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RESUMO

E extraordinariamente importante que o consumidor tenha informacéo sobre a
composicdo dos alimentos em macronutrientes e micronutrientes mas, também, em
compostos bioactivos, nomeadamente antioxidantes. Esta informagdo torna-se ainda
mais relevante para plantas silvestres da Etnoflora Transmontana tradicionalmente
consumidas, de forma a recuperar a sua utilizacdo em héabitos alimentares inerentes a
nutricdo moderna. As verduras, em particular, sdo conhecidas como excelentes fontes de
antioxidantes naturais, e a sua inclusdo na dieta alimentar pode contribuir para a
ingestdo diéria de antioxidantes.

Neste trabalho, estudaram-se cinco espécies silvestres comestiveis amplamente
consumidas em muitas comunidades rurais da regido do Mediterrdneo como verduras de
folha: Borago officinalis L. (borragem), Montia fontana L. (merujas), Rorippa
nasturtium-aquaticum (L.) Hayek (agrido), Rumex acetosella L. (azedinhas) e Rumex
induratus Boiss. & Reut. (azedas). O principal objectivo foi fundamentalmente
descrever e caracterizar a composicdo em macronutrientes, micronutrientes e nao-
nutrientes dessas espécies. Tambem se pretendeu validar os conhecimentos e usos
empiricos, fornecer novas perspectivas sobre os alimentos regionais e a cozinha
tradicional e contribuir com alternativas Uteis, passiveis de ser incorporadas nas dietas,
de acordo com os principios da nutricdo moderna.

A andlise de macronutrientes incluiu a determinacao de proteinas, lipidos, cinzas
e gldcidos, segundo procedimentos oficiais de analise. Identificaram-se os perfis
individuais de agUcares e de acidos gordos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de indice de refraccdo (HPLC-RI) e cromatografia gasosa
acoplada a um detector de ionizacdo de chama (GC-FID), respectivamente. Na analise
de micronutrientes, determinaram-se tocoferdis, por HPLC-fluorescéncia, 4acido
ascérbico e carotenoides por técnicas espectrofotométricas. Na analise de ndo-nutrientes
foram determinados compostos fitoquimicos com actividade antioxidante, tais como
fendis, flavonoides, flavondis e antocianinas. A actividade antioxidante foi avaliada por
quatro ensaios realizados in vitro: actividade captadora de radicais livres, avaliacdo do
poder redutor, capacidade de inibicdo da descoloragdo do B-caroteno e inibicdo da

peroxidacdo lipidica em homogeneizados cerebrais.
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A espécie R. induratus revelou os maiores teores de agucares, acido ascorbico,
tocoferdis, licopeno, clorofilas, flavonoides, flavondis, ésteres tartaricos, e capacidade
antioxidante, expressa em actividade captadora de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo), inibicdo de descoloracdo do [B-caroteno e inibicdo de formagdo de TBARS
(espécies reactivas do acido tiobarbitdrico). A espécie R. nasturdium-aquaticum
mostrou razbes de PUFA/SFA (&cidos gordos polinsaturados/acidos gordos
monoinsaturados) e n-6/n-3 mais saudaveis, e a espécie B. Officinalis provou ser uma
fonte de GLA (4cido y-linolénico) e outros acidos gordos da série n-6 que sao
precursores de mediadores de resposta do processo inflamatério. As caracteristicas
nutricionais e o potencial antioxidante destas verduras silvestres requerem uma
reconsideracdo do seu papel ndo s6 na dieta tradicional, como também na dieta
contemporanea. Além disso, podem ser encontradas aplicacfes dos seus extractos na
prevencdo de doencas cronicas relacionadas com radicais livres, incluidas em

formulacgdes especificas de nutracéuticos ou como alimentos funcionais.
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ABSTRACT

Beyond the composition of the usual macronutrients and micronutrients, it is

important to provide information on the composition of bioactive compounds and
antioxidant capacity of foods, particularly of wild species to regain them for nowadays
dietary habits. Many greens are known as excellent sources of natural antioxidants, and
consumption of fresh plants in the diet may contribute to the daily antioxidant intake.
In the present study five leafy wild greens traditionally consumed (Borago officinalis,
Montia fontana, Rorippa nasturtium-aquaticum, Rumex acetosella, Rumex induratus)
were studied in order to document macronutrients, micronutrients and non-nutrients
composition. It was also intended to validate empirical uses and knowledge, to allow
new perspectives about local foods and traditional cuisine, and to contribute with useful
alternatives for incorporation in diet, according to the principles of modern nutrition.

The analysis of macronutrients included determination of proteins, lipids, ash
and carbohydrates, according to official analysis methods. The individual profiles of
sugars and fatty acids were obtained by high performance liquid chromatography
coupled to index refraction detector (HPLC-RI) and gas chromatography coupled to
flame ionization detector (GC-FID), respectively. The analysis of macronutrients
included determination of tocopherols, by HPLC-fluorescence, ascorbic acid and
carotenoids by spectrophotometric assays. The analysis of non-nutrients included
determination of phytochemicals with antioxidant activity, such as phenolics,
flavonoids, flavonols and antocyanines. The antioxidant activity was evaluated by four
in vitro assays: free radical scavenging activity, reducing power, B-carotene bleaching
inhibition and lipid peroxidation inhibition in brain homogenates.

R. induratus revealed the highest levels of sugars, ascorbic acid, tocopherols,
lycopene, chlorophylls, flavonoids, and one of the highest antioxidant activity expressed
as DPPH (2,2-diphenyl-1-pycrilhydrazyl) scavenging activity, B-carotene bleaching
inhibition, and TBARS (tiobarbituric acid reactive substances) formation inhibition. R.
nasturdium-aquaticum showed the healthier PUFA/SFA and n-6/n-3 ratios, and B.
officinalis proved to be a source of y-linolenic acid (GLA) and other fatty acids from n-6
series that are precursors of mediators of the inflammatory response. The nutritional
characteristics and antioxidant potential of these wild greens require reconsideration of

their role in traditional as well as in contemporary diets. Furthermore, their extracts
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might find applications in the prevention of free radical-related diseases, as functional
food formulations.
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. INTRODUCAO

1.1. Consumo de verduras silvestres na Peninsula Ibérica

Na Peninsula Ibérica ha uma larga tradicdo de consumo de verduras silvestres,
como se documenta em inventérios etnobotanicos realizados em varias regides de
Espanha e Portugal (Tardio et al., 2005; Tardio et al., 2006; Hadjichambis et al., 2008;
Polo et al., 2009; Carvalho, 2010; Carvalho & Morales, 2010). A consulta dos trabalhos
referidos permite identificar muitas espécies silvestres que eram habitualmente colhidas
e consumidas de véarias formas. Folhas basais, rebentos jovens, caules aéreos e
subterraneos, folhas expandidas, flores e inflorescéncias, frutos e sementes, de muitas
dessas espécies silvestres eram, e algumas ainda sdo, consumidas cruas e cozinhadas,
como aperitivos, entradas ou “mata-bicho”, em sopas ou como acompanhamento de
pratos principais, em conservas doces ou salgadas, e também sob a forma de refrescos,
tisanas, licores e bebidas fermentadas.

Em tempos de escassez, de menor disponibilidade e acesso a outros alimentos,
estas verduras silvestres foram, certamente, uma importante fonte de vitaminas e
minerais para as populacbes dos meios rurais. Além disso, a muitas destas espécies
também se lhe atribuem virtudes medicinais pelo que se comiam também pelos efeitos
terapéuticos que lhes estdo associados (Tardio et al., 2006; Carvalho, 2010).

Actualmente, gracas ao avango das tecnologias agricola e de conservacdo de
produtos vegetais, que permitem produzir em quantidade e qualidade e fora da época
mais favoravel, mas também ao desenvolvimento de novas técnicas de marketing e
comercializacdo, € facil encontrar nos mercados, mesmo nas regides mais afastadas dos
grandes centros populacionais, uma boa diversidade de frutas, verduras e outros
legumes, disponiveis durante todo o ano.

Esta disponibilidade de produtos frescos teve como consequéncia directa um
decréscimo do consumo de espécies silvestres e indirectamente, uma perda de
conhecimentos e saberes tradicionais relativos as espécies, locais de ocorréncia, épocas
e técnicas de colheita, modos de consumo e preparacdo e sobretudo precaucbes e
restricdes de consumo, questdo muito importante em particular no caso das espécies

silvestres. Com efeito, tanto o facto destes saberes serem pertenca dos mais idosos como
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a auséncia de transmissdo geracional pode implicar alguns problemas relacionados com
0 consumo sem controlo de certas espécies visto que algumas sdo, durante parte do seu
ciclo de vida, toxicas para 0 homem.

Na maioria das regifes estudadas, estas espécies silvestres sdo tradicionalmente
colhidas no final do inverno e inicio da primavera. Esta sazonalidade é uma das razdes
que levaram a manutencdo do Seu USO e CONSUMO nas zonas rurais, uma vez que
suplementam e contribuem para a dieta das populagdes sobretudo durante os periodos
em que ja se consumiram os produtos agricolas armazenados e ainda ndo ha novos
produtos para colher.

