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Resumo

A crescente valorizacdo de produtos naturais na alimentacao tem ganho importancia
na comunidade cientifica, cada vez mais a investigacao se tem direcionado para o
desenvolvimento de conceitos inovadores sustentaveis ao nivel alimentar e nao so. Esta
tendéncia generalizada pela sociedade de procurar, usar e consumir o que é natural
deve-se nao sb a partilha do conhecimento cientifico para a sociedade, como também
a urgente preocupacao em mudarmos os nossos habitos a nivel alimentar, mas também
a sustentabilidade dos processos industriais. As plantas aromaticas e medicinais (PAM)
tém ganho especial atencao, a importancia dos seus usos tradicionais tem vindo a ser
confirmada, na maioria das vezes, em estudos de caracterizacao das propriedades
bioldgicas. Os extratos e oOleos essenciais (OEs) de PAM tém apresentado bons
resultados em termos de atividades antioxidante e antimicrobiana, sendo a sua
potencial aplicacao na conservacao de alimentos pereciveis, como é o caso de frutas
e vegetais frescos, apresentando resultados promissores na substituicao de
conservantes quimicos sintéticos e na reducao do desperdicio alimentar, devido a
extensao de conservacao dos alimentos.

A Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira (Lsl) e a Pterospartum
tridentatum L. Willk (Pt) sao dois endemismos da flora portuguesa, sendo bastante
referenciados em estudos etnobotanicos. Os seus extratos e OEs tém revelado
resultados importantes na caracterizacao das suas propriedades bioldgicas.

O presente estudo procura desenvolver protocolos de propagacao in vitro destas
espécies por sistemas de biorreatores de imersao temporaria (BIT) e caracterizar os
compostos fendlicos e volateis dos extratos de plantas silvestres, recolhidas nas
diferentes fases fenologicas e com origem em BIT. Nestes subprodutos, pretende-se
avaliar as suas propriedades biologicas, nomeadamente a atividade antioxidante,
antimicrobiana e a citotoxicidade. Foram realizados ensaios de conservacao pos-
colheita de medronho e cereja, onde, neste ultimo, em cerejas, foram também
elaboradas e caracterizadas formulaces de revestimentos ediveis com incorporacao
de OE de Lsl.

Os resultados dos ensaios de micropropagacao de Lsl e Pt revelaram boas propriedades
biométricas e morfoldgicas, obtendo taxas de multiplicacao préximas ou superiores as
obtidas no sistema convencional. A caracterizacao de extratos aquosos de Lsl revelou
a presenca maioritaria de acido rosmarinico em todas as fases fenologicas da planta,

sendo que no extrato de BIT os compostos maioritarios foram os acidos cafeico e
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rosmarinico. Nos extratos aquosos de Pt os compostos fenolicos maioritarios foram a
rutina e quercetina, enquanto o extrato de BIT foi caracterizado por acido elagico e
rutina como compostos maioritarios. Os resultados dos constituintes volateis dos OEs
de Lsl permitiram observar uma variacao no perfil volatil nas diferentes fases
fenolodgicas, sendo a fase da floracao caracterizada por possuir maior teor de acetato
de trans-a-necrodilo, nomeadamente no OE das folhas. Neste trabalho foi possivel
obter OE com origem em plantas no tratamento de BIT, sendo que o perfil volatil do
OE apresentou como composto maioritario o acetato de trans-a-necrodilo, revelando
alguns constituintes com maior teor comparativamente as plantas silvestres, como o
a- e B-pineno, a canfora, o acetato de lavandulilo e o viridiflorol.

Os resultados permitiram concluir que os extratos aquosos e OE de Lsl e o extrato
aquoso de Pt apresentaram atividade antioxidante pelos métodos testados, conferindo-
lhes propriedades de potencial de aplicacao como conservante. O OE de Lsl revelou
potencial citotéxico em todas as concentracoes testadas, enquanto nas concentracoes
mais baixas testadas o extrato aquoso de Pt nao revelou citotoxicidade em células de
fibroblastos. A atividade antimicrobiana foi confirmada no OE de Lsl, apresentando um
largo espectro de acado antibacteriano e antifiingico. Foram isolados leveduras e fungos
filamentosos de medronho no ensaio de conservacao, permitindo a identificacao de
57% dos isolados ao nivel do género e espécie, destacando os géneros mais
representativos como Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus,
Aureobasidium e Saccothecium. No ensaio de conservacao de cereja as formulacoes de
revestimentos a base de quitosano e OE de Lsl apresentaram propriedades mecanicas
adequadas, assim como a sua aplicacao em frutos permitiu reduzir a carga microbiana
inicial, contribuindo para a sua conservacao e tempo de vida util.

Em suma, os extratos e OE das plantas estudadas revelaram propriedades interessantes
para possivel aplicacdo como agentes conservantes em formulacdes alimentares e/ou
como componentes de embalagens, no entanto, validacoes futuras serao necessarias
de forma a complementar estes resultados para o desenvolvimento de produtos

bioativos na conservacao de alimentos.

Palavras-chave

Atividade antimicrobiana; Atividade antioxidante; Carqueja; Extratos aquosos; Oleo

essencial; Micropropagacao; Revestimentos ediveis; Rosmaninho-menor.

XVi



Abstract

The scientific community has come to recognize the increased importance of natural
products in food, and an increasing amount of research is being focused on creating
innovative and sustainable food concepts and beyond. This widespread tendency in
society to look for, use, and consume natural products is caused by the dissemination
of scientific knowledge and an urgent desire to modify our eating patterns and the
sustainability of industrial processes. Aromatic and medicinal plants (AMP) have
received particular attention, and studies characterizing their biological properties
have confirmed the significance of their traditional uses. AMP essential oils (EOs) and
extracts have demonstrated promising outcomes regarding their antimicrobial and
antioxidant properties.

Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira (Lsl) and Pterospartum
tridentatum L. Willk (Pt) are two endemisms of the Portuguese flora that are
frequently mentioned in ethnobotanical studies. Its extracts and EOs have revealed
significant results in characterizing its biological properties.

The present study aimed to develop protocols for the in vitro propagation of these
species by temporary immersion bioreactor systems (TIB) and to characterize the
phenolic and volatile compounds of extracts of wild plants collected in the different
phenological phases and obtained by TIB. These by-products are intended to evaluate
their biological properties, namely antioxidant and antimicrobial activities, and
cytotoxicity. Post-harvest conservation trials were carried out on the strawberry tree
and sweet cherry, where, in the last one, formulations of edible coatings with the
incorporation of EOs of Lsl were developed and characterized.

Concerning the results, the Lsl and Pt micropropagation in the TIB system showed good
biometric and morphological properties, with multiplication rates equal to or higher
than those of the conventional system. Characterization of aqueous extracts of Lsl
revealed the presence of rosmarinic acid in all phenological phases of the plant, and
the main phenolic compounds in the extract of TIB were caffeic and rosmarinic acids.
In Pt aqueous extracts, rutine and quercetin were the main phenolics, whereas their
TIB extract was characterized by ellagic acid and rutine. The results of the volatile
constituents of the EOs allowed us to observe a variation in the volatility profile of the
Lsl EOs in the different phenological phases, with the flowering phase being
characterized by having a higher content of trans-a-necrodyl acetate, particularly in

the EO of the leaves. In this work, it was possible to obtain EO from plants obtained
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by TIB, with the volatile profile of this EO presented as the majority compound trans-
a-necrodyl acetate, revealing some constituents with a higher content compared to
wild plants, such as a- and B-pinene, camphor, lavandulyl acetate, and viridiflorol.
The results allow us to conclude that the aqueous extracts and EO of Lsl, as well as
the aqueous extract of Pt, exhibited antioxidant activity using the tested methods,
making them suitable for use as a preservative. EO of Lsl exhibited cytotoxic potential
in all concentrations tested in fibroblasts, whereas aqueous extracts of Pt did not
exhibit cytotoxicity in fibroblasts cells at lower concentrations tested. Lsl EO has also
shown antimicrobial activity with a broad spectrum of antibacterial and antifungal
properties. In the strawberry tree conservation assay, the main representative yeasts
and filamentous fungi were isolated, allowing 57% of the isolates to be identified at
the genus and species level, highlighting Alternaria, Cladosporium, Penicillium,
Aspergillus, Aureobasidium e Saccothecium. The coating formulations demonstrated
adequate mechanical properties in the cherry conservation assay, and their application
on fruits reduced the initial microbial load, contributing to their conservation and shelf
life.

In summary, the extracts and EO of the plants studied revealed interesting properties
for potential use as preservatives in food formulations. However, future validations to
complement these findings should be considered to develop bioactive products in food

conservation.

Keywords

Antimicrobial activity; Antioxidant activity; Aqueous extracts; Edible coatings;
Essential oil; Lavandula stoechas subsp. luisieri; Micropropagation; Pterospartum

tridentatum.
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Introducéo e objetivos

A regiao do Mediterraneo é conhecida pela sua diversidade em plantas endémicas dado
que o seu clima caracteristico contribui significativamente para a ocorréncia natural
de espécies com elevado valor econdmico, desde a indUstria farmacéutica e cosmética,
a indlstria alimentar, e quimica, muitas destas espécies integram o grupo de Plantas
Aromaticas e Medicinais (PAM). A importancia do conhecimento de espécies autoctones
em Portugal, e muitas vezes em regibdes rurais e desfavorecidas, é crucial para o
desenvolvimento econémico dessas populacdes, contribuindo para a valorizacao da
economia regional e nacional, assim como para o avanco cientifico sobre a vegetacao
autoctone do pais.

O setor das PAM em Portugal é relativamente recente e ainda se encontra em
desenvolvimento, tendo tido um impulso em nimero de produtores no inicio do século
XXI, resultado das evidéncias cientificas, dos trabalhos de investigacao com as espécies
endémicas e produzidas em Portugal. A diversificacdo dos estudos nas espécies
autéctones ou endémicas portuguesas pode contribuir para acelerar a consolidacao
deste setor.

As Farmacopeias sao referenciais bastante importantes em diversas areas cientificas,
pois contribuem para o reconhecimento da utilizacao de PAM e as suas caracteristicas
biolégicas, nomeadamente na area farmacéutica/terapéutica. A contribuicao de
estudos sobre plantas medicinais € fundamental para a realizacao destes referenciais,
isto é, para que uma espécie possa estar incluida nas Farmacopeias sao necessarios
bastantes estudos e conhecimento da planta em causa.

No sentido de preservar e conservar as espécies, a sua cultura em sistemas de
propagacao in vitro tem um papel importante, pois assegura de forma responsavel a
manutencao do patrimonio vegetal natural. A conservacao dos recursos genéticos das
espécies vegetais é de extrema importancia para a manutencao da biodiversidade.
Infelizmente com as alteracdes climaticas que presenciamos e com a ameaca constante
de incéndios, € urgente que sejam conservados exemplares das espécies autdctones.
Na regiao interior de Portugal crescem espontaneamente endemismos valiosos,
nomeadamente espécies como Lavandula stoechas subsp. luisieri (conhecida pelo
nome vulgar de rosmaninho-menor) e Pterospartum tridentatum (comumente
conhecida como carqueja), ambas muito usadas na medicina tradicional [1]. As
referidas espécies sao consideradas PAM devido ao potencial terapéutico que
apresentam através da producao de metabolitos secundarios. Ambas as espécies sao

descritas na medicina tradicional, a L. stoechas subsp. luisieri usada no tratamento de
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problemas de circulacdao sanguinea, problemas de pele, azia, enjoo, como
descongestionante nasal e sedativo [1]; no caso da P. tridentatum era usada no
tratamento de problemas de digestao e nervosismo, como diurético e tonico [2]. Sabe-
se hoje que os produtos do metabolismo secundario das plantas sao compostos com um
poder biolégico muito importante em diversas areas de aplicacao, nomeadamente ao
nivel terapéutico e alimentar, contribuindo para uma alimentacao saudavel, com
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatdrias e anticancerigenas
[3]. De entre os compostos bioativos produzidos no metabolismo secundario das
plantas, a classe dos compostos fendlicos e terpenos sao os mais estudados devido ao
seu potencial biologico [4, 5].

A regidao da Beira Interior também pode ser considerada como um “hotspot” de
biodiversidade, quer ao nivel de endemismos de PAM, quer ao nivel de producao
fruticola. Esta regido é conhecida pela sua peculiar producao em cereja, assim como
a presenca abundante e espontanea de medronheiros, sendo o medronho também
bastante valorizado. A cereja € um fruto com elevada procura temporal, devido nao
sO as suas qualidades nutricionais, mas também devido ao seu sabor caracteristico. No
entanto, € um fruto perecivel que teria uma maior valorizacao se possuisse melhores
possibilidades de conservacao pos-colheita.

A crescente preocupacao com a poluicao e desperdicio alimentar leva a que sejam
desenvolvidas alternativas para esta problematica. Na tentativa de colmatar a
perecibilidade de alguns alimentos, nos Ultimos anos, tém vindo a ser desenvolvidos
revestimentos/filmes ediveis para prolongar o tempo de vida Util, nomeadamente de
frutas. Adicionalmente, a protecao mecanica e fisica que os revestimentos a base de
biopolimeros conferem nos alimentos, a adicao de compostos bioativos presentes em
extratos/oleos essenciais de plantas contribui com propriedades antioxidante e
antimicrobiana [6].

0 aumento do desperdicio alimentar tem vindo a ser noticiado nos Gltimos anos, devido
nao so6 a preocupacao geral em relacao ao combate da fome no mundo, mas também
ao impacto na seguranca e qualidade alimentar, no desenvolvimento econémico e no
meio ambiente. Segundo a Organizacao das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacao (FAO), aproximadamente um terco das partes comestiveis dos alimentos
produzidos para consumo humano se perde ou é desperdicado globalmente, o que se
traduz em cerca de 1,3 bilhdes de toneladas por ano [7]. As causas do desperdicio
alimentar podem ter diversas origens, desde a producao, processamento, distribuicao

e armazenamento, até as praticas adotadas pelos consumidores dos diferentes paises.



Introducéo e objetivos

De acordo com a mesma publicacao da FAO, as perdas na producao agricola devem-se
em grande parte a classificacdo pos-colheita de frutas e hortalicas causada pelos
padroes de qualidade estabelecidos pelos retalhistas, no entanto, o desperdicio
causado pelos consumidores também é substancial com 15 a 30% das compras [7].
Independentemente do nivel de desenvolvimento econémico e consciencializacao dos
consumidores, o desperdicio alimentar deve ser reduzido. Com os alertas de poluicao
e desperdicio de recursos na producao torna-se importante desenvolver medidas que
contribuam para a reducdao de desperdicio em qualquer parte da cadeia de
abastecimento alimentar.

Com este trabalho pretende-se efetuar a caracterizacao e valorizacao das espécies L.
stoechas subsp. luisieri e P. tridentatum de plantas silvestres e do seu material vegetal
in vitro. Para a realizacao de um estudo mais completo das espécies referidas,

definiram-se os seguintes objetivos especificos:

Estudar a propagacao in vitro em sistemas convencionais e em biorreatores de
imersao temporaria;

Estudar a variacao da composicao quimica, nomeadamente o perfil fenolico de
extratos e o perfil volatil dos 6leos essenciais ao longo do ciclo vegetativo das
espécies silvestres;

Avaliar as atividades bioldgicas, em termos de atividade antioxidante e
antimicrobiana dos extratos e 6leo essencial, assim como a avaliacdo da
citotoxicidade;

Desenvolver e caracterizar revestimentos bioativos com incorporacao de
extratos e oleo essencial;

Estudar a aplicacao de revestimentos bioativos na conservacao de frutos

frescos.
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1. Compostos bioativos e atividades bioldgicas

1.1. Oleos essenciais

Segundo a definicao da Farmacopeia Europeia [8], o dleo essencial (OE) é definido
como um produto natural, odorifero, de composicao complexa, obtido a partir de
material vegetal por hidrodestilacao, destilacao por arraste a vapor ou por um processo
mecanico sem aplicacao de calor, neste ultimo caso aplicado a frutos do género Citrus.
Esta definicao exclui todos os produtos obtidos de métodos que nao os referidos, como
a extracao com solventes e extracao com fluidos supercriticos. Os Oleos essenciais
(OEs) sao misturas complexas de compostos volateis, predominando a classe dos
terpenos. Nao é regra, mas geralmente, sao caracterizados por possuirem um a trés
compostos maioritarios (20 a 70%), comparativamente aos restantes compostos que
poderao estar presentes em quantidades vestigiais [9]. Como compostos volateis que
sdo, os OEs sao insolUveis em agua, e solluveis em diversos solventes apolares e
normalmente sao incolores ou amarelados. No caso do OE de L. stoechas subsp. luisieri
possui um tom amarelado.

Os componentes dos OEs sdao produzidos pelo metabolismo secundario das plantas,
sendo armazenados em estruturas epidérmicas secretoras especializadas. De entre as
estruturas de armazenamento de OEs, os tricomas glandulares ou secretores estao
distribuidos em diferentes 6rgaos aéreos da planta. Na familia Lamiaceae os tricomas
glandulares podem ser de dois tipos, peltados ou capitados, diferenciando-se entre si
na estrutura e na forma de secrecao [10, 11]. Os metabolitos secundarios produzidos
pelas plantas nao sao essenciais ao seu proprio crescimento e desenvolvimento. Na
planta os metabolitos secundarios estao relacionados com o mecanismo de defesa e
comunicacao da planta como resposta a condicoes de stresse, ataques de herbivoros
e/ou a agentes patogénicos, assim como em funcdes de atracdao de insetos que
favorecem a dispersao de sementes e de polen, e interacdes alelopaticas [9, 12].
Guitton et al. (2018) estudaram alguns compostos que estao diretamente envolvidos
na atracao de polinizadores e repelentes de insetos como o linalol e o acetato de
linalilo; a canfora e 1,8-cineol demonstraram intervir na defesa da planta contra
agentes de stresse; ou compostos de necrodol como repelente para insetos [13]. Sao
diversos os fatores que influenciam o metabolismo secundario, e podem dividir-se em
fatores abioticos e bioticos. Os fatores bidticos referem-se a caracteristicas intrinsecas
a planta, tais como fatores genéticos e ontogenéticos, mas também a componentes
vivos do ecossistema, como ataques de herbivoros e patogénicos ou simbioses com

organismos micorrizicos. Os fatores abidticos relacionam-se com as condicoes
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ambientais e ecoldgicas, como a altitude, pluviosidade, temperatura, assim como as
caracteristicas fitossocioldgicas [14]. Para além do seu papel fundamental na planta,
os OEs tém diversas aplicacoes em diferentes areas, tais como ao nivel farmacéutico,
cosmético, sanitario, perfumaria e alimentar. A maioria dos constituintes dos OEs
pertencem a classe dos terpenos. O OE de L. stoechas subsp. luisieri é caracterizado
por apresentar elevadas concentracoes de monoterpenos e sesquiterpenos nas suas
formas de hidrocabonetos e/ou oxigenados. Os terpenos caracterizam-se por unidades
de isopreno (Cs) e sdo sintetizados por duas vias (Figura 1): a do acido mevaldnico
(MVA) e a do metileritritol (MEP) [15].
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Figura 1. Esquema das vias de biossintese dos metabolitos secundarios (Adaptado de Mahajan
et al. 2020 [15]).

1.2. Compostos nao volateis

Para além do importante papel que o OE tem na propria planta e os seus valiosos
constituintes, as PAM também produzem outras classes de compostos, entre eles os
compostos fendlicos, desde os acidos fenolicos aos flavondides. Normalmente este tipo
de compostos sao encontrados em extratos da planta obtidos com solventes de
diferentes polaridades. Os extratos obtidos em agua denominam-se de extratos
aquosos, podem, porém, ser obtidos pela combinacao em diferentes proporcoes de

agua e outros solventes polares, ou a extracao exclusivamente com o uso de solventes.
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A maceracao do material vegetal com o liquido de extracao € a mais usual, no entanto
a aplicacao de outras metodologias usando por exemplo os ultrassons, micro-ondas ou
a extracao por fluidos supercriticos também tém vindo a ser reportados na extracao
de compostos fendlicos [16-18]. Os parametros analiticos sao fatores importantes para
a eficacia da extracao, tais como o solvente de extracao, a aplicacao de temperatura,
e o tempo, influenciando por isso a concentracao e tipo de compostos extraidos.

Na planta, os compostos fendlicos estao distribuidos na maioria dos tecidos vegetais,
nos frutos, sementes, flores, folhas, caules e raizes e sdao caracterizados por possuirem
pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilo [19]. De acordo com
o nimero de anéis aromaticos e com outros elementos estruturais de ligacao, os
compostos fendlicos podem ser classificados em acidos fenolicos, flavonoides,
cumarinas, estilbenos, lignanos e taninos [20]. Na natureza os compostos fenodlicos
podem estar presentes na sua forma livre, no entanto, encontram-se muitas vezes
associados a acUcares ou proteinas. As vias de sintese (Figura 1) do acido chiquimico e
do acido malonico sao as principais responsaveis pela biossintese dos precursores dos
compostos fenolicos [15]. Estes compostos sdao produzidos durante o crescimento da
planta e/ou sob condicées de stresse como infecoes, feridas ou exposicao elevada a
raios UV [21, 22].

Ao longo dos ultimos anos o potencial biologico destes compostos tem vindo a ser
confirmado, nomeadamente em propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-
inflamatérias [23]. A determinacao do teor de fenois através do método do reagente
de Folin-Ciocalteu é descrita na Farmacopeia Europeia. As reacdes colorimétricas em
espectrofotometro de UV/VIS sdao comumente usadas para a quantificacdo de
compostos fenolicos, nos extratos de plantas estes compostos reagem com reagentes
redox, como € o caso do reagente de Folin-Ciocalteu. Este reagente é constituido por
uma mistura dos acidos fosfomolibdico e fosfotingstico (de cor amarela) os quais na
presenca de agentes redutores (compostos fenolicos) e em meio alcalino formam um
complexo azulado (complexo fosfotungsténio-fosfomolibdénio) que pode ser
quantificado por espectrofotometria [24]. Para além das vantagens do método,
rapidez, aplicavel na rotina do laboratério e econdmico, possui algumas desvantagens
como por exemplo o facto de nao ser seletivo para os compostos fenélicos, mas outros
constituintes da matriz de natureza nao fendlica, como acucares redutores ou o acido
ascorbico, podem contribuir para a capacidade redutora da reacao.

Os acidos fendlicos (Figura 2) sao produzidos na planta através das vias do acido

maldnico e do acido chiquimico, sendo que nesta Ultima tém como precursores a
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fenilalanina ou tirosina e podem ser divididos em dois grupos: derivados dos acidos

hidroxibenzodico e hidroxicinamico [25].

Acidos fenolicos
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Figura 2. Principais estruturas quimicas e compostos das diferentes classes de compostos

bioativos presentes nas plantas.

O acido hidroxibenzdico (C6-C1) é derivado do acido benzéico e é encontrado
conjugado com acucares ou acidos organicos, enquanto o acido hidroxicinamico (Cé-
C3) é derivado do acido cinamico e produzido como éster simples conjugado com
acucares ou acidos hidroxicarboxilicos [26]. Os acidos galico, vanilico, siringico e

salicilico sao alguns exemplos de acidos hidroxibenzoicos presentes nas plantas. Por
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outro lado, os acidos hidroxicinamicos surgem de forma mais abrangente nas plantas,
como os acidos cafeico, coumarico, ferulico e rosmarinico [20, 26].

Para além dos acidos fenélicos, o grupo dos flavonoides (Figura 2) também é bastante
relevante nas plantas, estando identificados mais de 4500 compostos [27]. Na planta
estes compostos traduzem-se em pigmentos, nomeadamente responsaveis pelas cores
das flores. Sao moléculas de baixo peso molecular e estruturalmente caracterizam-se
por possuirem 15 carbonos, com arranjo C6-C3-C6 com diversas substituicoes e
insaturacdes, originando diferentes subclasses. Tendo em conta os possiveis
rearranjos, os flavondides podem ser classificados como flavanonas, flavonas,
isoflavonas, flavonois, antocianinas e chalconas. A semelhanca dos acidos fenolicos, os
flavonoides podem ser biossintetizados pela via do acido chiquimico e do acido
maloénico. Os flavonoides podem apresentar-se na sua forma livre (forma aglicona) ou

como glicdsidos (O-heterdsidos ou C-heterosidos) [28].

1.3. Extracao de compostos bioativos

Ao longo dos Ultimos anos tem-se assistido a crescente investigacao de constituintes
quimicos naturais e das suas potenciais atividades ao nivel terapéutico, alimentar,
cosmético e agricola. A procura por produtos naturais tornou-se quase uma exigéncia
por grande parte dos consumidores, assim como os conceitos de reducao do desperdicio
alimentar, a eficiéncia nos processos industriais e produtivos tem vindo a ter grandes
impactos no direcionamento de investigacoes cientificas e no desenvolvimento destas
areas. A primeira etapa baseia-se na recolha de material vegetal que pode ser silvestre
(recolhido na natureza), produzido ex situ ou in vitro. A recolha das plantas na
natureza deve seguir as Boas Praticas Agricolas e de Recolha recomendadas pela WHO
(2003), onde a principal preocupacao prende-se com a preservacao da espécie. Apds
colheita ou recolha, as plantas podem ser armazenadas em condicoes de congelacao
ou secas sob condicdes de ventilacao, sem humidade do ar e sem exposicao a luz. O
armazenamento das plantas até a sua utilizacao deve ser realizado em condicoes
adequadas de modo a evitar perdas nos seus constituintes ou contaminagoes flngicas
ou de insetos [29].

O estudo dos compostos bioativos de uma determinada planta inicia-se com o processo
de extracao, sendo este uma etapa crucial para a obtencao de compostos. O solvente
de extracao ira influenciar o tipo de compostos que se obtém no extrato final, pois a
utilizacao de solventes polares, como a agua, etanol e metanol irao extrair compostos
hidrofilicos, enquanto a utilizacao de solventes organicos apolares, como o hexano ou

diclorometano, ira ter um poder de extracao de compostos hidrofébicos. Adequa-se a
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extracao de compostos fendlicos com solventes polares, o uso de uma mistura de agua
com solvente organico (metanol, etanol, entre outros) é frequentemente reportado e
tem apresentado bons resultados [26]. Por outro lado, quando o objetivo é a extracao
de compostos de polaridade reduzida, o uso isolado de solventes como o hexano,
diclorometano, cloroférmio, entre outros, € muitas vezes aplicado. Contudo, de acordo
com o objetivo final de aplicacao ou de estudo, assim deve ser a selecao dos solventes
de extracao. A utilizacdo de extratos a nivel alimentar deve ser rigorosa no uso de
solventes organicos devido a sua toxicidade, mesmo apds a etapa de evaporacao do
solvente de extracdo, a confirmacao da auséncia de solventes toxicos deve ser
assegurada.

Para além da selecao do solvente, a metodologia usada na extracao também podera
influenciar a eficiéncia do processo, sendo as mais usuais a maceracao, a decoccao, a
hidrodestilacao e a extracao em Soxhlet. Apesar destas metodologias convencionais
continuarem a ser aplicadas, algumas desvantagens sao conhecidas como os elevados
tempos de extracao, a decomposicao térmica de compostos termolabeis e a baixa
seletividade dos compostos extraidos. Neste sentido, na tentativa de superar estes
inconvenientes, novas metodologias ou chamadas de metodologias “verdes”, tém
vindo a ser reportadas na extracao de compostos como a aplicacao de ultrassons,
micro-ondas, campos elétricos e a extracao por fluidos supercriticos [30]. A aplicacao
de ultrassons e micro-ondas pode reduzir o tempo de extracao, reduz o consumo de
solvente, assim como, o consumo de energia comparativamente a um método
convencional, no entanto, a deterioracdo de compostos devido a exposicao de
radiacoes nao esta completamente ultrapassada nestas metodologias [31, 32]. A
extracao por fluido supercritico € das metodologias mais emergentes no campo da
extracao de compostos bioativos, consistindo na extracao destes metabolitos por um
solvente num estado supercritico, atingido através da combinacdo de baixas pressoes
e temperatura. Um fluido no estado supercritico tem a vantagem de possuir a
solubilidade semelhante a de um liquido e a difusividade semelhante a de um gas,
podendo dissolver uma vasta gama de compostos naturais [33]. O principio de extracao
baseia-se na passagem do fluido supercritico pela matriz sélida (material vegetal seco
e/ou triturado) dissolvendo os compostos extraidos e transportados sob difusao para o
separador do equipamento, sendo o fluido separado dos compostos extraidos pela
diminuicao de pressao, aumento de temperatura ou a combinacao de ambas [34]. O
solvente mais usual € o dioxido de carbono, por se tratar de uma substancia nao toxica
nas concentracdes usadas, abundante e de baixo custo, nao inflamavel e inerte do

ponto de vista quimico. O dioxido de carbono no estado supercritico é considerado um
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solvente nao polar, possuindo seletividade e potencialidade na extracao de compostos
termolabeis. Apesar da baixa polaridade e tamanho das moléculas extraidas, as
moléculas de tamanho maior ou de natureza polar podem ter de ser extraidas com a

ajuda de um co-solvente, aumentando o rendimento da extracao [35].

1.4. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante traduz-se no potencial que uma substancia apresenta para
captar ou neutralizar radicais livres no meio. Os radicais livres sao atomos, moléculas
ou ides com um ou mais eletroes desemparelhados, que os tornam muito instaveis e
capazes de reagir com outras moléculas [36]. Os radicais livres e as suas espécies
reativas sao resultados de diversos processos biologicos das células, como a producao
do peroxido de hidrogénio (H20;), o anidao superoxido (0;*) e o déxido nitrico (NO),
nomeadamente nas mitocondrias durante a fosforilacao oxidativa, no citocromo P450
por enzimas oxidantes, em processos de inflamacao, na eliminacdo de células
cancerigenas por linfocitos e macrofagos citotoxicos, assim como na apoptose de
células. Por outro lado, fatores externos podem promover a producao de radicais
livres, como as radiacoes ionizantes (UV, raios-X e raios-y), poluentes atmosféricos,
fumo de tabaco, pesticidas, entre outros [37]. No organismo humano os radicais livres
e as Espécies Reativas de Oxigénio e Azoto (ROS e RNS) estao na origem de diversas
doencas, tais como aterosclerose, diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas e
alguns tipos de cancro [38, 39]. A correspondéncia entre os radicais livres e o estado
de doenca pode ser explicada pelo stresse oxidativo, que resulta do desequilibrio entre
a defesa antioxidante e a producao de moléculas pro-oxidantes. Esse desequilibrio
pode levar a danos em diversas biomoléculas, como o ADN, ARN, proteinas, lipidos,
hidratos de carbono e enzimas, contribuindo para o desencadeamento de patologias
[39]. A atividade antioxidante pode ocorrer de forma enzimatica, através das enzimas
enddgenas (superoxido dismutase, catalase e a glutationa peroxidase), ou através de
moléculas ndo enzimaticas, como os compostos fenolicos (flavonodides, acidos fenolicos
e carotendides), vitaminas e minerais. Os antioxidantes podem atuar por diversos
mecanismos: pela decomposicao de perdxidos, sequestrando radicais e/ou quelantes
de i6es metalicos [36]. Consequentemente, a atividade antioxidante deve ser medida
através de diferentes mecanismos de acao antioxidante. Com base no mecanismo de
inativacao envolvido, os principais métodos de avaliacdo da capacidade antioxidante
sao divididos em duas categorias: pela reacdo da transferéncia de atomos de
hidrogénio (TAH) e pela transferéncia de eletroes (TE). Contudo, ambos os mecanismos

podem ocorrer em simultaneo, o que por vezes torna dificil a sua diferenciacao [38].
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Entre os métodos mais utilizados, o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), FRAP (poder
antioxidante redutor férrico), CUPRAC (capacidade antioxidante redutora do iado
cobre) e o TEAC (capacidade antioxidante equivalente trolox) sao considerados
métodos de TE, apesar de alguns autores considerarem ser métodos que utilizam
ambos os mecanismos de acao (TE e TAH). Os métodos considerados pela sua reacao
de TAH sao o sistema B-caroteno/acido linoleico, ORAC (capacidade de absorvancia do
radical oxigénio), TRAP (poder antioxidante redutor férrico) e o TBARS (substancias
reativas ao acido tiobarbiturico) [38, 40].

Os métodos de avaliacdo da atividade antioxidante testados neste trabalho foram o
DPPH, o FRAP e o sistema B-caroteno/acido linoleico. O método do DPPH é
amplamente usado devido a ser um método cuja reacao ocorre de forma rapida e
simples. O principio do método consiste na captura do radical DPPH, radical estavel e
de coloracao purpura (com um maximo de absorcao a 515-517 nm), através de
antioxidantes presentes na solucdo. Com a acao dos antioxidantes o DPPH é reduzido
a DPPH-H (2,2-difenil-1-picril-hidrazina), uma hidrazina incolor que consequentemente
origina um decréscimo na absorcado, passando de cor violeta forte para amarelo. As
absorvancias sao lidas apos 30 minutos de iniciada a reacdao. A percentagem de
atividade antioxidante corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracao inicial de DPPH em 50% € denominada concentracao inibitoria 50% (ICso).
Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua ICso, € maior a
sua atividade antioxidante [41].

O método FRAP baseia-se na capacidade dos antioxidantes reduzirem o complexo
amarelado Fe*'-(TPTZ),** (complexo férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina) ao complexo de
coloracao azul Fe-(TPTZ),*, através da medicdo da absorvancia a 595 nm [38]. Esta
alteracao de cor na presenca de antioxidantes (redutores) é comparada com uma
solucao padrao de ides ferrosos (sulfato ferroso), sendo os resultados expressos em
equivalentes da solucao padrao usada.

0 sistema B-caroteno/acido linoleico baseia-se na reacao de transferéncia de atomos
de hidrogénio e consiste na avaliacdo da inibicdo da peroxidacao lipidica mediada por
radicais livres [42]. Especificamente, o método avalia a atividade antioxidante a partir
da descoloracao (oxidacao) do B-caroteno, de cor amarela-laranja, induzida pelos
produtos da degradacao oxidativa do acido linoleico (radicais peroxido do acido
linoleico) que oxidam o B-caroteno presente na emulsdao. Durante o teste, o acido
linoleico sofre a oxidacao induzida termicamente a 50°C, os radicais livres gerados

atacam o cromodforo do B-caroteno, resultando numa descoloracdao da solucdo. Na
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presenca de antioxidantes, estes previnem a degradacao do B-caroteno, competindo
com este pelos radicais livres, mantendo assim a sua cor carateristica. A manutencao
da cor pode ser monitorizada espetrofotometricamente a 470 nm apos 2 h do inicio da

reacao [43].
1.5. Atividade antimicrobiana

Nos Ultimos anos, o uso de produtos naturais como antimicrobianos tem vindo a ser
investigado, nao s6é na area clinica, devido a crescente preocupacao com a
multirresisténcia de bactérias aos antibioticos, mas também na area alimentar, com o
objetivo de assegurar a seguranca alimentar e contribuir para a reducao do desperdicio
alimentar. Segundo a FAO, em 2022 o desperdicio alimentar apo6s colheita e antes de
chegar aos supermercados estava estimado em 13,3% [44]. Na area alimentar tém sido
reportados estudos com a aplicacao em produtos alimentares e/ou embalagens ativas,
baseados em diferentes formas de aplicacao dos OEs e/ou extratos de plantas. A estes
subprodutos é reconhecido o seu potencial de inibir microrganismos patogénicos ou de
deterioracdao de alimentos, nomeadamente os OE sao os mais estudados pelo seu
elevado poder antimicrobiano [5]. O potencial antimicrobiano traduz-se na capacidade
de uma substancia inibir e/ou matar um microrganismo.

Por forma a padronizar as metodologias de analise da atividade antimicrobiana, o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) definiu protocolos normalizados para
os métodos de diluicdo em agar e de microdiluicao. Os métodos mais utilizados sao a
difusao em disco, difusao em agar e diluicao em caldo [45]. Apesar da padronizacao
dos métodos, estes podem ser afetados por alguns fatores como a concentracao e
volume do indculo, a fase de crescimento do microrganismo a testar, a composicao do
meio de cultura, o tempo e temperatura de incubacao, assim como a concentracao e
volume do agente antimicrobiano a avaliar [46]. Inicialmente, os testes preliminares
de atividade antimicrobiana baseiam-se em métodos de difusao em disco ou em agar,
caso o agente antimicrobiano apresente acao contra o microrganismo em estudo, é
determinada a concentracao minima inibitéria (CMI) e concentracao minima letal
(CML). Estes parametros podem ser determinados por métodos de macro- ou
microdiluicdo em agar ou meio liquido. A CMI é definida como a menor concentracao
em estudo que inibe o microrganismo, enquanto a CML é a menor concentracao do
agente antimicrobiano que mata a maioria do indéculo (99,9%) [45, 46]. A
hidrofobicidade dos constituintes dos OEs permite-lhes misturarem-se com os lipidos
da membrana celular destruindo a sua permeabilidade seletiva. Uma vez no interior
da célula, a presenca do OE induz a danos no citoplasma e organelos celulares,

resultando no desequilibrio da pressao osmotica intracelular, podendo levar a morte
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da célula [47]. Considerando a complexidade de diferentes grupos de compostos
quimicos presente nos OEs, acredita-se que nao exista apenas um mecanismo
especifico de acdo, mas sim varios alvos na célula ou estes ocorrerem de forma
sequencial [46]. Outro aspeto importante na acao antimicrobiana de OEs é que nao
esta sempre associada aos constituintes maioritarios, mas muitas vezes ao efeito
sinérgico entre os constituintes. A conjugacao destes fatores atribui aos OEs a

auséncia, relatada até a data, de resisténcia ou adaptacao dos microrganismos [9, 48].

1.6. Atividade citotoxica

Os OEs e extratos de plantas sao considerados produtos naturais e estao em muitos
contextos associados aos efeitos terapéuticos. No entanto, devido ao crescente
aumento de estudos, sabe-se que em alguns casos a sua composicao e, principalmente,
a sua concentracao pode ter um efeito toxico no organismo humano [9]. A
citotoxicidade de uma determinada molécula pode ser avaliada através da viabilidade
e proliferacao celular. A viabilidade celular é definida como o nimero de células
saudaveis numa populacdo apos o contacto com o OE, sendo importante conhecer a
sua densidade celular, isto €, o nimero de células. A proliferacao celular é um
indicador determinante para a compreensao dos mecanismos de acao de determinados
genes, proteinas e/ou vias envolvidas na sobrevivéncia ou morte celular apds exposicao
a agentes toxicos [49]. A citotoxicidade de uma determinada substancia pode referir-
se ao seu efeito toxico e, por isso, ter capacidade de matar as células, ou ter efeitos
citostaticos, que se traduzem na inibicao do crescimento celular. Alguns autores
propuseram que o modo de acdao dos OEs/extratos sob a proliferacdo celular esta
relacionado com a capacidade de ligacao as proteinas da membrana das células. No
entanto, a variacao na atividade citotdxica do mesmo OE/extrato em diferentes linhas
celulares sugere uma acao toxica inespecifica, sendo o seu modo de acado inconclusivo
e dependente da célula alvo [50].

Geralmente, os métodos usados para determinar a viabilidade celular sao também
comuns para a detecao da proliferacao celular. Existem diversos métodos baseados nas
funcoes celulares, como a permeabilidade da membrana celular, atividade enzimatica,
adesao celular, producao de coenzimas, producao de ATP e atividade de captacao de
nucleodtidos. Estes métodos podem ser classificados em diferentes categorias, sendo os
de exclusao de corantes, que se baseiam na coloracao de células mortas (MTT, MTS,
Alamar Blue, XTT), os mais comumente usados [49]. A selecao do ensaio de viabilidade
deve ter em consideracao alguns fatores como o tipo de célula, as condicoes de

cultura, o custo do método e a duracdo da exposicao das células ao agente toxico.
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Apesar dos testes da avaliacdo citotoxica in vitro indicarem o potencial citotoxico que
um determinado OE ou extrato apresenta sobre a linha celular em causa, outros fatores
biolégicos devem ser considerados na aplicacao in vivo, como o transporte dos
compostos ativos, a biotransformacao, a reabsorcao, entre outros fatores bioldgicos
que nao sao considerados nos ensaios in vitro.

Neste trabalho foi usado o teste MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), este baseia-se na capacidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais das células vivas e metabolicamente ativas converterem a solucao
aquosa de cor amarela do substrato MTT num sal formazano, formado por cristais com
uma coloracao azul-escuro/roxo e insolUveis em agua. A producao do sal formazano é
proporcional ao numero de células viaveis [50, 51]. O teste do MTT tem vindo a ser
usado em diversas linhas celulares, a utilizacao deste teste para a avaliacao do
crescimento e sobrevivéncia celular confere algumas vantagens pelo baixo custo,

rapidez, simplicidade e seguranca que lhe estdo associados [52].

2. Lavandula stoechas subsp. luisieri

2.1. Taxonomia

A Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira pertence a familia Lamiaceae
(=Labiatae), género e subgénero Lavandula, seccao Stoechas Ging. No género
Lavandula reconhecem-se cerca de 41 espécies amplamente distribuidas pela regiao
do Mediterraneo e Macaronésia e, menos frequente, no Norte de Africa e sul da Asia
[53]. Este género apresenta uma taxonomia controversa, tendo ao longo dos anos
diversos autores considerado diferentes espécies e subespécies e com isso adotado
diferentes taxa.

A Lavandula stoechas subsp. luisieri (Lsl) identificada e descrita pela primeira vez por
Rozeira (1949) como Lavandula luisieri e como uma variedade de L. stoechas. Mais
tarde, em 1964, foi identificada pela mesma entidade como subespécie, Lavandula
stoechas subsp. luisieri [53]. Em 1979, foi classificada como espécie por Rivas-
Martinez, tratamento também adotado por Franco (1984), na Nova Flora de Portugal
[54]. Segundo este referencial, em Portugal, nomeadamente na regiao da Beira Interior
dominam o rosmaninho-maior (Lavandula pedunculata) e o rosmaninho-menor
(Lavandula luisieri). No entanto, de acordo com o Ultimo referencial morfologico e
taxonémico publicado, a Flora Iberica (2010), nesta regiao apenas sao referenciadas

as espécies de Lavandula pedunculata e Lavandula stoechas subsp. stoechas [55]. Em
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2004, Upson and Andrews, na sua publicacao “The genus Lavandula” [53], corroboram
a tese de Franco (1984) pelo que referem que a subespécie existente nesta regiao é
Lsl, atribuindo a ocorréncia de L. stoechas subsp. stoechas apenas ao sul do pais. O
taxon Lavandula luisieri é atualmente classificado como um nome sin6nimo de L.

stoechas subsp. luisieri (The plant list Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas Mart. — The

Plant List, acedido a 24/11/22). Neste trabalho adotou-se a nomenclatura baseada no
ultimo referencial morfoldgico e taxonémico publicado, a Flora Iberica [55].
Por ordem cronoldgica, seguem-se os taxa utilizados por diferentes autores para

designar esta espécie:

v Lavandula stoechas subsp. luisieri Rozeira (Rozeira) [56];
v Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas-Martinez [54];
v Lavandula stoechas subsp. luisieri Rozeira (Rozeira) [57];

v Lavandula stoechas subsp. luisieri Rozeira (Rozeira) [55].

As espécies do género Lavandula sao consideradas plantas aromaticas e medicinais
devido ndo so6 a producao de dleos essenciais, mas também as suas propriedades
terapéuticas reportadas na medicina tradicional. A infusao das partes aéreas desta
espécie era usada na medicina tradicional no tratamento de problemas de circulacao
sanguinea, de pele, no tratamento da azia e enjoo, e como descongestionante nasal e
sedativo [1]. Ao longo dos Ultimos anos a taxonomia de algumas destas espécies tem
vindo a ser atualizada tendo em conta o aumento dos estudos quer ao nivel quimico e
quer ao nivel genético, os quais permitiram desvendar diferencas entre (sub)espécies.
Paralelamente a estes conceitos, a estrutura morfoldgica é de extrema relevancia pois
€ a primeira caracteristica visivel aquando da identificacdo silvestre. Devido ao
elevado polimorfismo que € caracteristico deste género e capacidade de hibridacao
entre as espécies, € importante que sejam preservados e caracterizados todos os

aspetos morfoldgicos de cada (sub)espécie.

2.2. Morfologia e distribuicao

A morfologia no género Lavandula é bastante variavel, esta variacao é congruente ao
nivel da classificacao seccional e também ao nivel geografico das espécies,
contribuindo para uma significancia taxonémica. As particularidades morfoldgicas da
familia Lamiaceae estao bem representadas no género Lavandula, podendo-se
salientar as hastes quadradas, folhas opostas e as flores que possuem dois labios com
cinco pétalas, atribuindo a este aspeto morfoldgico a designacao vulgar da familia das

labiadas [55]. Os parametros morfoldgicos sao cruciais para a identificacao de
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espécies, contudo deve-se ter em consideracao o efeito das condicoes geograficas,
climaticas ou de cultivo. Condicbes de stresse também podem afetar alguns
parametros morfolégicos, tais como o tamanho da planta, das folhas, das
inflorescéncias, o indumento, assim como a producao de 6leo essencial [53].

As espécies do género Lavandula caracterizam-se por serem pequenos arbustos,
podendo a sua altura variar entre 25 e 150 cm. As folhas de Lsl sao de formato linear
a elipticas com as margens revolutas, verde-acinzentadas, de 2-3 x 0,3-0,5 cm, com
indumento denso com pelos branco-acinzentado curtos e ramificados. A distancia entre
o pedunculo e a inflorescéncia (Figura 3a) pode variar de (0)-2 a 6 cm, sendo este um
parametro que pode suscitar dividas na distincao desta subespécie e a L. stoechas
subsp. stoechas (1-3 cm) e/ou a L. pedunculata (5-30 cm), devido a proximidade dos

limites maximos e minimos definidos nas diferentes floras morfoldgicas [53-55].

Bractea apical

Inflorescéncia

V/J ! Pedunculo

Figura 3. Aspetos morfoldgicos de L. stoechas subsp. luisieri. Segmento floral (a); inflorescéncia

(b); bractea fértil (c); calice e corola (d); indumento com pelos estrelados (e); nlcula (f).

As espigas ou inflorescéncias principais (Figura 3b) sao cilindricas, com dimensoes 3-
5(-6) x 1-1,5 cm, as espigas secundarias sao mais pequenas (1,5-2 cm). No apice da
espiga, encontram-se as bracteas apicais ou bracteas inférteis, normalmente 4
(podendo ser de 2 a 6), de forma eliptica a espatulada, com dimensoes de 2,5-3,5 x
0,6-0,8 cm, muitas vezes de cor violeta a purpura. As bracteas férteis (Figura 3c)
apresentam uma dimensao de 6-10 x 7-10 mm, de formato ovado, com apice agudo a
acuminado, ligeiramente mais comprida do que o calice, de indumento aveludado com

pelos curtos e ramificados, apresentam veios proeminentes, com glandulas sésseis,
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quase sempre de cor violeta-pUrpura. O calice (Figura 3d) apresenta quatro lébulos
triangulares, por vezes a sua margem apresenta um indumento muito denso, a esparso
nos calices mais maduros, com pelos brancos e curtos, com muitas glandulas sésseis
[55].

A corola ou flor (Figura 3d) bilabiada apresenta uma cor azulada-violeta escura e forte
indumento na garganta, de pelos estrelados (Figura 3e). As flores sao hermafroditas e
com simetria zigomorfica. As nculas ou sementes (Figura 3f) incluidas dentro do calice
apresentam uma dimensao de 1,6-1,8 x 1,1-1,3 mm, de forma elipsoide, subtrigonais
por vezes achatadas, com a superficie lisa por vezes aplanada e convexa, de cor
castanha, brilhante e por vezes papilosa no apice [53, 55].

A Lavandula stoechas subsp. luisieri € uma espécie endémica do sudoeste da Peninsula
Ibérica (Figura 4), sendo considerada uma espécie autdctone em Portugal, juntamente

com a L. pedunculata, pelo que muitas vezes crescem na mesma area.

e -

Figura 4. Distribuicao geografica de L. stoechas subsp. luisieri na Peninsula Ibérica.
(Fonte: https://www.gbif.org/species/7660687, acesso a: 09/01/2023).

