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RESUMO

As folhas de louro (Laurus sp.) sdo, frequentemente, usadas na gastronomia da zona mediterranica como
ingrediente aromatico. A sua riqueza em fitoquimicos bioativos tem justificado a utilizagéo do éleo essencial
na medicina tradicional e na cosmética.

Neste trabalho, analisaram-se duas espécies autdctones desta planta: L. nobilis L. (continente) e L. azorica
(Feub.) Franco (A¢ores). Com este estudo pretendeu-se caracterizar e comparar os extratos hidroalcodlicos
destas espécies, obtidos por processos sustentaveis, visando a sua valorizaco e incorporagcéo em produtos
de cosmética. Foi tamhém analisado o perfil de volateis das folhas frescas e secas por HS-SPME/GC-MS.

Os resultados mostraram diferengas entre o perfil de volateis. Os extratos de L azorica (Feub.) Franco
apresentaram teores superiores de compostos bioativos (fendlicos totais, flavonoides e proantocianidinas).
A incorporagéo de louro (folhas e/ou extratos) em peldides podera ser benéfica dada a elevada atividade
antioxidante e a fragancia desta matriz.

Palavras chave
Plantas autéctones; L. nobilis L.; L. azorica {Feub.) Franco; Compostos bioativos; Volateis.

ABSTRACT

Bay leaves (Laurus sp.) are often used in Mediterranean culinary as an aromatic ingredient. Their richness
in bioactive phytochemicals justifies the use of the essential oil in folk medicine and cosmetic field.

In this work, we analyzed two native species of this plant: L. nobilis L. (Mainland) and L. azorica (Feub.)
Franco (Azores). This study aimed to characterize and compare hydroalcoholic extracts of these species,
obtained by a sustainable way, having in view their valorization and incorporation in cosmetic products. The
volatile profile of fresh and dried leaves was also analyzed by HS-SPME/GC-MS.

The results showed differences between volatile profiles. Extracts of L azorica (Feub.) Franco showed higher
contents of bioactive compounds (total phenolics, flavonoids and proanthocyanidins). The incorporation of bay
leaves and/or extracts in peloids can be beneficial due to the high antioxidant activity and fragrance of this matrix.

Keywords
Native plants; L. nobilis L.; L. azorica (Feub.) Franco; Bioactive compounds; Volatiles.
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INTRODUCAO

As plantas aromaticas s&o reconhecidas pela sua riqueza em vitaminas (A, C e complexo B),
minerais (calcio, fosforo, sédio, potassio e ferro), fibras, componentes volateis (6leos essenciais)
€ substancias fitoquimicas (compostos bicativos). O loureiro, nativo da regido mediterranica,
pertence a familia das Lauraceae, caracterizada por arvores de folhas aromaticas, flores
pequenas e pouco vistosas, tendo como fruto uma drupa (Proencga da Cunha et al., 2009). Em
Portugal continental encontra-se predominantemente a espécie Laurus nobilis L. No entanto, no
arquipélago dos Agores esta descrita outra espécie de loureiro, de natureza autéctone, 0 Laurus
azorica (Feub.) Franco (Ballabio € Goetz, 2010).

A producao e a extragdo de compostos bioativos de natureza volatil e ndo volatil tém, atualmente,
um elevado interesse econémico para a inddstria em geral, e em particular para a inddstria
farmacéutica. No entanto, a producao destes compostos, por parte das plantas, requere algumas
condigcbes especificas, por vezes de dificil controlo, tais como as condigbes edafoclimaticas
(Jemaa et al,, 2012). O arquipélago dos Agores é reconhecido pelo seu clima temperado, fator
gue pode exercer um papel fundamental no metabolismo da planta, concretamente na espécie
L. azorica. Nos Ultimos anos, o Laurus sp. tem sido alvo de investigacdo, nomeadamente, na
caracterizacdo quimica e quantificacdo de metabolitos secundéarios importantes para diversas
atividades biolégicas. Varios estudos provaram que os extratos das folhas de L. nobilis L. e os
6leos essenciais tém atividades bioldgicas distintas, de entre as quais se salientam a antiftingica
(Marzouki et al., 2009), antibacteriana (Marzouki et al., 2009; Ramos et al., 2012), inseticida
(Jemaa et al., 2012), antioxidante (Kaurinovic et al., 2010; Ramos et al., 2012; Saab et al., 2012.),
anti-inflamatdéria e analgésica (Sayyah et al., 2003; Kaileh et al., 2007), anticonvulsiva (Sayyah
et al., 2002), antitumoral (Saab et al., 2012), inibicdo da proliferacdo de doengas alérgicas e
inflamatérias (Kim et al., 2011), inibicéo da acetilcolinesterase (Ferreira et al., 2006) e inibicédo da
producéo de éxido nitrico (De Marino et al., 2004).