Por vezes, acontece uma segunda época de colheita no Outono, dependendo das
condicdes climaticas de cada regido, Por exemplo, no leste e centro de Espanha, 0s
agrides, Rorippa nasturium-aquaticum, séo colhidos uma segunda vez devido ao clima
ameno e humido que se faz sentir, o qual propicia a germinacdo das sementes
produzidas no inicio do verdo e uma nova fase de jovens plantas com boas
caracteristicas organolépticas (caules pouco fibrosos, tenrura das folhas e auséncia de
flores). Ainda em Espanha, na regido oeste da provincia da Estremadura, cujos invernos
sdo bastante amenos, espécies como as merujas e as azedas (respectivamente, Montia
fontana e Rumex sp.pl.) eram colhidas também entre Dezembro e Marco. Estas espécies
eram entdo vendidas nos mercados ou porta-a-porta, sendo hoje em dia muito raro
encontra-las a venda (Blanco & Cuadrado, 2000).

Apesar de ao longo das trés ultimas décadas, ter caido em desuso a colheita de
espécies silvestres e de ser notoria a quebra no consumo destas plantas (Carvalho, 2010;
Carvalho & Morales, 2010), actualmente observa-se um interesse crescente pelos
produtos naturais de origem vegetal, e consequentemente, pelas plantas silvestres
comestiveis. Por esse motivo e pela sua relevancia, tanto em termos de biodiversidade e
conservacdo das espécies, como em termos da seguranca alimentar, nutricdo e salde
humana, os temas das plantas silvestres alimentares e da biodiversidade agricola foram
objecto de uma recente iniciativa transversal levada a cabo pela Convencdo sobre
Diversidade Bioldgica (CBD, 2005, disponivel em http://www.chd.int/agro/food-
nutrition/issues.shtml) que pretende chamar a atencdo para a diversidade de recursos
vegetais e animais que constituem muitas das dietas humanas e que fornecem

componentes nutritivos basicos, e, simultaneamente, desenvolver acgdes de
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preservacao, divulgacdo e uso sustentavel destes recursos contribuindo assim para a
manutencgdo da biodiversidade, das préaticas e dos saberes e para a segurancga alimentar
de muitas regides do globo (Programme Biodiversity for Food and Nutrition, COP 8
Decision VI111/23, disponivel em http://www.chd.int/decision/cop/?id=11037). A Tabela
1 da alguns exemplos do aproveitamento alimentar de plantas silvestres retirados da
bibliografia e compilados por Tardio et al. (2005) e Carvalho (2010).

Estudos recentes (Heinrich et al., 2005; The Local Food-Nutraceutical
Consortium, 2005) mostram que estas plantas tém especial interesse pelo seu papel na
manutengdo de uma dieta equilibrada e como fonte de vitaminas, minerais e
nutracéuticos.

Outros estudos parecem mostrar que os efeitos benéficos de frutas e legumes na
prevencdo do risco de doencas cardiovasculares e cancro pode ndo estar relacionado
com o efeito dos bem caracterizados antioxidantes, tais como a vitamina E e C e -
caroteno, mas sim com outros fitoquimicos antioxidantes ou ndo-antioxidantes, ou com
uma ac¢do aditiva de diferentes compostos presentes em alimentos como o &cido o-

linolénico, diversos compostos fendlicos e fibras (Simopoulos, 2003).
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Tabela 1. Consumo de verduras silvestres (excluidas as condimentares) na Peninsula Ibérica: exemplos de espécies frequentemente citadas na bibliografia.

Familia/Espécie

Parte usada/consumo

Familia/Espécie

Parte usada/consumo

APIACEAE

Apium nodiflorum Lag
Eryngium campestre L
Foeniculum vulgare Miller
ASTERACEAE
Carduus tenuiflorusL
Chondrilla juncea L.
Cichorium intybus L.
Lactuca serriola L.
Sonchus sp.pl.
Taraxacum sp.pl.
BORAGINACEAE
Anchusa azurea Miller
Borago officinalis L.
Echium plantagineum L.
BRASSICACEAE

Capsella bursa-pastoris Medicus

Rorippa nasturtium-aquaticum Hayek

CANNABACEAE
Humulus lupulus L.
CHENOPODIACEAE

Beta maritima L.

Folhas, cruas em salada
Apices caulinares, cru, snack

Folhas basais, cru em saladas, sopas

Folhas basais, cru em saladas e verduras cozidas
Folhas basais e rebentos, cru em saladas

Folhas basais e rebentos, cru em saladas

Folhas basais, cru em saladas

Folhas basais e rebentos caulinares, cru, saladas

Folhas basais, cru em saladas
Flores, snack
Folhas, verduras cozidas e sopas

Folhas, verduras cozidas e sopas

Flores e folhas jovens, snack

Folhas, cruas em salada e sopas

Rebentos do ano, salteados, tortilhas

Folhas, sopas

CUCURBITACEAE

Bryonia dioica Jacq
DIOSCOREACAE

Tamus communis L.
FABACEAE

Astragalus cymbaecarpos Brot.
Astragalus pelecinus (L.) Barneby
Lathyrus cicera L.

Vicia sp. Pl

LILLIACEAE

Allium ampeloprasum L. (
Asparagus acutifolius L.
POACEAE

Stipa gigantea Link (
POLYGONACEAE

Rumex acetosa L.

Rumex acetosella L.

Rumex induratus Boiss. & Reuter
Rumex obtusifolius L.
PORTULACACEAE

Montia fontana L.

Portulaca oleracea L.

Rebentos do ano, salteados, tortilhas

Rebentos do ano, salteados, tortilhas

Frutos imaturos, crus, snack
Frutos imaturos, crus, snack
Frutos imaturos e sementes, crus ou cozinhados

Frutos imaturos, crus, snack

Bolbo e épices caulinares, crus ou cozinhados

Rebentos do ano, salteados, tortilhas, arroz

Rebentos caulinares, crus, snack e saldadas

Folhas, cruas em salada
Folhas, cruas em salada
Folhas, cruas em salada

Folhas, sopas

Parte aérea, crua em salada

Parte aérea, crua em salada e sopas

Fonte: Tardio et al., 2005; Carvalho, 2010.
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1.2. Potencialidades nutricionais e nutracéuticas das verduras silvestres

1.2.1. Preambulo
Muitas plantas representam uma fonte de antioxidantes naturais que podem levar

ao desenvolvimento de nutracéuticos e fArmacos com acgdo anti-inflamatdria, digestiva,
antinecrotica, neuroprotectora e hepatoprotectora, podendo envolver um mecanismo
antioxidante e/ou captador de radicais livres (Perry et al., 1999; Lin & Huang, 2002;
Repetto & Llesuy, 2002).

Nos dias de hoje, os consumidores exigem informag6es mais detalhadas sobre o
valor nutricional e ingredientes que constituem os alimentos. Além disso, requerem
novas formulagdes consistentes com as mais recentes recomendacgdes em termos de
saude. Assim, além da composicdo nos macronutrientes e micronutrientes habituais,
parece tambeém importante fornecer informacdes sobre a composi¢cdo em compostos
bioactivos e capacidade antioxidante dos alimentos (Hassimoto et al., 2009).

Os macronutrientes (glucidos, proteinas e lipidos) sdo maioritarios na dieta de
um individuo, fornecendo energia e nutrientes essenciais necessarios ao crescimento e
sobrevivéncia. Os micronutrientes (nomeadamente vitaminas ou minerais) Ss&o
necessarios em quantidades muito pequenas para orquestrar um conjunto de funcdes
fisiologicas, mas ndo podem ser produzidos pelo proprio organismo. Os ndo-nutrientes
activos (compostos quimicos encontrados em certos alimentos que ndo sdo essenciais as
funcbes do organismo, mas melhoram a satde tendo um papel activo ou protector) séo
também, juntamente com o0s nutrientes, muito importantes na dieta humana.
Fitoquimicos antioxidantes como os compostos fendlicos s&éo um bom exemplo de nao-
nutrientes saudaveis (Ferreira et al., 2009).

Vaérios estudos epidemioldgicos sugerem que uma ingestdo elevada de alimentos
ricos em antioxidantes naturais aumenta a capacidade antioxidante do plasma e reduz o
risco de alguns tipos de cancro, doencas cardiovasculares e acidente vascular cerebral
(Justesen & Knuthsen, 2001; Hassimoto et al., 2009). Estas propriedades séo atribuidas
a varios constituintes, incluindo vitaminas e numerosos fitoquimicos, principalmente
compostos fendlicos como os flavondides (Justesen & Knuthsen, 2001).

Os vegetais sdo conhecidos como excelentes fontes de antioxidantes naturais e o

consumo de plantas frescas na dieta pode, portanto, contribuir para a ingestdo diaria de
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antioxidantes. Efectivamente, as plantas s&o uma fonte natural de compostos bioativos
eficazes, incluindo antioxidantes, como polifendis, vitaminas, carotenoides, acidos
gordos insaturados e agUcares redutores, que podem ser aplicados, por exemplo, como
aditivos alimentares e como ingredientes na formulacdo de alimentos funcionais e

nutracéuticos (Loziene et al., 2007).

