenzimas, neurotransmissores e macromoléculas — acidos nucleicos, proteinas, lipidos,
glucidos, com prejuizo das respetivas fungdes e das estruturas que constituem. Muitos
investigadores estdo convencidos de que os efeitos acumulados dos radicais livres de

espécies reativas de oxigénio tém a maior importancia no aparecimento de doencas tao
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diversas como o cancro, a artrite reumatoide, a aterosclerose, isquémia cardiovascular e a
doenca de Parkinson.

No decorrer da atividade metabdlica normal também ha formagao de radicais livres,
existindo mesmo células especializadas na sua produgcdo. Em particular, os radicais
oxigenados ativos desempenham um papel importante nas reacdes anti-inflamatérias,
carcinogénese, aterosclerose, isquémia cerebral e cardiaca, lesdes do trato gastrointestinal
e envelhecimento.

Resumidamente, segundo Pokorny & Trojakova (2001) os antioxidantes para além
de captarem radicais livres apresentam a capacidade de inibir ou retardar a oxidacao por
mecanismos n&o relacionados com a captagdo de radicais livres. Estes mecanismos
incluem a sua unidao a metais, captacao de oxigénio, conversdao de hidroperéxidos em
espécies nao radicais, absorcdo da radiacdo UV e desativacdo de singletos de oxigénio.
Normalmente, neste caso, s6 possuem atividade antioxidante na presenca de um segundo
componente minoritario, 0 que se pode verificar no caso de agentes sequestradores, tal
como o0 &cido citrico que so € efetivo na presencga de ides metdlicos e agentes redutores, e
como o &cido ascérbico que € mais efetivo na presenga de tocoferdis ou outros
antioxidantes primarios.

E evidente a importancia de combater os radicais livres e sabe-se que muitas plantas
aromaticas e medicinais sdo ricas em compostos fendlicos e por esse motivo poderao ser
uma potencial fonte de antioxidantes e produtos inibidores de oxidagao dos lipidos.

Existe atualmente, um grande interesse no potencial que os fitoquimicos parecem ter
na melhoria da fungdo cognitiva, nomeadamente na meméria e na aprendizagem, ao
exercer poder antioxidante e atividade anti-inflamatéria e redugcdo da neurodegeneragao.
Existem estudos (Joseph et al., 2009) que indicam que alimentos ricos em fitoquimicos
como os frutos vermelhos e os espinafres sao efetivos em reduzir os défices associados ao
envelhecimento relacionados com a memoria espacial € a fungdo motora. Em conjunto com
a atividade antioxidante a anti-inflamatéria no cérebro, os polifendis tém vindo, também, a
ser associados a um aumento da expressao do fator neurotréfico derivado do cérebro,
auxiliando na reversao da atrofia neuronal (Gomez-Pinilla et al., 2012).

A atividade antioxidante associada aos constituintes fendlicos em geral esta
amplamente disseminada, revestindo-se de crucial importancia o caso dos flavonoides pela
sua estrutura quimica. Dai advém o interesse em compreender os mecanismos e descobrir
substancias que os possam regular e constituir uma terapia destas patologias. O interesse
pelo estudo dos antioxidantes tem vindo a crescer dado o seu potencial como profilaticos e
agentes terapéuticos em doengas causadas por radicais livres.

O efeito quimiopreventivo de polifendis tem sido frequentemente associado a sua
atividade antioxidante. Segunda Pietta (2000) a quercetina € um antioxidante muito eficaz e
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parece ser ativo na prevencdo de diversas doengas, tais como cancro, doencas
cardiovasculares (Yoshizumi et al., 2001) e transtornos neurodegenerativos (Schroeter et al.,
2001).

Viuda-Martos et al. (2009) confirmam que os flavonoides exibem uma ampla gama
de atividades bioldgicas, tais como agentes antibacterianos, antivirais, anti-inflamatoérios,
antialérgicos e com acao vasodilatadora para além de inibirem a peroxidagao dos lipidos, a
agregacao de plaquetas, a fragilidade capilar e a atividade de sistemas enzimaticos.

No trabalho de Paulo et al. (2008) foi avaliada a atividade da isoquercetina em ratos
e 0s autores sugerem que a mesma pode ser uma molécula vantajosa no tratamento
antidiabético poés-prandial (a seguir a uma refeicao).

O numero de trabalhos de investigacdo que visam caracterizar e conhecer a
bioacessibilidade e biodisponibilidade dos antioxidantes no organismo tem vindo a
aumentar, indo para além dos estudos epidemiolégicos que mostram a associagado entre
doenca e consumo de alimentos ricos em antioxidantes (Williamson & Manach, 2005;
Palafox-Carlos et al., 2011). Existem vérios fatores que podem interferir na bioacessibilidade
(quantidade de um nutriente ingerido e que esta disponivel para absorcdo) e
biodisponibilidade dos antioxidantes: matriz alimentar, interacdes quimicas e porgao de
antioxidantes que é digerida, absorvida e utilizada no metabolismo normal (Palafox-Carlos et
al.,, 2011).

1.1.2. Utilizacao e legislacao

Os alimentos sao importantes como fonte de antioxidantes, mas adicionalmente,
numerosos antioxidantes sintéticos tém sido desenvolvidos e alguns deles tém sido
utiizados como exemplo, em aditivos alimentares, suplementos alimentares e
medicamentos. Dos antioxidantes sintéticos os compostos fendlicos sdo muito usados,
como por exemplo o butil-hidroxianisol conhecido como BHA, o butil-hidroxitolueno (BHT), o
t-butil-hidroquinona (TBHQ) e os ésteres de acido gélico. Estes antioxidantes sintéticos tém
sido extensivamente adicionados aos alimentos, embora 0 seu uso comece a ser
questionado devido a sua potencial toxicidade (Canadanovic-Brunet et al., 2006). Por esse
motivo, ha um consideravel interesse por parte da medicina preventiva e da industria
alimentar em desenvolver antioxidantes naturais obtidos especialmente de plantas silvestres
(Djilas et al., 2003) dado o seu potencial para captar radicais livres e a investigacao tem-se
centrado na busca de produtos naturais com este tipo de atividade (Pourmorad et al., 2006;
Silva et al., 2007; Tawaha et al., 2007; Aiyegoro et al., 2009).

Os consumidores tém-se mostrado preocupados com os residuos quimicos nos

alimentos, exigindo alimentos mais seguros, dai o crescente interesse sobre os compostos
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naturais, tais como os éleos essenciais e outros extratos de PAM, frutos e vegetais. Os
referidos extratos surgem como alternativa a conservantes alimentares, uma vez que
possuem propriedades antimicrobianas ou antifungicas (Revajova et al, 2010). Os
compostos bioativos de plantas para além destas propriedades possuem também
propriedades antioxidantes que satisfazem as exigéncias dos consumidores e proporcionam
alguns beneficios extras aos alimentos e consumidor (Moradi et al, 2012).

Somente os antioxidantes que satisfagam os requisitos estabelecidos pelo
Comité Cientifico da Alimentacao podem ser utilizados nos géneros alimenticios. Tendo em
conta as mais recentes informacdes cientificas e toxicolégicas sobre essas substancias,
algumas delas devem ser admitidas apenas em determinados géneros alimenticios e sob
certas condicdes de utilizacdo. Por outro lado, uma grande variedade de antioxidantes de
recursos naturais podem ser adicionados a todos os produtos alimentares, com a excecao
de férmulas para fins especiais (tais como para criangas) (Mikova, 2001).

Em resposta ao consumidor cada vez mais exigente muitas industrias pretendem
substituir o uso de aditivos alimentares sintéticos por produtos naturais, considerados
promotores de saude e bem-estar. No entanto, Wootton-Beard & Ryan (2011) sdo de
opinidao que ainda nao € responsavel considerar isoladamente os antioxidantes como
promotores para a saude até existir evidéncia cientifica completa e inequivoca sobre a sua
bioacessibilidade e biodisponibilidade no organismo.

O novo Regulamento (UE) n.? 432/2012 estabelece uma lista positiva de 222
alegacgdes de saude (AS) a utilizar nos alimentos, aplicado desde 14 de Dezembro de 2012
para todos os operadores da industria alimentar na U.E. Desde essa data, apenas as AS da
referida lista sdo permitidas. A regulamentacdo prevé que qualquer alegagdo que promova
os beneficios para a saude esteja cientificamente comprovada e formulada para que nao
cause duvidas ao consumidor. A clarificacao legislativa ndo garante que o consumidor se
interesse pela leitura do rétulo e que entenda os componentes nutricionais do alimento e a
alegacédo que lhes estd atribuida (Tarabella & Burchi, 2012). As alegagbes de saude,
relativas a prote¢cdo antioxidante necessitam de forte sustentagdo cientifica, no entanto,
existe uma clara evidéncia de que a ingestao de frutos e horticolas é importante para a
prevengao de doencgas cronicas e para a manutencdo da saude, principalmente pelo seu
teor de compostos antioxidantes (Scordino et al., 2011). Contudo, o que é bastante dificil e
que nao reune (ainda) consenso é a definicdo do que é (e quanto €) “rico em antioxidantes”
(Wootton-Beard & Ryan, 2011).

Existem estudos que demonstram que acrescentando alegacbes de saude aos
produtos aumenta a percegao de “saudavel”’ pelo consumidor, mas o impacto na decisdo de
compra e consumo € moderado a baixo. Contudo, existem exceg¢des que mostram que esta

percecao nao é real, podendo existir outros fatores que influenciam a deciséo do
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consumidor nomeadamente a familiaridade da marca ou produto, quantidade de informacéao
disponivel, o léxico utilizado e mesmo as diferencas culturais, tradicbes e habitos
alimentares (Lahteenmaki, 2013). A compreensao do consumidor sobre os constituintes do
rétulo do produto alimentar pode ser um fator chave para o entendimento das alegacdes de
saude e para a escolha de produtos com este tipo de alegacdes (Sabbe et al., 2009). No
entanto, a informacao relativa a compreensao do consumidor comum sobre as alegacdes de
saude ¢ ainda escassa (Wills et al., 2012).

A industria alimentar ao utilizar um determinado antioxidante devera ter em atencao
que o aditivo alimentar ndo podera apresentar qualquer toxicidade, devera ser efetivo em
baixas concentracdes, facil de incorporar de forma a obter-se uma mistura homogénea,
resistir a altas temperaturas e estar disponivel a um preco relativamente baixo. Como é
dificil encontrar um antioxidante que reuna todas estas caracteristicas €& possivel a
combinacado de dois ou mais aditivos de modo a conseguir reunir os beneficios de cada
composto adicionado permitindo sinergismos.

Para Herken & Guzel (2010) o teor de compostos bioativos pode vir a tornar-se um
parametro de qualidade a ser mencionado no rétulo e atestar a qualidade nutricional do
produto podendo vir a ser um fator decisério no momento da compra. No entanto, Boer et al.
(2014) apresentam um estudo de caso em antioxidantes, em que consideram a necessidade
de desenvolver critérios que estejam de acordo com os novos conhecimentos cientificos.
Para estes autores, sera fundamental haver um envolvimento entre todas as partes
interessadas, tais como industriais, consultores de entidades reguladoras, investigadores e

representantes dos consumidores, bem como envolver a ciéncia nutricional.

1.1.3. Fontes de antioxidantes naturais

As agro-industrias estdo a dar especial atencdo a fontes residuais das industrias
agricolas, para além das plantas aromaticas e medicinais, e a subprodutos remanescentes
do processamento de frutas e legumes, 0s quais ainda contém uma grande quantidade de
compostos fendlicos (Ignat et al., 2011). Uma das fontes mais ricas sdo as cuticulas da uva,
subproduto da vinificagdo (Lapornik et al., 2005). Dependendo de fatores varietais e do
processamento, as aguas residuais dos lagares bem como as folhas de oliveira sdo outros
subprodutos do sector do azeite que tem sido explorado como fonte de compostos fendlicos
(Obied et al., 2005). A industria de citrinos também produz grandes quantidades de
residuos, em especial cascas e sementes, que podem ser utilizados como fontes de
compostos fendlicos ja que possuem teores mais elevados de compostos fendlicos totais em
comparagdo com as porgdes comestiveis (Balasundram et al, 2006). Os subprodutos
obtidos do processamento de alcachofra, couve-flor, cenoura, aipo e cebola também ja
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foram investigados por Larrosa et al. (2002). As cascas de varias outras frutas, como por
exemplo, cascas de maga também foram estudadas por apresentarem maiores quantidades
de compostos fenélicos que a polpa (Wolfe & Liu, 2003). O repiso de tomate foi também
considerado uma fonte mais rica em compostos fendlicos do que a polpa (George et al.,
2004).

As bebidas, tais como sumos de frutas, diversos chas/infusées e vinhos também sao
importantes fontes de fenodis na dieta humana. Como amplamente aceite pela comunidade
cientifica, o vinho € uma das fontes mais importantes de antioxidantes polifendlicos
dietéticos, tendo o vinho tinto sido considerado mais protetor sobre a salde do que outras
bebidas alcodlicas (Alén-Ruiz et al, 2009), possivelmente porque os polifendis que contém
ajudam a prevenir doengas relacionadas com o stress oxidativo. O café, sumos de laranja e
maga também fornecem uma fonte significativa de antioxidantes na dieta sendo fontes
abundantes de compostos fendlicos naturais. Os compostos fendlicos para além de
amplamente distribuidos entre as distintas partes das plantas, e grande parte encontrar-se
nos frutos, também nos cereais e leguminosas se podem encontrar em concentragoes
consideraveis bem como no azeite, cerveja, entre outros (Prado, 2009).

Na Tabela 1.1 apresentam-se alguns trabalhos realizados com espécies vegetais,
potenciais fonte de compostos bioativos bem como a sua atividade biolégica. Como se pode
verificar os estudos abrangem uma ampla variedade de espécies vegetais com grande
incidéncia sobre PAM e frutos.
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Tabela 1.1. Trabalhos realizados em plantas como fonte de compostos bioativos.

Planta em estudo

Estudo efetuado

Autores

Euphorbia tirucalli L.

Rosmarinus officinalis L.
Matricaria recutita L.
Coriandrum sativum L.
Foeniculum vulgare Mill.
Cassia angustifolia Vahl

Lavandula viridis L "Hér.

Chaenomeles spp.

Rosmarinus officinalis L.

Thymus vulgaris L.

Lavandula angustifolia Mill.
Cistus albidus L.

Centaurium erythraea Rafn.
Lavandula viridis L’Hér.

Myrtus communis L.

Olea europaea L.

Paronychia argentea Lam.
Pistacia lentiscus L.
Pterospartum tridentatum (L.) Willk.
Ruscus aculeatus L.

Thymus lotocephalus G. Lépez &
R. Morales

Arbutus unedo L.

Prunus spinosa L.

Rosa canina L.

Rosa micrantha L.

Cereais (trigo, arroz, milho, sorgo e
cevada)

Citrus reticulata Blanco

Artemisia absinthium L.

Rosmarinus
officinalis L. var. typicus Batt.

Pelargonium graveolens L'Her.

Teucrium polium L.

Pterospartum tridentatum (L.) Willk.

Thymus lotocephalus G. Lopez &
R. Morales

Identificagdo dos compostos
fendlicos e avaliagdo das
propriedades antioxidantes e
antimicrobianas.

Avaliacdo da estabilidade oxidativa
do éleo de soja com extratos de
plantas.

Perfil metabdlico e atividade
biologica em 6leos essenciais e
extratos polares.

Andlise quimica e atividade
antioxidante em frutos.

Propriedades antioxidantes.

Teor de fendis e atividade
antioxidante em infusdes de
plantas medicinais Mediterranicas.

Caracterizagéo dos compostos
fendlicos.

Biossintese de flavonoides e

beneficios para a nutricdo humana.

Determinacéo simultanea de seis
flavonoides bioativos.

Variagdes nos perfis de éleos
essenciais e compostos fendlicos,
em folhas e flores, e seus efeitos
sobre a atividade antioxidante.
Alteracoes na composicao do 6leo
essencial e da fragcao fendlica, na
floragédo e estado vegetativo e
influéncia na atividade
antioxidante.

Atividade antioxidante dos 6leos
essenciais e extratos aquosos.

Atividade antioxidante.

Capacidade antioxidante e
avaliagao toxicologica em extratos
de flores.

Atividade antioxidante em plantas
silvestres e in vitro.

Araujo et al. (2014)

Cordeiro et al.
(2013)

Costa et al. (2013)

Du et al. (2013)

Gallego et al.
(2013)

Gongalves et al.
(2013)

Guimaraes et al.
(2013)

Liu et al. (2013a)

Liu et al. (2013b)

Riahi et al. (2013)

Yosr et al. (2013)

Cavar &
Maksimovi¢ (2012)
De Marino et al.
(2012)

Ferreira et al.
(2012)

Pérez-Tortosa et
al. (2012)
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Tabela 1.1. (Continuacdo). Trabalhos realizados em plantas como fonte de compostos

bioativos.

Planta em estudo

Estudo efetuado

Autores

Tuberaria lignosa (Sweet) Samp.

Barleria noctiflora L.

Foeniculum vulgare Mill.
Dittrichia viscosa (L.) W. Greuter
Origanum vulgare L.

Salvia officinalis L.

Thymbra capitata (L.) Cav.

Thymus camphoratus Hoffmanns. &

Link

Thymus carnosus Boiss.

Thymus mastichina L.

Actinidia deliciosa (A. Chev.) C. F.
Liang & A. R. Ferguson

Capsicum annuum L.

19 especiarias de consumo comum
na China

Thymus praecox subsp. skorpilii
var. skorpilii

Origanum vulgare L.
Lavandula angustifélia Mill.
Melissa officinalis L.

Salvia lanigera Poir.

Atividade antioxidante e
composicao fitoquimica.

Atividade antioxidante in vitro.

Atividade antioxidante e anti-
-inflamatoéria.

Atividade antioxidante e teor de
polifendis em extratos aquosos.

Compostos fendlicos, acido

ascorbico e atividade antioxidante.

Capacidade antioxidante e
principais compostos fendlicos.

Atividade antioxidante em varios
extratos e 6leo essencial.

Capacidade antioxidante e teor de
fendis totais.

Propriedades antimicrobianas e
antioxidantes no 6leo essencial.

Pinela et al. (2012)

Yadav et al. (2012)

Albano & Miguel
(2011)

Bursal & Giilgin
(2011)

Ghasemnezhad et
al. (2011)

Lu et al. (2011)

Ozen et al. (2011)

Spiridon et al.
(2011)

Tenore et al.
(2011)

1.2. Produc¢do e comercializacao de PAM

As plantas aromaticas e medicinais (PAM) sempre foram conhecidas e utilizadas
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pelo Homem, mas sé recentemente se assistiu, em Portugal Continental, ao interesse pela
sua producado de forma organizada e conduzida. Em 2012, o Gabinete de Planeamento e
Politica (GPP), do Ministério da Agricultura e do Mar, realizou um inquérito com o apoio de
produtores e associagdes ligadas ao sector. Segundo o referido Gabinete, as exploragdes
de PAM terdo aumentado nos dltimos 3 anos, passando de 93 segundo o Recenseamento
Agricola de 2009 para 147 e, em termos de &rea, aumentou de 80 ha para 180 ha. Um terco
dos produtores vende a produgdo em verde e os restantes vendem a planta seca; 10%
dedica-se a extracdo de Oleos essenciais e um quarto dos inquiridos sédo viveiristas. No
segmento dos verdes é determinante o0 modo de produg¢ao convencional e no seco domina o
biolégico. Embora concentradas na zona costeira, as PAM estdo disseminadas por todo o
territério (Ministério da Agricultura e do Mar, GPP, 2013).



A produgao é vendida essencialmente para o mercado interno, com a venda direta
ao consumidor mas também em feiras e casas da especialidade (Bio) ou em zonas
demarcadas das grandes superficies, ndo esquecendo o mercado externo onde esta
igualmente presente. Os precos observados podem apresentar grandes amplitudes, de
acordo com a forma de venda, a granel ou embalado, planta inteira ou apenas a folha, a um
intermediario ou diretamente ao consumidor, para o mercado interno ou para o externo. O
setor também da resposta a procura de PAM para ornamentacao ou para a culinaria caseira,
normalmente sob a forma de vasos. Este setor tem um potencial de crescimento elevado
mas a situacdo apresenta-se algo complexa para este segmento. A avaliacdo do ponto de
vista econémico mostra fragilidades que se podem tornar insustentaveis. As exploracdes de
PAM sao, no geral, mao-de-obra e capital-intensivas, e exigentes do ponto de vista técnico,
a que se adicionam as dificuldades de escoamento, podendo constituir-se como fatores
limitantes ou adversos. As PAM estdo num mercado em desenvolvimento a nivel
comunitario e mundial para quase todos os tipos de utilizagdo (Ministério da Agricultura e do
Mar, GPP, 2013).

1.3. A carqueja (Pterospartum tridentatum (L.) Willk.)

1.3.1. Caraterizacao botanica

A Pterospartum tridentatum (L.) Willk. (Wilk & Lange, 1877) & um arbusto
vulgarmente conhecido por carqueja ou carqueija, endémica europeia pertencente a familia
Leguminosae (=Fabaceae), subfamilia Papilionoideae. Este arbusto perene cresce
aproximadamente até aos 100 cm podendo apresentar um porte ereto mas também
prostrado, sendo muito comum em zonas de montanha no Norte de Portugal, por vezes em
matos baixos sobre rochas acidas ou associado no sub-bosque com Arbutus unedo L.,
Pinus pinaster Aiton e florestas de Eucalyptus e em locais abandonados com solos acidos
(Franco, 1971).

O género Pterospartum apresenta caules alternos e alados, coriaceos, persistentes
que desempenham a funcao fotossintética. As folhas sdo muito reduzidas, por vezes quase
inexistentes, com um unico foliolo que forma um tridente com as suas duas estipulas. As
inflorescéncias axilares apresentam-se em glomérulos ou racimos curtos, por vezes
umbeliformes e as flores sdo pediceladas com corola amarela e estandarte com dorso
glabro a sericeo. A floracdo pode ocorrer de fevereiro a julho e o fruto € uma vagem
pubescente com 10 a 12 mm (Flora Ibérica,1999).
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Neste trabalho, as plantas de carqueja foram identificadas pela Flora Ibérica, sendo
as plantas provenientes da zona do Orvalho identificadas como Pterospartum tridentatum
(L.) Willk. subsp. lasianthum (Spach) Talavera & P.E.Gibbs (Fig. 1.1) e na zona da Malcata
(Fig. 1.2) e Gardunha (Fig. 1.3) como Pterospartum tridentatum (L.) Willk. subsp.
cantabricum (Spach) Talavera & P.E.Gibbs.

Figura 1.1. Inflorescéncia de carqueja da
localizagao Orvalho.

Figura 1.2. Inflorescéncia de carqueja da
localizagao Malcata.

Figura 1.3. Inflorescéncia de carqueja
da localizagdao Gardunha.

Pela Flora Ibérica a espécie Pterospartum tridentatum possui outra sinonimia, a
Genista tridentata L. (Sp. PIl. 710 (1753)).

Relativamente as subespécies, pela Flora Ibérica, também apresentam sinonimias,
nomeadamente:

Para Pterospartum tridentatum subsp. cantabricum (Spach) Talavera & P.E. Gibbs:

e Genista cantabrica Spach in Ann. Sci. Nat., Bot. ser. 3 3: 149 (1845)
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e Pterospartum cantabricum (Spach) Willk. in Willk. & Lange, Prodr. Fl. Hispan. 3: 441
(1877)

e Genista tridentata subsp. cantabrica (Spach) Greuter in Willdenowia 15: 428 (1986),
comb. superfl.

e Genistella tridentata subsp. cantabrica (Spach) Holub in Folia Geobot. Phytotax. 12:
429 (1974)

Para Pterospartum tridentatum subsp. lasianthum (Spach) Talavera & P.E. Gibbs:

e Genistella lasiantha (Spach) Holub in Folia Geobot. Phytotax. 12: 429 (1974)

e Genista lasiantha Spach in Ann. Sci. Nat., Bot. ser. 3 3: 147 (1845)

e Pterospartum lasianthum (Spach) Willk. in Willk. & Lange, Prodr. Fl. Hispan. 3: 440
(1877)

e Genista tridentata subsp. lasiantha (Spach) Greuter in Willdenowia 15: 428 (1986)

Para Pterospartum tridentatum subsp. tridentatum (L.) Willk.:

e Genistella tridentata (L.) Samp., Man. Fl. Portug. 221 (1911)

e Pterospartum tridentatum var. tridentatum (L.) Cout., Fl. Portugal 389 (1939)
e Chamaespartium tridentatum (L.) P.E. Gibbs in Feddes Repert. 79: 54 (1968)
e Cytisus tridentatus (L.) Vuk. in Rad Jugoslav. Akad. Znan. 31: 104 (1875)

A subespécie tridentatum apresenta uma distribuicdo maioritariamente litoral, a
subespécie cantabricum é frequente nas montanhas de clima temperado (NW) e a
subespécie lasianthum nas montanhas e planaltos interiores de clima mediterranico (Flora
Ibérica,1999).

A diferenca entre a subespécie lasianthum e a subespécie cantabricum baseia-se
essencialmente nas flores, em que na subsp. lasianthum o dorso do estandarte é sericeo e
a inflorescéncia possui 6-10 flores com pedicelos até 3 mm e na subsp. cantabricum o
estandarte é glabro ou com alguns pelos confinados a nervura média do dorso e a
inflorescéncia possui 4-6 (8) flores e os pedicelos entre 1 e 2,5 mm (Flora Ibérica, 1999).

1.3.2. Utilizagoes e estudos em carqueja

A carqueja é bastante utilizada como planta medicinal, no tratamento de doencgas do
aparelho digestivo e diabetes bem como para fins culinarios, no entanto, os estudos sobre
esta planta sdo escassos.
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O primeiro estudo sobre a composicdo quimica e propriedades farmacoldgicas da
espécie Pterospartum tridentatum foi efetuado em 2004, por Vitor et al, em que foram
identificados alguns constituintes do extrato aquoso, o qual mostrou capacidade de prevenir
o dano oxidativo as células endoteliais. A caracterizacdo quimica do extrato revelou a
presenca de alcaloides, compostos fendlicos (incluindo os flavonoides) e terpenoides
glicosilados. Nesse trabalho, com flor de carqueja proveniente de Cinfaes, norte de Portugal,
foram identificados como principais constituintes do extrato aquoso, trés derivados de
genisteina (4’,5,7-trihidroxisoflavona) e as isoflavonas, sissotrina, genistina e prunetina (Vitor
et al., 2004). Foi ainda identificada outra isoflavona, a 5,5 -dihidroxi-3’-metoxi-isoflavona-7-
O-B-glucésido bem como a isoquercetina. As isoflavonas sao flavonoides caracteristicos da
familia das Leguminosas (Harborne, 1994). Vitor et al. (2004) mostraram pela primeira vez
que a isoquercetina previne o dano oxidativo endotelial, dependendo da dose e sendo
utilizada em concentragbes nao toéxicas (0,1-1 mM). Concluiram também que as flores de P.
tridentatum podem ter efeitos benéficos nos pacientes com diabetes uma vez que o0s
extratos aquosos mostraram capacidade para prevenir o dano oxidativo as células
endoteliais 0 que pode prevenir ou minimizar o desenvolvimento de complicagoes
vasculares.

Grosso et al. (2007) considerando os 6leos essenciais como uma alternativa aos
conservantes quimicos, caracterizaram o 6leo essencial de Pterospartum tridentatum (L.)
Willk. recolhida no Ribatejo e Beira Alta, verificando a existéncia de variabilidade quimica.

Paulo et al. (2008) avaliaram a atividade da isoquercetina de flores silvestres de P.
tridentatum recolhidas em Cinfaes (norte de Portugal) em ratos, tendo sugerido que a
mesma pode ser uma molécula vantajosa no tratamento antidiabético pos-prandial (a seguir
a uma refeigéo).

Em 2009, Luis et al. determinaram a atividade antioxidante de extratos de P.
tridentatum (L.) Willk., Cytisus scoparius (L.) Link e Erica spp. recolhidas na Serra da
Estrela, concluindo que esses extratos apresentavam atividade antioxidante relevante,
havendo uma correlacdo linear positiva entre a atividade antioxidante e o teor de compostos
fendlicos totais.

Silva (2009) realizou um estudo com extratos de folhas e flores da espécie P.
tridentatum (recolhida na zona de Castelo de Paiva) na concentragdo de 10 mg/kg e apos
administracdo em ratos concluiu que estes extratos para esta concentracdo ndo induzem
alteragdes histopatoldgicas significativas ao nivel do figado, bago e rim. Ap6s administragcéo
de CCl4, os extratos nas concentragées de 5mg/kg e 10 mg/kg demonstraram ter um efeito
protetor nestes 6rgaos, tendo sugerindo que a atividade protetora se devia a presencga de
compostos bioativos como os compostos fendlicos.
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Segundo Luis et al. (2011) o principal composto fendlico presente em extratos de
folhas e caules de P. tridentatum (L.) Willk., provenientes da serra da Estrela, € o acido
vanilico na concentracao de 32.2 mg/g m.s.

Martinez et al. (2012) em extrato de folha de Pterospartum tridentatum subsp.
tridentatum recolhida em Pontevedra, Espanha, identificaram a isoflavona genisteina. A
genisteina € um fitoestrogénio com uma ampla variedade de efeitos farmacoldgicos em
células animais, incluindo inibicio da tirosina quinase, atividade antioxidante,
quimioprevencao dos cancros da mama e préstata e de doengas cardiovasculares (Dixon &
Ferreira, 2002).

Estdo a ser realizados trabalhos no sentido de otimizar técnicas de extracédo e
protecdo dos compostos biologicamente ativos. Tylkowski et al. (2010) e lIsailovic et al.
(2012) procederam ao microencapsulamento de antioxidantes naturais de Pterospartum
tridentatum em alginato e inulina, tendo verificado que a atividade antioxidante dos extratos
foi preservada.

Pimenta (2012), caracterizou os extratos aquosos de carqueja relativamente ao teor
de compostos fendlicos e atividade antioxidante, concluindo que os extratos aquosos
apresentam elevada atividade antioxidante.

Fernandes (2012) procedeu a determinacéo da atividade anti-inflamatéria de extratos
metandlicos de P. tridentatum (L.) Willk., recolhida na Serra da Estrela, concluindo que os
extratos de caules, folhas e flores tém capacidade de diminuir a velocidade inicial da
atividade enzimatica da enzima 5-LOX.

Ferreira et al. (2012) realizaram estudos de citotoxicidade nesta espécie, em extratos
florais de plantas provenientes de Castro Daire, concluindo que as flores sdo indcuas,
podendo ser utilizadas em culinaria ou na medicina tradicional para tratamento de doencgas
associadas ao stress oxidativo, pelo menos para terapias de curto prazo.

Gongalves et al. (2013) estudaram o teor de fenodis e a atividade antioxidante em
infusbes de dez plantas medicinais Mediterranicas recolhidas no Algarve, entre as quais a
carqueja, e todos os métodos utilizados revelaram atividade antioxidante dos extratos e
demonstraram que estas plantas podiam ser utilizadas em medicina popular, especialmente
para a prevencao e tratamento de doengas que sdo conhecidas por serem causadas ou
aceleradas pelo stress oxidativo.

1.4. Porqué a propagacao in vitro?

A Flora Portuguesa é particularmente rica em espécies aromaticas e medicinais. Das
cerca de 3800 espécies que compdem a cobertura vegetal do Continente, Agores e Madeira,
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cerca de 500 sdo consideradas aromaticas e/ou medicinais (Figueiredo et al.,, 2007). Em
alguns locais, pelos estudos etnobotéanicos, verifica-se ainda uma forte utilizagdo destas
plantas e, em especial, um crescente interesse das aromaticas para substituicdo do uso de
sal na alimentacdo. De forma a minimizar colheitas massivas e consequentes destruices
dos habitats naturais, parece importante desenvolver metodologias que permitam o seu
cultivo, quer in vivo quer in vitro.

Hoje em dia, a cultura de células vegetais e a micropropagacao podem tornar-se
Uteis, em especial para a industria farmacéutica, dado o seu crescente interesse na
obtencao de determinados compostos ativos, ja que estas tém de recorrer a matérias-primas
provenientes de plantas silvestres ou de cultura e, nestas circunstancias, poderao deparar-
-se com algumas dificuldades. Segundo Cunha (2009), uma das dificuldades para a
industria farmacéutica podera ser a impossibilidade de obter o material vegetal em
quantidade suficiente ou economicamente viavel para satisfazer a procura ja que algumas
plantas poderao ser pouco abundantes e mesmo de dificil cultura. Por outro lado, havendo
abundancia também ndo se devera destruir o patriménio genético existente nas plantas
espontaneas.

Outra questao importante € a producdo da matéria-prima vegetal depender das
condi¢cdes climaticas, de doencas e pragas nas plantagdes, variagdes nos métodos de
recolha e secagem, etc, pelo que pode haver quebras de produgdo e mesmo alteragdes na
qualidade. Segundo Cunha (2009), quando um novo medicamento é obtido de compostos
isolados de plantas, o pais de origem dessa matéria-prima pode tentar explorar essa
situacdo, criando dificuldades na exportagdo de plantas ou aumentando o seu prego ao
fazer processamento no préprio pais. Como consequéncia destas dificuldades, a industria
farmacéutica esta a interessar-se cada vez mais pela cultura de células podendo sempre
ajustar a produgao as necessidades da industria e assegurar um produto de qualidade.

Por outro lado, o aparecimento frequente em culturas de células vegetais de
compostos nao detetados na planta original leva a investigacao no sentido de se induzir a
formacdo de novas vias metabolicas que conduzam a obtengdo de moléculas
farmacologicamente ativas. Foi o que sucedeu em culturas de células de Catharanthus
roseus que originaram dimeros de vimblastina e da vincristina, importantes alcaloides
antineoplasicos (Cunha, 2009).

A cultura de plantas medicinais também envolve alguns custos ja que se deverd ter
em conta todos os aspetos agronémicos gerais, os econdmicos, para além dos especificos
da espécie em causa. Para cada espécie a cultivar, os parametros em relagdo ao clima,
solo, irrigagdo, método de propagacao, colheita e controlo de infestantes, de pragas e de
doencas devem ser tidos em consideragado, para além da necessidade de ser feita uma
adaptacdo da variedade selecionada ao local de cultivo. Algumas espécies s6 produzem
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certos compostos quando submetidas a determinadas condigcbes de stress como por
exemplo, uma reduzida disponibilidade a certos nutrientes. No entanto, algumas vezes
podera haver necessidade de reforcar os solos ou a irrigacdo com um determinado
nutriente, para se poder aumentar a quantidade de um dado componente ativo, como por
exemplo, a adicdo de compostos azotados ou de certos aminoacidos que aumentam a
quantidade de alcaloides ou de um determinado alcaloide (Cunha et al., 2010).

A agricultura biolégica também é uma pratica corrente na cultura de plantas
medicinais, em particular as usadas na preparacdo de infusbes. No entanto, este tipo de
agricultura tem algumas limitacdes, exigindo rotacdo do terreno de cultura e uma adubacéo
organica (estrumes de pecuaria biolégica, residuos de culturas, compostagem, humus de
minhoca, etc), 0 que no caso da cultura de plantas em larga escala para a extracdo de
compostos bioativos é por vezes dificil jA que se devem respeitar os apropriados tempos de
quarentena para os produtos organicos usados antes da colheita (Cunha et al., 2010).

Dadas as dificuldades mencionadas e sendo o cultivo dependente de parametros
climaticos (temperatura, precipitagao, insolagao e altitude) bem como do tipo de solo, poder-
-se-a proceder a sua multiplicacdo em condig¢des laboratoriais controladas. A propagacao in
vitro ou micropropagacao, realizada em condi¢es assépticas e controlando fatores fisicos,
quimicos, hormonais e nutritivos podera ser um complemento para multiplicacdo de plantas
em larga escala e a cultura de tecidos vegetais podera ser uma alternativa para a produgao
de metabolitos secundarios. Embora estes fatores se possam controlar em condigoes
laboratoriais, este processo de regeneracgao in vitro é, no entanto, fortemente influenciado
pelo gendtipo, estado fisioldgico e idade do explante, condicdes do ambiente in vitro, em
especial os regimes de luz e temperatura, e ainda pela formulagcdo dos meios de cultura, em
especial concentragées hormonais. A micropropagacao podera também apresentar algumas
dificuldades ja que algumas espécies ainda tém fraca capacidade regenerativa, as taxas de
multiplicagdo nem sempre sdo as desejadas por forma a tornarem o processo rentavel, a
inducdo do sistema radicular adventicio funcional nem sempre é conseguido, a adaptagédo
das plantas as condi¢des ambientais naturais é por vezes dificil e com elevada mortalidade
e a metodologia em si é um pouco dispendiosa.

No entanto, muitas sdo as vantagens que a micropropagacdo oferece,
comparativamente a processos de propagag¢do convencionais, destacando-se a maior
rapidez do processo, a possibilidade de multiplicar espécies dificeis ou mesmo impossiveis
de multiplicar in vivo, o espago necessario para a cultura e armazenamento ser reduzido, a
auséncia de agentes patogénicos contaminantes e a eliminagéo do efeito de sazonalidade.
Uma vez que as plantas estdo em condi¢cbes laboratoriais também esta metodologia pode
fornecer material vegetal para outro tipo de estudos, como € o caso de estudos fisiologicos,
no campo do melhoramento, manipulagédo genética e obtencao de plantas transformadas.
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1.5. Revestimentos comestiveis na conservaciao pos-colheita de
frutos

1.5.1. Definicdo e func¢des dos revestimentos comestiveis

7

Revestimento comestivel é definido como qualquer material que envolve os
alimentos, com o objetivo de aumentar a sua vida Util podendo ser ingerido em conjunto com
este. A sua espessura devera ser inferior a 0,3 um, e pode encontrar-se na superficie ou em
finas camadas entre diferentes componentes do alimento. Quanto aos componentes usados
na produgcdo deste tipo de revestimentos, devem estar em conformidade com os
regulamentos que se aplicam ao produto alimentar que esta a revestir (Vargas et al., 2008;
Pavlath & Orts, 2009). Os componentes base dos revestimentos comestiveis sao
normalmente polissacaridos, proteinas, lipidos ou misturas (Mchugh, 2000).

O desenvolvimento de revestimentos a base de polissacaridos aumentou
significativamente o leque de aplicagdes que prolongam a vida util de frutos e vegetais,
devido a permeabilidade seletiva dos mesmos para gases (O,, CO, e C,H,), modificando o
ambiente interno dos frutos o que altera a fisiologia e retarda a senescéncia (Rojas-Gral et
al., 2009).

As principais fungdes dos revestimentos comestiveis prendem-se com:

e Barreira semipermeavel aos gases (CO, e O,) e ao vapor de agua. Esta barreira
semipermeavel regula a composi¢éo da atmosfera, evitando a desidratagéo e, no
caso de frutos e vegetais controla a atividade respiratéria. A reducdo da
disponibilidade de O, e o aumento da concentragdo de CO, nos frutos e legumes
reduz consequentemente a taxa de respiragdo e a perda de agua, aumentando a
vida util dos mesmos (Weiss, 2012). Assim, os frutos e legumes preservam a
qualidade por um periodo mais longo e sua vida util podera ser em muitos casos
mais do dobro (Dhall, 2013);

e Veiculo de aditivos;

e Protecao aos danos mecanicos;

e Controlo da atividade microbioldgica.

A utilizacdo dos revestimentos parece pois muito vantajosa no campo de
preservacao de frutos e na redugédo da taxa de respiracdo e a sua utilizagéo ja foi descrita
para uvas, macgas e meldo, entre outros. Em geral, revestimentos com formulagdes que

minimizam a perda de massa também mantém a firmeza, uma vez que este atributo é
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altamente influenciado pelo teor de agua (Sa et al, 2011), embora a perda de firmeza
também seja causada por degradacao enzimatica das cadeias pécticas.

Em resumo, na tecnologia pés-colheita as grandes vantagens da utilizagcao de
revestimentos comestiveis sdo a diminuicdo da taxa respiratéria, o aumento do periodo de
armazenamento e manutencao da firmeza (Fan et al., 2009; Garcia et al., 2010; Vu et al.,
2011), conseguindo os efeitos de uma atmosfera controlada que se pode prolongar para
além da abertura das camaras.

Uma outra funcdo do revestimento comestivel € a sua capacidade de incorporacao
de principios ativos na matriz, podendo incorporar antioxidantes, antimicrobianos ou outros
ingredientes funcionais (Dhall, 2013), sais minerais, vitaminas, cores ou sabores, podendo

ser aplicados ao alimento por varios métodos, como por exemplo imersao e pulverizacao.

1.5.2. O quitosano como material para revestimentos comestiveis

Um dos materiais mais utilizados na preparagao de revestimentos comestiveis € o
quitosano que € um polissacarido obtido através da desacetilagdo alcalina da quitina a
elevadas temperaturas. A quitina é extraida do exoesqueleto de crustaceos, sendo uma
forma de aproveitamento dos residuos dos mesmos que sdo abundantes e rejeitados pela
industria pesqueira, reduzindo assim o impacto ambiental causado pela sua acumulagéao.

O quitosano é um polimero de B-(1—4)-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranose, de formula
geral [C¢H11O4N]n constituido maioritariamente por glucosamina. A molécula de quitosano
tem trés grupos funcionais reativos: um grupo amina, na posicdo C-2, e dois grupos
hidroxilo, nas posigoes C-3 e C-6. O grande numero de grupos amina ao longo da sua
cadeia (que sdo grupos extremamente reativos) torna a molécula bastante suscetivel a
alteragdes, fazendo variar as suas caracteristicas, como € o caso das alteragbes na sua
solubilidade (Pillai et al., 2009).

Este polimero versatil tem uma aderéncia especial para superficies bioldgicas,
devido a sua carga positiva e, por conseguinte, € capaz de formar peliculas estaveis (Dutta
et al, 2009; Moradi et al, 2010).

O quitosano apresenta um vasto potencial de aplicagbes em revestimentos na
industria  alimentar devido as suas propriedades fisico-quimicas, tais como
biodegradabilidade, biocompatibilidade com tecidos humanos, toxicidade nula e,
especialmente, pelas suas propriedades antimicrobianas e antifungicas (Aider, 2010).

O quitosano tem sido amplamente utilizado em peliculas e revestimentos sobretudo
devido a sua capacidade de inibir o crescimento de algumas bactérias e fungos (Romanazzi
et al., 2002). No entanto, o mecanismo de acao antimicrobiana do quitosano ainda nao é
completamente conhecido e tém surgido varias hipéteses mas acredita-se que a carga
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positiva das moléculas de quitosano interaja com as membranas celulares carregadas
negativamente dos microrganismos, causando uma alteragdo na permeabilidade celular e
consequentemente uma fuga de constituintes celulares (Olivas & Canovas, 2009).

As propriedades antioxidantes do quitosano e seus derivados também ja foram
estudadas mas a maioria dos produtos alimentares pode beneficiar destas propriedades
também quando o quitosano é convertido num filme em que podem ser incorporados
aditivos antioxidantes e antimicrobianos (Moradi et al., 2012).

Uma das desvantagens dos revestimentos e filmes de quitosano reside na sua
elevada permeabilidade ao vapor de agua e na possibilidade de causar alergias em alguns
consumidores. Perdones et al. (2012) adicionaram 6leo essencial de limdo em
revestimentos a base de quitosano para melhorar as suas propriedades de barreira ao vapor
de agua. Também Velickova et al. (2013) aplicaram um revestimento com base de quitosano
e cera de abelha sob morangos e verificaram os seus efeitos benéficos na perda de massa,
na atividade antiflngica, na taxa respiratoria, na manutencao da firmeza e cor, no pH, nos
solidos soluveis e agucares.

Em geral, os polissacaridos e proteinas sdo conhecidos por formarem peliculas com
boas propriedades mecanicas, mas com baixa permeabilidade a gases quando nao
hidratados, enquanto que os lipidos formam peliculas frageis, mas incrementam a
permeabilidade aos gases. Por conseguinte, os revestimentos estdo a focar-se na
combinagao da matriz hidrofilica com um componente hidrofébico (Navarro-Tarazaga et al.,
2008; Zuniga et al., 2012). Em alguns estudos, a producao de revestimentos comestiveis e
biodegradaveis, combinando varios polissacaridos, proteinas e lipidos tem como objetivo
retirar vantagens das propriedades de cada composto mas também da sinergia entre eles.
As propriedades mecanicas e de barreira destes revestimentos nao dependem apenas dos
compostos utilizados na matriz polimérica, mas também da sua compatibilidade (Silva et al.,
2009).

1.5.3. Revestimentos comestiveis como veiculos de compostos
bioativos

Existem estudos que demonstram que as propriedades fisicas e quimicas dos filmes
e revestimentos comestiveis podem ser modificadas quando sao adicionados extratos ricos
em polifendis (Weiss, 2012), ou seja, a interagdo dos compostos ativos naturais com a
matriz polimérica pode ndo s6 afetar a sua libertacdo para alimentos, mas alterar as

propriedades fisicas e quimicas, tais como a solubilidade, barreira a luz e gases (Bifani et
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al.,, 2007). Estudos de Gomez-Guillén et al. (2007) e Lépez-de-Dicastillo et al. (2012)
também demonstraram que os aditivos naturais de plantas podem melhorar as propriedades
de revestimentos e filmes, tais como, barreira aos UV, ao vapor de agua, ao diéxido de
carbono e oxigénio. Assim sendo, os aditivos naturais de extratos vegetais e compostos
bioativos isolados comegaram a ser incorporados em embalagens, revestimentos e filmes
comestiveis e existem estudos que apoiam esta interessante opcao de usar revestimentos
comestiveis como veiculos destes compostos naturais (Sanchez-Gonzalez et al., 2011).

A par das propriedades mecanicas e de barreira dos revestimentos comestiveis, tem
sido estudada a sua atividade bioldgica natural e incrementada pela incorporacédo de
compostos bioldgicos de diferentes origens. Alguns estudos tém demonstrado o aumento do
poder antioxidante juntamente com as propriedades de barreira a luz de revestimentos
comestiveis com a adicao de Origanum vulgare L. rico em polifendis ou extratos aquosos de
Rosmarinus officinalis L. (Gomez-Estaca et al., 2009).

Os revestimentos comestiveis estdo a proporcionar um grande interesse e
versatilidade principalmente no que respeita a incorporagdo dos compostos bioativos de
plantas que podem atuar como agente antioxidante ou antimicrobiano. Recentes pesquisas
tém vindo a ser realizadas e novas formulagdes tém sido propostas através da mistura de
quitosano com Oleos essenciais ou extratos de plantas. Sanchez-Gonzalez et al. (2010)
concluiram que filmes de quitosano e 6leos essenciais da planta do cha tém efeito sobre
Listeria monocytogenes. A sua atividade antibacteriana foi também demonstrada por Liu et
al. (2009) onde se verificaram zonas de inibicao por difusdo em disco em agar contendo
Escherichia coli O157: H7.

Varios estudos foram efetuados com extratos vegetais naturais e utilizados como
aditivos em filmes comestiveis sendo aplicados em alimentos, tais como os que se

encontram na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Extratos naturais de plantas usados como aditivos em revestimentos comestiveis.
Efeito do aditivo natural

Aditivo natural Biopolimero no alimento Referéncia
Reduz a deterioracao

Polifenois de cha e microbiana, melhora as

extrato de Rosmarinus Quitosano propriedades sensoriais Li et al. (2012)

officinalis L. em comparagao com a
amostra de controlo.
Melhora as propriedades
antimicrobianas e

c . . antioxidantes do filme em

ammelia sinensis (L.) ; s

Kutntze Quitosano salsmhgs_ de carne dq Slrl_patrawan &

porco: inibe a oxidagéo Noipha (2012)

(extrato aquoso) lipidica e crescimento

microbiano, prolonga a
vida de prateleira.
Protecéo antimicrobiana e
Quitosano antioxidante sem perda da Ponce et al. (2008)
aceitabilidade sensorial.
Controlo da oxidacao

Rosmarinus officinalis L.
Olea europaea L.

Origanum vulgare L.

Rosmarinus officinalis L Quitosano lipidica e atividade Gomez-Estaca et al.
' antimicrobiana em (2007)
sardinhas.

Reduz a perda de massa
e mantém a cor; aumento  |hl et al. (2006)
da vida util em alperces.