Ocorre em solos arenosos, xistosos e acidos, pode surgir entre 20 e 900 m de altitude
e quase sempre em associacao com espécies de Quercus e/ou Cistus [53]. Segundo
Rivas-Martinez et al. (2002), a Lsl € ainda classificada como pertencente a classe Cisto-
Lavanduletea, composta por espécies dos géneros Cistus e Lavandula caracterizada
por produzirem compostos aromaticos, que crescem em matos do oeste mediterraneo
nos andares termo a supramediterraneo seco e semiarido a sub-himido [58]. Esta
espécie reproduz-se por semente e € uma das espécies pioneiras em zonas apos
incéndio, sendo referenciada com estatuto de conservacao de “Least Concerning”

(pouco preocupante), frequente e por vezes localmente comum [53].
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2.3. Metabolitos secundarios

2.3.1. Oleos essenciais

Os oleos essenciais (OEs) sao metabolitos secundarios bastante conhecidos na familia
Lamiaceae. Dado a sua ocorréncia essencialmente na Peninsula Ibérica, os estudos do
perfil quimico/volatil do OE de Lsl tém vindo a ser publicados apenas de plantas
recolhidas em Portugal e Espanha. Na Tabela 1 estdao apresentados os compostos
volateis presentes no OE de Lsl em estudos desde 2004, com os teores minimo e maximo
encontrados na bibliografia. A composicao quimica do OE de Lsl destaca-se das demais
espécies de Lavandula, pois é a Unica espécie do género que produz um tipo de
monoterpenodides irregulares com estrutura ciclopenténica, chamados de necrodanos
[59, 60]. Os derivados de necrodano foram pela primeira vez identificados numa
secrecao defensiva de um escaravelho, o Necrodes surinamensis [61]. No reino vegetal,
para além do OE da espécie Lsl apenas foi reportado o composto cis-a-necrodol no OE
de Evolvulus alsinoides L. [62]. Por ser um composto exclusivo de Lsl no género
Lavandula, muitos autores consideram os derivados de necrodano como marcadores
quimiotaxonomicos desta subespécie [60, 63, 64]. Atualmente, ainda nao foi
totalmente esclarecida qual a via biossintética pela qual sao produzidos. Figadere et
al. (2007) sugeriram que a estrutura deste composto pode ser gerada a partir da
ciclizacao do difosfato de geranil na ligacao 1’-4 do difosfato de dimetilalilo (DMAPP)
e do isopentenil pirofosfato (IPP) via isocanfano; ou a partir da ciclizacao de duas
unidades isoprendides 2’-3’-2-4 [65]. Por outro lado, Vacas et al. (2019), sugerem a
formacao de necrodano via o catido de lavandulilo, seguida da ciclizacao e rearranjo
metilo [66].

Relativamente aos compostos presentes no OE de Lsl (Tabela 1) destacam-se os
derivados de necrodano, como o acetato de trans-a-necrodilo (1,8-48,2%) e trans-a-
necrodol (1,3-13%), a canfora (1,1-74,4%), o 2,3,4,4-tetrametil-5-metilciclopenten-2-
enona (2-38%), a fenchona (0,1-22%) e o 1,8-cineol (1,3-21%) [17, 63, 64, 67-79]. O
perfil volatil do OE de Lsl com origem em Portugal possui como composto maioritario
o0 acetato de trans-a-necrodilo, seguido de 1,8-cineol, fenchona ou canfora [17, 64,
69-72, 74-79]. Na familia Lamiaceae é comum encontrarem-se estudos do perfil volatil
dos OEs que na mesma espécie possam apresentar significantes variacdes nos
constituintes maioritarios. Zuzarte et al. (2012) encontraram diferencas no perfil
volatil de Lsl de plantas recolhidas no sul e centro de Portugal. Em plantas recolhidas
no centro do pais o composto maioritario foi o acetato de trans-a-necrodilo (17%),
seguido de trans-a-necrodol (7%) e 1,8-cineol (6%), contrastando com o perfil

encontrado em plantas do sul do pais, revelando como compostos maioritarios 1,8-ci-
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Tabela 1. Compostos volateis presentes no 6leo essencial de L. stoechas subsp. luisieri.

IR % area relativa
Monoterpenos
a-Pineno 936 0,2-4,3
Canfeno 950 0,1-0,8
B-Pineno 978 0,1-4,5
d-3-Careno 1003 0,1-1,8
p-Cimeno 1024 0,1-4,5
Limoneno 1030 0,1-0,8
cis-B-Ocimeno 1037 0,1-1,0
Monoterpenos oxigenados
1,8-Cineol 1031 1,3-20,6
Oxido de cis-linalol 1075 0,3-1,6
Fenchona 1088 0,1-22
Linalol 1099 0,2-6,2
trans-a-Necrodol 1130 1,3-13
trans-Pinocarveol 1140 0,2-1,02
Canfora 1143 1,1-74,4
p-Menta-1,5-dien-8-ol 1167 0,2-2,3
Lavandulol 1168 0,3-11,7
Oxido de trans-linalol 1171 0,1-3,2
Terpineno-4-ol 1177 0,5
a-Terpineol 1189 0,1-0,4
Mirtenal 1192 0,2-0,4
Verbenona 1206 0,1-2
Eucarvona 1222 1,9
Acetato de trans-a-necrodilo 1265 1,8-48,2
Acetato de cis-a-necrodilo 1281 1,2-5,9
Acetato de bornilo 1283 0,5-1,6
Acetato de lavandulilo 1289 0,8-7,6
Acetato de mirtenilo 1328 0,6-2,7
Acetato de nerilo 1362 0,6-1,1
Sesquiterpenos
a-Gurjuneno 1408 1,4
Cariofileno 1420 0,6
B-Selineno 1486 0,3-12,8
a-Selineno 1493 1,0
y-Cadineno 1513 0,7-0,8
d-Cadineno 1523 0,5-1,5
Selina-3,7(11)-dieno 1540 1,4
Ledol 1566 0,9-2,9
Viridiflorol 1590 0,2-12,1
Sesquiterpenos oxigenados
epi-Cubebol 1488 0,2-0,6
Oxido de cariofileno 1580 0,5-1,3
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T-Muurolol 1642 0,1-2
a-Cadinol 1651 0,5-5,4
Outros

3,5-Dimetileno-1,4,4-trimetilciclopenteno 9242 2,5-5,8
1-Octeno-3-ol 980 0,2
2,3,4,5-Tetrametil-2-ciclopenten-1-ona 1054P 0,2-5,1
3,4,4-Trimetil-2-ciclohexanona 1055¢ 0,4-3,1
2,3,5,5-Tetrametil-4-metil-2-ciclopentenona 1152 0,4-11,4
1,1,2,3-Tetrametil-4-hidroximetil- 2-ciclopentona 1155b 0,1-0,6
2,3,4,4-Tetrametil-5-metilciclopenten-2-enona 1160¢ 2-38,3
2-Metoxi-4-vinilfenol - 2-3,1
Monoterpenos 2,6-6,4
Monoterpenos oxigenados 33-73
Sesquiterpenos 1,4-9,3
Sesquiterpenos oxigenados 2,3-12,4
Outros 2,4-5,1

IR: Indice de retencao numa coluna nao polar: DIMS5P-dimetilsilicone com 5% de grupos fenil consultados
em Babushok et al. (2011) [80]. Fontes da composicao do OE: [17, 63, 64, 67-73, 75-79]. 2IR consultado
em Baldovini et al. (2005) [60]; PIR consultado em Videira et al. (2013) [76]; °IR consultado em Zuzarte et
al. (2012) [64].

-neol (34%) e fenchona (18%), com pequenas quantidades (abaixo dos 3%) de acetato
de trans-a-necrodilo [64]. Domingues et al. (2021) reportaram diferencas no OE em
diferentes estados fenoldgicos, em floracdao os compostos maioritarios foram o acetato
de trans-a-necrodilo (27%), trans-a-necrodol (13%), acetato de lavandulilo (7%) e o
linalol (6%). Enquanto na fase de repouso os compostos maioritarios foram o 2,3,4,4-
tetrametil-5-metilciclopenten-2-enona (11%), fenchona (6%), 1,8-cineol (5%) e a
canfora (3%) [79].

2.3.2. Compostos nao-volateis

0 estudo de compostos fendlicos em espécies de Lavandula, nomeadamente em Lsl é
escasso. Julio et al. (2014) analisaram em HPLC-MS o perfil fendlico de extratos
etanolicos de Lsl, onde a presenca de acido rosmarinico (7 mg/g) foi confirmada [17].
No extrato aquoso de L. pedunculata também foi reportada uma concentracao de acido
rosmarinico de 550 mg/g, comparativamente aos 39 mg/g no extrato hidroetanolico.
Outros compostos, nomeadamente triterpenos, como os acidos torméntico (14 mg/g),
ursolico (12 mg/g) e oleandlico (3,5 mg/g) foram reportados no extrato alcoolico em
concentracoes significativas [18]. Nunes et al. (2017) identificaram o acido rosmarinico
em extratos de Lsl em concentracées de 3,02 mg/g, seguido dos acidos ferulico (0,17

mg/g), clorogénico (0,13 mg/g), cafeico (0,04 mg/g) e vanilico (0,01 mg/g) [81].
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Na familia Lamiaceae o tipo de flavondides mais comuns sao os derivados de flavonas
7-0-monoglicosideo. Dentro do género Lavandula, as flavonas di-O-glicosideo sao
produzidas exclusivamente por espécies da seccao Stoechas, o que poderdo ser
considerados marcadores quimicos desta seccao [53]. Contreras et al. (2018)
corroborou a auséncia de flavonas C-glicosideo em L. stoechas, contrastando com a
presenca deste tipo de flavonas em L. dentata (seccao Dentatae) [82]. Flavondides
como a luteolina, a metiluteolina e o eriodictiol foram os mais representativos
encontrados em espécies da seccao Stoechas, mais precisamente em L. pedunculata,
L. stoechas subsp. stoechas e L. viridis [18, 83-86]. Em extratos etanolicos de L. viridis
foi também reportada a presenca de pinocembrina, uma flavanona comumente
presente em espécies de Pinus, Euphorbia e Eucalyptus e em propolis [87, 88]. Esta
flavanona tem vindo a ser estudada apresentando um potencial de terapéutico como
anti-inflamatorio e neuroprotetivo, nomeadamente no tratamento de fendmenos de

isquémia [89].

2.4. Atividades bioldgicas

A utilizacao de PAM e dos seus OEs é descrita nao s6 na medicina tradicional como em
usos domeésticos, inseticida, culinaria e em cosmética. Desde a antiguidade que as
espécies de Lavandula tém sido utilizadas na medicina tradicional para o tratamento
de muitas doencas, o que indica que as PAM desempenham um papel importante na
saude humana, devido as suas propriedades bioldgicas. Estudos etnobotanicos revelam
alguns usos na medicina tradicional de Lsl, salientando a sua acao sedativa, no
tratamento de problemas de pele, descongestionante nasal, para a circulacao
sanguinea e para a azia [1]. Os metabolitos secundarios como os terpenos, acidos
fenolicos e flavonoides estao presentes, e sao descritos como os principais
constituintes quimicos nos extratos de Lavandula, incluindo OEs e extratos. Estas
substancias fitoquimicas sao responsaveis pela maioria das atividades bioldgicas
reportadas. Atualmente, diversos estudos suportam cientificamente as aplicacdes
tradicionais de Lsl como terapéutica em diversas patologias e confirmadas as suas
acoes antioxidante [72, 90], antimicrobiana [70, 71, 90, 91], anti-inflamatoria [77, 78]

e antineurodegenerativa [76].

2.4.1. Atividade antioxidante

Para além dos compostos volateis presentes no OE, os compostos fenoélicos também
apresentam um papel determinante na atividade antioxidante. Alguns estudos indicam

uma correlacao positiva entre o teor de fenois e flavonodides e o potencial antioxidante
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de espécies de Lavandula [90, 92, 93]. Na Tabela 2 estao apresentados os teores de
compostos fenolicos e flavonoides reportados na bibliografia, assim como a sua acao

antioxidante abordada por diferentes métodos de analise.

Tabela 2. Teor de compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante de subprodutos
de L. stoechas subsp. luisieri.

Oleo essencial Extrato nao-polar Extrato polar
Teor fenodlico
(mg EAG/g) =200-1612 67-1778 277-1689
Teor de flavondides 8-<50 196-392 451-459
(mg ER/g) 33 7,2-28° 132
3(mg EQ/g) ’
DPPH (ICsp)
8830 123-1323 26

(ug/mL)
% de inibicao DPPH
(50 pg/mL) 67 -69 57-64 69-72
Inibicao da peroxidacao lipidica (ICso) 1530
(Hg/ml)
% de inibicao da peroxidacao lipidica ~ _
b(0,2 mg/mL) 15° =25P =49°

2 ms =17¢ =25¢ -40¢
¢(0,3 mg/mL)
FRAP (mg ET/g) - 52 80
Poder redutor (ICsp)
(mg ET/g) 22 36

EAG: equivalente de acido galico; ER: equivalente de rutina; EQ: equivalente de quercetina; ICso:
corresponde a concentracao que inibe 50% do radical livre; ET: equivalente de trolox; =: valores
aproximados consultados na bibliografia. Fontes: [78, 79, 81, 90, 93].

Pereira et al. (2015) estudaram o teor de fenois e flavonoides em diferentes tipos de
extratos de Lsl, desde o OE até ao extrato aquoso, verificando um maior teor de fendis
(1654 mg EAG/mL) e de flavondides (451 mg ER/mL) no extrato aquoso,
comparativamente com os diferentes solventes usados e no OE [93]. Por outro lado,
Nunes et al. (2017) reportaram que apesar do teor de fenois ser superior em extratos
etanolicos, comparando-os com os extratos aquosos, 0 mesmo nao se verificou no teor
de flavonoides. Os mesmos autores reportam uma atividade antioxidante mais elevada
nos extratos aquosos [81]. Em extratos metandlicos de Lsl, Baptista et al. (2015)
verificaram uma forte acdo antioxidante da subespécie comparativamente com os
mesmos extratos em L. pedunculata [90]. Matos et al. (2009) estudaram a atividade
antioxidante de varias espécies de Lavandula, onde o potencial antioxidante de Lsl se

destacou das demais espécies em estudo (L. viridis e L. pedunculata) [72].

2.4.2. Atividade antimicrobiana

Uma das propriedades mais conhecidas dos OEs e extratos € o seu potencial para inibir

e/ou matar microrganismos. Ao longo dos Ultimos anos, diversos estudos tém
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demonstrado a acao antibacteriana e antifungica do OE e extratos de Lsl (Tabela 3)
[60, 64, 69-71, 73, 78, 79, 81, 90, 91].

Tabela 3. Atividade antimicrobiana do oleo essencial e extratos de L. stoechas subsp. luisieri

em diferentes grupos de microrganismos.

Microrganismos Oleo essencial  Extrato ndo-polar Extrato polar

Enterobacter cloacae

+

+

Escherichia coli 22-1000 +
Klebsiella pneumoniae + 125
Morganella morganii 500
' Proteus mirabilis 250
E Pseudomonas aeruginosa 500 + 250
O Salmonella enterica 750
Salmonella spp. 22/22
Salmonella typhimurium 750
Serratia marcescens +
Yersinia enterocolitica 3250
Bacillus cereus + 7670
Bacillus subtilis + + 6500
+ Enterococcus faecalis 125 62
g Mycobacterium smegmatis 125
g Staphylococcus aureus 11-250 62 125/3250
Staphylococcus epidermidis 125 125
Streptococcus hirae + +
Streptococcus pyogenes + +
Aureobasidium pullulans 0,3/2,3*
Candida albicans 250; 1,3/2,5* 62,5
w Candida guillermondii 62,5; 1,3/1,3*
S  Candida krusei 125; 2,5/2,5*
® Candida parapsilopsis 125; 2,5/2,5*
@ Candida tropicalis 2,5/2,5*
- Cryptococcus neoformans 15,5; 0,6/0,6* 31
Saccharomyces cerevisiae 31
Saccothecium rubi 0,3/1,2*
Aspergillus carbonarius 0,3/9,3*
Aspergillus flavus 1,3*
Aspergillus fumigatus 0,6/10*
Aspergillus niger 15,5; 0,3/20* 7,5
Epidermophyton floccosum 0,2/0,2*
§ Geotrichum klebahnii 125
5 Microsporum canis 0,2/0,2*
g Microsporum gypseum 0,3/0,3*
&= Penicillium brevicompactum 0,3/2,3*
8  Penicillium roqueforti 0,1/0,6*
¥ Rhizopus stolonifer 0,1/4,7*
o Trichophyton mentagrophytes 200; 0,3/0,3*
Trichophyton mentagrophytes var. 0.2/0.3*
interdigitale =
Trichophyton rubrum 200; 0,2/0,3*
Trichophyton verrucosum 0,3/0,3*
Trichosporon cutaneum 31

Os valores CMI e CMI/CML estao apresentados em pg/mL ou pL/mL*; / : significa a separacao entre o valor
de CMI e CML; + significa inibicao do microrganismo. Fontes: [60, 64, 69-71, 73, 78, 79, 81, 90, 91].

A complexa composicao de compostos hidrofdbicos do OE torna-o diferenciador dos

classicos agentes antimicrobianos,
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constituintes. Alguns dos constituintes maioritarios em espécies do género Lavandula,
como o linalol, canfora e 1,8-cineol, revelaram um poder antimicrobiano inferior
quando isolados [10, 94, 95]. A atividade antimicrobiana de plantas recolhidas em
Portugal, L. pedunculata e Lsl, foi verificada em extratos de diferentes polaridades e
OEs. Nos OEs verificou-se que a Lsl demonstrou igual ou maior poder antimicrobiano
comparando com a L. pedunculata em leveduras e fungos filamentosos [90]. Em
relacao a influéncia da polaridade dos extratos, verificou-se uma tendéncia onde os
extratos mais apolares apresentaram um maior efeito antimicrobiano do que os
extratos mais polares [18, 81, 90, 91]. No que diz respeito as bactérias, sabe-se que as
bactérias Gram-negativas apresentam menor suscetibilidade do que as Gram-positivas,
devido a constituicao da sua membrana celular por uma camada de lipoproteinas e
lipopolissacarideos que restringem a difusao de compostos hidrofébicos através da
membrana celular [46, 96, 97].

De forma geral, os OEs e extratos nao-polares apresentam valores de CMI ou CML
inferiores aos dos extratos polares, podendo atribuir um maior poder antimicrobiano a
classe dos terpenos [90]. A Tabela 3 apresenta a atividade antimicrobiana de Lsl entre
os microrganismos patogénicos testados, onde se destaca a suscetibilidade de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, S. typhimurium,
Haemophilus influenzae e Pseudomonas aeruginosa. O OE e extrato de Lsl
dermatofitos como Aspergillus spp., em espécies consideradas de rapida deterioracao
de alimentos como o Rhizopus stolonifer e Penicillium spp., assim como em fungos
filamentosos patogénicos de plantas (Aspergillus spp.). Nos fungos, também foi
demonstrado uma maior sensibilidade a acdao dos OEs e extratos na divisao

Basidiomycota comparativamente a divisao Ascomycota [90].
2.4.3. Atividade citotoxica

Os estudos de citotoxicidade sao amplamente aplicados em ensaios in vitro e sao
geralmente realizados em linhas celulares normais ou tumorais. Na Figura 5 encontra-
se esquematizada a citotoxicidade de OEs e extratos das espécies da seccao Stoechas
do género Lavandula em diferentes linhas celulares, cancerigenas e normais [18, 64,
81, 93, 98-102]. Em Lsl o efeito citotoxico de extratos hidroetanodlicos e do OE foram
testados em linhas celulares de fibroblastos e de macréfagos (Raw264.7), no entanto,
em concentracées inferiores a 2,2 mg/mL e a 0,08 pL/mL, respetivamente, nao
afetaram a viabilidade celular em ambas as linhas celulares [64, 81]. Por outro lado, o

efeito citotoxico de extratos de Lsl foi verificado em linhas celulares tumorais do
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carcinoma hepatocelular (HepG2), mesmo na concentracao mais baixa testada (0,2
mg/mL) [81].

200 ——
PLP2>/ BI>>* J CaCo-2>>*
RAW264.7* o
g

Concentracao (ug/mL)

MDA-MB-231

9 s

RAWIGA T RAW264.7* 5
AGS (b/mt) MV3 luljml) /

P s st Lss W

Figura 5. Atividade citotoxica dos dleos essenciais (marcador amarelo) e dos extratos das
espécies de Lavandula da seccao Stoechas em células normais (cor verde) e células tumorais
(cor cinzento). Células com * correspondem a valores maximos de viabilidade celular. LP: L.

pedunculata; LS: L. stoechas; LSL: L. stoechas subsp. luisieri; LSS: L. stoechas subsp. stoechas; LV: L.
viridis. Fontes: [18, 64, 81, 93, 98-102].

Para que uma determinada substancia/extrato possa ser considerado para uso clinico,
como anticancerigena, ou na area alimentar, nao deve exercer efeitos toxicos sob
células normais. Diversos estudos reportam alguma seletividade da toxicidade dos
OEs/extratos em células tumorais em detrimento das células normais. Nos mesmos
estudos e utilizando as mesmas concentracoes, as células tumorais parecem ser mais
suscetiveis a acao destes compostos do que as células normais [50, 103, 104]. Em
extratos de Lsl, Nunes et al. (2017) demonstraram que, nas mesmas concentracoes de
extrato, as células tumorais (HepG2) apresentaram maior suscetibilidade ao extrato
do que as células normais (fibroblastos) [81]. Alguns autores explicam este facto com
a existéncia de algum tipo de mecanismo defensivo nas células normais, que as permite
protegerem-se destes compostos e que em células cancerigenas este mecanismo

encontra-se modificado ou anulado [50].
2.4.4. Outras atividades biologicas

As plantas medicinais tém sido bastante referenciadas como potenciadores de memoria
e na terapia de problemas de deméncia, devido ao potencial de inibicdo de algumas
enzimas responsaveis pelo desenvolvimento de doencas neurodegenerativas. As
doencas neurodegenerativas envolvem a perda de neurdnios colinérgicos, provocando

o aumento da atividade das enzimas, como a B-secretase, acetilcolinesterase e a
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butirilcolinesterase. Estas enzimas sao responsaveis pela rapida hidrélise da
acetilcolina nas sinapses colinérgicas [105]. Outra caracteristica patologica das
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, é a acumulacao de placas
amiléides produzidas por B- e y-secretase [106]. Assim, os novos tratamentos para
distUrbios neurodegenerativos incluem a inibicao desses tipos de enzimas. Devido ao
baixo peso molecular e alta hidrofobicidade dos terpendides, estes tém capacidade de
atravessar as membranas celulares e a barreira hematoencefalica. Os componentes do
o6leo essencial e compostos derivados de necrodano presentes no OE de Lsl revelaram
um efeito promissor no tratamento da doenca de Alzheimer. O OE (90 pyg/mL) e o
composto 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopenten-2-enona (45 pg/mL) inibiram a
atividade de B-secretase por ensaios via enzimatica e celular [76].

A atividade anti-inflamatdria tem sido reportada em OE e extratos de diversas plantas
medicinais, nomeadamente no género Lavandula. A inflamacao define-se como um
processo fisiopatologico dos tecidos vasculares como reacdao a um dano celular.
Geralmente, resulta da resposta imune a uma infecao por microrganismos (bactérias,
fungos ou virus). A inflamacdo pode também ser desencadeada como resposta em
processos Como cancro, isquémia, traumas ou cirurgias [107]. Existem varios métodos
para determinacao da atividade anti-inflamatoria de extratos vegetais, que variam de
acordo com o que se pretende inibir ao nivel da cascata inflamatéria, pois durante a
inflamacao sdo geradas grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Estudos in vitro visam principalmente avaliar a inibicao da atividade de enzimas e/ou
mediadores da inflamacao, como o é6xido nitrico e lipoxigenases. O OE de Lsl (200
mg/kg) apresentou atividade anti-inflamatoria através da inibicdo do edema no
membro inferior de ratos induzido por carragenina (83%), assim como efeitos
analgésicos (67%), com acao mais forte em comparacao com o controlo positivo [78].
Rufino et al. (2015) revelaram que o OE de Lsl (numa concentracao até 200 pg/mL)
inibiu de forma significativa os marcadores inflamatorios do 6xido nitrico (81%) na linha
celular do cancro colorretal (C2Bbe1) e em condrocitos [77].

Outra area de aplicacdao dos OEs relaciona-se com o uso intensivo de pesticidas na
agricultura, que tem vindo a revelar-se um problema ao nivel da toxicidade nos
alimentos, mas também ao nivel ambiental, com a infiltracao e contaminacao de solos
e linhas de agua. Por isso, a tentativa de desenvolver novos produtos de origem natural
com efeito inseticida é reconhecida pelo aumento de estudos em OEs e extratos. No
OE e extrato metandlico de Lsl foi confirmada a atividade inseticida através da acao
fago-inibidora em Spodoptera littoralis, Leptinotarsa decemlineata, Myzus persicae e

Rhopalosiphum padi, tanto em plantas silvestres como em plantas cultivadas. Neste
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estudo, foi revelado que o OE e os seus compostos maioritarios (acetato de trans- e
cis-a-necrodilo) e extratos apresentaram uma acao fago-inibidora nos insetos em
estudo [17, 68, 75]. Para além dos insetos apresentarem grande capacidade de
devastar grandes areas de culturas agricolas, contribuindo para o desperdicio de
recursos naturais, também parasitas vegetais e de animais como o caso dos nematodos
(filo Nematoda) tém vindo a ser reportados como causadores de doencas. Julio et al.
(2016) reportaram a acao nematicida de compostos necrodanos presentes em Lsl [108],
assim como a acao ixodicida em Hyalomma lusitanicum também foi confirmada nos

seus extratos e OE [109].

3. Pterospartum tridentatum

3.1. Taxonomia

A Pterospartum tridentatum L. Willk in Willk. & Lange (1877), sinonimia de Genista
tridentata L., pertence a familia Leguminosae (=Fabaceae), subfamilia Papilionoideae.
A familia Leguminosae esta divida em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae
e Papilionoideae; esta ultima subfamilia € a mais diversificada e, por isso, a taxonomia
de algumas espécies nem sempre foi clarificada pela dificuldade encontrada em definir
parametros taxonomicos distintivos. Genista € um dos mais importantes géneros desta
subfamilia e, durante um longo periodo, as espécies foram incluidas nos géneros
Pterospartum (Spach) Koch. e Echinospartum (Spach) Rothm. O género Pterospartum
foi descrito pela primeira vez por Koch (1853), recuperando o nome proposto por Spach
como um subgénero de Genista. Em 1968, Gibbs ponderou a sinonimia dos géneros
Pterospartum e Chamaespartium. Na Flora de Portugal, Coutinho (1939) considerou o
género Pterospartum, mas Franco (1971), baseado no trabalho de Gibbs, recuperou o
género Chamaespartium rejeitando o Pterospartum. Mais tarde, Talavera e Castroviejo
(1999) reestabeleceram o género Pterospartum considerando-o um taxon monotipico
distinto de Chamaespartium [110]. Devido a esta inconclusiva separacao de género,
pensa-se que até 2004, P. tridentatum e C. tridentatum eram consideradas a mesma
espécie. Nesse ano, os autores Teixeira e Pereira verificaram alguns parametros
morfoldgicos distintivos entre as espécies e concluiram que eram espécies de géneros
diferentes. A Pterospartum tridentatum pode ainda ser dividida em trés subespécies,
tridentatum, cantabricum e lasianthum [111]. P. tridentatum é vulgarmente
conhecida por carqueja ou carqueija e, menos comum, designada por flor-de-carqueja

e querqueijeira.
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3.2. Morfologia e distribuicao

A Pterospartum tridentatum (Pt) é um arbusto perene de porte eréctil e por vezes
prostrado (Figura 6), podendo atingir os 100 cm de altura. Apresenta caules coriaceos
alados e alternos, desempenhando a funcao fotossintética. As folhas sao muito
reduzidas, por vezes quase inexistentes, unifoliadas, e as estipulas em forma de
tridente pontiagudas. O limbo foliar (3-7 x 1,5-6 mm) é triangular, reto ou curvo,
semelhante as estipulas e unido a estas, conferindo uma aparéncia de folha tridentada.
As inflorescéncias sao formadas de 3 a 10 flores, de bracteas ovadas (3-4 x 2,5-5,5 mm)
e bractéolas espatuladas (2,5-4,5 x 0,3-1 mm), ambas cartaceas, sericeas no dorso e
brilhantes a glabras no verso. A corola é de cor amarela e o estandarte ovado. O fruto
€ uma vagem pubescente com dimensdes de 8,5-14 x 3,2-4 mm. As sementes
apresentam uma dimensao de 1,8-2,3 x 1,5-2,1 mm, possuem um estrofiolo branco de
0,5-0,7 x 0,8-1 mm [110].

Figura 6. Aspetos morfologicos de P. tridentatum. Vista aérea da planta (a), vista lateral das flores
(b), caule floral ilustrado (c), ala (d), quilha (e), estandarte (f), estigma (g), flor sem corola (h), fruto

com semente (i). (Adaptado de Talavera e Castroviejo, 1999 [110]).

Neste trabalho, as plantas de carqueja foram identificadas pela Flora Ibérica, sendo
as plantas provenientes da Serra da Malcata identificadas como Pterospartum
tridentatum (L.) Willk. subsp. cantabricum (Spach) Talavera & P.E. Gibbs. A
subespécie tridentatum apresenta uma distribuicao geografica maioritariamente no
litoral portugués (0-140 m de altitude), a subespécie lasianthum ocorre nas montanhas
e planaltos interiores de clima mediterranico (0-1700 m de altitude) e a subespécie
cantabricum é frequente nas montanhas de clima temperado (400-1800 m de altitude)

[110]. Em termos morfoldgicos podem-se destacar algumas diferencas entre a
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subespécie lasianthum e a subespécie cantabricum, em que na primeira o dorso do
estandarte é sericeo, a inflorescéncia possui 6-10 flores com pedicelos até 3 mm e na
subespécie cantabricum o estandarte é glabro ou com alguns pelos confinados a
nervura média do dorso, a inflorescéncia possui 4-6 flores com pedicelos entre 1 e 2,5
mm. O periodo de floracao pode ocorrer de marco a julho [110].

A P. tridentatum é uma espécie endémica da Peninsula Ibérica e do Norte de Marrocos
(Figura 7). Cresce com abundancia nas montanhas do Norte e Centro de Portugal
(menos frequente em matos baixos), em rochas ou solos acidos ou no sub-bosque

associada com Arbutus unedo L., Pinus pinaster Aiton e Eucalyptus Labill. [110].

Figura 7. Distribuicdo geografica de P. tridentatum na Peninsula Ibérica.
(Fonte: https://www.gbif.org/species/2940312, acesso a: 09/01/2023)

3.3. Metabolitos secundarios

A carqueja é uma planta rica em compostos fenolicos e diversos estudos em extratos
de diferentes polaridades reportam a sua composicao em fenois, nomeadamente em
acidos fenolicos e flavonoides [112-117]. Na Tabela 4 estao apresentados os compostos
fenolicos reportados na bibliografia, sendo que em alguns estudos foi apenas realizada
a identificacao de compostos [114, 116-120], e em outros foi realizada a identificacao
e quantificacao [112, 113, 115]. Em extratos aquosos de Pt recolhida na Serra da
Malcata foram identificados diversos flavondides, tais como glucdsidos de taxifolina,
miricetina, genisteina, rutina, quercetina e sissotrina [116]. Também em extratos
aquosos de flores de Pt recolhida na regiao de Castro Daire foram identificados o acido
rosmarinico e flavonoides como derivados de luteolina e isoramnetina [114]. Em
extratos alcodlicos de plantas recolhidas durante a época de floracao, em plantas
recolhidas na Serra da Estrela, foram caracterizados por HPLC-RP, onde foi confirmada

a presenca de diversos constituintes fenélicos, como os acidos vanilico, cafeico, cloro-
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Tabela 4. Compostos fendlicos presentes em extratos de P. tridentatum.

Tipo de

Metodologia Compostos fenolicos (mg/g) Fonte
extrato
5,5’-Diidroxi-3’-metoxi-isoflavona-7-0-glucésido
7-Metilorobol
HPLC-DAD-ED/ _Acido citrico
Acido quininico
E HPLC-DAD-MS Genisteina-8-C-glucosido
xtrato o
Lichrocart Genistina [116]
aquoso Isoquercetina
RP-18 Miricetina-6-C-glucésido
Prunetina
(250 x4 mm, 5 pm) Quercetina-3-0-galactosido
Rutina
Taxifolina-6-glucdsido
Acido rosmarinico
Extrato Isoramnetina-0-hexodsido
aquoso ESI-M5 Luteolina-0-(0-acetil)-glucurénido [114]
Luteolina-0-glucésido
Pentahidroxi-flavonol-di-O-glucésido
5,5’-Diidroxi-3’-metoxi-isoflavona-7-0-B-
HPLC-ESI-MS glucosido
. 7-Metilorobol
Extrato Zorbax Eclipse Gem’_ste_ina
XDB-C18 Genistina [119]
aquoso Isoquercetina
(5 pm, 4,6 x 250 Miricetina-6-C-glucésido
mm) Prungtina
Rutina
Sissotrina
HPLC-DAD 5,5-Diidroxi-3-metoxi-isoflavona-7-0-glucosido
b B Lichrospher 100 RP- Genistina [118]
€coccao Isoquercetina
18 (250 mm x 4 Prunetina
mm; 5 pm), Sissotrina
Genisteina 7-0-glucdsido: Inf (1,6); HE (1,8)
Genisteina: Inf (12,7); HE (8,6)
Genisteina derivado 1: Inf (N/D); HE (0,4)
) Genisteina derivado 2: Inf (0,5); HE (2,2)
Infusdo e HPLC-DAD Genisteina derivado 3: Inf (5,6); HE (8,3)
Nucleosil® 100-5 Genisteina derivado 4: Inf (2,7); HE (5,3)
extrato C18 (25 cm  0.46 Quercetina 3-O-rutinésido: Inf (1,6); HE (2,1) [120]
hidroetanélico (25¢cm x 0, Quercetina 3-0-glucésido: Inf (1,5); HE (5,9)
cm; 5 pm) Quercetina derivado 1: Inf (1,1); HE (1,0)
Quercetina derivado 2: Inf (1,0); HE (2,3)
Quercetina derivado 3: Inf (0,2); HE (0,7)
Quercetina derivado 4: Inf (0,9); HE (3,0)
Quercetina derivado 5: Inf (5,5); HE (1,2)
5-Hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona (C)
Astragalina (C)
Biochanin A (F)
Daidzeina (R)
Epigalocatequina 3-0-glucésido (F, C)
UHPLC-DAD-ESI/MS Galocatequina 3-0-glucdsido (F, C)
S Genisteina (R, F, C)
Extrato Thermo Scientific Genisteina 6-C-glucésido (R, F, C) [117]
etandlico hypersil gold (1000 Isoramnetina 3-0-glucésido (F)

x 20 mm, 1,9 pym)

Kaempferol (C)
Mircetina 6-C-glucésido (R)
Prunetina (R, C)
Sissotrina (C)
Taxifolina glucosido | (F)
Taxifolina glucdsido Il (F)
Taxifolina glucésido Ill (F)
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Acido ferulico (0,3)
Apigenina (0,4)

HPLC-DAD-UV/VIS Biochanin A (2,9)
Extrato Biochanin A-glucoside (1,4)
. C18 (250 x 46 mm, Genisteina (12) [115]
metanolico 5 um) Genistina (16,8)
Isoquercetina (1,2)
Quercetina-3-0-rutindsido (1,6)
Taxifolina (21,8)
5,5’-Diidroxi-3’-metoxi-isoflavona-7-0-B-
glucédsido (0,1)
7-0O-metilorobol (0,2)
Biochanin A (0,4)
Biochanin A O-hexoside (0,2)
Extrato HPLC-DAD-MS Diidroquercetina fJ-C-heséxido (3,9)
Genisteina (0,2) [113]
metanolico C-18 SeoOak Genistina (0,2)
Isoquercetina (0,9)
Metilprunetina (0,1)
Miricetina-6-C-glucdsido (1,3)
Prunetina (0,4)
Quercetina O-hexosido (0,5)
Quercetina-3-0-rutindsido (0,1)
HPLC-RP . Acido cafeico: Flor (3,1); FC (18,2)
Acido clorogénico: Flor (N/D); FC (17,8)
Extrato Phenomenex Acido elagico: Flor (10,4); FC (9,7)
Kinetex Luna 2,6 pL . Acido ferulico: Flor (22,2); FC (7,4) [112]
metanolico Acido p-cumarico: Flor (N/D); FC (16,8)
PFP 100° Acido siringico: Flor (1,9); FC (8,3)
(150x4,60 mm) Acido vanilico: Flor (4,2); FC (32,2)

Quercetina: Flor (9,3); FC (6,6)
Legenda: N/D: nao detetado; FC: caules e folhas; Inf: infusdao; HE: extrato hidroetanolico; R: raizes; F:

folhas; C: caules.

-génico, cumarico, siringico, ferllico e elagico. Em extratos metandlicos de flores, o
acido fenolico maioritario foi o acido vanilico (32,2 mg/g), enquanto nos extratos de
folhas e caules o acido ferulico (22,2 mg/g) foi o que apresentou maior concentracao
[112]. Em relacdao ao perfil de flavondides, em diferentes extratos metandlicos,
destacaram-se a quercetina, taxifolina, genistina, genisteina e apigenina [113, 115,
117]. Vitor et al. (2004) estudaram o perfil dos compostos fenolicos em extratos
obtidos pela decoccao de flores de carqueja, extrato mais semelhante ao utilizado
tradicionalmente, os autores demonstraram que os principais constituintes sao as
isoflavonas genistina, sissotrina e prunetina, assim como a isoflavona 5,5’-dihidroxi-
3’-metoxi-isoflavona-7’-0-B-glucoésido [118]. Em plantas recolhidas na regiao de Vila
Real, Aires et al. (2016) analisaram o perfil fendlico em extratos hidrometandlicos,
destacando a presenca dos flavonodides taxifolina (21,8 mg/g) e genistina (16,8 mg/g)
[115]. Em flores de plantas recolhidas em Viseu, Goncalves et al. (2020) reportaram
também a presenca de flavonoides, nomeadamente isoflavonas como a genisteina em
infusdao (12,7 mg/g) e em extrato hidroetanodlico (8,5 mg/g). Apesar do teor de
genisteina ser relativamente maior na infusdo, a maioria dos flavonoides detetados

neste estudo apresentaram um teor mais elevado no extrato hidroetanolico [120]. A
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escolha do solvente de extracao deve ser ajustada ao objetivo final do estudo ou da
sua aplicabilidade. De facto, sabe-se que os solventes organicos potenciam a extracao
de compostos do interior das células, tal deve-se a sua natureza mais apolar e por isso
a facilidade em penetrar na parede celular [121]. Outro fator que pode influenciar o
teor em compostos fenolicos é o orgao da planta a utilizar. A producao e
armazenamento dos metabolitos secundarios em P. tridentatum nao ocorre de forma
semelhante em todos os 6rgaos da parte aérea da planta. Os autores Luis et al. (2011)
diferenciaram extratos das flores e extratos de folhas e caules, pelo que os extratos
das folhas e caules apresentaram um teor em acidos fendlicos significativamente maior
do que ao encontrado nos extratos das flores, exceto para o acido ferGlico e para o
flavonoide quercetina [112]. Ainda em extratos aquosos, Coelho et al. (2011),
revelaram que o maior teor de fendis foi encontrado na fase de repouso com 403 mg
EAG/g de matéria seca, seguido das folhas e caules na floracao (338 mg EAG/g de
matéria seca) e flores (310 mg EAG/g de matéria seca) [122]. Simdes et al. (2020),
obtiveram o perfil fenolico de extratos obtidos a partir de raizes, folhas e caules, sendo
os extratos das folhas e caules os que revelaram maior presenca de compostos fenélicos
[117].

De acordo com a bibliografia consultada, apenas um estudo reporta a extracao de 6leo
essencial de P. tridentatum. Grosso et al. (2007) reportaram a extracao de OE de P.
tridentatum com um rendimento inferior a 0,05 % (v/m), destacando-se alcoois como
o 1-octen-3-ol (36,8%), n-heptanal (11,8%) e n-nonanal (14,5%). No OE também foram
identificados terpenos como o geraniol (9,2%), trans- e cis-theaspirane (17,2%),
germacreno D (9,7%), linalol (5,2%), eugenol (3,6%) e y-cadineno (3,3%) [123]. Em
resultado do seu muito baixo rendimento de extracao, em termos de aplicabilidade,

torna-se injustificavel o recurso a este subproduto.

3.4. Atividades biolégicas

Segundo estudos etnobotanicos, as flores, folhas e caules de P. tridentatum eram
usados na medicina tradicional no tratamento de diversas patologias, tais como
hipertensao e colesterol, com beneficios na digestao, constipacoes, tosse, circulacao
sanguinea, protetor de figado e analgésico intestinal. Também usada para o controlo
do acido Urico, gota, como sedativo, com efeitos hipoglicémicos, no tratamento da
azia e como cicatrizante [1, 2]. A carqueja também ¢é reportada como usada como
condimento na cozinha tradicional portuguesa, em pratos de arroz e carne assada
[123].

37



Capitulo 1 - Revisao bibliografica

3.4.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos esta diretamente relacionada com o teor em
compostos fenolicos, por este motivo torna-se importante determinar o conteldo
nestes compostos e a sua identificacao. Aires et al. (2016) demonstraram que o extrato
hidrometanolico de carqueja com elevadas concentracdes de isoflavonas e flavonois,
como a genistina (17 mg/g), genisteina (12 mg/g) e a taxofolina (22 mg/g), possui uma
elevada atividade antioxidante (IC5=0,15 mg/mL), em comparacao com o controlo
positivo BHT (ICs0=0,63 mg/mL) [115]. Também no extrato aquoso de carqueja o
potencial antioxidante foi verificado nas diferentes fases fenoldgicas de repouso e
floracdao (folhas e flores), obtendo resultados muito préximos nas duas épocas de
recolha entre 3,5 e 3,6 mM trolox/Kg de matéria seca [122]. Ferreira et al. (2012)
revelaram que os extratos aquosos e hidroetandlicos de carqueja apresentaram um
teor de fendis totais de 160 mg EAG/g e 130 mg EAG/g, e de flavonoides de 60 mg EC/g
e de 40 mg EC/g, respetivamente. Também revelaram possuir atividade antioxidante
numa concentracao de 2,5 mg/mL pelos métodos ABTS (143 mmol ETrolox/g) e B-
caroteno (170%, apdés 60 min de reacao) [114]. Martinez et al. (2012) revelaram a
concentracao de extratos hidroetandlicos de flores e folhas que inibem 50% (ICs0) do
radical (DPPH), apresentando um ICsg inferior para os extratos das flores e por isso uma
maior atividade antioxidante, comparativamente ao valor obtido para as folhas. A
atividade antioxidante foi também confirmada pelo método FRAP, onde os extratos de
flores e folhas apresentaram valores muito proximos de 0,82 e 0,83 mM EAA/gnms,
respetivamente [124]. Os resultados deste estudo demonstram a necessidade de se
efetuarem diferentes métodos para determinar a atividade antioxidante, pois, como
foi referido anteriormente, cada método de analise possui uma abordagem diferente
em relacao aos mecanismos de reacao entre os radicais e as substancias antioxidantes.
Também Neves et al. (2020), determinaram a atividade antioxidante de extratos de
flores de carqueja onde revelaram um valor de 1Cso de 76,3 ug/mL e um teor de fenois
totais de 200 mg EAG/g [125]. Na tentativa de investigar novas formas de incorporar
compostos bioativos naturais na area alimentar, Balanc et al. (2016) determinaram a
atividade antioxidante através dos métodos DPPH e ABTS em extratos aquosos de
carqueja numa concentracao de 2 mg/mL e em extratos encapsulados num complexo
de alginato e inulina, os quais apresentaram uma atividade antioxidante maxima de
57% e 40%, respetivamente [126]. O potencial antioxidante de carqueja é destacado
em alguns estudos, onde, em conjunto com outras espécies do género Cytisus,
Cymbopogon e Gomphrena, a atividade antioxidante de carqueja se revela superior as

demais plantas em estudo [127, 128].
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3.4.2. Atividade antimicrobiana

Sabe-se que os compostos fenodlicos contribuem para a atividade antimicrobiana devido
ao seu potencial de interferir com os mecanismos bacterianos de sintese de acidos
nucleicos, com a membrana citoplasmatica e com o seu metabolismo energético [129].
A atividade antimicrobiana de extratos de carqueja reportada na bibliografia é escassa.
Aires et al. (2016) demonstraram que o extrato hidrometanoélico de carqueja revelou
atividade antibacteriana em isolados de Staphylococcus aureus com valores de CMI de
39,1 a 78,1 pyL/mL, sendo o valor minimo similar ao antibiético usado como controlo
positivo (gentamicina) cujo valor de CMI foi inferior a 39 yL/mL para todos os isolados
testados [115]. Também Martins et al. (2015) revelaram a atividade antifingica de
extratos hidrometandlicos de carqueja em Candida albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis [130]. Coelho (2015) reportou atividade antimicrobiana de
extratos aquosos em Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus, apesar das
concentracdes de extrato onde se verificou inibicao dos microrganismos se situar entre
0s 40 000 a 100 000 ppm [131].

3.4.3. Atividade citotoxica

A citotoxicidade de extratos aquosos de carqueja foi avaliada por Ferreira et al.
(2012), os quais investigaram o efeito desses extratos na taxa respiratéria em
mitocondrias, sendo que concentracées até 500 pg/mL nao revelaram efeitos
prejudiciais nas taxas respiratorias. Os mesmos autores confirmaram a auséncia de
efeitos citotoxicos, pelo método MTT, nas concentracdes testadas (125 e 375 mg/L)
em células cancerigenas do figado (HepG2) [114]. A viabilidade celular de extratos
etandlicos de carqueja de diferentes partes da planta (raizes, folhas e caules) foi
também analisada por Simodes et al. (2020), utilizando células de macrofagos (Raw
264.7), as quais nao revelaram suscetibilidade a acao dos extratos até concentracoes
de 100 pg/mL durante 24 h [117]. Resultados interessantes foram reportados por
Goncalves et al. (2020), em que os autores determinaram a viabilidade celular de
células cancerigenas do colorretal (Caco-2) e de fibroblastos (NHDF) apds exposicao
aos extratos, observaram que extratos aquosos e hidroetandlicos de flores de carqueja
apresentaram uma toxicidade seletiva nas células Caco-2 comparando com a auséncia
de toxicidade revelada na linha celular NHDF [120]. Estes resultados tornam-se
importantes na possibilidade de extratos de carqueja virem a ser utilizados em

tratamentos de doencas associadas ao stresse oxidativo e a doencas cancerigenas.
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3.4.4. Outras atividades bioldgicas

A atividade anti-inflamatoria foi reportada em extratos de carqueja por Simoes et al.
(2020), utilizando o modelo de inflamacao em lipopolissacarideos, tendo verificado
que os extratos de folhas e caules de carqueja causaram diminuicao na producao de
oxido nitrico em macrofagos, comparativamente aos extratos de raizes e caules [117].
Também Fernandes et al. (2012) determinou a atividade anti-inflamatodria de extratos
metandlicos de carqueja recolhida na Serra da Estrela, concluindo que os extratos de
caules, folhas e flores tém capacidade de diminuir a atividade da araquidonato 5-
lipoxigenase, responsavel pela biossintese de mediadores da resposta inflamatéria
[132].

A associacao da ingestao de extratos/infusao de carqueja ao tratamento da diabetes
tem sido reportada por estudos etnobotanicos. Paulo et al. (2004) avaliaram os efeitos
dos flavonoides isoquercetina e sissotrina, isolados de extrato de carqueja, no nivel de
glicose em ratos e, concluiram que a combinacao de concentracoes relativas destes
flavonoides, pode diminuir ou aumentar os niveis de glicose no sangue apds ingestao,
sendo confirmado o efeito hipoglicémico exercido pela isoquercetina, no entanto a
sissotrina apresentou ter um efeito contrario [119]. Outra aplicacao reportada aos
extratos de carqueja é a sua funcionalidade como aditivo alimentar. Neves et al.
(2020) avaliaram o efeito de extratos etanolicos de flores de carqueja (500 mg/L) na
estabilidade do dleo de girassol, verificando que os mesmos preveniram a oxidacao do

oleo, preservando a sua estabilidade e prolongamento do tempo de vida atil [125].

