RESUMO

A sustentabilidade € um conceito complexo que se pode resumir na nocao de
desenvolvimento econémico e social, sem provocar grandes danos ao ambiente e aos
recursos naturais. As plantas bravias frequentemente utilizadas nas industrias alimentar
e farmacéutica compdem uma lista consideravelmente extensa da flora nacional. No
entanto, muitas dessas plantas ndo tém sido reconhecidas pelo seu verdadeiro mérito a

nivel de utilidade nutricional e/ou terapéutico.

A Crataegus monogyna Jacq. € uma arvore fruteira silvestre e cujos frutos ediveis séo
fontes naturais de compostos fitoquimicos que apresentam efeitos terapéuticos na
prevencdo de muitas doencgas cronicas nao-transmissiveis. Os compostos fenolicos sdo
substancias produzidas pelo metabolismo secundario das plantas e caracterizam-se por
apresentarem um anel aromatico que contem pelo menos um grupo hidroxilo. Estes
compostos apresentam uma elevada capacidade de ligarem-se aos radicais livres, sendo
por isso, caracterizados como antioxidantes. A extracdo dos compostos fitoquimicos é
uma das etapas mais criticas dado que a sua eficiéncia depende de multiplos parametros,
nomeadamente, o tipo de amostra, propriedades quimicas dos analitos em estudo, tipo

de solvente extrator, entre outros.

Este estudo teve como principal objetivo avaliar a capacidade extratora dos compostos
fitoquimicos (fendlicos e flavondides) recorrendo a diferentes solventes e avaliar a
atividade antioxidante dos mesmos. A quantificacdo dos compostos fitoquimicos e as
atividades antioxidantes apresentaram valores médios significativamente diferentes (p <

0,05) mediante natureza do solvente extrator.

Os resultados obtidos indicam, por meio de uma abordagem fitoquimica in vitro, que o
fruto do pilriteiro é uma fonte natural rica em metabolitos secundarios com propriedades
terapéuticas reconhecidas e que o seu uso, na industria farmacéutica, poderd ser

potenciado.

Palavras-chave: Crataegus monogyna Jacq., Fenolicos, Flavondides, Atividade

antioxidante, Condicdes de extracao.



ABSTRACT

Sustainability is complex concept that can be explain as the economic and social
development without causing damages to the environment and the natural resources.
Wild plants commonly used in the food and pharmaceutical industries make up a fairly
lengthy list of the national flora. However, many of these plants have not been
recognized for their true merit to the possible utility level of their nutritional and / or

therapeutic effects.

Crataegus monogyna Jacq. is a wild fruit tree whose fruits are edible and a natural
source of phytochemical compounds that present therapeutic effects in the prevention of
many chronic non-transmissible diseases. The phenolic compounds are secondary
metabolites synthesized by plants, presenting an aromatic ring with at least one
hydroxyl group in their chemical structure. These compounds have a high capacity to
bind to free radicals and are, therefore, characterized as antioxidants.

The phytochemical extraction is one of the most critical steps since the efficiency
depends on multiple parameters, including, sample type, chemical properties of the

analytic constituent, type of organic solvent, among others.

This study pretended to evaluate the extraction capacity of phytochemicals (phenolics
and flavonoids) by using different solvents and, also, evaluates the antioxidant activity.

The quantification of the phenolics and flavonoids compounds and antioxidant activity
showed mean values significantly different (p < 0.05) considering the nature of the

organic solvent.

The results indicates, by means of a phytochemical in vitro approach, that the fruit of
“pilriteiro” is a good natural source of secondary metabolites with known therapeutic

properties and their use in the pharmaceutical industry may be enhanced.

Keywords: Crataegus monogyna Jacqg., Phenolics, Flavonoids, Antioxidant activity,

Extraction conditions.
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I. INTRODUCAO

As plantas medicinais, bem como os seus frutos séo fontes naturais reconhecidas pela

sua riqueza em compostos bioativos com elevado valor terapéutico e nutricional.

No setor farmacéutico, as drogas vegetais sdo utilizadas como um recurso terapéutico
nos servigos de salde, no entanto, para que as mesmas possam ser utilizadas, 0s
compostos vegetais deverdo estar devidamente padronizados, isto é, com uma
caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos seus principios ativos devidamente
fundamentadas e garantindo os requisitos necessarios no que se refere ao controlo de
qualidade, efetividade e segurancga exigidos para a preparacdo farmacéutica moderna
(Bandaranayake, 2006).

Os estudos cientificos fundamentados sobre os compostos fitoquimicos e as atividades
etnofarmacoldgicas das diferentes espécies vegetais nacionais e internacionais estao
em desenvolvimento (Vinha et al., 2012a, 2012b; Vinha et al., 2013). A Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) reconhece o rapido crescimento da utilizacdo da medicina
tradicional, incluindo-se a utilizacdo de fitoterapicos e o aumento da sua utilizagdo
pela populacdo (OMS, 2005). A facilidade de acesso aos fitoterapicos é uma das
principais razdes que justificam a sua ampla utilizacdo nos paises em desenvolvimento
e nesse sentido a OMS tem trabalhado para desenvolver e implantar normas, pautas e

metodologias que permitam garantir a eficcia, seguranca e qualidade dos mesmos.

Considerando a qualidade como um fator decisivo para a aceitagdo e permanéncia
desses produtos no mercado, as etapas que interferem em suas propriedades finais
devem ser rigorosamente controladas e padronizadas. Durante a producdo de extratos a
partir de matéria-prima vegetal, pode-se considerar a padronizagdo como uma
condicdo em que a eficdcia do produto é garantida atraves da constancia no teor de
principios ativos (Souza, 2007). Todavia, muitas substancias de origem natural podem
sofrer transformacdes durante o0 processamento e armazenagem, ocasionando perdas

e/ou inativacdo dos compostos ativos (Blatt et al., 2002).



Assim, o estudo dos extratos obtidos pelo uso de diferentes solventes é uma alternativa
promissora, em crescente expansao uma vez que, atualmente, j& existe uma tendéncia
por parte da industria farmacéutica na substituicdo de solventes organicos por
solventes ndo toXicos nos processos extrativos. De entre as razbGes a favor dessa
tendéncia, podem-se destacar a maior recuperacdo e o aumento da concentracdo dos
compostos fitoquimicos, estabilidade e facilidade de padronizagdo dos principios ativos
presentes nas plantas, menores riscos de contaminagdo microbiana, vantagens que
aumentam o valor agregado do produto final, com a consequente minimizacao de

custos econdmicos (Oliveira e Petrovick, 2010).

O objetivo desse trabalho foi investigar a influéncia que os processos de extracdo
interferem na quantificagdo dos compostos bioativos, recorrendo-se a diferentes
solventes extratores, através da quantificacdo de fendlicos e de flavonoides totais
presentes nas bagas do pilriteiro (Crataegus monogyna Jacg.). A extracdo das
substancias bioativas presentes nos frutos foi realizada por maceracdo dos mesmos,
mantendo-se constantes as varidveis tempo e temperatura de extracdo. Foram
efetuados ensaios de atividade antioxidante para avaliar a possivel atividade biolégica

dos extratos diferentes extratos.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Género Crataegus

O geénero Crataegus designa um conjunto de arbustos ou arvores espinhosas de
dimensdes relativamente pequenas, normalmente utilizadas como sebes defensivas e de
folhagem densa. Habitualmente, este género € utilizado como ornamento de parques e
vias publicas. Embora possam alcancar este género possa alcancar 0s12 metros, de uma
forma geral, a maioria desenvolve pouca altitude (4 a 5 metros), sendo por essa razéo

caracterizadas como arvores rasteiras (Jalali e Hasanzadeh, 2013).

O género Crataegus pertencente a classe Magnoliopsida, ordem Rosales e familia das
Rosaceae (www. jb.utad.pt). A sua denominagdo deriva da palavra grega “kratiegus”,
que significa “dureza da madeira”. Este género possui cerca de 280 espécies diferentes,
sendo que as mais comuns sdo Crataegus monogyna e a Crataegus oxycantha (Jalali e
Hasanzadeh, 2013; Liu et al., 2010). No entanto, analises moleculares filogenéticas
demonstram que a sua classificacdo pode ser controversa, uma vez que a sua
classificacdo pode ser feita de forma incorreta, como pertencentes a sub-familia Pyrinae
(Bahorun et al., 2008; Bernatoniene et al., 2008; Edwards et al., 2012; Kumar et al.,
2012; Reffat et al., 2010; Ozcan et al., 2005). Estudos quimicos, utilizados para inferir
as relacOes filogenéticas entre estas espécies e as possiveis relacdes sugeridas pela
sequéncia do ADN foram desenvolvidos nos ultimos anos de forma a associarem-se
uma relacdo quase que exclusiva entre a etnobotanica e 0s usos terapéuticos da planta na
Asia e na Europa, permitindo assim, ajustar e fundamentar a sua documentag&o
(Edwards et al., 2012; Ozcan et al., 2005).