Extratos de folhas de Carboximetil-
Ugni molinae Turcz celulose

A incorporagao de compostos bioativos em filmes e revestimentos pode resultar em
alteragbes estruturais dos biopolimeros, bem como na modificacdo das propriedades
mecénicas e funcionais. Perante as vantagens e desvantagens sado necessarias mais
pesquisas (Wang et al., 2012) quer para avaliar o efeito da incorporagéo de aditivos naturais
em filmes e revestimentos bem como os seus efeitos sobre o alimento (Wang et al., 2013).
Ha também que avaliar se as alteragdes nas propriedades funcionais e bioatividade sao
devido a sua estrutura quimica, a concentragdo do composto ativo nos extratos e/ou devido
a um efeito sinérgico dos compostos do extrato vegetal (Weiss, 2012).

Os filmes comestiveis e 0s revestimentos com propriedades antimicrobianas
inovaram o conceito de embalagens ativas, tendo sido desenvolvidos para reduzir, inibir ou
impedir o crescimento de microrganismos em superficies de alimentos. Hoje em dia os
filmes comestiveis tém diferentes aplicagbes, e prevé-se expansao da sua utilizagdo com o
desenvolvimento de sistemas de revestimento ativos. Esta segunda geragéo de materiais de
revestimento pode ser usada como veiculo de aditivos, de uma forma muito direcionada e
tecnologicamente mais pratica e funcional. Neste sentido, os 6leos essenciais ou outros
extratos em combinagdo com polimeros estruturais, podem ser uma fonte promissora, e em
alguns trabalhos foi evidenciada a sua eficacia como antimicrobiano e fonte de antioxidantes
(Sanchez-Gonzalez et al., 2010). Taqgi et al. (2013) realizaram um estudo em filmes

comestiveis a base de mandioca/pectina, com utilizagdo dos 6leos de Laurus nobilis L. e

34



Nigella sativa L. e o seu significativo efeito como agente antimicrobiano e efeito nas
propriedades fisicas dos alimentos.

A pesquisa atual esta centrada na funcionalidade das peliculas comestiveis
relacionada com a sua bioatividade (tais como poder antioxidante e antimicrobiano), a sua
funcédo (como barreira ao vapor de agua, oxigénio, diéxido de carbono e luz UV-VIS), as
propriedades mecénicas (como a tensao e alongamento) e outras propriedades fisicas
(como a cor) (Silva-Weiss et al., 2013).

1.5.4. Revestimentos comestiveis em hortofruticolas

A utilizagdo de revestimentos comestiveis em frutos e vegetais ndo € recente mas
ultimamente tem motivado algum interesse por parte de investigadores e produtores, pois
trata-se de uma técnica de conservagdo pos-colheita que pode garantir a qualidade e
aumentar a durabilidade dos produtos.

Um dos desafios da industria de hortofruticolas esta precisamente relacionado com o
prolongamento do periodo pos-colheita dos produtos em fresco. Para além disto, a utilizagao
de materiais convencionais de embalagem, tais como plasticos e seus derivados, apesar de
serem eficazes para a conservagao de alimentos, nem sempre sao facilmente adaptaveis a
frutos e hortofruticolas frescos, dado continuarem biologicamente ativos, para além de
criarem sérios problemas ambientais (Aider, 2010). H& pois necessidade de desenvolver
novos métodos de armazenamento e conservagao poés-colheita que ajudem também a
atingir novos mercados (Le et al., 2011).

Os revestimentos comestiveis ndo sdo usados em qualquer fruto ou vegetal,
devendo ser otimizado para cada caso especifico. Sdo particularmente indicados para frutos
muito sensiveis, desempenhando fung¢des de protegdo de extrema importancia como por
exemplo em cerejas (Prunus avium L.) ja que os frutos sdo muito sensiveis a danos
mecanicos, apresentando um curto periodo de vida pds-colheita.

Os revestimentos podem ser aplicados sobre vegetais frescos e frutos inteiros, como
por exemplo maga, toranja, maracuja, abacate, laranja, limédo, péssego, pepino, pimentao,
meldo e tomate. Também sao utilizados em alguns produtos minimamente processados ja
que sao altamente pereciveis, como € caso da maca, péra e péssego cortados e
descascados e em cenoura, alface, repolho, cebola, meldo, tomate e batata minimamente
processados (Dhall, 2013).

Em relagdo as propriedades antimicrobianas e antioxidantes dos 0leos essenciais,
estes tém sido extensivamente analisados, embora os mecanismos de acdo dos Oleos
essenciais ainda nao estejam claramente identificados, mas parecem estar relacionados

com a sua natureza hidrofébica. A aplicacdo destes compostos naturais no pés-colheita de
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frutos e vegetais pode ser uma potencial alternativa, mas os seus custos de aplicagdo e
outros problemas, tais como o seu intenso aroma e potencial toxicidade limita a sua
utilizagéo na area.

Na industria hortofruticola, a selecéao e aplicacdo dos extratos vegetais vai depender
das suas propriedades bioativas: antioxidante e antimicrobiana, disponibilidade bem como o
custo-eficacia (Perumalla & Hettiarachchy, 2011). Sendo a qualidade sensorial uma
caracteristica com grande importancia na decisdo de compra torna-se essencial avaliar
também o impacto da aplicagdo do revestimento na qualidade sensorial do produto
alimentar.

Os revestimentos comestiveis continuam em fase de investigacdo; as empresas
ainda nao possuem a tecnologia necessaria e, no momento, o0 seu uso é restrito a produtos
de alto valor acrescentado. A maioria dos estudos sobre aplicacbes em frutos e vegetais foi
realizada a escala laboratorial e no futuro pretendem-se desenvolver novas aplicagdes de

revestimentos com melhor funcionalidade e alto desempenho sensorial (Dhall, 2013).
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Capitulo 2

Estudo etnobotanico de carqueja







2. Estudo etnobotanico de carqueja

Objetivo

Este estudo surgiu da necessidade de aprofundar o conhecimento da espécie sobre
a qual incidiu a presente investigacdo e, simultaneamente, tentar recuperar e registar o
saber tradicional que, dadas as novas conjunturas socioeconémicas, poderao condicionar a
sua transmissdo e a manutencao dos habitats naturais e agrossistemas. Pretende-se pois,
conservar o conhecimento etnobotéanico desta espécie, valorizar 0 seu uso e incentivar a
conservacgao dos recursos biolégicos destes locais da Beira Interior, 0 que podera ajudar na
gestdo do patriménio natural numa tentativa de encontrar solugbes para um

desenvolvimento rural mais sustentavel.

2.1. Consideracgoes gerais sobre etnobotanica

A Etnobotanica surgiu como disciplina académica a partir de 1896, pelo botanico
americano John W. Harshberger, que numa publicagdo intitulada “The purposes of
Ethnobotany”, consagrou este termo para englobar “os estudos relativos ao uso das plantas
pelos povos aborigenes e primitivos” (Gomes, 2009).

Schultes & Von Reis (1995), Alexiades (1996) e Carvalho (2005) definem a
etnobotanica como uma ciéncia interdisciplinar que agrega objetivos, conceitos e
metodologias de diversas disciplinas como a antropologia, a etnografia, a historia, a botanica
ou a farmacologia, tendo como ambito a percecado, uso e gestdo do universo vegetal num
determinado contexto cultural.

O termo “etnobotanica”, de um modo geral, é definido como o estudo das intera¢des
entre plantas e pessoas. No entanto, o termo € muitas vezes usado em relagdo ao estudo
da utilizacao de plantas por pessoas antes do inicio da industrializacdo. As plantas sempre
desempenharam um papel central em diferentes culturas e o conhecimento de determinadas
espécies Uteis € a chave para uma adaptacao cultural com a finalidade de conseguir viver
bem em determinados ecossistemas. Assim, o estudo do uso da planta também pode
revelar muito sobre as sociedades do passado (Bill Freedman, 2008).

Desde sempre os diferentes povos foram selecionando as plantas Oteis, pela
observacao e pela experimentacao, através do método da tentativa e erro, para suprir as
necessidades alimentares, de vestuario, de construgdo de habitagdes, de combustiveis, de
fabrico de utilidades domésticas, de producédo de objetos de arte e adorno, de producéo de
venenos para a caga e de preparacao de remédios, entre outras. O conhecimento empirico
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de substancias medicinais e do seu potencial toxico foi passando tradicionalmente por via
oral através de geracdes, sendo estas metodologias também integrantes do método
cientifico ocidental (Gomes, 2009).

O Homem desde sempre utilizou os produtos naturais, em particular as plantas,
como meio de tratamento das suas doencas e, ainda hoje, o emprego de medicamentos a
base de plantas é muito importante em algumas regides do mundo (india, China e em
muitos paises de Africa). O estudo sistematico dos produtos naturais tem hoje uma
importancia enorme e, no caso das plantas, em relagdo ao seu uso tradicional no combate
as doencgas, tem originado uma pesquisa importante, ndo sé em regides tropicais, mas
também em zonas rurais de povos mais evoluidos. A recolha de informagbes sobre o uso
tradicional faz hoje parte de programas que tém a colaboracdo de pessoas que ainda retém
dados sobre esse uso tradicional mas também botanicos, farmacologistas e
farmacognosistas. De destacar o importante emprego das plantas na terapéutica nos paises
em desenvolvimento, onde a populagdo devido ndo s6 ao elevado pre¢o dos medicamentos
classicos, mas a sua ligacdo a costumes ancestrais, continua a usa-las como principal
medicamento. Este facto tem levado a Organizagdo Mundial de Salude a promover reunides
internacionais e a propor diretivas no sentido de que este tipo de medicamentos tenha maior
qualidade, seguranca e eficacia (Gomes, 2009).

No passado, o uso das plantas na medicina caseira era muito comum e para muitas
populagdes seria a Unica forma de acesso a meios de cura. Hoje em dia, nas sociedades
ditas mais desenvolvidas, é relativamente f4cil o acesso a chamada Medicina Convencional
e a muitos e variados farmacos, assumindo a medicina popular um papel secundario.

A Etnobotanica assume grande importancia no mundo atual pois a maioria dos
alimentos consumidos sdo direta ou indiretamente derivados de plantas. Similarmente,
muitos medicamentos sao produzidos a partir de plantas e a prépria madeira € um material
importante na construcdo e em produtos manufaturados. Parece, portanto, haver uma
dependéncia intrinseca entre pessoas e plantas quer vivam em modernas cidades ou vivam
em selvas tropicais (Bill Freedman, 2008).

No caso dos paises ocidentais, 0 comércio de farmacos e produtos terapéuticos de
origem vegetal tem aumentado, a medida que aumenta a procura de metodologias
alternativas para combater as enfermidades resultantes, pelo menos parcialmente, do
desenvolvimento tecnolégico e da complexidade social da civilizagdo ocidental.
Provavelmente, o maior contributo econémico que os estudos etnobotanicos podem dar a
sociedade e a ciéncia ocidental reside na area da farmacologia. A industria farmacéutica
ocidental utiliza matérias-primas de origem vegetal cuja descoberta foi inicialmente feita por
curandeiros, dentro dos sistemas tradicionais de exploracdo e gestdo dos fito-recursos
(Carvalho, 2006).
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Algumas das mais importantes substancias bioativas da medicina ocidental, como a
atropina, a efedrina, a tubocuranina, a digitalina ou a reserpina, foram introduzidas apés
estudos desenvolvidos a partir da medicina popular. A industria farmacéutica ainda utiliza
produtos derivados de plantas (morfina, taxol, quinidina) como proto6tipos experimentais para
a sintese de medicamentos mais eficazes e menos téxicos (Myers, 1983; Farnsworth, 1988).
A reserpina, a digitalina, o acido salicilico e o curare representam quatro substancias ativas
de importancia superior para a farmacopeia ocidental e indigena.

Um aspeto da multidisciplinaridade que necessita ser aprofundado é o estudo
quimico das plantas medicinais e psicoativas in situ ja& que a maioria das analises quimicas
sao feitas com plantas secas. A quimica das plantas secas €, frequentemente, diferente da
encontrada no material fresco ou na decoccdo de misturas de plantas (em geral frescas)
preparadas pelas comunidades tradicionais onde a fitoterapia € utilizada. Por outro lado, a
analise individual das plantas ndo permite estudar as reagbes que tém lugar quando os
compostos quimicos provenientes de diferentes plantas se misturam e interagem (Prance,
1995).

No nosso pais ainda existe um vasto manancial de conhecimentos acerca dos usos
populares e tradicionais das plantas, embora a utilizacdo das plantas em remédios caseiros
seja uma pratica cuja importancia vai diminuindo, mesmo nas comunidades rurais. Hoje em
dia tem-se maior facilidade na assisténcia médica e existe um progressivo afastamento do
modo de vida rural pelo que as pessoas nao sentem necessidade, interesse e incentivo para
aprender os saberes ancestrais dos usos dos recursos vegetais. Desta forma, os saberes
tradicionais, que sao parte integrante do patriménio cultural de um povo, tendem a extinguir-
-se a médio prazo. Torna-se assim importante fazer o maximo de recolhas etnobotanicas
enquanto ainda é tempo (Figueiredo et al, 2007).

O desenvolvimento cientifico da etnobotanica inicia-se com a inventariacdo dos
conhecimentos tradicionais relativamente aos diferentes usos dados as plantas, sejam
espontaneas ou cultivadas, de modo a nao se perder informagao ou porque esses recursos
naturais se podem degradar ou desaparecer por alteragdes introduzidas que nao respeitem
a conservagao das espécies. Esta colheita de dados é designada de inquérito etnobotanico
e devera incidir sobre todo o processo relativo a utilizagdo das plantas usadas, tais como,
nome tradicional local, parte da planta utilizada, uso em fresco ou seco, método de
secagem, modo de preparagdo da receita tradicional, modo de administracdo, doses
aproximadas e se sao conhecidos efeitos adversos ou contraindicagdes. Este tipo de
inquérito devera ser acompanhado de colheita de material vegetal para realizagdo de
estudos botanicos (herbario) e possivelmente para estudos laboratoriais (Gomes, 2009).

Em Portugal, apenas nos ultimos anos se iniciaram estudos etnoboténicos com

metodologia cientifica, contrariamente a outras regides do globo (Figueiredo et al., 2007).
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O interesse na etnobotanica aumentou substancialmente a partir dos anos 90 e a
partir de 2000 muitas universidades a nivel mundial comegaram a oferecer programas nesta
area. Além disso, a industria farmacéutica continuou a investigagdo em plantas utilizadas
por culturas indigenas em busca de novos medicamentos mais eficazes (Dupler, 2011).

A nivel mundial, estao a realizar-se cada vez mais estudos etnoboténicos e cerca de
40% desses estudos estdo a ser conduzidos na América do Norte, mas também no Brasil,
Colémbia, Alemanha, Franga, Inglaterra, india, China e o Quénia (Dupler, 2011).

A recolha de informagéo etnobotanica resulta da combinacdo de métodos distintos e
dirigidos a determinados informantes, tendo em conta as caracteristicas das comunidades e
dos individuos, assim como as possibilidades e as limitacbes das técnicas de recolha
empregues (Alexiades, 1996).

O método mais utilizado pelos etnobotanicos ibéricos para a recolha direta dos
conhecimentos no campo tem sido a “entrevista etnobotanica” (Carvalho, 2005; Camejo-
-Rodrigues, 2006), podendo optar por um inquérito com questionario ou pela conversa
informal (Camejo-Rodrigues, 2006). Esta entrevista é uma etapa fundamental da
investigacao etnobotanica, durante a qual se recolhem os elementos para posterior andlise e
avaliacdo. Segundo Heinrich et al. (2009), a recolha dessa informacao etnobotanica deve
obedecer a requisitos minimos de ordem ética e metodolégica ja que € necessario um
suporte de modo a serem respeitados certos padrfes facilmente reconhecidos pela
comunidade cientifica nacional e internacional. Esta recolha de informacao etnobotanica
baseia-se no cruzamento de métodos e técnicas caracteristicas de varias areas cientificas,
como por exemplo, a botanica, a ecologia, a antropologia, a fitofarmacologia e a estatistica
(Martin, 1995; Alexiades, 1996).

2.2. Recolha de informacao etnobotinica

A entrevista, nas suas variadas formas, constitui a base de recolha de dados em
etnoboténica e consiste num processo dindmico envolvendo duas ou mais pessoas numa
conversa conduzida de uma forma simples. O modo como decorre a entrevista, como sao
construidas e apresentadas as questées e como sao guardadas as respostas pode ter um
impacto significativo na qualidade, quantidade e no significado dos dados recolhidos. Deve-
-se tentar conhecer as regras locais de conversagao, ter uma postura correta, estabelecer
um contacto visual com o entrevistado, ser simpatico e calmo, entre outras. A pessoa que
recolhe a informacédo deverd desenvolver sensibilidade e respeitar os individuos quando

estes apresentam uma certa vergonha ou sejam renitentes na resposta a determinados
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assuntos. A arte de entrevistar depende do balanco delicado entre curiosidade e respeito
tentando encontrar um equilibrio entre o interesse em recolher informacao e a quantidade de
questdes a formular. Por vezes, a melhor informacéo € obtida depois de um periodo longo
de conversacdo em que ja se estabeleceu uma confianca mutua entre as duas partes
(Alexiades, 1996). O tempo excessivo de entrevista também podera ter inconvenientes ja
que a tendéncia dos informantes é falar de outros temas, desviando a conversa, até porque
em zonas rurais 0 povo mantém a crenca de que se deve manter em segredo certos
conhecimentos sobre as plantas silvestres e sobre os remédios ou mezinhas realizados com
essas plantas. O entrevistador devera conduzir a entrevista evitando os desvios do tema,
mas deixando fluir a conversa em tom casual utilizando uma linguagem simples e adequada
a linguagem dos informantes.

O investigador ndo deve colocar perguntas que ja contém a resposta, pois pode
conduzir o informante a confirmar determinado pressuposto que o investigador acredita ser
o indicado e viciar os resultados da entrevista e a qualidade final da informacao. Como regra
geral, os informantes também nao devem ser sujeitos ao contraditério, 0 que nao significa
que, por vezes, ndo seja necessario o uso de questdes adequadas e necessarias a
clarificacdo de algumas informagbes que o inquirido forneceu (Alexiades, 1996). Em
situacdes em que o informante mantém um discurso ininterrupto, a entrevista devera ser
conduzida com a necessaria diplomacia ditada pelas circunstancias e pelo bom senso. No
decurso da entrevista, o investigador também nao deve interromper a resposta do
informante, pois a interrupgao pressupde uma impaciéncia latente e a necessidade de uma
intervencdo subsequente, o que nunca € justificavel numa entrevista etnobotanica. A
interrupcao é uma manifestacdo de desrespeito, que pode originar uma quebra de empatia
entre os intervenientes (Whyte, 1982). Durante a entrevista, o investigador ndo devera,
direta ou indiretamente, manifestar a sua desaprovagcdo ou qualquer outro tipo de
julgamento do informante ou da informagdo que o mesmo lhe fornece, ja& que nas areas
rurais, existe a convicgado de que a cultura urbana, e os seus representantes, questionam as
tradicées rurais com um elevado nimero de preconceitos. A manifestacdo de excessivo
interesse, devera também ser evitada, para ndo comprometer a recolha de informagéao que
se pretende empreender (Alexiades, 1996).

O ponto de partida para a realizagao das entrevistas numa dada comunidade devera
iniciar-se com uma visita prévia informal, acompanhada de pessoas do local ou bem
conhecidas da zona e possuidoras das informag¢des mais relevantes. Durante esta visita, o
entrevistador deverd apresentar-se e explicar os motivos e 0s objetivos do trabalho bem
como marcar as referidas entrevistas (Carvalho, 2005).

Depois do primeiro contacto com a comunidade, o entrevistador devera organizar um

guido da entrevista (Carvalho, 2005) ou do inquérito que podera ser dinamico se nas
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questées colocadas surgirem outros itens ndo considerados inicialmente mas que se
revelem importantes.
Segundo Carvalho (2005) do guido da entrevista deverao constar, entre outros, os

seguintes itens:

¢ |dentificacao do informante
Devera ser indicado o nome, idade e sexo, estado civil, escolaridade, profissdo e a
histéria de vida na aldeia.

o Utilizacao das plantas

Medicinal - Indicaco6es

e Aparelho circulatério (circulacao, hipertensao, colesterol, coragao, hemorragias).

e Aparelho digestivo (espasmos, flatuléncia, diarreia, prisdo de ventre, parasitas,
purgantes, vomitérios, hemorroidas, estbmago, higiene bucal, digestivos, outra).

e Aparelho respiratério (constipagédo, catarro, tosse, inflamagbes garganta, gripe,
pneumonia, asma, dificuldades respiratérias, outra).

e Aparelho excretor (diurético, vias urinarias, doengas renais).

¢ Reumatismo, dores musculares, articulagdes.

e Aparelho reprodutor (abortivo, contracetivo, ciclo menstrual, parto, aleitamento,
menopausa, doencgas ginecoldgicas femininas e masculinas).

e Doencgas e acidentes dermatoldgicos. Picada de insetos e irritagdo provocada por
plantas; mordeduras de cobra, caes, lobos; calos e calosidades, furinculos e
verrugas, acne, feridas e cortes; desinfetantes, cicatrizantes.

e Doencas oftalmolégicas (inflamagoes, trecolhos).

e Doencas metabdlicas (diabetes, acido Urico, febre, avitaminoses, figado, vesicula).

e Problemas do foro neuroldgico (depresséo, enxaqueca, dor de cabega, estimulante,
calmante).

e Suplementos vitaminicos.

e Panaceias.

Alimentacao humana
e Temperos, adobes, cura.
e Saladas, sopas e pratos cozinhados.
e Merendas e “mata-bicho”.

e Producao de pédo, cuscus, folares, biscoitos e bolos.
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e Producao de compotas e doces, marmelada, geleias, sobremesas, guloseimas.
e Producéo de vinho e aguardente.

e Conservas doces e salgadas.

e Bebidas e licores.

e Suplementos alimentares.

e Tisanas.
¢ Informacao especifica sobre a planta citada

Estatuto

Silvestre.

Cultivada (adquirida, trocada ou propagada, trazida da serra/lameiro/mato).

Introduzida.

Autoctone.

Local de colheita ou de ocorréncia

e Horta, quintal, patio.
e Serra, bosque.
e Matos.
¢ Rio, ribeira.
e Campos cultivados
e Lameiros
Parte consumida ou colhida
Raiz, caule, folha, fruto, semente, ramos, gomos, rebentos, parte aérea, toda a
planta, exsudados.
Tipo de utilizacao

Infusédo, decocgéo, aplicagao direta, maceracéao, emplastro, outra.

Processamento

Manuseio das plantas para os diferentes modos de aplicagdo, tempo, processo e
ingredientes (mel, azeite, sebo, alcool, outro) de preparacao.
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Outras informacoes

Epoca de colheita. Modo de conservagio. Gastronomia. Receituario. Tradicéo.

N&o obstante este guido de entrevista ser muito completo alguns autores ainda lhe
acrescentam outros pontos, tal como Alexiades (1996), que considera que também se
devera questionar outro tipo de informacdo etnobotanica, como por exemplo, 0 nome
comum da planta, mas tendo em atencao que é necessario distinguir entre 0 nome atribuido
a planta inteira e o nome atribuido a determinada parte da planta, 6rgao ou produto. No
sentido da identificacdo da planta também sera importante o0 modo como o informante
reconhece a mesma, se varia nas suas propriedades ou caracteristicas e até aspetos
relacionados com a colheita, tais como a parte colhida, quem, como, quando e onde colhe,
como armazena, entre outros (Alexiades, 1996).

Algumas informag¢des também podem ser obtidas de forma casual, devido a
comentarios informais e visitas inesperadas de vizinhos, familiares ou amigos que se vao
juntando a conversa.

A recolha de informagédo pode basear-se em entrevistas, mas segundo Carvalho
(2005) também se podera basear em:

e Observagao participante, observando os informantes no seu trabalho e mantendo
com eles uma convivéncia proxima com a finalidade de estimular e intensificar as
relagdes pessoais facilitando a comunicagao.

e Discussodes de grupo, com a finalidade destas reuniées proporcionarem trocas de
informagéo, esclarecimento de algumas questdes, conhecimento de lugares de
colheita das plantas silvestres, entre outros.

e Confrontagcdo da informagdo com dados sobre plantas herborizadas ou colhidas
pelo investigador ou por este em conjunto com o informante ou colaborador, a fim
de identificar corretamente a espécie.

e Recolha de testemunhos que facilitem a identificagdo botanica e que documentem
usos e aplicac¢des das plantas (Martin, 1995; Alexiades, 1996)

No decorrer dos estudos desenvolvidos no campo, hd muitas variaveis com as quais
o investigador interage e para as quais terd que estar preparado para dar resposta em
tempo util. Estas varidveis podem estar enquadradas nas dificuldades naturais inerentes a
natureza dos estudos etnobotanicos mas nem sempre sdo previsiveis. Segundo Carvalho
(2006) estas situagdes resultam do facto de o informante ser em si mesmo um intérprete e,
como tal, a informagédo que fornece ao investigador ser ja uma interpretacdo que o mesmo

fez da realidade, ou seja, durante a recolha da informacédo, o investigador ndo é a Unica
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entidade que interpreta a informacédo. Assim sendo, toda a informacao recolhida é uma
interpretacao efetuada pelo investigador mas também o resultado da interpretacéo e selecéao
realizada pelo informante. Por este motivo, ha que proceder a selegcdo adequada dos
informantes para que toda a informacao recolhida seja a mais fiel a tradicao local (Carvalho,
2006).

Para inicio dos trabalhos de recolha de informacao, o investigador devera promover
a discussdo de temas mais comuns e consensuais para criar empatia entre ambos,
fortalecendo a relacao, para posteriormente possibilitar a abordagem de outros tépicos mais
sensiveis, mas referindo periddica e claramente quais os seus objetivos e as suas
motivacoes. O investigador devera desenvolver uma atitude modesta para com o informante
e reconhecer que este é o detentor da informacao e, como tal, mais conhecedor do tema.
Este principio orientador ao longo do trabalho permitira uma boa prossecucao dos trabalhos,
mantendo um excelente relacionamento e um posicionamento ético humanista (Alexiades,
1996).

A selecao dos informantes geralmente é feita de forma néo aleatéria, iniciando por
contactos fornecidos por técnicos de entidades publicas, tais como Juntas de Freguesia,
Instituto da Conservacdo da Natureza, entre outras. A procura de informantes em locais sem
contactos prévios costuma iniciar-se em locais publicos como lares da terceira idade,
mercados locais, cafés e restaurantes (Novais et al., 2004; Carvalho, 2005). Normalmente
os informantes sdo pessoas reconhecidas pela populagcdo local como detentores da
informagado, ndo obstante que ndo sejam ouvidos os contactados aleatoriamente. Os
contactos iniciais também podem produzir uma rede de outros contactos que possibilitam
chegar a informantes que, originalmente, ndo tenham sido referenciados por nenhum grupo.

Segundo Carvalho (2005) o informador idéneo é todo aquele que sendo oriundo ou
vivendo na zona ha pelo menos dez anos, tenha referido informacao relevante sobre o
conhecimento e uso tradicional das plantas. Para o mesmo autor podem-se definir trés tipos
de informantes:

¢ Informantes-chave (j& reconhecidos por Alexiades (1996)), pessoas que pelas

suas qualidades, interesses e amplos conhecimentos sobre as plantas sao
considerados pelos vizinhos especialistas na matéria;

¢ Informantes gerais, aqueles que ndo sédo informantes-chave nem fortuitos;

¢ Informantes fortuitos, aqueles que tém uma participacéo esporadica.

Apés a obtencgéo da informagao no campo, os dados etnobotanicos podem também
ser complementados através de pesquisa bibliogréfica, estudo de colegbes em museus e
herbarios e em estudos arqueoldgicos de achados que demonstrem alguma evidéncia da
relacdo do homem com as plantas no passado (Jain, 1987). Estes métodos possibilitam a
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redescoberta de plantas usadas em tempos passados na agricultura e que poderao
eventualmente ser reintroduzidas.

No final, a validacdo da informacéo etnobotanica é fundamental para obter dados
representativos e fidedignos. No decorrer dos inquéritos/entrevistas os informantes poderao
nao revelar toda a informagcédo que detém, de uma forma voluntaria ou involuntaria e, por
vezes, o seu estado emocional e personalidade, a sua vontade de agradar ao entrevistador,
entre outros fatores, podem eventualmente originar incorre¢des na informacao.

Para confirmar a validade da informacdo podem-se seguir varias técnicas,
nomeadamente, testa-la através da triangulacdo, ou seja, colocando a mesma questdo a
varios informantes, sob diferentes formas, em distintas etapas da investigacdo (Whyte,
1982).

Segundo Alexiades (1996) a metodologia mais fiavel para validar a informacao é a
observacao no campo feita pelo investigador junto do informante, sobre o uso da planta para
determinado fim. A grande vantagem de ser no campo € a do informante reconhecer as
plantas no seu ambiente natural, podendo-se realizar registos fotograficos, colher
exemplares para herborizar, levando o informante a identificar a planta convenientemente e
a entrevista em si podera levar a descoberta e a discussao de novas questdes importantes.

Os estudos de etnoboténica, atualmente, pretendem valorizar mais os aspetos
quantificaveis por se entender serem mais fiaveis que os aspetos de caracter qualitativo,
embora esta quantificacdo possa simplificar a realidade e conduzir a conclusdes falsas. De
qualquer forma é consensual que a quantificacdo dos dados é uma forma de avaliar e
comparar os dados etnobotanicos (Carvalho, 2005).

Na bibliografia verifica-se que os diversos autores apresentam diferentes métodos de
tratamento quantitativo dos dados etnobotanicos, na tentativa de melhorar os aspetos
menos favoraveis de determinados métodos ja utilizados. Carvalho (2005) cita os métodos
de tratamento quantitativo de dados propostos por Zent (1996), considerando-os
dispendiosos, morosos e demasiado intrusivos na vida quotidiana dos informantes. Outros
autores como Begossi (1996) e Amorozo (2002) utilizam indices de diversidade,
considerando como ferramentas de medida da diversidade, por exemplo, a riqueza
etnobotéanica que expressa o numero de espécies por unidade de area, o numero de
informantes por espécie ou a frequéncia de citagdo de um determinado uso.

Carvalho (2006), no registo das informag¢des ndo utilizou critérios quantitativos
estritos, ou seja, algumas das informagbes que considerou mais relevantes foram apenas
referidas por um numero restrito de informantes, considerando que a etnobotanica é uma
ciéncia em que o dominio qualitativo da informagédo € de superior importancia. O mesmo
autor refere que algumas informagdes foram referidas por individuos que sdo os ultimos

representantes de uma profissdo, ou de uma atividade, o que lhes permite ter um
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conhecimento privilegiado sobre o uso de algumas plantas, pelo que considera importante
nao ignorar informacao, ja que se pode tratar da ultima referéncia de usos e saberes que se
estdo a perder. Outros autores consideram validos apenas os resultados fornecidos por
mais de trés informantes (Camejo-Rodrigues et al., 2003; Novais et al, 2004).

No que respeita a informacao relativa aos usos das plantas, esta pode-se agrupar de
forma artificial em categorias e subcategorias para permitir o ordenar e associar dados.
Varios autores (Blanco y Morales, 1994; Cook, 1995) propdéem diferentes formas de
classificar e hierarquizar os usos das plantas que podem facilitar o agrupar de plantas com a
mesma utilidade bem como a comparacao entre zonas distintas. No trabalho de Carvalho
(2005) o autor refere que o planeamento dessas categorias foi sendo alterado no decorrer
do trabalho e que tentou evitar a complexidade do sistema de Cook (1995) ou a
simplificacdo restritiva da classificacao definida na proposta do Grupo de Etnobotanica
Ibérica para o catalogo da Etnoflora Ibérica 1997.

2.3. Utilizacao da carqueja

Em estudos etnobotanicos sobre o patriménio natural transmontano Ribeiro et al.
(2000) referenciam a carqueja como aconselhada para constipacdes, dores de estémago,
problemas digestivos e intestinais, problemas de figado, inflamagdes da vesicula biliar, para
dissolver calculos biliares, doengas de rins, bexiga e reuméatico.

Rodrigues (2001), no trabalho “Contributo para o estudo etnobotéanico das plantas

medicinais e aromaticas no parque natural da Serra de S. Mamede” atribui a carqueja:

eUso medicinal para constipacdes, gripe, tuberculose, pneumonia, catarral,
inflamacgbes, pressado arterial, tosse, colesterol, bronquite, ma disposicao,
estdbmago, barriga, diabetes;

¢ “Para todos os males do organismo”;

¢ Uso como condimentar nos pratos de coelho com os raminhos.

Camejo-Rodrigues (2003), no estudo realizado no Parque Natural da Serra de S.
Mamede, refere que a carqueja é utilizada no tratamento de problemas, tais como: frio,
gripe, tosse, mal-estar e problemas de estdmago.

Novais et al. (2004), no trabalho “Studies on pharmaceutical ethnobotany in Arrabida
Natural Park (Portugal)”, refere o uso popular da carqueja como hipoglicemiante, anti-
hipertensivo, anti-hipercolesterolémico, digestivo, para constipagdes, antitussico, circulagdo
sanguinea, protetor hepatico, analgésico gastrico, anti-inflamatério intestinal, para a gota,

para o 4cido urico, sedativo, antiespasmadico renal e cicatrizante.
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Oliveira (2004), no relatorio de fim de curso “Plantas Aromaticas e Medicinais do
Parque Natural da Serra da Estrela”, referencia a carqueja para fins medicinais, tais como:
analgésico, antipirético, aparelho respiratério, cardiovascular, digestivo, sistema endocrino e
nervoso. Para usos ndo medicinais a carqueja é utilizada como condimentar/alimentar.

Carvalho (2005), no seu catalogo etnobotanico realizado no Parque Natural de
Montesinho (Nordeste de Portugal), atribui-lhe os seguintes usos:

e Medicinal: aparelho respiratério, dores de cabeca, sistema nervoso, diabetes,
aparelho excretor, hipertensdo, afecbes do coracdo, xarope para a tosse,
dermatologia e panaceia, analgésico, calmante e relaxante, anti-inflamatorio,
diurético, hipotensor, cardioténico, antisséptico e balsamico;

e Industrial e artesanal: combustivel;

e Agropastoricia: pastos de caprinos e ovinos; cama para o gado, fertilizantes, queima;

e Alimentacdo humana: condimento de caga, coelho e galinhas domésticas. Verdura
para arroz;

¢ Alimentacé@o animal: caules e rebentos tenros. Meliferas.

Camejo-Rodrigues (2006), no seu catalogo de plantas com usos medicinais,
realizado no Algarve, nos concelhos de Aljezur, Lagos e Vila do Bispo, atribui-lhe os
seguintes usos: para o colesterol, diabetes, constipagdes, gripe, baixar a tensdo, sangue,
rins, &cido Urico, coragdo, estémago, criar sangue novo, figado, vesicula, vias urinarias,
diabetes e hemorroidas.

Frazdo-Moreira (2008), no estudo de “Etnobotanica do Nordeste Portugués: saberes,
plantas e usos”, referencia o uso da carqueja na aldeia do Parque Natural de Montesinho
como combustivel, medicinal, condimentar e para alimentagao animal.

Na regidao da Beira Interior, em especial nos concelhos de Penamacor, Sabugal,
Fundao e Oleiros, onde incidiu 0 nosso estudo, a carqueja € muito popular e muito utilizada
como medicinal, condimentar e alimentar mas as referéncias quanto a sua utilizacdo séo
escassas. Assim sendo, pretendeu-se recolher informagao ainda existente sobre a carqueja,
contribuindo para conservar o patriménio natural bem como valorizar esta espécie tao

popularmente conhecida nestes locais.
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2.4. Materiais e métodos

2.4.1. Area de estudo e recolha de informacio

A recolha de informacdo para o estudo etnobotanico da espécie Pterospartum
tridentatum (L.) Willk. efetuou-se entre os concelhos de Penamacor, Sabugal, Fundédo e
Oleiros.

Foram envolvidos dois tipos de interlocutores: os que foram reconhecidos pela
populacdo local como detentores da informacdo e aqueles que foram contactados
aleatoriamente em locais publicos, como cafés, pracas, quintais, etc. A localizagcdo dos
informantes do primeiro grupo foi feita por contactos prévios com as Junta de Freguesia, Lar
de idosos e através de alunos da Escola Superior Agraria de Castelo Branco, que
disponibilizaram o contacto de avés ou familiares mais idosos, cuja vida quotidiana esta
ligada as préaticas agricolas e a um modo de vida com ligacbes muito fortes a préaticas
tradicionais ou, mesmo ndo mantendo essas praticas as mantinham presentes na sua
memoria por terem sido utilizadas pelos seus antepassados. Foram também incluidos
informantes que no momento da recolha de informagéo se encontravam a trabalhar junto do
individuo inquirido e que referiram aspetos que foram considerados interessantes, e que nao
deveriam ser rejeitados ja que completavam informagdes lacunosas de alguns informantes,
numa tentativa da informacgao ser o mais fiel as tradigdes locais.

As saidas de campo realizaram-se em dias de semana mas também aos fins de
semana, feriados ou dias de festa nas aldeias, tendo-se iniciado no final de 2011 e
estendendo-se a 2012. O registo da informacao teve lugar sempre que possivel durante a
realizagdo de algumas atividades dos informantes, tais como, a alimentacdo dos animais, na
rega das suas hortas, na eliminacao de infestantes ou até em locais publicos onde estavam
sentados ao sol a conversar ou mesmo a porta de casa comentando o dia-a-dia com
familiares e vizinhos.

Neste estudo foram incluidos 107 informantes, com os quais foi efetuada uma breve
apresentagdo no inicio do contacto, seguida de um esclarecimento dos objetivos e do modo
como o informante poderia ajudar mas também quais os pontos do inquérito que podiam ser
revelados ou quais consideravam como pessoais. Para criar um clima de empatia foi
referido a pessoa em causa que tinha sido referenciada pela comunidade como sendo
detentora de conhecimentos tradicionais de qualidade e em quantidade sobre esta espécie
especifica, sempre com vista a sua valorizagao e conservagao.

A metodologia empregue neste estudo segue as recomendagdes de alguns autores
(Alexiades, 1996; Camejo-Rodrigues, 2006; Carvalho, 2006) e a recolha da informacao foi
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realizada através de um inquérito/entrevista (Anexo 1) elaborado previamente, no qual foram
solicitadas informacbes sobre a caracterizacdo do informante, conhecimento da planta e
Seus usos.

Para o inquiridor foi elaborado um guido (Anexo 2) com as ideias e temas a serem
abordados por todos os participantes durante as entrevistas com a finalidade de recolher o
maximo de informagao possivel.

As questdes colocadas foram simples e claras bem como adaptadas a realidade
cultural dos locais e, sempre que possivel, a informacédo foi recolhida no decorrer das
atividades quotidianas do informante. Como ja foi referido, nesses locais, por vezes,
juntavam-se outros individuos que forneciam informacéao, permitindo que a mesma fosse
avaliada pelos presentes e muitas vezes discutida entre todos, 0 que permitiu aumentar a
qualidade e a fiabilidade da informacéo recolhida. No entanto, alguma informacéo recolhida
junto de informantes muito idosos teve de ser rejeitada, uma vez que o estado emocional e
de saude nao permitiram o registo de informacgéao fiavel, ja que as respostas foram muitas
vezes contraditorias e o que afirmavam num momento era negado momentos depois.

Alguma da informagéao foi confirmada através da triangulagdo, ou seja, foram
colocadas as mesmas questdes a varios informantes, sob diferentes formas, a fim de

assegurar a qualidade da informacao.

2.4.2. Tratamento dos resultados

No tratamento dos dados foram usadas as ferramentas estatisticas incluidas no
Excel, versao 2010. Considerando a metodologia utilizada e a natureza dos registos obtidos,
foi realizada uma andlise quantitativa, baseada em frequéncias de citagbes de um
determinado parametro e percentagens. Para os dados relativos a caracterizagdo dos
informantes bem como para os conhecimentos sobre a planta e sua utilizagdo, houve
necessidade de agregar os dados por classes de informagdo (por exemplo: idade,
habilitagdes, profisséo, partes da planta colhida, locais de colheita, épocas do ano em que
colhe, conservagao, usos, preparagao).
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2.5. Resultados e discussao

2.5.1. Caracterizacao dos informantes

Dos 107 informantes, 41,1% pertencem ao sexo masculino (Fig. 2.1) com idade
média de 58 anos (Fig. 2.2) e 58,9% ao sexo feminino (Fig. 2.1) com idade média de 59
anos (Fig. 2.2). A percentagem de mulheres é mais elevada ja que nestes locais as
mulheres sao consideradas como detentoras de maior informacao sendo esta espécie muito
utilizada pelas mesmas. Tal como para Ribeiro (2013) também nos foi mais facil selecionar
as mulheres ja que estas manifestam mais disponibilidade para serem inquiridas e

conversar sobre o assunto.
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Figura 2.1. Sexo dos informantes. Figura 2.2. Idade média dos informantes

para cada género.

O inquirido mais idoso possuia 86 anos e 0 mais novo 22 anos e a inquirida mais

idosa possuia 82 anos e a mais nova 19 anos (Fig. 2.3).
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Figura 2.3. Idade maxima e minima dos informantes em cada um dos sexos.
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Os informantes foram divididos por classes etarias verificando-se que as informagoes
etnobotanicas estdo fundamentalmente concentradas em pessoas com idades
compreendidas entre os 61 e os 80 anos (39,3%) (Fig. 2.4), em que 24,3% sao mulheres e
15,0% sdo homens. A faixa etaria entre os 41 e os 60 anos representou 34,6%, em que
21,5% pertencem ao sexo feminino e 13,1% sao informantes masculinos. Embora uma
pequena percentagem dos inquiridos esteja inserida numa faixa etéria abaixo dos 40 anos
(15%), estes foram também considerados elementos com informacao importante, em que os
inquiridos femininos e masculinos representaram 7,5% cada. Cerca de 7,4% representaram
uma faixa de informantes mais idosos, entre os 81 e os 90 anos, representados com 3,7%
para cada género e 4 inquiridos ndo quiseram responder a questao da idade.
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Figura 2.4. EscalGes etérios dos informantes.

De referir que nos locais onde se realizaram os inquéritos ha problemas de
desertificacdo humana e a populagao rural apresenta-se envelhecida e podera, porventura,
ser a ultima geracdo que ainda detém conhecimentos ancestrais de matriz etnobotanica.
Algumas praticas quotidianas destas populagbes ainda incluem a utilizagdo desta planta e
ao que parece tém passado estes conhecimentos aos elementos mais novos da
comunidade.

O perfil de informantes é semelhante ao perfil dos informantes de alguns trabalhos
de etnobotanica realizados (Novais, 2002; Carvalho, 2005; Camejo-Rodrigues, 2006). A
concentracao da informagédo em pessoas mais idosas € comum em estudos etnobotanicos
consultados (Agelet & Vallés, 2001, 2003a e 2003b; Pardo de Santayana, 2003; Novais,
2004) ja que estas pessoas detém um grande conhecimento empirico acumulado e uma
grande experiéncia de vida.
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Foram registadas outras variaveis sociolégicas relativas aos informantes e, no que
respeita a escolaridade, a grande maioria dos informantes, aproximadamente 55%, nao tem
escolaridade ou terminou o ensino basico - 1¢ ciclo (Fig. 2.5).

Dos informantes sem escolaridade (28%), 15,9% pertencem ao sexo feminino e
12,1% ao sexo masculino (Fig. 2.5). Relativamente aos informantes que terminaram o

ensino basico — 1° ciclo (27%) 16,8% sao do sexo feminino e 10,3% ao sexo masculino.
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Figura 2.5. Escolaridade dos informantes.

Apenas 14,0% do total dos informantes possuem o 2° e 3° ciclo, sendo 6,5%
mulheres e 7,5% homens. Concluiram o ensino secundario aproximadamente 21%, sendo
13,1% mulheres e 7,5% homens. Cerca de 9% possuem outro grau de ensino mais elevado,
em que 6,5% sao mulheres e 2,8% homens (Fig. 2.5). Um dos inquiridos ndo quis responder
a esta questao.

A percentagem de informantes sem escolaridade € superior nas mulheres mas em
relacdo as qualificagbes académicas mais avancadas sao as mulheres que as detém, quer
para o primeiro ciclo quer para o ensino secundario e ensino superior.

Relativamente a atividade/ocupagado que desempenham, 42% estdo empregados e
43% dos informantes estao reformados, sdo domésticas, desempregados e estudantes (Fig.
2.6).
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Figura 2.6. Atividade/ocupagao desempenhada pelos informantes.

Dezasseis informantes (15%), ndo quiseram registar qual a sua atividade/ocupagéo,
mas sao pessoas que tém a sua atividade ligada a agricultura, bem como a quase totalidade
dos reformados, domeésticas e desempregados. Relativamente aos 42% de empregados,
8,4% sao agricultores de profissdo e os restantes exercem uma atividade profissional
paralelamente a uma forte ligagao a agricultura, na qual trabalham ao fim do dia e nos fins
de semana nos terrenos a volta da residéncia. Pode-se afirmar que a grande maioria dos
inquiridos possui um estilo de vida rural e mantém um modelo tradicional de atividades
agricolas e de pecuaria.

Nos trabalhos de Blanco (1996) e Tardio et al. (2002) os informantes também
desempenham profissées quase todas ligadas a natureza e a agricultura. Nos trabalhos de
Carvalho (2005) os informantes com mais de 80 anos embora detentores de muito
conhecimento sobre as plantas silvestres, ja se encontravam incapacitados para realizar as
tarefas agricolas, pecuarias e de colheita de plantas. Os mais novos ja exerciam atividades
alternativas ou modernizaram a agricultura que os seus antepassados lhes deixaram.
Embora manifestem muito interesse nos usos tradicionais das plantas ja ndo dependem

desta atividade para sobreviverem.

2.5.2. Conhecimento tradicional e utilizacao da carqueja

A grande maioria dos informantes deste trabalho afirmaram reconhecer a planta pelo
nome vulgar de carqueja, mas também a reconhecem por “carquejinha” ou “carqueijinha”.

Pode-se constatar que os inquiridos conheceram a carqueja por informacao
transmitida pelos familiares (54,2%) de geragdo em geragcdo, em particular com as suas
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maes e avos; 18,7% através de elementos da comunidade; 9,3% pelo contacto com a planta
no campo e 17,8% responderam que conheceram a planta quer através da familia quer

pelas pessoas da comunidade ou outro meio, como por exemplo, através de livros (Fig. 2.7).
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Figura 2.7. Meio pelo qual os informantes conheceram a planta.

Dos 107 inquiridos 87,9% utiliza a carqueja e 12,1% identifica a utilizagdo por parte
de familiares, avos, sogras, maes ou esposas.

Esta planta ndo sendo uma espécie cultivada é colhida nas zonas envolventes a
residéncia (10,3%) ou em zonas nao muito afastadas e que os inquiridos identificaram como
serra/montanha (30,8%), campo/mato (51,4%), especialmente mato de urze, esteva e giesta
e especificamente em zona de pinhal (7,5%) onde os informantes consideram que a planta
se desenvolve muito bem e que frequentemente esta associada a esta espécie (Fig. 2.8).

Ribeiro (2013), no seu trabalho no Paramio, em Tras-os-Montes, refere que os urzais

com carqueja predominam em zonas de maior altitude e com solos degradados.
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Figura 2.8. Zonas de colheita da espécie referida pelos informantes.

A grande maioria dos informantes (53,3%) indicou os meses de marcgo, abril e maio
como a época preferencial de colheita desta planta; 22,4% responderam que a época de
colheita se arrasta da primavera até pleno verao para que as plantas se encontrem secas no
final de agosto e seja mais facil a sua conservagdo; 6,5% prefere a época de
outubro/novembro, dada a utilizagdo adicional como fonte de aquecimento e 17,8%

respondeu que colhe a planta em qualquer época do ano (Fig. 2.9).
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Figura 2.9. Epoca do ano em que o informante realiza a colheita.

Relativamente a parte da planta mais utilizada a maioria dos informantes (49,5%)
respondeu que utiliza a flor; 15,9% utiliza a parte aérea sem a flor e 34,6% respondeu que
aproveita toda a planta (Fig. 2.10). Sendo a flor a parte mais utilizada, compreende-se
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facilmente que a época da colheita corresponda aos meses em que ocorre a floracdo da

carqueja, entre margo a junho.
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Figura 2.10. Parte da carqueja utilizada pelos informantes.