4. Importancia da conservacao de espécies vegetais

Numa altura em que a preocupacao com a preservacao da natureza e meio ambiente
sdo prioridade em todos os setores de atividade, é importante e urgente que a
comunidade cientifica desenvolva alternativas de conservacao de espécies vegetais,
assim como, a preservacao dos seus habitats naturais. Devido a sua localizacao
geografica, Portugal faz parte de um dos 36 hotspots conhecidos mundialmente,
estando incluido no hotspot da Bacia Mediterranea [133]. Infelizmente, e devido a acao
humana, a industrializacao e a procura excessiva por recursos naturais, coloca em
ameaca a preservacao de habitats o que, podera levar a extincao de espécies vegetais
e animais. Paralelamente a direta acao do Homem, diversas previsoes cientificas
indicam que as alteracoes climaticas poderado afetar substancialmente a continuidade

de muitas espécies vegetais.
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Em Portugal, as PAM representam cerca de 13% da vegetacao portuguesa, e algumas
delas tém atribuido um estatuto de conservacao vulneravel [14]. De acordo com a Lista
Vermelha da Flora Vascular Portuguesa, publicada em 2020, 381 espécies foram
consideradas numa das trés categorias de ameaca da UICN (Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza), 84 espécies estao classificadas na categoria mais grave
(Criticamente em perigo) e 19 espécies foram consideradas extintas em Portugal [134].
Segundo a Organizacao Mundial de Saude (WHO) cerca de 80% da populacao mundial
utiliza as plantas medicinais, seja através de infusdes, decoccdes ou extratos. Ao longo
de séculos, as plantas medicinais foram o suporte para o tratamento de inUmeras
doencas, e ainda hoje continuam a ser a base para o desenvolvimento de novas terapias
e um recurso natural para o tratamento de doencas. A maioria dos farmacos produzidos
pelas industrias farmacéuticas tém como base os compostos ou homologos sintéticos
isolados a partir de espécies vegetais. Dada a importancia que as espécies vegetais
tém, nao so6 na industria farmacéutica, como em outras areas, cosmética, alimentar,
e fitossanidade, torna-se importante estabelecer metodologias de producao, para que
recolhas massivas na natureza sejam evitadas. Nos Estados Unidos da América os
fitoquimicos, também designados por drogas botanicas ou ervas medicinais, sao
classificados como suplementos alimentares de acordo com a especificacao
terapéutica descrita no Dietary Supplement Health and Education Act. Em 2006, a
Food and Drug Administration (FDA) aprovou o primeiro fitoquimico com origem no
extrato aquoso das folhas de Camellia sinensis, o Veregen®, rico em sinecatequinas,
que demonstrou atividade terapéutica no uso topico de pacientes com condiloma
perianal e genital [135]. O cultivo de espécies com interesse econoémico tem sido uma
realidade em alguns paises, nos Estados Unidos da América, o Hypericum perforatum
e Gingko biloba sao exemplos de espécies em cultivo para dar resposta as exigéncias
da induUstria farmacéutica [136]. Outro exemplo é a Salvia miltiohriza que € uma das
plantas mais usadas na medicina tradicional chinesa e tem vindo a ser cultivada em
paises asiaticos, com efeito terapéutico na doenca cardiaca coronaria, em doencas
cerebrovasculares e em processos de inflamacao [135]. Apesar do cultivo de plantas
medicinais ser uma solucao para a preservacao de espécies na natureza, as condicoes
ambientais podem afetar a producao de metabolitos secundarios, colocando em causa
a padronizacao dos produtos obtidos. A propagacao in vitro de espécies vegetais e o
desenvolvimento de metodologias de conservacao sao conceitos importantes para a
preservacao das espécies vegetais, assim como o papel dos bancos de germoplasma

vegetal.
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4.1. Propagacao in vitro para obtencdao de compostos bioativos

Nas células vegetais a totipoténcia € a caracteristica crucial que permite a regeneracao
de plantas inteiras a partir de células individuais ou de um conjunto de células de um
tecido ou o6rgao, com expressao de todo o genoma da planta. Uma vez em condicbes
de cultura adequadas, desde condicoes fisicas como a temperatura e luminosidade, a
quimicas como nutrientes, fonte de carbono, pH e hormonas, a micropropagacao tem
como objetivo a multiplicacdao de individuos geneticamente iguais por reproducao
assexuada, em que cada clone é uma populacdo de individuos originarios no mesmo
individuo [137]. Os sistemas de propagacao in vitro ou micropropagacao tém vindo a
ser utilizados nos Ultimos anos no desenvolvimento de protocolos para o
estabelecimento de espécies vegetais, assim como processos de multiplicacao e
enraizamento dos explantes [11, 116, 138-140]. A propagacao in vitro deve ser vista
como uma solucao para a producdo de espécies vegetais em larga escala e com
interesse economico, pois permite o crescimento de espécies em condicoes
controladas e isentas de doencas, ciclos de multiplicacao relativamente curtos e a
uniformidade de producao. Por outro lado, e ndao menos importante, deve ser
considerada como uma ferramenta para a conservacao de espécies vegetais. No
entanto, nos sistemas de propagacao in vitro a producao de metabolitos secundarios
pode apresentar alguma variacao no teor e composicao relativamente ao perfil da
espécie silvestre. Zuzarte et al. (2010) compararam o perfil volatil dos constituintes
do OE de L. pedunculata, da planta mae e de explantes gerados in vitro, verificando
que os compostos maioritarios sao os mesmos, mas com alguma variacao na
concentracao. Por outro lado, verificou-se um aumento na concentracao de outros
compostos, nomeadamente de monoterpenos [11]. Contudo, mesmo em sistemas de
propagacao in vitro os fatores abioticos também influenciam a producdo de
metabolitos secundarios. Tosi¢ et al. (2019) estudaram o efeito do regulador de
crescimento cinetina no perfil quimico do OE de Micromeria croatica (Lamiaceae). Os
autores compararam o rendimento de extracao e a composicao quimica de OE de
plantas silvestres e micropropagadas com e sem a presenca da cinetina (0,3 pM). O
maior rendimento de extracdo foi obtido nas plantulas de origem in vitro com a
presenca de cinetina (0,45%), no entanto o composto maioritario foi o geranial (33,5%),
sendo o borneol o maioritario nas plantas silvestres (25%) e nas plantulas in vitro sem
regulador de crescimento (20%) [141]. A presenca de reguladores de crescimento no
meio de cultura pode estar associada a uma maior producao de metabolitos
secundarios, pois fornecem moléculas precursoras nas vias biossintéticas dos

metabolitos secundarios [142]. Para além de fatores quimicos, os fatores fisicos
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também podem influenciar a micropropagacao. Bassolino et al. (2015) testaram o
efeito da intensidade da luz na composicao quimica do OE de Salvia dolomitica
(Lamiaceae). Os autores verificaram que a exposicao a uma maior fonte luminosa (45
HE/m?s) causou um efeito de stresse nas plantulas revelando um perfil quimico do OE
diferente das plantulas em condicdes de controlo (30 pE/m?s) e das plantas silvestres.
Nas plantas silvestres e em plantulas com luz de intensidade normal o composto
maioritario do OE foi o B-cariofileno (26% e 15%, respetivamente), enquanto as
plantulas com stresse luminoso o composto maioritario foi o 1,8-cineol (17%) [138]. A
luminosidade na micropropagacdo € um fator determinante para o crescimento das
culturas, afetando diretamente a fotossintese e a morfologia das folhas [137]. A
producao e acumulacao do OE ocorre em estruturas especializadas como os tricomas,
no entanto estes parecem nao ser afetados pelo stresse luminoso, Fernandes et al.
(2013) confirmaram que estas estruturas mantiveram a sua morfologia e distribuicao
[143]. Ainda no estudo anterior, Bassolino et al. (2015) verificaram que em ambos o0s
OE com origem em plantulas in vitro houve um aumento de compostos monoterpenos
e um decréscimo dos sesquiterpenos [138]. Sendo as plantulas propagadas in vitro
consideradas plantas jovens, a acumulacao de monoterpenos ocorre maioritariamente
em tecidos jovens devido a elevada capacidade de biossintese [144]. Goncalves et al.
(2019) quantificaram a producao de acido rosmarinico de plantulas in vitro de Thymus
lotocephalus com a adicao ao meio de cultura de eliciadores, como o acido salicilico
(50 pM), extrato de levedura (500 mg/L), BAP (6-benzilaminopurina) (0,5 mg/L) e
nitrato de prata (50 pM). Os autores verificaram que a producdo do acido fendlico
aumentou significativamente com a presenca de eliciadores, obtendo um valor maximo
de 118 mg/g de extrato na adicao de extrato de levedura no meio de cultura. No
entanto, as carateristicas morfologicas dos explantes foram comprometidas
comparativamente ao controlo com e sem adicao de BAP [145].

A composicao e quantidade dos metabolitos secundarios produzidos pelas plantas sdao
fortemente influenciadas por fatores abioticos, tais como o clima, a altitude, a
presenca de outras espécies vegetais e animais, assim como a fase fenoldgica da
planta. Por conseguinte, a recolha na natureza, a nao ser previamente estudada, pode
ndo corresponder ao perfil pretendido para uma determinada espécie. Devido a estas
questoes ambientais, a micropropagacao de plantas parece ser uma solucao para a
padronizacao da producao dos metabolitos secundarios em plantas, dado que mesmo
em cultivo, as plantas sao afetadas por fatores abidticos, podendo por isso afetar o
teor e composicao dos metabolitos secundarios. Contudo, para algumas espécies a

micropropagacao podera também apresentar algumas dificuldades pois podem
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apresentar uma fraca capacidade regenerativa, assim como os custos associados.
Juntando o facto de certas espécies produzirem determinados tipos de compostos e
concentracoes em condicoes de stresse o que muitas vezes é dificil de induzir na
propagacao in vitro.

Na seccao Stoechas do género Lavandula, onde se inclui a L. stoechas subsp. luisieri
(Lsl), tém vindo a ser reportados alguns estudos da sua propagacao in vitro. Nobre
(1996) [146] reportou a multiplicacao in vitro de Lavandula stoechas através de
segmentos nodais em meio de cultura com macro- e micro-nutrientes de Margara N30K
[147], vitaminas de meio MS (Murashige and Skoog, 1962) [148], suplementado com
217,2 uM de sulfato de adenina e 0,05 pM ANA (acido a-naftalenacético). Revelando
que a presenca do sulfato de adenina reduziu fendmenos de hiperhidricidade nos
explantes, sendo que a sua presenca conjugada com baixas concentracées de ANA
aumentou a taxa de multiplicacao. A hiperhidricidade caracteriza-se por ser uma
desordem fisioldgica que pode ocorrer nos explantes, possivelmente devido a estarem
expostos a condicoes especiais como elevada humidade, excesso de acucares e nitratos
e/ou iluminacao insuficiente [149]. No caso da micropropagacao de L. viridis a melhor
taxa de multiplicacao foi obtida em meio de cultura MS, com metade da concentracao
dos macronutrientes, suplementado com 0,67 pM de BAP [150]. Em L. pedunculata,
Zuzarte et al. (2010) revelaram que as melhores condicoes de micropropagacao foram
obtidas em meio de cultura MS suplementado com 0,25 mg/L de BA [11].

Os estudos de propagacao in vitro de P. tridentatum (Pt) sao escassos, sendo reportado
por Coelho (2015) os protocolos estabelecidos para o seu estabelecimento e
multiplicacao em sistemas convencionais in vitro. Neste estudo as melhores condicdes
para a multiplicacao desta espécie foram obtidas utilizando o meio MS suplementado
com 1 mg/L de BA e 0,5 mg/L de AIB (acido 3-indol butirico) [131]. O uso do meio de
cultura MS também tem sido reportado em outros géneros da familia Fabaceae, no
género Crotalaria as melhores condicoes de multiplicacdo foram em meio MS
suplementado com BA (3 mg/L) ou ANA (0,4 mg/L) [151]. Na mesma familia, no género
Dalbergia, o meio de cultura MS permitiu otimizar o desenvolvimento de explantes,
suplementado com BAP (1 mg/L) e ANA (0,1 mg/L) [152].

4.2. Biorreatores de imersao temporaria

Os sistemas de biorreator de imersao temporaria (BIT) sao sistemas automatizados
destinados a providenciarem um melhor ambiente para a propagacao in vitro de
espécie vegetais, através da melhoria da regulacao de nutrientes e adequadas

condicoes fisicas, contribuindo para o desenvolvimento das culturas, reduzindo
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desordens fisiologicas e preservando a integridade morfoldgica das plantas produzidas
[153]. De forma geral, os BIT sao constituidos por dois compartimentos (recipientes)
de plastico ou vidro, em que um deles contém o material vegetal e o outro armazena
o meio de cultura liquido, em que ambos os compartimentos estao ligados por um tubo
de silicone, que pela acdo da pressao positiva da bomba de ar forca o meio liquido a
entrar no compartimento no qual esta armazenado o material vegetal (imersao). Os
compartimentos estao ainda ligados ao sistema de pressao através de um tubo de
silicone acoplados a um filtro de porosidade 0,22 pm, garantindo assim a esterilizacao
do ar circulante nos biorreatores. A frequéncia e duracdo da imersao do meio de
cultura devem ser previamente definidas, sendo que, apds a duracao desta etapa, o
meio retoma para o compartimento inicial por acao da gravidade ou por succao. No
final de cada imersao a bomba de ar é acionada e por acao de uma valvula solendide
o fluxo de ar ocorre na direcao oposta, forca a entrada de ar no compartimento do
material vegetal (arejamento). No funcionamento de um sistema de BIT sao essenciais
dois parametros para o adequado desenvolvimento dos explantes, sao eles a frequéncia
e duracao da imersao do meio de cultura liquido e a frequéncia e duracdo do
arejamento. O arejamento ou fornecimento de CO, contribui para o aumento da
absorcao de nutrientes aquando da imersao dos explantes pelo meio liquido e para a
renovacao de ar dentro do compartimento. A imersao do meio de cultura para além de
ser crucial no fornecimento de nutrientes aos explantes, uma adequada frequéncia e
duracéo deste processo permite controlar fenémenos de hiperhidricidade [154].

O sistema de BIT deve ser visto como uma estratégia complementar ao sistema
convencional (meio agarizado) no sentido que ultrapassar algumas dificuldades ou
desvantagens encontradas no sistema convencional. O sistema BIT possui, assim,
algumas vantagens comparativamente ao sistema convencional, entre elas,
encontram-se aspetos economicos e fisiologicos. Os BIT apresentam vantagens na
reducao de custos na producao de meio de cultura sem a incorporacao de agar e o
respetivo aquecimento do meio; na reducao de custos de mao-de-obra e de espaco na
camara bioclimatica; permite obter maiores taxas de multiplicacdo comparativamente
com o sistema convencional e uma maior autonomia do processo [155]. No entanto,
destacam-se como desvantagens no uso deste sistema de propagacao in vitro, o risco
de hiperhidricidade dos explantes, devido ao contacto direto com meio de cultura
liquido, e no caso de contaminacao microbioldgica a perda de todo o material vegetal
que se encontra dentro do biorreator. Atualmente, existem inUmeros modelos de
biorreatores que podem ser usados como imersao temporaria para a propagacao in

vitro de espécies vegetais, entre eles os modelos RITA, Twin-Flask, PLANTIMA,
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PLANTFORM e SETIS [153]. As diferencas entre eles baseiam-se principalmente nas
dimensodes dos compartimentos (recipientes); na automatizacao da imersao ou o
controlo por temporizador; no uso de bombas peristalticas, bombas de ar ou
movimento mecanico do compartimento para deslocar o meio de cultura e na opcao
de renovar o meio de cultura [156]. O modelo SETIS® foi o modelo utilizado neste
trabalho (Figura 8), destacando-se de alguns sistemas pela forma de funcionamento
pneumatico e gravidade, constituido por polipropileno, sendo autoclavavel ou
esterilizado por radiacao gama. Salientam-se algumas vantagens como a sua elevada
capacidade em explantes; o fabrico simples; facil de transportar e manusear; de
automatizacao simples; possuem uma larga superficie de iluminacdo; drenagem

melhorada; baixos custos de energia e baixo custo de investimento.
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Figura 8. Esquema representativo das etapas de funcionamento de um biorreator de imersao

temporaria em modelo SETIS. (Adaptado de: https://setis-systems.be/about/about-setis).

Até a data, nao existem estudos cientificos que reportem a propagacao in vitro por
meio de sistemas de BIT de nenhuma das espécies estudadas neste trabalho. Apenas
foi reportado em 2005, um estudo de multiplicacao in vitro usando o sistema BIT
(imersao de meio de cultura com duracao de 5 min a cada 4 h) em rebentos de
Lavandula officinalis [157]. Os autores revelaram que a taxa de multiplicacao em BIT
(16,5%) foi superior a obtida no sistema agarizado (2,8%), no entanto relativamente ao
teor de acido rosmarinico, foi alcancado o maior teor (55,3 mg/g de massa seca) no
sistema convencional, comparativamente ao sistema BIT (5,7 mg/g de massa seca).

Como acontece no sistema agarizado, a disponibilidade dos macro- e micronutrientes

no desenvolvimento de plantas in vitro em sistemas de BIT influencia quer o
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desenvolvimento dos explantes, quer a producao de metabolitos secundarios. A
otimizacao do meio de cultura pode ter de ser ajustada ao sistema de propagacao em
BIT, comparativamente ao sistema convencional.

Para além da componente nutricional, nos sistemas de BIT o controlo e monitorizacao
do tempo de imersao e o arejamento sao cruciais para o adequado desenvolvimento
das culturas [158]. Em rebentos de Rosmarinus officinalis foi verificado que as
melhores condicoes de propagacao em sistema BIT foram obtidas com 1 min a cada 12
h, quando comparado com a frequéncia de imersao de 24 h e mesmo aumentando a
duracédo da imersao [159]. Ainda dentro da familia Lamiaceae, Grzegorczyk-Karolak et
al. (2022) estudaram a propagacao in vitro de explantes de Salvia viridis em sistema
de BIT, com duracao do ciclo de duas e trés semanas, assim como a adicao extra de
300 mL de meio de cultura apds duas semanas, sendo neste caso a duracao de trés e
quatro semanas. Os autores verificaram que os melhores resultados para os pesos
fresco e seco e taxa de multiplicacao, foram atingidos nas condicoes de imersao com
duracao de 10 min a cada 80 min durante quatro semanas com adicao de meio de
cultura apos duas semanas do inicio do ciclo. No entanto, quanto ao maior teor de
compostos fenolicos, este foi obtido apds trés semanas de ciclo com a duracao de
imersao de 10 min a cada 80 min, comparativamente as duas semanas de ciclo e mesmo
a adicao de meio de cultura e ciclo total de trés e quatro semanas [160]. Na familia
Fabaceae foram desenvolvidos estudos em amendoim (Arachis hypogaea), onde foi
revelado que as melhores condicoes de multiplicacao in vitro em sistema de BIT foram
obtidas com a duracao de imersao do meio de cultura de 16 min a cada 16 h (24 min
de imersao por dia), comparativamente a tempos de imersao diaria desde 8 min a 72
min [161].

A variacao da duracao e frequéncia de imersao do meio de cultura parece modificar-
se com o tipo de espécie em estudo, pois existem espécies mais ou menos exigentes
em termos nutritivos. Noutras familias, mais propriamente em explantes de Gerbera
jamesonii (Asteraceae), os autores obtiveram as melhores caracteristicas de
multiplicacdo nas condicées de imersao de 4 min a cada 8 h e 1 min a cada 2 h de
arejamento. Quando comparado com tratamentos mais curtos de imersao (6 h)
verificou-se a presenca de vitrificacao dos explantes [162]. Esta desordem fisiologica
parece ser mais frequente em sistemas BIT cujas frequéncias de imersao sejam mais
curtas. Outro exemplo ocorreu em Pistacia sp. (Anacardiaceae), onde as melhores
condicdes de multiplicacao foram com a duracao de imersao durante 24 min a cada 16
h. Os autores revelam que no tratamento com imersao mais frequente (8 h) a taxa de

multiplicacao foi a mais baixa, assim como o nimero de rebentos por explante, e a
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taxa de hiperhidricidade foi a mais elevada [163]. Também em Lycium barbarum
(Solanaceae) as melhores condicoes de propagacao foram 6 min de imersao a cada 24
h, comparando com intervalos de imersao mais curtos (12 h e 16 h) e com maior
duracao da imersao (20 min e 8 min, respetivamente) [164]. Por outro lado, com a
menor frequéncia de imersao em estudo, em explantes de Vanilla planifolia
(Orchidaceae) as melhores condicdes de multiplicacao e comprimento de rebento
foram obtidas na menor frequéncia de imersao, 2 min a cada 4 h, comparativamente
aos tempos de 8 h e 12 h [165]. Alves et al. (2021) avaliaram os parametros de
multiplicacao em Corema album, onde verificaram que a taxa de multiplicacao
duplicou comparativamente ao sistema agarizado. Os autores também testaram o
efeito da frequéncia de imersao e arejamento, sendo que para esta espécie obtiveram
melhores resultados de inducao de rebentos em frequéncia de tempo de imersao mais

longa, 3 min a cada 12 h, comparando com 3 min a cada 8 h [140].

5. Conservacao pos-colheita de frutos regionais
5.1. A cereja

A cereja é um fruto que provém da arvore Prunus avium L., pertencente a familia
Rosaceae. E, provavelmente, nativa da Europa e da Asia ocidental. A espécie P. avium
da origem a cereja-doce, havendo outras espécies, tais como a P. cerasus ou a P.
serotina, que dao origem, respetivamente, a cereja azeda ou ginja e a cereja-negra.
Estas espécies crescem maioritariamente em climas temperados, sendo a regiao do
Mediterraneo uma das privilegiadas pelo seu clima. Também paises como os Estados
Unidos da América, Turquia e Chile encontram-se entre os maiores produtores de
cereja. As cultivares de cereja doce atingem a maturacao no final de abril a
junho/julho nas culturas localizadas no hemisfério Norte, pelo contrario, culturas
localizadas no hemisfério Sul atingem a sua maturacao em dezembro e janeiro. De
acordo com a FAO, em 2018 a producao mundial de cereja foi de 2.923.723 toneladas
[44]. Em Portugal, nos Ultimos anos, estima-se que a producao de cerejas ultrapasse
as 15.000 toneladas por ano, sendo a regiao da Beira Interior, desighadamente a regiao
da Cova da Beira, distinguida por ser uma regiao de Indicacao Geografica Protegida
[166]. Existem mais de 100 variedades/cultivares de cereja, salientando-se algumas
das mais produzidas nesta regiao: Saco, Brooks, Burlat e Summit.

A cereja é considerada um dos frutos mais apreciados no mundo sendo bastante
atrativa para os consumidores devido ao seu particular sabor e cor, é reconhecida

também como uma boa fonte de compostos antioxidantes. Nos ultimos anos, estudos
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sobre as propriedades bioativas em cerejas tém vindo a aumentar. Para além da
propriedade antioxidante, as cerejas apresentam potencial antidiabético e
anticancerigena [166-168]. Segundo estudos etnobotanicos e no sentido da valorizacao
de subprodutos desta cultura, as infusées de folhas, flores e caules eram usadas como
diurético, calmante, anti-inflamatorio e benéfico para o sistema cardiovascular [169].
Estas propriedades advém da sua composicao quimica rica em compostos fenolicos,
como acidos hidroxicinamicos (éster do acido cafeico, acidos p-cumarico e ferulico),
flavonoides (apigenina, kaempferol, quercetina, taxifolina, genisteina) e antocianinas
(derivados de ciadinina, delfinidina, pelargonidina) [168].

Devido a serem frutos nao climatéricos a sua deterioracao € rapida no pos-colheita,
por isso, alguns requisitos de armazenamento sao recomendados para prolongar o seu
tempo de vida Gtil. Apos colheita a perda de agua nos tecidos leva a subsequente perda
de acucar, perda de cor devido ao decréscimo do teor de antocianinas e oxidacao
enzimatica levando a perda de textura e escurecimento do pedinculo [170]. Para além
destes aspetos fisiologicos, os frutos podem também sofrer danos por fatores
ambientais, como a chuva e granizo, ou durante a colheita e armazenamento. Estes
danos de natureza mecanica podem ser veiculo para a deterioracao por
microrganismos, nomeadamente fungos, que se encontram naturalmente presentes
nos frutos, ar, insetos, animais, solo, manipuladores e superficies de contacto. De
entre a mais diversas infecdées por microrganismos, reportam-se as contaminacoes
fangicas como as causadas por espécies do género Penicillium, Botrytis, Rhyzopus,
Alternaria, Cladosporium e Monilinia, causando enormes prejuizos na producao e
armazenamento de cerejas. Também a bactéria Pseudomonas syringae foi reportada
como origem de doenca em cereja [171, 172]. Para além dos fatores atras
mencionados, a ocorréncia destes microrganismos e a sua influéncia esta também

dependente do tipo de cultivar e do estado de maturacao do fruto.

5.2. O medronho

0 medronho é um fruto que provém da espécie Arbutus unedo L., pertencente a familia
Ericaceae, que cresce de forma espontanea e abundante na regidao Mediterranica.
Segundo Piotto et al. (2001), o medronheiro sera nativo da Irlanda e regidao do
Mediterraneo (Sul da Europa e Norte de Africa) [173], no entanto, é cultivado em outras
regioes de climas temperados [174]. Apesar do seu cultivo ainda nao ter ganho
dimensdes econémicas importantes, o que se pode atribuir a escassez de cultivares
com maiores rendimentos de producao e qualidade do fruto, tem um valor econdémico

no que diz respeito a utilizacdo do fruto para obtencao de aguardente [175]. Existem
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algumas cultivares desenvolvidas na China, sendo as mais populares a Zaose, Dongkui,
Daliziyangme, Baiyangmei, Zaohongmei e Dahuamei [176]. Em Portugal, para além do
crescimento espontaneo, existem algumas areas de cultivo nomeadamente na regiao
Centro e Sul do pais, que recentemente tém vindo a ser incrementadas [177]. O
medronheiro caracteriza-se por ser um arbusto, por vezes atinge dimensdes de
pequena arvore, apresentando um papel ecolégico importante, pois tolera solos secos
e aridos, sendo uma espécie pioneira apos incéndios, e por isso importante na
reflorestacao [178]. Como é uma espécie caracteristica no ecossistema da regiao
Mediterranea, e sendo esta regiao considerada um hotspot de biodiversidade, o
medronheiro contribui para a manutencao da biodiversidade e para a estabilizacao de
solos, prevenindo a erosao [179]. De acordo com o Center for Underutilized Crops and
the Global Facilitation Unit for Underutilized Species, a espécie Arbutus unedo é
classificada na categoria de “Neglected and Underutilised Crop” [180]. Apesar de ter
sido utilizada na antiguidade devido as suas propriedades aromaticas e medicinais, do
ponto de vista econdmico é considerada uma espécie subaproveitada. No entanto, de
acordo com os usos tradicionais apresenta varias potencialidades na area alimentar,
como o consumo do fruto em fresco e em produtos processados, em compotas,
desidratado ou usado para produzir bebidas alcodlicas [175, 181]. Ao longo dos ultimos
anos, a valorizacao desta espécie tem vindo a ser reportada em diversos estudos,
nomeadamente as propriedades bioldgicas e terapéuticas dos frutos e das partes
aéreas da planta, apresentando por isso um potencial de aplicacdo nas areas da
farmacéutica e cosmética [176, 182]. Devido a sua morfologia, o seu estado fenologico
de floracao coincide com a frutificacao, que ocorre nos meses de outono/inverno,
entre outubro e dezembro, pode ser aplicado como uma espécie ornamental, pelo que
apresenta um papel determinante na atividade apicola.

De acordo com varios estudos cientificos, o medronho é considerado uma fonte de
elevada qualidade nutricional devido a presenca de vitaminas (C e E), fibras, proteinas,
acucares, acidos gordos insaturados e compostos fendlicos [183]. De entre os
compostos fenodlicos, podem destacar-se as antocianinas como a delfinina e cianidina,
os flavonoides como a quercetina, mircetina e catequina, os acidos fendlicos como os
acidos cafeico, cinamico, galico, ferllico, vanilico, elagico, entre outros. As folhas de
medronheiro também apresentam propriedades nutricionais e potencial biologico
devido a presenca de compostos fendlicos revelando, a semelhanca dos frutos,
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias [184, 185].

Tal como a cereja, o medronho é um fruto nao climatérico, o que implica uma rapida

deterioracao dos frutos apds a colheita. Devido ao seu impacto econémico, ainda, ser
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baixo, nao existem muitos estudos sobre a potencial microflora desenvolvida nos
frutos. Existem algumas doencas associadas a planta e fruto do medronheiro, como por
exemplo a antracnose, doenca causada por espécies de fungos dos géneros
Colletotrichum ou Gloeosporium, que causam manchas escuras nas folhas e frutos
[186]; a ferrugem, doenca causada por diversos tipos de fungos, alguns deles
pertencentes ao género Puccinia [187]; e a podridao, doenca causada por diferentes
tipos de fungos, sendo que os mais comuns pertencem aos géneros Penicillium,

Aspergillus, Alternaria, Botrytis e Rhizopus [188].

5.3. Estratégias de conservacao

Os frutos considerados nao climatéricos nao devem ser colhidos antes da sua completa
maturacao, pois apos a colheita, estes entram em processo de senescéncia. Por isso,
a maturacao dos frutos € um processo fisioldgico que determina a época de colheita,
e neste tipo de frutos, este fator é determinante para o sucesso da colheita. Durante
a maturacao do fruto ocorre um aumento no processo de respiracao, na producao de
etileno e alteracdes na textura, sabor e aroma. O intervalo de tempo que decorre
entre a colheita e o consumo pode reduzir a qualidade dos frutos, devido nao sé a
desidratacao, o que origina a perda de textura, a ativacao de enzimas de deterioracao,
mas também, ao desenvolvimento de microrganismos. Na conservacao e
armazenamento de frutos nao climatéricos, como é o caso das cerejas e medronhos,
existem dois fatores cruciais que devem ser controlados, a temperatura e a humidade
relativa. A aplicacao de temperaturas baixas € a etapa comumente utilizada na
conservacao e armazenamento de frutos pds-colheita, no entanto, apresenta algumas
consequéncias negativas no fruto. O impacto da refrigeracdao pode causar danos
estruturais no fruto, sendo esses danos proporcionais ao decréscimo da temperatura,
resultando em manchas/deformacdes. Paralelamente a temperatura, a humidade
relativa é outro fator importante pois influencia os processos de respiracao,
transpiracao e senescéncia dos frutos. Segundo Bernalte et al. (1999), a temperatura
otima de colheita situa-se entre 10 a 20°C e as condicoes 6timas de armazenamento
sao de 0°C e 90-95% de humidade relativa [189]. Outras estratégias para minimizar a
deterioracao dos frutos no seu armazenamento é o arrefecimento através do processo
hydrocooling que consiste no arrefecimento com agua a temperaturas muito baixas
imediatamente apos colheita, no caso das cerejas. Este procedimento reduz o
escurecimento do pedlnculo e o enrugamento da epicarpo. A adicdao de cloreto de
calcio na agua do hydrocooling pode efetivamente aumentar a qualidade das cerejas
durante a conservacao, reduzindo a taxa de respiracao, a degradacao do teor em acido

ascorbico e a peroxidacao lipidica da membrana [190]. Para prolongar o tempo de vida
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atil das cerejas, tém vindo a ser estudadas embalagens de atmosfera modificada e
embalagens de atmosfera controlada. No embalamento de cerejas a longo prazo, tém
sido reportados niveis 6timos de oxigénio (2-10%) e de dioxido de carbono (5-20%)
[191]. Devera haver um compromisso entre a concentracao destes dois gases, pois a
diminuicdo ou aumento excessivo de um pode comprometer a viabilidade da
respiracdo, originando a ocorréncia de outros processos, como por exemplo
fermentacoes.

Outra estratégia para minimizar a deterioracdo dos frutos é a aplicacdo de filmes e
revestimentos ediveis. Os revestimentos ediveis e filmes consistem em peliculas finas
aplicados na superficie do alimento ou aplicado na embalagem, respetivamente. Os
revestimentos ediveis utilizam substancias de diversa natureza quimica, que aplicadas
na superficie do alimento promovem uma barreia adicional com vista a sua protecao
mecanica e fisica, cujo principal objetivo é prolongar o tempo de vida (til, podendo
ser ingerido com o alimento [192, 193]. Em Portugal, a legislacao que se refere a
revestimentos ediveis é baseada na legislacao da Unidao Europeia, nomeadamente pelo
Regulamento (CE) n.° 178/2002, que estabelece os principios e os requisitos gerais da
legislacao alimentar, pelo Regulamento (CE) n.° 450/2009, que estabelece as
disposicées gerais sobre os materiais em contacto com alimentos e, como os
revestimentos ediveis sao considerados aditivos alimentares, deve-se ainda ter em
conta o Regulamento (CE) n.° 1333/2008, relativo aos aditivos alimentares. Na
comunidade cientifica, alguns autores diferenciam os termos revestimento e filme
edivel sob o ponto de vista do método de aplicacao, considerando que os revestimentos
sao aplicados como formulacao liquida e formados no alimento, enquanto os filmes sao
considerados como uma camada de espessura fina de material (previamente secos) e
sO depois aplicados no alimento [194]. Para que estas substancias atinjam os objetivos
de preservacao devem possuir algumas caracteristicas essenciais, tais como,
contribuirem para a formacao de uma barreira mecanica, apresentarem estabilidade
fisico-quimica e microbiologica, serem compativeis com o alimento sob o ponto de
vista organolético, ndo serem toxicos, serem seguros para a saude, possuirem baixo
custo de producao e devem estar de acordo com os requisitos da legislacdao do pais em
causa [195].

Os revestimentos ediveis sao considerados produtos inovadores, de rapido
desenvolvimento e sujeitos a atualizacoes regulatorias em futuros regulamentos. Por
estes motivos, torna-se importante a consulta prévia da legislacao atualizada e as
regulamentacoes especificas de cada pais antes de comercializar qualquer produto que

inclua revestimentos ediveis. Normalmente, sao constituidos por um biopolimero ou
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mistura de biopolimeros, para formar uma matriz densa, podendo ser de natureza
diversa: polissacaridea, proteica, lipidica ou resinosa [193, 196]. Os biopolimeros
devem também possuir caracteristicas economicamente sustentaveis. Entre os
biopolimeros de natureza polissacaridea mais usados podem-se destacar o quitosano,
derivados de celulose, alginato e dextrinas [197]. O quitosano € originado na
deacetilacao da quitina, que € o maior componente do exoesqueleto dos crustaceos.
De acordo com a sua estrutura quimica, o quitosano € composto por monémeros de
glucosamina ligados por B-1,4-glicosidase. O quitosano € soluvel em solventes
organicos acidificados (pH abaixo de 6), nao é toxico, é biodegradavel, biocompativel
e, devido a sua carga positiva, apresenta uma boa capacidade de aderéncia aos
alimentos [198, 199]. Devido a sua estrutura quimica e carga positiva, o quitosano
apresenta também propriedades antimicrobianas [200], este biopolimero tem sido um
dos mais utilizados em revestimentos, pela sua elevada disponibilidade e preco.

Os revestimentos a base de um Unico polimero, normalmente possuem caracteristicas
quebradicas e frageis, por esse motivo, a incorporacao de outros componentes com
propriedades plastificantes deve ser considerada. O plastificante adicionado é inserido
entre as cadeias moleculares do biopolimero e as suas ligacoes fisicas e quimicas
aumentam a coesao da matriz do revestimento e efetivamente criam elasticidade a
estrutura. Os plastificantes mais usados sao os polidis, glicerol e sorbitol. No entanto,
para promover esta propriedade elastica podem ser também adicionados acUcares ou
lipidos. Devera haver um compromisso na quantidade destes agentes pois podera
perder-se o efeito pretendido [197]. Outra propriedade que o revestimento deve
possuir € a sua aderéncia a superficie do alimento, para promover estas ligacoes podem
ser usados surfactantes como o tween ou a lecitina [196].

Nos ultimos anos, tém vindo a ser desenvolvidos revestimentos ediveis aplicados em
frutos no sentido de prolongar o seu tempo de vida (til, assim como, a incorporacao
de compostos bioativos, nomeadamente 6leos essenciais. Como ja foi referido, os OEs
apresentam diversas atividades biologicas de interesse alimentar, tais como as
atividades antioxidante e antimicrobiana [9]. Devido a estas propriedades torna-se
interessante a incorporacao de OEs nas formulacdes de revestimentos ediveis,
conjugando a barreira fisica dos revestimentos com as propriedades de conservacao
destes produtos naturais. A eficacia de revestimento a base de quitosano com
incorporacao de OEs foi demonstrada em diversos estudos. Na conservacao pos-
colheita de tomate foi utilizado OE de Ruta graveolens em revestimentos a base de
quitosano, verificando-se uma inibicao no crescimento de bolores e leveduras durante

12 dias de armazenamento, comparativamente ao controlo (frutos sem revestimento)
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e aos frutos revestidos com quitosano [201]. A aplicacao de OE de limao em formulacao
de revestimentos a base de quitosano revelou efeitos antifingicos durante o
armazenamento a baixas temperaturas [202]. Também na conservacao pos-colheita de
uvas, Guerra et al. (2016) testaram um revestimento de quitosano com incorporacao
de OE de Mentha piperita e M. villosa, o qual promoveu a inibicao de fungos tais como,
A. niger, B. cinerea, P. expansum e R. stolonifer [203]. Na conservacao de cerejas
foram aplicados filmes a base de um polimero constituido por acido latico, mais
precisamente o poliacido latico, obtido a partir de recursos renovaveis. As embalagens
micro-perfuradas a base deste polimero demonstraram contribuir para a melhoria de
qualidade dos frutos, nomeadamente a inibicao do desenvolvimento de fungos,
manutencao do brilho, da cor e da firmeza [172]. Os revestimentos para além de
prevenirem impactes mecanicos, podem ainda servir como veiculo para o uso de
compostos bioativos, como antioxidantes, antimicrobianos, probidticos, aromatizantes
ou nutracéuticos contribuindo assim para a melhoria da qualidade do fruto,
prolongando o tempo de vida Gtil e melhorando a qualidade nutricional do fruto [204].
Esta metodologia pode ainda reduzir as taxas de respiracao e transpiracao, e por isso
reduz a perda de firmeza e de peso dos frutos [205]. Alguns estudos realizados na
conservacao de cerejas através de revestimentos ediveis demonstraram bons
resultados em parametros fisioldgicos [206-208]. Petriccione et al. (2015) indicaram
que revestimentos a base de quitosano reduziram a perda de agua em cerejas e
retardaram a alteracao de cor, assim como, o teor de acido ascorbico e de compostos
fenolicos [208]. Para além do potencial antimicrobiano e antioxidante que os OEs
apresentam nos revestimentos de alimentos, deve ser salientado a questao do flavour
que alguns OEs apresentam, sendo algumas vezes referido como um atributo negativo.
No sentido de minimizar este problema, tém vindo a ser desenvolvidas tecnologias
associadas a producao de revestimentos, como a nanoencapsulacao dos OEs, onde as
propriedades antimicrobianas sdo potencializadas devido a reducao de tamanho,
podendo ser ativado o mecanismo passivo de absorcao celular, permitindo também a
reducao na concentracao de OE, o que leva a uma diminuicao da intensidade do aroma,
odor e sabor [209].
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1. Propagacao in vitro das espécies em biorreatores de imersao

temporaria
1.1. Material vegetal

O material vegetal de L. stoechas subsp. luisieri (Lsl) foi estabelecido in vitro em 2016
de plantas aclimatizadas em estufa, tendo sido recolhidas na Serra da Malcata. O
material vegetal de P. tridentatum (Pt) usado neste trabalho ja se encontrava em ciclo
de multiplicacdo no Laboratoério de Biologia da Escola Superior Agraria de Castelo
Branco. Este material foi estabelecido in vitro em 2014 de plantas aclimatizadas em
estufa, recolhidas na Serra da Malcata [131]. Os exemplares das espécies encontram-
se herborizados no Laboratorio de Biologia da ESA-IPCB, tendo como respetivos codigos
de voucher ESACBMLS07 e ESACBPTMO1, para a Lsl e Pt.

1.2. Estabelecimento e multiplicacéao

No caso da Lsl realizou-se o estabelecimento de lancamentos jovens, os quais foram
seccionados em 30 segmentos nodais de cada modalidade de desinfecao a ser testada.
Em condicdes laboratoriais, foram lavados em agua corrente durante 30 min, seguida

de uma pré-desinfecao com fungicida Benlate (Du Pont Ibérica, Barcelona, Espanha)

na concentracao de 2 g/L durante 10 min (Figura 9).

Figura 9. Esquema simplificado de etapas de estabelecimento de rebentos jovens de L.

stoechas subsp. luisieri.

Apds esse periodo e em condicdes asséticas iniciou-se o procedimento de desinfecao
realizado em camara de fluxo laminar horizontal que consistiu nas seguintes etapas:
i Imersao em alcool a 70% durante 30 segundos (s);
i Imersao em solucao de hipoclorito de sodio (NaOCl, 1% e 2%, v:v) com adicao
de trés gotas de tween 20 (VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América)

durante 10 e 15 minutos (Tabela 5);

=y

Passagem por agua destilada esterilizada (operacao repetida trés vezes,

ficando os segmentos nodais na 4* agua destilada esterilizada).
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Tabela 5. Modalidades de desinfecao testadas no estabelecimento de L. stoechas subsp.

luisieri.

Tratamento Hipoclorito de sédio (%, v/v) Duracao (min)

E1 1 10
E2 1 15
E3 2 10
E4 2 15

Apos a etapa de desinfecao, os explantes foram inoculados individualmente em tubos
de ensaio (150xg25 mm) contendo cada um 15 mL de meio Murashige e Skoog (MS)
[148] (Tabela 31, Apéndice 1), suplementado com 30 g/L de sacarose, 0,2 mg/L de BAP
(Sigma-Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da América), com adicao de agar numa
concentracao 7 g/L. O pH foi ajustado entre 5,7 - 5,8 com HCl 1N ou NaOH 1N (VWR,
Pensilvania, Estados Unidos da América).

De forma a aumentar a populacao stock foram realizadas trés repicagens sucessivas
para tubo de ensaio a cada 3-4 semanas. Apos esta etapa as repicagens seguintes foram
realizadas em frascos (85x@65mm) com 50 mL de meio de cultura, contendo sete
explantes por frasco.

Na etapa de multiplicacdao de Pt e com o intuito de aumentar a populacao stock, o
meio de cultura utilizado foi o MS, suplementado com 30 g/L de sacarose, 1 mg/L de
BAP, 0,5 mg/L de AIB (acido indol-3-butirico, Merck, Darmstadt, Alemanha), com
adicao de agar numa concentracao 7 g/L. O pH foi ajustado entre 5,5 - 5,7 com HCl 1N
ou NaOH 1N. As repicagens foram realizadas em frascos (85x@65mm) com 50 mL de
meio de cultura, contendo sete explantes por frasco. A esterilizacao dos meios foi feita
em autoclave a 121°C, 1,2 atm e durante 20 minutos.

Ap6s manuseamento das culturas na camara de fluxo laminar, as culturas foram
transferidas e mantidas na sala de cultura com um fotoperiodo de 16 horas de luz
(25°C) e 8 horas de escuro (22°C), sob uma intensidade luminosa de 50 pmol/m?/s,

assegurada por lampadas fluorescentes, tipo “cool white”.

1.3. Biorreatores de imersao temporaria

Os biorreatores de imersao temporaria (BITs), modelo Setis® (Beervelde, Bélgica),
consistem em dois compartimentos de policarbonato, um deles destinado a inoculacao
dos explantes (superior) e o compartimento inferior onde é colocado o meio de cultura
(Figura 10). Os compartimentos estao ligados por um tubo de silicone e o fluxo de ar é
esterilizado pela passagem através de membranas hidrofébicas com porosidade 0,22
pum. O fluxo de ar é assegurado por um compressor de ar, que tem duas funcoes,
garantir o que o meio de cultura seja transportado para o compartimento dos explantes

e arejamento nesse compartimento. O controlo da duracado e frequéncia da imersao
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pelo meio de cultura e do arejamento é assegurado por um software de gestado

acoplado ao sistema de BIT.

Figura 10. Disposicao dos biorreatores de imersao temporaria instalados na sala de cultura.

1.3.1. L. stoechas subsp. luisieri

Ensaio A

Apds obtencao da populacao stock de Lsl multiplicada em meio agarizado, foram
realizados ensaios em BIT. De forma a verificar quais as melhores condicées para a sua
multiplicacdo, foram realizados varios ensaios com diferentes modalidades. As
modalidades e condicées do primeiro ensaio de BIT em Lsl, designado por ensaio A,
estao apresentadas na Tabela 6. Para comparar os aspetos morfoldgicos dos explantes
usados em BIT, realizou-se um tratamento em meio agarizado (T1). O meio de cultura
base usado foi 0 mesmo que o utilizado na fase de multiplicacao apenas com alteracao
na concentracao de acido ascorbico (10 mg/L, VWR, Pensilvania, Estados Unidos da
América). Foram também testadas trés concentracdes do regulador de crescimento
BAP: 0,1 mg/L, 0,05 mg/L e 0,01 mg/L. Em cada biorreator foram introduzidos 30
explantes (segmentos nodais) com comprimento entre 15 e 20 mm, e com um volume
de meio de cultura liquido de 1 L. O sistema de biorreatores composto pelos
compartimentos superior e inferior, tubos de ligacao e filtros, foram esterilizados
segundo as condicoes mencionadas atras. Em ambiente assético, na camara de fluxo
laminar, foi preparado o sistema de biorreator e preparados os respetivos explantes.
Os BITs foram colocados na sala de cultura nas condicées mencionadas atras. De entre
os seis tratamentos em BIT foram programadas duas modalidades de imersao e
arejamento: 3 min a cada 24 h de imersao intercalados com o arejamento de 1 min a
cada 4 h para os tratamentos T2, T3 e T4; e 3 min a cada 12 h de imersao intercalados

com o arejamento de 1 min a cada 2 h para os tratamento T5, T6 e T7.
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Tabela 6. Modalidades e condicdes do ensaio A de BIT em L. stoechas subsp. luisieri.

N° de Tempo
explantes (dias)
T1D30 30
Agarizado  MS*+0,1 mg/L BAP  7/frasco

Tratamento Método Meio de cultura Imersao/Arejamento

T1D50 50
T2D30 30
T2D50 BIT MS*+0,1 mg/L BAP 30 50 3’ a cada 24h/1’ a cada 4h
T3D30 30

MS*+0,05 mg/L , ,
T3D50 BIT BAP 30 50 3’ a cada 24h/1’ a cada 4h
T4D30

MS*+0,01 mg/L 30 , ,
T4D50 BIT BAP 30 50 3’ a cada 24h/1’ a cada 4h
T5D30 30
T5D50 BIT MS*+0,1 mg/L BAP 30 50 3’ acada 12h/1’ a cada 2h
Té6D30 30

MS*+0,05 mg/L , ,
T6D50 BIT BAP 30 50 3’ acada 12h/1’ a cada 2h
T7D30

MS*+0,01 mg/L 30 , ,
T7D50 BIT BAP 30 50 3’ acada 12h/1’ a cada 2h

*Meio MS referido na Tabela 31, Apéndice 1.

Os explantes de cada tratamento foram avaliados apos 30 e 50 dias de permanéncia na
sala de cultura. Os parametros de avaliacdao foram o nimero de novos rebentos (NnR),
o comprimento do maior rebento (CmR), a taxa de multiplicacao (Tm), o peso fresco
(Pf), a cor das folhas, hiperhidricidade (%) e a taxa de mortalidade (%). A taxa de
multiplicacao foi baseada na contagem do nimero de explantes secundarios gerados a
partir de um explante original. Neste ensaio foi também avaliada a cor dos explantes,

para o efeito criou-se uma escala de referéncia representada na Figura 11.

Figura 11. Explantes de L. stoechas subsp. luisieri representativos da escala de referéncia de
cor. Da esquerda para a direita considerou-se verde-escuro (#244204), verde (#38610B) e verde-claro
(#4D6COE). A barra a preto corresponde a 1 cm.

Ensaio B

Tendo em conta os resultados obtidos no ensaio A e no sentido de tentar obter as
melhores condicoes de propagacao de explantes de Lsl em BIT, realizaram-se ensaios
com inclusao do regulador de crescimento meta-topolin (mT, Duchefa Biochemie,

Haarlem, Paises Baixos), com o intuito de reduzir fenémenos de hiperhidricidade que
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foram detetados nos tratamentos do ensaio A, aumentou-se o niUmero de explantes
para 60, assim como alteracoes a frequéncia e duracao de imersao e arejamento. Neste
ensaio foi utilizada uma rede na base do compartimento superior, colocada antes da
esterilizacdo. A presenca de rede pode auxiliar na reducdao de fenémenos de
hiperhidricidade e evitar que os explantes, numa fase inicial, passem para o
compartimento inferior através do tubo de comunicacao, onde esta o meio de cultura.

Na Tabela 7 estao apresentadas as modalidades do ensaio B.