Figura 1. Espécie Crataegus (retirado de Pickering, 2004).

As denominagfes sindnimas variam consoante as linguas europeias onde sdo utilizadas
e derivam, quase inteiramente, do facto de possuirem espinhos e de serem utilizadas
como sebes divisorias, uma vez que a palavra “haw” provém da antiga palavra inglesa
“cerca” (Arya e Thakur, 2012). Na lingua alema, “hadegon” significa “cerca de
espinhos”, o nome “may” esta associado aos meses em que a planta fica em flor. Em
Inglaterra, a denominagao “espinheiro branco” ¢ uma aluséo a brancura da sua casca ¢ o
nome ‘“‘quickset” relaciona-se com a rapidez com que esta se desenvolve. A sua
utilizacdo secular era usada, por exemplo, para saciar a fome dos agricultores antes do
pequeno-almoco, através do consumo das folhas e flores do Crataegus e denominando-
as por “bread and butter tree” ou “cheese tree” (Bahorun et al., 2008; Kumar et al.,
2012).

Atualmente ndo existe uma unanimidade na designacdo popular da maioria das plantas,
quer entre as diferentes regides de Portugal, quer, nalguns casos, dentro da mesma
regido. Muitas vezes encontram-se plantas diferentes com o mesmo nome popular.
Assim, é imprescindivel identificar cientificamente as plantas que sdo referidas como
uteis pelos informantes. No caso concreto da espécie Crataegus monogyna, comumente
é conhecido como pilriteiro, espinheiro, espinheiro-alvar, espinheiro-branco, abronceiro,

cambrulheiro, estrapoeiro, estrepeiro, branca-espinha, escalheiro.



2.1.1. Crataegus monogyna Jacq.

As plantas bravias frequentemente utilizadas nas industrias alimentar e farmacéutica
compdem uma lista consideravelmente extensa. No entanto, muitas dessas plantas ndo
tém sido reconhecidas pelo seu verdadeiro mérito a nivel de utilidade nutricional e/ou

terapéutico.

Esta arvore (Crataegus monogyna Jacq.), fruteira silvestre, é uma planta bravia que
fornece frutos ediveis. Visualmente classifica-se como uma nano ou microfanerofito
ramosa, cuja altura pode atingir os 10 metros e de copa arredondada. As folhas
apresentam uma forma abovadas a romboidais com lobos oblongos agudos ou sub-

obtusos.

As flores das plantas do género Crataegus sdo maioritariamente brancas, constituidas

por 5 sépalas e 5 pétalas, e apresentam um aroma intenso (figura 2).

Figura 2. Flor branca caracteristica da espécie Crataegus (retirado de Pickering, 2004).

As tonalidades das folhas podem variar entre o amarelo e o verde-escuro, 0 que se
propaga também as suas densas flores que podem percorrer uma gama de cores, desde o
branco (predominante), ao rosa e ao vermelho, agrupando-se em grupos de 5 a 12 flores.
Estas florescem na primavera, dando um verdadeiro espetaculo de cor, originando
pequenos frutos vermelhos, na altura do verdo (Bernatoniene et al., 2008; Edwards et
al., 2012; Kumar et al., 2012; Reffat et al., 2010; Ozcan et al., 2005).



Os frutos, pirenarios, ou seja, uma espécie de pomos mais mildos e mais rijos
denominados pilritos, possuem pequenas dimensfes e sdo arredondados. Quando

maduros tem uma coloracdo vermelha brilhante (figura 3).

Figura 3. Fruto da espécie Crataegus (retirado de www.florestar.net).

A melhor época para a colheita dos frutos maduros € feita em Setembro. Os frutos
maduros ou sobre-maduros podem ser utilizados para o fabrico de licores e compotas

domésticas, mas sabe-se que estes frutos apresentam actividades terapéuticas.

Esta planta além de ser utilizada na horticultura como ornamento é considerada uma das
plantas mais antigas para uso farmacolégico, concretamente, utilizando-se as flores e os
frutos. Na Europa, as prepara¢es medicinais sao feitas a partir da C. monogyna Jacq. e
da C. laevigata (Bahorun et al., 2008; Bernatoniene et al., 2008; Ozyurek et al., 2012).

2.1.2. Distribuicdo geografica

O género Crataegus é nativo das zonas temperadas do globo, principalmente em paises
situados entre as latitudes 30° e 50°N — como os da regifo Oriental da Asia, Europa,
America do Norte e China. Tal como ja foi referido anteriormente, esta planta foi
inicialmente utilizada para formar cercas ou vedagdes em toda a Europa (Bahorun et al.,
2008; Kumar et al., 2012). Em 1800, os ingleses introduziram-na na Tasmania e noutras
partes da Austrdlia como planta para sebes e, atualmente, esta planta pode ser
encontrada em diferentes zonas, citando como exemplos, Vitoria, Montes Adelaide e na
Nova Escécia (Kumar et al., 2012; Reffat et al., 2010).


http://www.google.pt/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=6QRNNM4tGz9wIM&tbnid=MjnRTge5xtAjHM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.about-garden.com/ei/en/01001-F1-single-seed-hawthorn/&ei=wNlVUoboDenH0QWIwYHIDg&bvm=bv.53760139,d.ZG4&psig=AFQjCNFoWOaohwk_PVGLxB4Wh7p0i65pVA&ust=1381444402588739

Por serem colonizadoras agressivas, ou seja, tenazes e dificeis de remover, foram
consideradas pela Austrélia como uma planta nociva para a flora endémica. Além do
mais, apesar da sua preferéncia por zonas temperadas, é também vista nos Himalaias,
em Kashmir e em Himachal, sob condicdes agrestes e a uma altitude entre os 1800 e 0s
3000 metros (Kumar et al., 2012; Reffat et al., 2010).

Figura 4. Principais areas de distribuicdo do género Crataegus monogyna a nivel mundial
(adaptado de Pickering, 2004).

Em Portugal, o C. monogyna Jacq. caracteriza-se como um arbusto espontaneo comum
em diversos tipos de solo, preferindo solos soltos e frescos, ocupando todo o territério
portugués. Normalmente reside em locais com baixa altitude, mas suporta temperaturas
até -18°C. Relativamente a exposicdo solar, prefere ambientes luminosos, embora
cresca em qualquer situacdo. Necessita de humidade no solo. Da-se bem em climas
quentes e resiste bem as geadas. Suporta poluicdo atmosférica. E uma importante fonte
de alimento para larvas de muitas espécies de lepiddpteros. No entanto, como se trata de
uma espécie indiferente, ou seja, pouco exigente face as condigdes do solo e do clima,
vegeta desde o nivel do mar até os 1800 metros de altitude, pelo que pode ser
encontrada um pouco por todo o territério nacional, com menor representatividade na

regido sudeste.



=

Figura 5. Principais areas de distribuicdo da Crataegus monogyna no territorio nacional
(retirado de ICNF, 2013).

2.1.3. Principais usos da Crataegus monogyna Jacd.

O conhecimento das plantas € fundamental para a compreensdo da vida na terra e da sua
evolugdo. As plantas sdo essenciais para a nossa existéncia e sdo a base de todas as
interagOes das comunidades terrestres. Por outro lado, as plantas s&o economicamente
importantes porque os seus produtos, transformados ou ndo, sdo de utilizacdo diaria

pelo homem.

Os usos tradicionais das espécies arboreas e arbustivas com interesse florestal sdo um

dos aspetos relevantes do atual interesse e estudo por parte da comunidade cientifica.

Apesar desta falta de concordancia, a medicina com recurso a plantas € uma forma de
tratamento ancestral sendo a Crataegus uma das espécies mais populares e é,
atualmente, usada empiricamente na medicina tradicional por possuir constituintes
fitoquimicos que atuam como terapéuticos num abrangente numero de patologias
(Edwards et al., 2012; Kumar et al., 2012).

Entre as subespécies mais utilizadas inclui-se a C. pinntiflda (espinheiro chinés), a C.
pubesens (espinheiro mexicano), C. cuneata (espinheiro japonés), C. laevigata e C.
monogyna (Europa), C. oxycantha e C. aronica, C. phaenopyrum (espinheiro

americano) e a C. ambigua (espinheiro russo) (Kumar et al., 2012).