A grande maioria dos inquiridos (79,4%) (Fig. 2.11), no que respeita ao modo como
conserva a planta, referiu a secagem a sombra, em local seco e arejado.
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Figura 2.11. Modo de conservagao da carqueja por parte dos informantes.

Normalmente, as pessoas referem que a secagem é realizada num alpendre ao
redor da casa. Uma pequena percentagem de 5,6% referiu que ndo conserva a planta pois
logo que a colhe utiliza-a em fresco. Normalmente, o armazenamento da planta seca é
efetuado em sacos de pano, em lugar seco e com pouca luz ou menos frequentemente em
frasco de vidro. Ribeiro et al. (2000) também indica a flor como a parte da planta mais

utilizada, referindo o cuidado de que esta seja seca a sombra.
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Foram registadas 190 citacdes para a utilizacdo da planta, das quais 48,4% dos
inquiridos referiram que se destinava a uso medicinal (92 citagdes, frequéncia 0,5); 32,1%
para parte alimentar como aromatica ou condimentar (61 citagées, frequéncia 0,3) e 19,5%

para outra utilizacao (37 citagbes, frequéncia 0,2) (Fig. 2.12).
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Figura 2.12. Area de aplicagdo da carqueja pelos informantes.

Apesar do seu uso principal se enquadrar na categoria medicinal, a planta também é
muito utilizada para fins culinarios e condimentares, principalmente para confecionar coelho
com carqueja e arroz de carqueja, dois pratos tradicionais que fazem parte da ementa de
muitos restaurantes locais.

As restantes utilizacdes nao deixam de ser interessantes como é o caso da sua
utilizagdo como combustivel, para ajudar a acender quer a lareira quer o forno de lenha,
para “musgar’” os porcos nas tradicionais matangas, dar “sabor a mato” a carne mansa,
servir de cama para animais, para arranjos florais, divisorias de casas e na preparagao de
licores.

Ribeiro et al. (2000) também referenciou a carqueja como condimento nos pratos de
coelho. Carvalho (2000) indicou que os ramos de carqueja sdo secos e vulgarmente
utilizados como lenha nos fornos tradicionais das aldeias ja que sao altamente combustiveis
e simultaneamente transmitem ao pao um agradavel aroma. Oliveira (2004) no seu estudo
menciona o uso da carqueja como condimentar/alimentar. Carvalho (2005) referiu o seu uso
em agropastoricia, para pastos de caprinos e ovinos, cama para o gado, fertilizantes e
queima. Carvalho (2005) também a referenciou na alimentagdo humana, como condimento
de cacga, coelho e galinha domésticas e como verdura para arroz. Frazao-Moreira (2008)
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mencionou o0 uso da carqueja como combustivel, medicinal, condimentar e para alimentacao
animal.

As populagdes rurais, no passado, encontravam-se muito dependentes dos recursos
vegetais para obterem o combustivel necessario as diversas atividades domésticas,
nomeadamente, para cozinhar e aquecer as habitacbes nos meses mais frios. Carvalho
(2006) também refere no seu trabalho que atualmente continuam a ser utilizados estes
recursos para o aquecimento das habitagdes e, com alguma frequéncia, ainda é utilizada a
cargueja para aquecer os fornos onde se coze o pao e onde se cozinha o cabrito.

Presentemente o uso da planta como medicinal ainda esta muito disseminada nestas
populagdes rurais, muito embora haja uma situagédo de compromisso entre a modernidade e
a tradicdo. Os informantes respeitam e valorizam as modernas praticas médicas, mas ao
primeiro sinal de doenga recorrem primeiramente as plantas medicinais e, caso nao
consigam resolver a situagao, entao recorrem ao médico. Contam os informantes que em
tempos ndo muito longinquos, certas aldeias ndo possuiam Centro Médico proximo e as
condigbes sanitarias eram muito precarias, pelo que era muito comum a utilizagdo das
plantas para fins medicinais.

Dos informantes que referiram a utilizagdo da carqueja para fins medicinais 35,7%
atribuiram o seu uso ao tratamento de doencas do aparelho digestivo, em especial, para o
estdmago; 21,4% para diabetes; 14,3% para rins e bexiga; 7,1% para o figado; 14,3% para
intestinos e 7,1% para tratamento do reumatismo (Fig. 2.13).
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Figura 2.13. Usos medicinais da carqueja referidos pelos informantes.

Em consonéncia com o presente trabalho, os informantes de Camejo-Rodrigues
(2006) também utilizam as flores para fins medicinais semelhantes a este estudo.
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Estas utilizagdes como planta medicinal ja foram referenciadas noutros estudos de
etnobotanica referidos anteriormente, tais como Carvalho (2005) no seu catalogo
etnobotéanico realizado no Parque Natural de Montesinho (Nordeste de Portugal), atribuindo-
-lhe também o uso medicinal para diabetes e aparelho excretor. Ribeiro et al. (2000) indica a
carqueja como aconselhada para constipacdes, dores de estbmago, problemas digestivos e
intestinais, problemas de figado, inflamagbes da vesicula biliar, para dissolver céalculos
biliares, doencas de rins e bexiga e reumatico. Rodrigues (2001) indica o uso medicinal para
constipacdes, gripe, estdbmago, barriga e diabetes. Camejo-Rodrigues (2003) refere a
utilizacdo da carqueja no tratamento de problemas, tais como: gripe, tosse, problemas de
estbmago. Novais et al. (2004) refere o uso popular da carqueja como hipoglicemiante,
digestivo, para constipacdes, protetor hepatico, analgésico gastrico, anti-inflamatorio
intestinal, para a gota, para o &cido Urico, antiespasmddico renal e cicatrizante. Oliveira
(2004) também indica a carqueja como utilizada para fins medicinais, tais como: sistema
digestivo e enddcrino. Vitor et al. (2004) refere que a carqueja é utilizada em medicina
popular, sendo-lhe atribuida propriedades digestivas e atividade na pressdo sanguinea
elevada, colesterol, diabetes e obesidade. Camejo-Rodrigues (2006) atribui-lhe os seguintes
usos: para o colesterol, diabetes, constipacdes, gripe, rins, acido urico, estdmago, figado,
vesicula, vias urinarias e diabetes.

Relativamente ao modo de preparacao da planta, o uso alimentar da planta engloba
a sua utilizagdo como aromatica e condimentar, em especial para carnes mansas.

Na descrigao da preparagao/uso da planta convém aqui referir a defini¢céo, por parte
do informante, de alguns conceitos mais referenciados:

- No caso do cha/tisana, o informante refere-se a fervura do material vegetal durante
alguns minutos, geralmente menos de 5 minutos ou até 10 minutos.

- No caso da infusao é aquecida agua até ferver e posteriormente colocada por cima
do material vegetal que se encontra num recipiente (por exemplo, uma chavena), e que se
pode deixar repousar por breves minutos.

- Para as lavagens e banhos os informantes referem uma fervura bastante
prolongada (largos minutos) do material vegetal (muito mais prolongada do que a fervura
rapida do cha/tisana) e, com essa agua a uma temperatura suportavel fazem-se lavagens na
zona do corpo afetada ou mergulha-se a zona afetada nessa agua. Este método pode ser
usado em paralelo, ou seja, lavar e imergir a zona do corpo.

- Para fazer xarope, o material vegetal € fervido juntamente com mel ou agucar,
resultando num liquido espesso que normalmente é tomado as colheradas (de sopa ou de
cha), uma ou varias vezes ao dia, durante um determinado periodo até a pessoa se sentir

melhor.
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- Para fazer vapores o material vegetal é fervido prolongadamente e essa agua é
colocada num recipiente. A pessoa coloca a cabeca por cima desse recipiente e recebe 0s
vapores libertados por essa agua.

No que respeita a preparacdo em ché/tisana, vapores/gotas, banhos/lavagens,
xaropes ou utilizando todos, a grande maioria dos individuos (86%) referiu que o modo de
preparagdo mais comum é o cha/tisana (Fig. 2.14) (104 citacdes, frequéncia 0,9) com

utilizagéao da parte floral.
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Figura 2.14. Modo de preparagéo da carqueja para fins medicinais.

Pode-se considerar esta planta como fazendo parte das rotinas dos individuos
destes locais, ja que é utilizada frequentemente, ou seja, duas a trés vezes por semana por
26,2% dos individuos; utilizada moderadamente, o que corresponde a pelo menos uma vez
por semana por 43,9% e raramente utilizada (menos de uma vez por semana) por 29,9%
(Fig. 2.15). Neste estudo pode-se concluir que mais de 70% dos individuos utilizam a

carqueja com muita frequéncia, ou seja, entre uma a trés vezes por semana.
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Figura 2.15. Frequéncia de utilizagdo da carqueja por parte dos informantes.

Questionados sobre a utilizacdo desta planta juntamente com outras espécies,
aproximadamente 76% responderam que ndo misturam com outras espécies e 24% dos
inquiridos responderam que misturam algumas vezes com as plantas referidas na Tabela
2.1 ou com outras plantas aromaticas.

Tabela 2.1. Plantas utilizadas para misturar com a carqueja.

Nome vulgar Nome cientifico

Alecrim Rosmarinus officinalis L.
Cha-principe Cymbopogon citratus (DC) Staf.
Erva-cidreira Melissa officinalis L.
Erva-de-Sdo-Roberto Geranium robertianum L.
Erva-pata Oxalis pes-caprae L.

Esteva Cistus ladanifer L.

Laranjeira Citrus sinensis (L.) Osbeck
Marmeleiro Cydonia oblonga Miller

Oliveira Olea europaea L.

Hipericao Hypericum perforatum L.
Lucia-lima Verbena citriodora Cav.
Neveda Calamintha baetica Boiss. & Reuter
Rosmaninho Lavandula sp.

Sabugueiro Sambucus nigra L.

Tilia Tilia sp.

A mistura de plantas ndo sendo utilizada na preparagédo do cha/tisana, é frequente

nas utilizacoes alimentares.
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Este estudo etnobotanico incidiu apenas sobre a espécie em estudo, Pterospartum
tridentatum (L.) Willk., pelo que nado se pode calcular o indice de etnobotanicidade, ja que
este indice pondera o numero de espécies usadas relativamente ao total de espécies
conhecidas numa dada regido, sendo uma medida da riqueza etnobotanica dos locais.

Todos os informantes responderam que a planta é utilizada para fins domésticos e
nao a comercializam.

Foram feitas algumas tentativas para os informantes fornecerem algumas receitas
tradicionais onde a carqueja seja utilizada, mas apesar de mais de metade dos inquiridos
referir que tem receitas, as mesmas nao foram reveladas. A conversa foi quase sempre
desviada para outros assuntos ou para a referéncia do modo de preparacao tao popular
como o cha/tisana que é utilizado rotineiramente. Conseguiu-se apenas a informacao de que
o arroz de carqueja € cozinhado em tisana da mesma.

Para complementar a informacdo pretendeu-se ainda saber se os informantes
conheciam alguns provérbios, lendas, musicas, etc, relacionadas com esta espécie. A frase
mais referida foi “Es mais velho que a carqueja”, sendo referida a existéncia de uma musica
tradicional com o nome de “A carquejinha”.

Por ultimo, foi referido que na localidade Malcata, junto a serra da Malcata, todos os
anos, durante 0 més de maio € celebrada uma festa dedicada a esta planta designada de

“Festa da Carqueja”.

2.6. Consideracgoes intercalares

O estudo etnoboténico desenvolvido incidiu em diversos locais dos concelhos de
Penamacor, Sabugal, Fundao e Oleiros onde tradicionalmente a carqueja é utilizada por
pessoas com grande conhecimento empirico da mesma, confirmando-se que 0 uso da
mesma ainda esta muito disseminado e que os conhecimentos tradicionais sobre esta planta
tém vindo a ser transmitidos de geragdo em geracao.

A planta ndo é cultivada sendo colhida desde os locais mais préximos da habitagdo
até locais mais afastados das povoagdes, reconhecidos como campo/mato e em locais de
maior altitude como a serra da Gardunha e a serra da Malcata. A época de colheita situa-se
preferencialmente nos meses de primavera e inicio do verdo, o que corresponde ao periodo
de floracdo da planta silvestre ja que a flor é a parte mais utilizada. Sendo muito utilizada, no
minimo uma vez por semana, e sendo a colheita realizada em populagbes naturais torna-se
necessario avaliar o impacto desta atividade de forma a manter a sustentabilidade destes

recursos.
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A parte da planta mais utilizada é a flor, seca a sombra e em local arejado, sob a
forma de chéa/tisana. A carqueja continua a ser utilizada, principalmente como planta

medicinal com finalidades muito diversas.
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Capitulo 3

Material vegetal em estudo







3. Material vegetal em estudo

3.1. Locais e épocas de colheita do material vegetal

Os locais de colheita do material vegetal foram escolhidos aleatoriamente no Distrito
de Castelo Branco, nomeadamente na serra da Gardunha, concelho do Fundao; serra da
Malcata, concelho de Penamacor e Orvalho no concelho de Oleiros (Fig. 3.1), cujas

coordenadas e altitude estao registadas na Tabela 3.1.
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Figura 3.1. Locais de colheita do material vegetal no distrito de Castelo Branco.

Tabela 3.1. Coordenadas geograficas e altitude dos locais de colheita do material vegetal.

Locais de colheita Orvalho Serra da Malcata Serra da Gardunha
Coordenadas 40° 01’ 39.92'N 40° 14’ 05.942'N 40° 06’ 27.822'N
geograficas ) ] ;

7° 46’ 33.624'W 7° 06’ 52.804'W 7° 28 52.241°W
Altitude (m) ~ 624 ~ 743 ~916

A zona de colheita com maior altitude é a serra da Gardunha seguida da serra da

Malcata e o ponto de menor altitude situou-se na zona do Orvalho.
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As plantas no seu habitat natural (Fig. 3.2, Fig. 3.3 e Fig. 3.4) encontram-se muito
associadas a zonas de pinhal e mato em associacdo com espécies dos géneros Erica sp.,
Arbutus sp. e Cistus sp.

Figura 3.3. Zona de colheita na serra da Malcata. Figura 3.4. Zona de colheita no Orvalho.

Na zona do Orvalho as plantas apresentavam aproximadamente um metro de altura;
na zona da Malcata as plantas encontravam-se em zonas de mato e apresentavam uma
altura inferior a um metro e na zona da Gardunha as plantas possuiam entre 1 a 1,2 metros.
De acordo com a classificacdo fisiondmica de Raunkjaer, as plantas agrupam-se nas
Fanerdéfitas (plantas perenes providas de gemas de renovo a mais de 25 cm do solo) e
dentro deste grupo incluem-se nas Nanofanerdfitas que compreendem subarbustos e
pequenos arbustos cujas gemas de renovo se situam entre 25cm e 2 m.

De acordo com a Carta Administrativa Oficial de Portugal, da Diregcado-Geral do
Territério (2013) (Fig. 3.5), os solos das zonas de colheita da Malcata e Orvalho pertencem
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aos Litossolos e a zona de colheita na Gardunha encontra-se numa zona de transigéao entre

os Litossolos e Cambissolos districos.

Legenda N
A Locais de colheita
Cambissolos Districos
Cambissolos Eutricos
- Cambissolos Himicos
Cambissolos Calcrios

Litossolos

| Aluvissolos

V777 Para-Litossolos ou Rankers ijrdu"ha

o0, Orvalho ; F
A

Fontes: 0 12,5 25 50
CAOP, 2013 - Carta Administrativa Oficial de Portugal, Diregdo-Geral do Territério. km
The Digital Soil Map of the World, 2003 - Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO/UNESCO.

Figura 3.5. Tipo de solo para cada local de colheita.

Os Litossolos sao solos incipientes, derivados de rochas consolidadas, de espessura
efetiva normalmente inferior a 10 cm. Nao apresentam horizontes genéticos definidos e séo
quase sempre pobres em matéria organica dada a sua diminuta espessura e de fraca
aptidao cultural.

Os Cambissolos sao solos pouco desenvolvidos, que ainda apresentam
caracteristicas do material originario (rocha) evidenciado pela presenca de minerais
primarios. Sado solos com horizonte B cambico e variam de solos pouco profundos a
profundos, sendo normalmente de baixa permeabilidade. A textura é franco arenosa ou mais
fina e no minimo com 8% de argila. Sem propriedades hidromérficas até 50 cm de
profundidade e com rocha dura a mais de 50 cm de profundidade. Os Cambissolos districos
possuem horizonte A &crico, ou seja, horizonte mineral superficial, com baixo teor de
matéria organica (MO) ou pouco espesso (Martins & Lourengo, 2012) e com textura
grosseira.
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As épocas de recolha foram as seguintes:
e fevereiro (repouso vegetativo)
e maio (a floracao)

e outubro (inicio do repouso)

3.2. Caracterizac¢do climatica dos locais de colheita

Atendendo a média dos trés anos em estudo no que respeita aos valores da
precipitacdo (Tab. 3.2) verifica-se que em média os valores minimos ocorreram no més de
julho (média 8,3 mm) e os valores maximos no més de outubro (média 139,71 mm). No
entanto, regista-se a ocorréncia de condicoes de precipitacdo muito diversas em cada um
dos anos. No caso do ano de 2012, verifica-se para os meses de janeiro, fevereiro e margo
uma precipitacdo média mensal muito inferior relativamente aos anos de 2011 e 2013, e
precipitagdo média superior para os referidos anos, nos meses de abril, maio e junho.

Tabela 3.2. Precipitagéo e temperaturas médias para os anos 2011 a 2013.
Precipitacao e Temperatura médias

Continente
Ano jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez
Precipitacao média Total
(mm) Ano
Total do més 2011 129,9 1202 72,7 66,3 58,3 6,0 54 240 30,0 1078 1816 559 858,1
2012 19,5 25 13,9 96,3 90,8 24,1 8,8 27,5 456 1159 1343 134,7 7139
2013 196,3 74,6 2544 82,4 383 172 106 0,5 70,0 193,7 23,1 171,6 1132,7
M::c',a: 1152 658 1137 81,7 625 158 83 17,3 485 1391 1130 1207
Temperatura do ar
(*C)
o N Média
Média do més 2011 8,0 91 105 16,5 18,1 194 20,6 21,4 19,9 18,1 11,2 8,5 Anual
2012 7,5 70 124 10,8 16,6 19,0 20,5 20,8 20,7 15,0 10,0 88 15,1
2013 8,2 7,6 98 12,3 13,6 18,5 23,1 22,8 21,1 16,3 10,4 80 141
Mae:cl’as3 7.9 79 109 13,2 16,1 19,0 21,4 21,7 20,6 16,5 10,5 84 143

Fonte: Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera, IP Portugal.

A média dos trés anos no que respeita a temperatura média do ar oscilou entre
7,9 °C para os meses de janeiro e fevereiro (meses mais frios) e 21,7 °C em agosto (més
mais quente) (Tab. 3.2). Verifica-se também que a temperatura média nos meses de abril,
maio, junho, outubro e novembro foi superior no ano de 2011 relativamente a 2012 e 2013 e

a temperatura média mais baixa ocorreu nos meses de janeiro e fevereiro no ano de 2012.
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O valor da precipitacdo média anual é idéntico para os trés locais de colheita e varia
entre 900 a 1000 mm (Fig. 3.6) embora o Orvalho se situe numa zona de transicdo em que a
precipitacdo média anual € ligeiramente inferior, entre 800 a 900 mm. Pela Tabela 3.2
verifica-se que em termos de precipitacdo o ano de 2012 apresentou valores inferiores
(713,9 mm no total do ano) aos restantes anos e que o ano de 2013 foi 0 ano mais chuvoso
(1132,7 mm no total do ano).

A temperatura média anual estd compreendida entre 13-14 °C para as zonas da
Gardunha e Malcata e a zona do Orvalho encontra-se numa faixa cuja temperatura média
anual é ligeiramente superior, situando-se entre os 14-15 °C (Fig. 3.7) pelos que os valores
da temperatura média anual ocorrida em cada um dos trés anos de ensaios, entre 14,1 e
15,1 °C (Tab. 3.2) situam-se entre estes valores.

Legenda N
A Locais de colheita

Precipitacao Médial Anual
700 - 800 mm

I 500 - 900 mm

I 500 - 1000 mm

I 1000 - 1100 mm

I > 1100 mm

Fontes:
CAOP, 2013 - Carta Administrativa Oficial de Portugal, Diregdo-Geral do Territério.
Atlas Otalex C, 2013 - Observatério eA Alentejo E» Centro, Junta de Extremadura.

Figura 3.6. Precipitacdo média anual nos locais de colheita do material vegetal.

83
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Figura 3.7. Temperatura média anual nos locais de colheita do material vegetal.

e Caracterizacao bioclimatica

Os parametros bioclimaticos e indices usados nesta caracterizagdo fazem parte do
modelo bioclimatoldgico de Rivas-Martinez (2007) e foram usados de acordo com o descrito
por Honrado (2003).

Os trés locais de colheita estao integrados no macrobioclima Mediterranico. O clima
Mediterranico € um tipo de clima extratropical em que, coincidindo com o Verao, existe um
periodo de aridez igual ou superior a dois meses. Aceita-se que um més tem caracter arido
ou seco quando a precipitacao total desse més (em mm) é inferior ao dobro do valor da
temperatura média mensal (°C): Pi<2T;. Pela Tabela 3.2 verifica-se que em média, para os
trés anos considerados ocorre esta situagao nos meses de junho, julho e agosto.

O macrobioclima Mediterranico divide-se em bioclimas que sao determinados a partir
dos valores dos indices ombrotérmico (lo) e de continentalidade (Ic) pelo que os locais de
colheita se enquadram no Mediterranico pluvi-estacional oceanico.

3.3. Caracteriza¢do da componente mineral do material vegetal

As plantas provenientes dos trés locais de colheita, nos trés momentos do ciclo

vegetativo bem como o material vegetal micropropagado foram avaliadas em termos de:
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e Humidade (secagem até massa constante);

e Fosforo (espectrofotometria de absorgao molecular — colorimetria); potassio, calcio
e magnésio (espectrofotometria de absorcao atémica);

e Ferro, cobre, sodio, zinco, manganés, crémio, cadmio, niquel e chumbo

(espectrofotometria de absorcao atémica);

Os valores (média de 3 repeticdes) referentes a esta avaliacdo apresentam-se na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Humidade e composi¢cdo mineral (na matéria seca) de carqueja silvestre das trés origens e
fases do ciclo vegetativo e carqueja micropropagada.

Epocas 4 P K Ca Mg Fe Cu Na Zn Mn Cr Cd Ni Pb
e locais
?eecolha (%) (%) (%) (%) (%) (mgkg) (mgkg) (mgkg) (mgkg) (mg/kg) (mgikg) (mgkg) (mg/kg) (mgrkg)

OMic 938 02 42 11 02 1890 1,4 12670 636 2180 <LD <LD <LD <LD
MMic 885 02 30 09 0,1 932 24 1757,0 52,8 1460 <LD <LD <LD <LD
GMic 889 02 36 13 02 1060 1,4 1371,0 473 2578 <LD <LD <LD <LD

OR 445 00 03 01 0,1 575 2,3 181,8 186 2702 <LD <LD <LD <LD
MR 174 00 04 02 0,1 649 2,8 158,0 22,8 2495 <LD <LD 1,3 <LD
GR 51,3 00 03 02 0,1 445 2,2 110,7 21,5 1549 <LD <LD <LD <LD
OIR 212 00 02 02 0,1 526 29 3558 322 1551 <LD <LD <LD <LD
MIR 409 00 03 02 0,1 483 3,0 25882 269 2121 <LD <LD 1,2 <LD
GIR 232 00 03 03 0,1 2553 114 2306 253 2285 <LD <LD 2,5 <LD

OCF 654 01 20 02 02 362 6,2 25621 333 2775 <LD <LD 2,6 <LD
MCF 45,7 00 03 02 0,1 819 22 1181 224 2227 <LD <LD <LD <LD
GCF 116 00 05 03 0,1 707 38 2775 331 2619 <LD <LD 1,2 <LD

OF 193 01 05 02 02 66,1 38 2496 265 3119 <LD <LD 1,3 <LD
MF 8,7 01 12 02 02 57,0 29 1470 241 2728 <LD <LD 3 <LD
GF 81,7 01 12 02 0,1 358 29 2185 266 2715 <LD <LD 1,8 <LD

Legenda: OMic - Orvalho, material vegetal micropropagado; MMic - Malcata, material vegetal
micropropagado; GMic - Gardunha, material vegetal micropropagado; OR - Orvalho, repouso vegetativo; MR -
Malcata, repouso vegetativo; GR - Gardunha, repouso vegetativo; OIR - Orvalho, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio
do repouso; GIR - Gardunha, inicio do repouso; OCF - Orvalho, caules a floracdo; MCF - Malcata, caules a floragao;
GCF - Gardunha, caules a floragao; OF - Orvalho, flores; MF - Malcata, flores; GF - Gardunha, flores.

LD (limite de detegéo); Cr — LD (0,6), Cd — LD (0,4), Ni — LD (1,1) e Pb — LD (0,6).

Como se pode verificar pela Tabela 3.3 as plantas silvestres nas diferentes fases do
ciclo vegetativo apresentam um teor de humidade variavel, que por norma implica
necessidade de secagem prévia quando se pretende conservar a planta para posterior
utilizacdo. O material vegetal micropropagado apresenta um teor de humidade préximo de
90% (m/m).

Uma analise global dos resultados permite observar que o local ou época de colheita
nao implicam variagbes substanciais na composicao mineral da planta. De um modo geral, o

material vegetal micropropagado apresenta valores superiores de fosforo, potassio, célcio,
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sodio, ferro e zinco, possivelmente devido a composicdo do meio de cultura de
micropropagacao.
Pelos teores de crémio, cadmio, niquel e chumbo podemos verificar no geral que as

plantas ndo apresentam contaminagéo destes elementos.
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4. Micropropagac¢ao de Pterospartum tridentatum (L.) Willk.

Objetivo

Com vista a valorizacdo e preservacdo da espécie em estudo pretendeu-se
desenvolver uma metodologia de propagacao in vitro, na tentativa de multiplicar o material
vegetal e em simultdneo estudar o seu potencial fitoquimico comparativamente ao das
plantas silvestres. Assim sendo, foram realizados um conjunto de ensaios na tentativa de
obtengdo de um sistema de micropropagagcéo a partir de segmentos nodais retirados de
rebentos provenientes de plantas silvestres recolhidas em trés locais: Orvalho, Gardunha e
Malcata.

Para além do estabelecimento e multiplicagéao in vitro procedeu-se também a fase de
enraizamento ex vitro e respetiva aclimatizagéo a fim de avaliar a capacidade da espécie em

regenerar uma planta completa e autbnoma.

4.1. Introducao

A propagacao de plantas por micropropagagao podera ser uma ferramenta para a
propagacao ex situ, ja que é possivel obter milhares de plantas a partir de um Unico explante
num periodo de tempo relativamente curto. Estas plantas obtidas in vitro podem também ser
utilizadas para a realizagédo de outros estudos em condigbes laboratoriais, evitando a sua
colheita massiva no habitat natural. A preservacao das populagdes vegetais espontaneas é
de extrema importancia quer pelo facto de manter os habitats naturais, evitando a extingao
das espécies, quer pelo facto de existirem quimiétipos, que poderao vir a ser usados na
descoberta de novos compostos.

De todas as substancias avaliadas como agentes terapéuticos cerca de 30% séo
derivados de produtos origem natural (Veiga-Junior & Mello, 2008) e foi a sua toxicidade que
revelou a potencial bioatividade que hoje € aproveitada na terapia. A exploragédo
desordenada dos recursos que tem levado a que algumas espécies passem a ter o estatuto
de plantas protegidas, tem de ser evitada mas para isso torna-se necessario desenvolver a
sua producao em larga escala com possibilidade de satisfazer a procura do mercado o que
podera ser realizada através de técnicas de micropropagacgao.

A Organizagdo Mundial de Saude refere que uma grande percentagem da populacao
mundial, especialmente nos paises em desenvolvimento, continua a confiar nos produtos a

base de plantas medicinais para tratamento das suas doengas ou utilizam a medicina
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tradicional (ou alternativa, ndo convencional). Apesar dos potenciais riscos, algumas
espécies continuam a ser colhidas indiscriminadamente e a serem muito utilizadas, pelo que
se afigura importante conhecer um pouco mais destas plantas e tentar encontrar alternativas
a sua propagacao em condicdes ex situ.

A grande maioria das plantas medicinais e aromaticas propaga-se por via seminal,
no entanto, algumas destas plantas possuem baixas taxas germinativas e longos periodos
de germinagao (Rodrigues & Almeida, 1996) pelo que a micropropagacao podera ser uma
potencial alternativa.

Ao contrario da maior parte das células animais, as células vegetais sao totipotentes,
isto é, as plantas possuem o potencial de regenerar plantas inteiras a partir de células
individuais ou grupos de células de um tecido ou 6rgao, expressando todo o genoma da
planta (Thorpe, 1994) desde que em condicbes de cultura adequadas, obtendo-se um
elevado numero de plantas. A micropropagagao ou propagacao clonal in vitro fazendo uso
desse potencial tem por objetivo a multiplicagdo de individuos geneticamente iguais por
reproducdo assexuada em que cada clone é uma populagdo de plantas derivadas do
mesmo individuo.

Resumidamente, o processo de micropropagacao envolve em primeiro lugar a
escolha da planta-mée e do tipo de material vegetal a ser utilizado, tais como meristemas,
gemas, segmentos nodais, folhas, flores, entre outros. Para o sucesso de um protocolo de
micropropagagao a qualidade do explante é fundamental, sendo que a escolha é feita em
funcdo da espécie e cultivar, do objetivo da micropropagag¢ao, do método da cultura de
tecidos e das condi¢des especificas das plantas de origem. Muitas vezes ha que proceder a
uma longa experimentacdo com a fonte do explante, o tipo, o tamanho e qual o tratamento
de desinfegdo superficial (Loberant & Altman, 2010) para ultrapassar a fase inicial de
estabelecimento in vitro.

Todo o material vegetal de partida (explante) é desinfetado superficialmente ja em
condigdes de laboratdrio e em ambiente esterilizado, utilizando por exemplo, hipoclorito de
sodio, alcool, ou outros tratamentos de desinfecdo com produtos quimicos, cuja
concentracdo, tempos de desinfecao e procedimentos diferem de acordo com o material
vegetal. Em seguida procede-se ao estabelecimento da cultura in vitro em condigbes
assepticas em meio de cultura esterilizado. Os explantes colocados em meio de cultura s&o
mantidos em salas de cultura ou crescimento, sob condigbes controladas de temperatura,
intensidade luminosa e fotoperiodo.

Muitos estudos sao iniciados com base em diferentes formulagdes, isto €, testando
diferentes meios de cultura ja que diferentes espécies necessitam de requisitos especificos
(Heller, 1953; Quoirin & Lepoivre, 1977; McCown & Lloyd, 1981; Driver & Kuniyuki, 1984)
sendo o meio de Murashige e Skoog (MS) (1962) um dos meios mais utilizado.
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O meio de cultura a utilizar terd que ser estabelecido de acordo com as exigéncias
nutricionais especificas da espécie, contendo todos os nutrientes necessarios ao
crescimento e desenvolvimento dos explantes, desde macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, inositol bem como uma fonte de carbono (nomeadamente sacarose
ou glucose) e a adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura para permitir obter
as respostas desejadas, sendo necessario também a otimizacao do pH.

O passo seguinte é focalizar os estudos no efeito de diferentes reguladores de
crescimento, incluindo especialmente, citocininas e auxinas, no que diz respeito aos seus
principais efeitos nas culturas in vitro, formagao de novos rebentos e no desenvolvimento
adventicio de raizes, respetivamente.

O balanco entre diferentes tipos e concentracdes de reguladores de crescimento é
importante para regular a desdiferenciacao, para producao de calli, para embriogénese, para
formacdo de rebentos adventicios e/ou multiplicagdo bem como para indugéo e
desenvolvimento de raizes. O explante pode passar primeiro pelo processo de
desdiferenciacdo que é seguido por nova diviséo celular ativa. Este aumento da atividade
mitotica é induzido por processos em resposta ao corte e exposicao a novos componentes
nutricionais e hormonais bem como a novas condigées ambientais. Estes processos incluem
expressao de genes induzidos por feridas, expressdao de fatores de crescimento de
moléculas especificas associados a ferida e moléculas sinalizadoras (por exemplo, o acido
jasmédnico), mudangas no equilibrio hormonal endégeno do tecido, ativagdo metabdlica,
entre outras. Este processo € seguido por proliferagdo continua de callus e/ou regeneragao
(Loberant & Altman, 2010).

e Reguladores de crescimento e sua importancia nas culturas in vitro

Nas plantas superiores a coordenagao do metabolismo, crescimento e morfogénese
depende de mensageiros quimicos que comunicam entre varias partes da planta (Taiz &
Zeiger, 2002). Foi assim que, comparativamente ao que acontece nas células animais, em
1887, Julius von Sachs propbs que esses mensageiros quimicos, que designou de
fitohormonas, fossem os responsaveis pelo crescimento de diferentes 6érgaos da planta. As
fitohormonas sao substancias de baixo peso molecular que, em concentragdes muito baixas
desempenham efeitos especificos no crescimento e diferenciacdo das plantas, sem se
alterarem quimicamente.

As auxinas sao sintetizadas no apice caulinar e radicular, sendo posteriormente
transportadas ao longo de todo o eixo da planta. A principal auxina presente nas plantas € o
acido indol-3-acético (AIA) (Kende & Zeevaart, 1997) embora existam outros compostos
com atividade auxinica, como o acido indol-3-butirico (AIB), acido 2,4-diclorofenoxiacético
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(2,4-D) e o acido a-naftalenoacético (ANA). A utilizacdo de auxinas nos sistemas in vitro é
feita durante a fase de multiplicacdo, normalmente associadas a citocininas, mas é na
formacgao de raizes que elas se tornam indispensaveis (Gaspar & Coumans, 1987).

A presenga de citocininas in vitro € essencial para a indugao da divisdo celular
(George et al., 2008), mas ao contrario das auxinas, niveis elevados de citocininas inibem a
formacao de raizes adventicias (Mala et al., 2009). As citocininas mais utilizadas nos meios
de culturas séo a cinetina (Ki), a 6-benzilaminopurina (BAP), a 2-isopenteniladenina (2-iP) e
a 6-(6-metil-y-hidroximetilalilamino)-purina (Zeatina). As citocininas promovem a proliferagao
de rebentos axilares em oposicdo a dominancia apical promovida pelas auxinas e
apresentam um conjunto variado de efeitos nos processos fisioldgicos e de desenvolvimento
das células, incluindo na senescéncia foliar, na mobilizagdo de nutrientes, na dominancia
apical, na formacao e atividade dos meristemas apicais do caule, no desenvolvimento floral,
na quebra da dorméncia apical e na germinagdo de sementes. As citocininas possuem
também a capacidade de induzir as divisdes celulares em culturas in vitro na presencga de
uma auxina (Taiz e Zieger, 2002).

Quando se utilizam diferentes combinagdes entre auxinas e citocininas € possivel
promover o crescimento diferenciado e a organogénese. Um racio elevado entre auxina e
citocinina favorece a formagéao de raizes, enquanto o contrario induz a formagao de caules e
valores intermédios promovem a proliferacdo do callus. Contudo, a utilizacdo de
concentragbes muito elevadas de auxinas nos meios de cultura pode provocar o
crescimento de estruturas deficientes ou inibir por completo o crescimento celular. Quando a
concentracdo da auxina € baixa, normalmente é favorecida a formacdo de raizes. Estes
dados n&o podem ser aplicados a todas as plantas e as concentra¢des utilizadas variam de
espécie para espécie (Thorpe, 1994). No caso da indugdo por organogénese esta é
influenciada pela natureza do proprio explante, as condicdes em que a planta dadora se
desenvolveu e as condigbes de cultura (Canhoto, 1994) bem como a perda da capacidade
de regeneragdo das plantas devido ao envelhecimento das culturas e o aparecimento de
plantas vitrificadas.

e Metodologias em micropropagacao

Existem principalmente trés metodologias de micropropagagdo para gerar novas

plantas in vitro:

e Por desenvolvimento de gomos axilares
e Pororganogénese

e Por embriogénese somatica
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A proliferacdo por gomos axilares, in vitro, € geralmente considerada uma via
conveniente para a micropropagacao, mesmo que as taxas de multiplicacdo normalmente
obtidas possam ser consideravelmente menores do que pelas outras vias. O
desenvolvimento de gomos axilares nao inclui a fase de callus e a probabilidade de variagao
somaclonal é menor, sendo considerado um sistema “mais seguro” para a preservacao das
caracteristicas clonais. Esta via ndo envolve a regeneracdo de novos gomos ja que apenas
promove o desenvolvimento de meristemas diferenciados ou em diferenciagdo existentes
nas axilas das folhas e nos apices caulinares (Thorpe, 1994; Bhojwani & Razdan; 1996). O
apice caulinar também ja contém muitos gomos axilares em diferentes estagios de
desenvolvimento, podendo ser excisado e colocado em meio de cultura, levando a
proliferacdo massiva e alongamento de rebentos laterais (Loberant & Altman, 2010).

No caso da organogénese ha formacdo de novo de rebentos e/ou raizes, iniciando-
-se com um grupo de células meristematicas diretamente a partir do interior do explante ou a
partir do callus que mais tarde se transforma num rebento ou num meristema radicular
(Thorpe, 1994). O tipo de explante, a composicdo do meio de cultura (especialmente o
balango de reguladores de crescimento) e as condigdes de cultura, podem afetar a formacao
de um rebento ou de um meristema radicular. Uma vez organizados, o rebento ou o
meristema radicular comecam a desenvolver-se formando pequenos rebentos ou raizes.
Outras etapas de organizagdo, diferenciagdo e crescimento incluem a formagado de
conexdes vasculares funcionais entre os rebentos em desenvolvimento e as raizes dando
origem a plantulas (Loberant & Altman, 2010). Posteriormente, estas plantulas serao
colocadas em aclimatizagéo e futuramente cultivadas em estufa ou no campo.

A embriogénese somatica € um processo pelo qual células haploides ou diploides
somaticas se desenvolvem através de diferentes fases embriogénicas dando origem a uma
planta, sem que ocorra a fusdo de gametas. Na embriogénese somatica in vitro ou induzida,
células haploides ou diploides (somaticas) em diferentes estados de diferenciagdo podem,
se adequadamente induzidas por estimulos ambientais ou quimicos, serem reprogramadas
e adquirirem novas competéncias morfogenéticas. A embriogénese soméatica difere da
organogénese ja que naquela a regeneragao € bipolar, isto €, uma célula progenitora divide-
-se de forma desigual, formando simultaneamente um meristema caulinar e um meristema
radicular, dando origem a um grupo de células conhecidas como massas celulares pré
embrionarias A indugdo destas massas € frequentemente favorecida por uma exposicao
inicial do tecido ao &acido 2,4-diclorofenoxiacético ou outra auxina, embora a inducao
embriogénica de uma célula somdtica ndo esteja exclusivamente dependente do uso de
reguladores de crescimento, podendo ser utilizados choques térmicos, variagées nos niveis

de pH e utilizacdo de outros produtos quimicos. Em seguida, as massas sao transferidas
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normalmente para um meio sem auxina ou com concentragado reduzida, muitas vezes em
meio liquido sob agitacdo, em que os embrides somaticos iréo proliferar (Thorpe, 1994).

Em vez da utilizagdo de frascos de vidro com meio de cultura agarizado, poder-se-a
também utilizar biorreatores, que sdo equipamentos para cultura sob imersao temporaria ou
permanente de células, gomos, embrides ou outro tipo de explante que se pretenda utilizar
em micropropagacdo e muitos tém sido os trabalhos publicados, em diferentes espécies,
dando conta da significativa importancia da sua utilizacao (Escalona, 2003; Paek et al.,
2005; Arencibia et al., 2008; Debnath, 2009; Aragén et al., 2010; Debnath, 2010; Jin et al.,
2013). Os biorreatores utilizam meio de cultura liquido, permitem a renovacao do ar durante
a cultura, bem como se pode proceder a monitorizagao de alguns parametros essenciais ao
crescimento do propagulo, tais como pH, oxigénio dissolvido, temperatura, concentracao de
ioes, etc. Hoje em dia, os biorreatores sao utilizados para cultura de células, tecidos, gomos
e plantulas, tendo como objetivo final a produgéo em larga escala. No entanto, podem surgir
problemas quando se tenta transpor o trabalho em frasco para uma escala maior, podendo a
viabilidade celular ser baixa j& que a célula vegetal é altamente sensivel ao stress
provocado pelo atrito entre as células, podendo ocorrer lise como consequéncia da agitagao

do meio de cultura.

e Enraizamento

O enraizamento adventicio € uma resposta multifatorial levando a formagao de novas
raizes na base dos rebento e ao estabelecimento de uma planta completa e auténoma.

Para promover o enraizamento a auxina enddgena produzida no apice do rebento, e
transportada basipetamente até a superficie de corte pode nao ser suficiente e,
normalmente é complementada pela aplicacéo da fitohormona exégena melhorando assim a
resposta de enraizamento (Pop et al., 2011). O tipo de auxina, a concentragdo, 0 modo e
tempo de aplicagcéo, sao aspetos que influenciam marcadamente este processo (Gaspar &
Coumans, 1987; Blakesley, 1994). Dentro do grupo das auxinas, as mais utilizadas séo o
acido indol butirico (AlB), o acido indol acético (AIA) e o &cido naftalenoacético (ANA).
Quanto ao modo de aplicacdo, elas podem ser incorporadas ao meio de cultura quer
durante todo o processo de rizogénese, quer durante um periodo curto de exposigcéo, que
pode ir desde algumas horas até varios dias. Outro processo de aplicacdo consiste na
imersao da base dos rebentos em solu¢des concentradas de auxina durante curtos periodos
de tempo, de alguns segundos a poucos minutos.

O enraizamento adventicio tem essencialmente duas fases principais: (a) a indugéo,
em que poderdo ser requeridas elevadas concentragdes de auxina; (b) a expressao e

desenvolvimento radicular, que € inibida por elevadas concentra¢des de auxina e na qual as
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mudancgas anatémicas tém lugar (Costa et al, 2013). A fase de indugdo envolve
reprogramacao das células alvo para o estabelecimento de meristemdbides na fase de
iniciagdo. Frequentemente, durante o desenvolvimento de meristembides e primérdios
radiculares as concentracées de auxina e compostos fendlicos sdo baixas mas observa-se
uma elevada atividade da peroxidase (Goncalves et al., 1998; Gongalves et al., 2008).

A fase de expressao corresponde ao crescimento dos primordios radiculares através
do tecido do caule e ao estabelecimento de conexdes vasculares entre o primérdio radicular
e o rebento. Este acontecimento é de extrema importancia ja que uma fraca conexao pode
levar a uma raiz nao funcional com consequéncias negativas para a sobrevivéncia do
rebento (Gongalves et al., 1998; Schwambach et al., 2008; Ahkami et al., 2009).

e Aclimatizacao

Apoés a fase de enraizamento, torna-se necessario proceder a adaptagéao das plantas
desenvolvidas em condigbes de heterotrofia para sobreviverem em condi¢des autotroficas.
Nesta fase podem-se considerar determinantes alguns fatores fisicos, tais como luz,
humidade e temperatura, que sdo gradualmente alterados a fim de permitir a planta a
gradual autossuficiéncia fotossintética. Para algumas espécies vegetais esta fase € muito
critica j& que uma elevada percentagem de plantas micropropagadas nao sobrevivem ou o
seu desenvolvimento ndao € de forma alguma o desejado. Por vezes, as plantas
micropropagadas podem apresentar estomas ndo funcionais, uma fraca conexao vascular
entre a parte aérea e a parte radicular ndo havendo um controlo efetivo da transpiracao,
associada a uma débil capacidade fotossintética inicial o que podera contribuir para o
insucesso desta fase (Dubuc & Desjardins, 2007). Inicialmente, as plantas sdo colocadas
em substratos adequados a espécie, em ambiente controlado em termos de luz e
temperatura e a uma humidade elevada, e no final deste periodo de transi¢cdo gradual para
condigdes naturais, espera-se que as plantas readquiram processos fisiolégicos que lhes
permitam a passagem para as condicdes autotréficas, a fim de nao perder todo o

investimento colocado neste processo.

e Micropropagacao em espécies da familia Fabaceae

Até a data ndo foram publicados trabalhos sobre micropropagagcéo desta espécie
pelo que se apresentam alguns trabalhos de micropropagacao noutras espécies da mesma
familia da carqueja, em que sao feitas tentativas de otimizagcdo de procedimentos de
estabelecimento e multiplicacao in vitro e que nos deram orientagdes para 0s ensaios a

desenvolver com a P. tridentatum (L.) Willk.
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Singh & Tiwari (2010) obtiveram um protocolo para multiplicagdo em larga escala de
uma planta medicinal, a Clitoria ternatea L. O protocolo utilizado permitiu regeneracao direta
a partir de explantes do né cotiledonar e, segundo os autores, sdo produzidas plantas
viaveis, uniformes e saudaveis com uma elevada taxa de sobrevivéncia, podendo ser
utilizadas para producdo comercial, sendo importante para a extracdo de compostos
bioativos. O meio de cultura que permitiu melhor desempenho foi 0 meio MS e das trés
citocininas utilizadas (benzilaminopurina, cinetina e tidiazurdo) a BAP (1,5 mgL™) foi a
citocinina mais efetiva na proliferacdo dos rebentos. O nimero maximo de raizes e o
enraizamento a 100% em Clitoria ternatea L. foi obtido por imersao basal dos rebentos em
solucdo de 500 mgL™" de AIB, durante 5 minutos e posteriormente subcultivados em meio
MS com reducdo dos macronutrientes, tendo as plantas regeneradas sido aclimatizadas
com sucesso (Singh & Tiwari, 2010).

Para a espécie Cassia siamea Lam., foi desenvolvido um método eficiente de
propagacgao in vitro, usando o né cotiledonar que foi colocado em meio de cultura MS
suplementado com diferentes concentragdes de BAP, cinetina e tidiazurdo separadamente e
também utilizadas em combinacdo com auxinas (Parveen et al, 2010). Nos tratamentos
apenas com citocininas, a aplicacdo de BAP a 1 uM revelou ser a concentragéo étima para
regeneragao, mas a frequéncia de regeneracdo aumentou com a aplicagéo conjunta de uma
auxina, tendo os autores obtido os melhores resultados em termos de regeneragao, nimero
de rebentos por explante e comprimento méaximo do rebento no meio MS suplementado com
1 uM de BAP e 0,5 uM de ANA (Parveen et al., 2010). Estes resultados obtidos, em termos
de adicao de baixas concentragdes de auxinas juntamente com citocininas na promogao da
regeneragao de rebentos também foram obtidos em Balanites aegyptiaca (L.) Del. (Anis et
al., 2010) e Mucuna pruriens (L.) DC. (Faisal et al., 2006). No trabalho de Parveen et al.
(2010), os rebentos foram ainda enraizados com sucesso utilizando meio de cultura MS,
com os nitratos reduzidos a metade e suplementado com 2,5 pM de AIB, tendo sido
demonstrado que baixas concentragdes de auxina séo preferiveis as altas concentragdes ja
que estas favorecem a formacgéo de callus na parte basal antes da indugao radicular, o que
pode resultar em conexdes vasculares deficientes entre o rebento e as raizes induzidas,
afetando posteriormente a percentagem de sobrevivéncia das plantas. Estes resultados séo
similares a outros trabalhos em leguminosas como por exemplo em Pterocarpus marsupium
Roxb. (Chand & Singh, 2004), Cassia angustifolia (Agrawal & Sardar, 2006), Pterocarpus
santalinus L. (Prakash et al., 2006) e Clitoria ternatea L. (Shahzad et al., 2007) em que a
utilizacdo de baixas concentragbes de AIB no enraizamento apresentou os melhores
resultados.

Para a espécie Pterocarpus santalinus L., utilizando explantes de apices caulinares,
a maior percentagem de regeneragao de rebentos (83,3%) foi obtida utilizando o meio de
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cultura de Murashige e Skoog suplementado com 1 mgL™" de BAP juntamente com 0,1 mgL™
de tidiazurao (TDZ) apos 45 dias de cultura (Balaraju et al., 2011). Os autores afirmam que
este sistema de micropropagacéao utilizando explantes de apices caulinares, podera servir
de base para desenvolver protocolos para um fornecimento continuo de P. santalinus L.
para fazer face a crescente procura desta valiosa lenhosa com propriedades farmacol6gicas
e medicinais.