Pelas razoes supracitadas, foram analisadas neste trabalho duas espécies autdctones do Laurus
sp., mais concretamente, L. nobilis L. (continente) e L. azorica (Feub.) Franco (Acores). Foi
realizada a analise fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos destas duas espécies, obtidos por
processos sustentaveis e visando a sua valorizacéo. Efetuou-se, ainda, a analise do perfil de
compostos volateis das folhas por HS-SPME/GC-MS.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

As folhas de loureiro foram recolhidas em 2012 em Freixieiro do Soutelo, Distrito de Viana do
Castelo (L. nobilis L.) e llha do Pico, Acores (L. azorica). As folhas foram submetidas a uma
secagem em estufa a 25°C durante 72 horas, sendo posteriormente trituradas (GM 200, RETSCH,
Haan, Germany) e analisadas.

Analise dos compostos fitoquimicos

Para a andlise dos compostos bioativos procedeu-se a extragao hidroalcodlica (1 g/50 mi; 50:50
(v/v)) em placa de agitacdo constante (600 rpm), durante 1h, a 40°C.

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada espetrofotometricamente, (I=765 nm)
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, segundo Alves et al. (2010). Os flavondides totais
foram quantificados segundo a metodologia descrita por Barroso et al. (2011), com ligeiras
modificacées. Para a reta de calibragéo utilizou-se a epicatequina como padréo e as absorvéncias
foram registadas a 510 nm. A quantificacé@o do teor de proantocianidinas totais seguiu 0 método
descrito por Tamilselvi et al. (2012), com ligeiras modificagées. O acido tanico foi usado como
padrao e as leituras foram realizadas a 725 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicado.
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Analise do perfil de compostos volateis

Os compostos volateis foram analisados por um método de microextragio em fase sélida combinado
com cromatografia gasosa acoplada a um espetrémetro de massa (HS-SPME/GC-MS).

Pesaram-se cerca de 170 mg de amostra para vial de 10 ml com capsula de septo de Teflon
(Teflon coated) e equipado com uma barra magnética. Os compostos volateis libertados para o
espaco livre do vial foram adsorvidos por uma fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/
DVB, Supelco, Inc., Bellefonte, PA) de 65 um, previamente acondicionada a 250°C durante 30
minutos no injetor de cromatégrafo. A adsorgdo dos compostos volateis das amostras, pela fibra,
decorreu durante 45 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, a fibra foi introduzida
no injetor de um cromatégrafo GC TRACE Ultra Polaris Q acoplado a um espetrometro de massa
com ion trap (Thermo Fisher Scientific) com ionizagao por impacto de eletrdes a 70 eV. O gas de
arraste utilizado foi o hélio (Linde Ségas purity 2 89,999%) a 1 mL/min.

A separagédo dos compostos volateis decorreu numa coluna capilar de ZB-XLB de Phenomenex®
(30mx0,25mmx0,25um) a temperatura programada: 40°C (durante 1 minuto), aumento de
30°C/min até 220°C (mantidos 5 minutos), aumento de 10°C/min até 250°C (mantidos 20 min)
e, finalmente, aumentada de novo a 5°C/min até 285°C (mantidos 5 min). A temperatura da
fonte de ides foi de 250°C e o multiplicador de eletrdes foi programado a 1900V. Os compostos
volateis obtidos foram identificados, como 0s mais provaveis, através dos espetros de massa das
bibliotecas para volateis NIST e Wiley 275.

Todos os testes foram realizados em triplicado, tanto para as folhas secas como para as folhas
frescas de cada espécie.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor dos compostos bioativos presentes nos extratos das plantas é influenciado pela natureza
quimica do analito de interesse, o método analitico, a sele¢do de padrdes e a presencga de
substancias interferentes na amostra (Naczk e Shabhidi, 2006).

Os resultados (Tabela 1) mostraram diferencas significativas entre as amostras para os trés
grupos de fitoquimicos estudados (p<0,05). O L. azorica apresentou valores significativamente
superiores de compostos fenélicos totais e flavonéides totais. Curiosamente, a nivel de teores
de proantocianidinas, a espécie L. nobilis apresentou um teor, aproximadamente, 30% mais
elevado.