Historicamente, as bagas séo a parte da planta mais utilizada mas, recentemente, surgiu
um crescente interesse pelas folhas e flores, uma vez que contém constituintes
semelhantes aos j& descritos nas bagas, verificando-se apenas diferencas pouco
significativas no racio entre os diferentes compostos, nomeadamente, flavonoides e
proantocianidinas presentes em cada uma das partes (Edwards et al., 2012; Kumar et
al., 2012; Shortle et al., 2013). Com base na literatura, as folhas, flores e bagas contém
uma variedade de complexos bioflavonoides (0.1% a 2%) e proantocianidinas
oligoméricas (compostos por cadeias de unidades de 1% a 3% de flavan-3-ol),
importantes antioxidantes, além de outros constituintes como o acido ascorbico, taninos,
cardiotonicos, e &cidos fendlicos (Kumar et al., 2012). Estes compostos em conjunto
com as enzimas endogenas antioxidantes presentes no metabolismo, neutralizam os
radicais livres formados a partir do processo fisioldgico natural, como respiracao e
fagocitose (Nascimento et al., 2009; Shortle et al., 2013).

Pelos motivos supracitados, a Crataegus alcangou um patamar especial como “veiculo”
terapéutico j& que os resultados experimentais de varios estudos farmacol6gicos e
toxicolégicos mostraram um amplo espectro de acdo dos seus efeitos positivos,
nomeadamente na prevencdo das doencas cardiovasculares (Edwards et al., 2012;
Kumar et al., 2012). RevisGes bibliogréaficas sobre o estado da arte da Crataegus
confirmam os efeitos positivos na prevencdo das falhas cardiacas cronicas e na redugdo
da pressdo interna cardiaca (Edwards et al., 2012). A sua caracteristica mais importante
deve-se a0 aumento da ativacdo das células do musculo cardiaco, providenciando um
suplemento que aumenta a forca do musculo coronério, regulando o fluxo sanguineo e,
consequentemente, a dilatagdo coronaria, tornando-se assim um agente preventivo para
as arritmias, enfarte do miocardio e falha congestiva cardiaca (Kdstic et al., 2012;
Kumar et al., 2012; Ozyiirek et al., 2012).

No entanto, a sua utilizagdo ndo se limita as patologias cardiacas, como primeiramente
se estabeleceu. O aproveitamento das varias partes vegetais do Crataegus na medicina
tradicional Arabe, é uma pratica milenar no tratamento de patologias como a asma,
dores estomacais e reumaticas e no tratamento das hemorroides (Bahorun et al., 2008;
Bernatoniene et al., 2008; Ozcan et al., 2005; Ozyiirek et al., 2012). O sumo da fruta



(bagas), verdes ou amadurecidas, € utilizado em preparacdes para a aplicacao topica no

alivio de problemas musculares ou articulares (Ozcan et al., 2005).

Resumidamente, as suas capacidades como terapéutico abrangem a eliminacdo de
triglicéridos e LDL (proteinas de baixa densidade) no plasma, acdo anti-inflamatoria,
protetor gastrico e agente antimicrobiano. Atua como hipotensivo e diurético, ajuda na
prevencdo de formacdo de cataratas, tem atividade antiviral, € um estimulante
imunitario, um antidepressivo e possui atividade citotoxica e hipoglicémica (Kdstic et
al., 2012; Kumar et al., 2012).

Além da filoterapia, recorre-se ainda a Crataegus na industria alimentar para a producéo
de doces, de compotas e de algumas bebidas como vinhos, sumos e chas (por ex., a C.
pinnatifida) (Keser et al., 2012; Kdstic et al., 2012; Kumar et al., 2012). Incluem-se o0s
que sdo produzidos a partir da espécie Crataegus, fortemente disponivel por toda a
Europa e Asia, em tinturas, comprimidos, xaropes, chas a extratos aquosos das folhas,
flores e bagas (Edwards et al., 2012), embora estejam a desenvolver-se aplicacfes
topicas na derme (Kumar et al., 2012).

2.2. Fitoquimicos

O desenvolvimento cientifico tem levado a uma relacdo cada vez mais estreita entre
dieta e satde. Tal relacdo surgiu com a descoberta de um grupo de substancias com
efeitos protetores contra a oxidagdo celular (Daugan et al., 2011; El Diwani et al.,
2009). As reacOes de oxidacdo estdo envolvidas no processo de envelhecimento e na
progressdo de varias doencas. A luz do conhecimento atual, os antioxidantes podem
retardar o processo de envelhecimento, a progressao da doenga e prolongar o tempo de

vida.

Os antioxidantes sdo substancias que, mesmo em pequenas concentracdes em relacdo ao

substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou inibir substancialmente a oxidacdo do
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substrato. S&o considerados metabolitos secundarios e desempenham um papel
importante na interagdo das plantas com o meio ambiente, nomeadamente na defesa a
temperaturas elevadas, falta de agua, radiacdo intensa, exposicdo aos raios ultravioleta
(UV) e deficiéncia de nutrientes minerais. Constituem ainda uma defesa contra
herbivoros, ataque por pestes, competicdo entre plantas e atracdo de organismos

benéficos como polinizadores, dispersores de sementes e microrganismos simbiontes.

Os mecanismos de defesa antioxidante nos diferentes tecidos podem ser classificados
em funcdo do seu mecanismo de acdo predominante, da sua localizacdo e da sua
proveniéncia, seja da dieta (antioxidantes exdgenos) ou da sintese enddgena

(antioxidantes enddgenos) (Ferreira et al., 2007).

Estes compostos, que se encontram naturalmente nas plantas, atuam como antioxidantes
no organismo, por meio do sequestro de radicais livres, que estdo relacionados com a
maioria das doengas crénicas nao-transmissiveis (Hamid et al., 2010). As caracteristicas
quimicas dos antioxidantes, tais como a solubilidade, capacidade de regeneracao,
relacdo estrutura/atividade e a biodisponibilidade sdo fatores importantes quando se
considera o seu papel na satde humana (Kaur e Kapoor, 2002). Efetivamente, as plantas
sdo uma fonte natural de compostos bioativos eficazes, incluindo antioxidantes, como

polifendis, vitaminas, carotenoides, cidos gordos insaturados e agucares redutores.

2.3. Propriedades antioxidantes do fruto do Crataegus monogyna Jacq.

Pelo ja referido anteriormente, é também suposta uma acdo antioxidante destes frutos.
Nos paises onde sdo produzidos ou estdo no estado selvagem, estes frutos, bem como
outro tipo de extratos vegetais, sdo usados na medicina popular na prevencao e

tratamento de varios distdrbios devidos a xenobidticos ou até questdes ambientais.

De acordo com Bahorun et al. (1994) e Bernatoniene et al. (2008), os extratos
etanolicos, aquosos, hidroalcodlicos e metandlicos apresentaram teores consideraveis de

fenois totais, flavonois e proantocianidinas, tendo sido superior para 0s extratos
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metanolicos. Foi igualmente descrita por estes mesmos autores a presenca de cumarinas

e triterpendides.

Assim, os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias formados por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais, compostos vegetais e ainda enzimas que
bloqueiam o efeito danoso dos radicais livres no corpo. O termo antioxidante significa
que estes “impedem a oxidacdo” que ocorre ou durante as reagdes metabolicas ou por
fatores exogenos, como as radicacBes ionizantes. Estes sdo obtidos através dos
alimentos, sendo amplamente encontrados em vegetais, 0 que explica parte das acdes
saudaveis que as frutas, legumes, hortalicas e cereais integrais exercem sobre o
organismo (Messias, 2009). Das centenas de compostos propostos como inibidores da
deterioracdo oxidativa das substancias oxidaveis, somente alguns podem ser usados para
consumo humano. Nesta selecdo sdo desejaveis as seguintes propriedades: que tenham
eficacia em baixas concentracfes (0.001% e 0.01), auséncia de efeitos indesejaveis na
cor e no sabor, compatibilidade com o alimento e facil aplicacdo, estabilidade nas
condi¢cbes de processo e armazenamento. Quando se referem aos suplementos
farmacoldgicos, 0s compostos e 0s seus produtos de oxidacdo ndo podem ser tdxicos,
mesmo quando em doses muito superiores as que normalmente seriam ingeridas através

dos alimentos (Messias, 2009).

O uso de antioxidantes exdgenos tem vindo a ganhar muito interesse, sendo que 0s
estudos confirmam o potencial das diferentes partes que constituem a Crataegus como
planta antioxidante (Ozcan et al., 2005). A identificacdo e os estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos extensivos sobre a acOes dos extratos da Crataegus demonstram que
compostos fenolicos como os flavonoides ou as procianidinas oligoméricas tém efeitos
benéficos na captacdo e eliminagdo dos radicais livres (Kostic et al., 2012) mas, embora
as diferentes partes da planta apresentem uma composicao fitoquimica similar, a razéo
especifica entre os dois compostos difere: os flavonoides parecem ter um papel
determinante no que respeita a atividade antioxidante das folhas e as procianidinas
oligoméricas a nivel das flores e bagas (Ozcan et al., 2005; Ozyiirek et al., 2012; Tadic
et al., 2008).