Para Albizia lebbeck (L.) Benth., foi desenvolvido um eficiente e reprodutivel
protocolo para regeneragao de rebentos in vitro usando explantes radiculares (Perveen et
al., 2011). Estes explantes radiculares foram provenientes de plantulas jovens, com 15 dias
de idade e foram colocados em meio MS suplementado com diferentes concentracdes de
BAP, Ki e 2-iP isoladamente ou em combinacdo com ANA. A taxa mais elevada de
multiplicacdo (16 + 1,87 para o numero médio de rebentos e 5,16 * 0,38 cm para
comprimento da parte aérea) foi alcangada em meio MS suplementado com 7,5 uM BAP e
0,5 uM ANA. O enraizamento foi obtido usando 1/2MS e suplementado com 2 yM de AIB
(com uma média de raizes de 5,20 + 0,83 e comprimento médio da maior raiz de 4,4 + 0,67
cm) tendo sido atingida uma taxa de sobrevivéncia de 80%.

Em Desmodium gangeticum (L.) DC, foram utilizados segmentos nodais colocados
em meio de cultura base de MS, suplementado com varias concentragbes de cinetina e
benziladenina, tendo sido obtida a melhor taxa de multiplicagdo na concentragcao de 0,5
mgL™" de BA (Puhan & Rath, 2012). Nesse mesmo trabalho, os rebentos regenerados foram
colocados em enraizamento, em meio de cultura com diferentes concentracdes de auxina,
tendo havido 100% de enraizamento no meio MS suplementado com 1 mgL™" de AIB. Os
autores consideraram este protocolo como muito Util e eficiente quer para utilizagdo em
plantacdes em larga escala com material de qualidade quer para programas de conservagao
de germoplasma.

Um protocolo eficaz de multiplicagdo in vitro a partir de explantes folheares também
foi conseguido em Acacia caesia (L.) Willd., onde para a regeneracao dos rebentos foi
utilizando meio MS suplementado com AIB, BAP, TDZ e GA3 em varias concentragdes e
para o enraizamento dos mesmos foi utilizado Y2 MS suplementado com diferentes
concentragdes de AIB, AIA e Ki. O meio mais eficaz na indugé&o de rebentos foi o meio de
MS suplementado com uma combinacdo de AIB e TDZ nas concentracdes de 2 e 5 mgL™
respetivamente. O meio de MS com redugédo dos nitratos para metade com AIB e Ki nas
concentragdes de 2 e 0,4 mgL™ respetivamente induziu ao melhor desempenho em termos
de enraizamento e comprimento da maior raiz (Thambiraj & Paulsamy, 2012).

Em Thermopsis turcica Kit Tan, Vural & Kugukoduk (Tekdal & Cetiner, 2014), uma
espécie que esta em vias de extingdo na Turquia, foram utilizados explantes folheares
colocados em meio de cultura MS suplementado com uma combinacéo de 2 mgL™ de ANA
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e 0,5 mgL" de zeatina obtendo valores de regeneracdo elevados (93,3%). As plantulas
regeneradas foram enraizadas em meio de cultura contendo 2 mgL™ de AIB com surgimento
de raizes no final da segunda semana.

Dos trabalhos feitos em todas estas espécies, podemos verificar que a formulacao de
Murashige e Skoog (1962) foi a mais utilizada e com muito sucesso quer para a fase de
estabelecimento/multiplicacéo quer para a fase de enraizamento. Também a variante desta
formulacdo com a reducao dos nitratos a metade foi algumas vezes referenciada. No que diz
respeito aos reguladores de crescimento € notéria a importancia e o efeito das citocininas no
estabelecimento/multiplicacdo, em particular da benzilaminopurina, isoladamente ou
associada a uma auxina, neste caso acido indol acético. Ja no enraizamento, a formulagao
de Murashige e Skoog (1962) é de novo a mais citada, suplementada com &cido indol
butirico como indutor da rizogénese.

Na auséncia de formulagdes e combinagées hormonais para a micropropagacao da
P. tridentatum (L.) Willk., foi selecionada a formulagdo de Murashige e Skoog (1962) para o
estabelecimento e para a multiplicacao desta espécie, também com a variante dos nitratos
reduzidos a metade e associadas a varias combinagdes de reguladores de crescimento. No
enraizamento optou-se por tentar desenvolver uma metodologia com menores custos
associados 0 que em termos comerciais podera ser uma mais-valia para a possivel
propagacao em larga escala desta espécie.

De acordo com o que foi referido anteriormente e, resumidamente, o objetivo deste
trabalho de micropropagagao em P. tridentatum (L.) Willk. foi o de desenvolver um sistema
de propagacao in vitro replicavel e o mais eficiente possivel por forma a viabilizar a sua
utilizagdo em termos comerciais. Para isso foram testados varios protocolos que a seguir se
descrevem em Materiais e Métodos.
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4.2. Materiais e métodos

4.2.1. Material vegetal

O material vegetal foi colhido nos trés locais ja descritos no ponto 3.1., junto com o
material vegetal para os diversos ensaios, nos meses de outubro, fevereiro e maio. As
plantas de carqueja foram identificadas pela Flora Ibérica, sendo as plantas provenientes da
zona do Orvalho identificadas como Pterospartum tridentatum (L.) Willk. subsp. lasianthum
(Spach) Talavera & P.E.Gibbs (Fig. 1.1) e na zona da Malcata (Fig. 1.2) e Gardunha (Fig.
1.3) como Pterospartum tridentatum (L.) Willk. subsp. cantabricum (Spach) Talavera &
P.E.Gibbs.

Inicialmente foram utilizados como explantes partes aéreas/estacas das plantas
silvestres (Fig. 4.1) que apds diversas metodologias de desinfegdo ndo permitiram a
obtengao dos explantes diretamente dos gomos abrolhados da planta silvestre ja que todo o
material infetou.

Figura 4.1. Material vegetal de P. tridentatum colhido no campo. (A) Malcata, (B) Orvalho, (C)
Gardunha.

Tendo recolhido plantas no seu habitat natural, em cada um dos trés locais, as
mesmas foram envasadas (Fig. 4.2) e colocadas em estufim (ARALAB, Fitoclima 500EH)
em condigbes controladas de luz, humidade e temperatura para que fosse promovido o
abrolhar dos gomos. Apenas do material vegetal colhido em fevereiro foi possivel obter
rebentos dos gomos vegetativos sem infegbes para continuacdo do ensaio de
estabelecimento (Fig. 4.2 B).
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Figura 4.2. Plantas silvestres de P. tridentatum envasadas (A) e pormenor de rebentos jovens
desenvolvidos em condigbes laboratoriais (seta) (B).

4.2.2. Estabelecimento in vitro

Os rebentos provenientes dos gomos abrolhados, em condigdes laboratoriais, foram
lavados em agua corrente durante 30 minutos e sujeitos a uma pré-desinfecdo com
fungicida Benlate (Du Pont) na concentracdo de 2 gL' durante 15 minutos. Apds esse
periodo foram seccionados segmentos nodais e iniciou-se um procedimento de desinfegao
ja em condicdes assépticas e realizada em camara de fluxo laminar horizontal que consistiu
em:

e Imersao em alcool a 70% durante 30 segundos;

e Imersdo em solugao de hipoclorito de sodio (1:3 e 1:4, viv) com duas ou trés
gotas de Tween 20 durante 15 minutos;

e Passagem por agua destilada esterilizada (operagao repetida 3 vezes, ficando
0s segmentos nodais na 42 agua destilada esterilizada).

Este procedimento de desinfecdo inicial ndo se mostrou eficaz uma vez que
infetaram 100% dos explantes. Assim sendo, foram realizados outros procedimentos de
desinfecdo superficial com novas propor¢des de hipoclorito de sédio (1:2 e 1:3) e com
tempos de imersdo entre 10 e 20 minutos. Durante a permanéncia dos explantes em
hipoclorito de sédio, estes foram mantidos a baixa temperatura (Fig. 4.3) de modo a que a
libertagdo do cloro da solugdo fosse minimizada, uma vez que a temperatura baixa inibe a
decomposicao do hipoclorito de sédio em cloreto de sédio e, assim, a desinfe¢ao fosse mais

eficaz.
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Paralelamente procedeu-se a desinfecdo de explantes com substituicdo do
hipoclorito de sodio por bicloreto de mercurio (Cl,Hg) a 0,05%, 0,08% e 0,1% durante 1, 2, 3

e 4 minutos.

Figura 4.3. Rebentos de P. tridentatum no processo de desinfegao com hipoclorito de sédio a
baixa temperatura.

Os explantes foram estabelecidos em tubos de ensaio (150x@25mm) contendo
cada um 15 mL de meio base (macronutrientes, micronutrientes e vitaminas de Murashige e
Skoog (1962)) (Anexo 3) suplementado com 30 gL' de sacarose, 2 mgL"' de BAP (6-
Benzilaminopurina) + 0,5 mgL™" de AIB (Acido indol-3-butirico). O pH foi ajustado entre 5,5 e
5,6 com HCI 1N ou NaOH 1N sendo posteriormente adicionado agar (marca Sigma), numa
concentracdo de 7 gL ™. A esterilizacdo dos meios foi feita em autoclave a 121°C, 1 atm e
durante 20 minutos. Ap6s inoculacdo do material vegetal, as culturas foram mantidas numa
sala de cultura com 25 °C dia e 22 °C noite (+ 1°C) e fotoperiodo de 16h. A iluminagao foi
feita por lampadas fluorescentes, tipo “cool white” com intensidade luminosa de 4545 pmol
m?s’.

As repicagens seguintes, para obtengédo de populagéo stock, efetuadas cada quatro
semanas, durante 3 repicagens sucessivas, foram feitas em frascos (85xe65mm) com 50
mL de meio de cultura base suplementado com 1 mgL™ de BAP juntamente com 0,5 mgL"
de AIB contendo sete explantes por frasco.

4.2.3.Fase de multiplicacao

Para os ensaios da fase de multiplicacéo foram utilizados explantes secundarios com
102 mm de comprimento, tendo sido colocados em meio de cultura base ou com redugéo
de nitratos a metade (MS(1/2NOg)). Os meios foram suplementados com BAP ou com AIB
em diferentes concentragdes e também em utilizagdo conjunta (Tab. 4.1).
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Tabela 4.1. Meios de cultura utilizados em fase de multiplicagéo.

Meio Citocinin'ﬂ Auxina_1
(BAP, mgL") (AIB, mgL™)

MS - -

MS 1

MS - 0,5

MS 1 0,5
MS(1/2NOg) - -
MS(1/2NO3) 1 -
MS(1/2NOg) - 0,5
MS(1/2NQO3) 1 0,5

Legenda: MS - Meio de Murashige e Skoog (1962); MS(1/2NQs) - Meio de Murashige e Skoog (1962) com
reducéo de nitratos a metade; BAP - 6-Benzilaminopurina; AIB - Acido indol-3-butirico.

O meio foi solidificado com 7 gL de agar (Sigma) e o pH foi ajustado entre 5,5 e 5,6
com HCI 1N ou NaOH 1N antes de autoclavar a 121°C, 1 atm, durante 20 minutos. Foram
utilizados frascos (85xe65mm) com 50 mL de meio de cultura e 7 explantes por frasco,
tendo as condic¢des de cultura sido idénticas as descritas para a fase de estabelecimento.

Para cada um dos trés locais de recolha (Malcata, Orvalho e Gardunha) e para cada
uma das oito modalidades, foram utilizados 40 explantes (segmentos nodais) e a
experiéncia foi repetida trés vezes, num total de 2880 explantes (3x8x40x3).

Nesta fase e ap6s 4 semanas de cultura, foi avaliada quantitativamente (sem analise
estatistica) a percentagem de explantes viaveis, a percentagem de explantes infetados e a
percentagem de explantes mortos (inviaveis) para cada um dos locais de origem do material
vegetal e para cada uma das combinagdes do meio de cultura (nutrientes e reguladores de
crescimento). Em termos quantitativos e com andlise estatistica foram avaliados o numero
de rebentos produzidos (NReb), o comprimento do maior rebento (CMReb), o comprimento
do menor rebento (CmReb) e a taxa de multiplicagdo (TxM) (numero de explantes
secundarios possiveis de utilizar no subcultivo seguinte).

4.2.4. Enraizamento e aclimatizacao

Para estudar a capacidade de enraizamento dos rebentos provenientes do processo
de multiplicagéo foram utilizados rebentos com origem na Serra da Malcata, com cerca de 5
cm (x1 cm) de comprimento, provenientes da populagdo stock nas condigdes de cultura
descritas anteriormente. A razdo de se apresentarem apenas resultados de enraizamento
com o material vegetal proveniente da Serra da Malcata resultou do facto dos ensaios que
foram estabelecidos com as outras origens (Orvalho e Gardunha) terem decorrido num
periodo em que se registaram graves problemas de funcionamento da sala de cultura que

inviabilizaram a obtencao de resultados crediveis.
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A inducao radicular foi feita em condi¢cdes ndo asséticas, ex vitro, por imersao dos
15 mm basais do rebento em solucdo hidroalcodlica de auxina (Fig. 4.4), em diferentes
concentracoes e em diferentes tempos de exposicdo a mesma (Tab. 4.2), sendo efetuado

um controlo sem indug&o auxinica.

Figura 4.4. Imersao basal dos rebentos de P. tridentatum da Serra da Malcata em auxina
para inducao radicular.

Tabela 4.2. Concentracdo de AIB e tempos de exposi¢ao para indugao radicular.

Concentracao de AIB Tempo de exposicao ao AlB

(gL™ (segundos)

O -

0,5 30

0,5 60
1 30
1 60
2 30
2 60

Legenda: AIB - Acido indol-3-butirico.

Os rebentos apo6s indugéo foram colocados em caixas de poliestireno expandido de
80x40x17 cm com substrato de turfa:perlite (1:2, v:v) humedecido a 70% com solugéo
nutritiva de 2MS 4NO; e esterilizado a 121 °C durante 1 hora. As caixas foram tapadas
com tampa acrilica transparente, onde 0s rebentos permaneceram durante 4 semanas para
expressao e desenvolvimento radicular.

Foram utilizados 15 rebentos por modalidade e foram feitas 2 repeticdes num total de
210 rebentos (1x7x15x2) sendo colocados na sala de cultura nas condigbes ja descritas
para estabelecimento e multiplicagdo. Ap6s o periodo de quatro semanas foram

quantificados os seguintes parametros: percentagem de enraizamento (% Enr), niumero de
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raizes (NRaizes), comprimento da maior raiz (CMRaiz), comprimento da menor raiz
(CmRaiz) e comprimento do rebento enraizado (CReb).

As plantulas enraizadas foram transplantadas para sacos de plastico com volume de
500 cm® contendo uma mistura de turfa, substrato e terra (3:1:1, v/v). Foram colocadas em
estufim de aclimatizacdo sob intensidade luminosa de 250+10 uymol m? s™' e fotoperiodo de
16 horas (lampadas fluorescentes “cool white”) com reduc¢do gradual da humidade relativa

de 95% até 50% ao longo de 4 semanas.

4.2.5 Analise estatistica dos resultados

Para os parametros quantificados nas fases de multiplicacao e enraizamento o efeito
dos tratamentos realizados foi analisado por andlise de variancia (ANOVA) no programa
Statistica, Versao 7. Para valores de F significativos (p<0,05) foi aplicado o teste de
comparagéo de médias de Duncan sendo que nas figuras e tabelas, colunas com letras
diferentes sdo estatisticamente diferentes.
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4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Estabelecimento in vitro

De todas as modalidades testadas para desinfecdo do material vegetal, a utilizacao
do bicloreto de mercurio e do hipoclorito de sddio a baixa temperatura, foram as que
permitiram obter os melhores resultados na desinfecdo do material vegetal e,
consequentemente permitir a viabilidade de explantes para estabelecimento. No caso do
bicloreto de mercurio as combinacdes de 0,05% durante 2 minutos para o Orvalho e para a
Malcata e 0,08% durante 2 minutos para a Gardunha, permitiram percentagens de explantes
viaveis entre 20% a 42% (Fig. 4.5). Ja no caso do uso do hipoclorito de sédio, a combinagao
de 1:3 (v:v) durante 10 minutos a baixa temperatura permitiu a obtencdo de 30 a 40% de
explantes viaveis (Fig. 4.6).

50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

Viaveis (%)

0,08% b. m. (2 min.) | 0,05% b. m. (2 min.) | 0,05% b. m. (2 min.)

Gardunha Orvalho Malcata

Figura 4.5. Percentagem de explantes viaveis utilizando bicloreto de mercurio (b.m.) como
desinfetante.
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Figura 4.6. Percentagem de explantes viaveis utilizando hipoclorito de s6dio 1:3 durante 10 minutos.

Estes resultados demonstram a dificuldade de estabelecer in vitro material vegetal
proveniente diretamente do campo, face aos elevados niveis de contaminantes superficiais
que este tipo de material apresenta. A bibliografia com referéncia a percentagens de
sucesso nesta fase é escassa, mas varios sao os autores que referem dificuldades nesta
primeira fase da micropropagacao, dai recorrerem a agentes desinfetantes com maior
toxicidade mas que se podem apresentar, muitas vezes, como a Unica alternativa de
viabilizar o processo (Parkinson et al.,, 1996; Moutia & Dookun, 1999; Singh et al., 2006;
Holobiuc et al., 2009).

Na Figura 4.7, apresentam-se explantes na fase de estabelecimento em meio MS,
suplementado com 2 mgL™" de BAP + 0,5 mgL™ de AIB.

\ - \|.37

Figura 4.7. Estabelecimento in vitro de P. tridentatum. (A) Gardunha, (B) Orvalho, (C) Malcata.

Ao fim de quatro semanas, procedeu-se ao subcultivo dos explantes verificando-se
uma elevada viabilidade (entre 92 e 97%) e uma baixa percentagem de novas infecoes
(entre 3 e 9%) (Fig. 4.8).
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Figura 4.8. Resultados obtidos apds o primeiro subcultivo para cada uma das populagdes em estudo.

Iniciou-se entdo um ciclo de repicagens a fim de obter uma populagado stock que
permitisse o delinear dos ensaios de multiplicagcdo. Ao fim dos dois meses em
estabelecimento os explantes apresentavam um aspeto vigoroso, com forte rebentamento

axilar embora com algumas diferengas morfologicas entre si (Fig. 4.9).

Figura 4.9. Explantes de P. tridentatum ao fim de 2 meses de estabelecimento. (A) Orvalho, (B)
Gardunha, (C) Malcata.

Durante o estabelecimento in vitro nenhum dos explantes em tubo de ensaio
apresentou libertagcdo de fendis para o meio de cultura, mostrando-se sempre com
coloracéo verde e sem vitrificagéao (Fig. 4.10).
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Figura 4.10. Aspeto das culturas de P. tridentatum ao fim de 3 meses de estabelecimento. (A)
Orvalho, (B) Gardunha, (C) Malcata.

4.3.2. Fase de multiplicacao

Nesta fase foi avaliada quantitativamente a % de rebentos viaveis, a % de explantes
infetados e a % de explantes mortos (inviaveis) para cada um dos locais de origem do
material vegetal e para cada uma das combinagbes do meio de cultura (nutrientes e
reguladores de crescimento). Em termos estatisticos foram avaliados a influéncia do local de
origem do material vegetal e da composi¢cdo do meio de cultura (nutrientes e reguladores de
crescimento) na promogao de rebentos axilares, no seu comprimento bem como na taxa de
multiplicagao.

Nas Figuras 4.11, 4.12 e 4.13 apresentam-se o0s resultados obtidos para a
viabilidade, infe¢cbes e mortalidade dos explantes, respetivamente para os locais Gardunha,
Orvalho e Malcata. Como se pode verificar, a viabilidade apresenta o valor mais baixo para
a Malcata no meio de cultura MS suplementado com 1 mgL™" de BAP (82%) e nos restantes
a viabilidade é sempre superior a 85%.

100
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20 - L Mortos
10
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Meios de cultura

Figura 4.11. Percentagem de explantes viaveis, infetados e mortos no ensaio de multiplicagéo de
P. tridentatum para o local Gardunha.
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Verifica-se também para qualquer um dos locais que a percentagem de infecbes é

diminuta bem como o nimero de mortos.
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Figura 4.12. Percentagem de explantes viaveis, infetados e mortos no ensaio de multiplicagéo de
P. tridentatum para o local Orvalho.
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Figura 4.13. Percentagem de explantes viaveis, infetados e mortos no ensaio de multiplicagao de
P. tridentatum para o local Malcata.

Na analise dos resultados obtidos com os diferentes ensaios de multiplicacao para os
parametros quantificadores verifica-se que o fator local de origem e combinagcdes de meio
de cultura provocam efeitos com diferengas significativas. Assim, no caso do local de origem
do material vegetal, para os trés locais estudados, Malcata, Gardunha e Orvalho, verifica-se

que o material proveniente do Orvalho apresenta os valores mais altos para o numero de
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rebentos (4,4) e para a taxa de multiplicacado (12,4) seguindo-se o material da Gardunha,
com média de 4 novos rebentos e uma taxa de multiplicagdo de 7,8 ndo diferindo
estatisticamente da taxa de multiplicacao obtida para o material da Malcata (Tab. 4.3).

Tabela 4.3. Parametros da fase de multiplicagao para os 3 locais de origem de P. tridentatum.

Local NReb CMReb CmReb TxM
(cm) (cm)

Malcata 34c 3,8a 1,38 a 7,7b

Gardunha 40b 28¢c 1,17 b 78b

Orvalho 4.4 a 3,6 b 1,32 a 124 a

Legenda: NReb — nimero de rebentos; CMReb — comprimento do maior rebento; CmReb — comprimento do
menor rebento; TxM — taxa de multiplicacéo.
Nas colunas, letras iguais indicam que as médias nao sao significativamente diferentes (p<0,05).

Quando se analisam os parametros da fase de multiplicagdo e de que forma foram
influenciados pelo tipo de meio utilizado pode-se afirmar que a presenga de reguladores de
crescimento é condicdo indispensavel para a reatividade do material em cultura. De facto,
quer na formulagao de MS quer na formulagao de MS(1/2NOs3) a auséncia de reguladores de
crescimento originou culturas com desenvolvimentos muito incipientes e com o0s piores
resultados para todos os parametros quantificados (Tab. 4.4). Também é possivel referir que
a formulagdo completa de MS se mostrou mais favoravel na promogéao do desenvolvimento
das culturas, comparativamente com a formulagdo de MS com os nitratos reduzidos a
metade (no caso do numero de rebentos para a formulagdo de MS registaram-se valores
entre 2,2 e 7,1 e para a formulagdo com nitratos a metade valores entre 1,6 e 4,2, 0 mesmo
se passando para os restantes parametros). O meio MS com redugdo dos nitratos e sem
adicdo de reguladores de crescimento apresentou os valores mais baixos, em todos os
parametros e para todas as localizagdes, mas nao inibiu o crescimento dos rebentos e a sua
proliferagdo, embora o0s rebentos se considerassem muito pouco alongados para
continuarem em repicagens subsequentes (Tab. 4.4).
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Tabela 4.4. Parametros da fase de multiplicacao para as diferentes combinacées de meio de
cultura e suplementos de reguladores de crescimento de P. tridentatum.

Meio RegCresc NReb CMReb CmReb TxM
BAP (mgL™") AIB (mgL™) (cm) (cm)

MS 22e 2,7e 1,4 be 34e
1,0 75a 46b 16a 23,2a
0,5 35¢ 3,3d 1,6a 7.4d
1,0 0,5 71a 5,6 a 1,5 ab 19,4b

MS(1/2NQO3z) - 1,6 f 1,69 0,9d 1,7 f
1,0 3,0d 25f 0,8d 38e
0,5 22e 2,6 ef 1,3¢ 2,9 ef
1,0 0,5 42b 43¢ 1,3¢ 10,9 ¢

Legenda: MS - Meio de Murashige e Skoog (1962); MS(1/2NOs) - Meio de Murashige e Skoog (1962) com
reducdo de nitratos a metade; RegCresc - regulador de crescimento; BAP - 6-Benzilaminopurina; AIB - Acido
indol-3-butirico; NReb - nimero de rebentos; CMReb - comprimento do maior rebento; CmReb - comprimento do
menor rebento; TxM - taxa de multiplicag&o.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias nao séo significativamente diferentes (p<0,05).

Quanto ao efeito dos reguladores de crescimento verifica-se que na sua auséncia se
obtém os piores valores para os parametros quantificados e que é altamente significativo o
efeito da BAP na promogao e desenvolvimento das culturas. Se verificarmos os resultados
obtidos na formulacao de MS, a presenga de BAP, com ou sem AIB, obteve os valores mais
elevados para todos os parametros com especial destaque para o numero de rebentos e
taxa de multiplicacdo (para o numero de rebentos valores de 7,5 e 7,1 com BAP contra 2,2 e
3,5 sem BAP e para a taxa de multiplicagéo valores 23,2 e 19,4 com BAP contra 3,4 e 7,4
sem BAP). Também para os parametros do comprimento do maior e do menor rebento
formado se pode observar um padrdao de comportamento semelhante.

Da analise estatistica da interacdo entre estes dois fatores (local de origem do
material vegetal e combinag¢des de meios de cultura) obtiveram-se valores significativos dai
que fosse considerado pertinente apresentar os resultados dessa interagao por forma a se
ver mais em detalhe o efeito de cada uma das formulagbes em cada um dos materiais
vegetais de acordo com o seu local de origem.

No geral, para o local Orvalho verificou-se que o meio de cultura MS suplementado
com 1 mgL" de BAP promoveu resultados significativamente diferentes nos parametros:
namero de rebentos (Fig. 4.14), comprimento médio do maior rebento (Fig. 4.15)
comprimento médio do menor rebento (Fig. 4.16) e taxa de multiplicagédo (Fig. 4.17).
Verifica-se assim, a importancia desta citocinina na promog¢édo da divisdo celular como
também no processo fisioldgico de crescimento e diferenciacdo de células vegetais, sendo
que em P. tridentatum (L.) Willk. este regulador é um requisito essencial para a indugao de
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multiplos rebentos. Neste estudo, a BAP (1 mgL™) foi de facto muito efetiva no nimero de
rebentos e nimero de segmentos para o caso da localizagao Orvalho.

Para o comprimento do maior rebento e nimero de segmentos passiveis de serem
utilizados em subsequentes repicagens, verificou-se que nos locais Malcata e Gardunha, a
composicao do meio de cultura que obteve resultados significativamente superiores foi o
meio de cultura MS suplementado com a combinacdo de 1 mgL™" de BAP e 0,5 mgL™" de
AIB. O uso simultdneo da auxina com citocinina aumentou ndo s6 o numero de rebentos
(Fig. 4.14) como também o seu comprimento (Fig. 4.15 e 4.16) e o niumero de segmentos
que se podem utilizar em subcultivo (Fig. 4.17), pelo que se conclui ser o meio que melhor
promoveu crescimento e a excelente proliferagdo da parte aérea ou seja, € 0 meio com

maior eficacia em fase de multiplicagao.
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Figura 4.14. Numero de rebentos formados em cada meio de cultura para os locais Orvalho,

Gardunha e Malcata.

Legenda: MS - Meio de Murashige e Skoog (1962); MS(1/2NQs) - Meio de Murashige e Skoog (1962) com
redugéo de nitratos a metade; BAP - 6-Benzilaminopurina; AIB - Acido indol-3-butirico.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 4.15. Comprimento médio do maior rebento em cada meio de cultura para os locais Orvalho,
Gardunha e Malcata.

Legenda: MS - Meio de Murashige e Skoog (1962); MS(1/2NQs) - Meio de Murashige e Skoog (1962) com
reducéo de nitratos a metade; BAP - 6-Benzilaminopurina; AIB - Acido indol-3-butirico.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 4.16. Comprimento médio do menor rebento em cada meio de cultura para os locais Orvalho,
Gardunha e Malcata.

Legenda: MS - Meio de Murashige e Skoog (1962); MS(1/2NQs) - Meio de Murashige e Skoog (1962) com
reducéo de nitratos a metade; BAP - 6-Benzilaminopurina; AIB - Acido indol-3-butirico.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 4.17. Nimero de segmentos em cada meio de cultura para os locais Orvalho, Gardunha e

Malcata.

Legenda: MS - Meio de Murashige e Skoog (1962); MS(1/2NQs) - Meio de Murashige e Skoog (1962) com
reducéo de nitratos a metade; BAP - 6-Benzilaminopurina; AIB - Acido indol-3-butirico.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).

Na Figura 4.18 pode-se verificar o aspeto dos rebentos que estiveram no meio de
cultura MS suplementado com 1 mgL™ de BAP em fase de multiplicagido para o Orvalho,
para a Gardunha (Fig. 4.19) e Malcata (Fig. 4.20) no meio de cultura MS suplementado com
1 mgL" de BAP e 0,5 mgL™" de AIB.

Figura 4.18. Rebentos de P. tridentatum do local de recolha Orvalho no final da fase de
multiplicacdo, que estiveram no meio de cultura MS suplementado com 1 mgL™ de BAP.
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Figura 4.19. Rebentos de P. tridentatum do local de recolha Gardunha no final da fase de
multiplicacdo, que estiveram no meio de cultura MS suplementado com 1 mgL™" de BAP e 0,5 mgL"
de AIB.

Figura 4.20. Rebentos de P. tridentatum do local de recolha Malcata no final da fase de
multiplicacdo, que estiveram no meio de cultura MS suplementado com 1 mgL™" de BAP e 0,5 mgL"
de AIB.

A importancia duma citocinina e, dentro delas, a BAP na multiplicagcdo de rebentos e
organogénese tem sido largamente referenciada por diversos autores (Rout et al., 2008;
Vengadesan & Pijut, 2009; Aggarwal et al., 2010), uma vez que as citocininas, em geral, sdo
conhecidas por estimular processos de divisdo celular e inibir a dominancia apical e dai
estimularem a diferenciagéo e multiplicagao de rebentos.

Zhai et al. (2011) em Caragana fruticosa (Pall.) Besser obtiveram uma proliferacéo e
alongamento dos rebentos significativamente superior utilizando meio MS completo ou com
reducéo dos nitratos e suplementado com 0,44 uM de BAP, relativamente a outros meios.
Para além disto, os rebentos colocados em meio MS apresentaram folhas sempre verdes e

115



rebentos alongados enquanto que nos restantes meios de cultura os rebentos
apresentaram-se muito pouco alongados para serem utilizados como explantes em
multiplicacdes sucessivas e as folhas exibiram algumas cloroses.

Aggarwal et al. (2012) em Eucalyptus tereticornis Sm. testou citocininas em
combincdo com a auxina ANA na multiplicagdo de rebentos e seu alongamento. Das
citocininas testadas a BAP mostrou ser mais efetiva do que a cinetina ou o tidiazurdo. Neste
mesmo trabalho, a utilizacdo de concentracdes elevadas de BAP (= 2,5 uM) promoveram a
multiplicagado de rebentos e concentragdes inferiores (< 1,0 uM) promoveram o alongamento
dos rebentos.

Bisht et al. (2012) em Polygonatum verticillatum (L.) All. obtiveram a melhor resposta
em termos de maior nimero de rebentos (8,6) com um comprimento médio do rebento de
4,7 cm em meio de cultura MS suplementado com 1,0 mgL™" de BAP e 0,5 mgL™' de ANA.

Coelho et al. (2012) em Thymus lotocephalus G. Lopez & R. Morales obtiveram os
melhores resultados em termos de nimero de rebentos e comprimento do maior rebento
utilizando a formulagédo de MS completa, embora a utilizagdo do meio de cultura MS com
reducdo para metade dos macronutrientes ndo apresentasse diferencas significativas
relativamente ao MS completo no que respeita ao numero médio de rebentos. Neste estudo,
o meio de cultura MS suplementado com benziladenina em diferentes concentra¢des
apresentou o maior numero de rebentos, embora a percentagem de rebentos com
hiperhidricidade fosse elevada e os rebentos apresentassem alongamento
significativamente inferior relativamente aos meios sem adicdo de citocininas. A
hiperhidricidade caracteriza-se por um distarbio morfoldgico e fisiolégico que ocorre em
plantas propagadas in vitro cujos caules e folhas apresentam-se espessos, rigidos e
facilamente quebraveis. Alguns fatores podem contribuir para estas alteragdes fisiolégicas,
como a disponibilidade de agua, teor de micronutrientes e desequilibrio hormonal no meio
de cultura. Neste trabalho, a adicdo de auxinas ao meio de cultura MS com 1,0 mgL™" de
benziladenina aumentou significativamento o numero de rebentos; contudo, o comprimento
dos rebentos foi superior nos meios de cultura suplementados com 0,2 mgL™" de zeatina ou
apenas com 1,0 mgL™ de benziladenina.

Fatima & Anis (2012) em Withania somnifera L. mostraram que concentragdes de
BAP superiores a 2.5 yM diminuem o numero de rebentos e o comprimento do mesmo. Para
estes autores, a reducdo do potencial de regeneracdo pode ser devido ao efeito prejudicial
da alta concentragdo sobre as células predeterminadas para formar gomos vegetativos.
Neste mesmo estudo, foi feita uma comparacgéo da relativa eficacia de diferentes citocininas
na formagcédo de novos rebentos revelando-se a benziladenina superior a cinetina (Ki) e a
2-iP. Para esta espécie, mostrou-se eficaz a combinagdo de uma concentragdo baixa de

auxina com uma elevada concentragao de citocinina na inducao e multiplicacao de rebentos.
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A adicdo de ANA aumentou marcadamente a percentagem de regeneracdo, numero de
rebentos e comprimento do mesmo, enquanto que o AlB ndo melhorou significativamente os
parametros avaliados.

Mahesh & Jeyachandran (2013) desenvolveram um eficiente protocolo de
micropropagac¢ao em Trichodesma indicum (Linn) R. Br. com explantes apicais, colocados
em meio de cultura MS suplementado com 4,44 uM de BAP e 2,69 uM de ANA, registando
neste meio o maior nimero de rebentos (9,9) e 0 maximo comprimento médio do rebento
(5,6 cm). Estes autores referem ainda que a utilizacao do meio de cultura MS suplementado
apenas com 4,44 uM de BAP foi também efetivo na inducdo de multiplos rebentos,
apresentando em média 6,8 rebentos por explante com um comprimento médio de 3,5 cm.
No entanto, a combinacdo de BAP com ANA incrementou significativamente a resposta do
explante apical o que para os referidos autores evidencia um sinergismo entre os dois
reguladores de crescimento, em especial quando utilizam 4,44 uM de BAP juntamente com
2,69 uM de ANA, ja a utilizacdo conjunta de 4,44 uM de BAP com diferentes concentragbes
de AIA nado incrementou significativamente os parametros avaliados.

Também nos trabalhos de Phulwaria et al. (2013) em Ceropegia bulbosa Roxb. foi
obtida regeneracdo de rebentos a partir de callus utilizando meio de cultura MS
suplementado com BAP ou com BAP em combinagdo com AIA ou ANA. Neste trabalho o
maximo numero de rebentos regenerados (25,5) foi obtido em meio de cultura MS contendo
1,0 mgL™" de BAP juntamente com 0,1 mgL™" de ANA.

Patel et al. (2014) em Leptadenia reticulata (Jeewanti) obtiveram diferenciacdo de
rebentos a partir de callus em meio de cultura MS suplementado com BAP ou com BAP em
combinagdo com AIA ou ANA. O maximo numero de rebentos (30,7) com comprimento
médio de 8,6 cm foi produzido em meio de cultura MS suplementado com 0,5 mgL™' de BAP
em combinacdo com 0,1 mgL" de ANA, considerando haver sinergismo entre estes dois
reguladores de crescimento.

4.3.3. Fases de enraizamento e aclimatizacao

Os ensaios de enraizamento foram realizados utilizando a inducao radicular dos
rebentos apenas em condi¢gdes ndo asséticas, através do método de imersao basal dos
rebentos em solugdo auxinica com elevada concentragcdo, e colocados diretamente em

substrato natural (Fig. 4.21) de acordo com o descrito em materiais e métodos.
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Figura 4.21. Aspeto dos rebentos de P. tridentatum de origem Malcata no final da fase de
enraizamento.

Esta metodologia, para o material estudado, mostrou ser altamente eficaz na inducédo
de rizogénese. De facto, para os tempos de exposicdo e concentragdes utilizadas as
percentagens de enraizamento garantiram sempre valores acima dos 96% de enraizamento
(Tab. 4.5). Pela analise dos restantes parametros, nimero de raizes (NRaizes),
comprimento da maior (CMRaiz) e da menor raiz (CmRaiz) e alongamento do rebento
(CReb), verifica-se também que as condi¢des em que decorreu o0 processo de expressao e
crescimento radicular foram ajustadas para estas microplantas, mas com registo de algumas
diferencas significativas para as modalidades testadas (Tab. 4.5).

Tabela 4.5. Parametros da fase de enraizamento para as diferentes concentragdes de AIB e tempos
de exposicéo para indugdo radicular de P. tridentatum.

Modalidade % Enr NRaizes CMRaiz CmRaiz CReb
[AIB] gL’ Tempo (seg) (cm) (cm) (cm)
0,5 30 96,7 2,4b 58b 35a 6,1a
60 96,7 25b 5,0b 26a 6,0 ab
1 30 100,0 26b 55b 29a 6,5a
60 96,7 25b 55b 28a 54b
2 30 96,7 34a 6,8 a 32a 6,0 ab
60 100,0 26b 6,7 a 35a 6,0 ab

Legenda: AIB - Acido indol-3-butirico; % Enr - % de enraizamento; NRaizes - niumero de raizes; CMRaiz -
comprimento da maior raiz; CmRaiz - comprimento da menor raiz; CReb — comprimento do rebento.
Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).

No que diz respeito ao numero de raizes, o melhor resultado (3,4) foi obtido na
combinagéo 2 gL AIB/30 segundos, com diferengas significativas para todas as restantes

118



modalidades (Tab. 4.5). Para o alongamento radicular verificamos que a concentracao mais
elevada de auxina (2 gL ™), independentemente do tempo de exposicao, foi a que favoreceu
mais este processo (Fig. 4.22) apresentando raizes com 6,7 e 6,8 cm. Nao se registou
qualquer diferenca significativa entre as restantes modalidades. Finalmente, no que diz
respeito ao aspeto aéreo do rebento, verificdmos que o mesmo se manteve saudavel
durante todo o processo de enraizamento, eventualmente com algum ligeiro crescimento
pois, como se referiu em material e métodos, o comprimento médio dos rebentos utilizados
para rizogénese foi de 51 cm e o comprimento final registado no final do enraizamento foi
de 6+1 cm.

Outro dado importante deste processo teve a ver com a morfologia das raizes
formadas. Da sua observagdao pode-se constatar que se trata de raizes finas, com
abundantes ramificacbes secundarias que sdo determinantes para a formagao de raizes
funcionais. Nas Figuras 4.22, 4.23 e 4.24 pode-se verificar o aspeto dos rebentos de
P. tridentatum (L.) Willk. no final da fase de enraizamento apds indugédo em AIB 2 gL
durante 60 e 30 segundos, em AIB 1 gL durante 60 e 30 segundos e em AIB 0,5 gL
durante 60 e 30 segundos, respetivamente.

Figura 4.22. Aspeto de rebentos de P. tridentatum no final da fase de enraizamento apds indugdo em
AIB 2 gL' durante 60 (A) e 30 seg (B). (O traco na vertical representa 2 cm).

Figura 4.23. Aspeto de rebentos de P. tridentatum no final da fase de enraizamento apds indugéo em
AIB 1 gL durante 60 (A) e 30 seg (B). (O traco na vertical representa 2 cm).

119



Fig. 4.24. Aspeto de rebentos de P. tridentatum no final da fase de enraizamento apds indugdo em
AIB 0,5 gL' durante 60 (A) e 30 seg (B). (O traco na vertical representa 2 cm).

Na Figura 4.25 pode-se observar o pormenor do sistema radicular desenvolvido em
condicdes ex vitro de rebentos de P. tridentatum (L.) Willk. apds inducdo em AIB 2 gL
durante 60 segundos, sendo visiveis as abundantes ramifica¢des radiculares.

Fig. 4.25. Pormenor do sistema radicular desenvolvido em condi¢gbes ex vitro de rebentos de P.
tridentatum apés indugdo em AIB 2 gL' durante 60 segundos. (O trago na vertical representa 2 cm).

O processo de rizogénese continua a ser uma das fases mais criticas do processo de
micropropagagao pois torna-se necessario ndao sé desenvolver um sistema radicular mas

também que ele se apresente funcional e capaz de absorver os nutrientes necessarios para
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as atividades globais da microplanta quando colocada em condi¢cdes autotroficas
(McClelland et al., 1990; Gongalves et al., 1998).

Um outro passo importante mas muito critico € a transferéncia das plantas
enraizadas para condicdes de aclimatizacdo. As plantulas desenvolvidas em condicdes in
vitro precisam de algum tempo para se aclimatizarem as novas condicées ex vitro e para
corrigirem algumas anomalias/defeitos em termos morfolégicos, anatomicos e fisiolégicos
que possam ter sido induzidas durante aquele periodo.

Neste estudo, a fase de aclimatizacdo permitiu a manutencdo das plantulas
enraizadas com elevadas percentagens de sobrevivéncia (superiores a 80%) (Fig. 4.26).
Durante a aclimatizacdo houve formagéo de novos caules e folhas e aparentemente nao

apresentaram variagao morfolégica relativamente as plantas silvestres.
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Figura 4.26. Aspeto de rebentos de P. fridentatum durante a fase de aclimatizago.

Segundo PospiSilova et al. (2007) as mudancas mais importantes para a
sobrevivéncia das plantas incluem o desenvolvimento de cuticulas, ceras e uma regulagao
estomatica eficaz para reducéo da transpiracao, pelo que a redugao gradual da humidade é
um fator de enorme importancia. A radiagdo e a concentragado de CO, durante o crescimento
in vitro bem como durante a aclimatizacdo sdo também fatores a ter em conta na promogao
de alguns parametros fotossintéticos (como o teor de clorofila, a ultraestrutura do
cloroplasto, a eficiéncia do fotossistema Il e a taxa liquida fotossintética) para que seja
assegurado o crescimento da planta de forma completamente autotréfica (Coelho, 1999;
Pospisilova et al., 2007).

No enraizamento, a auxina é o regulador de crescimento envolvido na formacao de

raizes laterais, manutencdo da dominancia apical e formacdo de raizes adventicias,
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requerendo correto transporte e sinalizacdo (Hodge et al.,, 2009). Dubrovsky et al. (2008)
demonstraram em estudos com o género Arabidopsis que a auxina e o seu local de
acumulacao nas células do periciclo da raiz sdo um sinal suficiente e necessario para que
estas células se convertam em células iniciadoras de raizes laterais.

Na fase inicial de aclimatizacdo, as plantas sdo colocadas a baixa intensidade
luminosa e para além do controlo da humidade relativa (elevada humidade relativa no inicio
da aclimatizacdo e baixa humidade relativa, entre 50 e 55%, no final da aclimatizacao) é
também importante a utilizagdo de um substrato que forneca os nutrientes adequados a
espécie, mantenha o arejamento e proporcione um ambiente favoravel ao desenvolvimento
das plantulas (Thambirai & Paulsamy, 2012) a fim de se obterem elevadas taxas de
sobrevivéncia.

Aggarwal et al. (2012) avaliaram o efeito de diferentes auxinas (ANA, AIB e AlA) no
enraizamento de um clone de Eucalyptus tereticornis Sm. em meio de cultura MS, %2 MS ou
Y4 MS concluindo que os rebentos colocados em 74 MS com 5,0 uM de AIB apresentaram a
melhor eficiéncia de enraizamento (80,7%) embora 0 maximo de 4,3 raizes por rebento com
comprimento médio de raiz de 2,9 cm tivesse sido obtido no meio MS completo
suplementado também com 5,0 uM de AIB.

Nos trabalhos de Coelho et al. (2012) também foi avaliada a influéncia de algumas
auxinas (AIA, ANA e AIB) no enraizamento de Thymus lotocephalus G. Lopez & R. Morales
utilizando meio de cultura MS. Para esta espécie, os melhores resultados foram obtidos em
meio de cultura MS sem auxinas (92,0% de enraizamento; 6,5 raizes por rebento e 1,6 cm
de comprimento médio da raiz) ou em meio de cultura MS suplementado com 0,5 mgL™ de
AlA (98% de enraizamento, 11,1 raizes por rebento e 2,4 cm de comprimento médio da
raiz). A utilizaggo de 4 MS suplementado com AIA aumentou, embora nao
significativamente, a frequéncia de enraizamento bem como o numero de raizes e o
comprimento das mesmas relativamente a utilizagdo de AIB ou ANA. O método por imersao
basal também foi utilizado neste trabalho mas comparativamente com o meio de MS sem
auxina ou 0 meio de MS com 0,5 mgL™" de AIA ndo apresentou resultados superiores em
termos de taxa de enraizamento. No entanto, o enraizamento ex vitro tem algumas
vantagens como permitir a redu¢do do tempo de enraizamento, a eliminagdo de fases em
condigdes assépticas, a simplificacdo do protocolo e a redugéo de custos.

As plantas enraizadas por Coelho et al. (2012) em 4 MS com 0,5 mgL™" de AIA foram
transferidas para condi¢des ex vitro e aclimatizadas com sucesso obtendo 93,3% e 73,3%
de taxas de sobrevivéncia, respetivamente. Coelho et al. (2012) referem ainda que Thymus
mastichina L. enraiza melhor quando sdo aplicadas as duas auxinas AlIB e ANA e Thymus

vulgaris L. enraiza mais facilmente em meio com AlIB.
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Nos trabalhos de Bisht et al. (2012) em Polygonatum verticillatum (L.) All. foram
utilizadas as auxinas AlB, AIA e ANA para indugao radicular mas os resultados revelaram
que apenas o AIB e o ANA podem induzir raizes em meio de cultura com 2 MS para esta
espécie. As plantas enraizadas e transferidas para o solo terdo de permanecer durante um
longo periodo em condi¢cdes controladas, com irrigacdo regular e mantendo as plantas a
sombra para obtencao de elevada taxa de sobrevivéncia.

Fatima & Anis (2012) em Withania somnifera L., obtiveram 100% de enraizamento
em meio de cultura 2 MS suplementado com 0,5 uM de ANA, considerando este regulador
de crescimento superior ao AIB no que respeita a formacao de raizes adventicias. As
plantas enraizadas foram colocadas em aclimatizacdo com substrato de jardim tendo obtido
95% de sobrevivéncia.

Em Trichodesma indicum (Linn) R. Br. (Mahesh & Jeyachandran, 2013) os rebentos
foram colocados em inducdo radicular in vitro em meio de cultura MS com varias
concentracdes de AIB e ANA ou sem regulador de crescimento. Na auséncia de regulador
de crescimento poucas raizes foram induzidas enquanto que os meios suplementados com
AIB se mostraram mais efetivos na inducéo radicular do que os meios com ANA. O meio em
que foi adicionado 2,46 pM de AIB foi considerado o meio ideal para indugé&o radicular
apresentando ao fim de 30 dias 92,8% de enraizamento com um numero médio de 5,6
raizes por rebento e um comprimento médio de 4,3 cm. Neste estudo verificou-se que o
aumento da concentragéo de AIB diminui a eficiéncia de enraizamento, nimero de raizes e
comprimento das mesmas. Contudo, a aplicacdo de AIB ja foi considerada a auxina mais
efetiva na indugao radicular noutras espécies (Saritha & Naidu, 2008; Irvani et al. 2010).

Phulwaria et al. (2013) em Ceropegia bulbosa Roxb., induziram o seu enraizamento
em condigbes ex vitro aplicando AIB e ANA durante 3 minutos, verificando que a maior
percentagem de enraizamento (100%) foi obtida utilizando 100 mgL™ de AIB e que
comparando com a auxina ANA, o AIB foi mais efetivo na indugéo radicular. As plantas
enraizadas foram aclimatizadas com sucesso em estufa.