1.2.2. Compostos fenolicos
Estudos epidemioldgicos e experimentais revelaram uma relacdo inversa entre o

consumo de dietas ricas em frutos e vegetais e o risco de doengas crénicas como
doencas cardiovasculares, artrite, inflamagdes crénicas e cancro (Saleem et al., 2002;
Prior, 2003; Chen et al., 2005; Zhang et al., 2005). Estas funcdes fisioldgicas dos frutos
e vegetais podem ser atribuidas, em parte, a sua abundancia em compostos fendlicos
que tém efeitos captadores de radicais livres. Os polifendis podem ainda ligar-se a iGes
metélicos e formar complexos, 0 que constitui outro tipo de funcdo antioxidante deste
grupo de compostos (Niki, 2010).

Os compostos fenolicos sdo fitoquimicos ubiquos no reino Plantae, entre 0s
quais se encontram os fenois simples, acidos fenolicos (acidos hidroxibenzdicos e
acidos hidroxicindmicos), estilbenos, flavonoides, biflavondides e proantocianidinas
(Figura 1) ou compostos altamente polimerizados. Estes compostos sdo originados a

partir das vias do xigquimato e do acetato-malonato (Silva et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura quimica de diferentes classes de compostos fendlicos.

A presenca destes compostos em plantas tem sido muito explorada ndo s6 pela
sua actividade antioxidante mas também pela accdo farmacoldgica e anti-nutricional,
inibindo a oxidacéo lipidica e a proliferacdo de fungos (Nagem et al., 1992; Gamache et
al., 1993; lvanova et al., 1997; Aziz et al., 1998; Fernandez et al., 1998; Hollman &
Katan, 1998), participando ainda em processos responsaveis pela cor, aroma e
adstringéncia de alguns alimentos (Peleg et al., 1998).

Os compostos polifendlicos desempenham fungbes anti-histaminicas, anti-
inflamatorias, antibacterianas e antivirais. Demonstram, ainda, actuar ao nivel
cardiovascular com efeito vasodilatador, sendo esta propriedade atribuida a capacidade
destes compostos para aumentar a actividade da sintese de Oxido nitrico endotelial
(eNOS) em mais de 400% (Nathan & Brumaghim, 2009); actuam, ainda, na preven¢édo
de doencas neurodegenerativas (Lau et al., 2005; Singh et al., 2008), osteoporose
(Weaver & Cheong, 2005) e cancro (Yang et al., 2001; Nichenametla et al., 2006). Para
além disso, demonstram também a capacidade de ligacdo a diferentes proteinas como as
caseinas (Lorenz et al., 2007) e de inibicdo da telomerase (Naasani et al., 2003), a-
amilase, pepsina, tripsina e lipase (He et al., 2007), entre outras enzimas. Por outro lado,

os polifendis tém também a capacidade de inibir a oxidacdo das lipoproteinas de baixa
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densidade (LDL) in vivo e ex vivo (Lamuela-Raventos et al., 2004) protegendo, assim,
de doencas cardiovasculares (Weisburger, 1999; Engler & Engler, 2006).

Algumas das propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos (ArOH)
parecem estar relacionadas com os seus grupos fendlicos através de mecanismos de
transferéncia de:

(i) &tomos de hidrogénio (exemplificada para o processo de peroxidacao lipidica):
LOO" + ArOH — LOOH + ArO’
O radical ArO’ deve ser relativamente estavel para que reaja lentamente com o substrato
LH, mas rapidamente com LOQ", interrompendo as reac¢des em cadeia (Wright et al.,
2001).
(i) electrdo (exemplificada para o processo de peroxidacdo lipidica):
LOO" + ArOH — LOO™ + ArOH"
ArOH" + H,0 ¢ ArO" + H;0"
LOO" + H30" © LOOH + H,0
A equacdo global deste processo é idéntica a apresentada no mecanismo anterior
(Wright et al., 2001).

A separacdo, identificacdo e quantificacdo destes compostos em alimentos tem
suscitado muitos problemas metodoldgicos uma vez que englobam uma grande gama de
substancias e, por outro lado, tém uma grande polaridade na maioria dos casos, sendo
muito reactivos e susceptiveis a accao enzimatica (King & Young, 1999).

O método mais utilizado quando se pretende determinar estes compostos
envolve o reagente de Folin-Ciocalteau (RFC), cuja natureza quimica se desconhece
sendo, no entanto, genericamente aceite conter complexos de acido
fosfomolibdico/fosfotungstico. Neste método, os compostos fenolicos e outras espécies
redutoras cedem electrdes ao mobildénio, em meio alcalino, originando complexos
azuis passiveis de monitorizacdo espectrofotométrica a comprimentos de onda de 750-
765 nm (Magalhdes et al., 2008). Para possibilitar a reaccdo entre os compostos
fendlicos e 0 RFC ¢ adicionada uma solugcdo de carbonato de sodio de forma a
aproximar o pH de 10 (MacDonald-Wicks et al., 2006).

O método foi inicialmente aplicado na determinacdo de fendis totais em vinho
por Singleton e Rossi, tendo sido desde entdo aplicado a muitas outras matrizes. Trata-

se de um método simples, Gtil e reprodutivel, apesar da natureza quimica exacta do RFC
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ser indefinida (Huang et al., 2005). No entanto, este método apresenta algumas
limitagOes que se prendem com a falta de padronizacdo aquando da utilizagdo de outros
padrdes de referéncia como o0s equivalentes em catequina, acido tanico, &cido
clorogénico, acido cafeico e acido ferdlico, que podem conduzir a diferentes resultados.
O facto do RFC ndo ser especifico para compostos fendlicos, podendo ser reduzido por
outros compostos ndo-fendlicos como agucares redutores e &cido ascorbico, representa
outra limitagdo do método, bem como o facto da absorvancia final ser proporcional ao
nimero de grupos hidroxilo fendlicos reactivos, dependendo ainda da estrutura da
molécula. Nao tem aplicacdo em antioxidantes lipofilicos quando realizado em meio
aquoso. Apesar do RFC ser utilizado, na verdade, para medir a capacidade redutora de
uma amostra, isto ndo é reflectido na sua denominacdo (Karadag et al., 2009). Devem,
portanto, ser utilizadas outras técnicas como espectrometria de massa ou ressonancia
magnética nuclear como complemento das técnicas cromatograficas na identificacédo e

quantificacdo de compostos fendlicos.

1.2.3. Flavonoides
Os flavondides presentes nas plantas sdo responsaveis pelas suas propriedades

sensoriais, como a adstringéncia e o amargor (Harborne & Williams, 2000). Encontram-
se divididos em varias familias como os flavondis, flavan-3-dis, flavonas, flavanonas,
antocianinas, chalconas, entre outros (Figura 2), sendo que 0s componentes mais
abundantes nas plantas sdo os flavonois, os flavan-3-0is e as antocianinas (Robards &
Antolovich, 1997).
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Figura 2. Estrutura quimica de diferentes classes de flavonoides.

Estes compostos, bem como outros compostos fenolicos derivados de plantas,
entre eles os acidos fendlicos, os taninos, as lenhanas e a lenhina, sdo comuns nas
folhas, rebentos e partes lenhosas (Amarowicz et al., 2004). S&o reconhecidos
antioxidantes dietéticos uma vez que os grupos hidroxilo proximos de sistemas de
electrdes-n conjugados cedem muito facilmente hidrogénio as espécies reactivas de
oxigénio (ROS) e as espécies reactivas de azoto (RNS) (Milbury et al., 2006). Assim, 0s
flavondides apresentam uma grande bioactividade engquanto antioxidantes, ndo s pelas
suas capacidades redutoras, mas também pela influéncia exercida no estado oxidativo
intracelular (Hernandez-Montes et al., 2006), podendo ainda ter actividade anti-
depressiva e melhorar a funcéo cognitiva (Samman et al., 2003).

As isoflavonas actuam também ao nivel da modulacdo das vias de sinalizacédo
celular, interaccdo com a mitocéndria e alteracbes na expressao genética (Hernandez-
Montes et al., 2006), podendo os efeitos benéficos destes compostos estar relacionados
com a capacidade que as isoflavonas tém de aumentar as defesas antioxidantes da célula
através da estimulacdo de enzimas como a catalase, a superoxido dismutase, a glutationa

peroxidase e a glutationa redutase (Suzuki et al., 2002). Estes compostos podem, ainda,
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aumentar os niveis celulares de glutationa reduzida regulando, assim, a sintese de
glutationa nas células (Hernandez-Montes et al., 2006).