Tabela 7. Modalidades e condicdes do ensaio B de BIT em L. stoechas subsp. luisieri.

) N° de Tempo B
Tratamento  Método Meio de cultura Imersao/Arejamento
explantes (dias)
3’acada24h/
T8 BIT MS+0,05 mg/L BAP 60 50
1”acada12h
3’acada24h/
T9 BIT MS+0,5 mg/L mT 60 50
1”acada12h
1’acada24h/
T10 BIT MS+0,05 mg/L BAP 60 50
1”acada12h
1’acada24h/
T11 BIT MS+0,5 mg/L mT 60 50
1”acada12h
1’acada24h/
T12 BIT MS+0,05 mg/L BAP 60 50
5’ a cada 8h
1,5 acada 12h /
T13 BIT MS+0,05 mg/L BAP 60 50
5’’ a cada 8h

O meio de cultura em BIT sofreu modificacao nos nitratos de amonio e de potassio
(VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América), com 75 mg/L e 125 mg/L,
respetivamente. Em termos cronoldgicos, realizaram-se primeiramente os ensaios T8
a T11, com diferenciacdao no regulador de crescimento, BAP e mT, e diferentes
condicées de imersao e arejamento. Os tratamentos T12 e T13 realizaram-se num
momento posterior aos T8-T11 e diferenciaram-se pelas condicoes de imersao e
arejamento. Todos os tratamentos foram avaliados apos 50 dias de ciclo de
crescimento. Os parametros de avaliacdo foram o nimero de novos rebentos (NnR), o
comprimento do maior rebento (CmR), a taxa de multiplicacdo (Tm), o peso fresco

(Pf), a cor das folhas, hiperhidricidade (%) e a taxa de mortalidade (%).
1.3.2. P. tridentatum

Ensaio A
A partir de explantes previamente estabelecidos in vitro em meio de cultura agarizado,
realizaram-se ensaios de multiplicacao de Pt em sistema de BIT. Com o intuito de

identificar quais as melhores condicées de multiplicacao em BIT, realizou-se um
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primeiro ensaio, denominado por ensaio A. As condicdes e modalidades do ensaio A
estao apresentadas na Tabela 8. O meio de cultura de Pt usado em BIT é igual ao
mencionado na fase de multiplicacao, com algumas modificacées, nomeadamente o
acréscimo de 25% da concentracdo de nitrato de potassio, reducao de 25% da
concentracao de nitrato de amoénio e 10 mg/L de acido ascérbico. Apds preparacao do
meio de cultura liquido (sem adicao de agar), 1 L de meio de cultura foi adicionado no

compartimento inferior do BIT.

Tabela 8. Modalidades e condicoes do ensaio A de BIT em P. tridentatum.

iod Reguladores . d Imersao/
Método Meio de de Numero de Tempo Arejamento
Tratamento cultura X explantes (dias)
crescimento
30
T1 Agarizado MS* 7/frasco (T15%30)
(T1D50)
30
MS* 1 mg/L BAP (T2D30)
2 B +25% KNO; 0,5 mg/L AIB S0/BIT 50
-25% NH4NO; (T2D50) 3’acada4h
10 mg/L 30 1’acada2h
acido (T3D30)
T3 TIB ascorbico 100/BIT 50
(T3D50)

Foram utilizados segmentos nodais entre 15 e 20 mm e inoculados no compartimento
superior do sistema de BIT. Relativamente as condicoes de imersao e arejamento dos
explantes no BIT foram: imersao de 3 min a cada 4 h e o arejamento 1 min a cada 2 h.
Para comparar os aspetos morfoldgicos dos explantes usados em BIT, realizou-se um
tratamento em meio agarizado (T1). Os BIT foram colocados na sala de cultura com as
condicOes atras mencionadas. A avaliacao dos explantes foi realizada ap6s 30 e 50 dias
em cada tratamento. Os parametros de avaliacdao foram o peso fresco (Pf) e seco (Ps)
(secagem a 70°C até pesagem nao diferir mais do que 10 mg), a cor das folhas,
hiperhidricidade (%) e a taxa de mortalidade (%). Para a cor das folhas, calo e
hiperhidricidade foram estabelecidas escalas de referéncia (Figura 12) para avaliacao
qualitativa.

Tendo em conta os resultados do ensaio A, realizaram-se outras modalidades
modificando a frequéncia e duracdo da imersao e arejamento. No entanto, nesses
ensaios a maioria dos explantes apresentaram necrose. Assim, decidiu-se alterar o tipo
de explante a usar nos ensaios seguintes de Pt, utilizando também explantes com o
calo originado no meio agarizado com o segmento caulinar de 10 mm de comprimento
(Ensaio B).
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A

Figura 12. Escalas de referéncia definidas para a cor das folhas (A: verde-escuro, verde-claro
e castanho), vitrificacao (B: ausente, parcial e total) e a cor do calo (C: castanho-escuro,

castanho e castanho-claro) de P. tridentatum. A barra a preto corresponde a 1 cm.

Ensaio B

No ensaio B o meio cultura teve a mesma composicao e volume do usado no ensaio A.
A Tabela 9 apresenta as modalidades e condi¢ces usadas neste ensaio. As alteracoes
centraram-se no numero e tipo de explante, exceto o tratamento T5, onde foram
usados segmentos nodais, e as condicoes de imersao e arejamento nos BIT. Neste
ensaio foi utilizada a rede na base do compartimento superior. Realizou-se também a
avaliacao de um tratamento em meio agarizado, em sistema convencional (T4). Apos
um ciclo de 50 dias, foram avaliados os parametros nUmero de novos rebentos (NnR),
comprimento do maior rebento (CmR), taxa de multiplicacao (Tm), peso fresco (Pf), a

cor das folhas, hiperhidricidade (%) e taxa de mortalidade (%).

Tabela 9. Modalidades e condicées do ensaio B de BIT em P. tridentatum.

Tratamento  NUmero de explantes Imersao/Arejamento Tipo de explante
T4 30 Meio agarizado Segmento nodal
T5 30 1”acada24h /5’ acada8h Segmento nodal
T6 30 1”acada24h /5’ acada8h Calo + segmento nodal
T7 30 1,5 acada24h /5’ acada8h Calo+ segmento nodal
T8 30 3’acada24h /1 acada12h  Calo + segmento nodal

2. Obtencao e extracdo de compostos bioativos

2.1. Material vegetal

O material vegetal de L. stoechas subsp. luisieri (Lsl) e P. tridentatum (Pt) usado para
a extracao de compostos bioativos foi recolhido na Serra da Malcata, Penamacor
(Tabela 10) em trés momentos do ciclo vegetativo: repouso (R), pré-floracao (PF) e
floracao (F), recolhidos nos meses de novembro de 2017, fevereiro e maio de 2018,

respetivamente. Na fase de floracao, em Lsl analisou-se o OE da floracao (flores e
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folhas), s6 de folhas e so de flores. No caso de Lsl as flores estdao agrupadas numa

inflorescéncia, por isso o termo correto a designar a parte floral é inflorescéncia, no

entanto, para ser mais pratico é usado ao longo do trabalho o termo flores. A Tabela

10 apresenta as coordenadas geograficas dos locais de recolha de Lsl e Pt.

Tabela 10. Identificacao dos locais de recolha de L. stoechas subsp. luisieri e P. tridentatum

na regiao da Beira Interior.

Sigla Local Voucher Latitude (N)  Longitude (W) Alt(:;de
MC Serra da Malcata (Lsl) ESACBMCLS01-10 40°12.171 7°06.542 558
e Serra da Malcata (Pt) ESACBMCPTO1 40°14.059 7°06.528 743
PG Penha Garcia ESACBPGLS01-10 40°01.420 6°59.834 492
CB Castelo Branco ESACBCBLSO01-10 39°45.472 7°33.319 336
oL Oleiros ESACBOLLSO01-20 39°57.368 7°45.505 654
PN Proenca-a-Nova ESACBPNLS01-20 39°43.584 7°52.377 410
VR Vila de Rei ESACBVRLS01-20 39°40.263 8°06.389 425
\'A% Vila Velha de Rédao ESACBVVLS01-10 39°40.534 7°37.499 141
0 Ocreza ESACBOLPO1-20 39°49.504 7°33.373 318

De forma a caracterizar os constituintes volateis dos OEs de Lsl da regidao da Beira

Interior, para além do material vegetal de Lsl recolhido na Serra da Malcata, foram

recolhidas plantas em floracao (10 a 20 exemplares) noutros locais desta regiao (Figura

13) durante os anos de 2020/2021. Como outgroup recolheu-se no local Ocreza (0), no

concelho de Castelo Branco, 20 plantas de L. pedunculata.
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Figura 13. Distribuicao geografica dos locais de recolha de L. stoechas subsp. luisieri e

Pterospartum tridentatum na regiao da Beira Interior.
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Todos os exemplares foram herborizados e depositados no herbario do Laboratério de
Biologia da ESA-IPCB. Em cada local foram registadas as coordenadas geograficas e a
elevacao (m) utilizando um GPS Trimbler-Geoexplorer3 (Trimbler, Califérnia, Estados
Unidos da América), entre cada planta foi considerada uma distancia de pelo menos 5
m. Na Tabela 32 do Apéndice 2 constam as variaveis bioclimaticas selecionadas nos
locais de estudo, destacando-se o indice de continentalidade, indice ombrotérmico,

precipitacao anual, isotermalidade, temperatura maxima e a altitude.

2.2. Extracao de 6leos essenciais e extratos aquosos

A extracao de compostos bioativos a partir do material vegetal de Lsl e Pt foi realizada
através do processo de hidrodestilacao, com a utilizacao do aparelho de Clevenger-
modificado durante 2 h, de acordo com o procedimento recomendado pela
Farmacopeia Europeia [8]. O material vegetal obtido através do processo de
micropropagacao também foi sujeito ao mesmo processo de obtencao de compostos
bioativos. Foram realizados triplicados de cada estado vegetativo e do material com
origem na micropropagacao. O material vegetal foi previamente pesado e colocado
num baldo de extracdo com agua destilada até cobrir todo o material vegetal. O balao
€ colocado sob uma fonte de calor e apds ser depositada a primeira gota de OE é
realizada a contagem decrescente para o término do processo. A agua de decoccao
que serviu como base para a hidrodestilacao considerou-se o extrato aquoso, e foi
obtido em ambas as espécies. No caso da Lsl, para além do extrato aquoso, foi obtido
o OE. A escolha deste método prende-se com o facto de posteriormente os
extratos/oleos essenciais serem aplicados em revestimentos ediveis, pelo que se optou
por ndo utilizar qualquer extracdo com solventes organicos. A utilizacdo de solventes
organicos pode, por um lado comprometer a seguranca alimentar, e por outro lado a
adocao de metodologias mais ecoldgicas para o ambiente.

Apds obtencdao dos extratos aquosos, estes foram filtrados com papel de filtro
Whatman, distribuidos em copos, registada a massa e congelados a -80°C para posterior
liofilizacao. A liofilizacao realizou-se em equipamento Zirbus VaCo 10 II-D (Harz,
Alemanha), a 0.3 mbar. Apos liofilizacao do extrato aquoso, registou-se a massa final
para calculo do rendimento de extracao, que foi obtido através da seguinte equacao

(1):

massa extrato aquoso liofilizado
n= a ! @) % 100 (1)

massa material vegetal seco (g)
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Para o calculo do rendimento de extrato aquoso, foi determinada a humidade do
material vegetal, sendo o rendimento (%) reportado a massa de extrato liofilizado g/
100 g de material vegetal seco (ms).

No caso do 6leo essencial, este foi obtido diretamente do aparelho no qual consta uma
escala volumétrica e onde é possivel medir o volume de OE obtido, que por relacao
com a massa do material vegetal € calculado o rendimento aplicando a seguinte
equacao (2):

volume de OE obtido (mL)

n= x 100 (2)

" massa do material vegetal seco (g)

Os extratos aquosos de cada espécie com origem silvestre e nos trés ciclos vegetativos,
e material com origem na micropropagacao, foram caracterizados nos seguintes
parametros: rendimento de extracao, teor de fendis totais, teor de flavondides, perfil
fendlico e atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica. No caso do o6leo
essencial do material vegetal silvestre e de micropropagacao foram determinadas as
atividades antioxidante, antimicrobiana, a citotoxicidade e identificado o seu perfil

volatil.

3. Determinacao dos compostos fenélicos e volateis
3.1. Fenéis totais e flavondides

3.1.1. Fenois totais

0 teor de fenois presente nos extratos aquosos liofilizados de Lsl e Pt foi determinado
usando o método colorimétrico Folin-Ciocalteu descrito por Gidao et al. (2007), com
algumas alteracoes [210]. O extrato liofilizado foi diluido em agua destilada, obtendo
uma concentracao de 2 mg/mL. Utilizaram-se 50 pL de extrato aquoso e de acido galico
(Alfa Aesar, Massachusetts, Estados Unidos da América) usado como padrao, 50 pL de
reagente de Folin-Ciocalteu a 2 N (Panreac, Barcelona, Espanha) e agua destilada
perfazendo um volume final de 1,5 mL. A mistura permaneceu durante 3 minutos, apos
os quais foi adicionado 1 mL de solucao aquosa de Na,COs (75 g/L, Biochem, Cosne sur
Loire, Franca). Apds incubacao no escuro durante 1 hora, a 30°C, o teor de fendis foi
determinado por leitura da absorvancia a 765 nm, usando um espectrofotémetro de
UV-VIS (Specord 200 plus, Analytikjena, Jena, Alemanha). Para a construcao da curva
de calibracao (Figura 48, Apéndice 3) foi utilizado como referéncia o acido galico nas
seguintes concentracées 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 mg/L
(y=0,0021x+0,0115; R?=0,9993). O teor de fendis foi expresso em miligramas de
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equivalentes de acido galico por grama de massa seca (mg GAE/gns). As analises foram

realizadas em triplicados.

3.1.2. Flavonoides

0 teor de flavondides presente nos extratos foi determinado de acordo com o método
descrito por Luis et al. (2011) [112]. Para a construcao da reta de calibracao utilizou-
se o0 padrao quercetina (Sigma-Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da América). A
partir de uma solucao-mae do padrao quercetina numa concentracao de 1000 pg/mL
em metanol (Sharlau, Barcelona, Espanha). De seguida efetuaram-se as diluicoes
pretendidas com diferentes concentracoes (8, 10, 25, 50, 100, 250 e 500 pg/mL). A
250 pL de cada solucao anterior adicionaram-se 750 pyL de metanol, 50 yL de uma
solucao aquosa de cloreto de aluminio (10%, m/v, Merck, Darmstadt, Alemanha), 50
uL de uma solucao aquosa de acetato de potassio (1 M, Chem-lab, Zedelgem, Bélgica)
e 1,4 mL de agua destilada, perfazendo um volume total de 2,5 mL em tubos de ensaio.
Deixou-se reagir a temperatura ambiente, durante 30 minutos, com agitacao
intermitente. Para o branco procedeu-se de igual forma ao descrito, substituindo os
250 pL das solucdes de padrao por 250 uL de metanol. Decorrido o tempo necessario,
as absorvancias destas misturas reacionais foram registadas a 415 nm, usando um
espectrofotometro de UV-VIS (Specord 200 plus, Analytikjena, Jena, Alemanha). Para
a determinacao dos flavondides nos extratos, procedeu-se como descrito
anteriormente, substituindo os 250 pL por cada um dos extratos liofilizados dissolvidos
em metanol. A quantidade de flavonoides em cada um dos extratos foi calculada
utilizando a equacao da curva de calibracao (Figura 49, Apéndice 3), sendo os valores
apresentados em miligramas de equivalentes de quercetina por gramas de matéria seca

(mg EQ/gms). As analises foram realizadas em triplicados.

3.2. Identificacao e quantificacao do perfil de compostos fendlicos
por HPLC-DAD

Com o objetivo de identificar e quantificar os compostos fenélicos presentes nos
extratos de Lsl e Pt de plantas silvestres e com origem na micropropagacao, foi
desenvolvida e validada uma metodologia para a determinacao simultanea dos
compostos fenolicos por cromatografia liquida de alta precisao acoplada a um detetor
de diodos (HPLC-DAD). A metodologia definida foi validada através de um protocolo
determinado internacionalmente segundo os critérios de validacao da Bioanalytical
Method Validation [211]. Os parametros estudados foram a seletividade,

especificidade, linearidade, precisao e exatidao.
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3.2.1. Reagentes e condi¢cbes cromatograficas

Os padroes analiticos dos compostos fenodlicos estudados neste trabalho foram o acido
galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido siringico, acido p-cumarico, taxifolina,
rutina, acido ferdlico, acido elagico, acido rosmarinico e quercetina. A fase movel e
restantes solucoes foram preparadas com reagentes de grau de pureza HPLC, as quais
foram sujeitas a desgaseificacao por ultrassons antes da utilizacao no sistema de HPLC.
A Tabela 11 apresenta a informacao relativa aos padroes dos compostos fenolicos,
assim como os respetivos tempos de retencao e comprimento de onda. As solucdes-
mae de cada padrao foram preparadas em etanol com uma concentracao final de 1
mg/mL. Estas solucdes foram armazenadas no escuro a uma temperatura de 4°C até

utilizacao.

Tabela 11. Padroes de compostos fendlicos, tempos de retencao e comprimento de onda de

absorvancia maxima.

Padrio Marca Tempo (dnfi rr‘c)etengé\o Comprim(ennnts de onda
Acido gélico Acros 3,826 280
Acido clorogénico Sigma-Aldrich 10,710 322
Acido cafeico Sigma-Aldrich 13,540 322
Acido siringico Sigma-Aldrich 16,171 280
Acido p-coumarico  Sigma-Aldrich 20,774 291
Taxifolina Sigma-Aldrich 24,973 291
Rutina Acros Organics 25,569 255
Acido ferulico Sigma-Aldrich 25,865 322
Acido elagico Sigma-Aldrich 27,266 255
Acido rosmarinico  Sigma-Aldrich 32,852 322
Quercetina Sigma-Aldrich 40,654 255

Para a analise foi utilizado um sistema de HPLC constituido por uma bomba binaria
(modelo 1290, Agilent Technologies, Califérnia, Estados Unidos da América) acoplado
a um detetor de arranjo de diodos (DAD) (modelo 1260, Agilent Technologies,
California, Estados Unidos da América). Os compostos fenoélicos foram separados
através de uma coluna YMC-Triart PFP (5 pym, 4,6 x 150 mm) (YMC Europe GMBH,
Dinslaken, Alemanha) acoplada a uma pré-coluna Triart PFP (5 pm, 3 x 10 mm) (YMC
Europe GMBH, Dinslaken, Alemanha). A fase movel foi constituida por acetonitrilo

(Carlo Erba, Emmendingen, Alemanha) (linha A) e 0,1% de acido trifluoracético (Sigma-
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Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da América) (linha B). A separacao foi
conseguida por gradiente linear de eluicdo: 10% (v/v) do eluente da linha A até aos 3
min; dos 3 aos 20 min 15% (v/v) linha A; dos 20 aos 25 min 18% (v/v) linha A; dos 25
aos 40 min aumenta para 30% (v/v) linha A; dos 40 aos 45 min 50% (v/v) linha A; dos
45 aos 50 min 100% (v/v) linha A; finalmente dos 50 aos 55 min sao restabelecidas as
condicoes iniciais 10% (v/v) linha A. O fluxo de eluicao foi de 1 mL/min. A temperatura
da coluna foi de 35°C e a do injetor de 4°C. O volume de injecao foi de 50 pL e os
analitos foram detetados entre os comprimentos de onda de 255 a 360 nm. Os extratos
aquosos liofilizados (20 mg) foram dissolvidos em 1 mL de etanol 96% (Merck,
Darmstadt, Alemanha), centrifugados (20.000xg) e filtrados (0,22 pm) antes da
injecdo. A concentracao dos compostos fenolicos foi expressa em pg/g de extrato
liofilizado, de cada amostra foram injetados duplicados de trés extracoes da mesma

fase fenologica.

3.2.2. Validacdo do procedimento analitico

Seletividade e especificidade

A seletividade de um método é a capacidade do mesmo diferenciar e quantificar o
analito a analisar na presenca de outros componentes da amostra. Esta caracteristica
depende nao s6 da matriz a analisar, mas também do tipo de detetor usado. A
especificidade corresponde a capacidade de o método distinguir um analito de outras
substancias. Muitas vezes ambos os termos sao utilizados indistintamente, no entanto,
de forma simples, pode-se considerar que um método é considerado especifico quando
produz uma resposta para um analito, por outro lado um método seletivo produz
respostas para varios analitos distinguindo a resposta de um em relacdo aos outros.
Neste trabalho pretendeu-se a analise de mais de um analito e por isso previamente
deve-se garantir que os mesmos nao interferem entre si. Desta forma, os padrées
identificados na Tabela 11 foram injetados puros para a determinacao do tempo de

retencao e comprimento de onda ao qual a sua absorcao é maxima.

Linearidade

A linearidade define-se como a capacidade de um método analitico demonstrar que os
resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentracao do analito na
amostra. Para esta quantificacao é necessario que se conheca a dependéncia entre a
resposta medida e a concentracao do analito. Para avaliar a linearidade foram
elaboradas retas de calibracao para cada padrao. Além da linearidade, foi verificado

o limite minimo de quantificacao (LLOQ- Lower Limite of Quantification). O LLOQ

69



Capitulo 2 - Materiais e Métodos

corresponde a concentracao mais baixa na curva de calibracao, sendo necessario que
o pico correspondente seja identificavel, discreto e reprodutivel com uma precisao de
20% e exatidao entre 80-120% (FDA, 2001). O limite de detecado corresponde a menor
quantidade de analito presente numa amostra que pode ser detetada, mas nao
necessariamente quantificada. Para a construcao das retas de calibracao foram usados
10 calibradores (concentracoes) distribuidos dentro do intervalo 2 - 1000 pg/mL. Foram
também preparados e analisados 3 quality controls, em triplicado, para as
concentracoes 2, 4 e 8 pg/mL. Com base na regressao linear das areas obtidas para

cada composto, foram obtidas as retas de calibracao (Tabela 12).

Tabela 12. Dados relativos a linearidade dos padrées em estudo.

. | lr;{‘z;v;?clj% c?: Reta de calibragao R? (“LgL/cr)]%_ |
Hg/mL) m b

Acido galico 24,716 -9,3974 0,9998 2
Acido clorogénico 16,394 -56,932 0,9992 8
Acido cafeico 45,584 -84,695 0,9998 4
Acido siringico 18,271 7,598 0,9995 4
Acido p-coumarico 62,969 24,259 0,9994 4
Taxifolina 2 - 1000 21,271 16,799 0,9998 4
Rutina 4,937 -11,78 0,9993 8
Acido ferdlico 37,309 -53,453 0,9997 4
Acido elagico 88,501 -165,71 0,9990 2
Acido rosmarinico 10,196 -7,508 0,9995 2
Quercetina 9,480 -8,2931 0,9986 4

Precisao e exatidao

A precisao de um método analitico corresponde ao grau de concordancia entre os
resultados de ensaios independentes, quando realizadas repetices de uma mesma
amostra ou padrdes. A precisao do método foi determinada pela precisao interdia e
precisao intradia. A precisao interdia ou reprodutibilidade corresponde a variacao de
certas condicoes previamente estabelecidas, como a analise em diferentes dias,
diferentes operadores e/ou equipamentos. Contrariamente, a precisao intradia ou
repetibilidade corresponde ao grau de concordancia entre os resultados de medicoes
sucessivas efetuadas nas mesmas condicoes, isto €, 0 mesmo operador, no mesmo dia
e equipamento.

A exatidao corresponde a proximidade da média dos resultados obtidos com a

concentracao real do analito presente, sendo determinada replicando as
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quantificacées de amostras que contenham concentracdes definidas do analito.
Normalmente a precisao é expressa pelo do coeficiente de variacao (%), pelo que nao
deve exceder 15% do erro médio relativo (EMR), a excecao do LLOQ que pode ir até
aos 20% [211]. Neste trabalho foram utilizados 5 calibradores entre 4 - 250 pg/mL. Na
precisao interdia foram feitas 3 repeticées em diferentes dias e na precisao intradia
foram feitas 6 repeticées para a mesma concentracao. Os resultados encontram-se

expressos na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados da quantificacao a partir de calibradores padrao.

Concentragao Concentragao Desvio
Padrao CV (%) EMR (%)
(pg/mL) calculada (pg/mL) Padrao
4 4,02 0,31 7,71 2,95
8 8,13 0,34 4,21 4,00
Precisao
16 16,47 0,39 2,35 5,39
interdia
63 68,14 2,14 3,15 9,03
, . 250 271,94 9,72 3,57 8,77
Acido gélico
4 4,00 0,17 4,25 2,35
8 7,62 0,18 2,40 -2,43
Precisao
16 14,96 0,42 2,81 -4,25
intradia
63 69,33 2,34 3,37 10,93
250 274,61 6,10 2,22 9,84
8 8,84 0,23 2,63 13,14
Precisio 16 15,26 0,87 5,69 -2,36
interdia 63 62,12 2,56 4,11 -0,61
Acido 250 256,92 14,80 5,76 2,77
clorogénico 8 8,83 0,20 2,28 12,87
Precisao 16 16,33 0,32 1,98 4,07
intradia 63 66,60 2,26 3,40 6,26
250 245,21 8,55 3,49 -2,05
4 4,36 0,10 2,26 11,62
8 7,30 0,33 4,51 -6,62
Precisao
16 14,84 0,51 3,48 -5,02
interdia
63 56,70 2,49 4,39 -9,29
, 250 220,64 9,50 4,31 -11,74
Acido cafeico
4 4,59 0,01 0,23 17,33
8 7,45 0,27 3,62 -4,82
Precisao
16 14,43 0,74 5,17 -8,39
intradia
63 62,84 3,89 6,18 -1,33
250 259,82 9,51 3,66 2,76
4 4,55 0,08 1,72 16,54
Acido Precisdo 8 8,62 0,23 2,67 10,35
siringico interdia 16 17,68 0,11 0,65 13,12
63 70,49 1,91 2,70 12,78
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250 281,36 3,75 1,33 12,54
4 3,90 0,41 10,46 -3,16
8 6,95 0,25 3,65 -11,41
Precisao
) ) 16 15,14 1,11 7,36 -0,99
intradia
63 69,32 2,71 3,91 10,01
250 277,98 10,38 3,74 11,02
4 3,92 0,34 8,59 0,28
8 8,49 0,25 2,93 8,69
Precisao
16 14,31 0,43 2,97 -8,41
interdia
63 62,63 3,91 6,25 0,20
Acido p- 250 270,89 12,92 4,77 8,36
coumarico 4 3,40 0,12 3,57 -12,91
8 7,51 0,18 2,34 -3,85
Precisao
16 13,77 0,15 1,14 -11,85
intradia
63 67,20 1,10 1,63 7,96
250 273,20 8,48 3,10 9,28
4 3,73 0,13 3,53 -4,42
o 8 7,93 0,47 5,91 1,53
Precisao
16 17,45 0,30 1,72 11,66
interdia
63 68,75 0,88 1,28 9,99
250 266,75 15,76 5,91 6,70
Taxifolina
4 3,40 0,36 10,47 -13,08
B 8 7,50 0,57 7,63 -4,06
Precisao
16 14,85 0,96 6,45 -4,96
intradia
63 71,50 0,80 1,12 14,40
250 277,52 5,71 2,06 11,01
8 8,79 0,19 2,21 12,52
Precisao 16 16,68 0,39 2,32 6,74
interdia 63 65,06 3,08 4,73 4,10
250 251,34 21,57 8,58 0,54
Rutina
8 9,18 0,12 1,27 17,49
Precisao 16 15,47 0,63 4,09 -0,97
intradia 63 65,85 3,74 5,68 5,36
250 254,23 5,57 2,19 1,69
4 4,46 0,06 1,34 14,16
8 8,08 0,21 2,63 3,40
Precisao
16 16,56 0,29 1,74 6,00
interdia
63 66,04 2,60 3,94 5,67
Acido 250 261,79 12,25 4,68 4,72
ferdlico 4 4,44 0,03 0,69 13,91
8 8,04 0,31 3,80 2,85
Precisao
16 15,49 0,10 0,63 -0,89
intradia
63 67,99 2,25 3,31 8,79
250 265,19 8,50 3,21 6,08
4 3,95 0,55 13,94 1,00
, , Precisao 8 7,09 0,13 1,82 -9,26
Acido elagico
interdia 16 15,97 1,33 8,35 2,20
63 68,13 2,15 3,15 9,00
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250 272,95 9,01 3,30 9,18
4 3,58 0,04 1,06 -8,40
8 7,21 0,18 2,50 -7,64
Precisao
16 16,54 0,67 4,07 5,85
intradia
63 67,79 0,94 1,39 8,46
250 280,80 3,36 1,19 12,32
4 4,37 0,12 2,82 11,82
8 8,31 0,21 2,54 6,32
Precisao
. 16 17,32 0,63 3,62 10,84
interdia
63 71,66 0,49 0,69 14,65
Acido 250 283,78 3,84 1,35 13,51
rosmarinico 4 3,86 0,52 13,47 -1,15
8 8,14 0,83 10,17 4,18
Precisao
16 16,18 1,25 7,70 3,52
intradia
63 71,70 0,25 0,35 14,72
250 281,59 5,02 1,78 12,64
4 3,70 0,30 8,02 -5,28
~ 8 8,02 0,61 7,64 2,64
Precisao
16 16,97 0,54 3,17 8,64
interdia
63 69,53 3,78 5,43 11,24
250 284,92 4,48 1,57 13,97
Quercetina
4 3,38 0,06 1,81 -13,49
s 8 6,63 0,22 3,36 -15,10
Precisao
16 13,98 0,11 0,80 -10,54
intradia
63 65,23 5,61 8,60 4,36
250 286,17 1,30 0,46 14,47

3.3. Identificacdo e quantificacdao de compostos volateis nos 6leos

essenciais

O perfil volatil dos dleos essenciais de Lsl obtidos nas diferentes fases fenologicas
(repouso, pré-floracao e floracao) foi obtido por cromatografia gasosa acoplada a
detetor de ionizacao de chama (GC-FID) e por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). Foi utilizado um cromatografo Perkin Elmer 8700
(Connecticut, Estados Unidos da América) equipado com dois detetores de ionizacao
de chama, um sistema de tratamento de dados e um injetor, o qual estao instaladas
duas colunas de polaridade diferente: DB-1 de silica fundida, de fase imobilizada de
metilsilicone (30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 pm) (J&W Scientific Inc.,
Califérnia, Estados Unidos da América) e uma coluna DB-17HT de silica fundida (30 m
x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 pm) (J&W Scientific Inc., Califérnia, Estados
Unidos da América). A temperatura do forno foi programada a 45°C, com aumento

gradual de 3°C/min até aos 175°C, atingindo os 300°C com aumento gradual de
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15°C/min, mantendo-se nesta temperatura durante 10 min. A temperatura do injetor
e dos detetores definiram-se para 290°C e 280°C, respetivamente. Na analise em GC-
FID o gas de arraste foi o hidrogénio, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s,
com um split de 1:50. A composicdo percentual dos oleos foi determinada pela
integracao das areas dos picos sem utilizacao de fatores de correcdao. Os valores
apresentados correspondem ao valor médio de duas injecoes. Nas analises de GC-MS
utilizou-se um Autosystem XL equipado com uma coluna de silica fundida DB-1 (30 m x
0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 pym) (J&W Scientific Inc., Califérnia, Estados
Unidos da América) ligado a um Perkin-Elmer Turbomass (versao do programa 4.1)
(Connecticut, Estados Unidos da América). As condicées cromatograficas da corrida
foram iguais as descritas atras. A temperatura da linha de transferéncia foi de 280°C e
a temperatura da fonte de ides foi de 220°C. O volume de injecao foi de 1 pL. O gas
de arraste foi o hélio, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s, com um split
de 1:50, a energia de ionizacao foi de 70 eV, a corrente de ionizacao foi de 60 pA; a
gama de massas de 40-300 amu e o tempo de varrimento de 1 segundo. A identidade
dos compostos foi determinada por comparacao dos seus indices de retencao em
relacao aos dos n-alcanos C9-C21 e por comparacao com uma biblioteca de espectros
de massa desenvolvida no laboratério do Departamento de Biologia Vegetal da
Universidade de Lisboa.

Para o trabalho referente a recolha de material vegetal nas diferentes regides da Beira
Interior e material de propagacao in vitro, a analise de compostos dos OEs foi realizada
utilizando o equipamento disponivel no Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira
Interior. O equipamento cromatografico utilizado foi o SCION-SQ 456 (Bruker,
Massachusetts, Estados Unidos da América) acoplado a uma coluna capilar HP-5MS (30
m x 0,25 mm x 0,25 pm) (Agilent Technologies, California, Estados Unidos da América),
com um fluxo de 1 mL/min, utilizando o hélio como gas de arraste. Os OEs foram
diluidos em pentano (1:200) e injetados num volume de 1 pL, usando um split de 1:100.
A temperatura inicial foi programada para 45°C, com aumento gradual de 3°C/min até
aos 175°C, atingindo os 300°C com aumento gradual de 15°C/min, mantendo-se nesta
temperatura durante 10 min. As temperaturas da linha de transferéncia e a fonte de
ides foram programadas para 250°C e 220°C, respetivamente. As amostras foram
analisadas a partir de espectrometria de massa por ionizacao por impacto de eletroes
a 70 eV, sendo os compostos identificados em modo de varredura com polaridade
positiva de i6es 20-300 m/z com tempo de 250,0 ms. A identificacdo dos compostos
baseou-se no indice de retencao (IR) comparando com os IR dados pela biblioteca (NIST

17 versao 2.3, Maryland, Estados Unidos da América) e o IR calculado com base na série
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de alcanos C7-C30 (Sigma-Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da América), a qual
foi injetada nas mesmas condicbes cromatograficas que as amostras. A quantidade
relativa de cada composto foi expressa como percentagem da area relativa de cada

composto relativamente a area total dos picos quantificados na amostra.

4. Determinacao das atividades biologicas
4.1. Atividade antioxidante

4.1.1. DPPH

A atividade antioxidante dos extratos e oleo essencial foi avaliada pelo método de
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo). Preparou-se uma solucao-mae de DPPH (Sigma-
Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da América) com uma concentracao de 0,08
mM em metanol (Scharlau, Barcelona, Espanha), preparada no dia de analise,
armazenada no frio (4°C) e em ambiente escuro até utilizacao. Para a analise, o extrato
liofilizado foi dissolvido em metanol numa concentracao de 2 mg/mL. A partir desta
solucao de extrato foram preparadas diluicoes em diferentes concentracées (1,2-0,2
mg/mL). Foram pipetados 0,3 mL de cada diluicao dos extratos e adicionaram-se 2,7
mL da solucdao de DPPH. Para que fosse obtido o equilibrio entre o oxidante e as
espécies oxidadas, incubaram-se no escuro a temperatura ambiente durante 30 min.
Apés a incubacao foi lida a absorvancia a 517 nm, utilizando o metanol como
referéncia, num espectrofotometro UV-VIS (Specord 200 plus, Analytikjena). O
controlo consistiu na leitura da mistura substituindo o extrato por 0,3 mL de metanol.
Como antioxidante de referéncia foi usado o padrdao Trolox (Acros Organics,
Massachusetts, Estados Unidos da América). As determinacdes foram efetuadas em
triplicado. A atividade bloqueadora de radicais foi calculada pela seguinte equacao

(3):

. . Abs0 - Abs1
% Atividade antioxidante = [¥

2] x 100 (3)

Onde, AbsO é a absorvancia do controlo e Abs1 corresponde a absorvancia de cada
amostra.

Os resultados foram expressos em ICso (ug/mL) calculado graficamente usando curvas
de calibracao de cada concentracao de amostra versus a atividade antioxidante

calculada pela equacao 3.
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4.1.2. FRAP

Para a avaliacao da atividade antioxidante dos extratos foi usado também o método
de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Primeiramente foi preparada uma curva
padrao de sulfato ferroso (Sigma-Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da América)
variando em concentracées de 500-2000 puM (Figura 50, Apéndice 3). Os extratos foram
preparados numa concentracao de 0,5 mg/mL diluidos em agua destilada. Em
ambiente escuro, a 30 yL das amostras (procedeu-se da mesma forma para a curva de
calibracao) juntaram-se 270 pL de agua destilada e 2,7 mL reagente FRAP. Apos
homogeneizacdo em vortex, colocaram-se a reagir em banho-maria a 37°C durante 30
minutos. De seguida realizou-se a leitura das absorvancias a 595 nm, o reagente FRAP
foi utilizado como referéncia (substituindo os 30 pL das amostras por agua destilada)
no espectrofotometro UV-Vis (Specord 200 plus, Analytikjena, Jena, Alemanha). O
reagente FRAP foi preparado a partir da mistura de 25 mL de tampao acetato 0,3 M,
2,5 mL de uma solucao 10 mM de TPTZ (complexo férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina) e
2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM (Chem-lab, Zedelgem,
Bélgica), devendo ser usado imediatamente apos a sua preparacao. A solucao TPTZ foi
preparada dissolvendo 3,12 g de TPTZ (Tokyo Chemical Industry, Téquio, Japao) em 5
mL de HCl a 40 mM (Merck, Darmstadt, Alemanha), completando o volume para 1 L
num baldo volumétrico com HCl 40 mM. A solucao tampao acetato 0,3 M, pH 3,6 foi
preparada adicionando 3,1 g de acetato de sodio (Honeywell, Carolina do Norte,
Estados Unidos da América) a 16 mL de acido acético glacial (Panreac, Barcelona,
Espanha), completando o volume para 1000 mL com agua destilada. As determinacoes

foram efetuadas em triplicado e os resultados foram expressos em mmol Fe?*/100 gms.
4.1.3. Sistema B-Caroteno/acido linoleico

A metodologia do método B-caroteno foi baseada no descrito por Luis et al. (2011)
[112]. Foi preparada uma solucao de B-caroteno (Tokyo Chemical Industry, Toquio,
Japao) dissolvendo este composto em cloroformio (Fisher Scientific, Pensilvania,
Estados Unidos da América) numa concentracao 20 mg/mL. Para um baldao de fundo
redondo adicionaram-se 20 pL da solucao anterior, 400 mg de tween 20 (Scharlau,
Barcelona, Espanha), 40 L de acido linoleico (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 1 mL
de cloroférmio. Removeu-se o cloroformio num evaporador rotativo (IKA RV10,
Staufen, Alemanha) a 45°C durante cerca de 5 min, de seguida juntaram-se 100 mL de
agua destilada. Transferiram-se 5 mL desta emulsao para tubos de ensaio contendo 0,3
mL de diferentes concentra¢des dos extratos (0,5 a 4 mg/mL). Como controlo substitui-

se o volume das amostras por agua destilada. Logo apos a adicao da emulsdo a cada
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tubo, agitaram-se e foi determinada a absorvancia a 470 nm (Specord 200 Plus,
AnalytikJena, Jena, Alemanha) do tempo zero do controlo. Seguidamente, os tubos
foram incubados num banho termoestatizado a 50°C durante 2 h. Passado esse tempo
registou-se novamente a leitura da absorvancia a 470 nm. Como padrao antioxidante
foi utilizado o hidroxitolueno butilado (BHT). O branco consistiu na emulsao sem o B-
caroteno. A inibicao do B-caroteno foi calculada utilizando a seguinte equacao (4):

% inibicao = [(AbSt2 amostra - ADSt2 controto)/ (ADSto controto - ADSt2 controto)] (4)

Onde, t2 e t0 correspondem a leitura da absorvancia apds 2 h de incubacao e antes da

incubacao, respetivamente.

4.2. Atividade antimicrobiana

Este subcapitulo foi parcialmente publicado como: “Joana Domingues, Manuela
Goulao, Fernanda Delgado, José Carlos Goncalves, Joana Goncalves and Cristina Santos
Pintado. 2023. Essential oils of two Portuguese endemic species of Lavandula as a
source of antifungal and antibacterial agents. Processes, 11, 1165.” e “Joana
Domingues, Fernanda Delgado, José Carlos Goncalves, Cristina Santos Pintado. 2021.
Essential oils of Lavandula stoechas subsp. luisieri as antifungal agent against fungi

from strawberry tree fruit. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 9, 98-106.

A avaliacao da atividade antimicrobiana foi realizada no Laboratoério de Microbiologia
da ESA-IPCB. As culturas microbianas testadas estao depositadas na colecao do mesmo
laboratério, sendo usadas as suas referéncias internas ao longo do trabalho.

Neste trabalho, e por forma a abranger um espetro amplo da atividade antimicrobiana
dos extratos e OE, foram utilizadas culturas bacterianas (isolados e cultura de
referéncia) e culturas de fungos filamentosos e leveduras (isolados e cultura de
referéncia). Na Tabela 14 estao apresentadas as 10 culturas bacterianas testadas, nove
das quais sao culturas isoladas de origem alimentar e uma de referéncia ATCC.
Relativamente as culturas de fungos, foram testados 18 microrganismos. A excecao da
levedura Candida albicans (ESALD/2016, isolado clinico), e de trés culturas de
referéncia (Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404), Penicillium roqueforti (PRB6 HYP5D)
e Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763)), todas as restantes 14 culturas de fungos
filamentosos (9) e leveduras (5) foram isoladas de medronho, cujo trabalho de
identificacao vem detalhado no Capitulo 3, subcapitulo 3.2. As referéncias ESA-IPCB
para identificacao dos isolados de fungos filamentosos sao ESA.M.11, ESA.M.13,
ESA.M.38, ESA.M.44, ESA.M.45, ESA.M.48, ESA.M.51, ESA.M.54 e ESA.M.60, e para as
leveduras sao ESA.M.47, ESA.M.57, ESA.M.64, ESA.M.89 e ESA.M.99.
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Tabela 14. Identificacao e descricao das culturas bacterianas testadas neste trabalho.

. . Referéncia . Coloracao
Microrganismo ESA-IPCB Origem de Gram
Aeromonas hydrophila SC-V-AP/2015 Agua de poco -
Bacillus cereus A-FL-PB/2013 Far1nha P/ pao +
Brioche
Burkholderia sp. B-AM-Pa-3F/2014 Agua de mina -
Chromobacterium violaceum SC-AF/2014 Agua de furo -
Listeria monocytogenes QD-LCP,4/2014 Leite de cabra +
Pseudomonas aeruginosa SC-V-AP/2015 Agua de poco -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - Sangue -
Salmonella sp. - Isolado alimentar -
Serratia marcescens A-LO-596/2018 Leite de ovelha -
. CB-QM- Isolado de queijo
Staphylococcus coagulase positiva L7/11/2018 de mistura +

4.2.1. Ensaios prévios

Para a verificacao da atividade antimicrobiana de extratos e OE foi realizado um
extratos e OEs sobre as culturas. Foram realizados ensaios em duplicado através do
método de difusao em placa, com e sem disco. Para a maioria das bactérias foi
utilizado o meio de cultura Miieller-Hinton Agar (MHA, Oxoid, Madrid, Espanha), com
excecao da L. monocytogenes para a qual foi usado o meio Tryptone Soy Yeast Extract
Agar (TSYEA, Biokar, Pantin, Franca). Para as culturas fungicas foi usado o meio Potato
Dextrose Agar (PDA, VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América). Apenas para os
ensaios com OE, os meios de cultura foram suplementados com 0,8% (v/v) de tween
80 (VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América). Os meios de cultura foram
preparados de acordo com as indicacdes do fabricante e esterilizados em autoclave a
121°C durante 15 minutos. Como controlos positivos para as bactérias foi usado o
cloranfenicol (0,1%, m/v, Sigma-Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da América) e
para os fungos foi usada a natamicina (0,2%, m/v, Sigma-Aldrich, Massachusetts,

Estados Unidos da América).
4.2.2. Preparacao do in6culo e condi¢cdes de incubagao

Para a obtencdao do indculo das bactérias foi preparada uma suspensao em soro
fisiologico a 0,85% (v/v) e comparada com o padrao 0,5 da escala de McFarland

(BioMérieux, Marcy-l’Etoile, Franca), que corresponde a 1,5x10® UFC/mL. As culturas
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de fungos encontravam-se crioconservadas a -80°C em agua destilada esterilizada e
glicerol a 50% (v/v, VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América) no caso dos fungos
filamentosos, e em meio de cultura Yeast Glucose Peptone (YGP) com glicerol
(50%,v/v) no caso das leveduras. Em relacao as culturas de referéncia Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, estas foram adquiridas a
lelab (Alicante, Espanha). Apos a sua descongelacao, foram repicadas para o meio de
cultura PDA. Todas as culturas foram incubadas a 25+2°C durante 4 a 5 dias para os
fungos filamentosos e 48 h para as leveduras. Ap6s o periodo de incubacao das
leveduras, foi preparada uma suspensao do inoculo em soro fisioldgico a 0,85% NaCl,
sendo esta suspensao comparada com o padrao 1 da escala de McFarland,
correspondendo a uma densidade celular de leveduras de 3,0x10” UFC/mL. De acordo
com Alizadeh-Salteh et al. (2010), para os fungos filamentosos foi feita uma suspensao
de esporos em soro fisiologico a 0,85% NaCl a partir do crescimento dos fungos em
placa, acertando a densidade otica da suspensao a uma absorvancia entre 0,150 - 0,170
no comprimento de onda de 570 nm com o auxilio de um espectrofotémetro (Genesys
10 UV-VIS, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da América) [212].
A partir de cada suspensao de esporos foram realizadas diluicdes sucessivas em soro
fisiologico a 0,85% NaCl para a quantificacao do in6culo em placa de meio PDA. Para
B. cereus, A. hydrophila, Burkholderia sp., S. marcescens e C. violaceum as condicoes
de incubacao foram de 30+2°C durante 24 h, e a 37+2°C durante 24 h para
Staphylococcus coagulase positiva, L. monocytogenes, Salmonella sp. e P. aeruginosa.
Para os fungos a temperatura de incubacao foi de 25+2°C durante 48 h para as

leveduras e até 5 dias para os fungos filamentosos.

4.2.3. Método da microdiluicdo em caldo para determinacdao da concentracdo

.....

Para determinar a concentracao minima inibitoria (CMI) foram utilizadas microplacas
com 96 pocos (Deltalab, Barcelona, Espanha). Em cada microplaca utilizou-se um
microrganismo e testou-se o OE, em triplicado. As concentracdes testadas do OE
variaram entre 0,1 e 74,7 yL/mL e entre 4,7 e 149,3 yL/mL, para fungos e bactérias,
respetivamente. Na Figura 14 esta representada a microplaca com o delineamento
experimental usado. A cada primeiro poco dos triplicados (A1, B1 e C1; E1, F1 e G1)
foram adicionados 235,2 ou 257,6 pL (para bactérias ou fungos, respetivamente) de
meio Mieller-Hinton Broth (MHB, Oxoid, Madrid, Espanha) para bactérias, Tryptone
Soy Yeast Extract (TSYE, Biokar, Pantin, Franca) para L. monocytogenes ou Potato

Dextrose Broth (PDB, VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América) com 0,8% de tween
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80 para fungos. Ainda nestes pocos o volume de OE de Lsl foi de 44,8 ou 22,4 L,
perfazendo um volume total de 280 pL de meio de cultura + OE. A partir deste poco
esta mistura foi diluida nos pocos seguintes de cada linha, sucessivamente,
transportando 140 pL de poco para poco, ou seja, fazendo uma diluicao de 1:2, com o
auxilio de uma micropipeta. Apos as diluicoes, em cada poco foram adicionados 10 pL
do in6culo perfazendo um volume de 150 pL. A coluna 10 corresponde ao controlo
positivo que contém somente 140 pyL de meio PDB e 10 pL de indculo; a coluna 11
corresponde ao controlo do meio de cultura onde se adicionaram 150 pL do meio de
cultura MHB, TSYEB ou PDB; e na coluna 12 foram adicionados 150 pyL de agua
esterilizada, para promover alguma humidade no interior da microplaca. O controlo
negativo foi realizado em linha apo6s cada conjunto de triplicados (nas linhas D1-D9 e
H1-H9), contendo meio de cultura e o OE nas mesmas concentragcdes para que se possa
comparar com os restantes pocos e verificar a existéncia de interferéncia da

concentracao do 6leo essencial nos resultados.

Vt 280 uL
3 235,2/
Meio de cultura 257.6 140 o o |=
2 5o g I
4 ; 44,8/ L 5o N
Oleo essencial 224 Diluigdes 1:2 Sols =
scul 2 +}lo b
Inéculo 10 24 54 : =
§2i53 |23
Resazurina 30 Oo-igl<—

Controlo negativo D

G

Controlo negativo H

Figura 14. Desenho experimental da microplaca para a determinacdo da concentragao minima

.....