12



As revisdes sobre o estado da arte da Crataegus concluem ainda que o potencial
antioxidante desta varia dentro da propria espécie e da parte da planta estudada, sendo
que também depende de variaveis como a genética, 0 ambiente circundante e a altura do
ano em que é colhida, o que torna a generalizacdo do seu conteudo dificil, se nédo
impossivel, devido a variabilidade dos resultados obtidos pelos autores (Edwards et al.,
2012). Outros estudos debrugam-se ainda sobre a concentracdo de cada um destes
antioxidantes em diferentes estagios do desenvolvimento das diferentes plantas: na C.
azarolus, a quantidade de flavonoides e proantocianidinas diminui consoante o avancar
do envelhecimento da flor (Edwards et al., 2012). O mesmo padrdo foi estudado nas
bagas do pilriteiro e as concentra¢des diminuiram na progressdo do amadurecimento do
fruto. Nas folhas, por outro lado, a concentracdo mais elevada dos dois compostos foi
obtida nas folhas mais velhas, quando a flor ainda se encontra em bolbo enguanto a
menor em folhas onde a fruta esta ja& madura. Os resultados sdo consistentes com os de
Liu et al. (cit in Edwards et al., 2012), que alcancaram concentra¢es mais altas da C.
pinnatifida var. major quando esta entrava em flor e menor quando os frutos estavam ja

amadurecidos (Edwards et al., 2012).

2.4. Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante

A hipoGtese de que a dieta alimentar pode afetar o dano oxidativo in vivo é
fundamentada nas caracteristicas fisioldgicas dos alimentos, constituintes que
proporcionam tanto substancias antioxidantes, nutrientes com capacidade para
combater os radicais livres, como o0s substratos oxidaveis (&cidos gordos
polinsaturados) e vestigios de metais com acdo catalitica (Fe?* e Cu?"). Esta hipdtese
mostra-se muito simples diante da complexidade do funcionamento do organismo
humano. Os diferentes compostos antioxidantes da dieta podem produzir efeitos
sinérgicos dificeis de serem avaliados. A atividade antioxidante de um e qualquer
alimento poderdo sugerir qual a contribuicdo relativa da soma dos seus constituintes
com tais agdes. Mediante os dados publicados até a data, os polifendlicos, 0s
carotenodides e a vitamina C (Bahorun et al., 1994; Bernatoniene et al., 2008; Egea et
al., 2010; Jalali e Hasanzadeh, 2013) parecem ser os melhores indicadores dessas
acoes. O desenvolvimento de novos meétodos analiticos para determinacdo da atividade

antioxidante ou quantificacdo de antioxidantes especificos em matrizes complexas
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como 0s extratos vegetais, frutas e alimentos em geral, pode ser justificado pela
relevancia comercial e farmacoldgica destes compostos, bem como pela necessidade de
metodologias mais simples e econdémicas (Palanisamy et al., 2011).

2.4.1. Técnicas eletroquimicas

As técnicas eletroquimicas apresentam um elevado potencial na caraterizacdo detalhada
dos antioxidantes presentes nas amostras pois fornecem parametros fisico-quimicos
capazes de demonstrar ndo apenas o potencial de reducdo destes, mas também o nimero
de eletrdes envolvidos, a influéncia dos protdes e as constantes destas reacdes. Estudos
que se debrucaram sobre a atividade antioxidante de 34 produtos naturais através de
diversas técnicas observaram que a correlacdo entre as técnicas eletroquimicas e a
capacidade de captacdo de radicais era mais proveitosa do que a utilizacdo da eletrolise
de fluxo continuo (contagem de eletrdes) associada a voltometria ciclica (potencial de

oxidacdo) (Borges et al., 2011).

A composicdo heterogénea dos tecidos vegetais resulta numa grande variedade de
possibilidades de interagdes quimicas, fatores que aumentam expressivamente a
complexidade deste sistema. O uso de um método eletroquimico acoplado a sistemas de
injecdo de fluxo foi avaliado para investigar a atividade antioxidante de extratos
metabolicos de plantas. O modelo utiliza um sistema de injecdo de fluxo acoplado a um
detetor amperométrico, equipado com elétrodos de trabalho de carbono vitreo (vs
Ag/AgCl), fluxo de 1,0 mL.min e potencial determinado por voltametria hidrodindmica.
Antes, 0s extratos sdo centrifugados para extracdo do sobrenadante, seco em vacuo a
temperatura ambiente. Os residuos sdo entdo preparados e injetados no sistema, e 0s
resultados expressos consoante a capacidade antioxidante do mesmo (Borges et al.,
2011). Os compostos fenolicos, geralmente, produzem radicais fenoxilo instaveis que
rapidamente polimerizam sobre a superficie de elétrodos solidos, levando a uma
apassivagcdo dos mesmos. Assim, a correlagdo entre a atividade antioxidante e o
potencial de oxidacdo nem sempre € simples e direta, necessitando de ensaios paralelos
para uma melhor compreensdo dos seus resultados. Os testes eletroquimicos podem

observar resultados erréneos uma vez que 0s catecdis dimerizaram sob oxidagao
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eletroquimica, produzindo espécies eletroativas que resultam em picos de intensidade
acima ou abaixo dos numeros reais, associados muitas vezes a processos erroneos de
adsorcdo, com apassivacdo do elétrodo (Borges et al., 2011). Outra limitagdo € a
insensibilidade para compostos que exercem uma acdo antioxidante através de outros
mecanismos, como por exemplo, quelacdo, um mecanismo que nao envolve o fluxo de
eletrdes, ndo sendo detetada pelos métodos eletroquimicos. No entanto, apesar das
limitacdes decorrentes da complexidade das amostras, a aplicacdo dos métodos

eletroquimicos € um campo bastante vasto (Borges et al., 2011).

2.4.2. Técnicas espectrofotométricas

Os métodos espectrofotométricos sao relativamente simples, baseando-se na capacidade
descolorante da amostra. Os ensaios mais utilizados recebem o nome do reagente cuja
absorcdo seré atenuada pelo composto antioxidante, ou seja, ensaios de DPPH* e ABTS,
reagentes responsaveis pelo fator que indica a capacidade antioxidante total do produto
no que diz respeito a limpar os radicais livres (Bernatoniene et al., 2008; Borges et al.,
2011).

2.4.2.1. Método do radical DPPH*

Este método consiste em determinar a capacidade de captura do radical livre DPPH"
pelos compostos antioxidantes. O radical livre de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo apresenta
um maximo de absorvéncia a 515 nm. Apos a adicdo do antioxidante ocorre uma
diminuicdo da absorvéncia, proporcional a concentracdo e a atividade antioxidante da

amostra, perdendo a sua coloragdo (Bondet et al., 1997; Magalh&es et al., 2008).

Uma vantagem deste método € o radical livre ser estavel e estar disponivel
comercialmente, 0 que evita a sua formagao por diferentes formas, como acontece com
outros radicais. Por outro lado, 0 método DPPH" tem sido muito utilizado na analise de
mecanismos de reacdo dos compostos polifendlicos com radicais livres (Saway et al.,
2005). Alguns compostos reagem rapidamente com o DPPH’, reduzindo um ndmero de

moléculas igual ao numero de grupos OH disponiveis, formando as correspondentes o-
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quinonas (Bondet et al., 1997; Borges et al., 2011). Atualmente é utilizado também na
determinacdo do potencial antioxidante de compostos fenolicos e flavonoides, entre
outros, isolados de plantas naturais. Muitos estudos cientificos reportam este método
como o mais utilizado para a determinacdo antioxidante em frutos e vegetais. Para além
da rapidez da leitura, uma das maiores vantagens é a disponibilidade de obten¢édo do
radical DPPH’. O método de DPPH® é muito utilizado para determinar a atividade
antioxidante em extratos e substancias isoladas como: compostos fendlicos (Sousa et al.,
2007), fenilpropanoides, fenolicos totais, flavondis (Leja et al., 2007), cumarinas,
quitosanas com diferentes massas moleculares antocianinas, antocianidinas (Leja et al.,
2007) e carotenoides (Ajila et al., 2007).

2.4.2.2. Método do radical livre ABTS**

Os efeitos defensivos dos antioxidantes naturais em frutas e vegetais estdo relacionados
com trés grandes grupos: acido ascorbico, fendlicos como antioxidantes hidrofilicos e
carotenodides como antioxidantes lipofilicos. O outro método utilizado para medir a
atividade antioxidante resume-se ao radical livre 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido surfénico) (ABTS**), que pode ser gerado através de uma reacdo gquimica,
eletroquimica ou enziméatica. Com esta metodologia pode-se medir a atividade dos
compostos de natureza hidrofilica.