Na determinagdo dos flavondides utiliza-se frequentemente um método
colorimétrico que consiste na adicdo de um reagente contendo cloreto de aluminio e
nitrito de sodio a amostra a analisar dando-se, assim, a formacdo de um complexo
flavonoide-aluminio que, em meio alcalino, apresenta uma coloracdo rosa (Jia et al.,
1999). Através deste método, é possivel evitar interferéncias nas medidas de
absorvancia uma vez que os complexos formados a partir do catido aluminio com 0s
flavondides em metanol absorvem em comprimentos de onda superiores com
intensificacdo da absorc¢do, ao contrario do que se verifica nos complexos formados por
acidos fendlicos com cloreto de aluminio. No entanto, apesar dos desvios verificados
serem muito pequenos ou nulos entre diferentes ensaios de uma mesma amostra, 0
método pode ser pouco exacto, fornecendo, geralmente, valores ligeiramente inferiores
relativamente a quantidade de flavondides totais presente na amostra (Chang et al.,
2002).

As antocianinas e o0s flavonois podem também ser determinados
espectrofotometricamente por leitura das absorvancias a 360 nm e a 520 nm,

respectivamente (Glories, 1979; Romani et al., 1996; Mazza et al., 1999).

1.2.4. Tocoferois
Os tocoferois (Figura 3) sdo compostos quimicamente semelhantes que,

juntamente com os tocotriendis, sdo denominados por Vitamina E (Kamal-Eldin &
Appelqvist, 1996).

R'=R*=Me a-tocoferol
R'= Me, R>=H B-tocoferol
R'=H, R>=Me y-tocoferol
R'=R*=H 8-tocoferol

Figura 3. Estrutura quimica de tocoferais.
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Esta vitamina desempenha um papel relevante a nivel intracelular uma vez que,
quando presente em baixas concentragdes, se verifica um aumento da fragilidade da
membrana e da susceptibilidade ao ataque de radicais livres, o que torna a vitamina E
um dos mais importantes antioxidantes. As suas isoformas estdo, ainda, envolvidas em
processos anti-tumorais a nivel dos tecidos (Nesaretnam et al., 1995).

Para além da capacidade de atenuar o envelhecimento (Blackett & Hall, 1981) e
reforcar o sistema imunitario e prevenir doencas cardiovasculares e certos tipos de
cancro (Nikiforova et al., 1995; Traber & Packer, 1995), reduz também a carga viral em
pessoas afectadas com HIV (Allard et al., 1998), mantém a hidratacdo da pele (Kramer-
Stickland et al., 1999) e coadjuva os tratamentos do sindrome de Parkinson (Fahn,
1987). O a-tocoferol é o vitdmero que apresenta maior actividade bioldgica, sendo um
eficaz captador de radicais livres.

O y-tocoferol e o seu metabolito fisiologico, o 2,7,8-trimetil-2-(pB-carboxietil)-6-
hidroxicromano, podem ter propriedades anti-inflamatorias similares as dos farmacos
ndo esterdis com as mesmas propriedades uma vez que inibem a formacdo da
prostaglandina (Jiang et al., 2000). O y-tocoferol pode ainda participar na prevencéo de
doencas cardiovasculares devido as suas propriedades anti-inflamatérias (Rejon et al.,
2002). Os tocoferdis podem estabilizar os acidos gordos presentes nos alimentos
prevenindo a rancificacdo durante o armazenamento (L.i et al., 2007).

Os tocoferois actuam como antioxidantes no processo de peroxidacdo lipidica
através da cedéncia de um atomo de hidrogenio a radicais peroxilo provenientes de
acidos gordos polinsaturados dos fosfolipidos membranares ou lipoproteinas, dando
origem a um hidroperdxido lipidico estavel (LOOH) e a um radical tocoferoxilo (TO")
que, por sua vez, reage com outros radicais peroxilo ou tocoferoxilo originando
compostos mais estaveis (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996; Lampi et al., 1999; Ferreira
et al., 2009).

LOO + TOH — LOOH + TO’
Estes compostos podem ainda reagir com radicais alcoxilo (LO") formados no passo de
propagacdo (LO" + TOH — LOH + TO") ou, em condicfes limitantes de oxigénio e
baixas concentracGes de hidroperdxidos, podem reagir directamente com radicais L™ (L’
+ TOH — LH + TO") (Kamal-Eldin & Appelqgvist, 1996).

A técnica normalmente eleita para a determinacdo da vitamina E € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase normal (NP-HPLC) (Alasalvar et al.,
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2003; Hewavitharana et al., 2004; Kamal-Eldin et al., 2000; Pyka & Sliwiok, 2001;
Panfili et al., 2003), no entanto, varios métodos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) foram j& ensaiados (Rupérez et al., 2001; Escriva
et al., 2002; Gliszczynka-Swiglo & Sikorska, 2004), tendo-se verificado que néo
permite resolver os vitimeros B ¢ y (Kamal-Eldin et al., 2000; Rupérez et al., 2001;
Pyka & Sliwiok, 2001; Alasalvar et al., 2003). Para além disso, a NP-HPLC favorece a
solubilidade dos lipidos e a capacidade de carga por permitir a utilizacdo de solventes
organicos (Kamal-Eldin et al., 2000; Rupérez et al., 2001). Para garantir a eficacia do
método, varios parametros como a coluna e o eluente devem ser tidos em conta para
evitar problemas como a adsorcdo irreversivel dos tocoferdis; o modulador de
polaridade deve também ser ensaiado em diferentes concentragdes de modo a conseguir
um boa separacédo dos diferentes vitameros (Amaral et al., 2005).

1.2.5. Acido ascorbico
O écido ascorbico (Figura 4), vulgarmente designado por vitamina C, é um

indicador comummente utilizado para avaliar a qualidade de alimentos congelados. Para
aléem dos seus beneficios para a saude humana, é geralmente observado que se este
composto se encontra bem preservado nos alimentos, entdo também os restantes
nutrientes estdo ainda presentes nos mesmos (Lin et al., 1998). Existe, geralmente, um
equilibrio reversivel entre o acido ascorbico e o acido desidroascorbico, sendo este
altimo irreversivelmente hidrolisado a acido 2,3-dicetogulonico que ndo tem a
actividade da vitamina C. A degradacdo da vitamina C é afectada pelo potencial

oxidacao-reducdo no meio da reaccdo (Serpen & Gokmen, 2007).

Figura 4. Estrutura quimica do acido L-ascérbico.
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A vitamina C e a vitamina E actuam sinergicamente na interface membrana-
citosol regenerando a forma de vitamina E oxidada ligada a membrana (Chew, 1995;
Nagaoka et al., 2007). Sendo a vitamina E um antioxidante lipofilico, pode interagir
com componentes lipidicos das membranas celulares ou com lipoproteinas de baixa
densidade, protegendo-os de danos oxidativos. Os tocofer6is sdo, assim, oxidados e
transformados em radicais tocoferoxilo reactivos que podem, entdo, reagir com lipidos
insaturados (TO" + LH — TOH + L") ou hidroperéxidos lipidicos (TO" + LOOH —
TOH + LOOQ"), iniciando a oxidacao lipidica (efeito pro-oxidante).

De forma a evitar este efeito, a vitamina E oxidada é novamente reduzida a sua
forma antioxidante por substancias redutoras em fase aquosa, como a vitamina C. O ido
ascorbato (AsH’) reage com o radical tocoferoxilo originando o radical ascorbato
(semidesidroascorbato) que tem a capacidade de regenerar o ido ascorbato numa
reaccao catalisada pela semidesidroascorbato redutase (Li & Schellhorn, 2007; Nagaoka
et al., 2007).

TO + AsH — TOH + As™
As” + NADH — AsH + NAD’

Para alem disso, o ascorbato pode também sequestrar radicais aquosos no
plasma antes que estes possam oxidar a vitamina E da fase lipidica. Estas interac¢oes
sdo muito importantes na proteccao das células uma vez que a concentracdo individual
de cada um destes antioxidantes pode ndo ser suficiente para proteger efectivamente as
células da peroxidacao lipidica (Chew, 1995).

A determinacdo de vitamina C é normalmente feita espectrofotometricamente e
um dos ensaios mais utilizados baseia-se na reac¢do colorimétrica com o 2,6-

dicloindofenol.

1.2.6. Carotenoides
O interesse da determinacdo de carotendides em diversos alimentos tem vindo a

aumentar devido aos seus possiveis beneficios para a saude.

A determinacdo destes compostos € obtida a partir da absorvancia total a um
determinado comprimento de onda ou, habitualmente, por técnicas cromatograficas.
Particularmente, os métodos de HPLC permitem uma separacdo mais eficiente dos

carotendides, embora nas tabelas frequentemente disponiveis da composicdo de
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alimentos, se encontrem expressos apenas o 3-caroteno (Figura 5) e equivalentes de [3-

caroteno ou equivalentes de retinol (McCance & Widdowson, 1991; Souci et al., 1986).

N NG e S U

Figura 5. Estrutura quimica do p-caroteno.

Esta molécula é um carotendide pertencente a classe dos terpenos (lipidos
simples) e apresenta uma estrutura poliisoprénica com uma longa cadeia de ligacdes
duplas conjugadas responsavel pela sua reactividade quimica e propriedades de
absorcdo de luz, apresentando em cada extremidade da molécula um ciclo-hexeno
substituido (Lehninger et al., 2008).