As microplacas foram colocadas num agitador de microplacas durante 1 min e
incubadas na estufa com temperatura adequada para o crescimento de cada
microrganismo (como referido atras) e até visualizacao de crescimento no controlo
positivo. Apos o periodo de incubacao foram adicionados 30 pL de solucao resazurina
(0,01%, VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América) e re-incubadas durante 2 h.
Finalmente, os resultados (em triplicado) foram interpretados e comparados com o

controlo positivo e negativo.
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4.2.4. Avaliacao da concentracdo minima bactericida e fungicida

A concentracao minima bactericida (CMB) e fungicida (CMF) é considerada como a
menor concentracao testada do agente antibacteriano/antifiingico capaz de matar o
microrganismo testado em meio de cultura solido apos incubacao a temperatura
adequada ao crescimento do microrganismo. Para a avaliacao da CMB e CMF foram
utilizados os meios MHA, TSYEA e PDA, tendo em conta o microrganismo. As placas de
Petri foram marcadas em quadriculas, cada uma das quais identificada com a
referéncia de cada poco, para cada um dos microrganismos e OE. De cada poco da
microplaca, foram retirados 5 pL (bactérias e leveduras) ou 10 pL (fungos filamentosos)
do seu conteldo e colocado no centro da quadricula correspondente. A leitura das
placas foi realizada apo6s incubacao nas respetivas temperaturas, registando-se a
presenca ou auséncia de crescimento do microrganismo em triplicado, determinando-
se assim a CMB e CMF.

4.3. Atividade citotoxica

A avaliacao da viabilidade celular foi realizada através do método MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), como descrito por Santos et al. (2020)
[213]. A citotoxicidade do OE de Lsl em floracao (0,3 a 10 yL/mL) e do extrato aquoso
de Pt em floracao (500 pg/mL a 5000 pg/mL) foi determinado apos 24 h de incubacao.
A linha celular testada foram os fibroblastos (NHDF), a cultura foi mantida em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640), suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de mistura antibiotica/antimicética, 0,02 M de L-glutamina, 0,01 M de
HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etano sulfénico), e 0,001 M de piruvato de
sodio. As células foram incubadas a 37°C numa incubadora ventilada com 5% de CO,,
posteriormente as células foram semeadas em microplacas de 96 pocos, com uma
densidade celular de 5x10° células/poco, que apds atingir a confluéncia foram expostas
as amostras dissolvidas em meio de cultura RPMI-1640. O mesmo meio de cultura foi
usado como controlo negativo. No final da incubacao, o meio de cultura foi removido
dos pocos e foi adicionada a solucao de MTT (0,5 mg/mL) e incubada novamente a 37°C
durante 3 h. Apds este periodo, a solucao de MTT foi removida e os cristais de
formazano foram dissolvidos em 0,5% DMSO (dimetilsulféxido), sendo as absorvancias
registadas em leitor de microplacas a 570 nm. As amostras foram testadas em
triplicado e os resultados expressos em percentagem de inibicaio em relacao ao

controlo.
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5. Ensaios de conservacao de frutos endégenos da Beira Interior
5.1. Cereja

O ensaio de conservacao de cerejas baseou-se no desenvolvimento de formulacées de
revestimento e a avaliacao das suas propriedades mecanicas e higroscopicas. Apos
aplicacao das formulacoes de revestimento selecionadas, os frutos foram avaliados em
termos de perda de massa, textura e em relacdo a microbiota de frutos sem
revestimento (C), revestidos com quitosano (CH) e revestidos com quitosano e OE de
Lsl (CH+OE). Para cada modalidade de revestimento, os frutos foram conservados a
temperatura ambiente (22°C) e de refrigeracao (4°C). As cerejas da variedade Brooks
produzidas na Quinta da Popa/Monte Serrano-Ferro, Covilha foram colhidas em maio
de 2021. As analises realizaram-se em trés momentos cronologicos: dia 0 (T0), apds 4
dias (T1), apos 8 dias (T2) e apds 12 dias (T3).

5.1.1. Selecdo da formulacao de revestimento

As formulacoes dos revestimentos foram preparadas de acordo com o desenho

experimental representado na Figura 15.

H izacdo d
Quitosano a 1,5% (m/m) omogeneizacao da

dissolvido na solucdo |:> soluggo de quitosano
At durante 24/48h a 30°C,
acetica de 1% (m/v) urante 24/ a

com 60 shaking/min

FD
FA d FB . 05% del‘:[f.:veen 20 0,5% de tween 20;
0,5% de tween 20; 0,5% de twgen 20; . - ! 0,2% de glicerol; 4%
0,2% de glicerol; 0,2% de glicerol; 0.2% de glicerol; de cera de abelha;
pe,rfez se Evolurr;e 0,5% OF; 4% de cera de abelha; 0,5% OE; ’
- perfez-se o volume perfez-se o volume " ’
omeshgiode || T Ciase || amoslsiode || e e
d quitosano quitosano ;
quitosano
) Banho de ultrassons
Aplicagdo nos frutos Cj =4 min

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""" As placas com a formulagio
Verteram-se 33 g de cada i i foram colocadas abertas numa
formulacdo para placas de |:> cimara fechada com
Petri (& 87 mm] de i i ventilagio forgada a 25-30°C
poliestireno, niveladas para a secagem e obtengdo de
peliculas de filmes (48h-72h).

Figura 15. Delineamento experimental das quatro formulacoes e formacao de filmes.
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Foram elaboradas quatro formulagdes: FA corresponde a formulacao base de quitosano
a 1,5% (m/m), glicerol a 0,2% (m/m) e tween 20 a 0,5% (m/m); FB tem como base a
composicao da FA com adicao de 0,5% (m/m) OE de Lsl; FC corresponde a formulacao
base de quitosano com cera de abelha a 4% (m/m); FD tem como base a composicao
da FC com adicao de 0,5% (m/m) de OE de Lsl. A elaboracao dos filmes para sua
posterior caracterizacao foi feita através de secagem a 25-30°C dos mesmos

previamente dispostos em placas de Petri.
5.1.2. Avaliacao das propriedades mecanicas e higroscopicas dos filmes

A espessura dos filmes foi determinada com um micrometro eletréonico (Digital Caliper)
realizando-se trés medicoes em diferentes zonas do filme, entre cada medicao
calibrou-se o equipamento. A tensao superficial e elasticidade foram avaliadas de
acordo com a norma ASTM D882-02 [214], com algumas modificacoes.
A avaliacao da tensao maxima de rutura (TS), a percentagem do alongamento na rutura
(E%) e o modulo de Young (MY) foram realizadas no Laboratoério de Quimica do Centro
de Apoio Tecnologico Agro-Alimentar de Castelo Branco. A tensao maxima de rutura
pode ser definida como a tensdao maxima que um material pode suportar ao ser
alongado antes de ocorrer a rutura. A elongacao na rutura representa a capacidade
maxima de alongamento de um filme e o mddulo de Young esta relacionado com a
rigidez do material utilizado no filme. Antes da realizacao dos ensaios mecanicos,
foram cortados 10 segmentos de filmes de cada formulacao, com dimensdes de 1 cm x
6 cm. Depois de cortados os segmentos de cada formulacao foram colocados numa
placa de Petri e acondicionados num exsicador, devidamente selado com vaselina e
contendo uma solucao de nitrato de calcio tetrahidratado (Panreac, Barcelona,
Espanha), de forma a proporcionar uma humidade relativa de 50+5% a uma
temperatura de 25+2°C, durante 72 horas antes das analises mecanicas. Para a
avaliacao utilizou-se o equipamento um texturéometro TAXTplus (Stable Micro Systems,
Surrey, Reino Unido) equipado com agarradores de tracao (modelo A/TG). Fixaram-se
os segmentos de cada filme pelas extremidades a uma sonda de gancho de tracao com
uma separacao inicial entre as extremidades de 3 cm. O teste consistiu no alongamento
do filme a uma velocidade de 50 mm/min constante até a sua rutura. O texturémetro
conectado ao software Texture Exponent 32, gerou um grafico de forca de tracao
versus a distancia de separacao dos agarradores (mm). Para cada segmento de filme
obteve-se um grafico com os valores necessarios para calcular os parametros TS, E% e
MY. Para cada formulacao, foram realizadas 10 repeticoes.
Para calcular a tensao maxima de rutura (TS), foi usada a seguinte equacao (5):
TS=F/(hxL) (5)
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Onde:

TS= tensao maxima de rutura (Mpa)
F= forca maxima de rutura (N)

h= espessura da tira (mm)

L= largura da tira (mm)

0 alongamento na rutura (%E) € um indicador da flexibilidade e elasticidade do filme,
e é expresso como a percentagem de variacao da distancia final dos agarradores
aquando da rutura em relacao a distancia inicial dos agarradores. Os resultados foram
calculados através da seguinte equacao (6):

E%=(Cf-Ci)/Cix100 (6)
Onde:
Cf= distancia final dos agarradores aquando da rutura (mm)

Ci= distancia inicial dos agarradores (mm)

A partir deste teste também é possivel obter a deformacao (d), a qual é calculada a
partir da equacao seguinte (7):
d=((Ci+1 mm)-Ci)/Ci (7)
Onde:
Ci+1= corresponde ao Cf

Ci= distancia inicial dos agarradores (mm)

0 mddulo de Young (MY, Mpa) corresponde ao quociente entre a tensao de rutura e a
deformacao, indica a resisténcia que o filme oferece a deformacao, e é obtido através
da equacao (8):

MY=c/d (8)
Onde:
o = tensao de rutura

d= deformacao

Os filmes a base de polissacarideos possuem fracas propriedades de barreira ao vapor
de agua, isto €, sdao permeaveis a sua transferéncia, o que € uma desvantagem no
embalamento de alimentos. Por isso, esta propriedade torna-se muito importante para
a selecao de formulacoes de revestimentos [215]. A permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) determinou-se gravimetricamente, de acordo com a acordo norma ASTM E96-95

[216]. Para cada formulacao foram testados triplicados com dimensdes de 5 cm de
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diametro. As amostras foram colocadas num exsicador durante 72 h a uma temperatura
e humidade controladas (21°C e 80% de humidade, Figura 16). Passadas 72 h, selaram-
se as amostras no topo das placas de Petri com 5 cm de diametro, nas quais se verteram
previamente 9 ml de uma solucao salina de cloreto de sédio (Honeywell, Carolina do
Norte, Estados Unidos da América). Pesaram-se cada uma das placas preparadas e
foram colocadas em seguida dentro de um exsicador com uma solucao de nitrato de
magnésio hexahidratado (Merck, Darmstadt, Alemanha), garantindo uma humidade
relativa de 50%. Foi colocada uma ventoinha dentro do exsicador com a finalidade de
minimizar a resisténcia a transferéncia de massa acima do filme, produzida pela cama
de ar. Foram monitorizadas as condicdes de temperatura e humidade relativa dentro
de exsicador usando um termohigréometro. A permeabilidade ao vapor de agua foi
determinada através da pesagem das caixas em intervalos de 2 h (até se obterem no
minimo 4 medicdes). Os resultados da PVA foram expressos em g/m s Pa [217]. Para o
calculo da PVA aplicou-se a seguinte equacao (9):

PVA=Am/AAtX/Ap (9)
Onde,
Am/AAt= massa de humidade ganha por unidade de tempo (g/s)
X=a média da espessura do filme (m)
A= a area da superficie exposta do filme (m?)

Ap= a diferenca da pressao de vapor de agua entre os dois lados do filme (Pa)

Ventoinha
Placa de Petri com

solucao de cloreto de
sodio, com filme no topo

Termohigrometro

Solucao de nitrato de
magnésio hexahidratado

Figura 16. Esquema experimental utilizado para medir a permeabilidade ao vapor de agua
(Adaptado de Godinho, 2014 [218]).

Para cada formulacao foi avaliada a cor, utilizando-se um colorimetro (Konica Minolta
CTR-300, New Jersey, Estados Unidos da América). O modelo utilizado foi o CIELAB que
define as trés coordenadas tridimensionais L*, a* e b*. O L diz respeito a luminosidade

(varia entre 0 e 100, correspondendo o 0 ao preto e o 100 ao branco). O a* e o b* dizem
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respeito ao croma (o seu valor varia entre -60 e +60), o a* indica-nos o valor associado
ao vermelho/verde e o b* o valor associado ao amarelo/azul. O aparelho calibrou-se
com uma placa de padrao branco e foram efetuadas trés medicoes em triplicados de

amostra de filme.
5.1.3. Aplicacao das formulacdes de revestimentos nos frutos

Os frutos foram colocados em placa de Petri (90 mm), onde foi colocado previamente
um papel de filtro esterilizado para ajudar na estabilidade dos frutos. Foram usados
12 frutos (6 frutos por caixa de Petri) por modalidade de revestimento, nas duas
temperaturas, temperatura ambiente a 22+1°C (TA) e refrigerada a 4+1°C (R), e em
cada tempo de ensaio, apods 4 dias (T1), apos 8 dias (T2) e apds 12 dias (T3). A Figura

17 ilustra o delineamento do ensaio de conservacao de cereja.

Frutos sem Yo cmm . wE - - s
revestimento

Controlo (C) ! cH . CH+EO

7 —_— o ‘
v Imers3o dos frutos em cada solucdo de { v . \
revestimento durante 5 min com agitagdo manual

—

v/ Secagem através da ventilacdo da
camara de fluxo laminar

v’ Distribuigdo dos frutos nas placas de Petri, em
caixas com humidade relativa 92+2%

Controlo (C) Quitosano (CH) CH+Oleo essencial (OE)
Tempo LE ax1°c 22+1°C £ ax1°c 22+1°C £E ax1°c 22+1°C

L A \ ¢ - A {
(apds 4 dias) 3 X2 @xz ze QXZ QXZ @XZ

T2 Y 1 i y
(apds 8 dias) @XZ sz QXZ sz @xz @xz

T3 q ® - K \ \ g ®
(apds 12 dias) > ’xz gxz X2 @xz @xz v,xz

Figura 17. Delineamento do ensaio de conservacao de cerejas com aplicacao de revestimento.

&

Os frutos sem revestimento foram colocados nas respetivas placas de Petri, enquanto
os frutos sujeitos a revestimento foram mergulhados na respetiva solucao de

revestimento durante 5 min com agitacao manual. Depois foram colocados a secar
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através da ventilacdo da camara de fluxo laminar durante 2 h, sendo posteriormente
distribuidos pelas caixas de Petri e colocados em caixas transparentes com solucao
saturada de cloreto de potassio (Sigma-Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da
América) de forma a obter uma humidade relativa superior a 90%.

Durante o ensaio de conservacao foi determinada a perda de massa através de pesagem
de frutos identificados de cada revestimento a testar controlo sem revestimento (C),
FA e FB ao longo do tempo. A perda de massa foi expressa como a percentagem de
perda em relacdo a massa inicial. Para esta determinacao utilizou-se uma balanca
analitica com precisao a 0,0001 g (Precisa Instruments BJ-11000).

A textura dos frutos foi avaliada num texturometro TA-Xtplus (Stable Micro Systems,
Surrey, Reino Unido). Foi realizado um teste de compressao utilizando uma sonda plana
com 75 mm de diametro. A amostra de cereja foi fixa na plataforma e pressionada na
zona central a uma velocidade constante de 0,20 mm/s. Através do teste efetuado
obtém-se a forca exercida (N) em funcdo da distancia e do tempo exercido para
pressionar o fruto. A percentagem de compressao (3%) foi escolhida de modo a
minimizar a influéncia do caroco. Nesta avaliacdo utilizaram-se 10 cerejas de cada

tratamento.
5.1.4. Avaliacdo da microbiota

A avaliacao da microbiota presente nos frutos foi realizada no dia de colheita (T0) e
nos trés momentos seguintes de analise: apos 4 dias (T1), apos 8 dias (T2) e apos 12
dias (T3). Para a avaliacdo microbiolégica dos frutos seguiram-se os referenciais
normativos: 1SO 4833:2003 [219] para a contagem de microrganismos mesofilos, a NP-
2307:1987 [220] para a contagem de microrganismos psicrotroficos, e a NP-3277-1:1987
[221] para a contagem de bolores e leveduras. No caso das cerejas foram utilizados 10
g de fruto, tendo sido homogeneizados em 90 mL da solucao de triptona sal (Biokar,
Pantin, Franca) com 0,08% de tween 80 durante 1 min a 260 rpm em stomacher 400
Circulator (Seward, West Sussex, Reino Unido). Foram preparadas varias diluicoes da
suspensao inicial em solucao de triptona sal. A suspensao inicial e as diluicoes decimais
seguintes foram inoculadas no meio de cultura adequado para cada parametro
microbioldgico avaliado. Para a contagem dos microrganismos mesofilos e
psicrotroficos foi usado o meio PCA (Plate Count Agar, VWR, Pensilvania, Estados
Unidos da América) com temperaturas de incubacao de 30+1°C durante 72 h e de
6,5+1°C durante 10 dias, respetivamente. Para a contagem de bolores e leveduras foi
usado o meio DRBC (Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar, Biokar, Pantin,

Franca) a 25+1°C durante 5 dias. Foram feitos quadruplicados das analises e os
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resultados foram expressos em log UFC (Unidade Formadora de Colénia) por g de fruto
(UFC/g fruto).

5.2. Medronho

Este subcapitulo foi parcialmente publicado como: “Joana Domingues, Manuela
Goulao, Maria Teresa Coelho, José Carlos Goncalves, Cristina Santos Pintado. 2022.
Different postharvest storage conditions of Arbutus unedo L. fruits and their
physicochemical and microbiological characterization. International Food Research
Journal, 29 (1).”

Com o objetivo de caraterizar a microbiota presente naturalmente no medronho, e no
ambito do projeto CENTRO 2020, PROVERE - Operational Program (Grant no.: CENTRO-
04-3928-FEDER-000009), Strawberry Tree Innovation Platform Action, Portugal 2020,
foram recolhidos medronhos de um pomar situado em Oleiros, Castelo Branco, durante
dois anos consecutivos. As amostras constaram de 200 frutos de cada planta-mae, com
quatro origens diferentes, pelo que se denominaram de: Seminal, AL1, AL2 e AL3. Para
minimizar contaminagdes cruzadas, os frutos foram recolhidos da arvore e colocados
em caixas isotérmicas previamente desinfetadas, sendo transportadas para o
Laboratoério de Microbiologia da ESA-IPCB.

Para avaliar o efeito da temperatura de conservacao na vida de prateleira dos frutos,
diferentes métodos de conservacao foram definidos em diferentes momentos de
analise (Tabela 15). As analises microbiologicas foram realizadas no dia em que as

amostras chegaram ao laboratorio, no tempo 0 (T0), ap6s 4 (T1) e 11 (T2) dias.

Tabela 15. Métodos de conservacao e tempos de analise aplicados no ensaio de conservacao

de medronho para avaliacao da sua microbiota.

Tempo Método de conservacéao

Dia 0 TO- Frutos frescos
T1TA- Temperatura ambiente (25+1°C)

4° dia
T1R- Refrigeracao (6,5+1°C)

11° dia T2TA- Temperatura ambiente (25+1°C)
T2R- Refrigeracao (6,5+1°C)

21° dia T3F- Congelacao (-22+1°C)

Em ambos os tempos os frutos foram mantidos sob refrigeracao (6,5+1°C) e em

temperatura ambiente (25+1°C). Paralelamente, separaram-se frutos das diferentes
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origens que foram mantidos congelados (-22+1°C) e ap6s 21 dias (T3) foram analisados

nos mesmos parametros.
5.2.1. Avaliacdo da microbiota

Para proceder a avaliacdao da microbiota presente nos frutos, seguiram-se os seguintes
referenciais normativos: SO 4833:2003 [219] para a contagem de microrganismos
mesofilos, a NP-2307:1987 [220] para microrganismos psicrotroficos, a NP-4137:1991
[222] para as Enterobacteriaceae e a NP-3277-1:1987 [221] para bolores e leveduras.
A selecao destes grupos de microrganismos baseou-se na sua probabilidade de
ocorréncia nos frutos, assim como a possivel sobrevivéncia e multiplicacao quando os
frutos fossem sujeitos a diferentes métodos de conservacao. De cada amostra pesaram-
se 10 g de frutos, tendo sido homogeneizadas em 90 mL da solucao de triptona sal
(Biokar, Pantin, Franca) com 0,08% de tween 80 (VWR, Pensilvania, Estados Unidos da
América) durante 1 min a 260 rpm em stomacher 400 Circulator (Seward, West Sussex,
Reino Unido). Foram preparadas varias diluicoes da suspensao inicial em solucao de
triptona sal. A suspensao inicial e as diluicées decimais seguintes foram inoculadas no
meio de cultura adequado para cada parametro microbiologico avaliado. Para a
contagem dos microrganismos mesofilos e psicrotroficos foi usado o meio PCA (VWR,
Pensilvania, Estados Unidos da América) com temperaturas de incubacao de 30+1°C
durante 72 h e de 6,5+1°C durante 10 dias, respetivamente. Para a contagem de
bolores e leveduras foi usado o meio DRBC (Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol
Agar, Biokar, Pantin, Franca) a 25+1°C durante 5 dias; para a contagem de
Enterobacteriaceae foi usado o meio VRBG (Violet Red Bile Glucose, Biokar, Pantin,
Franca) a 37+1°C durante 24 h. Foram feitos quadruplicados das analises e os resultados

foram expressos em log UFC/g fruto.
5.2.2. Selecao da micobiota predominante nos frutos

No primeiro ano deste ensaio (2017) e para todas as amostras e métodos de
conservacao, as colonias de fungos mais representativas foram selecionadas, isoladas,
purificadas e caraterizadas morfologicamente. Foram isoladas e caracterizadas
morfologicamente 97 coldnias de fungos (51,5% corresponderam a fungos filamentosos
e 48,5% a leveduras). Cada um dos isolados selecionados foi inoculado em meio PDA
(VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América) e incubado a 25+1°C até 5 dias. De
acordo com o seu aspeto morfoldgico e crescimento rapido em meio PDA, assim como
a sua representatividade ao longo do ensaio de conservacao, foram selecionados 57

isolados de medronho para a sua identificacao molecular.
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5.2.3. Identificacdo molecular da micobiota do medronho

Todos os isolados de fungos foram crioconservados a -80°C, sendo os fungos
filamentosos conservados numa solucao de glicerol:agua (1:1) e as leveduras em meio
de cultura YGP com glicerol a 50%. De forma a identificar a maioria dos isolados, foram
selecionados 57 isolados para analise utilizando técnicas de biologia molecular. O
trabalho de caraterizacao genética foi realizado com a colaboracao da Micoteca da

Universidade do Minho.

Extracdo de acidos nucleicos

Para a extracao de acidos nucleicos pesaram-se entre 50 - 200 mg de biomassa de cada
isolado para um tubo de rosca destinado ao equipamento Fast Prep-24™ Instrument
(MP Biomedicals, California, Estados Unidos da América), com esferas de vidro (6710-
1,180 pm, Sigma-Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos da América) no interior, e
adicionou-se 1 mL de tampao CTAB (100 mM de Tris-HCl pH 8,4, 1,4 M de NaCl, 25 mM
de EDTA pH 8 e 2% (m/v) de brometo de cetrimoénio). As amostras foram
homogeneizadas no Fast Prep-24™ Instrument durante 30 segundos a velocidade 6 m/s,
seguido de centrifugacao a 14.000xg durante 8 minutos. Transferiram-se 800 pL do
sobrenadante para um novo tubo eppendorf. Para precipitar os polissacarideos e
proteinas adicionou-se 1 mL de acetato de sodio 3 M pH 5,5. Homogeneizou-se
cuidadosamente por inversao, incubaram-se as amostras a -20°C durante 10 min, e
centrifugaram-se novamente a 14.000xg durante 10 min. Pipetou-se 1 mL do
sobrenadante para um tubo novo e precipitaram-se os acidos nucleicos com 1 mL de
isopropanol. Homogeneizou-se cuidadosamente por inversao e incubaram-se as
amostras durante 1 h a temperatura ambiente. Apds este tempo, as amostras foram
novamente centrifugadas a 14.000xg durante 10 min e descartou-se o sobrenadante.
Lavou-se o pellet de acidos nucleicos com 1 mL de etanol a 70% frio (-20°C),
centrifugaram-se as amostras a 6000xg durante 7 min, repetiu-se o processo duas
vezes, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado foi seco ao ar. Normalmente
para além de ADN co-extrai-se ARN, por isso é realizado um tratamento com ARNase
(10 mg/mL) a 60°C durante 1 h. O ADN foi ressuspendido com 50 pL de agua ultrapura

e guardado a -20°C até utilizacao.

Reacao em cadeia da polimerase (PCR)
Apos controlo de qualidade das amostras de ADN através de analise por eletroforese
em gel de agarose e de quantificacao por espetrofotometria UV/VIS utilizando o

equipamento NanoDrop-1000 (Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da

90



Capitulo 2 - Materiais e Métodos

América), as amostras foram preparadas para a reacao de amplificacao por PCR. No
caso de fungos filamentosos cuja sua macro e micromorfologia correspondesse aos
géneros Aspergillus e Penicillium, foi utilizado o marcador genético beta-tubulina
(benA). Para os restantes fungos filamentosos foi utilizada a regidao espacadora
transcrita interna (ITS-internal transcribed spacer) e para as leveduras o dominio
D1/D2 do gene da subunidade 28S do ARN ribossomal. Na Tabela 16 apresentam-se os
volumes dos reagentes utilizados em cada reacao de PCR e as condicées do ciclo de
amplificacdo para cada marcador genético no termociclador C1000™ (Bio-Rad,

California, Estados Unidos da América).

Purificacao dos produtos de PCR

Para cada amostra purificou-se 30 pL de produto de PCR utilizando o kit NZYGelpure
(NZYTech, Lisboa, Portugal), seguindo as instrucdes do fabricante. As amostras
purificadas foram preparadas para sequenciacao de Sanger: a 5 yL de produto de PCR
purificado adicionaram-se 2,5 pyL de primer (rev) a 10 pM. As amostras sao depois

enviadas para sequenciacao na StabVida Lda (Lisboa, Portugal).

Tabela 16. Condicoes e reagentes do ciclo da PCR.

Reagentes Asp gr.gr{lus SPP- . Fungos Leveduras
Penicillium spp. filamentosos
2x Taq Master Mix (VWR) 25 pL 25 pL 25 pL
Primer fwd (10 pM) 1 yL (Bt2a) 1 pL (ITS1) 1 pL (NL1)
Primer rev (10 uM) 1pL (Bt2b) 1pL (ITS4) 1pL (NL4)
Agua ultrapura 22 pL 22 L 22 L
ADN 1L 1L 1L
2 min a 95°C
Iniciacao 6 min a 95°C
~ 30sa95°C
Desnaturacao 1 min a 95°C
3 1 min a 56,7°C
Hibridacao 45 s a 56°C
1 min a 72°C
Alongamento 90 sa72°C
x35
repeticdo x35
10 min a 72°C
Alongamento final 10 min a 72°C
- 10°C a tempo
Finalizacao 10°C a tempo indefinido

indefinido

Analise filogenética
Para a identificacao molecular dos microrganismos isolados de medronho construiram-
se arvores filogenéticas com as sequéncias geradas através de sequenciacao de Sanger

e as melhores correspondéncias na base de dados GenBak do NCBI
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank, acedido em outubro de 2019). Apos

determinacao do género/espécies com correspondéncia mais proxima através de uma
analise utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), descarregaram-se sequéncias, para o
mesmo marcador genético, de referéncia ou, quando indisponiveis, outras sequéncias
depositadas com referéncia em publicacdes cientificas. Com a compilacao de todas as

sequéncias, elaboraram-se as arvores filogenéticas utilizando o software MEGA11.

6. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada recorrendo ao software IBM SPSS Statistics v.25. Os
resultados dos trabalhos realizados na micropropagacao foram comparados através da
analise de variancia unidirecional (ANOVA), conjuntamente com o teste post-hoc Tukey
HSD, com um nivel de significancia de p<0,05. A normalidade dos resultados de cada
ensaio foi confirmada através do teste Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancia
através do teste Levene. Os tratamentos estatisticos utilizados nos demais ensaios
estao apresentados junto dos respetivos resultados. Nos resultados em que os
pressupostos dos testes paramétricos nao se confirmaram, foram realizados testes nao

paramétricos respetivamente identificados.
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1. Propagacao in vitro das espécies em biorreatores de imersao

temporaria
1.1. Estabelecimento de material in vitro

Para o estabelecimento in vitro da L. stoechas subsp. luisieri (Lsl) realizaram-se quatro
modalidades de tratamento na etapa de desinfecao, com variacao na concentracao de
hipoclorito de sodio (NaOCl) e duracao da exposicao dos explantes. Para cada um dos
tratamentos avaliaram-se os rebentos viaveis (%), contaminacées (%) e necroses (%),
apos 15 dias. Na Figura 18 estao apresentados os resultados de estabelecimento para
cada modalidade. De acordo com os resultados € possivel verificar que o aumento de
concentracao de NaOCl tem um efeito negativo nos explantes, pois nos tratamentos E3
e E4 com 2% de NaOCl a percentagem de rebentos viaveis é inferior a 10%, aumentando
também a percentagem de necroses, com valores entre 7 e 20%. Relativamente as
contaminacoes, estas podem ser de origem flngica ou bacteriana, no tratamento E3
foi onde se obteve a maior percentagem de contaminacao (13%), contrariamente aos
E1 e E2 com concentracao de NaOCl inferior. O tratamento E1 com 1% NaOCl durante
10 min foi o tratamento onde se obteve maior percentagem de rebentos viaveis (37%),
seguido do E2 (1% NaOCl durante 15 min) com 23%.

40
35
30
25
X 20
15
10 | -
.. B |
El E2 E3 E4
Rebentos viaveis ContaminagGes Necroses

Figura 18. Efeito da concentracédo e exposicao ao hipoclorito de soédio na etapa de desinfecao

de explantes de L. stoechas subsp. luisieri.

A duracao da exposicao ao agente desinfetante e a sua concentracao sao dois dos
fatores mais importantes na etapa de desinfecao, assim como o nivel de contaminacao

a que o material vegetal esta exposto. Em diversas culturas, nomeadamente em L.
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viridis, as taxas de contaminacao na fase de estabelecimento podem ser elevadas,
superiores a 50% [150]. Durante esta etapa também ¢é importante assegurar que todos
os explantes estao expostos da mesma forma ao agente, assegurando alguma agitacao
para promover a exposicao a totalidade do explante. No estabelecimento de L.
pedunculata, Zuzarte et al. (2010) reportaram uma percentagem de rebentos novos
superior a 80% [11]. A eficacia do estabelecimento in vitro, para além dos fatores
relacionados com o processo de desinfecao, também pode ser influenciada por fatores
bioticos da planta, nomeadamente pela fase fenoldgica e pelo tipo de segmentos
utilizados [137].

1.2. Multiplicacdo em biorreatores de imersédo temporaria

1.2.1. Lavandula stoechas subsp. luisieri

Ensaio A

Na Tabela 17 estao apresentados os resultados do ensaio A em Lsl no sistema agarizado
(T1) e em BIT (T2-T7). Neste ensaio foram avaliados os parametros: nimero de novos
rebentos (NnR), comprimento do maior rebento (CmR, cm), a taxa de multiplicacao
(Tm), os pesos fresco (Pf, g) e seco (Ps, g), e a taxa de mortalidade (%). Com o objetivo
de perceber o efeito da duracao do ciclo na cultura, os explantes propagados em cada
tratamento (T1-T7) foram avaliados em dois momentos distintos, apos 30 dias (D30) e
50 dias de ciclo (D50). Os tratamentos T2 a T4 caracterizaram-se por ter as mesmas
condicdes de imersao e arejamento, de 3 min uma vez por dia e 1 min seis vezes por
dia, respetivamente. Enquanto nos tratamentos T5 a T7 as condicoes de imersao e
arejamento foram 3 min duas vezes por dia e 1 min oito vezes por dia, apenas com
diferenciacao na concentracao de regulador de crescimento utilizado.

De acordo com os resultados podemos verificar que em relacao ao parametro nimero
de novos rebentos, e para o ciclo de 30 dias, os tratamentos T3 (3,29) e T4 (3,42)
apresentaram os maiores valores, deferindo entre si na concentracao de BAP aplicada
no meio de cultura, 0,05 e 0,01 mg/L, respetivamente. Para estes dois tratamentos a
diferenca de concentracao da hormona nao pareceu contribuir de forma significativa
para os parametros avaliados. No entanto, a concentracao maxima testada (0,1 mg/L),
no tratamento T2, contribuiu para uma reducao dos parametros avaliados. Ruta et al.
(2020) também revelaram resultados semelhantes na multiplicacao de Lycium
barbarum, onde com o uso de diferentes concentracdes de BAP (0,1, 0,5 e 1 mg/L)
obtiveram maiores valores nos parametros nimero de novos rebentos e comprimento
do maior rebento com a concentracao mais baixa [164]. No T2 obtiveram-se os menores

valores para os parametros numero de novos rebentos, comprimento do maior rebento
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e taxa de multiplicacdo. Em relacdo ao parametro comprimento do maior rebento,
para o ciclo de 30 dias, foi o T7 que revelou o maior comprimento com 3,73 cm, nao
diferindo estatisticamente dos restantes tratamentos, exceto do T2 (2,84 cm).
Relativamente a taxa de multiplicacdo, o valor mais elevado foi obtido no sistema
agarizado (4,29), sendo que nos tratamentos BIT nao houve diferencas significativas.
Os pesos fresco e seco mantiveram o perfil de proporcao, sendo que os maiores pesos

fresco e seco foram obtidos no tratamento T5 com 1,01 g e 0,09 g, respetivamente.

Tabela 17. Efeito dos diferentes tratamentos no nimero de novos rebentos (NnR), no
comprimento do maior rebento (CmR), na taxa de multiplicacdao (Tm), no peso fresco (Pf) e no

peso seco (Ps) no ensaio A de explantes de L. stoechas subsp. luisieri.

Tratamento NnR CmR (cm) Tm Pf (g) Ps (g) Mort(a%i)dade
T1D30 2,58+0,183PE 3,080, 1135EF 4,29+0,27%8 0,16+0,014F 0,02+0,00%P 0
T2D30 1,50+0,13¢E 2,84+0,12"F 1,42+0,05%P 0,49+0,055F  0,04+0,00°4P 0
T3D30 3,29+0,32%P¢ 3,33:0,18%FF 1,620,035 0,48+0,03%F  0,06+0,00° 0
T4D30 3,42:0,34%P¢ 3,37+0,1930:PEF 1,660,045 0,58+0,04>EF  0,07+0,00%° 3,33
T5D30 2,68+0,363"0¢ 3,090, 1235EF 1,55+0,09%P 1,01+0,0930E 0,09+0,01%P 0
T6D30 1,63+0,18>F 3,37+0,1730:PEF 1,680,065 0,740,065 0,08+0,00°%:° 6,67
T7D30 2,42+0,20%PE 3 73+0,29%PEF 1,870,055 0,49+0,055F  0,06+0,01°<:P 10
T1D50 3,340,290 4,91+0,19%* 6,76+0,33%* 0,26+0,024F 0,04+0,00%P 0
T2D50 6,77+0,53"8 3,87+0,18PBDE 1,93+0,09°<<P 2,77+0,27%8  0,29+0,03208 3,33
T3D50 10,520,974 4,68+0,22%048 2,34:0,115¢ 2,48+0,22°8  0,25:0,023>B 0
T4D50 5,61+0,27°58C  4,23+0,2130ABC0 2,1120,11bCP 2,26+0,19>8¢ 0,230,045 0
T5D50 6,320,668 4,59+0,223>A8C 2,29+0,115¢ 3,60+0,32%* 0,35+0,03%* 20
T6D50 3,680,285 3,760,204 E 1,88+0,10°<P 2,14+0,22°8¢  0,2240,02°5¢ 3,33
T7D50 5,62:+0,21°8¢ 3,100, 14%EF 1,55+0,07¢° 1,64+0,205®°  0,17:0,025¢ 0

Os resultados estao representados como valor médio+erro padrao. Valores médios inseridos na mesma
coluna e com diferentes letras sao significativamente diferentes pelo teste post-hoc de ANOVA, Tukey
HSD (p<0,05). Letras minuUsculas referem-se a comparacao de valores médios entre o mesmo tempo de
ensaio (D30 ou D50), enquanto letras mailsculas referem-se a comparacao de valores médios de ambos

os tempos de ensaio (D30 e D50).

Relativamente ao ciclo com maior duracao (50 dias), e comparativamente com o ciclo
de 30 dias, a maioria dos tratamentos revelaram uma melhoria nos resultados dos
parametros avaliados. Observando os resultados consegue-se perceber que o aumento
da duracao do ciclo contribuiu para o aumento da multiplicacao dos explantes. Nos

tratamentos BIT o valor mais elevado no parametro nimero de novos rebentos
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verificou-se no tratamento T3 com um valor médio de 10,52 novos rebentos, assim
como a taxa de multiplicacao (2,34) e o comprimento do maior rebento com 4,68 cm.
No sistema convencional foi obtido o maior valor de taxa de multiplicacao nos dois
momentos de analise, diferindo estatisticamente dos tratamentos de BIT. Em relacao
aos pesos fresco e seco, os maiores valores médios ocorreram no T5, com 3,60 g e 0,35
g, respetivamente. Para estes parametros, o T5 obteve os maiores valores médios no
ciclo de 30 dias, estes resultados podem estar associados a concentracao relativamente
elevada de BAP (0,1 mg/L), que conjugado com o aumento da duracao e frequéncia de
imersao contribui para uma maior absorcao de agua nos tecidos do explante e com a
maior concentracao do regulador de crescimento que também esta associada a
fenomenos de hiperhidricidade [149].

Na Figura 19 estao apresentadas as percentagens de hiperhidricidade dos explantes em
cada tratamento. Neste ensaio ocorreram dois tipos de hiperhidricidade, de forma
parcial, isto é, a parte basal do explante e que esta frequentemente em contacto com
o meio de cultura apresenta-se hiperhidratada, sendo que a parte aérea nao apresenta

sinais de hiperhidricidade, e a hiperhidricidade total do explante.
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Figura 19. Percentagem de hiperhidricidade total e parcial nos explantes do ensaio A

de L. stoechas subsp. luisieri.

Devido a elevada hiperhidricidade verificada neste ensaio de BIT, as taxas de
multiplicacao foram reduzidas, pois apesar de o niUmero de novos rebentos ser elevado
na maioria dos tratamentos, para a avaliacao da taxa de multiplicacao apenas foram
considerados os explantes secundarios gerados com auséncia de hiperhidricidade.

Graficamente é observavel que nos tratamentos de 30 dias de ciclo de crescimento,

todos apresentam hiperhidricidade, seja parcial ou total, apenas o T3 apresenta
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hiperhidricidade total abaixo de 50%, o mesmo acontece no ciclo de 50 dias onde se
verificou um decréscimo deste disturbio fisiologico.

Avaliando globalmente o ensaio, pode-se observar que em relacao ao niUmero de novos
rebentos, ao tamanho do maior rebento e a taxa de multiplicacdo, o melhor
tratamento de BIT foi o T3D50. Em relacao a massa produzida, o maior valor de peso
fresco e seco foi verificado no T5D50. Comparativamente com o T3, o T5 difere na
concentracao de BAP, com 0,05 e 0,1 mg/L, respetivamente. A utilizacao de
concentracoes elevadas de BAP parece estar relacionada com o aumento de fenémenos
de hiperhidricidade [149]. Para além da influéncia que o regulador de crescimento
pode ter na fisiologia dos explantes, também devemos ter em consideracao as
condicoes de imersao e arejamento em BIT. Corroborando esta tendéncia, a imersao
do meio de cultura é mais frequente (2x por dia) no T5 do que no T3 (1x por dia), o
aumento da frequéncia de imersao de meio de cultura pode contribuir para a
ocorréncia de hiperhidricidade nos explantes [35, 162, 163]. Verificou-se também que
entre 30 e 50 dias de ciclo, os parametros biométricos foram maiores no ciclo mais
longo, esta tendéncia também é verificada no tratamento agarizado.

Outro parametro importante na propagacao de culturas in vitro é a avaliacao da cor,
pois a maioria das necessidades que a planta e, neste caso, os explantes precisam
traduzem-se em aspetos morfologicos, como em fendmenos de hiperhidricidade o
aspeto do explante fica mais translicido e de tonalidade mais escura em relacao ao
aspeto saudavel. No caso de explantes com tonalidades muito claras, esta morfologia
pode estar relacionada com problemas na producao de clorofilas, assim como
explantes com tonalidades amareladas ou acastanhadas pode dever-se a falta ou
excesso de nutrientes [223]. Neste ensaio apesar de na maioria dos tratamentos a cor
média ser verde hiperhidratado/translicido, alguns tratamentos apresentaram cores
de verde mais claro (Figura 20). O tratamento agarizado (T1) caracterizou-se por
apresentar tonalidades de verde a verde-claro, enquanto os tratamentos de BIT,
mesmo naqueles em que a hiperhidricidade maioritaria foi parcial, apresentaram uma

tonalidade de verde-escuro na base e a parte aérea com tons de verde a verde-claro.

Ensaio B

Relativamente ao ensaio B em Lsl foram realizados tratamentos com dois reguladores
de crescimento, a BAP numa concentracao de 0,05 mg/L (T8 e T10) e mT numa
concentracao de 0,5 mg/L (T9 e T11). Neste ensaio as condicoes de imersao
mantiveram-se iguais ao melhor resultado do ensaio A, 3 min a cada 24 h, e o

arejamento foi de 1 min a cada 12 h para os tratamentos T8 e T9. Nos tratamentos T10

99



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

D30

D50

P

Figura 20. Aspeto visual dos explantes de L. stoechas subsp. luisieri produzidos nos diferentes tratamentos do ensaio A. A barra a preto corresponde a 1 cm.

e T11 a imersao foi reduzida para 1 min a cada 24 h. No T12 mantiveram-se as condicdes de imersao de 1 min a cada 24 h, alterando o
arejamento para 5 s a cada 8 h de arejamento e no T13 a imersao foi de 1,5 min a cada 12 h. Comparando os tratamentos T8 a T11, verificou-
se um maior niumero de novos rebentos no T9 (10,43) nao diferindo estatisticamente do T8 (9,79) (Tabela 18). O mesmo comportamento
verificou-se nos parametros comprimento do maior rebento, com um valor de 2,20 cm no T9, seguido de 1,58 cm no T8; na taxa de
multiplicacao com 1,46 no T9 e 1,05 no T8; e no peso fresco com 0,67 g no T9. No entanto, estes tratamentos revelaram as maiores taxas de
hiperhidricidade, o que, apesar de apresentarem valores elevados de NnR e de CmR, a sua taxa de multiplicacao foi reduzida pois nao se
consideraram explantes com hiperhidricidade como viaveis para multiplicacao. Comparando a duracao de imersao que foi reduzida para 1 min
nos T10 e T11, esta alteracao revelou ser menos eficiente no niumero de novos rebentos e no comprimento do maior rebento, do que as

condicoes de imersao de 3 min em 24 h. No entanto para a taxa de multiplicacao verificou-se um ligeiro aumento para estes Ultimos tratamen-
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tos. Ramirez-Mosqueda et al. (2016) obtiveram melhores resultados nos parametros de
multiplicacao de explantes de Stevia rebaudiana em condi¢cdes de imersao de meio de
cultura com frequéncias maiores do que periodos mais curtos [224]. Também Akdemir
et al. (2014) comparam diferentes tempos de frequéncia de imersao na multiplicacao
em BIT de Pistacia spp., pelo que os melhores resultados de multiplicacdao foram
obtidos em frequéncias maiores [163].

Em relacdao aos tratamentos T12 e T13, utilizou-se a BAP como regulador de
crescimento. O aumento da frequéncia de arejamento ajustou-se devido ao facto de
ocorrerem explantes hiperhidratados. O arejamento pode contribuir para
evitar/retardar processos de hiperhidricidade, reduzindo a humidade no
compartimento do biorreator, assim como na superficie do explante, contribuindo
dessa forma para uma maior eficiéncia na absorcao de nutrientes [162]. Entre os
tratamentos deste ensaio, o T13 destacou-se nos parametros do comprimento do maior

rebento (3,92 cm), taxa de multiplicacao (4,51) e peso fresco (0,97 g).

Tabela 18. Efeito dos diferentes tratamentos no nimero de novos rebentos (NnR), no
comprimento do maior rebento (CmR), na taxa de multiplicacao (Tm), no peso fresco (Pf, g),

hiperhidricidade (%) e mortalidade (%) no ensaio B de L. stoechas subsp. luisieri.

Hiperhidricidade Mortalidade

Tratamento NnR CmR (cm) Tm Pf (g) %) %)
T8 9,79+0,64* 1,58+0,08< 1,05+0,05¢ 0,24+0,02¢ 60 0
T9 10,43:0,59° 2,20+0,14° 1,46+0,09< 0,67+0,07° 83 37
T10 2,89+0,46¢ 1,13+0,07¢ 1,75+0,15% 0,07+0,01¢ 0
T11 5,05:0,60° 1,21+0,08¢ 2,16£0,31¢ 0,13+0,02% 37
T12 5,25:0,36° 1,89+0,14b¢ 3,50+0,24° 0,11+0,01< 12
T13 6,76+0,47° 3,920,172 4,51£0,312 0,97+0,04* 40 10

Os resultados estao representados como valor médio+erro padrao. Diferentes letras na mesma coluna

correspondem a diferencas significativas pelo teste post-hoc de ANOVA, Tukey HSD (p<0,05).

No ensaio B, os explantes revelaram hiperhidricidade de forma parcial. A maior
percentagem de hiperhidricidade dos explantes foi obtida no T9, com 83%, seguido do
T8 com 60%. Estes resultados podem dever-se aos tempos de imersao do meio de
cultura aplicados serem os mais elevados. Pelo contrario, no T10 observou-se auséncia
de explantes hiperhidratados, seguido do T12 com 12% dos explantes a revelarem esta
desordem fisiologica. Relativamente a taxa de mortalidade, o T9 foi onde se verificou
a maior taxa com 37%, seguido do T13 com 10%. Outro aspeto que pode ter contribuido
para a reducao da hiperhidricidade nos explantes neste ensaio foi a aplicacao da rede
no compartimento dos explantes.

Na Figura 21 podemos observar o aspeto visual dos explantes produzidos nos

tratamentos do ensaio B.
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Figura 21. Aspeto visual dos explantes de L. stoechas subsp. luisieri produzidos nos diferentes

tratamentos do ensaio B. A barra a preto corresponde a 1 cm.

Tendo em conta todos os ensaios de BIT realizados em Lsl, podemos concluir que a
espécie ndo é muito exigente em termos de frequéncia e duracao de imersao de meio
de cultura, suportando periodos relativamente longos, entre 12 h a 24 h de imersao.
Noutra espécie da familia das Lamiaceae, em Rosmarinus officinalis, as frequéncias
de imersao também se ajustaram entre 12 h e 24 h, sendo que os melhores resultados
de propagacao foram obtidos em tempos de imersao mais curtos (1 min) e em menor
frequéncia (a cada 12 h) [159].

1.2.2. Pterospartum tridentatum

Ensaio A

Numa primeira fase e para verificar o comportamento dos explantes em BIT, foi
realizado um ensaio preliminar onde se avaliou a duracao do ciclo de multiplicacao de
30 e 50 dias, a densidade de explantes e as condicOes de arejamento e imersao de
meio de cultura. Na Tabela 19 estao apresentados os parametros de avaliacao, peso
fresco e seco (g). Relativamente ao peso fresco, independentemente do tratamento
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este aumentou com o tempo, quer no tratamento agarizado (T1) ou em BIT (T2 e T3).
O tratamento onde se verificou um valor mais elevado foi no T2 com 2,08 g (D30) e
3,69 g (D50), ambos estatisticamente diferentes do T1 e T3. Este aumento de peso
pode dever-se a relacao volume de meio de cultura disponivel por explante, e por isso
contribuir para uma maior absorcao de nutrientes e agua nos tecidos do explante. A
influéncia da densidade de explantes nos parametros de multiplicacdo também é
reporta por Rahman et al. (2015) os autores demonstraram que entre 60 e 90 explantes
o numero de entrends, o comprimento dos explantes e peso fresco foram inferiores a
densidades superiores na propagacao de Solanum tuberosum em sistemas de nutrient
spray bioreactor [225]. No tratamento agarizado observaram-se os menores pesos

fresco e seco, nos dois tempos de duracao de ciclo.

Tabela 19. Efeito dos tratamentos do ensaio A no peso fresco e seco em P. tridentatum.