Nos trabalhos de Patel et al. (2014) em Leptadenia reticulata (Jeewanti) a inducao
radicular foi efetuada in vitro e ex vitro. Dos diferentes meios utilizados para indugao, o meio
de cultura contendo "4 MS com 2% de sacarose e suplementado com 1,5 mgL™ de AIB e
100 mgL™" de carvao ativo produziu o nimero maximo de raizes (11,2) com um comprimento
médio de 8,7 cm. Neste estudo, o AIB apresentou melhores resultados em termos de
percentagem de enraizamento e numero de raizes/comprimento comparativamente a outras
auxinas como o AlA e ANA. Outros autores referem esta superioridade do AIB relativamente
a outras auxinas em espécies como Arnebia hispidissima (Lehm). DC. (Phulwaria &
Shekhawat, 2013) e Eulophia nuda Lindl. (Panwar et al, 2012). Na mesma espécie a
inducao radicular realizada ex vitro foi otimizada por imersao em AIB (200 mgL™) durante 3
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minutos. Ap6s quatro semanas, 85% dos rebentos apresentaram um numero médio de
raizes de 7,6 com um comprimento médio de 4,0 cm. Para as auxinas AIA e ANA embora
tenham produzido raizes, os valores do numero de raizes e comprimento das mesmas
foram sempre inferiores aos obtidos com AIB, o que revela o papel benéfico da aplicacao do
AIB em enraizamento ex vitro. Os rebentos enraizados pelas duas metodologias (in vitro e
ex vitro) foram aclimatizados com sucesso em estufa com uma elevada percentagem de
sobrevivéncia (95%).

Pela diversidade de resultados compreende-se que o0 enraizamento adventicio € um
processo muito complexo dependente de varios fatores, como por exemplo o genétipo,
podendo ser regulado por fatores ambientais e endégenos (Sorin et al., 2005). As diferencas
em termos de enraizamento adventicio podem estar relacionadas com multiplos fatores,
nomeadamente o racio enddgeno citocinina/auxina, a influéncia do meio de multiplicacao
dos rebentos, a sensibilidade dos tecidos em absorver ou utilizar a auxina exégena ou

depender do tipo de explante inicial.

4.4. Consideracgoes intercalares

Os resultados mostram que esta metodologia de propagacado in vitro é simples,
rapida e eficaz na multiplicacdo desta espécie, com a vantagem de manter o material
vegetal saudavel e utilizando um espago relativamente pequeno. Este protocolo permite
anular uma possivel fase adicional de alongamento uma vez que os rebentos apresentaram
um porte consideravel para serem enraizados. Com a elevada proliferacédo desta espécie
em condicdes in vitro, este protocolo podera ser aplicado para a sua propagagéao clonal em
larga escala ja que os gomos axilares sdo tidos como 0os mais seguros na manutencao da
integridade genética. Por outro lado, pode-se evitar a exploragdo indiscriminada dos
recursos naturais para necessidades comerciais e este trabalho pode ser uma ferramenta
atii no fornecimento de material com principios ativos importantes para a industria

farmacéutica.
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5. Obtencao e caracterizacao de extratos aquosos de
carqueja

Objetivo

As descricbes do uso das plantas resultam, em grande parte, de conhecimento
empirico recolhido numa perspetiva etnobotanica e etnofarmacolégica, e ao longo dos
tempos foi-lhes sendo atribuido um potencial fitoquimico, fitofarmacolégico e nutricional que
interessa avaliar. Assim sendo, neste trabalho, pretende-se caracterizar os extratos aquosos
ao longo do ciclo vegetativo de P. tridentatum (L.)Willk. silvestre e do material vegetal
micropropagado, avaliando o rendimento de extragao, teor de fendis totais e perfil fendlico,
componente glucidica, componente mineral, atividade antioxidante e atividade

antimicrobiana.

5.1. Extracao de compostos bioativos

Apos a colheita da planta ou de parte desta, se nao for utilizada de imediato ha que a
manter em condigbes de modo a que ndo se alterem os seus constituintes. Estas alteracoes
apds a colheita, propiciadas pelo elevado teor de agua, enzimas (hidrolases e oxidases),
temperatura e luz, poderao influenciar a composicao final da planta e respetivos extratos.
Por estes motivos se compreende os cuidados colocados durante o transporte e secagem, o
processo mais corrente de preservagdo destes materiais, principalmente para folhas e
sumidades floridas.

Outro aspeto a ter em conta no periodo que decorre da colheita a utilizagdo diz
respeito ao desenvolvimento de microrganismos, sobretudo bolores e leveduras, ja que
estes contaminantes existem a superficie das plantas. Com inapropriadas manipula¢ées
podem ainda ocorrer contaminagées com microrganismos patogénicos (salmonelas,
coliformes, etc.). De um modo geral, as plantas sdo desidratadas, sendo que a secagem
pode ser efetuada por varios processos, podendo diferir com a parte da planta utilizada, ja
que, por exemplo, as raizes, os estolhos, as cascas, pelo menor teor de agua que
apresentam nao necessitam de processos de secagem tao intensos como, por exemplo, as
folhas. De um modo geral, os métodos de secagem podem ser agrupados: ao ar livre e sob
influéncia do calor solar; em lugar bem ventilado a sombra; em tuneis de secagem com ar

quente; por liofilizagdo; por micro-ondas e por radiagédo infravermelha (menos usado).
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Dado o caracter por vezes lenhoso, a baixa concentragdo dos compostos ativos e a
sazonalidade das plantas, € usual recorrer-se a utilizacao de extratos.

Os extratos de plantas ja sdo amplamente utilizados na indastria alimentar,
farmacéutica e cosmética. O método extrativo a utilizar ird depender do caracter hidrofilico
ou lipofilico dos compostos a extrair e devera estar ainda relacionado com outras
propriedades fisico-quimicas dos compostos bioativos, tais como sensibilidade a
temperatura e estabilidade a luz e a presenca de oxigénio.

A extracdo é um passo muito importante na separacéo, identificacdo e utilizacao de

-

compostos bioativos. A extracdo de compostos naturais a partir de material vegetal
efetuada regularmente por hidrodestilacdo ou através de solventes organicos. No entanto, a
extracdo com solventes organicos podera ter alguns inconvenientes, no que respeita a
toxicidade de alguns solventes utilizados que podem inviabilizar a sua utilizagdo no dominio
alimentar. O consumidor atual, tendo acesso facilitado a informagéo esta cada vez mais
alertado para os perigos de contaminacdo dos alimentos e a legislacdo que restringe a
utilizacao de solventes organicos na industria alimentar controla cada vez mais o processo.

A escolha do solvente exige que se tenham em consideragdo todos 0s processos
envolvidos na obtengdo do extrato, desde a extragdo a separagdo e recuperagao do
solvente, para além de avaliar os custos energéticos na eliminagdo do solvente e os riscos
na perda de compostos volateis de interesse (Bernardo-Gil et al., 2002).

A agua é o solvente mais usual para a extragdo de compostos polares, no entanto,
quando se pretende extrair compostos apolares € necessario recorrer a solventes apolares.
Para fins alimentares, além da agua, sdo muitas vezes utilizadas solugdes hidroalcodlicas.

Entre os solventes de baixa e média polaridade mais utilizados podem citar-se os
alcanos ou misturas de alcanos (por exemplo, n-pentano, n-hexano e éter de petréleo),
haloalcanos (por exemplo, diclorometano, cloroférmio e tetraclorometano) e cetonas (por
exemplo, éter dietilico e dimetilcetona).

Independentemente dos solventes selecionados podem utilizar-se diversos
processos de extragdo que exploram o contacto dos solventes com as matrizes vegetais. A
extracdo por solventes mais simples é a maceracao, operagao extrativa na qual a matriz
vegetal permanece, em repouso, em contacto com o solvente, a temperatura ambiente.
Noutro tipo de metodologias mais elaboradas, como por exemplo, a lixiviagao ou percolacao,
o material vegetal € colocado na camara do lixiviador para ser extraido pela passagem
continua do solvente que se desloca por gravidade ou por aplicagdo de pressao. No caso de
solventes de baixo ponto de ebulicdo procede-se a extracdo continua a escala laboratorial
(extrator de Soxhlet). Os compostos extraidos sdo posteriormente concentrados por
evaporagao controlada do solvente de extracdo, por exemplo, por destilagdo a pressao
reduzida em evaporador rotativo (Couto & Cavaleiro, 2013).
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No caso de compostos apolares termosensiveis, 0os processos de extracdo sao
efetuados por solventes lipidicos, de elevado ponto de ebulicdo, o que viabiliza a utilizacao
de matérias gordas de maior consisténcia para os extrair das matrizes vegetais. Sdo usados
processos de extracdo a temperatura ambiente ou sob aquecimento. Estas metodologias
sdo usadas, por exemplo, para a extracdo de aromas florais termolabeis de pétalas.
Normalmente, o material vegetal é renovado até ser atingida a saturacdo do solvente nos
compostos a extrair ou a concentracao pretendida (Couto & Cavaleiro, 2013).

Para além da extragao por solventes, a destilacdo € o processo mais usual da
extracdo de compostos naturais. A destilacdo é uma das operagdes unitarias mais antigas e
muito utilizada na industria alimentar e quimica. As técnicas de destilagao recorrem a agua e
ao vapor de agua para facilitar a libertacao dos produtos volateis acumulados nas estruturas
vegetais, sendo muito utilizada para extrair aromas de origem vegetal.

A presencga de agua e do seu vapor limita e estabiliza a temperatura de destilagéao e
facilita a transferéncia de calor sem necessidade de recorrer a temperaturas muito elevadas.
Normalmente, o material é sujeito a uma temperatura proxima dos 100°C. A agua e os
compostos volateis transitam para a fase gasosa obedecendo ao equilibrio liquido-vapor. A
mistura gasosa, apés condensacdo por arrefecimento forgado, origina duas fases liquidas
imisciveis, uma aquosa e outra, em geral menos densa, o Oleo essencial (Couto &
Cavaleiro, 2013).

De acordo como a &agua e o vapor sdo utilizados, distinguem-se dois tipos de
técnicas de destilagao: a destilacdo em agua ou hidrodestilagéo e a destilagdo em agua por
arrastamento de vapor. A hidrodestilagéo e a destilagdo por arrastamento de vapor sao as
metodologias mais simples realizadas em destiladores de caldeira Unica, sendo o
equipamento simples, versatil e de baixo custo, o que justifica a sua utilizacdo em algumas
industrias de menor dimensao. Em termos praticos, estas duas técnicas distinguem-se pela
forma como o material vegetal e a 4gua de destilagdo sédo colocadas na caldeira. Enquanto
que na hidrodestilacdo, o material vegetal é colocado em contacto direto com a agua, na
destilagcado por arrastamento de vapor, o material vegetal é colocado numa coluna separada
da agua de destilacdo. O vapor de agua ao atravessar a amostra arrasta consigo 0s
compostos volateis que sdo posteriormente condensados e decantados. No caso da
hidrodestilacdo além do 6leo essencial é também obtida uma fase aquosa que contém os
compostos hidrossoluveis ndo volateis.

A nivel laboratorial a hidrodestilagdo é efetuada em aparelho de Clevenger
modificado ou n&o, normalmente utilizado para isolamento de éleos essenciais. A destilacao
€ mantida sob refluxo pelo tempo necessario para conseguir o esgotamento da matéria
volatil o que € medido pelo nivel do 6leo essencial no tubo de recolha. Este método
apresenta alguns inconvenientes, sendo a principal critica apontada ao facto de, devido a
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coobacao, poder provocar hidrélises e outras degradacdes térmicas dos compostos. Tal
facto podera possibilitar a ocorréncia de alteragées quimicas, originando artefactos, ou seja,
produtos que se formam de novo pelas alteragdes quimicas que ocorrem no processo de
extracdo. O contacto do material vegetal com a agua da destilagao podera levar a extracao
de algumas substancias que catalisam fendmenos quimicos como oxidacdes, hidrolises e
polimerizagbes e que podem alterar os constituintes volateis, em particular os mais labeis e
os mais hidrossoluveis (Couto & Cavaleiro, 2013). Assim, este método podera apresentar
alguma modificacdo do aroma original e alteracao de cor.

Na destilacado por arrastamento de vapor, o material vegetal € apenas sujeito a agao
de uma corrente de vapor de agua, produzido num gerador de vapor independente e
injetado, a pressdo controlada, na coluna de destilacido onde se coloca o material vegetal.
Assim sendo, as degradacdes dos constituintes sdo minimizadas ja que as consequéncias
hidroliticas e oxidativas ficam limitadas.

No sentido de reduzir o tempo de extragdo, aumentar o rendimento, incrementar a
qualidade dos extratos e reduzir custos de operagao, novos métodos tém surgido como a
extracdo assistida por micro-ondas ou ultrassons e extragao por fluidos supercriticos (Wang
& Weller, 2006).

A hidrodestilagao assistida por micro-ondas acopla o sistema de extragdo a um forno
de microondas e a energia destas proporciona a volatilizagdo dos compostos volateis muito
mais rapidamente do que a hidrodestilagao tradicional (Golmakani & Rezaei, 2008).

Segundo Chemat e Cravotto (2012) na hidrodestilacdo assistida por microondas e
sob vacuo, valores de pressdo entre 100 a 200 mbar, permitem uma evaporagdo mais
rapida dos volateis. Com esta metodologia podem-se realizar extragées de mais de 100 Kg
de material vegetal por hora. Com a utilizagdo de micro-ondas pode ainda proceder-se a
volatilizagdo dos compostos, sem se verificar a imersdao do material vegetal em agua ou

qualquer outro solvente. A empresa Gattefossé (www.gattefosse.com) em Franga,

comercializa uma variedade de produtos chamados “extratos originais”, obtidos por
destilacdo assistida por micro-ondas sem adicionar agua ou solvente. Estes extratos sédo
usados em cosmética, perfumaria e industria farmacéutica.

O uso da extracao assistida por micro-ondas reduz o tempo de extragao e o0 consumo
de energia, possui alta reprodutibilidade e rendimento, reduz o consumo de solvente, o que
simplifica a manipula¢éo, dando maior pureza ao produto final, relativamente a processos de
extragdo convencionais. Vdrias classes de compostos, tais como Oleos essenciais,
antioxidantes, pigmentos, lipidos, glucidos e outros compostos bioativos podem ser
extraidos de forma eficiente por esta metodologia a partir de uma variedade de matrizes
(Chemat & Cravotto, 2012). Nao obstante as vantagens referidas, poderd ocorrer a
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deterioracdo de compostos durante a exposicdo a radiacdo de micro-ondas (Golmakani &
Rezaei, 2008).

Outra metodologia de extragdo de compostos bioativos é a extracao por fluidos
supercriticos. O diéxido de carbono € o solvente mais utilizado ja que se trata de um recurso
disponivel, ndo é tdxico nas quantidades utilizadas, nao € inflamavel, é de baixo custo, é
praticamente inerte do ponto de vista quimico e é gasoso a pressao atmosférica e
temperatura ambiente (Couto & Cavaleiro, 2013). O CO,, dadas as baixas temperatura e
pressao criticas (Tc = 300 K e Pc = 7,38 MPa) é particularmente recomendado para
extracdo de compostos termolabeis. A extragdo com fluidos supercriticos pode ser uma
alternativa, ambientalmente benéfica, para a extracdo com solventes organicos
convencionais, de compostos biol6gicos ja que se trata de um método rapido, automatizavel,
seletivo e evita 0 uso de solventes toxicos. Além disso, a auséncia da luz e do ar, durante a
extracdo reduz os processos de degradacdo que podem ocorrer durante as técnicas de
extracao tradicionais (Bleve et al., 2008).

Como principal inconveniente da extragdo com CO, em condi¢des supercriticas,
aponta-se a fraca seletividade que determina a obtengdo de extratos com compostos
indesejaveis (lipidos, pigmentos, etc.). Este inconveniente pode ser minimizado pelo recurso
a co-solventes modificadores de polaridade (por exemplo, o metanol adicionado em
pequenas proporgdes ao CO, supercritico) (Couto & Cavaleiro, 2013). Pode ainda proceder-
-se a uma recolha fraccionada, com variagcdo de pressao e temperatura controlada. O CO,
apresenta no entanto como desvantagens a complexidade de equilibrio de fases entre o
solvente supercritico e o soluto; o facto de ser nao polar pelo que dissolve muito bem
apenas 0s solutos ndo polares; para altas pressdes implica custos de equipamento
elevados, sendo por isso preferencialmente utilizado na extragdo de produtos de alto valor
acrescentado (Bernardo-Gil et al., 2002).

Mesmo com alguns inconvenientes, a extragao com fluidos supercriticos parece ser
uma boa técnica para a produgdo de aromas e fragrancias ja que o extrato mantém as
caracteristicas organoléticas do material de partida, a degradacao por hidrélise térmica é
praticamente ausente e 0s possiveis residuos ndo causam risco para a saude humana
(Marongiu et al., 2007). No entanto, Costa et al. (2012a) comparando a extracao de éleos
essenciais de Lavandula viridis L’'Hér. por hidrodestilagdo e por CO, supercritico concluiram
que foram identificados mais compostos no éleo essencial obtido por hidrodestilagdo do que
no extrato obtido por CO, supercritico. Nos ultimos anos, tem vindo a ser utilizada a agua
em condigdes subcriticas.

Compostos hidrossoluveis como é o caso dos compostos fendlicos podem ser
extraidos de frutos e legumes por imersao do material vegetal inteiro ou moido, em agua a

temperatura ambiente ou sob aquecimento. A eficiéncia deste processo, a semelhanca do
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verificado na extracdo de compostos volateis, € melhorada com a introducéao de ultrassons
ou altas pressbdes hidrostaticas (Wang & Weller, 2006). A extragcdo a temperatura de
ebulicdo pode implicar a perda de polifendis devido a ionizacéo, hidrolise e oxidagao durante
a extracdo (Hui et al, 2005). As solucbes de extracdo obtidas s&o normalmente
desidratadas por liofilizagao ou por secagem por atomizagao.

As propriedades biolégicas dos polifendis e os seus beneficios para a saude
intensificaram os esforcos de pesquisa para descobrir e utilizar métodos para a extragao,
separacdo e identificacdo destes compostos a partir de fontes naturais (Ignat et al., 2011). E
frequente encontrar maior atividade em fracdes de composicdo complexa ou em extratos
totais do que em substancias isoladas, podendo a atividade ser devida a sinergias entre
diferentes substancias do mesmo grupo quimico ou até de diferentes grupos de metabolitos

secundarios.

5.2. Caracterizac¢do dos extratos

A caracterizacao dos extratos de PAMs, frutos ou outras estruturas vegetais deve
incluir parametros de composic¢ao, de propriedades fisicas e de atividade biol6gica. No caso
dos extratos aquosos a componente fendlica assume especial importancia. No que respeita
a bioatividade, e tendo em atencéo a utilizacao destes materiais para fim alimentar, salienta-
-se a atividade antioxidante, pelas implicagdes tecnolégicas e pelo efeito na saude e bem-
-estar do consumidor. A atividade antimicrobiana € igualmente um parametro importante em

resposta a procura de conservantes naturais.

5.2.1. Quantificacdo do teor de fendis totais e perfil fendlico

A quantificacdo de compostos fendlicos pode ser realizada por diferentes métodos. O
teor de fendis totais pode ser quantificado por método espectrofotométrico (método
Ribéreau-Gayon, 1970) medindo a absorvancia das solu¢des a 280 nm. Este método é
muito utilizado em vinhos e também ja foi utilizado em aguardente (Mira, 2009) entre outros.
Trata-se de um método expedito que a partida pode ser aplicado a liquidos limpidos. Para
materiais mais complexos € usual recorrer ao método que utiliza a capacidade de redugéo
do reagente de Folin-Ciocalteau (RFC) (Dimitrios, 2006). O RFC consiste numa mistura de
acidos, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidagdo 4 (cor amarela no complexo
Na,Mo00,.2H,0). Na presenca de agentes redutores, como 0os compostos fendlicos, formam-
-se complexos molibdénio-tungsténio azuis, nos quais a média do estado de oxidagcao dos
metais estd entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinagdo da concentracao das
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substancias redutoras. Os compostos fenélicos reagem com o RFC apenas sob condi¢coes
alcalinas (ajustado com uma solugéo de carbonato de sédio até pH~10) (MacDonald-Wicks
et al., 2006). Os complexos formados podem ser monitorizados por espectrofotometria a
750-765 nm (Magalhaes et al., 2008).

O reagente Folin-Ciocalteau ndo é especifico para os compostos fendlicos ja que
pode ser reduzido por outros compostos nao fendlicos, como por exemplo, aminas
aromaticas, acido ascoérbico, cobre, ferro, etc., e por essa razdo pode nao ser 0 mais
adequado para a determinagdo de “teor de fendis totais” (Prior et al., 2005). Assim, o RFC
mede a capacidade de reducdo mas ha sempre a discordancia sobre o que esta a ser
detetado na capacidade antioxidante total, se sdo apenas fendis ou se sao fendis
juntamente com os agentes redutores ou possivelmente agentes quelantes de metais
(Karadag et al., 2009).

Em pesquisa realizada por Oliveira et al. (2009) foi verificado que a adi¢cdo de acido
ascorbico, um dos interferentes a &cido galico em diferentes proporg¢des provocou aumento
de absorvancia. Esta interferéncia € uma importante observacdo a ser considerada,
principalmente se o estudo estiver a ser realizado em frutas com alto teor de vitamina C.

Para minimizar a variabilidade e eliminar resultados inconsistentes terdo de se utilizar
adequadas proporgdes entre agentes alcalinos e o RFC; otimizar o tempo de reagao e
temperatura para desenvolvimento da cor; monitorizar a absorvancia a 765 nm que permite
minimizar interferéncias da matriz da amostra que é frequentemente colorida e usar padrées
de referéncia como é o caso do acido galico (Prior et al., 2005).

O método de Folin-Ciocalteau tem as vantagens de ser operacionalmente simples,
reprodutivel e de procedimento bastante padronizado (Huang et al., 2005). No entanto, é
demorado e exige estudos de adaptacdo especificos 0 que torna a implementagao para
andlise de rotina nem sempre facil. Além disso, é realizado em fase aquosa, por isso nao é
aplicavel para matrizes lipofilicas.

Apesar das limitagbes apontadas, a metodologia de Folin-Ciocalteau, vem sendo
utilizada para a quantificagdo de compostos fenélicos. De entre os inUmeros trabalhos refira-
-se: Odriozola-Serrano et al. (2008) para tomate em fresco; Pichichero et al. (2009) para mel
de diferentes origens botanicas; Ebrahimabadi et al. (2010) na espécie Salvia eremophila
Boiss; Wannes et al. (2010) na espécie Myrtus communis L.; Martins et al. ( 2011) para
espargos selvagens; Gil et al. (2011) para ch&a verde e ervas comerciais para infusdes;
Bursal & Gulgin (2011) para frutos de Actinidia deliciosa (A. Chev.) C.F. Liang & A.R.
Ferguson; Wu et al. (2011) em espécies do género Ligustrum; Cavar & Maksimovié (2012)
na espécie Pelargonium graveolens L’'Her; Costa et al. (2012b) na espécie Thymus
lotocephalus G. Lopez & R. Morales; Gongalves et al. (2013) para infusdes de 10 plantas
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medicinais mediterranicas, incluindo Pterospartum tridentatum (L.) Willk. e Yosr et al. (2013)
na espécie Rosmarinus officinalis L. var. typicus Batt.

A selecdao de uma metodologia analitica adequada para o estudo dos compostos
fendlicos em produtos de origem vegetal depende da natureza da amostra bem como da
finalidade do estudo. Tao ou mais importante do que a quantificacdo dos compostos
fendlicos totais € a separacéo e identificacao do perfil fenélico.

Ha um crescente interesse em pesquisar um método analitico altamente sensivel e
seletivo para a referida determinacao (Liu et al., 2008). As técnicas cromatograficas sdo as
mais utilizadas na separacao, em especial a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
No entanto, estes métodos também apresentam algumas desvantagens no que respeita ao
limite de detecéo e sensibilidade, especialmente em matrizes complexas, tais como extratos
de plantas e amostras ambientais. Por vezes é necessario uma pré-concentracao e
purificacd@o inicial dos extratos de polifendis antes da andlise por HPLC para simplificagao
dos cromatogramas obtidos. A etapa de purificagdo é uma parte critica do método ja que a
remogcdo dos componentes potencialmente interferentes varia de acordo com a matriz
vegetal a analisar (Ignat et al.,, 2011). Varias combinag¢des de colunas e fases méveis tém
sido utilizadas para analisar compostos fendlicos. Grande parte dos trabalhos utiliza uma
coluna de fase reversa C18 com sistemas de solventes binarios, um eluente aquoso
acidificado e um eluente polar, usualmente acetonitrilo ou metanol. Nestas condigbes os
compostos mais polares do extrato eluem em primeiro lugar, seguidos de compostos de
polaridade inferior.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de matriz de diodos acoplada a
espectrometria de massa (HPLC-DAD-MS), é hoje a melhor abordagem analitica para
estudar os polifendis a partir de diferentes recursos biolégicos (Bureau et al., 2009).

A cromatografia supercritica (SFC) é uma técnica cromatografica relativamente
recente utilizada na separagao e identificacdo de compostos fendélicos. O que diferencia a
SFC de outras técnicas cromatogréficas, cromatografia gasosa (GC) e HPLC ¢é a utilizagédo
de um fluido supercritico como fase mével. A cromatografia supercritica é mais versatil do
que a cromatografia liquida de alta resolugdo, mais eficiente em termos de custo, de facil
utilizacdo, com tempo de resolucdo e analise mais rapidos. A instrumentagdo necessaria
para a cromatografia supercritica é versatil devido a sua compatibilidade com mudltiplos
detetores (Ignat et al., 2011).

A cromatografia gasosa € uma outra técnica que tem sido utilizada para a separagéao
e identificagdo de compostos fendlicos e a detegao por espectrometria de massa (GC/MS).
No entanto, a preparacao de amostras para GC é complexa, incluindo a remocéao de lipidos
a partir do extrato, a libertagdo de ésteres fendlicos e derivatizagdo de polifendis de baixa
volatilidade (Liu et al., 2008).
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5.2.2. Determinag¢ao da capacidade antioxidante

As metodologias para a determinagdo da capacidade antioxidante baseiam-se em
fundamentos diversos e podem estar sujeitas a interferéncias. Desta forma, tendo em conta
os pontos fortes, pontos fracos e aplicabilidade de cada tipo de estudo, atualmente
preconiza-se a utilizacdo de dois ou mais métodos para determinar a atividade antioxidante
ja que esta ocorre por diferentes mecanismos, o que significa que a utilizacdo de um método
de acordo com um mecanismo pode nao refletir a verdadeira capacidade antioxidante da
matriz (Karadag et al., 2009).

Foram desenvolvidos varios métodos com o objetivo de avaliar a atividade

antioxidante de diferentes tipos de matrizes (B6hm & Schlesier, 2004). Estes métodos
diferem entre si relativamente aos mecanismos de reacdo, agentes oxidantes e espécies
alvo/marcadores, condigdes de reacao assim como na expressao dos resultados (Karadag
etal., 2009).

Com base no mecanismo de inativagdo envolvido, os principais métodos tém sido
geralmente divididos em duas categorias: transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH) e
transferéncia de eletrdes (TE). Estes dois mecanismos de agdo podem ocorrer em
simultaneo o que pode dificultar a sua diferenciagao e classificagcdo (Karadag et al., 2009).

Os métodos que tém por base a transferéncia de atomos de hidrogénio sao
geralmente constituidos por um gerador de radical livre sintético, um marcador oxidavel e
um antioxidante. Sdo métodos que avaliam a capacidade de um antioxidante eliminar os
radicais livres pela cedéncia de hidrogénio.

Os métodos com base na transferéncia de eletrées avaliam a capacidade de um
antioxidante para reduzir um oxidante, que muda de cor quando reduzido.

Huang et al. (2005), MacDonald-Wicks et al. (2006) e Karadag et al. (2009) agrupam
as metodologias do seguinte modo: metodologias TAH incluem métodos como o ORAC
(oxygen radical absorbance capacity), TRAP (ferric reducing antioxidant power) e o método
TBARS (thiobarbituric acid-reactive-substances); metodologias de TE incluem métodos
como o o FRAP (ferric reducing antioxidant power), CUPRAC (cupric ion reducing
antioxidant capacity) e o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo). Huang et al. (2005) e
MacDonald-Wicks et al. (2006) utilizando DPPH consideraram-no um método que utiliza o
mecanismo de TE, enquanto que Prior et al. (2005) o classifica como mecanismo que utiliza
quer o mecanismo de TE quer o mecanismo de TAH devido a dificuldade na interpretacao
do mecanismo de inibicdo destes radicais.
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A diversidade de metodologias é grande e a escolha tera de ser adequada para cada
caso, mas alguns dos métodos mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante in
vitro sdo o DPPH, FRAP, ABTS e ORAC.

A capacidade antioxidante pode pois ser expressa por meio de varios parametros:

e Capacidade de remocdo de radical organico ABTS (2,2-azino-bis(3-etilbenzo-
tiazolina)-6-acido sulfénico) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo);

e Capacidade de reducao de metal FRAP (ferric reducing antioxidant power), ou
seja, poder antioxidante por reducao do ido férrico e CUPRAC (cupric ion reducing
antioxidant capacity), capacidade antioxidante por reducao do ido cuprico;

e Remocao de um radical peroxil ORAC (oxygen radical absorbance capacity) ou
seja, capacidade de absorcdo do radical oxigénio e TRAP (total reactive
antioxidant potential), potencial antioxidante de radicais totais;

e Quantificagdo de produtos formados durante a peroxidagao de lipidos (TBARS, a
oxidagao do LDL, co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico) (Duarte-Almeida et
al., 2006).

DPPH

O método do DPPH tem sido muito utilizado pela comunidade cientifica para a
determinacéo da atividade antioxidante por se tratar de um método de fécil controlo, simples
e rapido e o DPPH ser um dos poucos radicais organicos estaveis disponiveis no comércio
(Niederlander et al., 2009; Scherer & Godoy, 2009).

Na presenca de dadores de eletrées ou de atomos de hidrogénio, como € o caso dos
compostos fendlicos, o radical DPPH (que apresenta um maximo de absorvancia a 517 nm)
€ reduzido, isto é, da-se o emparelhamento de eletrbes e é originado DPPH-H (2,2-
difenilpicril-hidrazilo).

Com a formagdo de DPPH-H, uma hidrazina incolor, ocorre um decréscimo de
absorvancia pelo que o grau de descoloragdo de uma solugado de DPPH, de cor violeta forte
(Karadag et al., 2009) para amarelo, ap6s a adi¢cdo de um antioxidante R-H, constitui uma
medida do poder redutor deste composto e, consequentemente, uma forma de avaliar a sua
atividade antioxidante. Assim sendo, este método consiste em avaliar a reacdo dos
compostos antioxidantes presentes no extrato com o radical 2,2-difenilpicril-hidrazilo, sendo
a mesma monitorizada pela variagdo da absorvancia a 517 nm até valores constantes
(Barreira, 2010; Barroso et al., 2011). Na maioria dos casos o0 método de DPPH é utilizado
para medir a captacdo de radicais apdés 30 minutos depois de iniciada a reagdo. A
percentagem de atividade antioxidante (% AA) corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para
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decrescer a concentragao inicial de DPPH em 50% é denominada concentracao eficiente
(CE50), também chamada de concentracao inibitéria (C150). Quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera a sua CE50, e maior a sua atividade antioxidante
(Sousa et al, 2007). A atividade de captura de radicais pelo método de DPPH também se
expressa em valor TEAC (capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox) (Pérez-
Jiménez & Saura-Calixto, 2008).

O método de DPPH para determinacdo da atividade antioxidante foi utilizado em
diferentes trabalhos, tais como: Odriozola-Serrano et al. (2008) para tomate em fresco;
Pichichero et al. (2009) para mel de diferentes origens botanicas; Wannes et al. (2010) na
espécie Myrtus communis var. italica L.; Ebrahimabadi et al. (2010) na espécie Salvia
eremophila Boiss; Albano & Miguel (2011) para extratos de Foeniculum vulgare Miller,
Dittrichia viscosa (L.) W. Greuter, Origanum vulgare L., Salvia officinalis L., Thymbra capitata
(L.) Cav., Thymus camphoratus Hoffmanns & Link, Thymus carnosus Boiss e Thymus
mastichina (L.) L.; Bursal & Gulgin (2011) para frutos de Actinidia deliciosa (A. Chev.) C.F.
Liang & A.R. Ferguson; Martins et al. (2011) para espargos selvagens; Wu et al. (2011) em
espécies do género Ligustrum; Cavar & Maksimovié (2012) na espécie Pelargonium
graveolens L’Her.; Du et al. (2013) para frutos do género Chaenomeles; Gallego et al. (2013)
para trés ervas aromdticas (Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris L. e Lavandula
angustifolia Mill.; Gongalves et al. (2013) para infusées de 10 plantas medicinais
mediterranicas, incluindo Pterospartum tridentatum (L.) Willk. e Yosr et al. (2013) na espécie
Rosmarinus officinalis L. var. typicus Batt.

ABTS

Outro método de avaliacao da atividade antioxidante utiliza o radical catiébnico ABTS
que é produzido a partir de um precursor o 2,2-azino-bis(3-etilbenzo-tiazolina)-6-acido
sulfénico. O radical ABTS é um composto croméforo quimicamente estavel e apresenta alta
solubilidade em agua.

O método ABTS esta baseado na capacidade dos antioxidantes em capturar o
radical ABTS. Esta captura provoca um decréscimo na absorvancia a 658 nm (Pérez-
Jiménez & Saura-Calixto (2008).

A atividade de captura de radicais pelo método de ABTS expressa-se, normalmente,
em valor TEAC (capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox) (Pérez-Jiménez &
Saura-Calixto, 2008). Este método apresenta vantagem em relagao a outros, pois pode ser
utilizado tanto para amostras hidrossoluveis quanto lipossoluveis (Lima, 2008). Tem sido
utilizado em varios tipos de frutos como acerola, goiaba, acai, maracuja, pitanga, entre
outros (Sucupira et al., 2012).
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Quanto a limitacao deste método, considera-se que o valor de TEAC caracteriza
mais a capacidade da amostra para reagir com o radical ABTS do que para inibir o processo
de oxidacdo. A reacao em produtos naturais com muitos compostos fendlicos pode levar
muito tempo para chegar ao fim. Conforme estudado por Perez-Jimenez & Saura-Calixto
(2008), a comparacéo entre a capacidade antioxidante obtida num determinado tempo fixo e
a cinética das amostras, quando tanto a concentracdo como o0 tempo necessario para
esgotar o radical sdo considerados, mostra algumas diferencas. Uma outra desvantagem
deste método é o facto do radical ABTS nao ser encontrado em sistemas bioldgicos
(MacDonald-Wicks et al., 2006).

Este método foi utilizado nos trabalhos de Bursal & Giilcin (2011) para frutos de
Actinidia deliciosa (A. Chev.) C.F. Liang & A.R. Ferguson; Contreras-Calderén et al. (2011)
para polpa, casca e semente de vinte e quatro frutos exéticos da Colémbia; Gil et al. (2011)
para cha verde e ervas comerciais para infusdes; Costa et al. (2012b) na espécie Thymus
lotocephalus G. Lépez & R. Morales; Ferreira et al. (2012) para a espécie Pterospartum
tridentatum (L.) Willk.; Costa et al. (2013) para a espécie Lavandula viridis L'Hér. e Gallego
et al. (2013) para trés ervas aromaticas (Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris L. e
Lavandula angustifolia Mill.).

FRAP

O método FRAP baseia-se na capacidade dos antioxidantes em reduzir o complexo
Fe*-(TPTZ),* (complexo férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina) de cor amarela, ao complexo azul
Fe*-(TPTZ),** medida espetrofotometricamente, com uma absorvancia méaxima a 595 nm
(Karadag et al., 2009) e relacionando-a com uma solu¢ao padréo de iées ferrosos ou de
uma solugdo padrdo de antioxidante (como por exemplo, acido ascorbico). O
desenvolvimento de cor significa que um redutor (antioxidante) esta presente.

Nem todos os redutores capazes de reduzir Fe® sdo antioxidantes, quaisquer
substancias que sejam dadoras de eletrbes, mesmo sem propriedades antioxidantes podem
contribuir para o valor de FRAP e sobrestimar os resultados (Magalhaes et al., 2008). Sao
referidas como vantagens deste método o facto de ser um método simples, rapido, de baixo
custo e robusto (Karadag et al., 2009).

O método FRAP para determinagdo da atividade antioxidante foi utilizado em
diferentes trabalhos, tais como: Pichichero et al. (2009) para mel de diferentes origens
boténicas; Bursal & Gulgin (2011) para frutos de Actinidia deliciosa (A. Chev.) C.F. Liang &
A.R. Ferguson; Contreras-Calderén e al. (2011) para polpa, casca e semente de vinte e
quatro frutos exdticos da Coldmbia; Wu et al. (2011) em espécies do género Ligustrum;
Gallego et al. (2013) para trés ervas aromaticas (Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris

142



L. e Lavandula angustifolia Mill.); Martins et al. (2013) para 6 amostras de chas de ervas
adquiridas no comeércio (cha de llex paraguariensis St. Hilaire., Cymbopogon citratos (DC)
Stapf., Matricaria recutita L., cha verde, cha branco e cha preto de Camellia sinensis (L.) O.
Kuntze e Yosr et al. (2013) na espécie Rosmarinus officinalis L. var. typicus Batt.

ORAC

O método ORAC mede a capacidade antioxidante em amostras bioldgicas in vitro. O
método consiste em medir a diminuicdo da fluorescéncia de uma proteina, como resultado
da perda da sua conformacdo quando sofre danos oxidativos causados por uma fonte de
radicais peroxilo. Assim, o método mede a capacidade dos antioxidantes da amostra para
proteger a proteina da degradacao oxidativa (Zulueta et al, 2009). O antioxidante
adicionado reage rapidamente com os radicais, doando atomos de hidrogénio, inibindo a
perda da intensidade da fluorescéncia. Esta inibigao é proporcional a atividade antioxidante.

O método ORAC possui uma vantagem em relacdo aos outros métodos de
determinacéo da capacidade antioxidante, que é o uso da fluorescéncia como medida do
dano oxidativo, pois assim ocorre menor interferéncia dos compostos corados presentes nas
amostras. Isto é um fator a ter em conta quando se analisam matrizes que possuem cor.
Outra vantagem é o uso de radicais peroxilo ou hidroxilo como pré-oxidantes, conferindo
maior significado biolégico em relagdo aos métodos que usam oxidantes nao
necessariamente, pro-oxidantes fisiologicos (Sucupira et al., 2012).

O método ORAC foi utilizado em trabalhos de Costa et al. (2012b) na espécie
Thymus lotocephalus G. Lépez & R. Morales; Costa et al. (2013) para a espécie Lavandula
viridis L'Hér. e Gallego et al. (2013) para trés ervas aromaticas (Rosmarinus officinalis L.,
Thymus vulgaris L. e Lavandula angustifolia Mill.).

Um método relativamente recente de medigcdo direta da capacidade total de
antioxidantes em alimentos € o Quencher (QUick, Easy, New, CHEap and Reproducible), ou
seja, um meétodo rapido, facil, barato e reprodutivel, segundo Gékmen et al. (2009). Este
método exclui os anteriores métodos de extracdo com solventes que inevitavelmente
alteram a avaliacdo. O Quencher também € um método de captagédo de radicais utilizando
as matrizes diretamente através da utilizagao de radicais como o DPPH e o ABTS.

5.2.3. Atividade antimicrobiana

Os metabolitos secundarios apresentam um papel importante na adaptacdo das
plantas aos seus habitats, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia da espécie, ja que
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sao responsaveis por diversas atividades biolégicas com essa finalidade como por exemplo,
poderem atuar como antibiéticos, antifungicos e antivirais para protecdo da planta ou
apresentar atividade tdxica para outras plantas e animais (Li et al., 1993).

Um problema acrescido em conservacao pos-colheita de cereja sdo as
contaminacdes microbiolégicas, em especial por fungos do género Monilia, Penicillium e
Botrytis (Chand-Goyal & Spotts, 1996; Romanazzi, 2010). Para além destes
microrganismos, outras contaminacdes por leveduras e bactérias podem surgir durante o
periodo de armazenamento, causando nao sé a deterioragdo do fruto como também podem
ser causadores de doengas ao consumidor, quer pela ingestdo do alimento contaminado
com o microrganismo quer pela possibilidade da presenca de toxinas indesejaveis
produzidas pelos mesmos.

A temperatura a que os alimentos sdo sujeitos, quer durante o armazenamento quer
na sua confegdo, pode minimizar a atividade patogénica dos microrganismos, mas os frutos
consumidos em fresco e armazenados em casa dos consumidores sem controlo da mesma,
pode levar a deterioracdo dos mesmos e ao aumento da atividade microbiana.

O Bacillus subtilis embora ndo seja patogénico pode ser encontrado tanto no solo
como na agua tolerando condi¢gbes ambientais atipicas e, por isso, podem estar presentes
em alimentos deteriorados conferindo uma aparéncia desagradavel ao alimento.

Praticamente todos os alimentos, quer de origem vegetal quer de origem animal que
nao tenham sido objeto de processamento, podem veicular E. coli, desde que, em algum
momento, tenham sido sujeitos a contaminacao fecal.

A Listeria monocytogenes é de grande importancia em termos de salde publica,
sendo causadora de importantes toxinfegbes quer nos humanos quer noutros animais.
Sobrevive no homem podendo este ser contaminado através do solo, estrume, frutas,
legumes, agua, aves domésticas, peixes e muitos outros alimentos.

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria que raramente causa doengas num
sistema imunolégico saudavel mas explora eventuais fraquezas do organismo para
estabelecer um quadro de infe¢do, sendo resistente a um grande numero de antibiéticos e
antissépticos.

A presenga de Staphylococcus aureus nos alimentos pode provir dos préprios
manipuladores de alimentos que alojam frequentemente estas bactérias na pele ou nas
fossas nasais, podendo provocar doengas que vao de uma simples infecdo até infecbes
mais graves.

Os bolores e leveduras séo considerados como agentes de deterioracao em frutos.
Os bolores podem ser responsaveis por doencas alimentares devido a possibilidade de
produzirem toxinas (micotoxinas) a superficie do alimento, em especial quando as condicoes

de conservagao e armazenamento nao sao ideais.
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O género Monilinia € conhecido como um dos causadores de deterioracdo e
contaminagao em cereja.

Uma das atividades bioldgicas que se atribui tanto as plantas aromaticas e
medicinais como aos respetivos extratos e éleos essenciais é a atividade antimicrobiana, em
particular a antibacteriana e a antifingica. As propriedades antimicrobianas e antioxidantes
de éleos essenciais tém sido extensivamente analisadas e parecem estar relacionados com
a sua natureza hidrofébica. Alguns 6leos essenciais como os de tomilho (Thymus sp.), de
cravinho (Syzygium aromaticum), de alfazema (Lavandula sp.) ou de segurelha (Satureja
sp.) sdo exemplos classicos que tém sido usados em medicina humana pela sua atividade
antimicrobiana, quer por aplicacdo direta, quer por incorporacdo em medicamentos
antissépticos e desinfetantes para uso externo. Em geral, a atividade estd associada a
presenca de compostos oxigenados com reduzido tamanho molecular, capazes de
estabelecer pontes de hidrogénio e com hidrossolubilidade razoavel, como sao exemplos, o
timol, o carvacrol, o eugenol, o linalol, o geraniol, o aldeido cinamico, o neral ou o geranial.
Estes compostos atuam por modificagdo da permeabilidade da membrana externa dos
microrganismos e por inibicdo de enzimas da cadeia respiratéria, comprometendo o balango
energético da célula (Cunha et al., 2009).

Atualmente existem diferentes métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifungica de 6leos essenciais e extratos de plantas. Os métodos normalmente usados sao
os de difusdo em disco, difusdo utilizando cavidades feitas no agar, diluigho em agar e
diluicdo em caldo para determinagao da concentragao minima inibitéria (MIC) (Nostro et al.,
2004).

No método de difusdo em disco, na maioria dos estudos os halos de inibicdo sédo
comparados aos dos antibiéticos, no entanto €& importante levar em consideragao:
particularidade dos 6leos, 0 meio de cultura utilizado e o microrganismo teste (Nostro et al.,
2004).

Os testes de avaliagdo antimicrobiana s@o padronizados pela CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), anteriormente denominado de NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory Standards). Os meios de cultura utilizados e o pH devem proporcionar
o crescimento adequado dos organismos em teste. Entre os meios de cultura utilizados para
o teste de suscetibilidade de bactérias, o Muller-Hinton é o mais citado. No entanto, Adongo
et al. (2012), usaram caldo nutritivo ao determinar o valor de MIC de extratos de plantas face
a cinco bactérias E. coli, B. cereus, S.aureus, B.subtilis, S. typhimurium e uma levedura,
C.albicans.
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5.3. Materiais e métodos

5.3.1. Obtencao de extratos aquosos

Os extratos aquosos de Pterospartum tridentatum (L.) Willk.) foram obtidos por
ebulicdo sob refluxo (aparelho de Clevenger modificado) (Fig. 5.1) misturando 250 mL de
agua destilada com 50 g de material vegetal fresco (caules, folhas e flores) proveniente dos
trés locais de colheita (12 ano: Orvalho, Malcata e Gardunha; 2° e 3° ano: Malcata e
Gardunha) em trés momentos do ciclo vegetativo: inicio do repouso vegetativo (final de
outubro), em repouso vegetativo (fevereiro) e a floragcao (maio).

Figura 5.1. Aparelho de Clevenger utilizado nas extragbes aquosas.

Os extratos aquosos das plantas de campo e do material vegetal micropropagado
foram liofilizados, sendo o sélido recolhido e conservado em condicdo de baixa humidade
relativa para posterior andlise.

Para cada local de colheita e ao longo dos trés momentos do ciclo vegetativo em
estudo, bem como para o material vegetal micropropagado, foram avaliados os seguintes
parametros: rendimento de extragéo, teor de fendis totais, perfil fendlico, caracterizagéo da
componente glucidica, componente mineral, atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana.

As siglas utilizadas para identificar os extratos em cada um dos parametros
encontram-se na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1. Siglas utilizadas na identificagao dos extratos.

Sigla Identificacao do extrato (Material vegetal, origem e época de recolha)

OMic Material vegetal micropropagado proveniente do local de recolha Orvalho

MMic Material vegetal micropropagado proveniente do local de recolha Malcata

GMic Material vegetal micropropagado proveniente do local de recolha Gardunha

OR Plantas silvestres provenientes do local de recolha Orvalho; repouso vegetativo

MR Plantas silvestres provenientes do local de recolha Malcata; repouso vegetativo

GR Plantas silvestres provenientes do local de recolha Gardunha; repouso vegetativo
OIR Plantas silvestres provenientes do local de recolha Orvalho; inicio do repouso

MIR Plantas silvestres provenientes do local de recolha Malcata; inicio do repouso

GIR Plantas silvestres provenientes do local de recolha Gardunha; inicio do repouso

OCF Caules/folhas de plantas silvestres provenientes do local de recolha Orvalho; floragao
MCF Caules/folhas de plantas silvestres provenientes do local de recolha Malcata; floragao
GCF Caules/folhas de plantas silvestres provenientes do local de recolha Gardunha; floragao
OF Flores de plantas silvestres provenientes do local de recolha Orvalho

MF Flores de plantas silvestres provenientes do local de recolha Malcata

GF Flores de plantas silvestres provenientes do local de recolha Gardunha

5.3.2. Rendimento de extra¢ao

Tendo por objetivo estudar previamente o rendimento de extragdo em fungédo do
tempo foram testados diversos tempos em ebuli¢do sob refluxo: 15, 30, 60, 90 e 120, 150 e
180 minutos. Dado que a massa de extrato recuperada aos 120 minutos foi em média
superior a 75%, optou-se por este tempo de extracao.

O rendimento de extragdo para os locais estudados ao longo do ciclo vegetativo foi
determinado por gravimetria e expresso em termos de massa de extrato liofilizado por 100 g
de material original seco.

As determinagbes foram efetuadas em triplicado.

5.3.3. Teor de fendis totais e perfil fendlico

e Teor de fenois totais

O teor de fendis totais dos extratos foi quantificado por método espectrofotométrico
(método Ribéreau-Gayon, 1970) medindo a absorvancia a 280 nm, em células de quartzo de
1 cm de percurso 6ético. Na preparacao da amostra foram pesados 3,5 mg de extrato seco
para um baldo volumétrico de 100 mL, perfazendo o volume com agua destilada. Apos
agitacdo procedeu-se a leitura da absorvancia (UNICAM UV/Vis Spectrometer UV4). Os
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resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico por grama de matéria seca,
com base numa curva de calibragdo (Anexo 4, Fig. 1), determinada por regressao linear
simples, estabelecida a partir de concentracées de 0 a 30 mg/L acido galico.