Os carotenoides interrompem reaccOes em cadeia em ambiente lipidico
funcionando como antioxidantes. O facto de apresentarem ligacGes duplas torna-os
susceptiveis ao ataque dos radicais peroxilo (LOO") dando origem a produtos inactivos.
Foram também ja descritas interac¢des sinérgicas entre o [B-caroteno e o a-tocoferol na
inibicdo lipidica membranar (Chew, 1995). Por outro lado, os carotenodides exercem
também efeitos benéficos na prevencdo de doencas nomeadamente cancro, doengas

cardiovasculares e osteoporose (Rao & Rao, 2007).

1.2.7. Agucares
Os glucidos sao, de longe, as moléculas organicas mais abundantes na natureza e

quase todos 0s organismos sintetizam e metabolizam essas moléculas (Wade, 1999). O
termo hidrato de carbono (também utilizado para referir glicidos) surgiu do facto dos
acucares mais simples terem a formula empirica C,H2,0,, onde n > 3, sugerindo que os
atomos de carbono estejam, de alguma forma, combinados com agua (Wade, 1999).

A glucose (Figura 6), por exemplo, € um monossacarido comum que é oxidado
para formar diéxido de carbono e agua, fornecendo energia para 0s processos celulares
como sintese de proteinas, circulacdo e transporte. As plantas apresentam indmeras
moléculas de glucose ligadas entre si para formar moléculas com grande capacidade de

armazenamento de energia, tal como o amido. No entanto, as moléculas de glucose
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podem estar ligadas para formar uma variedade de outras macromoléculas. A celulose é
um componente da parede celular em plantas que é composta por moléculas de glucose
ligadas entre si através de ligagdes glucosidicas p-1,4. Por sua vez, 0s monémeros de
amido encontram-se ligados através de ligagdes a-1,4 (Wade, 1999).

A frutose (Figura 6), comummente designada por acUcar das frutas, é um
monossacarido muito abundante nas plantas, podendo encontrar-se ligada a glucose para
formar um dissacérido igualmente presente em plantas, denominado por sacarose.

A sacarose (Figura 6) é o dissacarido mais amplamente adicionado aos produtos
alimentares e tem muitas fontes, sendo dominantes a cana-de-aglUcar e a producdo de
beterraba (MAFF, 1987; COMA, 1989).

Outros dissacéridos que podem ser encontrado em plantas sdo a trealose, que
provém de uma ligagdo a,0-1,1-glucosidica entre duas unidades de a-glucose, e a

rafinose, que é um trissacarido formado por galactose, frutose e glucose (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura quimica de agUcares encontrados em plantas.

O método mais utilizado na analise destes compostos é a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) devido a sua precisdo, capacidade de separacdo e rapidez.
Apesar de ter sido descoberta ha mais de 20 anos, continua a ser a técnica mais utilizada
como é demonstrado pelo grande nimero de documentos publicados (Jandera &
Churacek, 1974; Pirisino, 1984; Menuier et al., 1986; Churms, 1990; Herbreteau, 1992).

A técnica de HPLC acoplada a um detector de indice de refraccdo (RI) é bastante
utilizada por razdes econémicas quando a analise ndo requer uma elevada sensibilidade,
particularmente se as analises forem restritas a glucidos como a glucose, a frutose e a

sacarose. No entanto, o método foi também aplicado com sucesso a glicidos mais
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complexos como a maltose e a rafinose (Glyad & Russian, 2002; Cabalkova et al.,
2007). Os detectores Rl medem as alteracbes do indice de refraccdo do eluente
induzidas pelo soluto. Em principio, todos os solutos afectam o indice de refrac¢do do
eluente, mas a sensibilidade varia, e compostos que ndo tenham a capacidade de
adsorcdo ou outras propriedades que permitam uma deteccdo selectiva podem também
ser detectados por RI (Bhandari et al., 2008).

O inconveniente deste método esta relacionado com as propriedades do eluente,
que tornan o sinal do detector muito sensivel a sua composicdo e impede a eluicdo em
gradiente. Devido ao seu tamanho, as biomoléculas sdo boas dispersoras da luz em
solugdo, permitindo assim a detecgdo evaporativa com espalhamento de luz (ELSD),
onde o sinal é baseado na luz difusa de um aerossol seco produzido por pulverizacdo do
eluente numa cadmara e evaporando o solvente e outros componentes do eluente. Solutos
ndo volateis formam microparticulas que sdo detectadas na fase gasosa ao passar pela
célula de deteccdo. O método ELSD foi usado para detectar glucose, manitol, sacarose e
xilose, entre outros, em amostras de Picorhiza da India (Bhandari et al., 2008).

1.2.8. Acidos gordos
Os é&cidos gordos s@o constituintes dos trigliceridos que se encontram entre 0s

componentes vegetais com baixa polaridade. Entre estes compostos encontram-se 0S
acidos gordos polinsaturados (PUFA) que podem ser divididos em duas familias
principais, 0s O0mega-3 (®-3) e 0S O0mega-6 (w-6), possuindo propriedades anti-
inflamatdrias e efeitos positivos no tratamento de desordens psiquiatricas (Gurib-Fakim,
2006).

O acido y-linolénico é um PUFA ®-6 muito apreciado devido aos seus
beneficios nutricionais e medicinais, € um acido gordo incomum entre as plantas
(Horrobin, 1992); este acido apresenta propriedades anti-inflamatérias muito
significativas, sendo a sua principal fonte os 6leos de sementes (Gurib-Fakim, 2006).

Outro acido gordo relativamente incomum em plantas é o acido estearidénico,
PUFA -3 (Hegnauer, 1989), o seu consumo pode levar a um atraso do crescimento de
células tumorais, ao aumento da eficacia da quimioterapia e reducdo dos seus efeitos

secundarios (Harman, 2002).
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Acidos gordos essenciais sio aqueles que o organismo ndo tem a capacidade de
produzir como o &cido linoleico e o &cido linolénico, as suas liga¢bes duplas encontram-
se localizadas segundo o sistema “maldénico” que, durante a oxidagdo lipidica, se
transformam em sistemas conjugados menos estaveis a oxidacao. Estes Gltimos, tendem
a dividir-se dando origem a aldeidos e cetonas que, juntamente com outros compostos
conferem aos alimentos o “odor a rango” (Sanchez-Bel et al., 2005). Os acidos gordos
podem ser determinados por cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacdo de
chama (GC-FID), ap6s um processo de derivatizacdo (Barros et al., 2010), podendo os

resultados ser expressos em percentagem relativa de cada um dos &cidos gordos.

1.3. Avaliacéo de propriedades antioxidantes

1.3.1. Stress oxidativo
Os radicais livres sdo produzidos, no organismo, durante o funcionamento

normal da célula, principalmente sob a forma de ROS, sendo, depois, removidos por
espécies antioxidantes presentes na célula (Ferreira & Abreu, 2007; Valko et al., 2007),
podendo estas ser definidas como substancias, moléculas simples ou complexas que,
mesmo em baixas concentracOes, inibem ou reduzem a oxidagdo de um substrato
oxidavel (Niki, 2010) (Figura 7). O equilibrio entre as defesas antioxidantes da célula e
a producdo de radicais livres é essencial ao funcionamento normal do organismo
(Ferreira & Abreu, 2007; Valko et al., 2007). No entanto, o equilibrio entre a producéo
de ROS e a presenca de antioxidantes pode ser destruido devido a uma producéo
excessiva das primeiras ou a uma deficiéncia das defesas da célula (Machlin et al.,
1987; Ferreira & Abreu, 2007), este desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em
favor dos oxidantes é designado por stress oxidativo, que pode levar a danos

cumulativos nas proteinas, lipidos e DNA (Dudonné et al., 2009).
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Figura 7. Visdo geral das principais reac¢fes envolvendo espécies reactivas de oxigénio (ROS)
lespécies reactivas de azoto (RNS), e das principais defesas antioxidantes endogenas,
enzimaticas e ndo-enzimaticas, da célula. Apresentam-se as fontes endogenas de ROS/RNS
mais representativas (rectangulos tracejados): Cadeia transportadora de electrdes mitocondrial
(CTE), NADPH oxidases, Xantina oxidase para ROS e NO sintases para RNS. As principais
defesas antioxidantes sdo representadas em rectangulos sombreados e as enzimas envolvidos
aparecem em italico. Oxigénio molecular (O,), anido superdxido (O,"), peréxido de hidrogénio
(H,0,), radical hidroxilo (HO"), ido hidroxido (HO"), lipidos membranares (LH), radical lipidico
(L"), radical peroxilo (LOO"), hidroperéxido lipidico (LOOH), radical lipidico alcoxilo (LO",
oxido nitrico (NO"), radicais (R"), ndo-radicais (R), alcoois (LOH), glutationa (GSH), glutationa
dissulfeto (GS-SG), a-tocoferol ou vitamina E (vit. E), radical vitamina E (vit. E"), vitamina C
(vit. C), radical vitamina C (vit. C%), S-nitrosoglutationa (GSNO), nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidada (NADP™), reduzida (NADPH). Enzimas: Superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (Gred), glutationa-S-
transferases (GST), 6xido nitrico sintase (NOS). (Ferreira et al., 2009).