Peso fresco (g) Peso seco (g)
Tratamento
DO D30 D50 DO D30 D50
T1 0,60+0,26¢ 0,99+0,50¢ 0,06+0,03¢ 0,10+0,05¢
T2 0,03+0,00 2,08+0,222 3,69+0,18* 0,01+0,00 0,17+0,02°2 0,31+0,022
T3 1,79+0,05> 2,25+0,36P 0,15+0,01° 0,19+0,03°

Os resultados estdao expressos em médiazerro padrao. Diferentes letras na mesma coluna correspondem a

diferencas significativas pelo teste post-hoc de ANOVA, Tukey HSD (p<0,05).

Na Figura 22, podem observar-se as caracteristicas morfoldgicas dos explantes nos
diferentes tratamentos. A cor das folhas de P. tridentatum variaram de verde-claro e

verde-escuro no T1, enquanto para os T2 e T3 a cor das folhas foi maioritariamente

T2D30 T3D30 !

T2D50 T3D50

\ i

Figura 22. Aspeto visual dos explantes de P. tridentatum produzidos nos diferentes

verde-escuro a castanho.

tratamentos do ensaio A. A barra a preto corresponde a 1 cm.

A cor das folhas nos tratamentos em biorreatores revelou um escurecimento ao longo

do tempo e forte hiperhidricidade, corroborando os resultados de peso fresco e
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consequente maior absorcao de agua. Outro aspeto morfoldgico que ocorre na
micropropagacao de P. tridentatum é a formacao de calos na base do explante. Neste
ensaio, a presenca de calos apenas foi verificada em explantes propagados em sistema
agarizado. Nos explantes propagados em BIT nao se verificou o desenvolvimento deste

orgao. Em nenhum dos tratamentos se observou a morte de explantes.

Ensaio B

No ensaio B de propagacao de P. tridentatum em BIT foram testadas quatro
modalidades em que o T5 corresponde ao uso de segmento nodal e nos T6 ao T8 foram
usados explantes com calo e 1 cm de segmento caulinar. Na Tabela 20 é possivel
observar-se que o tratamento T5 foi o0 que apresentou valores dos parametros avaliados
mais baixos, niUmero de novos rebentos (3,45), comprimento do maior rebento (4,12
cm), taxa de multiplicacao (3,65) e peso fresco (0,37 g). Pelo contrario, nos
tratamentos de BIT, o tratamento Té revelou maior nUmero de rebentos (7,15), maior

comprimento (6,95 cm) e maior taxa de multiplicacao (13,45).

Tabela 20. Efeito dos diferentes tratamentos no nimero de novos rebentos (NnR), no
comprimento do maior rebento (CmR), na taxa de multiplicacdao (Tm), no peso fresco (Pf) e a

hiperhidricidade (%) no ensaio B em P. tridentatum.

Tratamento NnR CmR (cm) Tm Pf (g) Hiperhidricidade (%)
T4 6,84+0,442 5,120,112 13,330,782 0,34+0,15¢ 9
T5 3,4510,23¢ 4,12+0,29° 3,6510,24°¢ 0,37+0,06¢ 5
T6 7,15+0,592 6,950,362 13,450,542 1,91+0,15P 10
T7 5,17+0,43° 4,89:0,30° 7,63+0,50° 1,93+0,22° 20
T8 5,09+0,410-¢ 4,70+0,35° 6,22+0,76"¢ 2,58+0,182 50

Os parametros encontram-se representados como valor médiozerro padrao. Diferentes letras na mesma

coluna correspondem a diferencas significativas pelo teste post-hoc de ANOVA, Tukey HSD (p<0,05).

O aumento da duracao do tempo de imersao dos explantes, para 1,5 min e 3 min, nao
se traduziu em melhores resultados de multiplicacao, como se pode observar nos
resultados dos parametros dos tratamentos T7 e T8, respetivamente,
comparativamente ao Té6. No caso do T7 a duracao da imersao para 1,5 min, gerou uma
reducao significativa dos parametros avaliados, comparativamente ao tratamento T6,
exceto para o peso fresco que nao se diferenciou deste (1,92 g). No T8 o aumento da
duracao de imersao para 3 mim destacou-se no maior peso fresco. Em relacao a
hiperhidricidade, o T5 foi o tratamento que revelou menor valor desta desordem
fisioldgica, opostamente ao T8, o qual revelou o maior valor, tendo-se verificado a
presenca de hiperhidricidade em 50% dos explantes. Em relacdao aos explantes

produzidos em meio agarizado (T4), pode-se observar que nos parametros avaliados
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obtiveram-se valores elevados de nimero de novos rebentos, comprimento do maior
rebento e taxa de multiplicacao, nao diferindo estatisticamente do Té.
Na Figura 23 pode observar-se o aspeto dos explantes produzidos nos diferentes

tratamento de BIT do ensaio B.

Figura 23. Aspeto visual dos explantes de P. tridentatum produzidos nos diferentes

tratamentos no ensaio B. A barra a preto corresponde a 1 cm.

De acordo com os resultados deste ensaio pode-se afirmar que a multiplicacao desta
espécie em BIT foi atingida de forma mais eficaz comparativamente ao ensaio A.
Verificou-se também que os parametros de multiplicacao foram mais elevados quando
se usaram explantes iniciais com calo. A semelhanca do ensaio anterior, neste ensaio

nao se observou morte de nenhum explante.

2. Caraterizacao dos extratos e 6leos essenciais
2.1. Rendimento de extracao

Os rendimentos de extracao do extrato aquoso de P. tridentatum (Pt) e do extrato e
oleo essencial (OE) de L. stoechas subsp. luisieri (Lsl) das diferentes fases fenologicas

de plantas silvestres estao apresentados na Figura 24. De acordo com os resultados
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para a Pt obteve-se o maior rendimento de extracao na fase de repouso vegetativo
com 28%, seguido da fase de pré-floracao com 21% e a floracao apresentou o
rendimento mais baixo com 17%. O rendimento de extracao pode ser influenciado por
diversos fatores, nomeadamente pela fase fenolégica e consequentemente pelas
condicoes edafo-climaticas. Goncalves et al. (2018) obtiveram resultados de
rendimento de extracao para extratos aquosos de Pt de 19% para o periodo de repouso,
sendo que para a floracao obteve rendimentos entre 11% e 15%. Nesse mesmo estudo
€ possivel observar a influéncia das condicoes edafo-climaticas, pois os autores
comparam plantas recolhidas na mesma fase fenolégica, mas em diferentes

localizacOes, observando-se diferencas entre os locais [116].
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Figura 24. Rendimento de extracao dos extratos aquosos e dleo essencial de plantas silvestres
de L. stoechas subsp. luisieri e de P. tridentatum. Pt EA: extrato aquoso de P. tridentatum; Lsl EA:
extrato aquoso de L. stoechas subsp. luisieri; Lsl OE: oleo essencial de L. stoechas subsp. luisieri. Os

resultados estao expressos em médiazdesvio padrao.

Luis et al. (2009) também revelaram rendimentos na extracao de extratos aquosos em
Pt de 11,01%. Em relacao ao rendimento de extracao dos extratos aquosos de Lsl
observa-se um comportamento diferente, uma vez que foi na fase de floracao onde se
obteve a maior percentagem de rendimento de extracao com 31,03%. As fases de
repouso e pré-floracao nao se distinguiram entre si, obtendo-se valores muito préximos
de 22% [112]. Pereira et al. (2013) através do método de maceracao durante 24 h a
temperatura ambiente, obtiveram extratos de Lsl usando diferentes solventes,
incluindo extratos aquosos, os quais apresentaram maiores rendimentos de extracao
(4,6%) comparativamente a extratos obtidos com metanol, n-hexano, diclorometano e
acetato de etilo [93]. Relativamente ao rendimento de extracao do OE de Lsl, seguiu
o0 mesmo comportamento do extrato, com maior rendimento na floracao (0,82%),

seguida da fase de repouso (0,73%) e pré-floracdo (0,63%). Resultados préximos dos
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obtidos no rendimento da extracao do OE na fase de floracao também foram obtidos
por outros autores, Arantes et al. (2016) revelaram um rendimento de OE de Lsl de
0,8% (v/m) [78]. Também Pombal et al. (2016) indicaram que os maiores rendimentos
de extracao do OE de Lsl foram obtidos antes da floracao (nas folhas e inflorescéncias)
(2,8%) e em plena floracao (2%, nas inflorescéncias) [79]. Na mesma subespécie,
Gonzalez-Coloma et al. (2011) revelaram uma variacao de rendimentos de extracao na
fase de floracao de 0,07 a 0,38% [75]. Apesar de se tratar da mesma subespécie,
existem algumas oscilacoes nos valores do rendimento de extracao, ainda que durante
a mesma fase fenolodgica, mas de locais diferentes, demonstrando que as condicoes
edafo-climaticas apresentam influéncia no rendimento de OE. Outros fatores que
influenciam o rendimento de extracao, quer seja de OE ou de extratos, é o
método/solvente que se usa para a extracao. Crisan et al. (2023) dividem em duas
categorias os fatores que influenciam a producao de OE, todos os fatores que se podem
enumerar antes e durante a colheita das plantas, abioticos e bidticos, e os fatores que
a planta pode estar sujeita depois da recolha, como o método de conservacao até a
extracao do OE, o método de extracao, o solvente, entre outros [226].

Relativamente aos ensaios com material micropropagado, a Figura 25 apresenta os

rendimentos de extracao de extratos aquosos.
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Figura 25. Rendimento de extracdo dos extratos aquosos de L. stoechas subsp. luisieri
micropropagada. Resultados estdo expressos em médiatdesvio padrdo, nas colunas, letras diferentes

indicam que as médias sao significativamente diferentes pelo teste Scheffé (p<0,05).

De acordo com os resultados obtidos, observa-se um maior rendimento de extracao de
extrato aquoso no T7D30 (69,08%). Nos tratamentos do ensaio A pode observar-se que
o rendimento de extracao diminui no tempo de ciclo de 50 dias comparativamente ao
ciclo de 30 dias. Este resultado pode confirmar o aumento de explantes

hiperhidratados demonstrado nos tratamentos do ciclo de 50 dias. No ensaio B, os
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tratamentos com maior rendimento de extracao foram o T11 (44,29%), T12 (42,87%) e
T10 (39,85%). Os tratamentos que apresentaram menores rendimentos foram aqueles
que apresentaram maiores taxas de hiperhidricidade, o T8, T9 e T13, sendo que o T9
foi onde se verificou o rendimento de extracao mais baixo (27,78%), diferenciando-se
significativamente dos restantes tratamentos deste ensaio. Em extratos aquosos de L.
viridis micropropagada em sistema agarizado foi obtido um rendimento de extracao de
18,76%, rendimento relativamente inferior ao obtido no mesmo sistema para Lsl [87].
Em todos os ensaios de BIT observou-se a formacao de pequenas goticulas de OE, no
entanto como o volume do OE foi inferior a 0,05 mL, nao foi possivel a sua adequada
recolha e isolamento. Apenas no T12 se obteve um volume de OE de 0,05 mL,
apresentando um rendimento de OE de 2,21%.

Na Figura 26 estao apresentados os rendimentos de extracao dos extratos aquosos de
Pt, onde é possivel observar que os tratamentos com maiores rendimentos de extracao
foram os T1D30 (75,47%) e T4 (71,05%). Estes tratamentos tiveram origem nas plantas
obtidas em meio agarizado, podendo dever-se ao facto de que nos tratamentos em BIT

os explantes apresentam maior percentagem de hiperhidricidade.
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Figura 26. Rendimento de extracao dos extratos aquosos de P. tridentatum micropropagada.
Resultados estdo expressos em média+desvio padrao, nas colunas, letras diferentes indicam que as médias

sao significativamente diferentes pelo teste Scheffé (p<0,05).

Comparativamente ao tempo de ciclo, observou-se o mesmo comportamento dos
tratamentos do ensaio A de Lsl, isto &, os tratamentos com o ciclo de 50 dias
apresentaram uma diminuicdo de rendimento em relacdao ao ciclo com 30 dias. O
comportamento demonstrado nas duas espécies estudadas relacionado com um maior
rendimento de extrato/OE, também foi revelado por Bassolino et al. (2015) na
micropropagacao de Salvia dolomitica [138]. Na micropropagacao de uma outra
espécie da familia Lamiaceae, a Micromeria croatica, os autores revelaram

rendimentos de extracao de OE superiores em material vegetal com origem in vitro do
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que na planta silvestre [141]. Em Pt também foi revelado um maior rendimento de
extracao de extratos aquosos de plantas com origem in vitro comparado com plantas

provenientes do campo [116].

2.2. Caraterizacao dos compostos fenoélicos e volateis

2.2.1. Fenois totais e flavonoides

O teor de fendis totais foi quantificado nos extratos aquosos obtidos do material
silvestre e do material com origem nos ensaios de micropropagacao. Na Figura 27 pode-
se observar a diferenca do teor de fendis totais entre as trés fases fenologicas de Lsl.
O maior teor de fendis totais foi obtido na fase da pré-floracao (PF) com um valor de
229,02 mg EAG/gms, significativamente diferente dos demais extratos. A fase de
repouso (R) apresentou um teor de fendis de 180,29 mg EAG/gms, sendo a fase de
floracao (F) a que obteve um teor menor com 174,83 mg EAG/gms. Nunes et al. (2017)
revelou teores de fendis totais em extratos aquosos de Lsl proximos aos obtidos, com
277 mg EAG/gms, teor este superior ao obtido em extratos hidroetanodlicos

(etanol:agua).
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Figura 27. Teor de fenois totais em extratos aquosos de plantas silvestres e micropropagadas
de L. stoechas subsp. luisieri. R-repouso; PF- pré-floracao; F- floracdo. Resultados estao expressos em
médiatdesvio padrdo, nas colunas, letras diferentes indicam que as médias sdo significativamente

diferentes pelo teste Scheffé (p<0,05).

Baptista et al. (2015) compararam o teor de fenois totais de Lsl na fase de floracao em
extratos de diferentes polaridades, sendo o maior teor de fendis encontrado nos
extratos aquosos com 1689 mg EAG/gms [90]. Outro estudo, em extratos de acetato de
etilo:agua de L. angustifolia revelaram um teor bastante inferior de fenois totais de
50,6 mg EAG/gms [227]. Em diferentes subespécies de L. angustifolia, extratos

hidroetanolicos das flores revelaram teores de fendis totais de 75 a 90 mg EAG/gnms
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[228]. A influéncia do solvente na extracdo de compostos fendlicos é confirmada por
Mammeri et al. (2022), onde o teor de fenois totais é testado em diferentes extratos
de L. multifida, sendo que o solvente acetato de etilo (462,23 mg EAG/gns) revelou
um maior poder de extracdo de fendis comparativamente a extratos metandlicos e
butanodlicos. Neste estudo foi demonstrado ainda que extratos de diclorometano
revelaram o menor poder de extracao [229]. Relativamente aos ensaios de
micropropagacao em sistema agarizado (T1) e em BIT observou-se uma tendéncia para
teores relativamente mais elevados no ciclo de 50 dias, comparativamente ao ciclo de
30 dias. No ensaio A observaram-se teores ligeiramente mais elevados no sistema
agarizado do que os ensaios em BIT. Em relacao ao ensaio B, os T8, T12 e T13 obtiveram
teores mais elevados de fenois totais, 153,27 mg EAG/gms, 161,66 mg EAG/gms € 150,51
mg EAG/gns, respetivamente. No sistemas de producao in vitro a temperatura
estabelecida para o crescimento das culturas pode influenciar este processo de
producao de fenois totais. De facto, Mansinhos et al. (2022) ao estudarem o efeito da
temperatura na producao de fenois totais em L. viridis micropropagada em sistema
agarizado, verificaram que as plantas que se desenvolveram a temperaturas de 15°C e
20°C obtiveram teores de fenois totais superiores (= 125 mg EAG/gns) ao de plantas
colocadas a temperaturas de 25°C e 30°C (= 100 mg EAG/gms) [230].

Os teores de flavonoides dos extratos aquosos de plantas silvestres e micropropagadas

de Lsl encontram-se apresentados na Figura 28.
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Figura 28. Teor de flavondides em extratos aquosos de plantas silvestres e micropropagadas de
L. stoechas subsp. luisieri. R-repouso; PF- pré-floracao; F- floracdo. Resultados estdo expressos em
médiatdesvio padrdo, nas colunas, letras diferentes indicam que as médias sdo significativamente

diferentes pelo teste Scheffé (p<0,05).

A semelhanca do teor de fendis, o teor de flavonoides manteve o comportamento nas
fases fenoldgicas, sendo o maior teor observado na pré-floracao (PF) com 42,01 mg

EQ/gms, estatisticamente diferente dos demais, seguida da fase de repouso (R) com
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32,22 mg EQ/gms e a floracao (F) com 20,05 mg EQ/gms. Também em extratos aquosos
de Lsl, o teor de flavondides revelado para plantas recolhidas no inicio de floracao foi
de 13,26 mg EQ/gms, resultado relativamente mais baixo do que o obtido nas fases de
pré-floracao e floracao [81]. Por outro lado, Baptista et al. (2015) reportaram um teor
de flavonodides em extratos aquosos de Lsl (floracao) de 459 mg ER/gms, resultado este
bastante superior ao teor encontrado [90]. Nos extratos aquosos com origem na
micropropagacao, o teor flavonéides diminuiu significativamente em comparacao com
as plantas silvestres, os valores variaram de 9,97 mg EQ/gms (T6D30) a 15 mg EQ/gms
(T12).

Em relacdao aos extratos aquosos de Pt, os teores de fendis e flavonoides estao
apresentados nas Figuras 29 e 30, respetivamente. De acordo com os resultados o teor
de fenois totais variou de acordo com a fase fenologica, observando-se um maior teor
de fendis totais na floracao com 257,34 mg EAG/gns, seguida da fase de pré-floracao
com 222,28 mg EAG/gms € repouso com 187,28 mg EAG/gms. Luis et al. (2009) também
reportaram um teor de fendis totais em extratos aquosos proximo aos obtidos, com
222,69 mg EAG/gms. Os autores compararam o teor de fendis totais em extratos aquosos
e em extratos etanolicos, sendo que o teor de fendis foi superior nos extratos aquosos
[231]. Em extratos metanolicos de Pt o teor de fendis foi superior nas flores (171,4 mg
EAG/gns) comparado com os extratos de caules/folhas (113,6 mg EAG/gms) [112].
Semelhancas nos teores de fenois totais foram observadas em extratos hidroetanolicos
de flores (282 mg EAG/gms) e folhas/caules (292 mg EAG/gms) de Pt. Neste estudo
realizado com 35 plantas aromaticas e medicinais, a Pt é considerada uma espécie com
elevado teor de fendis, encontrando-se entre as sete espécies com o teor de fendis
totais mais elevado [124]. Coelho et al. (2011) apresentaram teores de fenodis mais
elevados em extratos aquosos de Pt na fase de repouso (402,9 mg EAG/gms)
comparativamente a fase de floracao (337,7 mg EAG/gms) [122]. Esta variabilidade de
teor de fendis em fases fenologicas diferentes, apesar de serem recolhidas no mesmo
local, mas em anos diferentes, pode justificar-se devido a condicoes edafo-climaticas
diferentes. Contudo, as plantas aromaticas possuem diversos mecanismos moleculares
que podem ser ativados como defesa a condicdes de stresse influenciando de forma
significativa a producao de metabolitos secundarios [232].

Relativamente aos ensaios de micropropagacao em Pt, o teor de fendis totais diminuiu
significativamente em relacao as plantas silvestres, variando de 25,79 mg EAG/gms
(T2D30) a 73,54 mg EAG/gns (T6). Em extratos aquosos de plantas silvestres de Pt foi
reportado um teor de fenois mais elevado (=250-350 mg EAG/gms) comparativamente

a extratos aquosos de plantas micropropagadas proveniente de sistema agarizado (=100

111



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

mg EAG/gms) [116], valores estes mais elevados aos encontrados nos extratos de plantas
com origem na micropropagacao.
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Figura 29. Teor de fenois totais em extratos aquosos de plantas silvestres e micropropagadas
de P. tridentatum. R-repouso; PF- pré-floracdo; F- floracdo. Resultados estdo expressos em
média+desvio padrao, nas colunas, letras diferentes indicam que as médias sao significativamente

diferentes pelo teste Scheffé (p<0,05).

0 teor de flavondides nas plantas silvestres de Pt demonstrou o mesmo comportamento
que os fendis, sendo a fase da floracao onde se obteve o maior teor (19,43 mg EQ/gms),
seguida da fase de pré-floracao (18,17 mg EQ/gms) € repouso (16 mg EQ/gms), nao se
observando diferencas significativas entre os resultados. Luis et al. (2009)
apresentaram teores relativamente mais elevados em extratos aquosos de Pt (25 mg
EQ/gms). Em extratos metanolicos de flores de Pt, o teor de flavonoides foi superior a
45 mg EQ/gms, revelando o dobro do teor comparativamente com o mesmo extrato em
caules/folhas (=20 mg EQ/gms) [231].
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Figura 30. Teor de flavondides em extratos aquosos de plantas silvestres e micropropagadas de
P. tridentatum. R-repouso; PF- pré-floracao; F- floracdo. Resultados estdo expressos em média+desvio
padrdo, nas colunas, letras diferentes indicam que as médias sao significativamente diferentes pelo teste
Scheffé (p<0,05).

Em relacdo aos ensaios de micropropagacao em Pt, o teor de fenois e flavondides

diminuiu significativamente em relacdao as plantas silvestres, variando de 2,32 mg
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EQ/gms (T2D30) a 3,85 mg EQ/gms (T6). A producao de compostos fendlicos, para além
da influéncia de fatores bidticos na planta, esta bastante dependente de fatores
abioticos, como o tipo de solo, clima, fitossociologia [23, 232]. No seu habitat natural,
esta variabilidade dificulta a padronizacao do teor destes componentes nas plantas
silvestres [234].

2.2.2. Perfil fenodlico dos extratos aquosos

O perfil fenolico dos extratos aquosos de Lsl e de Pt com origem silvestre, nas trés
fases fenologicas, e com origem em BIT, foi determinado através da metodologia de
HPLC-DAD. Os extratos de cada espécie provenientes dos tratamentos de BIT foram
selecionados tendo em consideracao os resultados de micropropagacao e teor de fenois
totais e flavondides. A Figura 31 representa os cromatogramas obtidos dos extratos de
Lsl na fase de repouso, pré-floracao, floracao e BIT (T12). Através da observacao dos
cromatogramas, € possivel verificar a diversidade e abundancia em compostos
fendlicos que a espécie apresenta no seu estado silvestre comparativamente ao extrato
obtido na micropropagacao em BIT. A quantificacdo de cada composto estudado esta
apresentada na Tabela 21. De entre os 11 compostos fenolicos estudados, incluem-se
acidos hidroxibenzoicos, hidroxicinamicos e flavonodides. Nos extratos de Lsl nao foram
detetados o acido clorogénico, a taxifolina e a rutina. O acido elagico foi detetado no
extrato de Lsl com origem no tratamento de BIT, no entanto, dado a ser inferior ao
limite minimo de quantificacao nao foi possivel quantificar este composto. O composto
fenolico mais abundante nos extratos de plantas silvestres foi o acido rosmarinico, com
17765 pg/gms na fase de pré-floracdo, seguida da fase de repouso (4189 pg/gms) € na
floracao (3766 pg/gms). O acido cafeico e a quercetina também estao presentes em
quantidades elevadas nos extratos de Lsl, sendo que o acido cafeico varia de 336 pg/gms
na fase de floracao a 1014 pg/gms no repouso. O extrato da fase da floracao apresentou
a menor quantidade de quercetina de 451 pg/gms ao contrario da fase de repouso onde
foi obtido o teor mais elevado deste composto (1883 Hg/gms).

De forma geral, a fase da floracao revelou possuir menor quantidade de compostos
fendlicos, em comparacao com as fases de repouso e pré-floracao, onde se observaram
teores superiores na maioria dos compostos. Em extratos hidrometandlicos de
Valeriana jatamansi também foram reportadas quantidades de compostos fenolicos
superiores nas fases de pré-floracao e repouso comparativamente com a fase da
floracao [235]. Também em extratos metandlicos de Origanum majorana se observou
um maior teor de compostos fenolicos na fase de repouso [236]. Relativamente ao
extrato com origem na micropropagacao, os compostos maioritarios foram os acidos

cafeico e rosmarinico, com 729 e 363 pg/gms, respetivamente.
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Figura 31. Cromatogramas (322 nm) do perfil fendlico de extratos aquosos de plantas silvestres

(A: repouso; B: pré-floracéo; C: floracao) e de BIT (D) de L. stoechas subsp. luisieri. Acido glico
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(1), acido clorogénico (2), acido cafeico (3), acido siringico (4), acido p-cumarico (5), taxifolina (6), rutina

(7), acido ferulico (8), acido elagico (9), acido rosmarinico (10), quercetina (11).

No género Lavandula existe uma diversidade consideravel de acidos fendlicos,
nomeadamente acidos hidroxicinamicos, muitos deles derivados do acido cafeico, sob
a forma de ésteres, como € o caso dos acidos rosmarinico e clorogénico [237]. Entre
as espécies de Lavandula da seccao Stoechas, o acido rosmarinico € o composto
fenolico encontrado em maior concentracao [238]. A presenca de acido rosmarinico
em extratos metandlicos de L. officinalis micropropagada em BIT também foi
confirmada por Wilken et al. (2005), os autores revelaram um teor deste acido fenoélico
(5700 pg/gms) proximo ao obtido em plantas silvestres (4800 pg/gms) [157]. Elevadas
quantidades de acido rosmarinico (70000 pg/gms) também foram reportadas em
extratos etandlicos de Lsl de plantas recolhidas na regido de Madrid, através do método
Soxhlet [17]. Em extratos metandlicos de Lsl recolhida na regidao do Algarve, Nunes et
al. (2017) reportaram teores de acido rosmarinico semelhantes aos obtidos (3017
Hg/gms), sendo este o composto maioritario identificado. Quantidades consideraveis de
acidos clorogénico (164 pg/gms) e ferulico (173 pg/gms) também foram identificadas
nestes extratos [81].

Relativamente aos extratos de Pt, nas amostras estudas, apenas nao foi identificado o
acido galico. A Figura 32 apresenta os cromatogramas obtidos nos diferentes extratos
de Pt. O extrato da fase de repouso é caracterizado por elevadas concentracdes de
rutina (26285 pg/gms), acido elagico (2082 pg/gms), quercetina (1542 pg/gms) € acido
clorogénico (1303 pg/gms). A fase da pré-floracao foi caracterizada por elevadas
concentracoes de rutina (19587 pug/gms), quercetina (4246 ug/gms) e acido elagico (2195
Hg/gms), enquanto na fase de floracao apresentou elevadas quantidades de quercetina
(14748 pg/gms), rutina (6385 pg/gms) € o maior teor de acido elagico (3878 pg/gms). A
semelhanca do que ocorreu nos extratos de Lsl, nesta espécie também se confirmou
que as fases de repouso e pré-floracao foram as fases fenoldgicas onde se observaram
maiores teores dos compostos fendlicos analisados. Em relacdo aos extratos de BIT
(T6), os compostos fendlicos maioritarios foram o acido elagico (708 pg/gms), seguido
da rutina (532 pg/gms) € quercetina (102 pg/gms). O extrato obtido em BIT (T6) manteve
o perfil fendlico que as plantas silvestres. Goncalves et al. (2018) também estudaram
o perfil fendlico de extratos aquosos de Pt micropropagadas em sistema agarizado, os

autores encontraram diferencas na presenca de alguns flavonoides, destacando-se a
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Tabela 21. Identificacao e quantificacao de compostos fenolicos presentes nos extratos de L. stoechas subsp. luisieri e P. tridentatum de plantas silvestres

e micropropagadas.

Pico Composto L. stoechas subsp. luisieri P. tridentatum
(Hg/8ms) repouso pré-floracao floracao T12 repouso pré-floracao floracao T6

1 Acido galico 106,47+0,11 126,70+0,07 84,22+0,04 18,05+0,04 N/D N/D N/D N/D

2 Acido clorogénico N/D N/D N/D N/D 1302,85+0,05 1363,71+0,11 450,99+0,02 90,49+0,01
3 Acido cafeico 1014,45+0,05 745,94+0,06 335,63+0,05 729,42+0,03 95,51+0,02 95,59+0,01 102,02+0,01 47,19+0,01
4 Acido siringico 289,38+0,08 132,32+0,04 79,80+0,03 42,16+0,07 245,13+0,14 235,15+0,10 255,86+0,12 38,84+0,02
5 Acido p-cumarico 13,40:0,12 28,11:0,03 21,20+0,12 13,51x0,01 725,11+0,14 685,00+0,05 85,88+:0,11 17,3320,01
6 Taxifolina N/D N/D N/D N/D 121,52+0,11 60,82+0,16 176,07+0,21 8,55+0,07
7 Rutina N/D N/D N/D N/D 26285,04+0,10 19587,42+0,09 6384,95+0,11 532,18+0,10
8 Acido ferulico 202,49+0,09 1215,02+0,02 98,81+0,03 76,32:0,08 130,98+0,11 135,20+0,04 94,24+0,01 42,12+0,11
9 Acido elagico 228,32+0,04 190,4310,01 174,26x0,01 <LLOQ 2081,60+0,03 2194,95+0,09 3877,89+0,05 707,67+0,08
10 Acido rosmarinico 4188,95+0,11 17764,49+0,07 3765,80+0,11 362,95+0,05 1044,12+0,07 560,17+0,11 208,00+0,05 39,69+0,04
11 Quercetina 1882,46+0,11 696,48+0,10 450,89+0,06 59,40+0,07 1542,31+0,21 4246,29+0,05 14747,93+0,06 102,3520,05

Resultados expressos em média + coeficiente de variacdo de triplicados. N/D: nao detetado; <LLOQ: inferior ao limite minimo de quantificacao.

auséncia de taxifolina e rutina em extratos de plantas micropropagadas, ao contrario dos extratos de plantas silvestres. No mesmo estudo, em

plantas de Pt recolhidas na mesma regiao, na Serra da Malcata (Penamacor), foram identificados compostos fendlicos nas diferentes fases

fenologicas, destacando-se a presenca de flavonoides como os glicdsidos de taxifolina, miricetina, genisteina e de quercetina. Neste estudo
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Figura 32. Cromatogramas (255/280 nm) do perfil fenodlico de extratos aquosos de plantas
silvestres (A: repouso; B: pré-floracédo; C: floracao) e de BIT (D) de P. tridentatum. Acido galico
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(1), acido clorogénico (2), acido cafeico (3), acido siringico (4), acido p-cumarico (5), taxifolina (6), rutina

(7), acido ferulico (8), acido elagico (9), acido rosmarinico (10), quercetina (11).

foi verificada a influéncia da fase fenoldgica na diversidade dos compostos fendlicos,
pelo que nas fases de floracao e pré-floracao o perfil fendlico foi mais diversificado
comparativamente com a fase de repouso [116]. Em infusdes e extratos hidroetandlicos
de Pt, foi confirmada a presenca de flavondides, nomeadamente derivados de
quercetina e genisteina, sissotrina, o 5,5-diidroxi-3-metoxi-isoflavona-7-0-glucésido,
genistina, prunetina, rutina e 7-metilorobol [118-120]. No estudo de Goncalves et al.
(2020) verificou-se o poder de extracao do etanol na obtencao de flavonoides, pois o
teor de flavondides foi superior nos extratos hidroetanoélicos (43 mg/gms) do que na
infusdao (35 mg/gms) [120]. A presenca de compostos fenolicos em extratos de Pt &
reportada em diversos estudos com plantas de diversas origens. Em extratos
metandlicos de caules e folhas de Pt recolhida na Serra da Estrela, Luis et al. (2011)
identificaram o acido vanilico como maioritario (32,2 mg/gms), seguido dos acidos
cafeico (18,2 mg/gms) e clorogénico (17,8 mg/gms), enquanto nos extratos de flores os
compostos fendlicos maioritarios foram o acido ferulico (22,2 mg/gms), seguido do
acido elagico (10,4 mg/gms) e quercetina (9,3 mg/gms) [112]. A presenca de flavonoides
também foi confirmada em extratos hidrometandlicos de Pt recolhida na regiao de Vila
Real, destacando-se a presenca de taxifolina (22 mg/gms), a genistina (17 mg/gms), a
genisteina (12 mg/gms), ja os glicdsidos de quercetina também foram identificados
numa concentracao inferior (<1,6 mg/gms) [115]. Roriz et al. (2014) identificaram 21
flavonoides em extratos metanolicos de Pt recolhida na regiao de Castro Daire, sendo
que os maioritarios foram o 6-C-hexosido de dihidroquercetina (3874 pg/gms), seguido

do 6-C-glucosido de miricetina (1317 pg/gms) € a isoquercetina (963 pg/gms) [113].
2.2.3. Perfil volatil dos 6leos essenciais

O perfil volatil dos OE de Lsl foram caracterizados em dois momentos diferentes, numa
primeira fase caracterizaram-se os OEs das diferentes fases fenologicas de plantas com
origem na Serra da Malcata e posteriormente foi realizada uma caracterizacao mais
abrangente de Lsl de diferentes locais de recolha da regiao da Beira Interior. De forma
a detalhar a composicao volatil de cada fase fenologica, foram analisados os OEs da
fase de repouso, pré-floracao, floracao (flores+folhas), floracao (flores) e floracao
(folhas). Na Tabela 22 esta apresentada a concentracao (%) de cada composto
identificado. Num total de 37 compostos volateis foram identificados nos OEs de
plantas silvestres e de BIT, correspondendo a percentagens de identificacao entre 66%

a 81%, sendo a percentagem maxima de identificacdo atingida no OE da fase de
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floracao. No que diz respeito as classes de compostos, independentemente da fase
fenoldgica, os OEs de Lsl sao representados maioritariamente por monoterpenos
oxigenados (38% a 65%). Foram registados compostos nao identificados (NI B, C, D, E e
F) que, sem possibilidade de identificacao neste trabalho, tém surgido frequentemente
nos OEs de Lsl. O composto volatil maioritario nas diferentes fases foi o acetato de
trans-a-necrodilo, variando entre 13% (pré-floracao) a 31% (floracao: folhas), a
excecao da fase de repouso onde o maioritario foi o 2,3,4,4-tetrametil-5-
metilciclopenten-2-enona (26%). Na floracao é possivel observar que o OE das folhas
na floracao apresentou a maior percentagem de acetato de trans-a-necrodilo (30,5%),
sendo que nas flores a sua percentagem foi de 17%, estando estes resultados em
concordancia com outros estudos em Lsl. Apesar de nao se verificar em todos os locais
do estudo, Gonzaléz-Coloma et al. (2011) reportaram diferencas consideraveis no teor
de acetato de trans-a-necrodilo entre folhas e flores na floracao, verificando um maior
teor nas folhas (48%) do que o encontrado nas flores (23%). Quando esta diferenca nao
se verificou, o teor entre folhas e flores foi muito préximo [75]. Lavoine-Hanneguelle
e Casabianca (2004) também reportaram um maior teor do composto maioritario,
acetato de trans-a-necrodilo no OE de folhas (28%) comparativamente ao das flores
(19%) [63]. Para além do acetato de trans-a-necrodilo, todos os derivados de
necrodano apresentaram maiores teores no OE de folhas do que no OE de flores, o que
sugere que estes compostos sao produzidos/armazenados em maior quantidade nas
folhas e durante a floracdo. A fase de repouso apresentou ainda quantidades
consideraveis de 1,8-cineol (6%) e fenchona (6%), assim como na pré-floracdo. Na
floracdo o teor destes monoterpenos oxigenados diminuiu significativamente,
contrariando o comportamento de compostos como o linalol (flores: 7%), a canfora
(flores: 4%) e o trans-a-necrodol (folhas: 13%), onde se registaram teores mais
elevados.

O linalol esta fortemente associado a atracao de polinizadores e/ou atua como
repelente de insetos e herbivoros, estando os seus enantiomeros associados a funcoes
distintas na planta, sendo sugerido que o (S)-(+)-linalol esta associado a atracao de
polinizadores e o (R)-(-)-linalol na acao repelente de insetos [239]. Apesar de, em
alguns estudos, ser referido que a concentracao de linalol é maior na fase de floracao,
associado a sua funcao de atracao de polinizadores [239, 240], noutros, elevadas
concentracoes deste composto sao encontradas na fase vegetativa, podendo assim
estar também associado a defesa da planta [241, 242].

A composicao e teor de compostos volateis produzidos pelas plantas e a sua interacao

com o meio envolvente tem vindo a ser divulgada em varios estudos [243-245].
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Tabela 22. Compostos volateis (%) do 6leo essencial de L. stoechas subsp. luisieri nas diferentes fases fenologicas.

Pré-

Floracao

Floracao

Floracao

Compostos IR Repouso floracao (flores+folhas) (flores) (folhas) T2

Tricicleno 913 0,1+0,0
3,5-Dimetileno-1,4,4-trimetilciclopenteno 930 2,4+0,3 3,8+0,1 5,8+0,6 4,0+0,0 3,0+0,1

a-Pineno 930 1,5+0,2 2,310,1 3,1:0,1 2,4+0,0 1,810,1 4,2+0,1
Canfeno 938 0,310,3 1,5+0,0
B-Pineno 963 1,1£0,0 12,0+0,1
p-Cimeno 1003 0,310,3 0,310,3 0,7+0,0
1,8-Cineol 1005 6,0+0,5 4,8+0,1 1,320,1 1,7+0,0 1,0£0,0 1,4+0,0
Limoneno 1017 0,8+0,0
3,4,4-Trimetil-2-ciclohexenona 1038 2,0+0,1 1,5+0,1 0,9+0,1 0,8+0,0 0,7+0,0 0,8+0,0
Oxido de trans-linalol 1045 4,310,2 1,6+0,0 0,3+0,3 0,5+0,0 0,7+0,0
NI B de Lsl =1050 0,7+0,0 0,7+0,0 0,3+0,0

Fenchona 1050 6,0:0,2 6,0+0,1 2,8+0,1 2,8+0,0 1,310,0 0,1+0,0
Oxido de cis-linalol 1059 3,3+0,1 0,6+0,6 0,3+0,0
2,3,4,5-Tetrametil-2-ciclopenten-1-ona 1071 1,5+0,0 0,8+0,0

Linalol 1074 5,8+0,2 6,9+0,2 5,3+0,1 1,6+0,0
Canfora 1102 2,2+0,1 3,2+0,0 1,4:0,0 4,3:0,0 10,5+0,1
trans-Pinocarveol 1106 1,1+0,3 1,0+0,0 1,8+0,0
Fenchol 1110 0,1+0,0
trans-a-Necrodol 1114 2,2+0,0 5,2+0,1 13,0+0,2 6,4+0,1 12,7+0,2 1,2+0,1
NI C de Lsl =1137 1,1£0,0 0,6+0,0 2,3+0,1 2,5+0,0 2,6+0,4

Lavandulol 1142 0,6+0,0 0,8+0,0
cis-a-Necrodol 1147 2,5+0,0 3,5+0,0 2,3+0,1 3,1+0,0 3,9+0,0 0,6+0,0
2,3,4,4-Tetrametil-5-metilciclopenten-2-enona 1152 26,3+0,0 11,0+0,5 3,5+0,5 2,1+0,0 0,4+0,0
Verbenona 1164 2,4+0,0 1,0+0,1 0,7+0,0

120



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

Terpinen-4-ol 1181 - - - - - 0,4+0,0
p-Cimeno-8-ol 1188 - - - - - 0,6+0,0
Mirtenal 1202 - - - - - 2,2+0,0
Acetato de bornilo 1265 1,6+0,0 1,6+0,0 0,9+0,1 1,0£0,2 1,0+0,0

Acetato de trans-a-necrodilo 1265 2,2+0,1 12,6+0,3 26,9:1,1 17,4+0,2 30,510,5 16,2+0,1
NI D de Lsl =1267 2,4+0,1 4,2+0,1 2,8+0,0 4,4+0,1 2,7+0,0

Acetato de lavandulilo 1278 1,7+0,1 4,1+0,1 6,5+0,1 6,1+0,1 7,0+0,1 7,8+0,0
Acetato de cis-a-necrodilo 1285 2,0+0,3 1,9+0,0 1,6+0,2 1,7+0,2 1,7+0,0 0,6+0,0
d-Cadineno 1505 - - 0,8+0,0 1,4+0,0 1,0+0,0

a-Selineno 1506 - - - - - 0,4+0,0
Cubebol 1515 - - - - - 1,0+0,0
Viridiflorol 1569 3,8+0,3 3,0+0,0 2,1+0,2 3,6+0,1 2,3+0,1 5,2+0,0
Ledol 1580 1,5+0,1 1,9+0,1 1,3+0,1 2,1+0,1 1,0+0,1

Oxido de cariofileno 1598 - - - - - 0,9:0,0
Copaborneol 1617 - - - - - 4,3+0,1
T-Muurolol 1653 - - - - - 0,9+0,0
NI E de Lsl <1850 - - 3,4+0,4 4,0+0,1 3,0£0,5 4,4+0,1
NI F de Lsl <1850 - - 2,7+0,0 3,0:0,1 2,1+0,3 3,3:0,0
% ldentificacao 76,8 73,1 80,9 66,2 75,0 80,0
Monoterpenos 1,8 4,0 3,1 2,4 1,8 19,3
Monoterpenos oxigenados 37,5 47,1 63,4 51,9 65,2 46,8
Sesquiterpenos 0,0 0,0 0,8 1,4 1,0 0,4
Sesquiterpenos oxigenados 5,3 4,9 3,4 5,7 3,3 12,3
Outros 32,2 17,1 10,2 4,8 3,7 1,2

Resultados apresentados em médiatdesvio padrao de duplicados de injecdo. Os compostos estao listados por ordem de eluicdo em coluna capilar DB-1 (30 mx0,25 mmx0,25
pm). IR: indice de retencéo. indices de retencédo em italico correspondem a eluicdo em coluna capilar HP-5MS (30 mx0,25 mmx0,25 pm). -: ndo detetado.
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Guitton et al. (2010) analisaram os compostos volateis do OE de inflorescéncias de L.
angustifolia e L. intermedia em diferentes estados de maturacao das flores (flores
fechadas, flores abertas e flores desbotadas), e verificaram que no OE das
inflorescéncias com as flores abertas o composto maioritario foi o acetato de linalilo e
o acetato de lavandulilo, este Ultimo com maior concentracao na floracao (6,5%),
sugerindo assim o potencial destes compostos na atracao de polinizadores. Por outro
lado, os volateis maioritarios presentes no OE de flores fechadas foram o &-3-careno,
canfora e 1,8-cineol, e em flores desbotadas o linalol e terpineno-4-ol, podendo sugerir
o potencial destes compostos na acao repelente de insetos/herbivoros [247].

Os OEs de Lsl em floracao recolhidas no sul de Portugal, revelaram um perfil volatil
diferente do obtido neste trabalho, sendo o composto maioritario o 1,8-cineol (18-34%)
e apresentando teores relativamente inferiores de acetato de trans-a-necrodilo (11-
18%) [72, 78]. Zuzarte et al. (2012) estudaram o perfil volatil dos OEs de Lsl em floracao
recolhidas no centro (regiao de Piodao) e sul (regiao do Cabo de Sao Vicente) de
Portugal. O OE de plantas da regiao centro apresentou o acetato de trans-a-necrodilo
como maioritario (17%), seguido do trans-a-necrodol (7%) e 1,8-cineol (6%), enquanto
o OE de plantas do sul revelou o 1,8-cineol (34%) e a fenchona (18%) como maioritarios,
apresentando um baixo teor de acetato de trans-a-necrodilo (3%) [64]. Considerando
que a Lsl apenas ocorre na Peninsula Ibérica, o perfil volatil dos OEs com origem em
plantas de Espanha apresenta algumas diferencas nos compostos maioritarios. Estudos
em Lsl em floracao revelam compostos maioritarios como canfora (52%), 2,3,4,4-
tetrametil-5-metilciclopenten-2-enona (38%), fenchona (22%) e 1,8-cineol (21%),
enquanto os compostos de necrodano estao presentes em baixas concentracoes (3%)
[17, 67, 68, 73]. A elevada taxa de polimorfismo e capacidade de hibridacao das
espécies de Lavandula, pode justificar a variabilidade encontrada na composicao
volatil dos seus OEs, sugerindo a possibilidade de ocorrerem varios quimiotipos [75,
247]. Todos estes resultados confirmam que a producao de compostos volateis é
fortemente influenciada pelas condicoes do edafo-climaticas em que a planta se
desenvolve, quer sejam fatores bidticos ou abidticos [249].

Neste trabalho é reportado e identificado, pela primeira vez, o perfil volatil do OE de
Lsl proveniente de micropropagacao, nomeadamente de BIT (Tabela 22). A composicao
do OE proveniente do T12 apresenta algumas diferencas qualitativas e quantitativas
em relacao ao OE de plantas silvestres. Foi possivel a identificacdo de 80% dos
constituintes volateis do OE, sendo maioritariamente representado por monoterpenos
oxigenados (47%), a semelhanca das plantas silvestres. No entanto, verificou-se um

aumento consideravel no teor de monoterpenos (19%) e de sesquiterpenos oxigenados
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(12%). Compostos como B-pineno (12%), canfora (11%) e a-pineno (4%) tiveram os
maiores teores no OE de BIT, sendo o composto maioritario o acetato de trans-a-
necrodilo (16%). Foram também reportados teores elevados de acetato de lavandulilo
(8%), viridiflorol (5%) e copaborneol (4%). Os monoterpenos e sesquiterpenos que nao
foram identificados nos OEs de plantas silvestres, mas surgiram, ainda que em
pequenas quantidades, no OE de BIT, foram o tricicleno, limoneno, fenchol, terpineno-
4-ol, p-cimeno-8-ol, mirtenal, cubebol, o6xido de cariofileno, copaborneol e T-
muurolol. O aumento do teor de monoterpenos e de sesquiterpenos oxigenados no OE
de plantas micropropagadas também foi reportado por Krol et al. (2023), onde os
autores compararam o perfil volatil do OE de Salvia apiana de plantas silvestres e
micropropagadas em BIT. Os monoterpenos como a-pineno, B-pineno, limoneno e p-
cimeno apresentaram os maiores teores no OE de BIT, comparativamente com OE da
planta silvestre. Também os sesquiterpenos oxigenados como o d6xido de cariofileno,
4-epi-cubebol e o cedrol apresentaram os maiores teores em plantas micropropagadas
[250]. Zuzarte et al. (2010) encontraram algumas diferencas quantitativas nos OEs de
L. pedunculata com origem in vitro em sistema agarizado, apesar dos compostos
maioritarios serem os mesmos aos encontrados nas plantas silvestres, foi verificado um
aumento no teor de monoterpenos como o a-pineno, B-pineno e limoneno no OE do
sistema agarizado [11]. Em estudos de OEs de L. angustifolia com origem in vitro
(sistema agarizado) também foi verificado um aumento de monoterpenos nos OEs
comparativamente a planta silvestre. Neste estudo, apesar da composicao qualitativa
ser semelhante, os autores reportaram uma menor diversidade de compostos no OE
com origem in vitro [251]. A menor diversidade de compostos e o aumento do teor de
alguns compostos encontrados em OEs com origem em plantas micropropagadas, pode
dever-se nao sé ao facto de serem plantas em estagios iniciais de desenvolvimento,
mas também ao facto de estarem num ambiente mais controlado onde as variaveis
abioticas sao mais reduzidas do que na natureza e, por isso, ndo sao estimuladas a
produzir uma maior diversidade de compostos [251, 252]. Outro aspeto importante na
producao de OE esta relacionado com as estruturas produtivas e de acimulo de OE, os
tricomas. Zuzarte et al. (2010) confirmaram que o material in vitro de L. pedunculata
apresentaram o mesmo tipo de tricomas que as plantas silvestres, confirmando que
plantas mais jovens (com origem na micropropagacao) sao capazes de produzir e
acumular OE [11].

Em Portugal o nUmero de destilarias de 6leos essenciais tem vindo a aumentar, sendo
que a maioria dos produtores recolhe as suas plantas na natureza. Apesar do seu

conhecimento geral sobre a planta que recolhem, por vezes a colheita de rosmaninho
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(Lavandula spp.) nao é seletiva a uma Unica espécie, pelo que o6leos essenciais com
mistura de espécies e/ou incorretamente identificados surgem no mercado. Sabe-se
que, apesar de serem considerados produtos naturais, os o6leos essenciais sao
constituidos por componentes quimicos, os quais podem apresentar toxicidade no
organismo recetor. Podem-se destacar alguns fatores que influenciam a toxicidade do
uso de OEs, como a concentracao do composto e a forma de uso/aplicacao [254].