Na presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio, pode medir-se a diminuicdo da
formacéo deste radical por espectrofotometria. Este radical reage de forma enérgica com
0s compostos doadores de hidrogénio, como os compostos fendlicos, sendo convertido
numa forma ndo colorida de ABTS**, podendo mostrar a atividade anti-radicalar de
flavonoides (Borges et al., 2011). A versdo comercial deste teste analitico, conhecido
como protocolo TEAC, faz com que o ABTS*" seja formado pela sua reagdo com o
radical ferromioglonia e H20-, na presenca de peroxidase. Como vantagem tem a sua
relativa simplicidade, que permite a sua aplicacédo na rotina de qualquer laboratério. Na
presenca de muitos compostos fendlicos em amostras de substancias com atividade
antioxidante, isto ocorre lentamente. O resultado da determinacdo do TEAC depende do

tempo de incubacéo, assim como da taxa da amostra quantificada. Esta, somada a pouca
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seletividade do ABTS** na reacdo com atomos doadores de hidrogénio, constitui uma
limitacdo deste método. Divergéncias nos resultados podem ser atribuidas a fatores
limitantes como a diferenca no tempo de incubagcdo ou na estratégia de obtencdo do
radical ABTS*" (Borges et al., 2011).

2.4.2.3. Método de reducdo do ido ferro (FRAP)

O poder antioxidante redutor apresenta muitas aplicacdes na avaliagdo dos componentes
antioxidantes polifendlicos. O ensaio FRAP é caracterizado pela reducdo do complexo
férrico ao estado ferroso pela acdo de um compostos antioxidante, em meio acido, (pH ~
3,6), de forma a manter a solubilidade do ferro (Magalhdes et al., 2008). O poder
redutor do composto antioxidante e portanto, do grau de reducdo, € medido por
espetrofotometria a 593 nm. A reducdo do complexo férrico causa um aumento da
absorvéncia devido a formacdo do complexo ferroso de cor azul intensa. Este método,
embora rapido, simples e robusto, apresenta algumas limitacbes como o facto de
qualgquer composto que possua potencial redox ser capaz de reduzir o complexo férrico,
mesmo que ndo possua atividade antioxidante. No Uultimo caso, poderdo ser
antioxidantes que ndo atuam a uma velocidade suficientemente rapida para a reducéo
ser observada dentro dos limites de tempo estabelecidos para esta metodologia ou
antioxidantes cujo mecanismo ndo envolve reacBes redox como tidis e carotenoides
(Magalhées et al., 2008); producdo simultanea de Fe (Il) pode resultar na producao
adicional de um radical nocivo a partir da &gua e de compostos que absorvam no mesmo
comprimento de onda e que possam interferir na determinacdo, causando medicoes
incorretas no valor FRAP (Subtil et al., 2009).

2.4.3. Métodos cromatograficos

Os métodos cromatogréficos sdo um grupo de técnicas de separacdo de misturas, em
que o mesmo instrumento faz a separacéo, identificacdo e quantificacdo. O tempo de
retencdo permite a separacao das varias substancias que compdem a amostra: analitos e

interferentes.
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A andlise de varios produtos naturais utilizando a cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC) foi considerada um progresso na metodologia analitica. A maior
dificuldade é a determinagdo de compostos fendlicos condensados e oligomerizados. O
HPLC também pode ser bastante util no tratamento com calor de compostos ativos e
suas respetivas quantificacbes de acordo com a temperatura ou o tempo de exposicao a

energia térmica (Borges et al., 2011).

A cromatografia gas-liquido capilar (CGLC) e CGLC/espectrometria de massa (MS),
por outro lado, requer a conversao dos acucares e dos seus acidos nos seus derivados
mas deve ser utilizada apenas em material onde se conhece a origem. Outros estudos
medem os agUcares e acidos organicos por HPLC, aminoécidos com um kit de
derivacdo, seguido de uma fase reversa de HPLC ou métodos colométricos para a

determinacéo de acgUcares solUveis presentes (Edwards et al., 2012).

Estes métodos determinam também a quantidade de polifendis presentes, métodos para
a determinacdo dos flavonoides, CGLC, eletroforese capilar ou cromatografia de
camada fina. Métodos ndo validados e validados para a analise por HPLC dos
constituintes fenolicos nas plantas encontram-se disponiveis na literatura, mas a
discussdo prende-se principalmente com a capacidade analitica da quantificacdo total

dos flavonoides.
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I11. OBJETIVOS

Com o intuito de valorizar um fruto autéctone (fruto do pilriteiro) e de pouca aplicacdo
farmacéutica, o objetivo primordial deste trabalho consistiu em otimizar métodos
sustentaveis de extracdo para obtencdo de extratos com elevado teor de compostos
bioativos e/ou atividade antioxidante, com viabilidade de utilizagdo futura na industria
alimentar (aplicagdo em suplementos alimentares/alimentos funcionais) e na inddstria

farmacéutica (por ex. suplementos, cosmética, entre outros).

Para isso, selecionaram-se trés solventes, dois dos quais de baixa toxicidade e de custo
reduzido (agua e etanol) e o metanol foi utilizado para comparar a capacidade extratora
dos outros dois supracitados, uma vez que este ultimo é frequentemente utilizado para a

extracdo de metabolitos secundarios.

Foram desenvolvidos um conjunto de tarefas laboratoriais, articuladas entre si,

procurando respostas sequenciais e cumulativas para os seguintes objetivos especificos:

- Avaliar o efeito da natureza dos diferentes solventes no que respeita ao
rendimento de extracdo dos compostos bioactivos e, consequentemente, da

atividade antioxidante dos respetivos extratos;

- Quantificar o teor em compostos fenolicos totais e flavonoides dos extratos
obtidos;

- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos obtidos, utilizando duas

metodologias diferentes e complementares (DPPH* e FRAP);

- Selecionar 0 método extrativo mais conveniente com base nos parametros

avaliados.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

As amostras analisadas neste trabalho correspondem aos frutos maduros da espécie
Crataegus monogyna Jacg. Durante a selecdo da amostra teve-se o cuidado de manter
controlados diversos fatores, tais como regido de colheita, época de maturacéo do fruto
e exposicdo a radiacdo solar. Durante o processo de colheita, os frutos foram colhidos

de forma aleat6ria mas com abrangéncia por toda a copa da arvore.

Os frutos foram colhidos no litoral norte de Portugal, mais concretamente, no Porto em
Setembro de 2012. Os frutos (figura 6) foram congelados e reservados ao abrigo da luz

antes de serem devidamente triturados para a obtencdo dos extratos.

Figura 6. Morfologia da baga de pilriteiro no momento da colheita (Parque da Cidade, Porto).

4.2. Extracdo dos compostos bioativos
De modo a estudar as condigdes Otimas de extragdo testaram-se diferentes misturas de

solventes (diferentes polaridades), mantendo-se a temperatura e tempo de extracdo
constante, ou seja, 40°C e 60 minutos, respetivamente.
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Foram avaliados quatro extratos diferentes:
- extrato 100% aquoso;
- extrato 100% etandlico;
- extrato 100% metandlico;

- extrato hidroalcodlico (50% agua e 50% etanol).

4.2.1. Preparacao dos extratos da baga

Num estudo preliminar, procedeu-se a avaliacdo da melhor relacdo entre a massa de
fruto e a quantidade de solvente. A relacdo 1:10 e 1:25 (m/v), ndo permitiram ter
solvente suficiente para efetuar a extracdo, tendo-se optado por uma relagéo 1:50 (m/V)
na extragdo dos compostos bioativos.

A extracdo foi efetuada em placa de aquecimento com agitacdo constante de 600 rpm e
os extratos obtidos filtrados para posterior analise. Os extratos foram congelados a -25

oC até serem analisados.

4.3. Determinacdo de compostos bioativos

Na determinagdo dos compostos fendlicos incluiram-se os fendis totais e os flavonoides.
Na atividade antioxidante consideraram-se os métodos do DPPH* e FRAP conforme

referido anteriormente.

Os metodos quantitativos apresentados neste trabalho sdo métodos
espectrofotomeétricos que se baseiam em reacdes colorimétricas entre 0s compostos
a quantificar e reagentes especificos. A absorvancia dos croméforos formados é
proporcional & concentracdo dos compostos a quantificar. Para cada meétodo, foi
feita uma curva de calibracdo utilizando para o efeito concentracdes diferentes do
respectivo padrdo, sendo a concentracdo dos compostos na amostra calculada por

interpolacdo da recta. Os resultados séo expressos em equivalentes de padrdo.
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4.3.1. Compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fenodlicos totais dos diferentes extratos estudados
foi efetuada por um método espetrofotométrico, utilizando o reagente Folin—Ciocalteau
(RFC), segundo metodologia previamente descrita (Vinha et al., 2013). Para elaborar a

curva de calibragdo utilizou-se um padréo de acido gélhico (figura 7).