Existem varios tipos de antioxidantes, podendo estes ser classificados quanto ao
mecanismo de accdo que desempenham na célula: antioxidantes preventivos,
captadores, reparadores ou de novo.

Os antioxidantes preventivos actuam, como o préprio nome indica, na primeira
linha de defesa do organismo, suprimindo a formacdo de ROS, podendo ser produzidos

como intermediarios na combustdo bioldgica do processo de respiracdo, € RNS,
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reduzindo o perdéxido de hidrogénio (H,0O,) e hidroperoxidos lipidicos a hidréxidos
aquosos ou lipidicos, respectivamente, ou ainda captando ides metélicos como o cobre e
o ferro.

Por sua vez, os antioxidantes captadores, funcionam como a segunda linha de
defesa, removendo rapidamente espécies activas, impedindo o ataque de moléculas
biologicamente essenciais. A superdxido dismutase (SOD) converte o oxigénio (O) a
H.0O,, enquanto os carotendides captam, fisica ou quimicamente, singletos de oxigénio
(*0,). Os compostos fenélicos enquadram-se também neste tipo de antioxidantes,
actuando como captadores de radicais livres.

As enzimas que actuam numa terceira linha de defesa do organismo séo
consideradas antioxidantes reparadores, actuando, assim, ao nivel da reparacdo de
lesGes, da eliminacdo de residuos ou da reconstituicdo de funcdes perdidas.

Por altimo, os antioxidantes de novo, que constituem a quarta linha de defesa,
exercem uma funcdo de adaptacdo de mecanismos, onde o0s antioxidantes apropriados
sdo produzidos na altura certa e transferidos nas quantidades certas para as posi¢oes
adequadas. Os antioxidantes actuam ainda, como foi ja evidenciado, como mensageiros
de sinalizagdo celular, regulando o nivel de compostos antioxidantes e enzimas (Niki,
2010).

Os radicais livres desencadeiam o processo de peroxidacdo dos lipidos
membranares, levando a acumulagdo de perdxidos lipidicos, que tém a capacidade de
danificar uma larga gama de biomoléculas essenciais (Figura 8). Estes compostos
induzem um stress oxidativo que é considerado um factor primario nas doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (Markesbery & Lovell, 2006),
doencas cardiovasculares como a arteriosclerose (Vokurkova et al., 2007), causando,
ainda, a morte celular e lesdes nos tecidos resultantes de enfartes do miocardio (Ide et
al., 2001), envelhecimento e processos inflamatdrios (Wang et al., 2007) e cancro
(Huang, 2003). Sabe-se também que as lesdes dérmicas provocadas por radiacdo UV
envolvem a geracdo de ROS e RNS, provocando alterac@es estruturais e funcionais no

tecido cutaneo (Herrling et al., 2006).
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Figura 8. Principais causas para a super-producdo de radicais livres (stress oxidativo),
potenciais alvos celulares e consequéncias do stress oxidativo (Ferreira et al., 2009).

Sendo o stress oxidativo induzido por radicais livres, responsavel por varias
destas doencas crénicas, os fitoquimicos presentes em frutos e vegetais assumem uma

crescente importancia (Liu 2003; Ferreira & Abreu, 2007).

1.3.2. Métodos de avaliacdo da actividade antioxidante
De forma a avaliar a eficacia de diversos antioxidantes tém vindo a realizar-se

varios estudos baseados em métodos realizados em diferentes condi¢bes, embora se
verifique, muitas vezes, uma falta de correlacdo entre as actividades determinadas por
diferentes ensaios, em diferentes laboratdrios, numa mesma matriz, 0 que pode ser
justificado pala multiplicidade de espécies activas e mecanismos reaccionais envolvidos
no stress oxidativo de um organismo. Torna-se, assim, necessaria a discussdo das
vantagens e desvantagens associadas a cada metodo relacionadas com a instrumentacao
necessaria, 0s mecanismos, a simplicidade, o método de quantificacdo e a relevancia
biologica (Niki, 2010).

Tendo em conta que existem varios tipos de capacidade antioxidante, devem ser
aplicados os respectivos métodos de forma a incluir os varios modos de accdo, nao
havendo, portanto, nenhum método suficiente por si s6 (Huang et al., 2005).

Quando se trata de extractos vegetais, a capacidade antioxidante ndao depende

apenas da composicdo do extracto, mas também das condi¢cdes do ensaio. Os métodos
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de avaliacdo da capacidade antioxidante total in vitro baseiam-se na transferéncia de
atomos de hidrogénio e na transferéncia de electrdes.

No primeiro, 0 4&tomo e o substrato entram em competicdo por radicais peroxilo
(Haung et al., 2005); ndo dependem do solvente nem do pH (Wright et al., 2001), e sdo
de rapida accdo, no entanto, espécies redutoras como o0s metais podem causar
interferéncias no método (Prior et al., 2005). Os métodos baseados na transferéncia de
electrbes, medem a capacidade de um antioxidante reduzir um oxidante, que ao sofrer
reducdo muda de cor, esta variacdo da cor estd relacionada com a concentracdo de
antioxidante presente (Haung et al., 2005). Dependem do pH e a avaliagdo da
capacidade antioxidante é feita com base na percentagem de diminuicdo da formacédo do
produto, sendo estas reacgdes quase sempre longas (Wright et al.,, 2001). A
diferenciagéo entre estes dois mecanismos pode tornar-se dificil uma vez que ocorrem

quase sempre em conjunto em todas as amostras (Karadag et al., 2009).

1.3.3. Ensaio da capacidade de captacéo de radicais DPPH
Uma vantagem deste método é o facto de ndo ser afectado por reaccdes laterais

como a quelatacdo de ides metalicos e a inibicdo enzimatica, ao contrario de certos
radicais produzidos em laboratério (Amarowicz et al., 2004).

Imediatamente a seguir a sua preparagdo, uma solucdo de DPPH apresenta uma
cor violeta forte com um méaximo de absor¢do a 517 nm; quando em contacto com um
antioxidante, esta coloracdo fica menos intensa, logo, as espécies antioxidantes tém a
capacidade de captar DPPH convertendo-o a 2,2-difenil-1-picril-hidrazina que, por sua
vez, apresenta uma coloragdo amarela palida, o que se reflecte numa diminuicdo da
absorvancia a 517 nm (Figura 9) (Ferreira & Abreu, 2007).

O,N O,N
|
N—N> NO, + R ——= N—N NO,
O,N 0,N
Radical DPPH’ Forma reduzida do DPPH

Figura 9. Reduc¢édo do DPPH".
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A concentragdo de antioxidante que causa uma diminuicdo de 50% da
quantidade inicial de DPPH é denominada ECs. Trata-se de uma técnica simples e
rapida, sendo portanto frequentemente utilizada, apresenta ainda a vantagem de ser
possivel recorrer a microplacas no caso de se tratar um grande nimero de amostras
(Karadag et al., 2009).

No entanto, 0 método apresenta algumas limitacbes como o facto do DPPH s6
poder ser dissolvido em meio organico (especialmente em solventes alcodlicos) e 0s
resultados poderem ser afectados pelas alteragbes do DPPH por ac¢do da luz, do
oxigénio e do tipo de solvente (Karadag et al., 2009). Para além disso, parte do DPPH
coagula acima de um certo limite de percentagem de &gua, impossibilitando a reaccao
com antioxidantes, o que se traduz numa diminuicdo da capacidade antioxidante; por
outro lado, existem outros compostos com absorvancia a 517 nm, como os carotendides,
podendo interferir nos resultados (Karadag et al., 2009).

Deve ainda ter-se em consideracdo que o DPPH é um radical estavel, podendo
0s antioxidantes presentes na amostra interferir na reducéo de outros radicais envolvidos
na peroxidacéo lipidica como os ROO", por exemplo, e ndo ter qualquer efeito ou agir
lentamente na captacdo do DPPH que se torna inacessivel aos mesmos (Prior et al.,
2005).

1.3.4. Ensaio do poder redutor
A solucdo de ensaio de Fe(lll)/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)g], que apresenta

uma coloracdo amarela, € reduzida a Fe(ll) pelos agentes antioxidantes presentes na
amostra, verificando-se, entdo, uma alteracdo da cor para diferentes tipos de verde ou
azul; a alteracdo da cor pode ser medida a 700 nm (Amarowicz et al., 2004). A reacc¢édo
ocorre em meio &cido (pH = 3,6) para manter a solubilidade do ferro (Karadag et al.,
2005). A reaccdo em pH baixo diminui o potencial de ionizacdo que impulsiona a
transferéncia de electrbes e aumenta o potencial redox, causando uma mudanca no
mecanismo de reacc¢do (Pior et al., 2005).