As determinacdes foram efetuadas em triplicado.

e Determinacao do perfil fendlico

A identificacéo dos fendis presentes nos extratos de carqueja de diferentes origens e
em diferentes fases do ciclo vegetativo foi efetuada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com Detetores de Diodos, Electroquimico e de Massa (HPLC-DAD-ED e HPLC-
DAD-MS)).

As analises HPLC-DAD-ED dos extratos foram realizadas no ITQB (Oeiras,
Portugal). Foi utilizado um equipamento Thermo Finnigan (Modelo Surveyor) equipado com
um amostrador automatico, detetor de diodos (DAD), detetor electroquimico (ED) e um
espectrometro triplo quadrupolo (TQ) (Micromass® Quattro microTM, Waters) com uma
fonte ESI em modo negativo. O capilar foi colocado a 2.5KV e o cone a 35V. A separacao
cromatografica foi realizada numa coluna Lichrocart RP-18 column (250 x 4 mm, tamanho
de particulas 5 pm, Merck) num forno a 35 °C. Utilizou-se um fluxo de 0,700 mL/min e
registou-se os perfis cromatograficos a 280, 320 e 360 nm. Os eluentes usados foram:
Eluente A — Acido fosférico p.a em agua Milli-Q (0,1% v/v) e Eluente B — Acetonitrilo HPLC
gradient grade (0 % v/v) em &acido fosférico p.a (0,1 % v/v) e agua Milli-Q (9,9 % v/v). A
aquisicao e tratamento dos dados realizou-se com recurso ao software Chromquest®.

5.3.4. Caracterizacao da componente glucidica

5.3.4.1. Determinaciao do peso molecular médio

O peso molecular médio em numero (M,) e peso (M,) bem como o indice de
polidispersédo (M,/M,) foram obtidos por cromatografia de exclusdo molecular (Size
Exclusion Chromatography — SEC) a baixa temperatura num equipamento da Waters Co,
equipado com uma coluna Waters Ultrahydrogel Linear e um detetor diferencial de indice de
refragédo (Waters 2410). Foi usado como eluente uma solugdo 0,1 M de NaCl a 30°C, e a
concentracdo de polimero foi menor do que 0,1% em peso, assegurando assim o
bombeamento de polissacaridos essencialmente nao-agregados com uma conformagao em
hélice pelo sistema Waters 510 Solvent Delivery. Os valores de M, e M, foram calculados

usando uma curva de calibragdo preparada com padrdes de pululano monodispersos
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(Shodex, Showa Denko, Japao). Esta analise foi realizada na Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa.

5.3.4.2. Composicao quimica

Os acucares neutros individuais foram determinados apds hidrélise acida,
derivatizacdo de acetato de alditol e analise por GC-FID, como descrito por Passos e
Coimbra (2013). Os derivados de acetato de alditol foram separados com diclorometano e
analisados por GC (Perkin Elmer-Clarus® 400) com um detector FID equipado com uma
coluna DB-225 (J & W Scientific, Folsom, CA, EUA), com diametro interno e espessura de
filme de 0,25 mm e 0,15 um respetivamente. O programa de temperatura utilizado foi:
temperatura inicial de 200°C, seguido de uma rampa linear de 40°C/min até 220°C,
mantendo esta temperatura durante 7 minutos, seguida de uma taxa de 20°C/min até 230°C,
temperatura mantida durante 1 min. As temperaturas do injetor e do detetor foram
respetivamente, 220 e 230°C. O caudal do gas de arraste (H2) foi fixado em 1,7 mL/min
(Nunes & Coimbra, 2001).

Para a analise dos acUcares neutros foi inicialmente efetuada uma hidrélise, seguida
de reducao e acetilagao (Anexo 5). O procedimento para determinagéo dos acidos urdnicos
encontra-se descrito no Anexo 6.

As determinacdes foram realizadas em duplicado. Esta componente analitica foi
realizada na Universidade de Aveiro.

5.3.5. Caracterizacdao da humidade e da componente mineral

Os extratos liofilizados dos rebentos micropropagados e das plantas silvestres foram

avaliadas em termos de:

e Humidade
e Fdésforo total
e Potassio, céalcio e magnésio totais

e Ferro, cobre, sédio, zinco, manganés, cromio, cadmio, niquel e chumbo
A humidade foi determinada por secagem, a 105 °C realizando pesagens até a

obtencdo de massa constante. O fosforo total foi quantificado por espectrofotometria de

absor¢cdo molecular — colorimetria. O potassio, calcio, magnésio, ferro, cobre, sédio, zinco,
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manganés, crémio, cadmio, niquel e chumbo foram quantificados por espectrofotometria de
absorcao atémica.

5.3.6. Atividade antioxidante

5.3.6.1. Método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo método DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo). A solugdo-mae de DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazila,marca Sigma-Aldrich)
foi preparada dissolvendo 24 mg de DPPH em 100 mL de metanol (Fisher Chemical, UK)
sendo armazenada no frio até utilizagdo (no maximo até 5 dias).

A solucao de trabalho (solucao diaria) foi obtida misturando 9 mL da solugao-mae em
36 mL de metanol (absorvancia a 517 nm inferior a 1,1).

Na preparagéao da amostra, 2 mg de extrato desidratado foram diluidos em 1 mL de
agua destilada. Ap6s homogeneizagao, adicioinaram-se 4 mL de solugao diaria de DPPH,
incubando a mistura no escuro durante 40 minutos, correspondente ao tempo necessario
para se estabelecer o equilibrio da reacdo, ou seja, o equilibrio entre as espécies oxidadas
(antioxidantes) e reduzida (DPPH+) na solugédo, a temperatura ambiente. Procedeu-se em
seguida a leitura da absorvancia a 517 nm, utilizando metanol como branco num
espectrofotémetro UV-VIS, marca JASCO, Modelo 7800.

Foi efetuada uma curva de calibracdo (Anexo 4, Fig. 2) com um antioxidante de
referéncia, Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico, marca Acros
Organics, EUA). Para obter a curva de -calibragdo foram preparadas diferentes
concentragdes de Trolox (de 75 uM a 1200 uM).

A atividade bloqueadora de radicais (RSA, radical scavenging activity) foi calculada

como percentagem da descoloragdo da solugao de DPPH, usando a equagéo 1.
RSA (%) = [(A inicial — A final)/A inicial)*100] (Equagéo 1)

em que A € a absorvancia.
Os resultados sado expressos em TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
definido como a concentragdo do antioxidante que fornece a mesma percentagem de

inibicdo do Trolox (Re et al., 1999), calculado em mM Trolox/100g m.s.
As determinagbes da atividade antioxidante foram efetuadas em triplicado.
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5.3.6.2. Método FRAP

A atividade antioxidante dos extratos foi também avaliada através de outra
metodologia, 0 método FRAP.

e Curva-Padrao do Sulfato Ferroso

Para estabelecer uma curva padrdo a partir da solucéo de sulfato ferroso 2000 uM
(marca Sigma-Aldrich, india) prepararam-se solugdes variando a concentracéo de 500 pM a
2000 uM. Em ambiente escuro, colocaram-se 25 pL de cada concentracéo de sulfato ferroso
(500 uM, 1.000 uM, 1.500 uM e 2.000 uM) a 270 UL de agua destilada e 2,7 mL do reagente
FRAP homogeneizando e mantendo em banho-maria a 37 °C.

O reagente FRAP foi preparado adicionando solugao de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-
triazina, marca Sigma-Aldrich, Reino Unido) 10 mM a 25 mL de tampao acetato 0,3 M, pH
3,6 € 2,5 mL de solugao aquosa de cloreto de ferro hexahidratado 20 mM (Panreac, USA).

A solucédo TPTZ foi preparada dissolvendo 3,12 g de TPTZ em aproximadamente 5
mL de HCI 40 mM (Merck) e completando o volume para 1 L num baldo volumétrico com
HCI 40 mM.

A solugao tampéo acetato 0,3 M, pH 3,6 foi preparada adicionando 3,1 g de acetato
de sodio (marca Riedel-deHaen, Alemanha) a 16 mL de acido acético glacial (marca
Panreac, Espanha), completando o volume para 1000 mL com agua destilada.

Apds 30 minutos, foi feita a leitura da absorvancia a 595 nm, utilizando o reagente
FRAP como branco para calibrar o espectrofotémetro. A curva-padrdo encontra-se no Anexo
4 (Fig. 3).

e Preparacao da amostra

Amostras de 0,5 mg de extrato liofilizado foram dissolvidas em 1 mL de &gua
destilada. 25 pL da solugéo de extrato foram adicionados a 270 pL de agua destilada e 2,7
mL do reagente FRAP. A mistura foi homogeneizada em banho-maria a 37°C. Ap6s 30
minutos, foi feita a leitura da absorvancia em espectrofotometro de UV/VIS a 595 nm,
utilizando o reagente FRAP com agua destilada como branco.

As determinagbes da atividade antioxidante foram efetuadas em triplicado.
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5.3.7. Atividade antimicrobiana

Foram efetuados estudos para avaliagdo da atividade antibacteriana e antifingica

dos extratos de carqueja com 0s seguintes microrganismos:

e Bolores e leveduras: Monilinia fructigena, referéncia CBS 101499; Monilinia laxa,
referéncia CBS 101503; Pichia fermentans e Candida albicans.

e Bactérias: Bacillus subtilis; Escherichia coli; Listeria monocytogenes;
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Os extratos liofilizados foram hidratados com &gua destilada esterilizada mas,
atendendo a que nos primeiros resultados se observaram contaminacbes na zona da gota
do extrato, para minimizar possiveis contaminacdes, procedeu-se a sua esterilizacdo. Numa
primeira fase procedeu-se a filtragdo (com filtro de 45 um) que seria 0 mais conveniente a
fim de nado provocar alteracbes nos extratos. Verificou-se a impossibilidade desta
metodologia dada a colmatacdo dos filtros e optou-se pela autoclavagem dos extratos a
121 °C durante 15 minutos. Testou-se, em paralelo, a agdo dos extratos hidratados com
agua destilada esterilizada e extratos esterilizados.

Numa primeira abordagem foram testadas concentragbes de extrato de carqueja de
5;10; 20; 50; 100; 200; 500; 10000; 15000; 30000 e 50000 ppm.

Face aos resultados dos ensaios preliminares, foram também estudadas
concentragdes superiores: 1000; 3000; 5000; 7500; 20000; 40000; 60000; 75000; 80000;
90000 e 100000 ppm.

As culturas de bolores foram adquiridas no Instituto Centraalbureau Voor
Schimmelcultures (CBS) Fungal Biodiversity Centre do Royal Netherlands Academy of Arts
and Sciences, na Holanda.

As culturas de bactérias e leveduras encontravam-se crioconservadas a -80 °C num
meio de cultura TSB (Tryptic Soy Broth) com glicerol adicionado numa proporgéao de 1:1,
tendo sido previamente repicadas para meio de cultura adequado ao seu crescimento,
conforme Tabela 5.2, para obtencdo de culturas puras e jovens, com um periodo de
incubacdo de 24 horas a 37 °C para as bactérias, 48 horas a 30 °C para as leveduras e a
25 °C durante 3 a 5 dias para os bolores.
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Tabela 5.2. Meios de cultura utilizados para o crescimento dos microrganismos.

Monilinia fructigena PDA (Potato Dextrose Agar), extrato de malte
Monilinia laxa PDA (Potato Dextrose Agar) e V8

Bacillus subtilis Agar nutritivo

Escherichia coli Agar nutritivo

Pseudomonas aeruginosa Agar nutritivo

Staphylococcus aureus Agar nutritivo

Listeria monocytogenes TSYEA (Tryptic Soy Agar + Yeast extract)
Candida albicans SDA (Sabouraud Dextrose Agar)

Pichia fermentans SDA (Sabouraud Dextrose Agar)

Os meios de cultura, preparados de acordo com indicacdes do fabricante, foram
esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15 minutos e, apds esterilizacao, distribuidos
em placas de Petri de 9 cm de diametro, em condi¢des de assepsia.

No anexo 7 apresentam-se as metodologias utilizadas para obtengdo de esporos de
Monilinia fructigena e Monilinia laxa; preparagao do indculo bacteriano; quantificacdo do
inéculo; preparagéo do indculo de leveduras; preparagao da suspensao de esporos de

bolores e quantificagdo da suspensdo de esporos.

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelos seguintes métodos:

+ Método 1: No meio de cultura apropriado ao crescimento do microrganismo foi
incorporado o0 extrato da planta nas concentragcdes pretendidas. Nesse meio
dispensou-se 10 pl de cada microrganismo. As placas foram incubadas a
temperatura adequada para cada microrganismo e, apds o periodo de incubagao, na
zona onde foi colocada a gota, verificou-se a existéncia ou ndo de crescimento do

microrganismo.

» Método 2: Cada microrganismo em estudo foi semeado por espalhamento no meio de
cultura adequado ao seu crescimento, com o auxilio de uma zaragatoa de algodao
estéril e assegurando uma distribui¢cdo uniforme do in6culo.

Apdbs o espalhamento do microrganismo, foi colocada uma gota de 10 pl de cada
extrato de carqueja nas diferentes concentragées estudadas, sobre a superficie do

meio.

» Método 3: Por difusdo em disco.
Do mesmo modo que para o método anterior, cada microrganismo em estudo foi

semeado por espalhamento no meio de cultura adequado ao seu crescimento.
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Foram colocados discos brancos esterilizados de 6 mm de diametro (marca Oxoid)
sobre a superficie do meio inoculado, assegurando uma boa adesdao com a
superficie do meio de cultura.

A superficie de cada disco foi inundada com 10 ul de cada extrato da planta nas
diferentes concentracbes estudadas. As placas foram invertidas e colocadas em
condicbes apropriadas ao crescimento de cada microrganismo.

Nas trés metodologias utilizadas, apds o periodo de incubacdo adequado a cada
microrganismo, verificou-se a existéncia ou nao de halos de inibicdo. Os halos de inibicao
sdo zonas onde ndo se verifica crescimento dos microrganismos por sensibilidade aos
extratos de carqueja utilizados nas diferentes concentracoes.

A verificagdo da existéncia ou ndo de halos de inibigao foi efetuada de acordo com o
microrganismo em estudo. No caso das bactérias o periodo de incubagéo pode ir de 24 a 48
horas; no caso das leveduras pode ir de 48 a 72h de incubagéo e no caso dos bolores esse
periodo é alargado para um periodo aproximado de 5 dias.

5.3.8. Analise estatistica dos resultados

Os resultados deste capitulo foram sujeitos a analise de variancia (ANOVA) e a
comparagao de médias foi efetuada pelo teste de Scheffé, com um nivel de significancia
p<0,05, através do programa Statistica, Versao 7.
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5.4. Resultados e discussao

5.4.1. Rendimento de extracao

Os resultados do rendimento de extracao (g extrato/100g m.s.) para os diferentes
locais de colheita das plantas silvestres, ao longo do ciclo vegetativo, no 12 ano de avaliacdo
bem como para o material vegetal micropropagado sdo apresentados na Figura 5.2. Como
se pode verificar o rendimento de extracao é sempre relativamente elevado, superior a 11%.
No que respeita as plantas silvestres ndo se observaram diferencas significativas entre
locais ou épocas de colheita. No material vegetal produzido in vitro, o rendimento de
extragcéo foi superior, sendo esta diferenca significativa no caso do material vegetal obtido a
partir de plantas do Orvalho (30,1%) e da Gardunha (23,1%). Nao obstante as diferencas
nao serem significativas, os caules em floragdo possuem sempre menor rendimento de
extragao relativamente as flores, em cada local, o que leva a supor que os compostos

podem ser canalizados para a parte floral.
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Figura 5.2. Rendimento de extracdo (g extrato/100g m.s.) para material vegetal recolhido nos
diferentes locais, ao longo do ciclo vegetativo no 12 ano avaliado e material vegetal micropropagado.
Legenda: OR - Orvalho, repouso vegetativo; GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata,
repouso vegetativo; OCF - Orvalho, caules a floracdo; GCF - Gardunha, caules a floracao;
MCF - Malcata, caules a floragdo; OF - Orvalho, flores; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
OIR - Orvalho, inicio do repouso; GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do
repouso; OMic - Orvalho, material vegetal micropropagado; GMic - Gardunha, material vegetal
micropropagado; MMic - Malcata, material vegetal micropropagado.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).
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Relativamente aos rendimentos de extracdo obtidos no 2° e 3° ano verificaram-se
novamente os valores elevados obtidos no 12 ano. Confirmam-se no segundo ano (Fig. 5.3)
0s maiores rendimentos de extracdo no repouso vegetativo (18,1%) para o local de recolha
Malcata e flores de origem da Gardunha (17,3%) e no terceiro ano (Fig. 5.4) nas flores
(18,1%) para o local de recolha Gardunha. De salientar que esta diferenga se anularia se na

época de floracdo nao se procedesse a separacao das flores da restante parte aérea.
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Figura 5.3. Rendimento de extragédo (g extrato/100g m.s.) para o material vegetal recolhido nos dois
locais, ao longo do ciclo vegetativo no 2° ano de avaliagao.
Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha,
caules a floragao; MCF - Malcata, caules a floragdo; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do repouso.
Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).

a a
a
T & ab ab
H b H I I
MR  GCF GF  MF MIR

MCF
Figura 5.4. Rendimento de extragédo (g extrato/100g m.s.) para o material vegetal recolhido nos dois
locais, ao longo do ciclo vegetativo no 3% ano de avaliagdo. Letras iguais indicam que as médias nao
sdo significativamente diferentes (p<0,05).
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Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha,
caules a floracao; MCF - Malcata, caules a floracdo; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do repouso.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias nao sao significativamente diferentes (p<0,05).

Face ao exposto é possivel concluir que o local de recolha bem como a a fase do
ciclo vegetativo ndo afetam de forma significativa o rendimento de extracdo. O extrato de
material vegetal micropropagado, em especial de origem no Orvalho e Gardunha,
apresentaram valores significativamente superiores aos das plantas silvestres provenientes
de todas as origens independentemente da fase do ciclo vegetativo.

Luis et al. (2009) referem a carqueja silvestre como uma planta com elevados
rendimentos de extracdo relativamente a outras espécies, embora o rendimento seja
superior em extratos etandélicos (28,6%) comparativamente a extratos aquosos (12,0%).

O rendimento de extracdo em carqueja utilizando extratos metandlicos de plantas
silvestres situou-se entre 26% para caules e folhas e 25% para flores (Luis et al., 2011).

Por outro lado, Martinez et al. (2012) num estudo com 35 plantas endémicas e sub-
-endémicas da Galicia, entre as quais a Pterospartum tridentatum subsp. tridentatum
obtiveram rendimentos de extracdo em etanol e agua (1:1) de 30% para folhas e caules e
24% nas flores.

Em Thymus lotocephalus G. Lépez & R. Morales (Costa et al., 2012b) os valores
mais elevados de rendimento de extracdo foram obtidos utilizando agua como solvente
comparativamente a utilizagéo de agua e etanol. Com a mesma espécie utilizando a planta
selvagem e em cultura in vitro foram atingidos rendimentos de hidroextragcdo de 21% e
23,6%, respetivamente, confirmando o maior rendimento de extragdo em condigbes in vitro.

Variadas técnicas estdo a ser desenvolvidas para uma eficiente extracédo, a fim de
encurtar o tempo de extragdo, diminuir o consumo de solvente, melhorar a qualidade dos
extratos e evitar custos de funcionamento e problemas ambientais bem como melhorar o

rendimento de extracao e reprodutibilidade.

5.4.2. Teor de fendis totais e perfil fendlico

Nas Figuras 5.5, 5.6 e 5.7 apresentam-se os teores de fendis totais para cada um
dos trés anos em estudo podendo observar-se que os extratos das plantas silvestres
apresentam teores de fendis totais relativamente elevados.

O teor de fendis totais varia significativamente com a fase do ciclo vegetativo
verificando-se para todos os locais de recolha das plantas silvestres os valores mais
elevados na época de repouso vegetativo, sendo o extrato da Gardunha aquele que
apresenta valor significativamente mais elevado (369,2 mg equiv. acido gélico/g m.s.). Nos
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extratos dos rebentos micropropagados (Fig. 5.5), verificaram-se teores significativamente
mais baixos (entre 104 a 121 mg equiv. acido galico/g m.s.) relativamente aos extratos das
plantas silvestres independentemente da origem ou do periodo vegetativo.
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Figura 5.5. Teor de fendis totais (mg equiv. acido gdlico/g m.s.) para o material vegetal recolhido nos
diferentes locais, ao longo do ciclo vegetativo, no 12 ano avaliado e material vegetal micropropagado.
Legenda: OR - Orvalho, repouso vegetativo; GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata,
repouso vegetativo; OCF - Orvalho, caules a floragdo; GCF - Gardunha, caules a floragéo;
MCF - Malcata, caules a floragao; OF - Orvalho, flores; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
OIR - Orvalho, inicio do repouso; GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do
repouso; OMic - Orvalho, material vegetal micropropagado; GMic - Gardunha, material vegetal
micropropagado; MMic - Malcata, material vegetal micropropagado.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).

Na avaliacdo dos teores de fendis totais no 2° ano (Fig. 5.6) verifica-se que a época
do repouso e inicio de repouso para ambos os locais de recolha das plantas silvestres
apresentam os valores significativamente mais elevados. No 3% ano (Fig. 5.7) verificam-se
também os valores superiores nos extratos do inicio do repouso e repouso, a exceg¢ao do
extrato proveniente da Gardunha na época do repouso vegetativo. Verifica-se ainda que os
extratos de flores apresentam teores de fendis totais significativamente inferiores aos

restantes extratos das plantas silvestres.

158



400 -

a a
30 0 T be .
300 - de cd
250 - I . .
200 - I
150 -
100 -
50 -
0 - : : : :
GF  MF GR

GR MR  GCF  MCF MIR

mg equiv. acido galico/g m.s.

Figura 5.6. Teor de fendis totais (mg equiv. acido galico/g m.s.) para o material vegetal recolhido nos
dois locais, ao longo do ciclo vegetativo no 2° ano de avaliagéo.

Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha,
caules a floragao; MCF - Malcata, caules a floragao; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do repouso.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 5.7. Teor de fendis totais (mg equiv. acido gdlico/g m.s.) para o material vegetal recolhido nos
dois locais, ao longo do ciclo vegetativo no 3° ano de avaliagéo.

Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha,
caules a floragao; MCF - Malcata, caules a floragdo; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do repouso.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).

Luis et al. (2009) realizaram um estudo em trés espécies portuguesas, entre as quais
a P. tridentatum (L.) Willk., Erica spp. e Cytisus scoparius (L.) Link, comparando extratos

aquosos e etandlicos relativamente ao teor de fendis totais e atividade antioxidante. O teor
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de fendis foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu’s. O teor de fendis
totais de carqueja (196,6+3.9 mg equiv. acido galico/g m.s.) em extrato etandlico foi superior
ao de Erica spp. (141,5+1.2 mg equiv. acido galico/g m.s.) bem como em extrato aquoso
(222, 745,1 para carqueja e 212,7+x1.5 mg equiv. acido galico/g m.s. para Erica spp.).
Relativamente ao teor de fendis totais da espécie Cytisus scoparius (L.) Link em extrato
etandlico (225,3 + 4.1 mg equiv. acido galico/g m.s.) foi superior ao de carqueja mas em
extrato aquoso a carqueja possui um teor de fendis totais muito superior (134,7+0.1 mg
equiv. acido galico/g m.s.) a esta mesma espécie.

Luis et al. (2011) avaliaram o teor de fendis totais em extratos metandlicos de dez
espécies portuguesas, entre as quais a P. tridentatum (L.) Willk. e, utilizando o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, verificaram que as folhas e caules de carqueja apresentam
um teor de fendis mais baixo (113,6 £1.5 acido galico equivalente/g m.s.) do que as suas
flores (171,4+0.7 acido gélico equivalente/g m.s.). Os mesmos autores referem que
Pterospartum tridentatum (L.) Willk., Erica arborea L., Cytisus multiflorus (L'"Hér.) Sweet e
Rubus ulmifolius Schott séo espécies que apresentam elevada concentragao de flavondides.

Utilizando o método Folin-Ciocalteu, Gallego et al. (2013) avaliaram trés espécies
aromaticas, Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris L. e Lavandula angustifolia Mill.
relativamente ao teor de fendis totais. Os extratos aquosos (com solvente constituido por
50% de agua e 50% etanol) de folhas e caules de Rosmarinus officinalis L., caules de
Thymus vulgaris L. e caules e flores de Lavandula angustifolia Mill. apresentaram teores de
fendis totais inferiores (variando entre 52 e 219 mg &cido galico/g extrato liofilizado) aos
obtidos neste estudo de carqueja.

Martinez et al. (2012) em estudo com 35 plantas silvestres da Galicia, entre as
quais a Pterospartum tridentatum subsp. tridentatum, reportaram teores de fendis totais
entre 282 e 292 mg equiv. acido gélico/g m.s. para as flores e folhas respetivamente. Estes
resultados estdo em concordancia com os resultados obtidos neste estudo para a parte
aérea na época da floracdo em que se obteve, em média dos 3 anos, 297 mg equiv. acido
galico/g m.s. quer para as plantas silvestres de origem Malcata quer de origem Gardunha.

A analise de outros estudos realizados com PAMs confirma o elevado teor de fendis
destas plantas. Utilizando o método Folin—Ciocalteu, Gallego et al. (2013) avaliaram trés
espécies aromaticas, relativamente ao teor de fendis totais. Os extratos liofilizados de folha
e caule de Rosmarinus officinalis L., de caule de Thymus vulgaris L. e de caule e flor de
Lavandula angustifolia Mill. apresentaram teor de fendis totais inferiores (variando entre 52 e
219 mg acido galico/g extrato liofilizado) aos obtidos neste estudo de carqueja.

Nas Figuras 5.8 e 5.9 apresentam-se os cromatogramas exemplificativos do perfil
fendlico dos extratos de caule de carqueja recolhida na serra da Gardunha na época de
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floracdo e de flor recolhida na Malcata respetivamente. A andlise das figuras evidencia
ligeiras diferengas entre os dois perfis.

A identificacdo dos diferentes compostos foi efetuada por MS/MS. Foram
identificados alguns dos compostos presentes nos extratos. No Anexo 8 apresentam-se, a
titulo exemplificativo, compostos detetados nos caules recolhidos na serra da Gardunha na
época da floracao e das flores de plantas da serra da Malcata respetivamente.
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Nas Tabelas 5.3 e 5.4 sdo apresentados os compostos identificados nos caules
recolhidos na serra da Gardunha na época da floracao e das flores de plantas da serra da
Malcata respetivamente.

Tabela 5.3. Identificagdo de compostos no extrato de caules e folhas na época de floracdo da planta
silvestre de origem Gardunha.

Pico  Tr(min) [M] MS/MS (25eV) MS/MS (40eV) Identificacio
111(90%);87(100%); ] —
2 11,55 191 85(52%) Acido quininico
111(100%):87(57%); ) o
3 13,30 191 85(41%) Acido citrico
345(100%);327(68%): Taxifolina-6-C-
¢ 2EE 485 317(54%):167(85%) glucésido
359(12%)/166(100%);1 i oo
13 4327 479 350(100%)A479(43%)  67(4%)194(45%)125( Moo
50) glucésido
311(100%); 431(46%) o .. Genisteina-8-C-
21 6566 431499 o [P 311(75%):283(100%) o o0
o/ - o/ ) - 5,5'-di-hidroxi-3’-
22 69,92 461 gg;&g%),sze(sz %) 298(100%) metoxi-isoflavona-
° 7-O-glucosido
25 77,09 609  300(100%):301(73%) - Rutina
o/ \- o/ ). Quercetina- 3-O-
%6 77,37 463 300(100%);301(4%) gg?ég%") 271(100%):2 1cosido
° (Isoquercetina)
27 79,57 463 300(100%);301(45%) gg?ég%") 271(100%):2 S:,gggg,g% 50
28 80,42 431  268(100%);269(43%) - Genistina 1
O, . 0, .
31 87,61 431 268(100%:431(18%) gggg] g%) :267(39%); Genistina 2
268(100%)283(98%); .
35 96,45 283 240(66%) Prunetina
37 100,84 299 281(100%) - 7-O-metilorobol

Tabela 5.4. Identificagdo de compostos no extrato da flor da planta silvestre de origem Malcata.

Pico Tr(min) [M'T MS/MS Identificacdo
2 11,07 191 - Acido quininico
3 13,38 191 - Acido citrico
10 29,88 465 345(100%);327(66%);317(40%);167(91%) Taxifolina-6-C-glucésido
13 43,14 479  359(100%):479(44%) Miricetina-6-C-glucésido
17 66,27 431  311(100%);283 Genisteina-8-C-glucésido
o/ . o 5,5’-di-hidroxi-3’-metoxi-
18 70,33 461  341(100%);461(96%) isoflavona-7-O-glucésido
20 76,91 609 300(100%)/301 Rutina
o/ . o). o Quercetina 3-O-glucoside
21 77,73 463  300(100%);301(43%);463(11%) (Isoquercetina)
22 79,14 463 300(100%);301(69%) Quercetina 3-O-galactésido
23 80,38 431 268(80%);269(100%) Genistina 1
25 87,80 431 268(100%) Genistina 2
30 100,84 299 284(100%);283(49%);255(47%);281(21%) 7-O-metilorobol
(

31 105,00 445 283(100%) Sissotrina

Os compostos identificados que apresentam areas cromatogréficas maiores quer
para a flor de origem Malcata quer para a parte aérea das plantas silvestres provenientes da
Gardunha na época de floragao, correspondem aos compostos Taxifolina-6-C-glucésido e
Miricetina-6-C-glucésido. Os restantes compostos identificados na flor de origem Malcata e
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na parte aérea de plantas silvestres recolhidas a floracdo de origem Gardunha foram
idénticos tendo diferido em dois compostos: a prunetina e a sissotrina.

No sentido de perceber eventuais diferencas entre extratos de diferentes origens e
fases do ciclo vegetativo, bem como se os rebentos micropropagados apresentam o mesmo
perfil fendlico, procedeu-se a uma analise comparativa dos respetivos perfis cromatograficos
(Fig. 5.10). Com base nos perfis cromatograficos e atendendo apenas a presenca ou
auséncia do composto, construiu-se a Tabela 5.5.

Numa primeira andlise pode observar-se uma maior influéncia da época do ciclo
vegetativo do que do local de colheita. Extratos da época de floracédo, quer dos caules quer
das flores, apresentam um perfil fenélico mais complexo do que na época de repouso
vegetativo.

Tabela 5.5. Compostos fendlicos identificados nos extratos das plantas silvestres e micropropagadas
das origens Gardunha e Malcata.

Amostras
Composto identificado GMic  MMic GR MR GCF MCF GF MF

Acido quininico X X X X X X X X
Acido citrico X X X - X X X X
Taxifolina-6- C-glucésido - - X X X X X
Miricetina-6- C-glucésido X X X X X
Genisteina-8- C-glucésido X X X X X
5,5’-di-hidroxi-3’-metoxi- X X X X X X X X

isoflavona-7-O-glucésido
Rutina - - X X X X X X
Quercetina 3-O-glucésido

(Isoquercetina) ) ) ) ) X X X X
SEEpee « x - x x - x
Genistina 1 - X - X - X

Genistina 2 X X X X X =

Prunetina - - - - X - - -
7-O-metilorobol - X X - X = = X
Sissotrina - - X - - - X X

Legenda: GMic - Gardunha, material vegetal micropropagado; MMic - Malcata, material vegetal micropropagado;
GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha, caules a floragao;
MCF - Malcata, caules a floragao; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores.

De realgar que a isoquercetina s6 surge na época da floragdo. O perfil fendlico
identificado no presente trabalho esta em concordancia com os poucos estudos existentes
para as plantas silvestres (Vitor et al., 2004; Paulo et al., 2008; Luis et al., 2011; Martins et
al, 2012), ndo havendo referéncia ao perfil fendlico de rebentos micropropagados.
Recentemente Roriz et al. (2014) identificaram vinte e um flavonoides em Pterospartum
tridentatum (L.) Willk., dos quais oito sdo comuns a este presente trabalho nomeadamente,
Miricetina-6-C-glucésido; Quercetina 3-O-glucésido (Isoquercetina); Genistina; Genisteina-8-
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A pouca implicacdo do local de recolha no perfil fendlico € corroborada quando
comparando os resultados do presente estudo com os de Paulo et al. (2008). De salientar
que os referidos autores estudaram plantas da zona de Cinfaes, regido mais a norte de
Portugal do que a zona de recolha para o presente trabalho, logo com condicées edafo-
-climaticas diferentes relativamente as condicbes em que se desenvolveram as plantas
deste estudo (referidas no capitulo 3).

Os perfis fendlicos do material micropopagado sdo muito semelhantes aos extratos
das plantas silvestres na época de repouso independentemente da origem. No entanto, a
Taxifolina-6-C-glucésido, um dos mais representativos nas plantas silvestres, bem como a
rutina e a isoquercetina, ndo estao presentes nos extratos dos rebentos micropropagados.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais podem permitir alteracées no perfil
quimico das plantas através da manipulacdo do ambiente fisico e quimico, ou seja, por
alteracdo das condigcdes de cultivo in vitro. Por exemplo, no caso da espécie Thymus
lotocephalus G. Lopez & R. Morales, Costa et al. (2012b) concluiram que as condi¢des in
vitro utilizadas foram favoraveis a acumulagéo de elevados teores de &cido rosmarinico,
sugerindo que esta espécie micropopagada poderia ser usada como uma fonte de

compostos antioxidantes naturais, ajudando deste modo a preservar as popula¢des naturais.

5.4.3. Caracterizacao da componente glucidica

5.4.3.1. Peso molecular médio

A analise da componente glucidica de extratos de amostras provenientes das serras
da Gardunha e da Malcata nas épocas do repouso vegetativo e na floracdo permitiu
observar que todas as amostras apresentam duas fragées de pesos moleculares bastante
distintos. Na Tabela 5.6 apresentam-se os pesos moleculares médios em peso (M,) e o
indice de polidispersao (PD).

167



Tabela 5.6. Peso molecular médio em peso (M,) e polidispersédo (PD = M,, /M,) das folhas e caules
na época de repouso e na época de floracdo para as plantas silvestres de origem Gardunha e
Malcata.

Amostra M, PD
6
1,0x10

GR ’ 1,6
1,7x10%
6
1,2x10

GCF : 15
0,3x10*
6

. o,5x1o4 .
1,5x10
6
0,6x10

MCF ’ 2.0
C 0,7x10%

Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; GCF - Gardunha, caules a floragdo; MR - Malcata,
repouso vegetativo; MCF - Malcata, caules a floracéo.

Para cada local de recolha, os caules na época da floragdo apresentam pesos
moleculares superiores, mas esta diferenca ndo é relevante dado o erro associado a
metodologia (10%).

De igual modo ao que foi observado para o teor de fendis, também no que respeita
ao peso molecular médio da componente glucidica o efeito do local de recolha e fase do

ciclo vegetativo ndo é evidente.

5.4.3.2. Composicao em monossacaridos

Na Figura 5.11 apresenta-se a massa total de monossacaridos dos extratos de
plantas silvestres da Malcata e da Gardunha em diferentes fases do ciclo vegetativo bem
como de plantas micropropagadas. Como se pode observar o teor total de monossacaridos
dos extratos de plantas silvestres é mais dependente da parte da planta do que do local de
recolha. Verificam-se teores ligeiramente mais elevados nos extractos dos caules a floragao
(entre 287 e 290 mg/g) relativamente aos da flor (entre 270 e 276 mg/g). O material vegetal
micropropagado apresenta valores inferiores o que podera ser explicado pela baixa taxa
fotossintética dos rebentos.
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Figura 5.11. Massa total de monossacaridos de extratos de plantas silvestres da Malcata e da
Gardunha em diferentes fases do ciclo vegetativo bem como de plantas micropropagadas.

Legenda: MCF - Malcata, caules a floragéo; MF - Malcata, flores; GCF - Gardunha, caules a floragao;
GF - Gardunha, flores; MMic - Malcata, material vegetal micropropagado; GMic - Gardunha, material
vegetal micropropagado.

Na Tabela 5.7 estdo representadas as massas de monossacaridos ramnose (Ram),
fucose (Fuc), arabinose (Ara), xilose (Xil), manose (Man), galactose (Gal), glucose (Glc) e
acidos urénicos, em mg/g de amostra e na Tabela 5.8. estdo apresentadas as respetivas
percentagens molares. Como se pode observar nos extratos de carqueja a glucose e os
acidos urénicos sao os componentes maioritarios. Esses componentes sao também aqueles
cujos teores sdo mais diferentes entre as plantas silvestres e as micropropagadas. Enquanto
que nas plantas silvestres a glucose € o aglcar predominante, independentemente do local
e época de recolha, nas micropropagadas é precisamente o contrario e 0s acidos uronicos

S&0 0s principais componentes.

Tabela 5.7. Massa de monossacarideos em mg/g de amostra (média de duas réplicas).

x . Acidos
Fracao Ram Fuc Ara Xil Man Gal Gilc Urénicos
MCF 2,8 0,0 70 19 6,0 6,9 2132 51,1
MF 1,9 0,0 6,1 31 159 162 1720 61,1
MR 4,8 0,0 56 1,1 1,5 9,5 1926 61,8
GCF 3,5 0,0 82 1,9 47 7,5 2080 53,6
GF 1,8 0,0 58 2,7 171 10,9 162,0 69,8
MMic 10,8 0,0 54 19 1,6 15,8 79,3 1354
GMic 7,5 0,0 6,7 18 50 16,6 922 1310

Legenda: MCF - Malcata, caules a floracao; MF - Malcata, flores; MR - Malcata, repouso vegetativo;
GCF - Gardunha, caules a floragdo; GF - Gardunha, flores; MMic - Malcata, material vegetal
micropropagado; GMic - Gardunha, material vegetal micropropagado.
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Tabela 5.8. Percentagens molares dos monossacarideos (média de duas réplicas).

~ . Acid.
Fracao Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc Uron.
MCF 1,1 0,0 2,9 0,8 2,1 24 74,1 16,6
MF 0,8 0,0 2,7 1,4 5,8 5,9 62,8 20,7
MR 1,9 0,0 2,4 0,5 0,6 3,5 70,2 21,0
GCF 1,3 0,0 3,4 0,8 1,7 2,6 72,7 17,4
GF 0,7 0,0 2,6 1,2 6,4 41 60,7 24,3
MMic 4,9 0,0 2,7 0,9 0,7 6,5 32,8 51,5
GMic 3,2 0,0 3,2 0,8 2,0 6,5 36,4 47,9

Legenda: MCF - Malcata, caules a floracdo; MF - Malcata, flores; MR - Malcata, repouso vegetativo;
GCF - Gardunha, caules a floragdo; GF - Gardunha, flores; MMic - Malcata, material vegetal
micropropagado; GMic - Gardunha, material vegetal micropropagado.

Pode ainda verificar-se que o material vegetal micropropagado, quer de origem
Gardunha quer proveniente da Malcata, apresenta percentagens molares de ramnose e
acidos urdnicos superiores as plantas silvestres. Assim, a analise glucidica evidencia que o
material vegetal micropropagado apresenta uma composi¢do que pode suscitar mais
interesse do que a das plantas silvestres. Segundo Kumar & Mody (2009) a fucose, a
ramnose e o0s 4acidos uronicos sao considerados acgucares raros que apresentam
propriedades interessantes, tais como atividades anti-inflamatéria, antioxidante ou antiviral,
com aplicagao na industria farmacéutica e cosmética, por exemplo. Alguns deles podem ser
produzidos por enzimas especializadas ou reag¢des utilizando a glicose como precursor
principal (Granstrom et al., 2004 Beerens et al., 2012), mas sao processos bastante
dispendiosos. A sua escassez torna estes agucares altamente valiosos. Consequentemente,
a presencga destes compostos em plantas micropropagadas consiste num fator adicional que
justifica o investimento na sua producgao.

No que respeita a componente glucidica da espécie em estudo, na bibliografia
consultada foi possivel encontrar dois trabalhos, Pinela et al. (2011) e Roriz (2014). No
trabalho de Roriz (2014) com trés espécies vegetais, a carqueja apresentou os niveis mais
elevados de agucares totais (133,70 mg/g) relativamente as espécies Gomphrena globosa L.
e Cymbopogon citratos (DC) Stapf. Os teores de agucares totais obtidos no estudo de Pinela
et al. (2011) foram inferiores ao estudo de Roriz e ao presente estudo, j4 que o teor obtido
foi de 52,7 e 49,6 mg/g m.s. para a carqueja liofilizada e seca a sombra, respetivamente. No
que respeita aos teores de glucose, no presente trabalho, quer para as plantas silvestres
quer para rebentos micropropagados, os valores sdo sempre superiores aos obtidos por
Roriz (2014) (26,70 mg/g m.s.) e Pinela et al. (2011) (11,9 mg/g m.s. para material vegetal
liofilizado e 8,4 mg/g m.s. para secagem a sombra).

Estas diferencas podem ser devidas a diferentes condigbes de desenvolvimento das
plantas, como por exemplo a diferentes condi¢cdes edafo-climaticas. No trabalho de Pinela et
al. (2011) as plantas silvestres foram obtidas em Tras-os-Montes e no trabalho de Roriz as
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plantas foram provenientes da serra de Montemuro. As diferengas de valores também
podem ser devidas ao processo de secagem utilizado em cada um dos trabalhos. Pinela et
al. (2011) procedeu a liofilizacdo apos colheita das plantas e também realizou o processo
tradicional de secagem a sombra, em local seco e a temperatura ambiente numa sala
durante 30 dias e Roriz (2014) procedeu a secagem das plantas apenas durante cinco dias,
a sombra, controlando a temperatura ambiente, humidade relativa bem como a taxa de fluxo

de ar.

5.4.4. Caracterizacao da componente mineral

Na Tabela 5.9 apresenta-se a caracterizacdo da componente mineral de extratos
liofilizados quer das plantas silvestres quer do material vegetal micropropagado. Os teores
de fésforo, potassio, célcio e magnésio sdo expressos em percentagem massica. O ferro,
cobre, sodio, zinco, manganésio, cromio, cadmio, niquel e chumbo sdo expressos em
mg/Kg.

Pela tabela 5.9 pode-se verificar que o extrato do material micropropagado apresenta
teores superiores de fosforo, potassio, ferro, cobre, s6dio e zinco do que o extrato das
plantas silvestres. Enquanto este apresenta teores superiores de calcio, magnésio e
manganés, sendo que o cobre € inferior ao limite de quantificacdo. Os teores de cromio,
cadmio, niquel e chumbo nos extratos de material micropropagado sao inferiores ao limite
de quantificagcdo pelo que se pode afirmar que os extratos ndo apresentam contaminacao
destes elementos. Os extratos de plantas silvestres embora em teores relativamente baixos,

apresentam niveis quantificaveis de niquel e chumbo.

Tabela 5.9. Composicdo mineral de extratos de carqueja micropropagada e silvestre.
Extratos P K Ca Mg Fe Cu Na Zn Mn Cr Cd Ni Pb
EMic 08 73 04 01 384 0,1 2146,0 113,0 3490 <LQ <LQ <LQ <LQ
EPS 01 25 05 03 286 <LQ 308,0 20,9 4410 <LQ <LQ 1,9 24

Legenda: EMic - extratos liofilizados de carqueja em micropropagacao; EPS - extratos
liofilizados de plantas silvestres; LQ — limite de quantificacao.

Uma analise comparativa com os resultados obtidos no capitulo 3 (c.f. 3.3) permite
observar que os extratos apresentam maiores concentragées em minerais como o potassio,
0 s6dio e 0 manganés relativamente ao material vegetal que Ihes deu origem. Este resultado
pode ser explicado pela solubilidade em agua destes elementos. Contrariamente o ferro,

elemento menos sollvel, diminuiu em ambos os extratos.
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5.4.5. Atividade antioxidante

5.4.5.1. Método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos aquosos para os diferentes locais, em
diferentes fases do ciclo vegetativo sao apresentados nas Figuras 5.12, 5.13 e 5.14 (1%, 2%e¢
32 ano respetivamente). Todos os extratos aquosos independentemente do local de recolha
e fase do ciclo vegetativo da planta apresentam atividade antioxidante. Os valores
significativamente mais elevados de atividade antioxidante nas plantas silvestres foram
observados no repouso vegetativo e na época de floracao (parte floral) para os trés locais
em estudo. No caso do material vegetal micropropagado ndo existem diferencas
significativas, no que respeita o local de origem, evidenciando uma atividade antioxidante
elevada, semelhante aos extratos das plantas silvestres no repouso. De referir que este
resultado ndo estd em concordancia com o teor de fendéis totais (conforme 5.4.2), indicando
que a atividade antioxidante ndo estara relacionada exclusivamente com o teor de

compostos fendlicos.
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Figura 5.12. Atividade antioxidante pelo método DPPH (mM Trolox/100g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos diferentes locais, ao longo do ciclo vegetativo, no 12 ano avaliado e material vegetal
micropropagado.

Legenda: OR - Orvalho, repouso vegetativo; GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata,
repouso vegetativo; OCF - Orvalho, caules a floracdo; GCF - Gardunha, caules a floragao;
MCF - Malcata, caules a floragdo; OF - Orvalho, flores; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
OIR - Orvalho, inicio do repouso; GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do
repouso; OMic - Orvalho, material vegetal micropropagado; GMic - Gardunha, material vegetal
micropropagado; MMic - Malcata, material vegetal micropropagado.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).
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No 2° e 32 ano de estudo (Fig. 5.13 e 5.14, respetivamente) confirmam-se os valores

superiores de atividade antioxidante na época do repouso e nas flores.
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Figura 5.13. Atividade antioxidante pelo método DPPH (mM Trolox/100g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos dois locais, ao longo do ciclo vegetativo no 2° ano de avaliagao.

Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha,
caules a floragao; MCF - Malcata, caules a floragdo; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do repouso.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 5.14. Atividade antioxidante pelo método DPPH (mM Trolox/100g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos dois locais, ao longo do ciclo vegetativo no 3° ano de avaliagéo.

Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha,
caules a floragado; MCF - Malcata, caules a floragdo; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do repouso.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo sdo significativamente diferentes (p<0,05).
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Segundo Vitor et al. (2004) a atividade antioxidante da carqueja € devida ao elevado
teor de flavonoides desta espécie.

Os resultados do presente estudo confirmam o descrito por outros autores (Luis et
al., 2009 e Luis et al., 2011). Luis et al. (2009) em estudos com trés epécies, P. tridentatum
(L.) Willk., Cytisus scoparius (L.) Link e trés espécies do género Erica concluiram que a
atividade antioxidante da P. tridentatum (L.) Willk. & superior em extratos aquosos do que
em extratos etandlicos. Luis et al. (2011) estudaram a atividade antioxidante em extratos
metandlicos de alguns arbustos provenientes da Serra da Estrela (Echinospartum ibericum
Rivas Mart., Sanchez-Mata & Sancho, Pterospartum tridentatum (L.) Willk., Juniperus
communis L., Ruscus aculeatus L., Rubus ulmifolius Schott, Hakea sericea Schrader,
Cytisus multiflorus (L"Hér.) Sweet, Crataegus monogyna Jacq., Erica arborea L. e [pomoea
acuminata (Vahl) Roemer & Schultes) e utilizando o método DPPH verificaram que a
carqueja possui atividade antioxidante moderada nas folhas e caules e uma intensa
atividade antioxidante nas flores.

A elevada atividade antioxidante de extratos de carqueja foi também reportada por
Ferreira et al. (2012). De salientar que os referidos autores concluiram que a atividade
antioxidante de carqueja € superior a de Rosmarinus officinalis L., considerada uma planta
aromatica e medicinal com elevada atividade antioxidante (Cheung et al., 2007).

Gallego et al. (2013) no estudo com trés espécies aromaticas, Rosmarinus officinalis
L., Thymus vulgaris L. e Lavandula angustifolia Mill. avaliaram a atividade antioxidante pelo
método de DPPH (mM Trolox/g extrato liofilizado) e os valores obtidos sdo muito inferiores
(entre 20 e 160 mM Trolox/100 g de extrato liofilizado) aos valores obtidos neste estudo de

carqueja.