Na regiao da Beira Interior dominam o rosmaninho-maior (Lavandula pedunculata) e o
rosmaninho-menor (Lavandula stoechas subsp. luisieri e/ou a subsp. stoechas). No
entanto, existem algumas antinomias na existéncia de subespécies, nomeadamente na
espécie stoechas, entre a subespécie luisieri e stoechas. Segundo o Ultimo referencial
de flora publicado, a Flora Ibérica (2010), na regido da Beira Interior apenas sao
referenciadas as espécies de Lavandula pedunculata e Lavandula stoechas subsp.
stoechas [55]. No entanto, em 2004, a publicacao “The genus Lavandula”, refere que
a L. stoechas subsp. luisieri também existe nesta regiao, para além da Lavandula
stoechas subsp. stoechas e da Lavandula pedunculata [53]. Franco na sua publicacao
“Nova Flora de Portugal” (1984) indicava que em Portugal Continental nao existiria
Lavandula stoechas, e o rosmaninho-menor existente no nosso pais seria a Lavandula
luisieri [54]. A morfologia das duas subespécies é muito semelhante, sendo por vezes
dificil a sua distincao no campo. No entanto, em termos quimicos o 6leo essencial de
L. stoechas subsp. luisieri é distinto do dleo essencial de Lavandula stoechas subsp.
stoechas e de L. pedunculata, distinguindo-se da maioria dos 6leos essenciais que
ocorrem no Reino Vegetal devido a presenca de compostos derivados de necrodano.
Devido a alguma controversa em relacao a presenca de Lsl na regidao da Beira Interior,
justificou-se a realizacao de um trabalho de recolha e caracterizacao de OEs de Lsl em
diversos locais da Beira Interior.

A Tabela 23 apresenta os compostos volateis identificados nas plantas recolhidas em
cada local, foram identificados 36 compostos. A percentagem de identificacao em
todos os locais foi superior a 74%, sendo os monoterpenos oxigenados a classe de
compostos mais representativa nos OEs de Lavandula spp. (>56%). Os rendimentos (%,
v/m) de extracao de OE variaram entre 0,2% e 0,9%, para a populacao de Oleiros (OL)
e para Vila Velha de Rédao (VV), respetivamente. Tendo em conta os resultados, o
composto maioritario dos OEs de Lsl foi o acetato de trans-a-necrodilo (>26%), exceto
na populacao de VV, onde o composto maioritario foi a fenchona (34%). Para além do
acetato de trans-a-necrodilo, os compostos volateis maioritarios partilhados entre as
populacdes sao o trans-a-necrodol e o acetato de lavandulilo. A populacao da Serra da

Malcata (MC) revelou um perfil com elevados teores de fenchona (12%), canfora
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Tabela 23. Compostos volateis (%) dos 6leos essenciais de Lavandula spp. recolhidas nos diferentes locais da Beira Interior.

Compostos volateis mc PG CB oL PN VR W 0
a-Pineno 1,4+1,0 0,5+0,5 0,5+0,7 0,4+0,5 1,1£0,8 0,8+0,6 2,2+5,1 4,6+1,8
Canfeno 0,1+0,2 0,7+0,4
B-Mirceno 0,1+0,4 0,1+0,1
6-3-Careno 0,1+0,3 0,2+0,3 0,3+0,6

p-Cimeno 0,3+0,6 0,7+1,0 0,2+0,5 0,6+0,9 1,7+1,3 2,2+1,5 0,1+0,2 0,3+0,3
Limoneno 0,1+0,1 0,2+0,3 2,4+0,7
1,8-Cineol 3,3£2,6 0,9+1,3 0,8+0,7 2,4+2,9 4,2+5,6 3,3%6,5 2,2+5,4 0,6+1,3
Oxido de trans-linalol 0,5+0,3 0,6+0,3 0,6+0,2 0,1+0,2 0,5+0,4 0,1+0,1 1,2+1,0
3,4,4-Trimetil-2-ciclohexenona 0,7+0,5 1,2+0,2 0,8+0,3 0,6+0,4 0,8+0,5 0,6+0,2 0,2+0,2

Oxido de cis-linalol 0,1+0,3 0,4+0,2 0,3+0,3 0,1+0,3 0,2+0,6
trans-B-Ocimeno 0,2+0,3 0,1+0,2 0,3+0,3 0,1+0,2 0,5+0,3
Fenchona 12,1£23,9 0,6+0,8 0,9+1,4 0,5+1,1 0,1£0,5 34,3+31,1 64,2+9,4
Linalol 4,5+2,4 4,8+2,7 6,0+1,9 2,3+1,3 4,8+2,5 3,1£1,4 8,245,3 1,00,6
Fenchol 0,6+0,9 1,3+0,9
Canfora 5,1£3,7 1,3+1,1 1,1£0,5 1,4+1,8 1,3+1,4 0,4:0,4 3,9+2,1 18,5+9,3
trans-a-Necrodol 10,1+2,9 7,9+1,3 7,9+1,4 10,0+4,8 11,4£2,7  9,3+3,4 2,6+2,0

Borneol 0,1+0,2 0,3+0,4
NI C de Lsl 0,6+0,6 1,4:0,4 0,9+0,3 1,5¢1,0 2,3+0,9 2,2+0,4 0,1+0,3
cis-a-Necrodol 2,4+0,9 2,2+0,4 2,2+0,3 2,1+0,9 2,5+0,7 2,1:0,4 0,7+0,7
p-Cimeno-8-ol 0,1+0,3 0,1+0,1 0,1+0,2 0,3+0,3 0,2+0,1
2,3,4,4-Tetrametil-5-metilciclopenten-2-enona 0,9+0,6 1,9+0,4 1,2+0,5 1,6+1,0 2,7+1,3 1,3#0,5 0,9+0,6
a-Terpineol 0,1+0,3 0,3+0,5 0,2+0,1
Acetato de fenchilo 0,3+0,7 0,8+1,3 0,3+0,2
Acetato de linalilo 0,1£0,2 1,0+1,1 0,0+0,1
Acetato de trans-a-necrodilo 27,9+11,8 34,7+1,4 32,8+5,0 25,5+10,1 32,4+5,2 31,4+7,1 16,5+16,8

Acetato de lavandulilo 9,6+3,6 14,2¢1,2  13,7+1,5 9,9+4,0 13,8+1,8  12,6%1,9 4,5+3,9 0,1+0,3
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Acetato de cis-a-necrodilo 1,0£0,8 0,8+0,1 0,9+0,1 1,2+0,6 1,6+0,4 1,4+0,5 0,9+1,1

Acetato de terpenilo - 1,4+1,4 - - - 0,3+0,6

Acetato de bornilo - - - - - - - 0,7+1,1
d-Cadineno - 0,2+0,4 - - - 0,4+0,5

Selina-3,7(11)-dieno - 0,6+0,6 - - - 0,3+0,5

Cubebol - 0,3+0,2 0,4+0,2 0,4+0,8 0,3+0,4 0,2+0,2

Cariofileno - - - 0,5£0,5 0,2+0,3 0,20,2

Oxido de cariofileno 1,222,1 0,4£0,2 0,7+0,2 0,6+0,9 0,1£0,2 0,20,2

Ledol - - - - - - 3,2+6,4

Viridiflorol - 2,0£1,0 3,8x1,1 7,7£5,3 4,4£2,2 2,8+1,5 2,6+3,8
Copaborneol - 1,5+0,4 2,6£1,0 5,3%3,8 2,8+1,7 1,0x1,2

NI E de Lsl 2,1£0,7 1,4£0,5 2,4+0,8 8,1£5,9 2,8+1,1 4,8+1,9 3,1£5,6

NI F de Lsl 1,620,5 1,0£0,5 1,8+0,6 6,2+4,3 2,1£0,9 3,8+1,4 2,4+4,5
Rendimento (%, v/m) 0,5:0,1 0,6:0,2  0,3:0,2 0,2:0,1 0,3:0,1  0,420,2 0,9:0,4  0,6:0,2
Identificacao (%) 82,0 79,3 77,2 73,5 87,0 74,9 87,8 96,3
Monoterpenos 2,0 1,7 0,8 1,1 2,8 3,7 2,6 8,7
Monoterpenos oxigenados 77,2 69,4 66,9 55,7 73,0 64,2 78,3 87,5
Sesquiterpenos - 0,9 - 0,5 0,2 0,9 - 0,1
Sesquiterpenos oxigenados 1,2 4,2 7,4 14,0 7,5 4,2 5,8

Outros 1,6 3,1 2,1 2,2 3,5 1,9 1,1

Resultados apresentados em médiatdesvio padrao de duplicados de injecao de cada planta. Os compostos estao listados por ordem de eluicdo em coluna de silica fundida
HP-5MS (30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 pm). MC: Serra da Malcata; PG: Penha Garcia; CB: Castelo Branco; OL: Oleiros; PN: Proenca-a-Nova; VR: Vila de
Rei; VV: Vila Velha de Rddao; O: Ocreza. -: ndo detetado.

(5%), linalool (5%) e 1,8-cineol (3%). As populacdes de Penha Garcia (PG) e Castelo Branco (CB) revelaram um perfil volatil muito semelhante,
com consideraveis concentracdes de linalol. A populacao de OL revelou o maior teor de sesquiterpenos oxigenados (14%), com elevadas
concentracoes de viridiflorol (8%) e de copaborneol (5%). A populacao recolhida em Proenca-a-Nova (PN) destacou-se por apresentar o maior

teor de 1,8-cineol, juntamente com a populacao de Vila de Rei (VR). A populacdo de VR também se destacou pela maior concentracao de
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monoterpenos, como o0 p-cimeno e careno. A populacao de VV revelou as maiores
diferencas entre as populacoes de Lsl, nos OEs de Lsl deste local o composto
maioritario foi a fenchona (34%), seguido do acetato de trans-a-necrodilo (17%) e o
maior teor de a-pineno (2%). A populacao outgroup de L. pedunculata revelou a
auséncia de compostos derivados de necrodano, compostos exclusivos em Lsl, sendo
os seus compostos maioritarios a fenchona (64%), canfora (19%) e o a-pineno (5%),
como corroborado por outros estudos na espécie [11, 72, 237]. Gonzalez-Coloma et al.
(2011) estudaram o perfil volatil dos OEs de plantas de VV e de MC, os autores também
encontraram diferencas nos componentes dos OEs entre os dois locais, sendo que o OE
de VV apresentou elevados teores de fenchona (>37%) e baixos teores de compostos
derivados de necrodano, contrastando com os OEs de plantas da Serra da Malcata
(Penamacor) [75]. A semelhanca morfologica entre as subespécies de L. stoechas
(subsp. luisieri e subsp. stoechas), que, sem alguma analise detalhada sao facilmente
confundidas na natureza, justifica a investigacao de diferenciacao entre as duas
através de distincao dos constituintes volateis. A composicao volatil do OE de L.
stoechas subsp. stoechas referido na bibliografia é distinto de L. stoechas subsp.
luisieri. Estudos em L. stoechas subsp. stoechas com origem em Espanha, Turquia,
Grécia e Italia, o seu OE apresenta como compostos maioritarios a fenchona (40-71%),
canfora (12-47%) e o 1,8-cineol (15-18%), nao revelando os compostos derivados de
necrodano [254-257]. Em Portugal, nao foi encontrado nenhum estudo com L. stoechas
subsp. stoechas. A existéncia de L. stoechas subsp. stoechas na regiao da Beira Interior
referida na Flora Iberica [55] ao invés da L. stoechas subsp. luisieri, tese nao
sustentada por Franco [54], ndo é corroborada pela prospecao e resultados obtidos
neste trabalho e para os locais de estudo. Com a presenca dos compostos derivados de
necrodano nos OEs das plantas recolhidas, confirma-se a presenca de L. stoechas
subsp. luisieri nesta regiao. De forma a detalhar o teor do derivado de necrodano
maioritario (acetato de trans-a-necrodilo), na Figura 33 pode-se verificar que a
populacao de PG foi a que registou um valor mediano de acetato de trans-a-necrodilo
superior as restantes populacoes, nao se observando diferencas significativas entre as
populacées MC, CB, PN e VR. A populacao de OL e VV foram as que revelaram teores
deste composto inferiores, destacando-se a populacdao de VV com valores medianos
abaixo de 10%.

Para verificar a influéncia das condicoes bioclimaticas no perfil volatil dos OEs de cada
local, realizou-se uma Analise de Componentes Principais (ACP) com as seis variaveis
bioclimaticas, previamente selecionadas através de uma matriz de correlacao,

inicialmente com 24 variaveis ambientais.
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Figura 33. Percentagem de acetato de trans-a-necrodilo nos dleos essenciais de L. stoechas
subsp. luisieri dos diferentes locais estudados. MC: Serra da Malcata; PG: Penha Garcia; CB: Castelo
Branco; OL: Oleiros; PN: Proenca-a-Nova; VR: Vila de Rei; VV: Vila Velha de Rddao. Diferentes letras

correspondem a diferencas significativas pelo teste post-hoc de ANOVA, Tukey HSD (p<0,05).

Na Figura 34, a ACP explica 60% da variacao com os dois componentes principais. Pode-
se observar um grupo no quadrante inferior direito com os locais PN, MC, CB e PG,
revelando semelhancas relativamente as variaveis bioclimaticas em estudo,
influenciados pelo indice ombrotérmico. O local VV encontra-se isolado no quadrante
superior direito, influenciado pela temperatura maxima registada, revelando por isso
maior termicidade e consequentemente stresse hidrico. O local VR esta situado no
quadrante superior esquerdo sendo caracterizado pela isotermalidade e o local OL
encontra-se isolado no quadrante inferior esquerdo com influéncia da altitude e

precipitacao.
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Figura 34. Analise de componentes principais, biplot com as variaveis bioclimaticas dos locais

estudados.

Tendo em consideracao o teor mediano de acetato de trans-a-necrodilo, a populacao

de VV foi a que apresentou o menor teor, com a ACP pode-se inferir que a producao
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deste composto parece ser influenciada negativamente por temperaturas elevadas, o
que consequentemente leva a um stresse hidrico por parte das plantas. A influéncia
dos fatores edafo-climaticos na producdo e composicao de OE é referenciada em
diversos estudos [258, 259]. Farré-Armengol et al. (2020) reportaram uma prevaléncia
na producao de monoterpenos de plantas que crescem em condicoes de secura,
sugerindo que pode estar relacionado com o facto de as emissdes de monoterpenos
protegerem as plantas contra o stresse oxidativo durante os periodos de seca [259]. De
facto, os locais que apresentaram mais influéncia por temperaturas elevadas foram VV
e PN, embora este Ultimo esteja mais distante, ainda assim no mesmo quadrante,
foram os locais onde a percentagem de monoterpenos foi maior (>87%). Segundo a ACP,
o local OL é o mais influenciado pela precipitacao anual, apresentando um menor
rendimento de OE (0,2%). Este resultado é corroborado pelo estudo de Mehalaine e
Chenchouni (2021), que sugerem um efeito negativo da precipitacao na acumulacao
de OEs na planta, diminuindo o seu armazenamento com o aumento da precipitacao
[260].

2.3. Caracterizacao das atividades bioloégicas

2.3.1. Atividade antioxidante

A determinacao da atividade antioxidante depende de varios fatores, como o tipo de
amostra, a extracao, os solventes, assim como o método antioxidante usado. A
metodologia usada influencia o mecanismo de acao antioxidante, que pode ser
complexo consoante a matriz e outras substancias podem intervir nesse modo de acao.
Dada a complexidade de acao, a determinacao da atividade antioxidante parece ter
um significado insuficiente quando realizado por um Unico método, por isso € aplicado
mais do que um método para esta avaliacao.

A atividade antioxidante dos extratos e OEs foi avaliada pelos métodos do radical
DPPH, FRAP e através do sistema B-caroteno/acido linoleico. Na Tabela 24 estao
apresentados os resultados da atividade antioxidante avaliada nos extratos e OEs
através dos dois primeiros métodos mencionados.

Os extratos aquosos de Lsl apresentaram atividade antioxidante no método DPPH com
valores entre 14,5 e 21 pg/mL, para a fase de pré-floracao e repouso/floracao,
respetivamente. Este resultado vai de encontro ao maior teor de fendis e flavondides
obtidos, sendo considerados os principais responsaveis pela atividade antioxidante. O
tratamento em biorreator selecionado para avaliacao da atividade antioxidante (T12)

obteve um ICso ligeiramente superior ao das plantas silvestres de 42,2 pyg/mL. Em
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plantas silvestres de Lsl na fase de inicio de floracao foi reportado uma ICsg
ligeiramente superior (26 pg/mL) aos resultados obtidos na mesma fase fenoldgica
(Nunes et al., 2017). Pelo mesmo método de analise, Baptista et al. (2015), analisaram
extratos aquosos de Lsl e reportaram que concentracoes acima de 400 pg/mL
apresentaram cerca de 60% de inibicao do radical, sendo que os autores referem usar
uma concentracao superior do radical DPPH [90]. Um dos principais fatores que
influencia fortemente a acao de antioxidantes € a concentracao do radical, quanto
maior for a concentracao usada mais quantidade de antioxidante é necessaria para
neutralizar os radicais presentes na solucao [39]. Neste método os OEs de Lsl revelaram
uma capacidade de neutralizacao do radical DPPH bastante inferior aos extratos com
a menor ICsono OE da fase de floracao (2 mg/mL) e a maior ICso na fase de repouso (6
mg/mL). De entre as trés fases fenologicas estudadas, foi na floracao que ocorreu a
maior producdao/acumulo de compostos derivados de necrodano, sugerindo ser um
fator importante para a atividade antioxidante encontrada no OE de floracao. Pombal
et al. (2016) também reportaram a atividade antioxidante do OE de Lsl (floracao) com
valores proximos aos obtidos neste trabalho, com ICso de 1,3 mg/mL [79]. Também

Arantes et al. (2016) confirmaram a atividade antioxidante do OE de Lsl na floracao

.....

Tabela 24. Atividade antioxidante de extratos aquosos e 6leos essenciais de L. stoechas subsp.

luisieri e P. tridentatum.

Extratos/OE (|C50?Tgl-/lmL) (mmol ;52/}71 00 gms)
R 21,0£1,8 900,1+48,6
LPF 14,5:0,4 1666,9:49,0
LF 21,1+0,6 794,4+55,0

LT12 42,2+3,1 260,9+40,8
OER 6,2+0,1% -
OEPF 3,5+0,1* .
OEF 2,0+0,0* )
CR 32,1+0,1 663,016,5
CPF 27,8+0,9 720,1+62,6
CF 27,1£1,5 964,154,4
CT6 235,30,9 87,8+2,8
Trolox 7,30,0 .

CR: extrato aquoso de Pt em repouso; CPF: extrato aquoso de Pt em pré-floracao; CF: extrato aquoso de
Pt em floracao; CTé: extrato aquoso de Pt do biorreator Té; LR: extrato aquoso de Lsl em repouso; LPF:
extrato aquoso de Lsl em pré-floracao; LF: extrato aquoso de Lsl em floracdo; LT12: extrato aquoso de
Lsl do biorreator T12; OER: dleo essencial de Lsl em repouso; OEPF: 6leo essencial de Lsl em pré-floracéo;
OEF: oleo essencial de Lsl em floracao. Resultados estdao expressos em médiatdesvio padrao. *resultados

expressos em mg/mL.
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Em Lsl, relativamente ao método FRAP, a fase da floracao obteve um teor maximo de
1666,9 mmol Fe?*/100 gms, 900 mmol Fe*/100 gns na fase de repouso, 794,4 mmol
Fe?* /100 gms na pré-floracao e o menor valor obtido no T12 (260,9 mmol Fe?* /100 gms).
Em extratos aquosos de Lsl, Nunes et al. (2017) revelaram um valor de FRAP inferior
ao obtido de 80 mg Etrolox/gms. A atividade antioxidante de trés espécies de Lavandula
foi avaliada pelo mesmo método, sendo que extratos metandlicos de L. stoechas
revelaram valores inferiores aos obtidos (224 pmol Fe*'/g) [261]. Em extratos aquosos
de L. angustifolia o teor maximo obtido no método FRAP foi de 131 uM Etrolox/gms
[262].

Em relacao aos extratos aquosos de Pt, as plantas silvestres apresentaram valores de
ICso no método de DPPH entre os 27 e 32 pg/mL, sendo a fase da floracao a que
apresentou menor valor de I1Cso (27,1 pg/mL) e por isso maior atividade antioxidante.
O tratamento de biorreator de Pt selecionado para as analises antioxidantes foi o T6,
sendo que obteve um teor de ICsp neste método bastante superior aos extratos de
plantas silvestres (235,3 pg/mL) e por isso com menor atividade antioxidante. Em
extratos metanolicos de Pt em floracao, Luis et al. (2011) revelaram valores de ICso
proximos aos encontrados, de 26 pg/mL (flores) e de 70 ug/mL (folhas e caules), tendo
os autores considerado como atividade antioxidante forte e moderada, respetivamente
[112]. Coelho et al. (2011) em extratos aquosos de Pt em floracao, reportaram um
potencial de captura do radical DPPH de 3,6 mM Etrolox/Kg [122]. Relativamente ao
método FRAP, as plantas silvestres apresentaram um teor entre 663 e 964,1 mmol
Fe?*/100 gms, Na fase de repouso e floracdo, respetivamente. Coelho (2015) revelou os
valores mais elevados de FRAP em extratos aquosos de Pt em floracao de 832 mmol
Fe?*/100 gms, sendo que os menores valores foram na fase de repouso, em plantas
micropropagadas os valores de FRAP de 250 mmol Fe?*/100 gms [131]. Em extratos
hidroetanolicos de folhas/caules e flores de Pt revelaram um valor de FRAP muito
semelhante entre si, de 0,8 mmol EAA/gns [124]. Em Pt a fase de floracao revelou ter
maior teor de fenois totais e flavonoides, e através das analises antioxidantes
confirmou a influéncia desses compostos nesta atividade bioldgica.

A percentagem de inibicao dos extratos e OEs obtida no método da peroxidacao lipidica
pelo método do B-caroteno/acido linoleico esta representada na Figura 35. No caso
dos OEs de Lsl, as concentracoes apresentadas no grafico correspondem a mg/mL. A
percentagem de inibicao exercida pelos OEs no sistema B-caroteno/acido linoleico
revelou o potencial de protecao dos OEs, sendo que nas primeiras concentracées (0,14
mg/mL) os OEs revelaram inibicoes de 22,6% no OEF (floracao), 26,7% no OER (repouso)

e 34,5% no OEPF (pré-floracao). De forma geral, os OEs apresentaram 50% de inibicao
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com concentracoes de 0,6 mg/mL. Arantes et al. (2016) estudaram a peroxidacao
lipidica do OE de Lsl (floracao) pelo sistema B-caroteno/acido linoleico, sendo
reportado que na concentracao 1,7 mg/mL obtiveram 55,3% de inibicao [78]. Através
de outro método de peroxidacao lipidica, Baptista et al. (2015) reportaram que
concentracoes de 0,2 mg/mL de OE de Lsl (floracao) corresponderam a 15% de inibicao
[90]. Nos extratos aquosos de Lsl a concentracao de 56,6 pg/mL correspondeu a 55%
para a fase de pré-floracao, de 44,7% para a fase de repouso e 39% para a fase de
floracao. No extrato aquoso de Lsl em BIT (T12), a concentracao de 170 pg/mL
correspondeu a uma percentagem de inibicao de 56,4%. Em extratos aquosos de Lsl
(0,2 mg/mL) foi reportada uma inibicao da peroxidacao lipidica de 49%, neste estudo
os autores revelaram uma maior percentagem de inibicao do extrato aquoso

comparativamente ao OE [90].
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Figura 35. Atividade antioxidante dos extratos e 6leos essenciais de L. stoechas subsp.
luisieri, P. tridentatum e do padrao BHT através do método do sistema B-

caroteno/acido linoleico. CR: extrato aquoso de Pt em repouso; CPF: extrato aquoso de Pt em pré-

floracao; CF: extrato aquoso de Pt em floracao; CTé: extrato aquoso de Pt do biorreator T6; LR: extrato
aquoso de Lsl em repouso; LPF: extrato aquoso de Lsl em pré-floracao; LF: extrato aquoso de Lsl em
floracao; LT12: extrato aquoso de Lsl do biorreator T12; BHT: hidroxitolueno butilado; OER: dleo essencial
de Lsl em repouso; OEPF: 6leo essencial de Lsl em pré-floracao; OEF: 6leo essencial de Lsl em floracao.
*valores correspondem a mg/mL.

Relativamente aos extratos aquosos de Pt, foi na fase de floracao onde se obtiveram
melhores resultados de inibicao, na concentracao de 56,6 pg/mL obteve-se uma

inibicao de 57,6%, enquanto as fases de repouso e pré-floracdo obtiveram para a
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mesma concentracao 15% e 29%, respetivamente. Quanto ao extrato aquoso obtido no
tratamento BIT (T6), este revelou um maior potencial de inibicao comparativamente
ao extrato de Lsl (T12), pois na concentracao de 170 pg/mL correspondeu uma
percentagem de inibicdo de 71%. Luis et al. (2011) reportaram que extratos
metandlicos de Pt tiveram uma fraca atividade de peroxidacao lipidica [112]. Ferreira
et al. (2012) revelaram que em concentracao de 2,5 mg/mL de extratos de Pt 170% de
inibicao apoés 60 min de reacao [114].

Entre os diferentes métodos de determinacao da atividade antioxidante usados nem
sempre se observou a consisténcia da atividade antioxidante no mesmo extrato/OE.
De facto, em relacdo aos extratos aquosos de plantas silvestres de Lsl a fase fenoldgica
que apresentou melhores resultados de atividade antioxidante, nos trés métodos
testados, foi a fase de pré-floracao. O OE de Lsl apresentou melhor atividade pelo
DPPH na fase de floracao e pelo B-caroteno/acido linoleico foi a fase de pré-floracao
que revelou maiores valores de inibicao para a mesma concentracao. Nos extratos de
Pt a fase de floracdo manteve o maior potencial antioxidante em relacdo as outras
fases fenologicas. O modo de acao antioxidante é afetado por varios fatores, como o
tipo de amostra e a metodologia aplicada, e o uso de um método nao invalida os
resultados de outro método. Alguns estudos reportam a auséncia de correlacao entre
os métodos de atividade antioxidante, Martinez et al. (2012) obtiveram valores
elevados pelo método FRAP e valores baixos pelo método DPPH [124]. Luis et al. (2011)
também verificou que extratos de plantas que apresentaram valores de ICso elevados
no método DPPH, pelo método do B-caroteno/acido linoleico os mesmos extratos
apresentaram uma elevada capacidade de inibicao da oxidacao das moléculas de acido
linoleico [112]. Coelho (2015) em extratos aquosos de P. tridentatum também revelou
resultados de atividade antioxidante pelo método DPPH elevados, o que nao se
confirmaram pelo método de capacidade redutora (FRAP) [131]. Estes resultados
demonstram a relevancia do uso de diferentes métodos de atividade antioxidante na

avaliacao desta propriedade em extratos vegetais.
2.3.2. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de extratos e OE de Lsl e Pt foi avaliada primeiramente
através de um screening inicial, cujo objetivo foi de verificar, de forma simples e
rapida, o potencial de inibicao das amostras sobre as culturas testadas. Os resultados
dos ensaios prévios estao apresentados na Tabela 33 do Apéndice 4. Destes resultados
prévios pode salientar-se a inibicao total provocada pelo OE de Lsl (floragao) sobre as
culturas de fungos e bactérias, exceto para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 que

nao apresentou inibicao e Serratia marcescens cuja inibicao foi parcial. Os extratos
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aquosos de ambas as espécies revelaram fraca inibicao sobre as culturas testadas. Dada

.....

.....

(CMB/CMF).

Na Tabela 25 encontram-se identificadas as CMI do OE de Lsl sobre as culturas de
bactérias. As CMI variam entre 4,7 yL/mL a 149,3 pL/mL para as bactérias Gram
negativas e entre 4,7 yL/mL e 37,3 pL/mL para as bactérias Gram positivas. As culturas
de bactérias mais suscetiveis a inibicao pelo OE foram a Salmonella sp. (4,7 pL/mL),
B. cereus (4,7 yL/mL), A. hydrophila (9,3 pL/mL) e o C. violaceum (9,3 pL/mL), sendo
esta Ultima considerada de maior sensibilidade, pois a sua CMB corresponde a CMI. A
excecao do B. cereus, as restantes trés bactérias sao Gram negativas. As bactérias
Gram negativas sao conhecidas pela sua forte resisténcia a agentes antibacterianos
devido a presenca da membrana externa na sua parede celular, tornando-a
impermeavel a substancias lipofilicas, e as porinas que restringem a difusdao de
compostos hidrofilicos [46, 262]. No entanto, a CMB foi bastante superior no caso da
Salmonella sp. (74,7 yL/mL) e A. hydrophila (18,7 yL/mL). Em relacao a CMB referente
ao B. cereus, nao foi possivel confirmar a sua CMB, pois na concentracdo maxima
testada (149,3 pL/mL) observou-se crescimento da bactéria. Esta maior resisténcia
revelada por B. cereus pode dever-se ao facto da sua capacidade de produzir esporos

altamente resistentes a condicoes adversas [264].

Tabela 25. Concentragdes minimas inibitorias (CMI) e concentragées minimas bactericidas

(CMB) do dleo essencial de L. stoechas subsp. luisieri.

Microrganismos Gram CMI (puL/mL) CMB (pL/mL)
A. hydrophila - 9,3 18,7
B. cereus + 4,7 >149,3
Burkholderia sp. - 37,3 37,3
C. violaceum - 9,3 9,3
L. monocytogenes + 18,7 18,7
P. aeruginosa ATCC 27853 - 149,3 149,3
P. aeruginosa - 37,3 149,3
Salmonella sp. - 4,7 74,7
S. marcescens - 74,7 149,3
Staphylococcus coagulase positiva + 37,3 37,3

Por outro lado, a bactéria mais resistente a acao do OE foi a P. aeruginosa ATCC 27853
cuja CMI foi a concentracao maxima testada e igual a CMB (149,3 pL/mL). A atividade

antimicrobiana do OE de Lsl tem vindo a ser reportada em alguns estudos. Pombal et
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al. (2016) testaram o OE de Lsl (flores e folhas) em Escherichia coli e Staphylococcus
coagulase positiva, revelando CMI e CMB de 22 pg/mL para ambas as bactérias para o
OE de flores, enquanto que o OE de folhas apresentou uma CMI e CMB inferior (11
Hg/mL) para o Staphylococcus coagulase positiva [79]. Arantes et al. (2016) reportaram
uma CMI de 250 pg/mL no OE de Lsl para as duas culturas de referéncia de S. aureus
(ATCC 6538 e LFG 1007), e para E. coli ATCC 25922 foi revelada uma CMI muito superior
de 1000 pg/mL. Em Salmonella spp. e P. aeruginosa foram reveladas CMI de 750 pug/mL
e de 500 pg/mL, respetivamente [78].

Relativamente a atividade antifingica do OE de Lsl, as CMI e CMF estao apresentadas
na Tabela 26, estando também identificadas as respetivas referéncias ESA-IPCB. A
quantificacao do indéculo de cada suspensao de esporos dos fungos filamentosos variou
entre 6,4x10% e 6,6x10* UFC, obtendo especificamente as seguintes concentracées em
cada poco da microplaca: Alternaria seccao Alternata (7,0x10° UFC), Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404 (6,6x10* UFC), Aspergillus carbonarius (6,4x10*> UFC),
Aspergillus niger (2,0x10° UFC), Aspergillus sp. (5,0x10° UFC), Penicillium
brevicompactum (3,6x10* UFC), Penicillium crustosum (5,0x10° UFC), Penicillium
glabrum (1,2x10° UFC), Penicillium simile (3,8x10* UFC), Penicillium roqueforti PRB6
HYP5D (1,6x10* UFC) e Rhizopus stolonifer (8,2x10° UFC).

As concentracdes utilizadas de OE variaram entre 0,1 e 74,7 pL/mL, as quais
permitiram encontrar a CMI e a CMF para a maioria das culturas de fungos. A
identificacdao dos fungos isolados de medronho esta referida no subcapitulo 3.2., no
entanto para ser mais exato e compreensivel, foram atribuidos os respetivos nomes
das espécies/géneros nesta parte do trabalho.

Penicillium roqueforti PRB6 HYP5D pois as CMI e CMF foram as mais baixas testadas,
sendo respetivamente 0,1 e 0,6 pL/mL. A suscetibilidade de P. roqueforti PRB6 HYP5D
foi corroborada num estudo com mais trés culturas, sendo o que apresentou maior
suscetibilidade a acdo de agentes antimicrobianos [265]. Em relacao aos fungos
filamentosos o que apresentou uma maior suscetibilidade de inibicao foi o Rhizopus
stolonifer ESA.M.44 com 0,1 yL/mL. No caso das leveduras, as mais suscetiveis foram
Aureobasidium sp. ESA.M.64 e Saccothecium rubi ESA.M.89 com 0,3 pyL/mL. Por outro
lado, as culturas mais resistentes (CMF> 74,7 uL/mL) a acao do OE foram Alternaria
seccao Alternata ESA.M.11, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 e o Penicillium
glabrum ESA.M.54, sendo que a concentracao maxima testada (74,7 pL/mL) nao foi

suficiente para a sua respetiva inibicao. As leveduras revelaram ser menos resistentes
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a acao do OE, sendo que a levedura onde se observou a CMF mais elevada foi a

Meyerozyma guilliermondii ESA.M.47 com uma CMF de 9,3 yL/mL.

.....

do 6leo essencial de L. stoechas subsp. luisieri.

Microrganismos CMI (uL/mL) CMF (pL/mL)
Alternaria seccao Alternata ESA.M.11 2,3 >74,7
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 4,7 >74,7
Aspergillus carbonarius ESA.M.51 0,3 9,3
Aspergillus niger ESA.M.45 4,7 4,7
Aspergillus sp. ESA.M.38 2,3 2,3
Aureobasidium sp. ESA.M.64 0,3 2,3
Aureobasidium sp. ESA.M.57 1,2 2,3
Candida albicans ESALD/2016 4,7 9,3
Hanseniaspora sp. ESA.M.99 1,2 2,3
Meyerozyma guilliermondii ESA.M.47 4.7 9,3
Penicillium brevicompactum ESA.M.60 0,3 2,3
Penicillium crustosum ESA.M.48 2,3 4,7
Penicillium glabrum ESA.M.54 1,2 >747
Penicillium simile ESA.M.13 9,3 9,3
Penicillium roqueforti PRB6 HYP5D 0,1 0,6
Rhizopus stolonifer ESA.M.44 0,1 9,3
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 1,2 2,3
Saccothecium rubi ESA.M.89 0,3 1,2

0 isolado clinico da levedura Candida albicans revelou uma atividade antimicrobiana
com CMI e CMF de 4,7 e 9,3 pL/mL, respetivamente. Zuzarte et al. (2012) também
verificaram a atividade antimicrobiana do OE de Lsl (floracao) contra trés estirpes
desta espécie, e a CMI nas trés estirpes variou de 0,64 a 2,5 pL/mL, valores ainda assim
bastante inferiores aos obtidos neste trabalho. Os autores também verificaram o
comportamento de A. niger ATCC 16404 sob efeito do OE, onde a CMF (20 pyL/mL) foi
muito superior a CMI (0,3 pL/mL) [64]. Baptista et al. (2015) comparou a atividade
antimicrobiana dos OEs de Lsl e de L. pedunculata em diferentes culturas de fungos,
sendo que o OE de Lsl demonstrou globalmente maior eficacia, isto €, obteve menores
15,5 pg/mL e para a levedura C. albicans a concentracao maxima testada (100 pg/mL)

foi nao suficiente para a inibir [90].
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De acordo com os resultados, a atividade antimicrobiana do OE de Lsl apresentou
inibicao contra todas as culturas bacterianas e fungicas testadas, assim como o efeito
bactericida e fungicida foi revelado para a maioria das culturas estudas. As culturas de
fungos demonstraram maior suscetibilidade ao OE comparativamente com as culturas
de bactérias. Um dos fatores que se deve considerar nos resultados de atividade
antimicrobiana é precisamente a densidade de inéculo do microrganismo usada, pois
maiores densidades poderao sugerir CMI e/ou CMB/CMF mais elevadas, por isso é

importante a quantificacao do inéculo.
2.3.3. Atividade citotoxica

A citotoxicidade do extrato aquoso de Pt (floracao) e do OE de Lsl (floracao) foi
avaliada através do método MTT em células de fibroblastos (NHDF). A Figura 36
representa graficamente a percentagem de viabilidade das células sob acao do extrato
e OE. De acordo com a ISO 10993-5:2009 [266] consideram-se efeitos citotdxicos
quando o agente a ser testado reduz a viabilidade celular para valores inferiores a 70%.
A acao do OE sob as células ap6s 24 h de incubacao revelou um efeito citotdxico nas
células, reduzindo a viabilidade celular para valores entre 30% e 40% mesmo na
concentracao mais baixa testada (0,3 pL/mL), valores significativamente diferentes do
controlo. Zuzarte et al. (2012) estudaram a citotoxicidade de OEs de Lsl de duas
origens diferentes, sendo que um OE foi caracterizado por apresentar elevado teor de
compostos de necrodano (17%) e outro baixos teores (3%). Assim, avaliaram a atividade
citotoxica do dois OEs sob células de macrofagos (Raw264.7), e verificaram que o OE
com maior teor de acetato de trans-a-necrodilo apresentou uma maior citotoxicidade
(<50% de viabilidade celular) na concentracao mais elevada (0,6 pL/mL),
comparativamente com o OE com menor teor deste composto, revelando o possivel
efeito citotdxico dos compostos derivados de necrodano sobre as células [64]. Em
células normais, fibroblastos, Nunes et al. (2017) confirmaram o efeito citotoxico de
extratos de Lsl em concentracoes superiores a 3,2 mg/mL. Ainda neste estudo, os
autores demonstraram que, nas mesmas concentracoes de extrato, as células tumorais
(HepG2) apresentaram maior suscetibilidade ao extrato de Lsl do que as células
normais (fibroblastos) [81]. Por outro lado, as linhas celulares apresentam diferentes
respostas de acordo com a sua origem e o seu estado metabolico, tal como foi
verificado num estudo usando duas linhas celulares fibroblastos e macrofagos (Raw
264.7), em que os fibroblastos apresentaram maior resisténcia a acdo do mesmo agente

citotoxico, comparado com a maior suscetibilidade dos macréfagos [267].

137



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

120

>

100

80

60

40

Viabilidade celular (%)

20

Controlo OEO0,3 OE 0,5 OE1 OE 25 QES OE10
uL/mil uL/mil pL/mL  pL/ml pL/mil uL/ml

B 140
120
100

80

40

Viabilidade celular (% )

20

Controlo EA 500 EA 1000 EA 2000 EA 3000 EA 5000
pg/ml pg/mil pg/mi pg/mi HE/mlL

Figura 36. Viabilidade celular de células de fibroblastos sob efeito do dleo essencial de L.
stoechas subsp. luisieri (A) e de extrato aquoso de P. tridentatum (B). OE: dleo essencial; EA:

extrato aquoso. Resultados expressos em médiatdesvio padrao, diferencas significativas pelo teste

Wilcoxon-Mann-Whitney (**p<0,01 comparado com o respetivo controlo).

No extrato aquoso de Pt, as concentracdes mais baixas testadas (500-1000 pg/mL) nao
revelaram diferencas significativas em relacdo ao controlo, sendo que nas
concentracdes 2000 a 5000 pg/mL os resultados diferiram significativamente do
controlo, podendo apresentar possivel efeito citotoxico nas células. A viabilidade
celular de extratos etanolicos de Pt de diferentes partes da planta (raizes, folhas e
caules) foi também estudada por Simoes et al. (2020), em células de macrofagos (Raw
264.7), as quais nao revelaram suscetibilidade a acao dos extratos até concentracoes
de 100 pg/mL durante 24 h [117]. Ferreira et al. (2012), confirmaram a auséncia de
efeitos citotoxicos de extratos aquosos de Pt (flores) nas concentragoes 125 e 375 mg/L
em células cancerigenas do figado (HepG2) [114]. Goncalves et al. (2020), avaliaram a
viabilidade celular de células cancerigenas do colorretal (Caco-2) e de fibroblastos
(NHDF) e verificaram que extratos aquosos e hidroetanolicos de flores de Pt
apresentaram uma toxicidade seletiva nas células Caco-2 comparando com a auséncia
de toxicidade revelada na linha celular de fibroblastos [120]. A maior suscetibilidade

apresentada por células cancerigenas tem sido demonstrada em alguns estudos, o que
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representa uma possivel aplicacao de extratos de plantas no tratamento de doencas

cancerigenas e doencas associadas ao stresse oxidativo [50, 103, 104].

3. Ensaios de conservacao de frutos endégenos da Beira Interior
3.1. Ensaios de conservacao em cereja

No ensaio de conservacao de cerejas foram elaboradas quatro formulacées a base de
quitosano (1,5%), glicerol (0,2%) e tween 20 (0,5%) com e sem adicao de OE de Lsl
(floracao), designadas respetivamente, FA e FB; e a FC e FD que contém a base da FA
com a adicao de cera de abelha (4%) e no caso da FD mais a adicao do OE de Lsl (0,5%).
As quatro formulacoes de filmes foram avaliadas quanto as suas propriedades
mecanicas e higroscopicas (Tabela 27). Relativamente a espessura dos filmes pode
observar-se que os filmes sem a cera de abelha (FA e FB) apresentaram menor
espessura média do que os que contém este ingrediente (FC e FD). A tensao maxima
de rutura (TS), definida como a tensao maxima que um material suporta ao ser
alongado antes de ocorrer a sua rutura, para os filmes FA e FB, sem cera de abelha,
foram obtidos os resultados mais elevados de tensao maxima de rutura, destacando-se
o FB pelo maior valor de TS (46,20 MPa). No caso dos filmes FC e FD, a presenca da
cera de abelha parece ter influenciado a tensao de rutura, apresentando valores
bastante inferiores, de 3,61 e 3,12 MPa, respetivamente. Na percentagem de
alongamento na rutura (E%), e sendo este um indicador da flexibilidade e elasticidade
de um filme, quanto maior esse valor maior a sua elasticidade. Os valores mais
elevados foram obtidos nos FA e FB, diferindo estatisticamente dos filmes FC e FD.
Resultados semelhantes foram descritos por Godinho (2014), onde apresenta
resultados em filmes com e sem incorporacao de cera de abelha. A autora demonstra
que os filmes sem incorporacao de cera de abelha apresentaram resultados mais
elevados de tensao de rutura e alongamento na rutura, comparativamente aos filmes
com cera de abelha [218]. Shen e Kamdem (2015) revelaram que em filmes de
quitosano utilizando diferentes concentracées de OE (10-30%, m/m) a presenca de
concentracoes mais elevadas de OE no filme contribuiu para a reducao dos valores de
TS e E% [217]. Considerando a percentagem de OE a incorporar, este facto pode estar
relacionado com a substituicao parcial na rede do filme das interacdes polimero-
polimero (mais fortes) por interacdes polimero-OE (mais fracas), reduzindo a coesao
das forcas da rede polimérica.

Em relacdo ao moddulo de Young (MY) que se traduz na resisténcia do filme a

deformacao os resultados apresentaram diferencas significativas entre os FA e FB,
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sendo o maior valor obtido no FB (75,64 MPa), tornando este filme mais resistente a
deformacao. A diferenca no filme FA e FB, é que este Ultimo tem a incorporacao do
OE de Lsl (0,5%), o que parece ter tido influéncia na resposta mecanica dos respetivos
filmes. Os filmes FA, FC e FD mantiveram semelhancas estatisticas nos resultados, o
que com a presenca da cera de abelha, o OE nao teve influéncia nas propriedades
mecanicas. Estes resultados relativamente elevados dos FC e FD, tendo em conta a sua
fraca resisténcia a rutura, podem dever-se a sua maior espessura, sendo esta
propriedade considerada no calculo do MY, conferindo por isso uma relativa resisténcia
a deformacao. Filmes sem incorporacao de cera de abelha também revelaram maiores

valores de MY do que os filmes incorporados com cera de abelha [218].

Tabela 27. Propriedades mecanicas e higroscopicas dos filmes elaborados.

Formulacées Esf;f:)"a TS (MPa) E% MY (MPa) P\Fﬁ’;j? (Snlg'; 1
FA 0,17:0,07¢  18,53+3,65>  53,53:1,492 48 87+10,09°  9,46+0,01x107%
FB 0,10:0,01°  46,20:6,012  58,12+5,47° 75,6419,172  5,64+0,03x10°07
FC 0,280,072 3,61+0,67¢ 4,78+2,43 46,14+12,51°  1,580,01x10-%2
FD 0,32:0,06  3,12+1,18¢ 4,88+2,06 46,52+11,69°  1,120,02x10%2

Os resultados estdo expressos em média+desvio padrdo. TS: tensdao maxima de rutura; E%: percentagem
do alongamento na rutura; MY: mddulo de Young; PVA: permeabilidade ao vapor de agua. Letras diferentes

na mesma coluna correspondem a diferencas significativas (p<0,05).

Para além das propriedades mecanicas, os filmes devem conferir alguma barreira ao
vapor de agua, minimizando assim as trocas gasosas entre o alimento e o espaco
exterior. A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi avaliada nas quatro

) e o valor mais

formulacoes, obtendo o valor mais baixo de PVA no FB (5,64x10°
elevado no FC (1,58x10%), nao diferindo significativamente do FD. O intuito da adicao
de substancias hidrofobicas nas formulacdes de revestimentos, como o caso da cera de
abelha e o OE, consiste na contribuicao para a diminuicao da permeabilidade ao vapor
de agua. Os resultados obtidos indicam que a presenca de cera de abelha aumentou a
permeabilidade, os filmes que tém cera de abelha, FC e FD, revelaram resultados de
PVA superiores (1,58x10% e 1,12x10%, respetivamente) aos dos filmes FA e FB (sem
cera de abelha). Resultados semelhantes foram obtidos por Godinho (2014), quando
comparados filmes com e sem cera de abelha, obteve resultados mais elevados de PVA
nos filmes que continham este ingrediente hidrofébico [218]. Estes resultados podem
dever-se a elevada concentracao de substancias hidrofébicas presentes na formulacao,
onde as moléculas de oxigénio podem penetrar através das interfaces cera-polimero,
proporcionando canais de penetracao de oxigénio quando o filme contém alto teor de

cera, facilitando a permeabilidade a agua [268].
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Diversos estudos reportam o aumento da permeabilidade ao vapor em formulacées com
adicao de substancias lipofilicas [268-270]. Chiumarelli e Hubinger (2014) estudaram
as propriedades higroscopicas de formulacdes de revestimentos de amido, sendo que
na formulacao com maior teor de substancias hidrofébicas o resultado de resisténcia
ao vapor de agua foi o mais baixo, ou seja, maior permeabilidade ao vapor de agua
[271]. Por outro lado, a incorporacao de OEs nas formulacdes de matrizes poliméricas
dos revestimentos pode resultar na reducao da permeabilidade ao vapor de agua [272].
A incorporacao de OE de Lsl nas formulacoes FB e FD parece ter influenciado a reducao
da permeabilidade, comparativamente com a respetiva formulacao base, a FA e a FC,
tendo os resultados de PVA diminuido com a adicdo de OE. Shen e Kamdem (2015)
também estudaram o efeito da adicdo de OE em filmes a base de quitosano, e
reportaram que maiores quantidades de OE adicionado no filme contribuiu para a
reducdo da permeabilidade ao vapor de agua, nomeadamente concentracoes
superiores a 20% [217]. A conjugacao das propriedades mecanicas e higroscdpicas para
a obtencao de um filme ideal, é dificil de ser obtida, pois deve de ser atingido um
compromisso na adicao de substancias hidrofébicas, com influéncia na reducao da
permeabilidade ao vapor de agua e as caracteristicas que essas substancias conferem
nas propriedades mecanicas do filme, nomeadamente na diminuicao da elasticidade e
tensao superficial [215].

A avaliacao da cor dos filmes esta representada graficamente na Figura 37.
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Figura 37. Avaliacdo dos parametros de cor (L*, a*, b*) nos filmes. Resultados médios+desvio
padrao, diferentes letras para o mesmo parametro indicam diferencas significativas pelo teste Kruskal-
Wallis (p<0,01).

Através dos resultados é possivel verificar a influéncia da adicao da cera de abelha nos
filmes FC e FD, com o aumento do valor de b*, sendo o FD estatisticamente dos FA e
FB. A luminosidade, representada pelo L*, teve maiores valores nos filmes FA e FB

(26,9 e 25,1, respetivamente), o que corrobora com a opacidade revelada pelas
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formulagcdes com incorporacao de cera de abelha. Na concentracao usada, a adicao de
OE na FB, nao pareceu aumentar a tonalidade amarela, nao se observando diferencas
significativas entre FA/FB e FC/FD.