Tabela 1. Teor de compostos bioativos (mg/L) de extratos hidroalcoodlicos
de folhas de L. nobilis e L. azorica, colhidas no Continente e Agores, respetivamente.

Compostos bioativos (mg/L)

Fendlicos totais Flavondides totais Proantocianidinas
L. nobifis L. 4754 £ 1560 @ 268+31°® 6948 £ 46 °
L. azorica 6751+ 190° 419+ 16° 4857 £ 12°

ab| etras diferentes na mesma coluna, considerando o mesmo grupo de compostos,
representam diferengas significativas (p<0,05).

As diferengas encontradas em todos os grupos de compostos bioativos analisados provam gue
a espécie botanica e as condigbes edafoclimaticas séo fatores condicionantes para a sintese de
metabolitos secundarios nas matrizes vegetais.

Estes, para além de conferirem protecdo a planta, podem representar uma mais-valia em
futuras aplicagbes na indulstria alimentar, farmacéutica ou cosmética devido as suas atividades

INSTITUTO DE INOVACAO TECNOLOGICA DOS ACORES 4711 IN;V’\



Il CONGRESSO IBEROAMERICANO DE PELOIDES Sdo Miguel
Il CONGRESO IBEROAMERICANO DE PELOIDES Acores
3RD IBEROAMERICAN CONGRESS OF PELOIDS 0ut.2013

biolégicas. Por exemplo, as caracteristicas adstringentes das proantocianidinas, que derivam da
precipitagéo de proteinas, conferem-lhes propriedades biolégicas especificas (cicatrizante, anti-
inflamatdéria, antimicrobiana).

Os compostos fendlicos e os flavonéides sdo metabolitos secundarios com maior representacgéo
e destaque no reino vegetal. Habitualmente s&o reconhecidos pelas suas propriedades
antioxidantes, no entanto, estdo descritos alguns efeitos mais abrangentes, tais como,
antimicrobianos, antivirais, vasodilatadores e antimuta-génicos, entre outros (Crozier et al. 2009).

As folhas de loureiro sdo conhecidas pelo seu odor agradavel e carateristico, sendo por essa
razao utilizadas na culinaria portuguesa e na industria alimentar. Os compostos volateis presentes
nas folhas de Laurus sp. sdo responsaveis pelas suas caracteristicas distintas e aroma picante
especifico (Sellami et al., 2011; Ramos et al., 2012).

A identificacdo dos compostos volateis foi realizada para as folhas frescas e secas de ambas as
espécies. As Figuras 1 e 2 mostram os respetivos cromatogramas obtidos por GC-MS.
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Figura 1. Cromatéagmas das folhas frescas e secas de L. nobilis L., respetivamente.
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Figura 2. Cromatogramas das folhas frescas e secas de L. azorica, respetivamente.

Para cada espécie analisada, os compostos volateis das folhas frescas e secas foram
semelhantes, tendo o perfil obtido diferido essencialmente nas percentagens relativas da maioria
dos compostos.

Nas folhas frescas de L. nobilis L. foram determinados 25 compostos volateis. Dos maioritarios,
identificaram-se o cineol (52,09%) e 0 2-careno (6,64%). Nas respetivas folhas secas, os volateis
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predominantes foram o 2-careno (24,79%), o éster metilico do &cido lindlico (10,62%), o cariofileno
(8,93%), o canfeno (6,88%) e o 1-terpineol (6,86%).

Nas folhas frescas de L. azorica foi possivel identificar também 25 compostos volateis, sendo os
maioritarios: cineol (38,36%), a-felandreno (10,98%), B- felandreno (5,84%), 2-careno (4,37%) e
cariofileno (4,01%). Nas folhas secas, os compostos predominantes foram o 2-careno (13,66%),
seguido do 1-terpineol (8,96%), o cariofileno (7,84%) e o a-felandreno (3,36%). Identificou-se,
ainda, o espatulenol nas folhas frescas e secas de L. azorica, ndo tendo sido encontrado nas
folhas de L. nobilis.

CONCLUSAO

A andlise fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos destas duas espécies mostrou que as folhas
de L. azorica apresentam teores superiores de compostos bioativos (fendlicos totais, flavonoides
e proantocianidinas). Os perfis de volateis das duas espécies analisadas diferiram ligeiramente
e foram influenciados pelo processo de secagem. Nao obstante, todas as matrizes analisadas
apresentaram um elevado teor de compostos bioativos e riqueza em compostos volateis. Deste
modo, a incorporacao de louro (folhas e/ou extratos) em peloides podera ser benéfica, dada a
elevada atividade antioxidante e a fragancia desta matriz.
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