5.4.5.2. Método FRAP

Um dos problemas na avaliagao da atividade antioxidante é que esta atividade pode
ser variavel e depender do método utilizado. Sabe-se que 0 mecanismo antioxidante em
matrizes biologicas é complexo e varios fatores podem intervir no processo (Gam et al.,
2009). Dada essa complexidade, apenas um método para determinar a atividade
antioxidante de extratos pode nao ser suficiente para retirar conclusées. Com base em
estudos em que foi demonstrado que a atividade antioxidante de plantas esta estreitamente
associada ao seu poder redutor (Wu et al., 2007; Zhu et al., 2009), foi também avaliado
neste trabalho o poder redutor de extratos de carqueja silvestre e micropropagadas, pelo
método FRAP. Este método é simples e rapido e mede a capacidade de redugdo dos
antioxidantes e da manutengéo do estado redox em células (Huang et al., 2005).
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Os valores apresentados em mmol Fe?*/100g m.s., referentes ao método FRAP para
os diferentes locais, ao longo do ciclo vegetativo, encontram-se nas Figuras 5.15 (para o 1°

ano de avaliagéo), 5.16 (para o 2° ano) e 5.17 para o 32 ano).
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Figura 5.15. Atividade antioxidante pelo método FRAP (mmol Fe®*/100g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos diferentes locais, ao longo do ciclo vegetativo, no 12 ano avaliado e material vegetal
micropropagado.

Legenda: OR - Orvalho, repouso vegetativo; GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata,
repouso vegetativo; OCF - Orvalho, caules a floracdo; GCF - Gardunha, caules a floragao;
MCF - Malcata, caules a floragéo; OF - Orvalho, flores; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
OIR - Orvalho, inicio do repouso; GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do
repouso; OMic - Orvalho, material vegetal micropropagado; GMic - Gardunha, material vegetal
micropropagado; MMic - Malcata, material vegetal micropropagado.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias ndo séo significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 5.16. Atividade antioxidante pelo método FRAP (mmol Fe®*/100g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos dois locais, ao longo do ciclo vegetativo no 2° de avaliagéo.
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Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha,
caules a floracao; MCF - Malcata, caules a floracdo; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do repouso.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias nao séo significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 5.17. Atividade antioxidante pelo método FRAP (mmol Fe®**/100g m.s.) para o material vegetal
recolhido nos dois locais, ao longo do ciclo vegetativo no 3° ano de avaliagao.

Legenda: GR - Gardunha, repouso vegetativo; MR - Malcata, repouso vegetativo; GCF - Gardunha,
caules a floragdo; MCF - Malcata, caules a floragédo; GF - Gardunha, flores; MF - Malcata, flores;
GIR - Gardunha, inicio do repouso; MIR - Malcata, inicio do repouso.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias nao séo significativamente diferentes (p<0,05).

Analisando os resultados obtidos pelo método FRAP, em qualquer ano de avaliagao,
podemos verificar que independentemente do local de colheita e da época do ciclo
vegetativo, quer nas plantas silvestres quer nas micropropagadas, todos os extratos
apresentam capacidade redutora. Esta capacidade redutora foi mais evidente na flor para o
local de colheita Malcata quer no 12 ano quer no 3° ano de avaliagdo. Relativamente ao
material vegetal micropropagado verifica-se que apesar de apresentarem atividade redutora
os valores obtidos séo significativamente inferiores as plantas silvestres.

Os resultados mostram ainda que a capacidade redutora ndo é consistente com a
capacidade de captacdo de radicais observada pelo método de DPPH, ja que a atividade
antioxidante mais elevada pelo método DPPH é obtida na época do repouso e pelo método
FRAP a atividade antioxidante € mais elevada na flor para plantas de origem Malcata, 832,0
mmol Fe /100 g m.s. (1%ano) e 855,8 mmol Fe #/100 g m.s. (3% ano) e no inicio do repouso
para as plantas de origem Gardunha, 400,6 mmol Fe #/100 g m.s. (para o 2° ano).

No trabalho de Martinez et al. (2012) em Pterospartum tridentatum subsp.
tridentatum e Armeria transmontana (Samp.) G.H.M. Lawrence também nao obtiveram

correlagao entre as duas metodologias utilizadas, obtendo valores elevados no método
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FRAP e relativamente baixos pelo método DPPH. O modo de acdo dos antioxidantes é
complexo e pode estar dependente de muitas variaveis (Craft et al., 2012). Porém, os
trabalhos de Clarke et al. (2013) demonstram uma correlacdo elevada e significativa entre
os dois métodos (FRAP e DPPH), indicando um elevado grau de redundancia se utilizados
em paralelo. Estes autores sdo de opiniao que se trata de um desperdicio de extratos de
plantas potencialmente valiosos sem fornecimento de informag&o adicional, acrescentando
ainda que o método FRAP pode apresentar fragilidades relativas a interferéncia de cor e
taxas variaveis de ponto de reacéo, sendo o teste DPPH preferido na selecao preliminar dos
extratos de plantas, no caso deste trabalho. No entanto, muitos autores utilizam tanto o
DPPH como o FRAP na sua atividade, no pressuposto de que a combinacdo dos dados
fornece uma melhor descricdo da atividade antioxidante do que o obtido a partir de um Unico
teste.

Analisando os 3 anos em estudo verifica-se que o material vegetal micropropagado
apresenta menor capacidade redutora relativamente as plantas = silvestres,
independentemente da época do ciclo vegetativo e do local de recolha das mesmas.
Também foi testada a atividade antioxidante de extratos de plantas silvestres e de culturas
in vitro de Thymus lotocephalus G. Lopez & R. Morales, concluindo-se que os extratos de
plantas silvestres sdo mais ativos do que os de cultura in vitro, no que se refere a
capacidade quelante do Fe®* (Costa et al., 2012b).

A maior atividade antioxidante dos extratos de plantas silvestres, relativamente a
extratos de culturas in vitro, pode prender-se com o facto de os metabolitos secundarios,
responsaveis por este tipo de atividade, serem sintetizados preferencialmente em condic¢oes
de stress. Por este motivo, se o objetivo for a obtengdo de compostos com atividade
antioxidante, as condi¢bes in vitro deverao ser otimizadas de acordo com a espécie em
causa. Em geral, a cultura in vitro é realizada em pequenos contentores, mais ou menos
estanques, onde a atmosfera é caracterizada por elevada humidade relativa, concentragao
elevada de etileno e concentragdo de CO, variavel. Por outro lado, o material vegetal é
mantido a uma temperatura de crescimento praticamente constante durante o periodo de dia
e de noite, sujeito a baixa irradidncia e fotoperiodo especifico. Estas condicées podem ou
ndo ser de stress, dependendo da espécie em causa e das taxas de biossintese
pretendidas.

As plantas que produzem compostos bioativos sdo por vezes obtidas por colheita
indiscriminada no seu ambiente natural e a quantidade de principios ativos de interesse
pode ser limitada e ocorrer apenas em alguns 6rgaos ou células especificas e em
determinadas épocas do ano. Assim, a produc¢do de metabolitos secundarios recorrendo a
cultura in vitro tem vindo a ser estudada de forma a ser vantajosa tanto do ponto de vista

econdmico como ecoldgico.
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Segundo a bibliografia consultada existem estudos insuficientes sob a seguranca
destes antioxidantes naturais. No caso da carqueja, Ferreira et al. (2012) avaliaram a
toxicidade de extratos aquosos da sua flor e concluiram que estas podem ser empregues
quer para fins alimentares quer na medicina tradicional, sendo usadas no tratamento de
doencas associadas ao stress oxidativo, tendo considerado esta pratica como segura e
inofensiva (pelo menos para terapias de curta duracao). No entanto, no referido trabalho nao
foi excluida a toxicidade cronica com a utilizacao de longo prazo que devera ser acautelada.

O facto de se tratar de produtos naturais ndao implica que nao possam exercer efeitos
adversos. Concentracdes elevadas de antioxidantes, naturais ou sintéticos podem ser
ineficientes e até mesmo indesejaveis ja que os radicais livres podem nao ser
completamente eliminados e apenas a sua concentracdo pode ser reduzida. A toxicidade
destes antioxidantes naturais deve ser acautelada ja que em grandes quantidades os fendis

reagem com as proteinas e a sua atividade antioxidante diminui (Rohn & Rawel, 2004).

5.4.6. Atividade antimicrobiana

Como referido anteriormente (conforme 5.3.7) a atividade antimicrobiana foi testada
por trés métodos. O método 1 (meio de cultura adequado ao crescimento do microrganismo
com extrato de carqueja incorporado, em diferentes concentragdes, dispensado nesse meio
10 L de cada microrganismo a testar) foi o que se revelou mais eficiente.

A Figura 5.18 ilustra o facto de a esterilizagéo do extrato ndo afetar a capacidade do
mesmo inibir o desenvolvimento do microrganismo, ja que na Figura 5.18 (A) o extrato foi
apenas hidratado com &gua destilada esterilizada e na Figura 5.18 (B) o extrato foi
esterilizado, e em ambos houve inibicdo do crescimento do microrganismo quando aplicada
uma concentragdo de extrato acima de 30000 ppm. Os halos de inibicdo apresentam um
didmetro médio de 90 a 100 mm.

A Tabela 5.10 apresenta as concentragdes do extrato em que se verificou inibicdo do
microrganismo em estudo, para cada local de recolha e parte da planta utilizada. Esta
inibicao foi verificada com o método 1, em que foi realizado meio de cultura adequado ao
crescimento do microrganismo com extrato de carqueja incorporado, em diferentes

concentragdes, sendo dispensado nesse meio 10 uL de cada microrganismo a testar.
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Figura 5.18. Halos de inibicao obtidos para Bacillus subtilis na presenga do extrato de flor da Malcata
(A) e Gardunha (B).

A analise dos resultados permite observar que os extratos de carqueja apresentam
atividade antimicrobiana. No caso do Bacillus subtilis a referida atividade foi independente
do local e época de recolha da planta. A concentracao minima inibitéria variou de 20 000 a
60 000 ppm.

Tabela 5.10. Concentragdes do extrato de carqueja, das origens Malcata e Gardunha em que se
verifica inibicdo do microrganismo utilizando o método 1.

Microrganismo Concentracéo do Local de Parte da planta
extrato (ppm) (x10°)  recolha
40 a 100 Malcata Flor
30 a 100 Gardunha Flor
40 a 100 Malcata Repouso
Bacillus subtilis 20a 100 Gardunha Repouso
60 a 100 Malcata Inicio Repouso
40 a 100 Gardunha Inicio Repouso
40 a 100 Malcata Caules a floragao
30 a 100 Gardunha Caules a floragao
Pseudomonas
aeruginosa 10 a 100 Malcata Flor
Staphylococcus
aureus 60 a 100 Malcata Flor

Ja& no que respeita os outros microrganismos estudados, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus, s6 os extratos da flor de origem Malcata revelaram atividade
antimicrobiana. Este facto podera estar relacionado com a diferente composicao fendlica na
época da floragdo, nomeadamente com a presencga de isoquercetina.

A baixa atividade de extratos de plantas relativamente a Staphylococcus aureus,
concentragao minima inibitoria de 60 000 ppm, foi referida por outros autores. Estudos com
extratos metandlicos e O6leos essenciais de Rosmarinus officinalis L. mostraram baixa
atividade relativamente a Staphylococcus aureus (Celiktas et al., 2007). J& Falleh et al.
(2008) obtiveram inibicdo de Staphylococcus aureus com extratos de folha de Cynara
cardunculus L.. Vale & Orlanda (2011) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos
etandlicos a 0.09 mg/mL da parte aérea de Euphorbia tirucalli L., fresco e seco e verificaram
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que os extratos da planta seca nao possuiam atividade antibacteriana mas os extratos da
planta fresca possuiam atividade antimicrobiana contra Salmonella typhi, S. aureus, Vibrio
parahaemolyticus, Citrobacter freundii enquanto que a Escherichia coli e a Pseudomonas
aeruginosa eram menos susceptiveis.

Com extratos de carqueja no presente estudo, ndo se verificou inibicao de
crescimento de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Céandida albicans, Pichia
fermentans, Monilinia fructigena e Monilinia laxa pelos trés métodos utilizados. A atividade
antimicrobiana relativamente a estes microrganismos podera estar relacionada com
compostos mais volateis, mais relacionados com o aroma e nao presentes em extratos

aquosos.

5.5. Consideracoes intercalares

O local de recolha e a fase do ciclo vegetativo ndo influenciam o rendimento de
extracao, verificando-se que o material vegetal micropropagado apresenta rendimento de
extragao superior.

A glucose é o agucar predominante nas silvestres enquanto que a ramnose e 0s
acidos urdnicos, considerados agucares raros, sa0 0s principais aglcares das
micropropagadas.

Os extratos das plantas silvestres e do material vegetal micropropagado apresentam
elevada atividade antioxidante. Os extratos do material vegetal micropropagado possuem
um teor de fendlicos inferior ao das plantas silvestres mas o perfil fendlico é semelhante ao
das plantas silvestres no repouso vegetativo.

Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana para B. subtilis, P. aeruginosa e
S. aureus.

Perante o objetivo da obtencdo de extratos ricos em compostos com atividade
antioxidante e/ou antimicrobiana, minerais e aglcares raros a carqueja pode constituir uma
boa matéria-prima.

A micropropagacado permite obter extratos, semelhantes aos das plantas silvestres,

com a vantagem de néo delapidar os patriménios naturais.
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Capitulo 6

Revestimentos comestiveis bioativos
na conservacao pos-colheita de cereja







6. Revestimentos comestiveis bioativos na conservacao pos-
-colheita de cereja

Objetivo

Sendo a cereja (Prunus avium L.) por natureza, um fruto suscetivel a deterioragéo
pos-colheita, pretendeu-se avaliar, durante a conservacdo, a influéncia da aplicacdo de
revestimentos comestiveis bioativos na sua qualidade, avaliando alguns parametros fisico-
quimicos, o desenvolvimento de bolores e leveduras e a aceitabilidade por parte do
consumidor.

A formulagdo base dos dos revestimentos comestiveis utilizados foi constituida por
quitosano, um plastificante (glicerol) e um surfatante (Tween 80). A esta formulacdo base
adicionou-se um componente lipidico (cera de abelha), bem como extrato aquoso de

carqueja de forma a obter revestimentos bioativos.

6.1. A cereja

6.1.1. Caracterizagdo botanica

A cereja € um dos frutos mais populares de clima temperado, sendo normalmente
colhida a partir de junho até meados de julho, coincidindo o seu pico de maturagdo com o
maximo dos atributos sensoriais de gosto e aparéncia (Vursavus et al., 2006). O seu cultivo
abrange grande parte da Europa (mediterranica e central), Norte de Africa, Proximo e
Extremo Oriente, Sul da Australia, Nova Zelandia e zonas temperadas do continente
americano (EUA e Canada, Argentina e Chile) (Silva & Alarcdo, 1999).

A cerejeira pertence a familia Rosaceae, subfamilia Prunoideae, género Prunus e
espécie cultivada Prunus avium L. Existem algumas variedades regionais, nomeadamente
Saco e Morangao, que sao cultivares tradicionais portuguesas, e sete cerejeiras exédticas
muito disseminadas (Summit, Maring, Van, Early Van Compact, Lapin, Ulster e Garnet)
(Serra et al., 2011). O seu fruto é uma drupa de forma arredondada, que pode atingir 2 a 3
centimetros de didmetro. O epicarpo dos frutos pode variar de amarelo a vermelho escuro
OuU negro e o mesocarpo tem uma cor palida (que pode variar de amarelado a vermelho,
mais ou menos acentuado). A sua polpa é firme, sumarenta e de sabor doce (Silva &
Alarcao, 1999).
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Devido ao consideravel teor de compostos fendlicos e antocianinas, as cerejas sao
caracterizadas por uma elevada atividade antioxidante (Vursavus et al, 2006; Usenik et al.,
2008).

6.1.2. Produc¢ao nacional

Devido as condi¢des edafo-climaticas unicas, o elevado numero de horas de frio, a
Primavera amena, a protegéo elevada aos ventos, a origem granitica dos solos de encosta,
profundos e bem drenados e localizacdo geografica na Europa, Portugal (em especial a
regiao da Cova da Beira) dispée de um enorme potencial para colocar no mercado, frutos
frescos, e mais concretamente a cereja, em épocas em que a producdo em muitos paises
europeus ndo consegue satisfazer a procura existente.

A cultura da cerejeira regista forte implantagdo na regido centro de Portugal,
representando mais de 60% da producao nacional. Na regido da Beira Interior, a cereja
"Cova da Beira" tem indicagao geografica protegida (IGP), de acordo com os regulamentos
da UE. Esta cereja é produzida nos municipios de Fundao, Covilhda e Belmonte, em ambas
as variedades regionais e nao-regionais (Serra et al., 2011). Tradicionalmente possui uma
grande importancia cultural e social com utilizagdo de méao-de-obra local sendo fonte de
rendimento de empresas familiares com ou sem dedicagao exclusiva.

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (Estatisticas Agricolas, 2013) (Tab. 6.1)
para 0 ano de 2012, o norte e centro do pais produziram praticamente toda a cereja de
Portugal, sendo a zona centro a superficie mais cultivada.

Tabela 6.1. Producao de cereja em Portugal Continental (por NUTS II).

NUTS Il Producao (t) Superficie (ha)
Continente 5680 10180
Norte 3195 3636
Centro 2406 6393
Lisboa 8 29
Alentejo 66 14
Algarve 5 8

Segundo a mesma fonte, a intermiténcia da precipitacdo de abril e principios de
maio, no ano de 2012, conjugada com as oscilagbes térmicas, teve um efeito negativo nas
variedades precoces de cereja, que se encontravam em plena fase de maturagao,
provocando o fendilhamento de alguns frutos, com consequéncias quer na produc¢ao quer na
capacidade de conservacao e comercializagdo. Apesar de em Tras-os-Montes e no Entre
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Douro e Minho estas diminuigées terem sido compensadas pelas producdes obtidas pelas
variedades mais tardias, tal ndo sucedeu na principal regiao produtora, a Beira Interior, o
que acabou por determinar uma reducao global na producao de 22,0%, face a campanha
anterior.

Cerca de 90% da cereja produzida em Portugal destina-se ao consumo em fresco,
sendo os restantes 10% destinados a transformacdo e outras utilizagbes agroalimentares,
tais como: chas utilizando os pedunculos de cereja, o 6leo proveniente da prensagem dos

seus carocos, fabrico de doces, geleias, marmeladas e conservas.

6.1.3. Conservacao pos-colheita

A cereja é um fruto nado climatérico pelo que nao apresenta elevacao na taxa
respiratéria préximo ao final do periodo de maturagdo. Os frutos ndo climatéricos ndo devem
ser colhidos antes da sua maturacéo ja que ap6s a sua colheita entram geralmente em
processo de senescéncia. A maturagao dos frutos é uma fase do desenvolvimento em que
podem ocorrer diversas mudangas fisico-quimicas, tais como altera¢cdes na coloragao, no
sabor, na textura, na permeabilidade dos tecidos, na formagdo de ceras na epiderme,
alteragbes no teor de acgucares, de acidos organicos, nas proteinas, nos compostos
fendlicos, nas pectinas, na producao de substancias volateis, entre outras.

O intervalo de tempo que decorre entre a colheita e 0 consumo dos frutos pode
diminuir drasticamente a qualidade dos mesmos, em especial quando os frutos se destinam
a exportagcdo ou a mercados distantes da zona de produgdo. A deterioracdo pela
desidratacao, a perda de flavour, a diminuigao do valor nutricional bem como a aparéncia do
fruto podem ocorrer em apenas algumas horas (Pavlath & Orts, 2009) o que induz ao
decréscimo do seu valor comercial.

A forma mais simples de aumentar o tempo de prateleira é refrigerar os frutos o mais
rapidamente possivel apés a sua colheita, sendo a temperatura proxima dos 0 °C e a
humidade relativa de 90-95%, as condi¢des que devem ser mantidas durante o tempo de
armazenamento (Lim et al., 2011). A baixa temperatura durante o armazenamento tem
consequéncias importantes na qualidade devido ao impacto das mesmas nas reacdes
metabdlicas. A temperatura além de diminuir a taxa de respiragdo e a permeabilidade de
gases (Jacxsens et al., 2000) é também um fator importante na sobrevivéncia e crescimento
de microrganismos em produtos frescos. Apés a refrigeragdo, os frutos sdo colocados
normalmente numa prateleira a temperatura ambiente, a cerca de 20 °C, para
comercializacdo, o0 que limita a um tempo de prateleira ndo superior a 3 ou 4 dias
(Romanazzi, 2010).
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A cereja é, por natureza, um produto altamente perecivel e a perda de qualidade
pds-colheita é principalmente devida a lesées no epicarpo, alteragdes no equilibrio acido-
-aclcar, desidratacao e escurecimento do pedunculo (Alique et al., 2005). Outro problema
acrescido na deterioracao da cereja sao as contaminagdes microbioldégicas em especial por
fungos do género Monilia, Penicillum e Botrytis, em particular no periodo de
armazenamento (Chand-Goyal & Spotts, 1996; Romanazzi, 2010). Assim sendo, a
exploracdo de novas tecnologias para a preservacao da qualidade dos produtos frescos,
que sejam considerados seguros para o consumidor e amigos do ambiente, sdo muito
desejaveis (Rico et al., 2007).

A embalagem tem uma elevada importdncia na conservagcdo dos alimentos.
Atualmente os materiais de embalagem mais utilizados sdo polimeros sintéticos e nao-
-biodegradaveis, o que conduz a impactos ambientais muito negativos. Com a finalidade de
minimizar estes problemas vérios estudos tém sido desenvolvidos no sentido de utilizar
materiais alternativos. Um dos exemplos sdo as peliculas que tém por base polimeros
biodegradaveis (p.e. celulose, amido, pectinas, galactomananos, alginato, gelatina,
quitosano, proteinas do soro de leite) que permitem aproveitar subprodutos da industria
alimentar (Vargas et al., 2009; Campos et al., 2011; Jiménez et al., 2012; Cinelli et al., 2014;
Elsabee et al., 2014; Espitia et al., 2014; Oun et al, 2015), bem como biopolimeros
microbianos produzidos em biorreactor usando residuos agroindustriais como fonte de
carbono (poliésteres como os polihidroxialcanoatos, ou polissacaridos como o gelano,
FucoPol e pululano) (Zhu et al., 2013; Ferreira et al., 2014; Cunha et al., 2015).

Em alguns paises ndo é permitida a utilizacdo de fungicidas sintéticos durante o
armazenamento dos produtos, ou possuem uma lista muito restrita de ingredientes que
podem ser utilizados. Este facto, conjugado com a crescente preferéncia dos consumidores
por produtos naturais, estimulou o interesse no desenvolvimento de métodos que
permitissem controlar o apodrecimento pds-colheita (Romanazzi, 2010). Para esse controlo
de doengas poés-colheita ja foram estudadas alternativas aos fungicidas sintéticos e
aplicadas no caso especifico da cereja, como por exemplo a aplicagdo de tratamentos
hiperbaricos que reduziram significativamente a presenga de Alternaria e Rhizopus nesses
frutos (Romanazzi et al., 2008).

A utilizacdo de embalagens de atmosfera modificada (MAP) também foi j& estudada,
tendo sido eficaz no retardamento das alteragdes fisico-quimicas relacionadas com a perda
de qualidade, utilizando diferentes concentragées de O, e CO, em diferentes cultivares de
cereja (Tian et al., 2004). No entanto, este método de conservacdo apresenta algumas
desvantagens ja que ha necessidade de controlar e manter a temperatura a fim de evitar
condensagdes na embalagem e o seu custo é elevado (Pavlath & Orts, 2009). A atmosfera
modificada também pode desencadear a producéo de toxinas pela bactéria C. Botulinum em
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frutos com o pH superior a 4,8 (Olivas & Barbosa-Canovas 2005). A combinagdo de
embalagem de atmosfera modificada passiva com varios 6leos essenciais demonstrou

possuir efeitos benéficos na qualidade de cerejas (Serrano et al., 2005).

6.2. Revestimentos comestiveis

A aplicacdo de revestimentos comestiveis tem sido uma estratégia muito estudada
na conservacao poés-colheita de frutos e vegetais frescos e minimamente processados
(Dhall, 2013). Os revestimentos comestiveis consistem em barreiras adicionais que sao
aplicadas a superficie do produto alimentar, com vista a sua protecdo e consequente
prolongamento do seu tempo de vida util, e que pode ser ingerido em conjunto com o
mesmo. Geralmente a sua espessura € inferior a 0,3 mm e pode encontrar-se, nao sé a
superficie, mas também em finas camadas entre diferentes componentes do alimento
(Pavlath & Orts, 2009; Vargas, et al., 2009).

Os componentes usados na produca@o deste tipo de revestimentos sdo ediveis, e
devem estar em conformidade com os regulamentos que se aplicam ao produto alimentar
que esta a revestir. Sdo normalmente constituidos por um polimero ou mistura de polimeros
(geralmente polissacaridos e proteinas), para formar uma barreira densa; agentes
plastificantes para melhorar as propriedades mecénicas evitando a formacédo de estruturas
poliméricas quebradigas; agentes reticulantes para promover ligagdes cruzadas e desenhar
as propriedades das matrizes poliméricas; e agentes tensioativos, com a finalidade de
melhorar a aderéncia do revestimento a superficie do produto. A formulacdo dos
revestimentos deve ser realizada tendo em conta o tipo de produto onde vai ser aplicado,
escolhendo os componentes mais adequados de entre as classes referidas.

De entre os biopolimeros, o quitosano tem sido muito aplicado, na medida em que
esta disponivel no mercado em grandes quantidades, apresenta a capacidade de formagao
de peliculas, é biocompativel, ndo é toxico, proporciona geralmente uma boa adesividade a
superficies biolégicas dada a sua carga positiva e apresenta por si s6 atividade
antimicrobiana (Dutta et al., 2009; Moradi et al., 2012; Elsabee et al., 2014).

Atendendo a que os materiais ediveis mais disponiveis sdo de natureza hidrofilica,
estes dao origem a revestimentos com uma fraca resisténcia a agua liquida e com baixa
barreira ao vapor de agua. De modo a aumentar a sua barreira a agua, tém sido
desenvolvidos revestimentos compdésitos, constituidos por uma fase polimérica continua
hidrofilica com uma fase dispersa lipofilica (éleos vegetais ou ceras). Em alternativa,
também tém sido desenvolvidas barreiras multicamada, alternando camadas de biopolimero

com camadas de cera.
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Para além da acao de barreira passiva, 0s revestimentos comestiveis podem ainda
servir de veiculo de substancias bioativas (p.e. 6leos essenciais de plantas) (Sanchez-
Gonzalez et al., 2011), tornando-se em barreiras de protecao ativas, prevenindo reacdes de
oxidacéo e o desenvolvimento de microrganismos (Riznar et al., 2006; Khadri et al., 2010; Li
et al., 2012; Moradi et al., 2012; Siripatrawan & Noipha, 2012).

Segundo Lim et al. (2011) foram realizados muitos estudos abordando a importancia
do periodo pés-colheita na conservacao de cerejas ja que abastecem mercados longinquos
a nivel mundial, mas refere a existéncia de poucos estudos publicados sobre a utilizacao de
revestimentos comestiveis para estes frutos.

Como exemplos, pode indicar-se o trabalho de Martinez-Romero et al. (2006), em
que estudaram o efeito de um revestimento comestivel com base em gel de Aloe vera.
Adicionalmente, Aday & Caner (2010) utilizaram em cereja um revestimento a base de
quitosano (3%) em &cido acético (1%) e 0,25 mL de glicerol/g de quitosano e conseguiram
demonstrar alguma melhoria nas propriedades de barreira aos gases e vapor de dgua. No
mesmo trabalho, referiram ainda uma diminuigdo nas alteragbes de pH, condutividade
elétrica, acidez titulavel, teor de soélidos solUveis, teor de acido ascoérbico e firmeza dos
frutos.

Os revestimentos apresentam potencial para serem aplicados neste fruto, sendo
necessario mais estudos no sentido de desenhar formulagées de revestimentos que vao de
encontro as necessidades de conservagao das varias cultivares da cereja. Esta otimizagao
passara em grande parte pela selecdo dos componentes de barreira (biopolimeros e
compostos lipidicos) e dos compostos bioativos (presentes em 6leos essenciais ou extratos
aquosos de plantas), sendo que o0s 0leos essenciais apresentam a desvantagem de
alterarem muitas vezes de forma negativa a qualidade sensorial dos produtos devido ao seu
forte aroma.

Neste capitulo pretende-se avaliar pela primeira vez a utilizagdo de revestimentos
comestiveis bioativos a base de quitosano com incorporacao de extrato aquoso de carqueja,
que € inodoro e nao confere sabor, na conservagao pos-colheita de cereja.
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6.3. Materiais e métodos

Numa primeira fase caracterizaram-se os revestimentos comestiveis sob a forma de
pelicula, no que diz respeito as suas propriedades o6ticas e morfologia. Posteriormente, as
solucdes de revestimento comestiveis foram aplicadas em cereja. Escolheu-se cereja da
variedade regional Saco muito difundida na regido da Cova da Beira.

6.3.1. Preparacao das solucoes de revestimento

e Solucao base de quitosano, glicerol e Tween 80

O quitosano é um biopolimero natural insolivel em agua pelo que devera ser
dissolvido numa solugéo acida, o que também pode permitir o ativar das suas propriedades
antimicrobianas (Romanazzi et al., 2009). Neste trabalho foi utilizado como solvente do
quitosano o acido acético (Panreac, Espanha) a 1%; pH=2,57 que também ja foi utilizado
por outros autores nesta concentragdo (Romanazzi et al, 2009; Vargas et al, 2009
Martinez-Camacho et al., 2010). O quitosano utilizado como matriz principal possui grau de
desacetilacado > 85% ( GoldenShell Chemical, China).

Dissolveu-se o quitosano (2% em peso) na solugao de acido acético a temperatura
ambiente e sob agitacdo, com um agitador de pas, durante cerca de 12 horas. De seguida
adicionou-se o glicerol (Labsolve, Portugal), a um teor de 50% relativamente a massa de
polimero e o Tween 80 (Sigma-Aldrich, Reino Unido) a uma concentragédo de 1,5% em
relacdo a massa total. A mistura resultante foi homogeneizada por agitagao durante alguns

minutos.

e Solucao base com cera de abelha

A formulacédo base foi aquecida a temperatura de 70 °C, sob agitagéo, usando uma
placa de agitacdo magnética com controlo de temperatura (Velp Scientifica, Italia).
Posteriormente adicionou-se a cera de abelha (adquirida no apiério do Instituto Superior de
Agronomia), no estado sélido, a uma concentracao de 20% relativamente a massa de
quitosano. Apds a fusao da cera de abelha (temperatura de fusdo de cerca de 63 °C), esta
foi emulsionada na formulagéo base sob agitacdo mecanica vigorosa.
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» Solucao base com cera de abelha e extrato aquoso de carqueja

A solucdo base com cera de abelha foi posteriormente adicionado extrato aquoso de
carqueja liofilizado na concentracdo de 1% (com base na massa total).

6.3.2. Caraterizacao dos revestimentos sob a forma de pelicula
6.3.2.1. Preparacao das peliculas

As peliculas foram preparadas pelo método de “casting” e evaporagéao do solvente.
Transferiram-se 20 g de solucao filmogénica para placas de petri com 60 mm de diametro
e colocaram-se numa estufa (WTB-Binder, Alemanha) a temperatura de 40 °C durante

cerca de 48h, periodo necessario para a formagao das peliculas.

6.3.2.2. Propriedades oticas

Os parametros da cor foram determinados usando um colorimetro Minolta CR-300
(USA), previamente calibrado com um padrao de referéncia branco (L* =97,10; a* = 0,19;
b* = 1,95) no sistema CIELab (iluminante C) que define trés coordenadas tridimensionais: L*
(que diz respeito a luminosidade, variando entre 0 e 100; 0 corresponde ao preto e 100 ao
branco), a* e b* (dizem respeito ao croma, variando entre -60 e +60; o a* indica o valor
associado ao vermelho/verde e o b* ao amarelo/azul).

Inicialmente foram determinados os parametros da cor de trés folhas de cartolina de
diferentes cores (amarelo, verde e vermelho) e em seguida, das mesmas folhas cobertas
pelas amostras de pelicula. Foi calculada a variacao total da cor pela equagao 1:

1
AE = [(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?[z (Equagéo 1)
Quando esta variagdo de cor apresenta valores inferiores a 6 considera-se que a

diferenca entre as cores é pouco significativa, embora valores superiores a 3 ja sejam

percetiveis pelo olho humano.
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6.3.2.3. Morfologia

O estudo da morfologia superficial e interna foi realizado por microscopia eletrénica
de varrimento, uma vez que esta técnica permite a obtencdo de imagens de alta resolucéo,
sendo possivel recolher informacao detalhada sobre a superficie de uma amostra. Foi
utilizado um microscépio Jeol JSM-7001F, Field Emission Scanning Electron Microscope,
que permite a observacdo e caracterizacdo de materiais organicos e inorganicos
heterogéneos numa escala manométrica (nm) e micrométrica (um). Este equipamento, para
além das imagens da superficie das amostras permite ainda obter uma visualizacao da
seccao de corte dos filmes, através da inclinacdo das amostras num angulo aproximado de
452 As amostras foram fraturadas apos imersdao em azoto liquido para que nao ocorresse
deformacao na zona de corte. Aplicou-se uma fina camada de ouro na superficie das
peliculas e durante a analise foi utilizado um feixe de 5 kV.

6.3.3. Aplicacao de revestimentos em cereja

Foram preparados quatro lotes para revestimento comestivel em cereja de acordo

com a Tabela 6.2.

Tabela 6.2. Solug6es de revestimento aplicadas em cereja.

Quitosano Acido Acético Glicerol Tween 80 Cera de Carqueja
Formulagées (m/m (m/m (m/m Q) (m/m Abelha (m/m
solucao) solugéo) solugéo) (m/m Q) solugiao)
(o] - - . - - :
R 2% 1% 50% 1,5% - -
RC 2% 1% 50% 1,5% 20% -
RCE 2% 1% 50% 1,5% 20% 1%

Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja. Q - quitosano.

O namero de frutos revestidos para cada lote foi o seguinte:

* Frutos sem revestimento (matéria-prima inicial) (C) - 250

* Frutos com revestimento de quitosano (R) - 207

* Frutos com revestimento composto de quitosano e cera de abelha (RC) - 223

* Frutos com revestimento composto de quitosano, cera de abelha e extrato de
carqueja (RCE) - 224
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Os revestimentos foram aplicados por imersao dos frutos nas solugdes filmogénicas
tendo o cuidado do revestimento se apresentar homogéneo na superficie do mesmo e sem
escorrimento.

As cerejas revestidas foram secas ao ar e conservadas numa camara de refrigeracao
(Friarco, Portugal) a 4 °C durante 12 dias, no escuro. Os frutos foram colocados em cima de
uma rede suportada numa bancada de aco inoxidavel. Durante o armazenamento foi

efetuado o controlo analitico aos frutos acompanhado de analise sensorial.

6.3.4. Estudo de conservacao

6.3.4.1. Controlo analitico dos frutos

Para todos os parametros, no controlo e nos revestimentos, as cerejas foram
avaliadas ao fim do 19, 42, 7°, 112 e 132 dia (Ultimo dia de ensaio) de armazenamento no frio
(4 °C).

O controlo analitico compreendeu os seguintes parametros: perda de massa, textura,

cor, teor de sélidos soluveis, pH, infe¢cdes por bolores e atividade antioxidante das cerejas.

e Perda de massa

No parametro perda de massa, as cerejas foram pesadas no inicio do ensaio e nas
diferentes datas de amostragem. A perda de massa foi expressa em percentagem
relativamente a massa inicial (massa média de 166 gramas por amostra) utilizando balanca
analitica Precisa Instruments BJ-11000.

e Textura

A textura foi avaliada num texturémetro, Marca Stable Micro Systems, UK, Modelo
Texture Analyser TA.XT Plus. Foi realizado um teste de compressao utilizando uma sonda
plana com 60 mm de diametro. A amostra de cereja foi fixa na plataforma e pressionada na
zona central a uma velocidade constante de 1 mm/s. Pelo teste efetuado obtém-se a forga
exercida (N) em funcdo da distancia e do tempo exercido para pressionar o fruto. A
percentagem de compressao foi escolhida de modo a minimizar a influéncia do caroco.

Foram utilizados 10 frutos de cada lote em cada dia de analise.
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e (or

Os parametros da cor foram avaliados através do colorimetro Minolta CR-300 (USA),
do mesmo modo ja descrito no ponto 6.3.2.2. Foram igualmente medidos os parametros L*,
a* e b* bem calculada a diferenca total de cor (AE) através da equacao 1. Sendo a diferenca
total de cor um parametro que indica a diferenca de cor entre uma dada amostra (L*a*b*) e
uma amostra de referéncia (Lo*ao*bo*), foi considerada amostra de referéncia a amostra no
dia 0. Adicionalmente foram calculados os parametros C* (saturacéo da cor) e h? (tonalidade

da cor) pelas equacdes 2, 3, 4 e 5.

2 2
C=+(a*) +(b*) (Equagio 2)
b*
(Wé‘fg *) sea*>0eb*>0 (Equagéo 3)
o=t 977,360
6.2832
b*
arctg — ~
o 180+( & a*) 360 se a*<0 (Equacéao 4)
6.2832
b*
arctg e sea*>0eb*<0 (Equagéo 5)
h°=360+-~————=x360
6.2832

A medicéao foi realizada em 10 frutos de cada um dos lotes: controlo e cerejas com 0s

diferentes revestimentos.

e Teor de solidos solitveis

O teor de sdlidos soluveis foi determinado com um refratometro digital (Atago PAL-1)
com uma precisédo de + 0,2% para um espectro de grau Brix entre 0% a 53%, a 25 °C. As
amostras (10 frutos de cada lote) foram previamente trituradas, sendo a polpa filtrada num
tecido de algodao e desse sumo foi retirada uma gota para colocar na superficie de leitura
do refratobmetro. Foram efetuadas trés leituras por amostra, nos dias de avaliagdo durante o
ensaio de conservagao, sendo os resultados expressos como médias + desvio padrdo em
°Brix (NP EN 12143:1999).
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A determinacdo do pH das amostras foi efetuada em triplicado, em cada uma das
datas de amostragem num potenciometro marca Crison, modelo Basic 20 (Estados Unidos).
O aparelho foi previamente calibrado com solucao tampao de pH=4,01 e ph=6,86 a 20 °C.

e Avaliagdo visual de frutos e contagem de bolores e leveduras

Para avaliar o efeito dos revestimentos na conservagdo das cerejas, em cada uma
das datas de avaliacdo das amostras foi contabilizado o numero de cerejas que
apresentavam bolores visiveis sendo também realizada uma andlise microbiolégica para
contagem de bolores e leveduras em cerejas de cada lote ao 7° e ao 22° dias de
conservagao pela técnica de sementeira. Para esta analise microbioldgica pesaram-se 10 g
de cereja por cada lote que foram adicionadas a 90 mL de uma solugéo de triptona sal. Esta
mistura foi homogeneizada em aparelho Stomacher durante um minuto e meio. Realizaram-
-se trés diluicdes da amostra (10%,10%,10) e adicionaram-se 100 ml de solucdo a placas
contendo meio de cultura apropriado (meio de Cooke Rose Bengal) preparado previamente.
As placas foram incubadas numa estufa durante 5 dias a 25 °C. Apds esse periodo
procedeu-se a contagem das colbnias formadas e ao calculo do numero provavel de
unidades formadoras de colénia por grama de produto (UFC/g). Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com a Norma Portuguesa NP 3277-1.

e Atividade antioxidante das cerejas

Na avaliagcao da atividade antioxidante das cerejas foi utilizado o método de captagao
de radicais de DPPH, como descrito na secgéo 5.3.6.1.

Na preparacao da amostra, as cerejas foram trituradas e pesadas, aproximadamente
50 g do triturado, o qual foi diluido com agua destilada (50:50). A suspensao diluida
resultante foi novamente triturada durante aproximadamente 1 minuto até ficar bem
homogeneizada. Pesou-se uma massa de 50 mg dessa suspenséo, a qual se adicionou 10
mL de solugdo diaria de DPPH, incubando a mistura no escuro durante 40 minutos,
correspondente ao tempo necessario para se estabelecer o equilibrio da reagdo, a
temperatura ambiente. Procedeu-se em seguida a leitura da absorvancia a 517 nm contra o
branco correspondente (metanol) num espectrofotémetro UV-VIS, marca UNICAM, Modelo
Spectrometer UV4. O ensaio foi realizado em triplicado e os resultados, expressos em mM
Trolox/100g m.s.

200



6.3.4.2. Avaliacao sensorial

A avaliagao sensorial foi realizada por um painel de 10 provadores semi-treinados,
com idades compreendidas entre os 26 e os 69 anos (8 femininos e 2 masculinos). As
sessoes de andlise sensorial tiveram lugar numa sala de provas do Edificio Ferreira Lapa do
Instituto Superior de Agronomia.

As provas sensoriais foram realizadas nos mesmos dias das determinagdes
analiticas aos frutos, de modo a possibilitar uma correta avaliacdo sensorial ao longo do
tempo.

Foram realizados testes descritivos (a ficha de prova encontra-se no Anexo 9) tendo
sido utilizada uma escala de 1 a 6 (escala de intensidade) para os atributos:

e Aparéncia (cor caracteristica, brilho e rugosidade)
e Aroma (caracteristico, estranho)
e Gosto (caracteristico, estranho)

e Textura (Firmeza da cuticula, firmeza da polpa)

Foram ainda utilizados dois parametros hedonicos:

e Apreciagao global por parte do provador

e Intencdo de compra

Os resultados dos parametros avaliados neste capitulo foram sujeitos a uma analise
de variancia (ANOVA) e a comparagao de médias foi efetuada pelo teste de Scheffé, com
um nivel de significancia p<0,05, através do programa Statistica, Versao 7.
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6.4. Resultados e discussao

6.4.1. Caraterizacao dos revestimentos sob a forma de pelicula

6.4.1.1. Propriedades odticas das peliculas obtidas

e Cor

A Tabela 6.3 apresenta os valores da diferenga de cor (AE) entre as cartolinas
coloridas e as amostras das peliculas sobre essas cartolinas. Uma vez que os valores de AE
sao superiores a 6, em todas as cores testadas, podemos concluir que as peliculas obtidas
provocam alteracées de cor que sao detetaveis pelo olho humano (AE>3). Pode-se entao
concluir que as peliculas alteram a cor das cartolinas utilizadas. Porém, é de referir que esta
alteragao de cor também depende da espessura das peliculas, que neste trabalho variou
entre 85 um e 125 um. Aquando da aplicacdo das solugdes filmogénicas sobre produtos
alimentares, designadamente sobre as cerejas, espera-se a formacao de um revestimento
com uma espessura bastante inferior (< 10 um). Deste modo, espera-se que a alteragéo da

cor das cerejas provocada pelo revestimento seja menor.

Tabela 6.3. Diferenca de cor (AE) entre as cartolinas
de cor e as peliculas sobre as cartolinas.

AE
Amarelo Verde Vermelho
R 14 10 13
RC 12 7 12
RCE 13 9 7

Legenda: R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos com revestimento de quitosano e
cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja.

6.4.1.2. Morfologia

Na Figura 6.1 apresentam-se as imagens da superficie e da seccao de corte das
peliculas obtidas por microscopia eletrénica de varrimento.
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Figura 6.1. Imagens da superficie das peliculas obtidas por microscopia eletrénica de varrimento,
com uma ampliagdo de 1000x (1: R, 2: RC; 3: RCE).

Legenda: R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos com revestimento de quitosano e
cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja.

E possivel verificar que a superficie é semelhante em todas as amostras. As linhas
que se observam na superficie dos filmes correspondem a sulcos ja existentes nas placas
de Petri que foram utilizadas para a sua secagem.

Na Figura 6.2 apresentam-se as imagens da secg¢do de corte observando-se uma
morfologia distinta entre as amostras. A imagem 1 representa a amostra sem cera, na qual
se verifica uma estrutura bastante densa e homogénea, caracteristica das peliculas de
polissacaridos. As restantes imagens mostram uma estrutura irregular, com particulas
dispersas na matriz continua de quitosano. Estas particulas sdo de cera, cuja origem pode
estar na homogeneizag¢ao incompleta durante a preparagéo da solugao filmogénica, e/ou na
coalescéncia de gotas de cera ap6s a homogeneizagdo, que depois do arrefecimento da
origem a particulas solidas de grande dimensao.
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Figura 6.2. Imagens da secgdo dos cortes das peliculas obtidas por microscopia eletrénica de
varrimento, com uma ampliagéo de 700x (1: R, 2: RC; 3: RCE).

Legenda: R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos com revestimento de quitosano e
cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja.

A presenca de extrato de carqueja nao é visivel (amostras 3), o que leva a concluir
que esteja completamente dissolvido.

6.4.2 Estudo de conservacao

O estudo de conservagao consistiu no armazenamento em condigdes refrigeradas de
quatro lotes de frutos, efetuando-se o controlo da qualidade dos mesmos ao longo de 13
dias. Na identificacdo das amostras utilizou-se uma nomenclatura constituida pela
designacao do lote (C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de
quitosano; RC - frutos com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com
revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja) seguida do dia da analise
(numero de 1 a 13).
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6.4.2.1. Controlo fisico-quimico dos frutos

e Perda de massa

Os valores da perda de massa (%) obtida no controlo (C) e nas cerejas com
revestimento (R; RC; RCE) encontram-se no grafico da Figura 6.3.
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Figura 6.3. Perda de massa (%) das amostras de cereja com e sem revestimento comestivel ao
longo do ensaio de conservagao a 4 °C.

Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja.

Verifica-se que todos os lotes apresentam uma perda de massa ao longo do tempo.
Pode-se considerar que a perda de massa corresponde quase exclusivamente a perda de
agua, uma vez que outros componentes que podem ser perdidos, tais como aromas e gases
da respiracdo sao praticamente indetetaveis em termos de massa (Olivas & Barbosa-
-Canovas, 2005).

Porém, observa-se uma perda de massa inferior nos lotes de cerejas em que foi
aplicado o revestimento comestivel, indicando que revestimentos a base de quitosano tém
um efeito positivo na prevengado da desidratagdo dos frutos. A menor perda de massa e
manutencéo da firmeza em frutos, como manga e banana, durante o armazenamento e em
condi¢gbes de mercado, relativamente a amostras sem revestimentos tem sido reportada por
outros autores (Falguera et al., 2011). Este facto podera ser explicado pelas propriedades
hidrofilicas do quitosano, sendo possivel verificar-se uma adsorcdo de agua pelo
revestimento em ambiente refrigerado, diminuindo a forga motriz para a transferéncia de

agua do interior do fruto para o exterior.
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As cerejas revestidas com quitosano e cera perderam um teor de agua superior
relativamente as cerejas revestidas apenas com quitosano, o que nao era espectavel ja que
a incorporacao de cera de abelha nos revestimentos exerceria uma barreira a perda de agua
e permitiria prevenir a desidratacdo. Possivelmente a percentagem de cera utilizada nao foi
suficiente para esse fim, mas uma percentagem superior ndo parece favorecer a aparéncia
visual dos frutos.

De entre os revestimentos aplicados, o revestimento de quitosano, cera de abelha e
extrato de carqueja (RCE) foram os que provocaram uma menor perda de massa ao longo
do periodo de armazenamento. Este facto pode ser devido a um sinergismo entre o
quitosano e o extrato da planta. A sinergia em revestimentos comestiveis constituidos por
mais de um componente tem sido referida na literatura, designadamente em revestimentos
de quitosano e goma arabica aplicados em bananas armazenadas durante 33 dias, em que
foi mantida a qualidade sensorial e os parametros microbiolégicos sem efeitos fitotoxicos
(Falguera et al., 2011).

e Textura (firmeza) dos frutos

De acordo com Bourne (2002) as propriedades texturais dos alimentos sao “um
conjunto de caracteristicas fisicas que decorrem dos elementos estruturais, sdo sentidas
pela sensacdo de toque, estdo relacionadas com a deformacéo, desintegragéo e fluxo do
alimento sob uma forca e sdo medidos objetivamente por fungbes de massa, tempo e
distancia”.