A quimica dos ensaios baseados no ferro pode ser resumida pela seguinte

equacao:

Fe(ll1)-L +antioxidante ——  Fe(ll)-L + antioxidante oxidado
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Onde L é o ligando cromogéneo selectivo para o ido ferroso, que produz o complexo
corado Fe(Il)-L em resultado da reaccéo redox associada.

Trata-se de um ensaio simples, rapido, econdémico e bastante fiavel, que pode ser
aplicado de forma manual, automatizada ou semi-automatizada (Prior et al., 2005).

Mas, nem todos os redutores capazes de reduzir o Fe(lll) podem ser
considerados antioxidantes, qualquer substancia capaz de doar electrdes com potencial
redox inferior ao par Fe(lll)/Fe(ll) pode influenciar o ensaio. Por outro lado, um
antioxidante capaz de reduzir pro-oxidantes, pode ndo ser capaz de reduzir o Fe(l1l) ndo
sendo detectados 0s compostos que captam radicais (Karadag et al., 2009). Outro ponto
a ter em consideracdo € a producdo simultanea de Fe(ll), que € um conhecido pro-
oxidante e pode resultar na producéao adicional de radicais, como HO" a partir de H,0..
Este radical livre € um dos mais nocivos encontrados in vivo. Finalmente, compostos
que absorvem no mesmo comprimento de onda podem interferir na determinagéo,

causando sobre-estimacao dos resultados (Magalhaes et al., 2008).

1.3.5. Ensaio de inibi¢do da descoloragdo do f-caroteno
Os lipidos constituintes do organismo, como o colesterol, os PUFA ou as

correspondentes formas esterificadas podem sofrer ataques por parte de radicais livres,
responsaveis pela peroxidacdo lipidica, sendo assim induzidas alteracbes nas
membranas bioldgicas, o que origina também compostos potencialmente toxicos. A
funcdo dos antioxidantes é retardar este processo em alimentos e amostras biologicas
(Blair, 2008).

Quando auto-oxidados pela luz, calor ou radicais ROO", os carotendides podem
sofrer uma rapida descoloracdo (Karadag et al., 2009). Também o [-caroteno sofre
descoloracdo quando se encontra na presenca de um radical linoleato. O &cido linoleico
possui um grupo metileno bis-alilico activo ao qual é removido um atomo H durante a
oxidacao, formando-se assim um radical pentadieno que ataca o -caroteno insaturado
para readquirir &tomos de H. Quando isto acontece, os carotendides perdem a sua cor
laranja, 0 que pode ser verificado espectrofotometricamente a 470 nm (Burda &
Oleszek, 2001; Amarowicz et al., 2004).
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Para inibir a descoloracdo do B-caroteno basta adicionar uma amostra contendo
antioxidantes ou extractos vegetais (Laguerre et al., 2007) pois estes podem ceder

atomos de H aos radicais, prevenindo assim a descoloracdo do 3-caroteno:

B-caroteno-H (laranja) + ROO° —  B-caroteno” (descolorado) + ROOH
B-caroteno-H (laranja) + ROO" + AH — B-caroteno-H (laranja)+ ROOH + A’

Este método tem como vantagem o facto de ndo requerer instrumentacdo
especializada (Amarowicz et al., 2004), tendo também sido sugerida uma versdo em
microplacas para determinagdes de rotina (Roginsky & Lissi, 2005). Outra vantagem
associada a este método é a sua aplicabilidade em ambientes lipofilicos e hidrofilicos.
Alem disso, o ensaio de descoloracdao do P-caroteno pode detectar tanto a acgéo
antioxidante como pro-oxidante de compostos (Ndhlala et al., 2010). A limitacédo
frequentemente apontada a este método € o facto do [-caroteno poder sofrer
descoloracdo a 470 nm por vias multiplas, podendo por isso a interpretacdo dos
resultados ser dificil (Ndhlala et al., 2010).

1.3.6. Ensaio das substancias reactivas do acido tiobarbittrico (TBARS)
Outro método muito utilizado para detectar a peroxidacdo lipidica € o ensaio

TBARS, que se baseia na medi¢cdo de malondialdeido (MDA) formado por clivagem de
acidos gordos insaturados apos oxidacdo de um substrato lipidico. Quando a formacao
deste composto provem de &cidos gordos com um numero de ligacdes duplas inferior a
trés, da-se a oxidacdo secundaria de compostos carbonilo primarios (Fernandez et al.,
1998). A posterior reaccao entre 0 MDA e o acido barbitdrico (TBA) origina TBARS
que possuem uma coloracgdo rosa que pode ser medida por espectrofotometria a 532 nm
(Ng et al., 2000) (Figura 10).
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Figura 10. Reaccédo de MDA e TBA na formacéo de TBARS.

Numa primeira fase deste ensaio, um ido de um metal de transigdo ou um radical
livre oxida o substrato, s6 entdo, e ap6s adicdo de TBA, se verifica a extensdo da
oxidagdo que pode ser medida espectrofotometricamente. Verifica-se, normalmente,
uma diminuicdo da absorvancia, uma vez que um antioxidante é adicionado; por esta
razdo, os resultados sdo expressos em percentagem de inibicdo da oxidacdo (Antolovich
et al., 2002).

No TBARS, a deteccéo é feita por espectrofotometria e o material requerido ndo
é altamente especifico. Mas recentemente 0 MDA-TBA pode ser medido por HPLC
com UV/VIS ou deteccdo de fluorescéncia, ou por GC-ME, ap0s derivatizacdo (Niki,
2010).

Este ensaio TBARS, é muitas vezes criticado por ser inespecifico, pois mede a

formacdo ndo sé de MDA, mas tambem de outros oxocompostos (Ndhlala et al., 2010).

1.4. Objectivos e Hipoteses de Estudo

As dietas tradicionais, em particular nas zonas rurais, incluiam quantidades
interessantes de verduras, ou seja, rebentos frescos, folhas de plantas por vezes ligadas a
peciolos ou outras estruturas morfoldgicas e caules aéreos e subterraneos, que eram
comidos crus, em saladas, refogados, cozidos ou cozinhados a vapor e incluidos em
tortilhas. A muitas dessas verduras sdo atribuidas propriedades promotoras da saude ou
preventivas de doencas para além da funcdo basica de fornecer nutrientes (Heinrich et
al., 2005; Pardo de Santayana et al., 2005; Carvalho & Morales, 2010).

Assim, no presente trabalho, estudaram-se cinco espécies silvestres comestiveis
amplamente consumidas em muitas comunidades rurais da regido do Mediterraneo
como verduras de folha (Tardio et al., 2006; Hadjichambis et al., 2008; Carvalho &

Morales, 2010): Borago officinalis L. (borragem), Montia fontana L. (merujas), Rorippa
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nasturtium-aquaticum (L.) Hayek (agrido), Rumex acetosella L. (azedinhas) e Rumex
induratus Boiss. & Reut. (azedas).

O principal objectivo foi fundamentalmente descrever e caracterizar a
composi¢do em macronutrientes, micronutrientes e ndo-nutrientes das espécies
escolhidas. Mas, também se pretendeu validar os conhecimentos e usos empiricos,
fornecer novas perspectivas sobre os alimentos regionais e a cozinha tradicional e
contribuir com alternativas Uteis, passiveis de ser incorporadas nas dietas, de acordo
com os principios da nutricdo moderna.

Na andlise de macronutrientes determinaram-se proteinas, lipidos, cinzas e
gldcidos, segundo procedimentos oficiais de analise, tendo-se também determinado o
valor nutricional das amostras. Identificaram-se os perfis individuais de agucares e de
acidos gordos por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
indice de refraccdo (HPLC-RI) e cromatografia gasosa acoplada a um detector de
ionizagdo de chama (GC-FID), respectivamente. Na andlise de micronutrientes,
determinaram-se tocoferois, por HPLC-fluorescéncia, &cido ascérbico e carotenoides
por técnicas espectrofotométricas. Na analise de n&o-nutrientes foram determinados
compostos fitoquimicos com actividade antioxidante, tais como fendis, flavonoides,
flavondis e antocianinas. A actividade antioxidante foi avaliada por quatro ensaios
realizados in vitro: actividade captadora de radicais DPPH, avaliacdo do poder redutor,
capacidade de inibigdo da descoloragdo do B-caroteno e inibicdo da peroxidacéo lipidica

em homogeneizados cerebrais, pelo ensaio TBARS.
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1. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecgéo, colheita e preparacéao de amostras

Com base em inventarios etnobotanicos realizados em Tréas-os-Montes
(Carvalho, 2010), foram seleccionadas cinco espécies silvestres habitualmente utilizadas
nessa regido: Borago officinalis L., Montia fontana L., Rorippa nasturtium-aquaticum
(L.) Hayek, Rumex acetosella L. e Rumex induratus Boiss. & Reut., designadas,
popularmente por borragem, merujas, agrido, azedinhas e azedas, respectivamente.

A colheita dos exemplares silvestres, bem como a escolha das partes da planta
mais adequadas para analisar, foi feita de forma a respeitar os critérios e preferéncias
dos consumidores locais (Carvalho, 2010; Carvalho & Morales, 2010), bem como o
estadio vegetativo mais adequado ao consumo destas espécies, tendo em conta o padrédo
de desenvolvimento anual das mesmas. Foi realizada no inicio da Primavera de 2010, na
regido de Tras-os-Montes.