Colocaram-se 500 pL de extrato num tubo de ensaio adicionando 2,5 mL de RFC
diluido em &gua desionizada (1:10). Adicionaram-se 2,0 mL de carbonato de sodio para
alcalinizar a solucdo e colocou-se em banho-maria a 45°C durante 15 minutos ao abrigo

da luz.

Deixou-se em repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos. Efetuaram-se as

leituras a 765 nm.

1,2
y=0,0105x-0,0136
R?=0,999

0,8
0,6
04
0,2

0 20 40 60 80 100 120

Concentragdo acido galhico (mg/L)

Figura 7. Curva de calibracdo de acido galhico, utilizada para determinar os compostos fenélicos

totais dos diferentes extratos estudados.

4.3.2. Flavonoides totais

Os flavonoides totais foram determinados por um método espetrofotométrico seguindo
uma metodologia previamente descrita (Barroso et al., 2011) com ligeiras modificagdes.

A técnica envolveu a medida da absorvéncia, a 510 nm, do complexo AICIz-flavonoide,
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utilizando a reta de calibracdo de epicatequina (figura 8), efetuada aquando das

determinagoes.

Num tubo de ensaio colocou-se 1 mL de extrato, 4 mL de &gua destilada e 300 pL de
nitrito de sédio a 25%. Apo6s 5 minutos adicionaram-se 300 pL de AICIz a 10% e
aguardou-se 1 minuto. Adicionaram-se 2 mL de solucdo de hidroxido de sédio 1mol/L e

2,4 mL de agua destilada. Agitou-se em vortex e efetuaram-se as leituras a 510 nm.

1,200 -

1,000 - y =0,0026x + 0,0064
R?=0,999

0,800

Abs

0,600
0,400

0,200

0,000

0 100 200 300 400 500

Concentragdo Epicatequina (mg/L)

Figura 8. Curva de calibracdo de epicatequina, utilizada para determinar os flavonoides totais

dos diferentes extratos estudados.

4.4. Atividade antioxidante

Para avaliagdo da atividade antioxidante foram realizados dois ensaios, segundo

metodologias previamente descritas (Benzie e Strain, 1996; Barroso et al., 2011):

- determinacdo da capacidade de neutralizacdo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH?);

- avaliacdo do poder antioxidante por reducdo do ido férrico (método FRAP).
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4.4.1. Método DPPH*

Efetuaram-se algumas alteracbes ao método descrito por Barroso et al. (2011). O
método consistiu em adicionar a 14 pL de extrato, 186 pL de solucdo etandlica de
DPPH" (9,3 x 10 mol/L), agitar e efetuar as leituras a 525 nm, de 10 em 10 minutos,
até a reacdo estabilizar. Baixos valores de absorvéncia indicam maior capacidade de

neutralizar radicais livres.

4.4.2. Método FRAP

O método consiste na reducdo do complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)s] a

Fe(Il), forma ferrosa, pela presenga do composto antioxidante na solugéo.

Assim, determinou-se o poder antioxidante por reducdo do ido férrico, segundo
metodologia previamente descrita (Benzie e Strain, 1996), utilizando-se uma curva de

calibracdo de sulfato ferroso.

Num tubo de ensaio, colocaram-se 90 ul de extrato, 270 pl de agua destilada e 2,7 ml de
reagente FRAP (750 ml de tampéo acetato 0,3 M, 75 ml solugcdo TPTZ 10 mM e 75 ml

cloreto férrico 20 mM).

Homogeneizou-se e colocou-se em banho-maria a 37 °C. Ap6s 30 minutos efetuaram-se

as leituras a 595 nm.

4.5. Andlise estatistica

Todas as analises quimicas foram efectuadas em triplicado sendo o resultado final
apresentado na forma de média * desvio padrdo. A analise estatistica foi efetuada
usando o programa SPSS v. 21 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Na comparacdo
estatistica das amostras usou-se o teste analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
post-hoc Tukey’s HSD. Foram ainda utilizados testes de correlagdo de Pearson para

avaliar a existéncia de relagGes entre os contetidos de compostos bioativos e a atividade
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antioxidante das diversas amostras. O nivel de significancia de todos os testes de
hipoteses (p) foi de 0,05.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos bioativos existentes no reino vegetal possuem fungdes e a¢Bes bioldgicas
importantes sendo, por isso, reconhecidos como compostos promotores para a saude
humana. Em diferentes regides de Portugal, o fruto do pilriteiro é reconhecido por
apresentar propriedades de prevencdo e controlo de doengas cronicas, tais como.
doengas cardiovasculares, arteriosclerose, artrite ou hipertensdo. Alguns estudos
documentam a utilizacdo das flores e dos frutos no tratamento de doencas
cardiovasculares e gastrointestinais. Os frutos sdo também utilizados em produtos
alimentares processados, nomeadamente, enlatados, compotas, geleias e bebidas (Barros
etal., 2011).

Neste trabalho foram utilizados frutos maduros e cujo estagio de maturacdo se adequa
para 0 seu consumo. As caracteristicas da qualidade dos frutos esta diretamente
relacionada com o estado de maturacdo, condi¢des de armazenamento e, acima de tudo,
das condicdes edafo-climaticas existentes em cada area geografica (Ahmed et al., 2010;
Vinha et al., 2012). Para avaliar a relacdo entre os compostos bioactivos (fendlicos e
flavonoides) e o potencial antioxidante, foram feitas diferentes extracdes recorrendo a
solventes de baixa toxicidade (adgua e etanol). O metanol foi usado como solvente
extrator de controlo uma vez que muitos dos estudos referem este solvente com maior

capacidade extractiva, embora seja toxico (Barros et al., 2011).

Os resultados obtidos referentes a quantificacdo dos fendlicos totais e flavonoides,

extraidos por diferentes solventes encontram-se descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Quantificacdo dos compostos antioxidantes (fendlicos e flavondides) obtidos

por diferentes solventes extratores.

Extratos Fendlicos totais (mg/g)” Flavonoides totais (mg/g)”
AQuoso 0,55+0,01¢ 1,02+0,04¢
Hidroalcoolico 1,33+0,03? 1,80+0,01%
Etandlico 1,22+0,01° 1,66+0,03
Metandlico 0,69+0,01° 1,4240,01°

“Valores expressos em média + desvio padrdo, para n=3. ~Valores com letras iguais na
mesma coluna, considerando-se o solvente extrator, indicam que ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os valores das médias (p>0,05).

Os resultados mostraram diferencas significativas entre todos os solventes extractores
para cada um dos compostos fitoquimicos estudados (p < 0,05). No entanto, e para uma
melhor visualizagéo e interpretacdo dos resultados, os teores de compostos bioactivos

foram representados graficamente (figuras 9 e 10).
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Figura 9. Teores de fendlicos totais (mg/g) quantificados no fruto inteiro do pilriteiro, obtidos

por extracdo liquida recorrendo a diferentes solventes.
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Figura 10. Quantificagdo do teor de flavonoides totais obtidos a partir dos diferentes extratos do

fruto do pilriteiro.
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Pelos resultados obtidos, verifica-se que o teor de compostos bioativos é superior no
extrato hidroalcoodlico, seguido do etandlico, metandlico e, por Gltimo, o aquoso. O teor
de flavonoides foi significativamente superior do que o teor dos fendlicos,
independentemente do solvente extrator analisado. No entanto, o extrato hidroalcoolico
apresentou valores significativamente superiores para os fenodlicos e flavondides (1,33

mg/g e 1,80 mg/g, respectivamente).

O extrato etandlico, embora com valores inferiores aos do extrato hidroalcodlico, foi o
segundo solvente com maior capacidade extratora com 1,22 mg/g de fendlicos totais e
1,66 mg/g de flavondides. Ainda dentro dos solventes sem toxicidade, o extrato aquoso
foi o solvente que apresentou os piores valores (0,55 mg/g e1,02 mg/g, referentes aos
fendlicos e flavonoides, respetivamente. Foram observadas diferengas estatisticamente

significativas para todos eles (p < 0,05).

As bagas do Crataegus monogyna apresentam pigmentacao vermelha quando atingem a
sua maturacdo. O amadurecimento de qualquer fruto promove um aumento da
concentracdo de compostos antioxidantes, cujas propriedades benéficas ja foram
descritas previamente e, de entre os diferentes metabolitos secundarios com essas
propriedades, 0os mais importantes parecem ser os fendlicos, os flavondides e o0s
carotenoides, sendo que estes dois Ultimos sdo pigmentos naturais e responsaveis pela

coloracdo dos frutos.