Apds os resultados obtidos na caracterizacdo das propriedades mecanicas e
higroscopicas, foram selecionadas as formulacoes FA e FB para o ensaio de aplicacao
em cerejas. Em relacao a perda de massa (%) durante o ensaio de conservacao de
cerejas, os resultados estdo apresentados na Figura 38. E possivel observar o efeito da
temperatura, sendo a maior perda de massa obtida a temperatura ambiente em frutos
sem revestimento (60%), comparativamente com os resultados em temperaturas de
refrigeracao. Também é possivel observar o efeito que os revestimentos apresentaram
na diminuicao de perda de massa dos frutos, em ambas as temperaturas e ao longo do
tempo. De formal geral e constante em cada tempo de analise, observam-se diferencas
significativas na perda massa que € maior nos frutos sem revestimento (CTA e CR)
comparativamente aos frutos revestidos (FA e FB). No tempo T3, apos 12 dias, apenas
foi possivel obter resultados para os frutos que estavam refrigerados, pois os frutos
que permaneceram a temperatura ambiente desenvolveram contaminacao, nao sendo,
por isso, possivel a sua pesagem. No Ultimo tempo de analise pode-se verificar o efeito
que o revestimento FB apresentou na menor percentagem de perda de massa, nao
diferindo significativamente do FA.
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Figura 38. Perda de massa em cerejas ao longo do ensaio de conservacao e em diferentes
temperaturas. CTA: controlo a temperatura ambiente; FATA: FA a temperatura ambiente; FBTA: FB a
temperatura ambiente; CR: controlo em refrigeracao; FAR: FA em refrigeracao; FBR: FB em refrigeracao;
T1: apos 4 dias; T2: apos 8 dias; T3: apos 12 dias. Diferentes letras para o mesmo tempo de analise indicam
diferencas significativas pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,01).

Avaliacao da firmeza dos frutos submetidos aos tratamentos sem e com aplicacao dos

revestimentos foi realizada apds quatro dias de conservacao (T1). Apos analise
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estatistica (teste de Kruskal-Wallis, p<0,01) nao se obtiveram diferencas significativas
nos diferentes tratamentos, sendo que o valor mais elevado de firmeza dos frutos foi
obtido nas formulacoes FA e FB (0,96 N) em frutos refrigerados e o mais baixo foi obtido
nos frutos sem revestimento a temperatura ambiente (CTA 0,86 N). Estes resultados
sugerem que nenhum dos revestimentos aplicados influenciou a firmeza das cerejas ao
longo do ensaio de conservacao. Resultados semelhantes foram obtidos por Godinho
(2014), em que a autora desenvolveu revestimentos a base de quitosano em cerejas e
verificou que os revestimentos nao influenciaram a firmeza dos frutos [218].

Neste ensaio, para os diferentes tratamentos e ao longo do tempo de conservacao, foi
avaliada a carga microbiana, nomeadamente a contagem de mesofilos, psicrotroficos,
leveduras e fungos filamentosos. A carga microbiana total permite ter uma nocao da
qualidade do alimento, apresentando também um papel crucial para a determinacao
do prazo de consumo, uma vez que quanto maior a carga microbiana, maior e mais
rapida sera a deterioracdo do alimento. Sendo o objetivo dos revestimentos conservar
e prolongar a vida util dos frutos, tornou-se importante verificar a sua acao na carga
microbiana dos frutos ao longo do tempo deste ensaio.

A Tabela 28 apresenta os resultados das analises microbiologicas aos frutos nos

diferentes tratamentos.

Tabela 28. Contagem microbiologica (log UFC/g) de grupos de microrganismos em cereja ao

longo do ensaio de conservacao.

Temperatura/Tempo ~ 1fatamento  Mesofilos Psicrotroficos  Leveduras fila:2§:§sos
TO 2,11£0,413¢  2,72+0,55%  2,48:0,48% 2,220,523
CTA 4,080,182 4,330,142 3,87:0,122  4,37:0,832
T1 FATA 2,20£0,18%  2,93:0,33®®  2,15:0,15%®  1,00:0,50P
. FBTA 1,44:0,44b< 2 ,65+0,05% N/D 1,000,600
2¢ CTA 4,410,052 4,320,112 3,82:0,042  4,27:0,582
T2 FATA 2,640,102 4,0810,842 1,09:0,5°  3,26:0,652
FBTA 2,55:0,03  2,80+0,06% N/D 3,07+0,67%
CR 2,08£0,20%¢  3,06£0,13%  2,33:0,15%  1,50+0,20°
T1 FAR 1,59+0,29b  2,24+0,24% N/D 1,15:0,29b
FBR 1,09+0,09b¢ 1,24:0,24° N/D 1,00:0,09>
CR 3,8310,54° 3,700,132 3,020,023  2,57+0,54%
4°C T2 FAR 2,44+0,09% 2,99+0,502 N/D N/D
FBR 1,04+0,02b¢ 1,300,500 N/D N/D
CR 2,7310,37%  3,15:0,34®  2,91:0,312>  2,39:0,372b
T3 FAR 1,98+0,05%¢  2,97+0,97% N/D N/D
FBR N/D 1,70+0,20¢ N/D N/D

CTA: controlo a temperatura ambiente; FATA: FA a temperatura ambiente; FBTA: FB a temperatura
ambiente; CR: controlo em refrigeracdo; FAR: FA em refrigeracdo; FBR: FB em refrigeracao; T1: apos 4

dias; T2: apo6s 8 dias; T3: ap6s 12 dias. N/D: auséncia de contagem. Resultados expressos em
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médiazdesvio-padrao. Diferentes letras na mesma coluna correspondem a diferencas significativas pelo
teste post-hoc de ANOVA, Duncan (p<0,05).

No dia de rececao dos frutos (T0) a contagem de mesofilos foi de 2,11 log UFC/g, para
os psicrotroficos foi de 2,72 log UFC/g, para as leveduras foi de 2,48 log UFC/g e para
os fungos filamentosos obteve-se uma contagem de 2,22 log UFC/g. Relativamente ao
grupo dos mesofilos, a temperatura ambiente verificou-se que as formulacoes
apresentaram algum efeito inibidor deste grupo de microrganismos comparativamente
com os frutos sem revestimento, onde a contagem aumentou significativamente apos
4 e 8 dias. Apesar de se ter verificado um ligeiro aumento apds 8 dias nas FA e FB (2,64
e 2,55 log UFC/g, respetivamente), apos 4 dias a FB revelou possuir um efeito inibitorio
nestes microrganismos, apresentando contagens inferiores (1,44 log UFC/g)
relativamente ao momento inicial de analise (TO). Em relacdo aos tratamentos na
temperatura de refrigeracdo, apos 4 dias verificou-se, mesmo nos frutos sem
revestimento, a manutencao na contagem dos mesofilos, e reducao dos valores nas FA
e FB. No ultimo momento de analise, apos 12 dias (T3), a formulacao FB nao apresentou
contagem de microrganismos, este resultado sugere o efeito inibitério do OE de Lsl
conjugado a temperaturas baixas, que podera ser uma boa estratégia de
reducado/inibicdo da carga microbiana. O comportamento dos psicrotroficos foi
semelhante aos mesofilos, no entanto verificou-se um ligeiro aumento ao longo do
tempo, na temperatura de refrigeracao, na FB, o que corrobora com a resisténcia ao
longo do tempo desta classe de microrganismos a temperaturas baixas.

Em relacdo a contagem de leveduras, nos frutos sem revestimento na temperatura
ambiente verificou-se um aumento ao longo do tempo, sendo as contagens
estatisticamente diferentes da formulacao FA (no T2), sendo que para a FB nao se
obtiveram contagens. Na temperatura de refrigeracao, apenas se obteve contagens
nos frutos sem revestimento, observando-se uma manutencao dos valores iniciais (TO).
Por fim, relativamente a contagem de fungos filamentosos, observou-se uma reducao
na contagem a temperatura ambiente para as FA e FB, no entanto, apods 8 dias
verificou-se um aumento da contagem de bolores para ambas as formulacdes, nao
diferindo estatisticamente entre si, com ligeiro aumento no tempo T2. Nos frutos
refrigerados verificou-se uma diminuicdao, em relacao ao TO, nos frutos sem
revestimento e nas FA e FB, no entanto, ao longo do tempo apenas se registaram
contagens nos frutos nao revestidos. Perdana et al. (2021) estudaram o efeito de
revestimentos a base de quitosano com incorporacao de OE de erva-principe na
conservacao de pimentos, os autores verificaram uma reducao na contagem de

mesofilos e fungos comparativamente com pimentos nao revestidos apos 4 dias de
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conservacao a temperatura ambiente [273]. Também Peralta-Ruiz et al. (2020)
estudaram o efeito de revestimentos a base de quitosano com incorporacao de OE de
Ruta graveolens na conservacao pos-colheita de tomate, tendo os autores verificado
uma diminuicao da contagem de mesofilos e fungos nos frutos revestidos com e sem
OE, observando menores contagens nos frutos revestidos com OE [201]. A aplicacao de
OE de limao em revestimentos a base de quitosano também revelou efeitos
antifingicos durante o armazenamento de morangos a baixas temperaturas [202].

Em suma, com a analise destes resultados é possivel verificar que mesmo a
temperatura ambiente e num curto periodo (4 dias) é possivel retardar o
desenvolvimento de microrganismos com a aplicacao dos revestimentos. Se
conjugarmos temperaturas baixas com a aplicacao de revestimentos poderemos
prolongar o tempo de vida util dos frutos, inibindo o desenvolvimento de

microrganismos.

A realizacdo do trabalho de revestimentos em cerejas efetuou-se na mesma linha
temporal dos ensaios de atividade citotoxica. Relativamente ao potencial uso do OE
de Lsl como componente de revestimentos ediveis, tendo em consideracao os
resultados da atividade citotoxica em fibroblastos testada neste trabalho, e até se
obterem resultados mais robustos em outras linhas celulares, devera ser ponderado o
seu uso como ingrediente alimentar. Apesar dos OEs serem considerados produtos
naturais os mesmos apresentam uma complexa constituicao quimica, que dependendo
de varios fatores, principalmente da sua concentracdo, podem causar efeitos
citotdxicos no organismo. Por outro lado, em termos de formulacao dos revestimentos,
os OEs sendo constituidos por compostos volateis que se podem volatilizar ao longo do
periodo de conservacao, exigira a monitorizacao dos mesmos com a realizacao de
analises de controlo ao longo do tempo. Também se justificaria a realizacao de ensaios
de citotoxicidade em fibroblastos e em células do trato digestivo, utilizando as
formulacées de revestimentos, sendo estes resultados determinantes para a
confirmacao da citotoxicidade dos revestimentos. Assim, uma possivel estratégia
alternativa da utilizacao do OE de Lsl, como agente conservante de fruta pés-colheita,
seria adaptar os revestimentos como componentes de embalagem e nao como

revestimento edivel.

3.2. Ensaios de conservacao em medronho

O ensaio de conservacao do medronho foi realizado temporalmente antes do ensaio

realizado com as cerejas. Neste ensaio foi estudado o efeito da temperatura, sob
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refrigeracao (6,5+1°C), em temperatura ambiente (25+1°C) e em congelacao (-22+1°C)
[274]. A Tabela 29 apresenta os resultados das contagens de grupos de microrganismos
testados neste ensaio, o grupo das Enterobacteriaceae, mesofilos, psicrotroficos,
leveduras e fungos filamentosos em medronho nos diferentes momentos de analise. As
Enterobacteriaceae, incluindo os coliformes, sao um grupo de microrganismos que
deve receber especial atencao, pois esta bastante associado a amostras de solo e

plantas e consequentemente podem surgir em frutos [275].

Tabela 29. Contagem microbiologica (log UFC/g) de grupos de microrganismos em medronho

ao longo do ensaio de conservacao.

Tratamento Enterobacteriaceae Mesofilos Psicrotroficos Leveduras filat#enr%?;sos
TO N/D 3,26:1,20°  4,07+0,25 3,39:0,18%  2,70+0,55°
T1TA N/D 4,80+0,89° 5,93+1,712 5,99:0,26°  3,87+0,74%
T2TA N/D 6,500,562 6,74:0,26 6,530,322 5,841,482
TIR N/D 4,82+2,25 5,20£1,162 4,001,362  2,39:0,74°
T2R N/D 3,37+1,66° 5,730,782 5,170,732 2,59:0,79°
T3F N/D 2,69+0,77° 4,130,552 3,49:0,70°  2,63£0,74

TO: frutos no dia de recolha; T1TA: apos 4 dias a temperatura ambiente; T2TA: apds 11 dias a temperatura
ambiente; T1R: apds 4 dias a temperatura de refrigeracao; T2R: apo6s 11 dias a temperatura de
refrigeracdo; T3F: apos 21 dias de congelacdo. N/D: auséncia de contagem. Resultados expressos em
médiazdesvio-padrao. Diferentes letras na mesma coluna correspondem a diferencas significativas pelo
teste post-hoc de ANOVA, Tukey HSD (p<0,05).

Para o grupo das Enterobacteriaceae nao se obtiveram contagens deste grupo de
microrganismos. A contagem de microrganismos nos frutos frescos representa a
referéncia para os tratamentos posteriores, apresentando valores de mesofilos de 3,26
log UFC/g, para os psicrotréficos 4,07 log UFC/g, para as leveduras 3,39 log UFC/g e
para os fungos filamentosos 2,70 log UFC/g. A contagem de microrganismos em frutos
ou vegetais pos-colheita, depende de alguns fatores essenciais como fatores
ambientais, da época de colheita, da irrigacdo e do estado fitossanitario da planta
[276]. No entanto, durante o armazenamento, os frutos frescos podem estar sujeitos
a diversas fontes de contaminacao, sendo os fungos os principais responsaveis pela
deterioracao. Devido ao pH baixo, normalmente caracteristico de frutos frescos, o
desenvolvimento de bactérias pode ficar condicionado [276, 277].

Nos tratamentos a temperatura ambiente verificou-se um aumento progressivo da
contagem ao longo do tempo, sendo o maior valor para mesofilos no T2 de 6,50 log
UFC/g, sendo que para o mesmo grupo de microrganismos, a temperatura de

refrigeracao manteve os valores proximos aos do TO, nhomeadamente no T2 (ap6s 11

.....
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apresentando valores inferiores ao de TO. Verificou-se igual comportamento para os
psicrotroficos e leveduras, destacando os maiores valores obtidos na contagem de
psicrotroficos, mesmo para o tratamento de congelacdo, denotando que as baixas
temperaturas nao afetam de forma significativa este grupo de microrganismos. Em
relacdo aos fungos filamentosos, a temperatura de refrigeracao e congelacao
contribuiram para a manutencao de valores proximos aos de T0, nao sendo observadas
diferencas significativas entre TO, T1R, T2R e T3F.

Como mencionado no sub-subcapitulo 2.3.2. do presente capitulo, para os ensaios da
atividade antimicrobiana com o OE de Lsl, foram selecionados 14 isolados de

medronho, nove fungos filamentosos e cinco leveduras (Tabela 30).

Tabela 30. Identificacao de microrganismos isolados de medronho.

Microrganismos Referéncia ESA-IPCB Microrganismos Referéncia ESA-IPCB
Alternaria seccao Alternata ESA.M. 11 Meyerozyma guilliermondii ESA.M.47
Aspergillus carbonarius ESA.M.51 Penicillium brevicompactum ESA.M.60
Aspergillus niger ESA.M.45 Penicillium crustosum ESA.M.48
Aspergillus sp. ESA.M.38 Penicillium glabrum ESA.M.54
Aureobasidium sp. ESA.M.64 Penicillium simile ESA.M.13
Aureobasidium sp. ESA.M.57 Rhizopus stolonifer ESA.M.44
Hanseniaspora sp. ESA.M.99 Saccothecium rubi ESA.M.89

A identificacdo de cada isolado foi realizada através da construcao de arvores
filogenéticas, tendo em conta a sequéncia gerada na reacao em cadeia PCR com o
marcador genético adequado para a sua amplificacao.

Neste estudo foram isolados leveduras e fungos filamentosos durante o ensaio de
conservacao do medronho, desde os frutos frescos e ao longo dos diferentes
tratamentos e tempos de conservacao, obtendo um total de 97 isolados (51,5% de
fungos filamentosos e 48,5% de leveduras). Em colaboracao com a Micoteca da
Universidade do Minho propuseram-se para identificacao 57 isolados, selecionados pela
sua representatividade ao longo do ensaio (Tabela 34, Apéndice 5). Na Figura 39 estao
representados os géneros dos fungos isolados de medronho. Através de analises
filogenéticas foi possivel a identificacao a nivel de género da maioria dos isolados, com
a excecao de 2% em que nao foi possivel a correspondéncia a nenhum género
conhecido. Em 35% dos isolados foi possivel a identificacao ao nivel da espécie. Os
géneros mais representativos de fungos filamentosos foram os géneros Alternaria
(14%), Cladosporium (9%), Penicillium (9%) e Aspergillus (7%). Em relacao aos géneros
de leveduras os mais representativos foram Aureobasidium (24%) e Saccothecium
(10%). Estes géneros de fungos filamentosos e leveduras tém sido comumente

encontrados em frutos e vegetais [278-280].
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Figura 39. Percentagem dos diferentes géneros de microrganismos isolados de

medronho.

Para os géneros mais representativos de fungos filamentosos foram elaboradas as
respetivas arvores filogenéticas que estdo apresentadas nas Figuras 40 a 43.
Relativamente a arvore filogenética do género Alternaria (Figura 40) pode observar-se
que o isolado ESA.M.11 e mais cinco isolados apresentaram correspondéncia a espécies
pertencentes a seccao Alternata.

L
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Figura 40. Arvore filogenética dos isolados de medronho correspondentes ao género Alternaria.
Construcao da arvore a partir de sequéncias obtidas pelo marcador da regido ITS. Stemphylium herbarum
foi usada como outgroup. As analises evolucionarias foram obtidas usando o método Maximum Likelihood
e o modelo Tamura-Nei. Foi realizado um bootstrap de 1000 repeticoes utilizando o software MEGA11.
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O isolado ESA.M.50 obteve correspondéncia na seccao Ulocladioides com uma
similaridade de 99%. Ainda neste género, o isolado ESA.M.84 apresentou uma
similaridade de 99% juntamente com outras espécies da seccao Infectoriae, que mais
especificamente apresentou similaridade de 88% com a espécie A. californica (isolado
NR136021).

A Figura 41 apresenta a arvore filogenética dos isolados do género Cladosporium, o

segundo género mais representativo (9%) dos fungos filamentosos isolados de

medronho.
Cladosporium phaenocomae CBS 128769 (JF499837)
Cl ium ioides CBS 125993 (HM148158)
Cladosporium gamsianum CBS 125989 (HM148095)
Cladosporium cladosporioides CBS 112388 (HM148003)
Cladosporium australiense CBS 125984 (HM147999)
99 | Cladosporium angustisporum CBS 125983 (HM147995)
Cladosporium acalyphae CBS 125982 (HM147994)
ESAM.96
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Cladosporium xylophilum CBS 125997 (HM148230)
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0.010

Figura 41. Arvore filogenética dos isolados de medronho correspondentes ao género
Cladosporium. Construcao da arvore a partir de sequéncias obtidas pelo marcador da regido ITS.
Cladosporium salinae foi usada como outgroup. As analises evolucionarias foram obtidas usando o método

Maximum Likelihood e o modelo Tamura-Nei. Foi realizado um bootstrap de 1000 repeticoes utilizando o
software MEGA11.

Neste caso apenas foi possivel identificar ao nivel da espécie um dos cinco isolados, o
ESA.M.61 apresentou similaridade (97%) com o isolado CBS 119416, o que indica
correspondéncia com a espécie Cladosporium halotolerans. Para os restantes isolados
nao foi possivel alcancar a correspondéncia ao nivel de espécie.

Os isolados que micro- e macro-morfologicamente foram identificados no género
Penicillium foram analisados com o marcador do gene parcial beta-tubulina. Neste
género foi possivel a correspondéncia dos cinco isolados ao nivel da espécie, como se
pode observar na arvore filogenética apresentada na Figura 42. Para todos os isolados
obteve-se similaridade consideravel (>80%). No caso do isolado ESA.M.54 obteve-se
uma similaridade de 100% com o isolado CBS 125543T, indicando correspondéncia com
a espécie P. glabrum. Os isolados ESA.M.42 e ESA.M.48 também obtiveram similaridade
elevada (99%) com a espécie P. crustosum (isolado CBS 115503T). O isolado ESA.M.60

apresentou similaridade de 94% com a espécie P. brevicompactum (isolado CBS 25729).
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Com uma similaridade de 80%, o isolado ESA.M.13 apresentou correspondéncia com o

P. simile, mais especificamente com o isolado CBS 129191T.
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Figura 42. Arvore filogenética dos isolados de medronho correspondentes ao género
Penicillium. Construcdo da arvore a partir de sequéncias obtidas pelo marcador do gene parcial beta-
tubulina (Bt2a/Bt2b). Trichocoma paradoxa foi usada como outgroup. As analises evolucionarias foram
obtidas usando o método Maximum Likelihood e o modelo Kimura 2-parameter. Foi realizado um bootstrap

de 1000 repeticoes utilizando o software MEGA11.

Os isolados atribuidos ao género Aspergillus também foram analisados com o marcador
do gene parcial beta-tubulina. A Figura 43 apresenta a arvore filogenética
correspondente ao género Aspergillus, sendo que para este género se obteve a
identificacao ao nivel da espécie de 3 dos 4 isolados. Os isolados ESA.M.51 e ESA.M.55
apresentaram similaridade de 100% com a espécie A. carbonarius (isolado CBS 11126T),
sendo que o isolado ESA.M.45 apresentou similaridade de 100% com duas espécies A.
niger (isolado CBS 55465T) e A. lacticoffeatus (isolado CBS 101883T). A espécie A.
lacticoffeatus foi isolada pela primeira vez em graos de café [282] e é considerada
como um sinonimo de A. niger [283]. Com este marcador e com as sequéncias utilizadas

nao foi possivel a identificacao ao nivel da espécie do isolado ESA.M.38.
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55 1 Aspergillus tubingensis CBS 122719 (EU600389)
6 Aspergillus vadensis CBS 113365 (AY585531)
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Figura 43. Arvore filogenética dos isolados de medronho correspondentes ao género
Aspergillus. Construcao da arvore a partir de sequéncias obtidas pelo marcador do gene parcial beta-
tubulina (Bt2a/Bt2b). Aspergillus flavus foi usada como outgroup. As analises evolucionarias foram obtidas
usando o método Maximum Likelihood e o modelo Kimura 2-parameter. Foi realizado um bootstrap de

1000 repeticoes utilizando o software MEGA11.

No estudo de atividade antimicrobiana também foi considerado o isolado pertencente
ao género Rhizopus, pois apesar da sua representatividade ser de 2% é considerado um
fungo de rapido desenvolvimento e deterioracao de alimentos [284]. A arvore
filogenética do isolado ESA.M.44 esta apresentada na Figura 44, onde é possivel
observar a sua correspondéncia a espécie R. stolonifer var. stolonifer (isolado BCRC
32003).

ESA.M.44
100
Rhizopus stolonifer var. stolonifer BCRC 32003 (DQ466594)

Rhizopus sexualis var. sexualis BCRC 32005T (DQ466590)
BS{

100

Rhizopus sexualis var. americanus BCRC 32007T (DQ466593)
_F Rhizopus homothallicus BCRC 31146 (DQ466605)
Rhizopus oryzae BCRC 31145T (DQ466617)

Mucor racemosus CBS 260.68 (NG055727)

I

0.050

Figura 44. Arvore filogenética do isolado de medronho correspondente ao género Rhizopus.
Construcao da arvore a partir de sequéncias obtidas pelo marcador da regiao ITS. Mucor racemosus foi
usada como outgroup. As analises evolucionarias foram obtidas usando o método Maximum Likelihood e o
modelo Tamura-Nei. Foi realizado um bootstrap de 1000 repeticdes utilizando o software MEGA11.
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Em relacao aos géneros de leveduras, o género Aureobasidium foi o mais
representativo com 24% de prevaléncia entre os isolados, seguindo-se o género
Saccothecium (10%). Devido a sua relacao proxima e pertencendo a mesma familia
(Saccotheciaceae), optou-se por fazer a arvore filogenética com os dois géneros juntos
(Figura 45).
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Aureobasidium proteae CPC 2825 (JN712558)
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ESAM64

CBS 342,66 (FJ150945)

L— Aureobasidium lini CBS 125.21 (NG056962)

Aureobasidium namibiae CBS 147.97 (NG056961)

Aureobasidium leucospermi CBS 130593 (NG058566)

CBS 123387

ESAM.15
1o | Aureobasidium melanogenum CBS 105.22 (NG056960)

Aureobasidium iranianum CCTU 268 (NG057049)

Saccothecium sepincola MFLU 14-0276 (KM388554)

Saccothecium rubi MFLUCC 14-1171 (NG059644)
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. ||ESAMe

ESAM.37
7 |ESAM73
ESAM.82
ESAM.B89

Aureobasidium thailandense NRRL 58539 (JX462674)

Elsinoe veneta CBS 164.29 (NG059194)

Figura 45. Arvore filogenética dos isolados de medronho correspondentes aos géneros
Aureobasidium e Saccothecium. Construcdo da arvore a partir de sequéncias obtidas pelo marcador
da regiao D1/D2 do LSU. Elsinoe veneta foi usada como outgroup. As analises evolucionarias foram obtidas
usando o método Maximum Likelihood e o modelo Kimura 2-parameter. Foi realizado um bootstrap de

1000 repeticoes utilizando o software MEGA11.

Relativamente ao género Aureobasidium observaram-se 14 isolados com
correspondéncia a espécies deste género, sendo que apenas foi possivel obter uma
similaridade (100%) do isolado ESA.M.15 com a espécie A. melanogenum (isolado CBS
10522). Os seis isolados que agruparam no género Saccothecium obtiveram uma
similaridade (99%) com a espécie S. rubi, apresentando um coeficiente de similaridade
(77%) mais baixo entre os isolados.

Para o género Hanseniaspora os quatro isolados apresentaram correspondéncia com a
espécie H. uvarum (isolado NRRL Y-1614) apesar da similaridade ser baixa (48%) e por
isso, com este marcador genético e sequéncias usadas/disponiveis nao é possivel a sua

identificacao ao nivel da espécie (Figura 46).
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Figura 46. Arvore filogenética dos isolados de medronho correspondentes ao género
Hanseniaspora. Construcao da arvore a partir de sequéncias obtidas pelo marcador da regido D1/D2 do
LSU. Pichia anomala foi usada como outgroup. As analises evolucionarias foram obtidas usando o método
Maximum Likelihood e o modelo Kimura 2-parameter. Foi realizado um bootstrap de 1000 repeticoes

utilizando o software MEGA11.

Na Figura 47 esta apresentada a arvore filogenética elaborada para o isolado ESA.M.47,
que correspondeu a espécie Meyerozyma guilliermondii (isolado NRRL Y-2075) com

uma similaridade de 84%.
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Candida maltosa NRRL Y-17677 (NG054842)

19 Candida metapsilosis ATCC 96144 (NG054815)
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—

0.020

Figura 47. Arvore filogenética do isolado de medronho correspondente ao género Meyerozyma.
Construcao da arvore a partir de sequéncias obtidas pelo marcador da regiao D1/D2 do LSU.

Saccharomyces cerevisiae foi usada como outgroup. As analises evolucionarias foram obtidas usando o
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método Maximum Likelihood e o modelo Kimura 2-parameter. Foi realizado um bootstrap de 1000

repeticoes utilizando o software MEGA11.

De acordo com os resultados pode-se afirmar que existe uma grande diversidade de
microrganismos nos frutos de medronho, algumas espécies, nomeadamente algumas
leveduras identificadas, nao acarretam patogenicidade para o ser humano. No entanto,
outras espécies identificadas apresentam potencial patogénico, nomeadamente fungos
filamentosos produtores de micotoxinas, como o caso de A. carbonarius, P.
brevicompactum e P. crustosum produtores da ocratoxina A [284, 285]. No entanto,
algumas espécies do género Aspergillus sao reportadas por apresentarem potencial
biotecnolodgico, ao nivel da producao de enzimas, como as B-galactosidases (lactases)
capazes de hidrolisarem a lactose e transferir reacoes para produzir prebioticos a base
de lactose com potencial aplicacao na indUstria alimentar e farmacéutica [287]

De entre as leveduras isoladas de medronho, foram encontrados géneros como o
Aureobasidium que tém vindo a ser estudados como potencial de aplicacdo
tecnoldgico. Mais propriamente A. pullulans, espécie reconhecida como produtora de
enzimas como a B-glucosidase, amilases, celulases, lipases, proteases, entre outras,
sendo uma levedura com elevado potencial em diversas indUstrias, nomeadamente em
vitivinicultura [288]. Para além destas propriedades, a A. pullulans é reportada por
possuir atividade antibacteriana e antifingica devido a producao de compostos volateis
e enzimas hidroliticas. Em uvas e subprodutos da vitivinicultura, esta espécie foi
encontrada em grandes densidades, estando associada ao biocontrolo de fungos
filamentosos como Botrytis sp. e Aspergillus sp. [288, 289]. A espécie Saccothecium
rubi foi identificada pela primeira vez em 2016 em espinhos de Rubus ulmifolius
(amoreira-brava) [291], e em 2019 também foi isolada de caules de Amygdalus scoparia
[292].

Com a realizacao deste trabalho de isolamento de fungos a partir de frutos de
medronho, foi possivel conhecer a diversidade de micobiota presente nos frutos.
Identificar quais os microrganismos presentes pode facilitar a investigacao futura, quer
ao nivel da conservacao de frutos pré- e pos-colheita, quer ao nivel da seguranca
alimentar. Além disso, esta informacao permite o conhecimento do potencial
biotecnologico da micobiota presente nos frutos de medronho, abrindo caminhos para
a sua investigacao e aplicacao, valorizando assim, produtos naturais endogenos de

regides rurais.
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Neste trabalho foram caracterizados dois endemismos importantes em Portugal, a L.
stoechas subsp. luisieri (rosmaninho-menor) e a P. tridentatum (carqueja). Os
resultados contribuiram para aumentar o conhecimento cientifico das espécies e para
a sua valorizacao e potencial de utilizacao em diversas areas, nomeadamente na area
alimentar.

No sentido de preservar os ecossistemas e evitar recolhas massivas de espécies
enddgenas na natureza, torna-se de extrema importancia a conservacao in vitro das
espécies estudadas. Foram desenvolvidos protocolos de propagacao de ambas as
espécies em sistemas de biorreatores de imersao temporaria (BIT), sendo estes
considerados vantajosos para a producao em larga escala. As espécies produzidas em
BIT foram caracterizadas obtendo bons resultados de propagacao in vitro, atingindo
uma taxa de multiplicacao de 4,51 e de 13,45 para L. stoechas subsp. luisieri (Lsl) e
para P. tridentatum (Pt), respetivamente. Dos melhores tratamentos de BIT de cada
espécie foram obtidos extratos aquosos e analisado o seu teor em compostos fenélicos
e a sua acao antioxidante, sendo que o extrato aquoso de Lsl do T12 revelou um teor
de fendis totais de 161,66 mg EAG/gms e de flavonoides de 15 mg EQ/gms; enquanto o
extrato aquoso de Pt revelou teores de fendis e flavondides mais baixos,
respetivamente, de 73,54 mg EAG/gns € de 3,85 mg EQ/gms. Quanto ao perfil fendlico
destes extratos, salientam-se os acidos cafeico (729 pg/gms), rosmarinico (363 pg/gms)
e ferllico (76,32 pg/gms) para Lsl, e o acido elagico (708 pg/gms), a rutina (532 pg/gms)
e a quercetina (102 pg/gms) para os extratos de Pt.

Pela primeira vez, foi reportado o perfil volatil do 6leo essencial (OE) de Lsl produzida
em BIT, apresentando algumas diferencas qualitativas e quantitativas em relacao ao
das plantas silvestres. Através da metodologia de GC-MS foi possivel a identificacao de
80% dos constituintes volateis do OE, sendo maioritariamente representado por
monoterpenos oxigenados (47%), a semelhanca das plantas silvestres, no entanto,
verificou-se um aumento consideravel no teor de monoterpenos (19%) e de
sesquiterpenos oxigenados (12%). Os compostos maioritarios deste OE foram o acetato
de trans-a-necrodilo (16%), B-pineno (12%), canfora (11%), acetato de lavandulilo (8%),
viridiflorol (5%), copaborneol (4%) e a-pineno (4%). Os compostos como B-pineno,
canfora e a-pineno tiveram os maiores teores no OE de BIT, comparativamente aos OEs
de plantas silvestres nas diferentes fases fenologicas.

Relativamente aos OEs de Lsl de plantas silvestres, em diferentes fases fenologicas,
foram caracterizados os seus constituintes volateis, revelando algumas diferencas
quantitativas. O OE na fase de repouso apresentou como composto maioritario o

2,3,4,4-tetrametil-5-metilciclopenten-2-enona (26%), fenchona (6%) e 1,8-cineol (6%).
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Na pré-floracao o OE foi caracterizado pela presenca de acetato de trans-a-necrodilo
(13%), 2,3,4,4-tetrametil-5-metilciclopenten-2-enona (11%) e fenchona (6%), sendo
que na floracao verificou-se um aumento do teor de acetato de trans-a-necrodilo
(27%), trans-a-necrodol (13%), acetato de lavandulilo (7%) e linalol (6%). Quanto aos
OEs s6 de inflorescéncias prevaleceram os compostos acetato de trans-a-necrodilo
(17%), linalool (7%), acetato de lavandulilo (6%) e trans-a-Necrodol (6%), verificando
que o maior teor de acetato de trans-a-necrodilo foi encontrado no OE de folhas com
31%, seguido do trans-a-necrodol (13%), sugerindo que na floracao estes compostos
derivados de necrodano apresentam uma maior producao nas folhas.

O estudo realizado em Lsl com origem em oito locais da Beira Interior, revelou que as
populacoes recolhidas, a excecao da populacao de L. pedunculata, produziram todas
compostos derivados de necrodano, que podem ser considerados marcadores
quimiotaxonomicos de L. stoechas subsp. luisieri. Estes resultados corroboram a tese
defendida por Franco (1984), em Nova Flora de Portugal, onde o autor refere que na
regido nao existe a subespécie stoechas, mas sim a subespécie luisieri. As variaveis
bioclimaticas estudadas revelaram que a populacao de Vila Velha de Rodao (VV) esta
mais associada a temperaturas mais elevadas, comparativamente aos outros locais. O
perfil quimico desta populacao diferiu das restantes populacoes, sendo que o composto
maioritario foi a fenchona (34%), apresentando teores de acetato de trans-a-necrodilo
muito inferiores aos encontrados nas outras populacdes estudadas. Com estes
resultados pode-se inferir que a producao de compostos derivados de necrodano pode
ser influenciada negativamente por temperaturas elevadas e consequentemente por
condicoes de stresse hidrico na planta.

Neste trabalho caracterizaram-se os extratos aquosos das duas espécies com origem
em plantas silvestres nas diferentes fases fenoldgicas ao nivel dos compostos fenolicos.
O acido fenolico maioritario nos extratos de Lsl foi o acido rosmarinico com teores
acima de 3700 pg/gms, sendo a fase de pré-floracao a revelar o maior teor obtido. Na
fase de repouso encontraram-se elevados teores de quercetina e de acido cafeico. Na
pré-floracao foram encontrados os maiores teores dos acidos ferllico, galico e p-
cumarico. Os extratos da floracao revelaram menores teores nos compostos fenolicos
estudados. Em relacao ao extrato aquoso obtido em plantas de BIT (T12), registou-se
um perfil muito semelhante ao das plantas silvestres, sendo os compostos fendlicos
maioritarios o acido cafeico e o acido rosmarinico, tendo este extrato apresentado
teores mais elevados dos acidos cafeico e p-cumarico aos encontrados na fase de

floracao.
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Os extratos aquosos de Pt apresentaram como compostos fenolicos maioritarios a
rutina, o acido elagico e a quercetina. Na fase da floracdo foi obtido o maior teor de
rutina (26285 pg/gms), seguida de elevados teores dos acidos clorogénico e rosmarinico.
Na pré-floracdo os compostos maioritarios foram a rutina e a quercetina, enquanto o
extrato aquoso da floracao apresentou elevados teores de quercetina, rutina e de acido
elagico. Comparativamente com as restantes fases fenoldgicas de Pt, na floracao foram
ainda encontrados os teores mais elevados dos acidos cafeico e siringico, e de
taxifolina. O extrato aquoso obtido de plantas do tratamento de BIT (T6) apresentou
como compostos fendlicos maioritarios o acido elagico, rutina e quercetina.

Os extratos aquosos de Lsl e de Pt revelaram possuir atividade antioxidante pelos
métodos utilizados. Os melhores resultados de atividade antioxidante foram obtidos
no extrato da fase de pré-floracdao em Lsl e no extrato de floracao em Pt. Estes
resultados corroboram com os maiores teores, para cada espécie, de fendis e
flavonoides. O extrato aquoso de Lsl com origem em plantas obtidas em BIT revelou
possuir melhor atividade antioxidante comparativamente com o de Pt com a mesma
origem. O OE de Lsl revelou possuir menor atividade antioxidante pelo método de DPPH
comparativamente com os extratos, apresentando a menor ICso (2 mg/mL) revelada na
fase da floracao, fase que corresponde com o maior teor obtido de compostos de
necrodano. Quanto a atividade antimicrobiana do OE de Lsl, foram reportadas as
respetivas CMI do OE de Lsl para bactérias (<149,3 pyL/mL), assim como para os fungos
filamentosos e leveduras (<9,3 yL/mL). Para a maioria dos microrganismos testados
foram também reveladas as CMB e CMF, revelando valores inferiores a 149,3 yL/mL e
a 74,7 yL/mL, respetivamente. O OE de Lsl da fase de floracao revelou possuir efeitos
citotoxicos em células de fibroblastos nas concentracoes testadas (0,3 a 10 pyL/mL),
enquanto o extrato aquoso de Pt da fase de floracdo nao apresentou diferencas
significativas do controlo nas concentracées mais baixas (500-1000 pL/mL).

Neste trabalho foi estudada a conservacao pods-colheita de medronho através de
aplicacao de diferentes temperaturas e conservacao, neste ensaio foram também
isolados fungos, sendo a sua identificacao ao nivel do género/espécie realizada por
meio de técnicas moleculares. Os principais fungos filamentos isolados de medronho
pertencem aos géneros Alternaria, Cladosporium, Penicillium e Aspergillus, e os
géneros de leveduras mais representativos foram Aureobasidium e Saccothecium.

No ensaio realizado para a conservacao pos-colheita de cerejas foram elaboradas
formulacoes a base de quitosano com incorporacao de OE de Lsl. Os filmes selecionados
apresentaram propriedades mecanicas adequadas e propriedades antimicrobianas com

reducao da carga microbiana nos frutos ao longo do ensaio, contribuindo assim para
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uma melhor conservacao pods-colheita de cerejas. Relativamente a citotoxicidade
apresentada pelo OE sobre células de fibroblastos, mesmo em concentracdes baixas,
coloca-se a questao da toxicidade de ingestao como ingrediente do revestimento,
sendo que mais ensaios de citotoxicidade devem ser realizados no OE e também na

formulacao de revestimento.

Como perspetivas futuras e no seguimento dos estudos ja iniciados, futuro trabalho a

desenvolver podera incluir os seguintes aspetos:

= Desenvolver ensaios de micropropagacao das espécies em BIT com moléculas
eliciadoras de forma a obter um possivel aumento na producdao de compostos
fenolicos;

= Dado a exclusividade da presenca de necrodanos no OE de Lsl e ao seu potencial
bioldégico, deveriam ser aprofundados estudos no seu isolamento e propriedades
bioldgicas;

= Testar a citotoxicidade do OE de Lsl e de formulacdes de revestimento com
incorporacao de OE em outras linhas celulares, nomeadamente em células do
trato intestinal;

= Devido a possivel toxicidade apresentada pelo OE de Lsl em células de
fibroblastos, seria interessante direcionar o desenvolvimento de revestimentos
como componentes de embalagem;

= Dada a sua importancia e abundancia no territério portugués, e sendo um
endemismo restrito a Peninsula Ibérica, deveriam ser estudadas mais

populacdes de Lsl ao longo do territdrio nacional.
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Apéndice 1

Tabela 31. Formulacao e constituintes do meio Murashige e Skoog (MS) usado na fase de
multiplicacao de L. stoechas subsp. luisieri e P. tridentatum.

Constituintes (mg/L) L. stoechas subsp. luisieri P. tridentatum
Macronutrientes
KNO; 1900 1900
NO3;NH,4 1650 1650
CaCl,.2H,0 440 440
MgS0,.7H,0 370 370
KH,PO, 170 170
Micronutrientes
SO4Fe.7H,0 27,850 27,850
Na,EDTA 37,250 37,250
SO4Mn.4H,0 22,300 22,300
SO4Zn.7H,0 8,600 8,600
SO4Cu.5H,0 0,025 0,025
Cl,Co.6H,0 0,025 0,025
Kl 0,830 0,830
H;BO; 6,200 6,200
MoONa,.2H,0 0,250 0,250
Vitaminas
m-Inositol 100 100
Tiamina 1 0,1
Acido nicotinico 1 0,5
Piridoxina 1 0,5
Glicina - 2
Acido ascérbico 1
Pantotenato de calcio 1

Reguladores de

crescimento
BAP 0,2 1
AIB - 0,5
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Apéndice 2

Tabela 32. Caracterizacao das variaveis bioclimaticas selecionadas.

I.ndice Qe Indi,ce . Precipitacao Isotermalidade? Te,mperatura Altitude
Local continentalidade'  ombrotérmico’ anual (mm)? maxima (°C)? (m)
Serra da Malcata 16,00 5,07 871 35 28,3 558
Penha Garcia 16,00 4,26 784 35 30,6 492
Castelo Branco 15,6 4,3 862 36 31,2 336
Oleiros 14,37 7,71 1102 36 28,5 654
Proenca-a-Nova 14,43 6,59 944 37 29,9 410
Vila de Rei 13,77 6,86 943 39 29,2 425
Vila Velha de 15,44 3,90 772 38 31,9 141
Roédao
Ocreza 15,55 4,28 842 36 31,5 318

indice de continentalidade= Temperatura média do més mais quente -Temperatura média do més mais

frio; indice ombrotérmico= 10 x (Precipitacdo positiva anual/Temperatura positiva anual); Precipitacdo

anual: soma da precipitacao total dos meses do ano; Isotermalidade= (temperatura média maxima mensal

- temperatura média minima mensal)/(temperatura maxima do més mais quente - temperatura maxima

do més mais frio) (x100). 'Monteiro-Henriques T, Martins MJ, Cerdeira JO, Silva PC, Arsénio P, Silva A,

Bellu A, Costa JC 2016. Bioclimatological mapping tackling uncertainty propagation: application to
mainland Portugal. International Journal of Climatology 36(1): 400-411. doi:10.1002/joc.4357. Fick, S.E.

and R.J. Hijmans, 2017. WorldClim 2: new 1km spatial resolution climate surfaces for global land

areas. International Journal of Climatology 37 (12): 4302-4315.
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Apéndice 3
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subsp. luisieri e P. tridentatum.

OEF EALsI50 EALsL100 EAPt50 EAPt100 Cp* CN

Microrganismos G b G D G D G D G D G D G D
Aeromonas hydrophila S| S IP S Sl S Sl S S S|
Bacillus cereus SI Sl Sl Sl SI Sl SI N Sl |
Burkholderia sp. IP N Sl Sl N N N N N Sl | Sl |
Chromobacterium violaceum S| Sl Sl S|
Listeria monocytogenes S| S| S| S| S| S| S| S| S| S|
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 3 IP IP Sl S S Sl N Sl Sl Sl S SI
P. aeruginosa isolado S| S| S| S| S| S| S| S| S| S| S| S| S| S|
Salmonella sp. Sl Sl Sl Sl N Sl N Sl Sl Sl Sl S|
Serratia marcescens IP IP Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
Staphylococcus coagulase+ S| S IP S S| S Sl S S S
Candida albicans Sl S S S Sl S Sl S S S
ESA.M. 11 Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
ESA.M.13 IP S S S Sl S Sl S S S
ESA.M.38 Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
ESA.M.45 Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
ESA.M.47 Sl S S S Sl S Sl S S S
ESA.M.48 IP Sl Sl Sl Sl Sl IP Sl S S|
ESA.M.54 Sl S S S Sl S Sl S S S
ESA.M.64 Sl S IP S Sl S IP S S S
ESA.M.99 Sl Sl IP Sl Sl Sl IP Sl Sl S|

OEF: 6leo essencial de Lsl floracdo; EALsI50: extrato aquoso de Lsl [50 mg/mL]; EALsl100: extrato aquoso de Lsl [100
mg/mL]; EAPt50: extrato aquoso de Pt [50 mg/mL]; EAPt100: extrato aquoso de Pt [100 mg/mL]; IT: inibicao total;
IP: inibicdao parcial; SI: sem inibicao; CP*: cloranfenicol 0,1% (bactérias) e natamicina 0,2% (fungos); CN: soro

fisiologico.
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Apéndice 5

Tabela 34. Identificacdo e correspondéncia dos microrganismos isolados de medronho com a
referéncia ESA-IPCB e nimero MUM.

Microrganismos Referéncia ESA-IPCB Access number MUM
Alternaria secgdo Alternata ESA.M.11 19.92
Alternaria secgdo Alternata ESA.M.28 19.93
Alternaria secgdo Alternata ESA.M.52 19.95
Alternaria secgdo Alternata ESA.M.59 19.96
Alternaria secgdo Alternata ESA.M.29 19.100
Alternaria secgdo Alternata ESA.M.86 19.102
Alternaria secgdo Infectoriae ESA.M.84 19.101
Alternaria secgao Ulocladioides ESA.M.50 19.94
Aspergillus carbonarius ESA.M.51 19.99
Aspergillus carbonarius ESA.M.55 19.116
Aspergillus sp. ESA.M.45 19.98
Aspergillus sp. ESA.M.38 19.97
Aureobasidium melanogenum ESA.M.15 19.122
Aureobasidium sp. ESA.M.35 19.03
Aureobasidium sp. ESA.M.64 19.04
Aureobasidium sp. ESA.M.04 19.121
Aureobasidium sp. ESA.M.24 19.123
Aureobasidium sp. ESA.M.33 19.124
Aureobasidium sp. ESA.M.34 19.125
Aureobasidium sp. ESA.M.36 19.126
Aureobasidium sp. ESA.M.46 19.127
Aureobasidium sp. ESA.M.57 19.128
Aureobasidium sp. ESA.M.68 19.129
Aureobasidium sp. ESA.M.72 19.130
Aureobasidium sp. ESA.M.75 19.131
Aureobasidium sp. ESA.M.79 19.132
Caprinopsis spilospora ESA.M.91 20.36
Caprinopsis spilospora ESA.M.93 20.37
Cladosporium complexo cladosporioides ESA.M.20 20.01
Cladosporium complexo cladosporioides ESA.M.25 20.02
Cladosporium complexo cladosporioides ESA.M.87 20.04
Cladosporium complexo cladosporioides ESA.M.96 20.05
Cladosporium halotolerans ESA.M.61 20.03
Epicoccum sp. ESA.M.10 20.39
Epicoccum sp. ESA.M.32 20.40
Epicoccum sp. ESA.M.88 20.41
Hanseniaspora sp. ESA.M.93 20.06
Hanseniaspora sp. ESA.M.95 20.07
Hanseniaspora sp. ESA.M.98 20.08
Hanseniaspora sp. ESA.M.99 20.09
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Metschnikowia sinensis
Meyerozyma guilliermondii
Mucor racemosus

Mucor racemosus

Penicillium brevicompactum
Penicillium crustosum

Penicillium crustosum
Penicillium glabrum
Penicillium simile
Phoma sp.

Rhizopus stolonifer
Saccothecium rubi

Saccothecium rubi
Saccothecium rubi
Saccothecium rubi

Saccothecium rubi
Stemphylium sp.

ESA.M.62
ESA.M.47
ESA.M.65
ESA.M.67

ESA.M.60
ESA.M.42

ESA.M.48
ESA.M.54
ESA.M.13
ESA.M.09

ESA.M.44
ESA.M.05

ESA.M.06
ESA.M.37
ESA.M.73

ESA.M.89
ESA.M.31

20.95
20.96
20.34

20.35
19.06

19.118
19.119
19.120
19.117
20.38

19.02
20.51

20.52
20.53
20.54

19.01
20.97
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