Os frutos e vegetais contém um significativo teor em &gua delimitado por uma
membrana semipermeavel e parede celular. A textura dos frutos e vegetais é consequéncia
da sua pressao de turgescéncia, da composicao das paredes celulares e da lamela média
que mantém as células individuais unidas. As paredes celulares sdo compostas por
celulose, hemicelulose, substancias pécticas, proteinas e no caso dos vegetais, lenhina
(Barrett et al., 2010).

Pelo teste de compressao pode-se avaliar a forca (em N) exercida pela sonda do
texturdmetro necessaria para deformar a amostra, permitindo inferir sobre os pardmetros de
textura, designadamente a firmeza. Os resultados estdo apresentados na Figura 6.4. A
firmeza dos frutos de cada lote ndo variou significativamente durante os 13 dias de
armazenamento, ndo se observando também diferencas entre os frutos dos varios lotes.
Estes resultados vao de encontro aos obtidos para a perda de massa dado que, apesar de
para este parametro se observarem diferengas entre os lotes, a perda de massa ao longo do

206



ensaio foi sempre baixa (< 10,5%). Pelo que, a perda de agua que se verificou, ndo tera sido
suficiente para provocar uma alteracao substancial na textura dos frutos.

Por outro lado, durante o0 armazenamento a atividade das enzimas
pectinametilesterase e poligalacturonase presentes nas cerejas pode aumentar 2 a 2,5
vezes mais num periodo de armazenamento de 5 dias, 0 que pode levar a degradacao da
parede celular e da textura das cerejas (Remoén et al., 2003). Porém, no presente trabalho

este efeito ndo foi observado.
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Figura 6.4. Firmeza (N) dos frutos com e sem revestimento comestivel ao longo do ensaio de
conservagao a 4 °C.

Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja.

e (Cor

Em relagdo a matiz da cor (h°) (Figura 6.5), no dia 1 verifica-se que os valores
obtidos para os frutos com revestimento apenas de quitosano nao diferem substancialmente
em relacdo ao controlo e afastam-se ligeiramente dos valores obtidos para os frutos com
revestimentos RC e RCE. Este facto indica que a aplicagdo de revestimentos com cera
induz uma maior alteragdo da matiz do produto. Porém, durante o periodo de

armazenamento a matiz dos frutos dos diferentes lotes tende para um valor idéntico.
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Figura 6.5. Cor dos frutos: pardmetro h® da cereja com e sem revestimento comestivel ao longo do
ensaio de conservacao a 4 °C.

Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja.

Na Figura 6.6 apresentam-se os valores do parametro C* podendo-se verificar que
os frutos dos varios lotes apresentam valores bastante idénticos, havendo uma tendéncia
para um ligeiro decréscimo da saturagao da cor ao longo do tempo, que € mais notério para
os frutos revestidos.
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Figura 6.6. Cor: pardmetro C* da cereja com e sem revestimento comestivel ao longo do ensaio de
conservagao a 4 °C.

Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja.
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Relativamente a luminosidade (L*), verificou-se que todas as amostras apresentam
maior luminosidade ao 4° dia de conservacao (Fig. 6.7). No geral, todas as amostras
diminuem a luminosidade do 7° para o 11° dia e ao 13° dia todas as cerejas onde foram
aplicados os revestimentos apresentam valores de luminosidade superiores e o controlo
mantém o seu valor.
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Figura 6.7. Cor: paré@metro L* da cereja com e sem revestimento comestivel ao longo do ensaio de
conservagao a 4 °C.
Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos

com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja.

No que diz respeito a diferenca total de cor em relagéo a cor inicial dos frutos (Fig.
6.8), pode-se verificar que os valores estdo entre 2 e 6 ao longo do tempo de
armazenamento, o que se considera uma diferenga de cor pouco pronunciada, embora

valores superiores a 3 ja sejam percetiveis pelo olho humano.
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Figura 6.8. Diferencga total de cor da cereja com e sem revestimento comestivel, ao longo do ensaio
de conservagéao a 4 °C.
Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja. Os numeros 1, 4, 7, 11 e 13 a seguir as letras indicam os dias do ensaio
de conservagéao a 4 °C.

As cerejas apds a colheita tendem a perder a sua cor vermelha brilhante podendo
este facto ser causado pela degradacao das antocianinas (Gongalves et al., 2007), fatores
fisiologicos, processos bioquimicos ou por outros (Esti et al., 2002). No presente trabalho, a
variacao total da cor ndo apresenta uma correlagéo visivel com o tipo de revestimento
aplicado nem com o tempo de armazenamento, podendo estar mais relacionada com a

variabilidade da matéria-prima original.

e Teor de solidos solitveis

O teor de solidos soluveis de cereja depende da cultivar, e pode variar entre 11 e 25
°Brix. Deve-se principalmente a presenca de glucose e frutose e menos devido a presenca
de sacarose e sorbitol (Martinez-Romero et al., 2006). A presencga de glucose e frutose séo
0s principais responsaveis pelo sabor doce das cerejas.

Neste trabalho, o teor de sélidos solluveis ndo apresenta uma variagéo substancial ao
longo do tempo de armazenamento e é idéntico para os frutos de todos os lotes (Fig. 6.9).
Conte et al. (2009) considera que em condi¢des de armazenamento no frio, o teor de sélidos
soluveis de cereja diminui ligeiramente ou mantém-se constante, o que esta de acordo com
os resultados obtidos. A manutencdo ou pouca variagao do teor de sélidos soluveis no

periodo pds-colheita em frutos nao climatéricos, como é o caso da cereja, € normal.
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Figura 6.9. Teor de solidos soluveis (Grau Brix) da cereja com e sem revestimento comestivel, ao
longo do ensaio de conservagao a 4 °C.

Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja.

opH

Em relagéo ao pH, o seu valor oscilou entre cerca de 4,0 e 4,3 ao longo do ensaio
para todos os lotes de frutos (Fig. 6.10).
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Figura 6.10. pH da cereja com e sem revestimento comestivel, ao longo do ensaio de conservagao a
4 °C.

Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja.
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Verifica-se que a aplicagdo dos revestimentos selecionados ndo provoca grandes
oscilagdes de pH, o que também foi referido por Moraes et al. (2012).

e Controlo microbioldgico

O controlo microbiolégico foi efetuado pela contagem de bolores e leveduras e pela
observacao macroscépica dos frutos.

O grafico da Figura 6.11 apresenta a percentagem de cerejas com bolores visiveis
ao final 7 dias de conservagao. A analise da figura permite observar o efeito antifungico do
revestimento de quitosano com extrato aquoso de carqueja. Embora o quitosano possua
propriedades antifingicas, anteriormente documentadas, as amostras revestidas apenas
com quitosano, com ou sem cera de abelha (R e RC) apresentaram entre 5 e 7% de frutos
infetados. As cerejas com revestimento com extrato incorporado (RCE) mantiveram-se
praticamente sem fungos visiveis. De realgar que os extratos aquosos de carqueja nao
apresentaram atividade contra os géneros Monilia (c.f. 5.4.6), principais fungos responsaveis
por perdas pos colheita de cerejas. Face ao exposto, os dados observados neste estudo de
conservagao podem evidenciar a existéncia de um certo sinergismo entre o quitosano e o
extrato aquoso de carqueja.

Frutos infetados (%)

C R RC RCE

Figura 6.11. Frutos infetados com bolores visiveis ao fim de 7 dias de conservagéo a 4°C.

Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento; R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos
com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de
abelha e extrato de carqueja.

212



Face aos resultados obtidos visualmente, decidiu-se manter os frutos em camara por
um periodo mais prolongado e proceder a contagem objetiva das unidades formadoras de
colbnias.

A Tabela 6.4 apresenta os valores relativos a contagem de unidades formadoras de
coldnias por grama de produto obtidos ao 7° e 22° dia de armazenamento.

Tabela 6.4. Unidades formadoras de colénias por grama de
produto (UFC/g) obtidas ao 7° e 22° dia do ensaio de
conservacao a 4 °C.

Amostra dia7 dia 22
R 4,0x 10° 1,1x 10
RC <100 <100
RCE <100 2,0x 107

Legenda: R - frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos com revestimento de quitosano e
cera de abelha; RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja.

Os dados confirmam a atividade antifingica dos filmes RC e RCE observada
visualmente ao 7° dia de conservagao e verifica-se que este efeito se mantém durante pelo

menos 22 dias.

e Atividade antioxidante das cerejas

No final do ensaio de conservagdo compararam-se as cerejas do controlo com os
frutos com revestimento no que respeita a atividade antioxidante.

A atividade antioxidante foi expressa em TEAC (mMTrolox/100g m.s.) (Fig. 6.12).
Todas as amostras, controlo e revestidas, apresentaram atividade antioxidante.

As propriedades antioxidantes do quitosano e seus derivados ja foram estudadas e
muitos alimentos podem beneficiar destas caracteristicas quando o quitosano é usado sob a
forma de pelicula (Moradi et al., 2012).

A atividade antioxidante do revestimento RCE, embora superior ao controlo, ndo
difere significativamente das cerejas sem revestimento, variedade regional Saco. Apesar
dos extratos aquosos de carqueja apresentarem elevada atividade antioxidante, a sua
aplicagdo como revestimento ndo aumentou significativamente a atividade antioxidante dos
frutos. Porém, este estudo indica que podera ser possivel aumentar a atividade antioxidante
dos frutos com a aplicagédo de revestimentos comestiveis bioativos com base de quitosano.
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Figura 6.12. Atividade antioxidante das cerejas no final do periodo de armazenamento a 4 °C.
Legenda: C - controlo, frutos sem revestimento (cerejas da variedade regional Saco); R - frutos com
revestimento de quitosano; RC - frutos com revestimento de quitosano e cera de abelha; RCE - frutos
com revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja.

Nas colunas, letras iguais indicam que as médias nao sao significativamente diferentes (p<0,05).

Usenik et al. (2008) no seu trabalho com 13 diferentes cultivares de cereja
concluiram que a atividade antioxidante em diferentes cultivares pode apresentar
variabilidade e, se para algumas cultivares depende dos compostos fendlicos presentes,
para outras depende das antocianinas e também de outros compostos. No caso da cultivar
Ferrador obtiveram elevada atividade antioxidante mas as cerejas apresentaram valores
baixos de compostos fendlicos e antocianinas, o que leva a sugerir que a atividade
antioxidante depende de diferentes atributos quimicos e é especifica para cada cultivar.

6.4.2.2. Avaliacao sensorial

A avaliagao sensorial ao 1¢ dia (Fig. 6.13), 4° dia (Fig. 6.14), 7° dia (Fig. 6.15), 11° dia
(Fig. 6.16) e ao 13% dia de ensaio (Fig. 6.17) para os atributos: aparéncia, aroma, gosto e
textura permitem verificar, no geral, a existéncia de alguma homogeneidade nas
classificagoes.

Relativamente a homogeneidade da cor, os provadores, na escala de 1 a 6,
atribuiram o valor mais baixo (4,0) ao controlo no dia 13 e o valor mais elevado (4,9) a todos
os frutos revestidos no dia 1. De referir que neste atributo, os provadores atribuiram
pontuacdo de forma semelhante a todas as amostras ja que as médias ndo apresentaram
diferengas significativas.
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Figura 6.13. Avaliagéo sensorial das cerejas ao 1° dia de armazenamento a 4 °C.

Legenda: C1 - controlo, frutos sem revestimento no 12 dia do ensaio de conservagao; R1 - frutos com
revestimento de quitosano no 12 dia do ensaio de conservagao; RC1 - frutos com revestimento de
quitosano e cera de abelha no 1?2 dia do ensaio de conservagédo; RCE1 - frutos com revestimento
quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja no 12 dia do ensaio de conservagao.

Bri - brilho; Rug - rugosidade; Arocar - aroma caracteristico; Aroest - aroma estranho; Goscar - gosto
caracteristico; Gosest - gosto estranho; Firmc - firmeza da cuticula; Firmp - firmeza da polpa.

No caso do brilho os valores oscilaram entre 2,5 atribuido ao controlo no ultimo dia
de ensaio e o valor 4,6 atribuido ao RC no primeiro dia. Os valores atribuidos a partir do 1°
dia n&o foram significativamente diferentes. Apenas no 12 dia o brilho de RC foi considerado
superior e significativamente diferente do controlo. Em média pode-se afirmar que as

amostras com revestimento apresentaram classificagdes superiores ao controlo.
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Figura 6.14. Avaliagéo sensorial das cerejas ao 4° dia de armazenamento a 4 °C.

Legenda: C4 - controlo, frutos sem revestimento no 4° dia do ensaio de conservagao; R4 - frutos com
revestimento de quitosano no 4° dia do ensaio de conservagao; RC4 - frutos com revestimento de
quitosano e cera de abelha no 4° dia do ensaio de conservagédo; RCE4 - frutos com revestimento
quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja no 4° dia do ensaio de conservagao.

Bri - brilho; Rug - rugosidade; Arocar - aroma caracteristico; Aroest - aroma estranho; Goscar - gosto
caracteristico; Gosest - gosto estranho; Firmc - firmeza da cuticula; Firmp - firmeza da polpa.

=—C7

== R7
RC7

== RCE7

Figura 6.15. Avaliacado sensorial das cerejas ao 7° dia de armazenamento a 4 °C.

Legenda: C7 - controlo, frutos sem revestimento no 7° dia do ensaio de conservagao; R7 - frutos com
revestimento de quitosano no 7° dia do ensaio de conservagdo; RC7 - frutos com revestimento de
quitosano e cera de abelha no 7° dia do ensaio de conservacdo; RCE7 - frutos com revestimento
quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja no 7° dia do ensaio de conservacgao.

Bri - brilho; Rug - rugosidade; Arocar - aroma caracteristico; Aroest - aroma estranho; Goscar - gosto
caracteristico; Gosest - gosto estranho; Firmc - firmeza da cuticula; Firmp - firmeza da polpa.
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Figura 6.16. Avaliagdo sensorial das cerejas ao 112 dia de armazenamento a 4 °C.

Legenda: C11 - controlo, frutos sem revestimento no 112 dia do ensaio de conservagao; R11 - frutos
com revestimento de quitosano no 112 dia do ensaio de conservagdo; RC11 - frutos com revestimento
de quitosano e cera de abelha no 11? dia do ensaio de conservagdo; RCE11 - frutos com
revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja no 112 dia do ensaio de conservacao.

Bri - brilho; Rug - rugosidade; Arocar - aroma caracteristico; Aroest - aroma estranho; Goscar — gosto

caracteristico; Gosest - gosto estranho; Firmc - firmeza da cuticula; Firmp - firmeza da polpa.
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Figura 6.17. Avaliagao sensorial das cerejas ao 132 dia de armazenamento a 4 °C.

Legenda: C13 - controlo, frutos sem revestimento no 13° dia do ensaio de conservagao; R13 - frutos
com revestimento de quitosano no 13° dia do ensaio de conservacao; RC13 - frutos com revestimento
de quitosano e cera de abelha no 13° dia do ensaio de conservacdo; RCE13 - frutos com
revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja no 13° dia do ensaio de conservacgao.

Bri - brilho; Rug - rugosidade; Arocar - aroma caracteristico; Aroest - aroma estranho; Goscar — gosto

caracteristico; Gosest - gosto estranho; Firmc - firmeza da cuticula; Firmp - firmeza da polpa.

217




Para a rugosidade o valor mais baixo foi atribuido as amostras RC no 1% dia (1,9) e 0
valor mais elevado ao controlo e amostras com revestimento de quitosano no dia 13 (3,6).
No entanto, comparando o controlo e as amostras com os diferentes revestimentos em cada
dia de avaliacdo, pode-se afirmar que os valores nao apresentam diferencas significativas.
Em média as classificacbes mais baixas de rugosidade foram obtidas nas cerejas com
revestimento.

No parametro aroma carateristico foi atribuido o valor mais baixo (2,6) aos frutos com
revestimento de quitosano no 19, 7° e 13° dia e o valor mais elevado (3,6) ao controlo no dia
11. Tal como no atributo rugosidade, avaliando em cada dia os valores ndo diferem
significativamente.

Para a caracteristica aroma estranho o controlo no dia 4, 7 e 11° obteve a
classificagdo mais baixa de 1,3 e os frutos com revestimento de quitosano ao 7° dia
obtiveram 2,7. No 12, 112 e 13° dia nao houve diferencas significativas entre os valores, mas
comparando no 4° e 7° dia, o controlo e restantes revestimentos, verifica-se que os
provadores classificaram o controlo e os frutos com revestimento com quitosano com
valores significativamente diferentes, ou seja, o revestimento a base de quitosano imprimiu
algum aroma.

Quanto ao gosto caracteristico para R11, R13 e RCE ao 11° dia foi atribuida a
classificagdo mais baixa de 3,4 e a pontuacdo mais elevada (4,9) foi atribuida ao controlo no
12 e 7° dia de avaliagdo. Ao longo das avaliagbes os valores nao diferem significativamente,
exceto no dia 11 em que o controlo difere significativamente do RCE, ou seja possui gosto
carateristico mais acentuado.

A pontuagao mais baixa para a caracteristica gosto estranho foi atribuida ao controlo
nos dias 4, 7 e 11 e a pontuagdo mais alta ao RCE no 7° dia. Para cada dia de avaliagao
comparando o controlo e restantes revestimentos os valores n&o diferem significativamente.

A firmeza da cuticula oscilou entre os valores de 3,4 para RCE ao 13° dia e 4,2 para
o controlo no dia 4 e 11 e também para RCE no 1° dia.

Relativamente a firmeza da polpa o valor mais baixo (2,8) foi para RC ao 4° dia e o
valor mais alto (3,9) foi distribuido entre o controlo no 1% e 112 dia, RC e RCE também no 1°
dia de ensaio.

Quer para a firmeza da cuticula quer na firmeza da polpa, em cada dia de avaliagao
comparando o controlo e os diferentes revestimentos os valores nao diferem
significativamente.

A apreciacao global obteve a classificagdo mais baixa para o RC no 4° dia (2,9) e a
apreciacao global mais favoravel, como seria espectavel, foi atribuida ao controlo no 1° dia
(4,5) (Fig. 6.18). Nesta apreciacdo nao houve diferengas significativas exceto no dia 7 em
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que o controlo apresentou uma apreciacao global significativamente diferente dos valores
dos revestimentos.

A intencdo de compra obteve a pontuagdo minima (2,9) nos revestimentos R e RC
ao 4° dia e a pontuagdao maxima (4,6) para o controlo no 12 dia de ensaio (Fig. 6.18). Para
cada dia de avaliacdo, a comparacédo entre o controlo e os revestimentos aplicados nao
apresentou diferencgas significativas.

—o—ApG
~-IC

RC7

Figura 6.18. Apreciagdo global e intencdo de compra em cada uma das datas de avaliacao.
Legenda: ApG — apreciagao global; IC — intengao de compra. C - controlo, frutos sem revestimento; R
- frutos com revestimento de quitosano; RC - frutos com revestimento de quitosano e cera de abelha;
RCE - frutos com revestimento quitosano, cera de abelha e extrato de carqueja. Os nUmeros 1, 4, 7,
11 e 13 a seguir as letras indicam os dias do ensaio de conservagao a 4 °C.

A apreciagdo conjunta de todos os dados da avaliagdo sensorial realizada neste
trabalho permite concluir que os revestimentos aplicados ndo tém impacto negativo nos
atributos estudados, ou seja, os revestimentos, no geral, ndo alteram significativamente os

parametros sensoriais.

6.5. Consideracgoes intercalares

A aplicagdo de revestimentos comestiveis bioativos a base de quitosano, cera de
abelha e extrato aquoso de carqueja proporcionou melhorias na qualidade dos frutos
armazenados em condi¢des refrigeradas. Os revestimentos promoveram uma menor perda
de massa e um menor desenvolvimento de bolores e leveduras, ndo afetando a

aceitabilidade sensorial por parte dos consumidores.
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Capitulo 7

Conclusoes gerais

e perspetivas futuras







7. Conclusoes gerais e perspetivas futuras

O presente trabalho teve como objetivo principal a caracterizacdo e valorizacao de
uma espécie muito disseminada na regiao da Beira Interior, a Pterospartum tridentatum, de
nome vulgar carqueja.

Realizou-se o estudo etnobotanico que permitiu documentar e confirmar o valor
que a carqueja ainda possui nos locais em estudo. A carqueja continua a ser utilizada quer
para fins culinarios quer como planta medicinal, em especial para problemas digestivos,
sendo preparada como tisana.

A Pterospartum tridentatum ndo € cultivada, sendo a colheita realizada em
populacdes naturais, justificando a necessidade de avaliar o impacto desta atividade de
forma a manter a sustentabilidade destes recursos. Deste modo, estudou-se, pela primeira
vez, a propagacao desta espécie em condigbes ex situ, por micropropagacao, na tentativa
de multiplicar o material vegetal e, em simultaneo, estudar o seu potencial fitoquimico
comparativamente ao das plantas silvestres.

Foi possivel estabelecer o material vegetal em condigbes in vitro e os resultados
obtidos mostram que esta metodologia de propagacado foi otimizada, quer em fase de
multiplicacdo quer em fase de enraizamento, com a vantagem de manter o material vegetal
saudavel e utilizando um espacgo relativamente pequeno. A metodologia utilizada permitiu
uma elevada proliferagdo em condigbes in vitro, podendo este protocolo ser aplicado para a
sua propagacao clonal em larga escala ja que os gomos axilares sao tidos como os mais
seguros na manutencdo da integridade genética. A metodologia de enraizamento ex vitro
utiizada mostrou ser altamente eficaz na inducdo de rizogénese. Para os tempos de
exposicao e concentragdes utilizadas as percentagens de enraizamento garantiram sempre
valores de enraizamento superiores a 96%, apresentando raizes alongadas,
morfologicamente finas e com abundantes ramificagées secundarias, determinantes para a
formacgéao de raizes funcionais.

Dado o caracter predominantemente lenhoso da carqueja, bem como a necessidade
de dispor dos constituintes bioativos numa forma mais concentrada e de utilizagdo
controlada, procedeu-se a obtencdo e caraterizagdo dos respetivos extratos aquosos,
sendo possivel concluir:

e O local de colheita, bem como a fase do ciclo vegetativo ndo influenciam
significativamente o rendimento de extragéo pelo que a colheita pode ser efetuada
em qualquer dos locais em estudo, serras da Malcata ou Gardunha e em qualquer
época do ano o que constitui uma vantagem sob o ponto de vista industrial;
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e Na época de floragdo, a utilizacdo da planta inteira podera ser vantajosa
permitindo uma poupanca em termos de mao-de-obra;

e O material vegetal micropropagado, em especial de origem Gardunha, apresentou
rendimentos de extragédo significativamente superiores aos das plantas silvestres
independentemente da origem e fase do ciclo vegetativo a colheita;

e A glucose e os &cidos urénicos sao os monossacaridos maioritarios dos extratos,
sendo que nas plantas silvestres a glucose é o agucar predominante,
independentemente do local e época de colheita e nos extratos do material
micropropagado a ramnose e 0s acidos uronicos sdo 0s principais componentes.
Estes dois acucares sao considerados raros, 0 que pode tornar as plantas que os
sintetizam, uma fonte interessante para o seu isolamento e producéo.

e Os extratos das plantas silvestres, independentemente do local e época de
recolha, bem como do material vegetal micropropagado, apresentaram elevada
atividade antioxidante.

o A atividade antioxidante evidenciada é devida ao elevado teor fendlico: entre
200 e 370 mg equiv. acido galico/g m.s. no caso dos extratos das plantas
silvestres e entre 104 a 121 mg equiv. acido galico/g m.s. no caso dos
extratos de material vegetal micropropagado;

o As diferengas observadas nos teores fendlicos ndo se refletem de forma
linear na atividade antioxidante: os extratos do material vegetal
micropropagado evidenciam uma atividade antioxidante elevada, semelhante
aos extratos das plantas silvestres no repouso, apresentando um menor teor
de fendlicos. Este facto prende-se com diferencas no perfil fendlico dos
extratos. Os perfis fenolicos dos extratos do material micropropagado
apresentam uma maior semelhangca com os das plantas silvestres na época
de repouso independentemente da origem.

e Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana relativamente a:

o Bacillus subtilis independentemente do extrato. A concentragdo minima
inibitéria variou de 20 000 a 60 000 ppm;

o Pseudomonas aeruginosa (>10000 ppm) e Staphylococcus aureus (>60000
ppm) - sé os extratos da flor de origem Malcata revelaram atividade. Este
facto podera estar relacionado com a diferente composicao fendlica na época
da floragdo, nomeadamente com a presenca de isoquercetina, apenas
presente nesta fase.

A incorporagao de extratos aquosos de carqueja em revestimentos comestiveis a

base de quitosano e cera de abelha, reforgou as funcdes destes na melhoria da

conservacao poés-colheita de cereja. Estes revestimentos bioativos promoveram uma menor
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perda de massa e um menor desenvolvimento de bolores e leveduras, ndo afetando a

qualidade sensorial dos frutos.

Este estudo contribuiu para a compilacdo de conhecimento sobre a Pterospartum

tridentatum, para a preservacao da biodiversidade e para a manutencéo da identidade local

e do patrimonio cultural.

A valorizacao dos extratos de carqueja micropropagada como fonte de antioxidantes

naturais e aclcares raros para a industria alimentar e/ou farmacéutica apresenta um

elevado potencial, podendo contribuir para o desenvolvimento rural sustentavel.

Dado que os resultados obtidos se afiguram no geral promissores, seria de todo o

interesse prosseguir esta linha de investigagdo nomeadamente:

Relativamente a micropropagacao com o objetivo de aumentar as taxas de
multiplicagdo, seria de grande importancia o estudo do comportamento desta
espécie em sistemas de propagacao em biorreatores de imersdo temporaria
aumentando, assim, a disponibilidade de material vegetal possivel de utilizar para
a extragdo dos compostos bioativos.

No que respeita a extracao impde-se testar outras condi¢gdes menos degradativas
e energeticamente menos dispendiosas, com tempos mais curtos e temperaturas
mais baixas. Testar a utilizacao de ultrassons e fontes térmicas alternativas como
micro-ondas.

Proceder & identificacéo de todo o perfil fendlico.

Testar outras aplicagbes dos extratos, incorporados em revestimentos bioativos
ou noutras formas.

Testar estes revestimentos em frutos/horticolas suscetiveis a oxidagao.

Pensando numa utilizagdo industrial seria imprescindivel proceder ao estudo

econdémico da producao de material vegetal e da extracao.
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ANEXOS







ANEXO 1

Inquérito de etnobotanica







INQUERITO DE ETNOBOTANICA

Inquérito n®. __ Data: __/__/__

Nome:

Idade: Sexo: M []F []
Localidade: Freguesia: Distrito:

HabilitacGes académicas

N3do sabe ler nem escrever [ ] Primario [ ] Preparatério [ ]

Secundério [ ] Superior []Outros [ ] Area

Profissdo:

Nome (s) Vulgar, para além de Carqueja:

Conhece: Sim [_] N&o [ ]

Como Conheceu?

TV [] Através de Familiares [ ] Livros [ ]| Revistas [ ]
Através de pessoas da comunidade [ ] Outros [ ] Quais?

Utiliza: Sim [_] N3o []

Raramente utiliza [_| Utiliza Moderadamente [] Utiliza Frequentemente [ ]



Usos da Planta

Partes da Planta que utiliza?

Raiz [ ] Caule [ JFolha [JFlor [ ] Fruto [ ] TodaaPlanta [ ]

Onde apanha a planta?

Em que época do ano apanha a planta?

Como conserva a Planta?

Para que fins apanha a Planta?
Medicinal [ ] Aromatica [ ] Culindria [ ]
Ornamental [ ]JCosmética [ ] Outras [ ]

Quais?

Preparacao:
Chéa/Tisana [] Vapores/Gotas [ ] Banhos/Lavagens [ ] Xaropes [ ] Outros []

Quais?

Usa com outras Plantas? Sim [ ] N&do []

Quais?

Modo de Preparacdo / Receitas:

Conhece algum provérbio, lenda, musica ou reza relacionada com esta Planta?

Ndo [] Sim [ ]Quais?

Finalidade: Uso Doméstico [ | Comércio [ ]

Obrigada pela sua colaboracdo ©



ANEXO 2

Guiao do inquérito de etnobotanica







Guido do Inquérito/entrevista

Lista de contetudos para abordar e registar informagdo

1. Identificagdao do informante

Nome

Idade

Sexo

Localidade, freguesia, distrito

Habilitacbes académicas (ndo sabe ler nem escrever; ensino primario; ensino
preparatério; ensino secundario; ensino superior; outro tipo de formacéo;
area de formagao).

2. Conhecimento da planta silvestre e seus usos

Nome vulgar (outro nome vulgar pelo qual é conhecida a planta).

Conhece a planta (se é o proprio informante que a conhece ou porque
contacta com ela 1d em casa e sdo os familiares diretos que a utilizam).

Como a conheceu (pela televisdo, através dos familiares, pelos livros, revistas,
através de pessoas da comunidade, todos estes ou outros. No caso de
escolher “outros”, referir quais).

Saber se o informante a utiliza e com que frequéncia (raramente, ou seja
menos de uma vez por semana; moderadamente, ou seja, pelo menos uma
vez por semana; frequentemente, ou seja, duas a trés vezes por semana).
Qual a parte da planta que utiliza (raiz, caule, folha, flor, fruto ou toda a
planta).

Local onde colhe a planta (no quintal, perto de casa, no campo... Tentar
perceber se é autdctone, se se lembra dela desde que era crianga, ou se o0s
avos ja a colhiam...).

Epoca do ano em que faz a colheita

Conservacdo da planta (saber se a utiliza em verde ou se a seca. Tentar saber
como faz a secagem e como a armazena posteriormente).

Quais os fins a que se destina a colheita (medicinal, aromatica, utilizacdo em
pratos de culinaria, ornamental, cosmética ou outras utilizagdes).

No caso do uso medicinal tentar saber qual a indicacdo terapéutica:

- Aparelho digestivo: espasmos, flatuléncia, diarreia, prisdo de ventre,
parasitas, purgantes, para vomitos, hemorroidas, estdmago, digestivo, outras;
- Aparelho circulatdrio: circulagdo, hipertensao, colesterol, coracao,
hemorragias, outras;

- Aparelho respiratdrio: gripe, constipacao, tosse, catarro, dor de garganta,
pneumonia, asma, outras;



- Aparelho excretor: diurético, doengas dos rins e bexiga;

- Aparelho reprodutor: para doengas ginecoldgicas femininas e masculinas,
abortivo, outras;

- Reumatismo, dores musculares, articulagdes;

- Picadas de insetos, mordedura de animais, doencas de pele, acne, feridas,
desinfetante, cicatrizante;

- Diabetes, febre, avitaminoses;

- Depressao, dor de cabeca, calmante;

- Qutras.

Para cosmética (perceber se é utilizado para cremes, perfumes ou outros
fins).

Para culindria (quais os pratos em que se utiliza, se serve para aromatizar
bebidas, condimentar o qué, que outras utilizacdes).

Tentar saber outros fins a que se destina o seu uso.

Como a utiliza.

Em chd/tisana; vapores/gotas; banhos/lavagens; xaropes; outros.

Quando utiliza a planta mistura ou ndo com outras. Se misturar tentar saber
quais.

Tentar conhecer outros modos de preparac¢do e/ou receitas onde seja
utilizada.

Estimular o informante a lembrar-se de algum provérbio, lenda, musica, reza
ou outros, relacionados com esta planta silvestre.

Saber se comercializa a planta ou se é apenas para uso doméstico.

Por ultimo, sugerir ao inquirido, que caso se lembre de algo importante pode
sempre complementar a informacao.



ANEXO 3

Composicao do meio de cultura MS







Composicao do meio de cultura de Murashige & Skoog (1962)

Macronutrientes mg L™
KNOs 1900,000
CaClz.2H,0 440,000
MgSO,.7H:0 370,000
HKPO,4 170,000
NOsNH, 1650,000

Micronutrientes

SO,4Fe.7H,0O 27,850
Na,EDTA 37,250
Mn SO,4.4H,0 22,300
ZnS0,4.7H0 8,600
CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Ki 0,830
HsBOs 6,200
Na,MoO,.2H,0 0,250
Vitaminas

Tiamina HCI 0,1
Ac. nicotinico 0,5
Piridoxina HCI 0,5
Glicina 2,0

mio-inositol 100,0






ANEXO 4

Curvas de calibracao







1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

Absorvanciaa 280 nm

0,200

0,000

y =0,0355x - 0,021
R2=0,9979
10 15 20 25 30 35
Concentragdo acido galico (mg/L)
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ANEXO 5

Metodologia de analise de acucares neutros







e Analise de Acucares Neutros

Hidrolise

- Foram pesados 2-3mg de amostra para um tubo soviril.

- Adicionaram-se 200uL de H,SO, a 72%.

- Foi deixado a reagir durante 3h a temperatura ambiente com agitacdo ocasional.

- Adicionaram-se 2,2 mL de agua destilada, mexendo.

- Incubou-se durante 2,5h a 100°C. Ap6s 1h de reacado retirou-se 0.5mL de
hidrolisado para os acidos urénicos e diluiu-se com 3.0 mL de agua destilada.

- Foi arrefecido em gelo. Adicionaram-se 200 pL de padrao interno (2-desoxiglucose).

Reducao

A 1 mL de hidrolisado foi adicionado:
- 0,2 mL de NH; a 25% (Neutralizagédo do &cido)
- 0,1 mL de NH; a 3M contendo 150 mg/mL de NaBH, (solugdo preparada na
hora). (Redugéo dos monossacarideos aos correspondentes alditdis)
- Incubou-se durante 1h a 30°C.
- Foi arrefecido gelo. Adicionou-se 2x 50 uL de acido acético. (Eliminou-se o
excesso de NaBH,)

Acetilacao

- A 0,3 mL de solugao, adicionou-se (em banho de gelo):
- 0.45 mL de 1-metilimidazol (Catalisador)
- 3 mL de anidrido acético.
- Foi homogeneizado e incubado durante 30 min a 30°C. Apds esse tempo foi
arrefecido em gelo.
- Adicionou-se 4,5 ml (3,0) de 4gua destilada (Destruir o excesso de anidrido acético)
e 3 mL (2,5) de diclorometano (Extracg¢do dos acetatos de alditol)
- Foi agitado vigorosamente e centrifugado a baixa rotagéo durante 30 s.
- Foi aspirada a fase aquosa.
- Adicionaram-se 3 ml de 4gua destilada e 2 mL (2,5) de diclorometano.
- Agitou-se vigorosamente e centrifugou-se. Foi aspirada a fase aquosa.
- Adicionaram-se 3 ml de 4gua destilada. Agitou-se vigorosamente e centrifugou-se.
Foi aspirada a fase aquosa (Remocao do excesso de anidrido acético).
- Foi transferida a fase organica para um tubo Speed-Vac.



- O diclorometano foi evaporado no Speed-Vac.

- Adicionou-se 1 mL de acetona e repetiu-se o0 processo de evaporacao.
- Foi repetido o passo anterior.

- Dissolveu-se em 50 uL de acetona e foi armazenado a -20°C.

- Foi analisado por GC, com injecgéo de 2 L.



ANEXO 6

Determinacao de acidos uronicos







e Determinacao de acidos uronicos

- Foram pesados 2-3 mg de amostra para um tubo soviril.

- Adicionaram-se 200 pL de H,SO, a 72%.

- Deixou-se reagir durante 3 h a temperatura ambiente com agitagao ocasional.

- Adicionaram-se 2,2 mL de agua destilada, em agitacéo.

- Foi incubado durante 1 h a 100°C.

- Retirou-se 0,5 mL de hidrolisado e foi diluido em 3 mL de &gua destilada.

- Colocaram-se 3 mL de solugdo 12,5 mM de borato de sddio em acido sulfarico
concentrado, em tubos de ensaio (3 por amostra) arrefecidos em gelo.

- Em triplicado, adicionou-se 0,5 mL de solu¢do de amostra, fazer o mesmo no caso
dos padroes.

- Aqueceram-se os tubos, em agua a ferver, durante 10 m e deixou-se arrefecer.

- Foi adicionado a 2 de cada 3 tubos, 100 pyL de solucdo de m-fenilfenol (0.15% em
NaOH 0.5%).

- Agitou-se fortemente e foi deixado a reagir durante 30m na auséncia de luz.

- Foi lida a absorvancia a 520 nm, contra o ar.






ANEXO 7

Atividade antimicrobiana (metodologia previa)







e Obtencao de esporos de Monilinia sp.

Para obtencdo de esporos de Monilinia sp. foi utilizado meio PDA mas como se
verificou a inexisténcia de esporulacao optou-se pela utilizacao do extrato de malte para o
Monilinia fructigena e meio V8 (Norma da FRAC 2006-05) para o Monilinia laxa, incubadas a
18 °C, durante 10 a 12 dias com fotoperiodo de 12 horas, segundo a Norma da FRAC 2009-
-01. Apo6s este periodo, para confirmar a existéncia de esporos, retirou-se um quadrado de
0,5 cm de lado que se colocou sobre uma lamina onde previamente se colocou uma gota de

lactofenol. Observou-se ao microscépio com uma ampliagao de 400x (Fig. 1).

Figura 1. Esporos do bolor de Monilinia sp. observados ao microscépio (400 x).

e Preparacao do inéculo bacteriano (de acordo com a Norma CLSI-M2-A9,
2006)

A partir de colénias isoladas e representativas do microrganismo, presentes em placa
de isolamento primario, suspendeu-se em solucdo salina a 0,85%, de forma a obter uma
suspensdo com turvacdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) que

se utilizou de imediato.

e Quantificacao do inéculo para confirmagcado da opacidade da escala de
McFarland

e ApOs preparagao da suspensao contabilizou-se o inéculo, diluindo-o e semeando, por
incorporacdo, 1 mL de cada diluicdo (a partir da suspensdo 10°® considerada a
suspensao-mae, foram preparadas uma série de diluicdes que permitissem contar na
placa um numero de coldnias entre 30 e 300) em placas de Petri com 0 meio de cultura
adequado ao indculo suspenso;



Foram adicionados em cada placa, 12 a 15 mL de meio de cultura adequado ao
microrganismo em estudo, arrefecido a 44-47 °C e misturado cuidadosamente com o
in6culo em movimentos circulares;

As placas foram incubadas durante o tempo e temperaturas adequados;

Depois da incubacao contaram-se as colénias de cada placa que continham um nimero
inferior a 300. O célculo do numero de unidades formadoras de colénias (UFC) foi
efetuado de acordo com a NF EN ISO 7218:2007.

Para confirmar o in6culo bacteriano (de acordo com a escala 0,5 de MacFarland),
calculou-se o niumero N de microrganismos por mL, sob a forma de média ponderada, a

partir de duas diluicdes sucessivas, segundo a Equagéo 1:

pNe

N = Equacao 1
V(n,+0.1n,)d (Fauagao 1)

ZC € a soma das coldnias contadas em todas as placas consideradas nas duas diluicdes

sucessivas em que pelo menos uma delas tenha 15 colénias;
V é o volume do in6culo aplicado a cada placa em mililitros;
n1 é o numero de placas consideradas da primeira dilui¢éo retida para contagem;
n2 é o numero de placas consideradas na diluicdo seguinte;

d é a taxa de diluigao correspondente a primeira diluicdo considerada.

Registou-se como resultado o numero de microrganismos por mL.

e Preparacao do inéculo de leveduras (segundo Norma CLSI - M27-A2,
2002)

A partir de uma Unica colénia, foi feita repicagem para novas placas de Petri com meio
de cultura Sabouraud Dextrose Agar (DAS), para assegurar a pureza e viabilidade do
microrganismo a testar, sendo incubadas a 35 °C, durante 24 horas;

Preparou-se o inéculo, repicando para um tubo de ensaio com 5 mL de solugdo salina
0,85%, o numero de coldnias suficiente de modo a obter uma suspensao com turvagao
equivalente ao padrao 0,5 da escala de McFarland (a suspensdo comparada ao padrao
0,5 fornece uma suspensao-padrdo de leveduras contendo 1x10° a 5x10° células por
mL).



e Preparacao da suspensao de esporos de bolores

A preparacédo da suspensao de esporos a partir de coldnias de bolores foi efetuada do

seguinte modo:

As coldnias de bolores foram repicadas e incubadas de acordo com as regras referidas
na Norma da FRAC 2009-01, para promocao de uma densa esporulacdo, confirmada
com observagdo microscopica.

Apo6s esporulacao, as coldnias de bolores foram cobertas com 1 mL de solugéo salina a
0,85% e 0,01 mL de Tween 80;

Removeu-se o bolor da placa de Petri para um novo tubo com 5 mL da mesma solucéo
saling;

Inicialmente procedeu-se de acordo com a Norma CLSI — M38-A2 (2008), a qual refere
aguardar 5 minutos para haver deposi¢do das particulas maiores e retirar a suspensao
a superficie para um novo tubo de ensaio esterilizado. Sendo dificil acertar os valores
de absorvéancia optou-se por remover o bolor para frasco com 30 mL de solugao salina
e procedeu-se a filtragado da suspenséo (Fig. 2) com 6 camadas de gaze (Alizadeh-
Salteh et al, 2010) e confirmou-se, microscopicamente, a presenca de esporos
(ampliado 400x) (Fig. 3);

Obtida a suspensédo, esta foi ajustada a uma absorvancia de 0,15-0,17 num
comprimento de onda de 570 nm.

Figura 2. Filtracdo da suspensao de esporos de Figura 3. Suspensao de esporos apos
bolores. filtragao.



e Quantificacao da suspensao de esporos

A quantificagdo do inéculo foi confirmada em placa de Petri, retirando 0,1 mL da
suspensdao mae e semeando em placa de Petri com meio de cultura PDA. Repetiu-se o
mesmo procedimento para as diluicdes efetuadas (Fig 4). As placas foram incubadas a
25 °C, durante 3 dias, sendo contabilizado o niUmero de col6nias para verificar o nimero de
unidades formadoras de colénias/mL (UFC/mL).
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0,1 mL de cada

0,1 mL da suspenséo mae

Resultados ao fim de 3 dias de incubacéao.

Figura 4. Procedimento de quantificacdo da suspensao de esporos.

Apés preparagdo das placas de Petri com os diferentes meios de cultura:
Mueller-Hinton para bactérias; Sabouraud Dextrose Agar para leveduras e PDA para bolores
foram riscadas quadriculas, na base, correspondendo cada uma delas, a uma concentragao
diferente de extrato de carqueja.



ANEXO 8

Identificacao de compostos fenolicos







Tabela 1. Identificagdo de compostos no extrato de caules e folhas na época de floragdo da planta

silvestre de origem Gardunha.

Pico Tr (min) MY MS/MS (25eV) MS/MS (40eV) Identificagdo
191 191(58%);127(25%);111(20%); -
85(100%);59(30%)
1 8,13 341 179(18%);119(51%);89(100%); -
71(16%);59(15%)
533 191(100%);533(14%) -
2 11,55 191 111(90%);87(100%);85(52%) - Acido quininico
3 13,3 191 111(100%);87(57%);85(41%) - Acido citrico
4 19,48 359 153(100%);125;359 -
282 150(100%) 133(100%);
> 20,07 108(92%)
6 27,00 627 339(59%);627(100%) -
7 28,39 465 345(100%);465(18%) -
8 28,87 465 345(100%);375(28%);167(17%) -
447 152(100%);447(65%) -
9 29,94 465 345(100%);327(68%);317(54%);167 - Taxifolina-6-C-glucésido
(85%)
10 3165 579/533 179(100%)/179(100%);119(44%); 90(100%)/89
! 89(52%) (100%)
11 38,67 417 209(100%);307(74%) -
12 4033 593 473(100%);593(56%) 473(100%);282(6
! 0%);310(51%)
479 359(100%);479(43%) 359(12%);166(10  Miricetina-6-C-
13 43,27 0%);167(4%);194  glucosido
(45%);125(50)
14 43,94 609 - -
15 5004 639 431(100%);639(10%) 431(100%);268
! (30%)
16 5156 447 327(100%);299(38%);447(7%) 327(24%);299
! (100%);149(27%)
17 5214 445 280(76%);151(100%) 151(100%)
! 461 461(100%) 295(100%)
479 359(100%);479(35%) 166(100%);194(5
18 53,96 %);359(29%);
125(47%)
463 343(100%) 193(100%);
19 59,80 165(82%)
20 6237 415 191(78%);161(69%);149(100%);99 99(41%);89(70%;
! (99%);89(87%);113(56%);119(44%) 59(100%)
21 65.66 431/499 311(100%); 431(46%) /283(100%) 311(75%);283 Genisteina-8-C-glucésido
! (100%)
461 341(100%);326(32%);298(49%) 298(100%) 5,5’-di-hidroxi-3'’-
22 69,92 metoxi-isoflavona-7-O-
glucésido
23 72,48 461 341(100%) -
24 74,30 445 - -
25 77,09 609 300(100%);301(73%) - Rutina
463 300(100%);301(4%) 300(58%);271 Quercetin 3-O-
26 77,37 (100%);255(58%)  glucoside
(Isoquercitrin)
. 79,57 463 300(100%);301(45%) 300(39%);271 Quercetina- 3-O-
! (100%);255(30%)  glucdsido (Isoquercetina)
’8 20,42 431 268(100%);269(43%) - Genistina 1
! 269 - -
29 83,06 461 - -
30 85,08 301 - -
31 7 61 431 268(100%;431(18%) 268(100%);267 Genistina 2
’ (39%); 239(17%)
32 88,83 461 - -
33 90,03 461 - -
513 393(100%);513(24%) 393(100%);365
34 93,68 (77%);337(73%);
282(80%)
35 96,45 283 268(100%);283(98%);240(66%) - Prunetina
445 445(100%) 219(100%);175
36 98,56 (60%)
37 100,84 299 281(100%) - 7-O-metilorobol




Tabela 2. Identificagdo de compostos no extrato da flor da planta silvestre de origem Malcata.

Pico Tr(min) [MT] MS/MS Identificacdo
1 27 191 85(100%);191(53%)
’ 341 179(29%);119(45%);89(100%)

2 11,07 191 - Acido quininico

3 13,38 191 - Acido citrico

4 16,51 366 -

5 20,02 282 150(87%);133(100%);108(63%)

6 25,52 465 345;167;125

7 27,36 627 345(100%)

8 28,33 465 345(100%);327(58%);167(63%)

9 28,81 465 345(100%);327(70%);317(72%);167(90%)

10 29,88 465 345(100%);327(66%);317(40%);167(91%) Taxifolina-6-C-glucésido

11 36,67 465 375,;345;167;125

12 38,58 269 157

13 43,14 479 359(100%);479(44%) Miricetina-6-C-glucésido

14 49,96 639 431(100%)

15 53,88 479 359(100%);479(34%);167

16 59,85 463 343(100);463(22%)

17 66,27 431 311(100%);283 Genisteina-8-C-glucésido
461 341(100%);461(96%) 5,5’-di-hidroxi-3’-metoxi-isoflavona-

18 70,33 .

7-0-glucésido

19 75,69 609 300(100%)/301

20 76,91 609 300(100%)/301 Rutina

21 7773 463 300(100%);301(43%);463(11%) Quercetina 3-0-glucoside

! (Isoquercetina)

22 79,14 463 300(100%);301(69%) Quercetina 3-O-galactésido
431 268(80%);269(100%) Genistina 1

23 80,38 269 97(62%);98(100%)

24 83,45 461 -

25 87,80 431 268(100%) Genistina 2
299 284

26 88,32 261 N

27 90,03 461 -

28 94,43 269 -

29 98,49 445 -

30 100,84 299 284(100%);283(49%);255(47%);281(21%) 7-0O-metilorobol

31 105 445 283(100%) Sissotrina

32 106,96 283 -




ANEXO 9

Ficha de analise sensorial







Nome:

Analise Sensorial de Cerejas

Idade

Aparéncia
Cor caracteristica
Brilho

Rugosidade

Aroma
Caracteristico

Estranho

Gosto
Caracteristico

Estranho

Textura
Firmeza da cuticula

Firmeza da polpa

Apreciacao global

Intencao de compra

Comentarios:

N&o gosto nada

0 0

Nao compraria

Muito obrigada pela colaboragao

]
|

I

Data:

O -

Muito intensa

0 @
I

Muito intenso

O o
I

Muito intenso

0] @
I

Mui

=

o elevada

5 6

0 O

Gosto extremamente

5 6
0 O

Compraria de certeza