Arancibia-Avila et al. (2008) observaram teores de polifendis totais, flavonoides e
antocianinas significativamente superiores em diferentes frutos amadurecidos quando
comparados com os verdes ou em fase de senescéncia. No entanto, a utilizagdo dos
flavonodides como farmaco ou suplemento alimentar no mercado deve direcionar 0s
estudos para que seja comprovada uma utilizacdo segura e eficiente dos mesmos,
requerendo para isso de novas informacgdes sobre os seus efeitos secundarios, a
biodisponibilidade em diferentes formas de administracdo e as doses necessarias, ja que
estes dados sdo imprescindiveis para a formulagio de novos produtos. E primordial,
realizarem-se estudos que englobem isolamentos, identificacBes, caracterizacdo dos
flavonoides e dos fitofarmacos, os quais propiciem condi¢des de tratamento que

venham contribuir para a saude publica (Buriol et al., 2009).
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E do conhecimento geral que os compostos bioativos ndo possuem a mesma actividade
antioxidante, pelo que um aumento da concentragdo de um determinado composto néo
significa um aumento proporcional da actividade antioxidante (Sanjust et al., 2008).
Quando se procede a uma avaliagdo de um extrato complexo, independentemente da
natureza do solvente extrator, é necessario considerarem-se 0s efeitos sinérgicos ou
antagonicos entre os diversos compostos presentes, 0 que torna ndo sé, a atividade
antioxidante dependente da concentracdo de cada composto, mas também da interacdo
entre os diferentes compostos. Ndo se deve excluir, a possibilidade de existéncia de
outras moléculas presentes nos extratos e possam afetar a atividade antioxidante, como

por exemplo 0s compostos terpénicos, alcaldides, cumarinas, entre outros.

Para comparar o potencial antioxidante dos diferentes constituintes antioxidantes
(fendlicos e flavonoides) com solventes de baixa toxicidade foram realizados dois tipos
de metodos: DPPH* (decréscimo na absorcdo do radical livre DPPH®) e o poder de
reducdo FRAP. A determinacdo da atividade antioxidante de uma determinada amostra,
in vitro, é realizada através de uma variedade de técnicas, sendo que as mais comuns

sdo a DPPH?* e a reducdo do ferro (FRAP) (Bernatoniene et al., 2008).

Um dos papéis mais importantes dos compostos de natureza antioxidante é a sua
atividade antioxidante, utilizando-se frequentemente esta propriedade para avaliar o seu
potencial. O DPPH* é um radical livre estavel capaz de aceitar um eletrdo ou atomo de
hidrogénio, tornando-se num n&o radical que dificilmente oxida. Devido a este eletrdo
desemparelhado e através da alteracdo da cor do radical livre, a mesma (violeta) vai
descolorando a medida que o eletrdo se emparelha. O aumento da atividade antioxidante
é diretamente proporcional ao consumo e descoloracdo do DPPH®, uma vez que este
reage com 0s compostos fendlicos e flavondides, sequestradores de radicais livres
(Magalh@es et al., 2008; Subtil et al., 2009).

Por outro lado, o ensaio FRAP ¢ caracterizado pela reducdo do complexo férrico ao
estado ferroso, através de um oxidante, geralmente em pH acido, havendo maior
absorvéncia quanto maior a reducdo do ferro. Esta reducdo férrica € comum, por
exemplo, na peroxidacdo lipidica (Magalhées et al., 2008; Subtil et al., 2009). Embora

seja uma metodologia rédpida e simples, apresenta algumas limitacfes, tais como
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interferéncia com compostos redox, e, por outro lado, nem todos os antioxidantes
possuem esta capacidade de reducdo, causando medi¢Bes incorretas quanto as
capacidades antioxidantes (Magalhé&es et al., 2008; Subtil et al., 2009).

A titulo de exemplo cita-se o estudo de Peschel et al. (2008), que recorreu a0 método
FRAP para avaliar a atividade antioxidante de alguns frutos portugueses. No estudo os
autores evocaram, como desvantagem do metodo utilizado, o facto de ndo reagir
rapidamente com alguns antioxidantes como a enzima glutationa (antioxidante
enddgeno). No entanto, 0s autores pensam que continua a ser um exame viavel uma vez
que apenas uma pequena quantidade de glutationa é absorvida, através das plantas,
pelos humanos. Além disto, como Halvorsen et al. (cit in Peschel et al., 2008)
verificaram, podem ocorrer discrepancias nos resultados quando este exame € utilizado,
devendo-se a variaveis como a origem geografica da planta ou o tempo de
armazenamento das amostras. Estas alteracfes dependentes do armazenamento sdo
confirmadas pelo estudo de Ljubincic et al. (2005) que demonstra uma alteragéo da

capacidade antioxidante consoante esta variavel.

No entanto, na discussdo dos resultados é necessaria ainda a avaliacdo da habilidade
extratora dos meios solventes redutores (Augusti et al., 2012). Assim, procedeu-se a

avaliacdo dos métodos DPPH*® e FRAP consoante 0 meio extrator estudado (tabela 2).
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Tabela 2. Quantificacdo dos compostos antioxidantes existentes nas quatro amostras

segundos o método DPPHe ¢ FRAP.

Extratos DPPH* (%)* FRAP (mg/g)*
AQuO0so0 71.18+0.96° 54.98+7.01°
Hidroalcodlico 72.30+0.94° 97.63+3.71°
Etandlico 74.50£0.10% 85.30+1.64%
Metandlico 70.57+00.3° 87.33+0.272

“Valores expressos em média + desvio padréo, para n=3.

Uma vez mais, os resultados estdo repetidos, em forma de figuras (11 e 12) para que

sejam mais visiveis as diferencas encontradas entre as actividades antioxidantes obtidas

para cada extrato analisado.
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Figura 11. Resultados do método DPPHe, em percentagens, N0S quatro meios extratores.
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Figura 12. Resultados do método FRAP, em mg/g, nos quatro meios extratores.
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A andlise do grafico da figura 12 demonstra que houve uma correlacdo positiva do
método DPPH?* entre os compostos fenolicos e a atividade anti-radical das amostras nos
diferentes meios solventes. O solvente etandlico foi mais eficiente na eliminacdo de
radicais livres e consequente identificacdo de antioxidantes (com uma média de
74,50%), logo seguido pelo meio hidroalcoolico (com uma média de 72,30%) e por fim

0 meio metandlico (com uma média de 70,57%).

Os dados obtidos encontram-se de acordo com o estudo de Belkhir et al. (2013), onde o
método alcancou valores médios de 93% e o estudo de Bernatoniene et al. (2009), onde
a capacidade “scavenger” alcancou os 82,04+0.72% ap0s a estabilizacdo da reacdo.
Segundo ainda o estudo de Barros et al. (2011), a média obtida no meio etanolico foi de
89,8+0,6% e de 75,1+1,3% no meio aquoso. J& no estudo Bahorun et al. (2008) os
resultados foram um pouco inferiores, com os dados a variarem entre os 50+0,5% e
20+0,3% no meio etanodlico e aquoso, respectivamente. No estudo de Dornas et al.
(2007) foram obtidos resultados similares, com o método DPPH* a identificar mais
compostos antioxidantes nos extratos etanélicos, embora 0 meio aquosos tenha também

obtido resultados satisfatorios.

Ja no método FRAP, o solvente que mostrou maior capacidade de reducdo férrica foi o
hidroalcodlico, com uma média de 97,63+3,71 mg/g, seguido pelo extrato metandlico
com 87,33+0,27 mg/g e por Gltimo o meio aquoso, com um valor bastante inferior ao

metanolico, 54,98+7,01 mg/g.

Segundo o estudo de Belkhir et al. (2013), o método FRAP ¢ rapido e vulgarmente
utilizado como analise de rotina, com a observacdo de varias amostras em pouco tempo
e 0s compostos fendlicos, neste estudo, num meio solvente aquosos, rondaram os 92
mg/g, mostrando a sua capacidade de identificacdo de radicais livres. O estudo de
Peschel et al. (2008) recorreu ao método FRAP para a avaliacdo da atividade
antioxidante de alguns frutos portugueses e apontou como desvantagem deste método as
discrepancias nos resultados de amostras com tempos de armazenamento diferentes,

facto confirmado pelo estudo de Ljubincic et al. (2005).
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A capacidade antioxidante das frutas e flores da C. monogyna é atribuida,
principalmente, aos compostos bioativos encontrados na sua constituicéo,
nomeadamente dos flavonoides e fenolicos. A sua ac¢do passa pela inibi¢éo e eliminacao
de radicais livres como o peroxido de hidrogénio, os hidroxilos ou o peroxido lipidico, e
inibem mecanismos oxidativos responsaveis pelo aparecimento de diversas patologias
(Bernatoniene et al., 2009). Os efeitos positivos do espinheiro na salde humana estdo
principalmente relacionados com a quantidade de compostos antioxidantes,
especialmente flavonoides e fendlicos, compostos sempre presentes na baga e flores

(Samec e Zegarac, 2011).

Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias antioxidantes pode
produzir uma agéo protetora efetiva contra 0s processos oxidativos que naturalmente
ocorrem no organismo humano. As frutas, principalmente as que apresentam a
coloracdo vermelha/azul, como é o caso do fruto do Crataegus monogyna, séo as fontes
exdgenas mais importantes de compostos fenolicos, mais concretamente, derivados do
acido hidroxibenzoico e do 4&cido hidroxicindmico dentre estes citam-se: as

antocianinas, os flavonais, as catequinas e os taninos (hidrolisados ou condensados).

Em estatistica descritiva, o coeficiente de correlacdo de Pearson mede o grau de
correlacdo (e a direcdo deste, se positivo ou negativo) entre duas variaveis da escala
métrica em que o coeficiente assume valores entre -1 e 1 (-1 significa uma correlacdo
negativa perfeita entre as duas variaveis, ou seja, se uma aumenta a outra diminui

enguanto o 1 uma correlacao perfeita positiva entre as duas variaveis).

Dos compostos polares analisados observou-se uma forte correlagdo entre os teores de
fenolicos totais e de flavondides dos diferentes extratos e a atividade antioxidante

avaliada pelos dois métodos supracitados.
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Figura 13. Correlacdo de Pearson obtidas para avaliar os métodos antioxidantes (DPPHe e
FRAP) com os teores de compostos bioativos.

Pela figura 13 consegue-se observar uma correlacdo positiva entre as duas varidveis
estudadas, ou seja, entre 0s compostos bioativos e 0s métodos antioxidantes. Atendendo
as estruturas quimicas destes compostos, verifica-se, uma vez mais, que é de elevada
importancia analitica recorrer-se a mais do que um método antioxidante para comprovar
a eficacia dos compostos bioativos. Exemplo disso é o caso dos flavonoides que
apresentam maior correlacdo com o método FRAP (0,93) enquanto os fendlicos

exercem maior atividade antioxidante pelo método do DPPH* (0,72).
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O método FRAP pareceu ser mais eficaz na identificacdo de antioxidantes quando
comparado com o de DPPH?®*, principalmente na identificacdo de flavondides, com um
coeficiente superior (p = 0,93), logo seguido pelo método FRAP nos fendlicos (p =
0,75). O método DPPH* obteve um resultado similar ao FRAP na identificacdo de

fendlicos (p = 0,72) e o pior resultado na determinacédo de flavonoides (p = 0,55).

Segundo um estudo realizado por Ozcan et al. (2005), o método FRAP apresentou
maior correlacdo com os fendlicos (p = 0,96) e significativamente inferior para os
flavonoides (p = 0,73), dados contraditérios com este trabalho, no entanto, 0 mesmo
autor realca que o efeito antioxidante de uma planta pode derivar dos efeitos sinérgicos
existentes entre os diferentes compostos fenolicos.

Tendo em atencdo dos compostos antioxidantes nos diferentes meios de extracdo, foi
observado que tanto os compostos fendlicas como os flavonoides séo identificadas com
maior precisdo nos meios de extracdo hidroalcodlico, logo seguido pelo etandlico e
estando 0 meio aquoso em desvantagem em qualquer um dos exames usados, embora
seja efetivo. No estudo de Barros et al. (2011), por exemplo, 0s meios solventes

etanolicos tinham uma efetividade superior aos aquosos (Barros et al., 2011).

No entanto, na discussdo dos resultados € necessaria ainda a avaliacdo da habilidade
extratora dos meios solventes redutores (Augusti et al., 2012). Os compostos ativos
existentes nas plantas sdo extraidos, quase sempre, utilizando os métodos de extracdo
por solvente. O solvente utilizado é, normalmente, uma mistura de alcool e agua, no
racio necessario que se pense ser 6timo para a extracdo de um determinado composto,
num determinado estudo. No entanto, tal acaba por dificultar a seletividade durante o
processo de extragdo, uma vez que ha muito poucos pardmetros ajustaveis (Shortle et
al., 2013). Um dos principais problemas na industria quimica e farmacéutica é a
utilizacdo sistematica de solventes organicos, muitos dispendiosos e com elevada
toxicidade para a saude publica. Atualmente, a substituicdo destes solventes por outros
meios aquosos permite minimizar o impacto ambiental, o custo e a toxicidade
(Cerqueira et al., 2007).
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Cai et al. (cit in Bernatoniene et al., 2008) estudou 112 plantas medicinais tradicionais
chinesas utilizando o metanol e a agua como solventes extratores e o estudo de
(Bernatoniene et al., 2008) utilizou o etanol e a &gua como extratores uma vez que sao
frequentemente usados na producdo das preparacdes liquidas das frutas do espinheiro,
infusdes ou extratos, por exemplo (Bernatoniene et al., 2008). Em adic¢do a estes aspetos
econdmicos, a 4gua apresenta propriedades quimicas ideais, tais como: alta polaridade;
a capacidade de formacdo de ligacGes de hidrogénio. Além disso, 0s avangos nos
estudos mostram que diversos tipos de reacdo se comportam de maneira diferente
guando em solu¢do aquosa, podendo ter rendimentos e velocidades de reacdo superiores
ou seletividades maiores explicados pelos efeitos da polaridade hidrofdbica. Estes, além
dos aspetos econdémicos (custo reduzido) e ambientais (auséncia de toxicidade), sdo um

dos principais motivos para a utilizacdo dos meios aquosos (Cerqueira et al., 2007).

Dornas et al. (2007) avaliou o potencial antioxidante em diferentes partes do espinheiro
recorrendo a diferentes solventes com baixa toxicidade (agua e etanol) e concluiu que
estes solventes apresentam uma rentabilidade similar aos tradicionais solventes
organicos usados (metanol, cloroférmio, acetonitrilo). Ambos os meios solventes,
etanolico e aquoso, apresenta capacidade extratora de compostos antioxidantes, embora

0 primeiro pareca alcancar melhores resultados (Bernatoniene et al., 2008).

As diferencas obtidas na identificagdo dos antioxidantes nos diferentes meios solventes
dependem, muitas vezes, das diferentes polaridades do meio ou da mistura destas duas
variaveis (Kostic et al., 2012). Os flavonoides, por exemplo, sdo mais facilmente
extraidos em meios polares como o etanol enquanto os acidos e os acgucares pelos

extratos aquosos (Edwards et al., 2012).

Embora tenham sido encontradas diferencas na atividade antioxidante nos diferentes
meios solventes e consoante o exame utilizado, os resultados refletem uma correlagdo
profunda e positiva entre os testes utilizados e os conteudos antioxidantes, embora os
solventes etanolicos parecam obter melhores resultados do que os aquosos (Barros et
al., 2011).
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VI. CONCLUSAO

Este trabalho visou enfatizar uma espécie autdctone Portuguesa, de facil reproducéo,
importancia para a fauna selvagem, distribuicdo no pais, representatividade do
ecossistema que ocupam, interesse para espacos urbanos, entre muitos outros. C.
monogyna Jacq. € uma planta bravia de pouco uso. O fruto (pilrito), pela sua natureza
em compostos fitoquimicos e atividade antioxidante, provou ser um produto

subvalorizado que pode e deve ser utilizado nas industrias alimentar e farmacéutica.

O processo extrativo dos compostos fitoquimicos € uma das condicionantes do
subaproveitamento dos recursos naturais. A constante procura de solventes de elevada
eficacia e baixa toxicidade, torna-se um desafio. Por outro lado, a necessidade de
minimizar impactos negativos no ambiente e promover maior poupanc¢a de gastos nas
industrias acrescem ao rol de razdes supracitadas. Este trabalho tentou validar o melhor
solvente extrator de fitoquimicos tendo em atencdo esses fatores. A agua, o etanol e o
metanol foram os solventes puros utilizados. Os resultados obtidos nesta investigacao
indicam-nos que a planta C. monogyna deverad ser aproveitada quer para a industria
alimentar, quer para a industria farmacéutica devido a sua elevada composicdo em

antioxidantes, obtendo-se assim vantagens de ordem terapéutica e econémica.

Embora o interesse nas propriedades desta planta, os estudos in vitro séo ainda escassos,
principalmente os que tentam identificar o melhor meio solvente para a extracdo da
mesma. Neste estudo podemos concluir que o meio hidroalcodlico é a melhor escolha
como solvente de extracdo como se pode comprovar pelo método FRAP. Esta escolha
também se deve ao facto de este solvente apresentar uma baixa toxicidade e ter um
custo mais baixo em comparacdo ao meio etandlico, que apresentou o melhor resultado

no método DPPH".

Espera-se num futuro préximo, um maior esforgo nesta area de pesquisa para que se
possa confirmar o meio hidroalcodlico como o mais adequado, uma vez que houve
incongruéncia nos resultados. Sendo necessarias mais investigacdes clinicas expressivas
da utilizacdo do meio hidroalcoolico como meio extrator, assim como a elaboragédo de

guias e compreensao total da sua acéo.
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