Nas amostras de borragem e azedas foram colhidas, respectivamente, as folhas
basais jovens e as folhas completamente expandidas, de plantas situadas na beira de
caminhos rurais. As folhas de azedinhas, por sua vez, foram colhidas em prados e as
partes aéreas de merujas e agrido, em ribeiras de agua corrente.

De acordo com inventarios etnobotanicos ja& mencionados, o consumo adequado,
as caracteristicas organolépticas e os beneficios para a saude estdo relacionados com o
local de colheita e o estddio de desenvolvimento vegetativo de cada espécie.
Considerando a época mais favoravel de colheita, estas plantas sdo conhecidas pelas
suas propriedades antioxidantes e nutricionais. S0 usadas cruas ou cozinhadas, com
excepcdo da borragem que € consumida principalmente cozida, porque, segundo varios
informantes, quando utilizada em cru tem efeitos nocivos e é prejudicial a saude
(Carvalho, 2010).

Exemplares de cada espécie encontram-se depositados no Herbario da Escola
Superior Agraria de Braganca (BRESA). As amostras foram liofilizadas usando o
equipamento Ly-8-FM-ULE (Snijders, Holanda), reduzidas a p6 e mantidas a -20 °C até

posterior analise.
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2.2. Caracterizagdo boténica das plantas estudadas

O Borago officinalis L. é uma planta herbicea anual uni ou multicaule, da
familia Boraginaceae, com indumento muito denso, de pelos longos e curtos,
especialmente abundantes na inflorescéncia. Apresenta um caule até 70 cm, simples ou
pouco ramificado e folhas com limbo de largamente a estreitamente oval, oval-eliptico
ou eliptico, estreitando gradualmente num peciolo. As folhas da base com peciolo mais
comprido (15 cm) e limbo maior (até 15 x 10 cm); as do caule com peciolo e limbo mais
pequeno (até 6,5 cm e8 (-15) x 6 (-10) cm, respectivamente. Apresenta inflorescéncia
laxa, ramificada, com cimos parciais de até 13 (-16) cm. Bracteas mais curtas que 0s
peciolos; peciolos de 10-30 (-40) mm na flor, prolongando-se até 40 mm e tornando-se
marcadamente recurvados no fruto.

Trata-se de uma planta ruderal (bermas de caminhos e espacos similares) que se

desenvolve sobre substratos basicos ou acidos mais ou menos nitrificados,
preferencialmente em solos calcarios ou argilosos de 0-900 m. Ocorre sobretudo na
regido mediterranica, SW da Asia, Macaronésia (excepto Cabo Verde). Encontra-se
naturalizada praticamente em toda a Europa, podendo ser cultivada; comum na
Peninsula Ibérica, excepto em algumas das provincias do interior (Castroviejo et al.,
2011).
A Montia fontana L. é uma planta anual ou vivaz da familia das Portulacaceae
(Castroviejo et al., 1991). Caule de 5 a 50 cm, por vezes maiores quando se encontram
na agua, ramificados nos nos inferiores, ramos muito delgados. Folhas 3-20 x (1,5) 2-
6,5 mm, uninervias, oblongo-espatuladas ou linear-espatuladas, geralmente
arredondadas no éapice, atenuadas na base. Cosmopolita (que ocorre em qualquer
condicdo de solo e clima) na actualidade, tendo ocupado, originalmente, areas mais
limitadas. Coloniza charcas, ribeiras, fontes, de aguas parcialmente paradas, mas com
alguma corrente (Castroviejo et al., 1991).

A Rorippa nasturtium-aquaticum (L.) Hayek da familia das Brassicaceae, € uma
espécie perene com enraizamento nos nos, com cerca de 20 a 10 cm. Caules robustos,
erectos ou ascendentes, fistulosos, glabros, ou escassamente pilosos. Folhas caulinares,
2-18 x 1-6(7) cm, glabras, com auriculas mais ou menos largas e amplexicaules,

pecioladas, com limbo maior que o peciolo, simples, ovado ou suborbicular. E uma
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planta hidrofila, de aguas correntes, charcas e ribeiras. Cosmopolita, foi introduzida na
América, Africa do Sul e Oceania (Castroviejo et al., 2003).

Quanto as espécies do género Rumex da familia Polygonaceae (Castroviejo et
al., 1991), sdo ervas perenes bianuais ou anuais, raramente pequenos arbustos, em geral
com um sistema radical muito desenvolvido, com caules retorcidos, Ocreas
membranosas, inteiras ou mais ou menos laciniadas, por vezes caducas. Folhas
pecioladas ou as superiores sésseis. Flores hermafroditas ou unisexuadas, verticiladas,
em inflorescencias mais ou menos ramificadas ou, raramente, simples com peciolos
articulados.

A espécie Rumex acetosella é uma planta verde ou glauca de cepa as vezes um
pouco lenhosa, rizoma bem desenvolvido, por vezes estolonifero. Folhas (3)6-60(100) x
(0,5)1-15(20) mm, de lineares a ovadas - raramente suborbiculares -, hastadas ou
sagitadas, excepcionalmente cunheadas ou arredondadas na base, lobos basais
geralmente divergentes, inteiros, raramente biforcados e, muito excepcionalmente,
multifidos, peciolo de até 4(12) cm. Inflorescéncia com ramos simples ou ramificados e
verticilos de 6-10 flores. Esta especie é também cosmopolita e cresce em zonas
temperadas e frias do hemisfério norte, sendo por vezes considerada uma infestante das
culturas.

No que respeita a Rumex induratus Boiss. & Reut., € uma planta poligama e com
flores hermafroditas de até 80 (100) cm, glabra, frequentemente glauca, fruticulosa, de
cepa lenhosa, possuindo numerosos caules ramificados. Folhas (5)8-35(42) x (2)3-
20(35) mm, hastadas ou sagitadas, de ovado-lanceoladas a suborbiculares, obtusas,
estreitando por cima dos lobos basais. A relagdo longitude/largura do limbo € de 0,8-
2(3). Frequente em solos rochosos, sebes, muros, encostas secas e taludes,
preferencialmente em substrato silicio. Habitualmente encontra-se na Peninsula Ibérica

e no norte de Africa (Castroviejo et. al., 1991).

2.3. Produtos quimicos

Os solventes acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,8% eram de
gradiente HPLC e marca Lab-Scan (Lisboa, Portugal). A mistura padrdo com 37 ésteres
metilicos de acidos gordos (FAME) (C4-C24; norma 47885-U) foi adquirida na Sigma

(St. Louis, MO, EUA), assim como outros isomeros individuais de acidos gordos, acido

Caracterizagdo nutricional e propriedades bioactivas de espécies silvestres da etnoflora transmontana consumidas em verde

27



; ; lpb INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA Material e Métodos
Escola Superior Agrdria

ascorbico, padroes de tocoferois (o, B, v e d-isoformas), padrbes de aclcares (D(-)-
frutose, D(+)-glucose anidra, D(+)-melezitose mono-hidratada, D(+)-rafinose penta-
hidratada, D(+)-sacarose, e D(+)-trealose) e os padrdes utilizados nos ensaios de
actividade antioxidante: trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico),
acido gélico, &cido clorogénico e (+)-catequina. O tocol racémico, 50 mg/ml, foi
adquirido na Matreya (PA, EUA). O 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na
Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). Todos os outros solventes usados eram de grau
analitico e foram adquiridos em fontes comuns. A &gua foi tratada num sistema de
purificacdo Milli-Q (TGl Water Systems, EUA).

2.4. Andlise de macronutrientes

2.4.1. Valor nutricional
Para estudar a composi¢do quimica das amostras foram analisadas a humidade,

as proteinas, os lipidos, os glucidos e as cinzas segundo os procedimentos AOAC
(1995). O teor de proteinas totais (N x 6.25) das amostras foi estimado pelo método
macro-Kjeldahl, os lipidos foram determinados por extraccdo com éter de petroleo de
uma massa conhecida de amostra em p0, usando um aparelho de Soxhlet e o teor de
cinzas determinou-se por incineracdo a 660+15 °C. Os glucidos calcularam-se por
diferenca (100 — (g proteinas + g lipidos + g cinzas)) e a energia total foi calculada
usando a seguinte equacdo: Energia (kcal) = 4 x (g proteinas + g glucidos) + 9 x (g

lipidos).

2.4.2. Acucares
Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a um detector de indice de refraccdo (HPLC-RI), conforme descrito
por Barros et al. (2010), utilizando melezitose como padrédo interno (PI, 25 mg/ml). A
amostra liofilizada (1 g) foi enriquecida com o PI e extraida com 40 ml de etanol a 80%
durante 1h30min a 80 °C. A suspensdo resultante foi centrifugada (centrifuga
refrigerada Centorion K240R-2003) a 15.000g durante 10 min. O sobrenadante foi

concentrado a 60 °C sob pressdo reduzida; os vestigios de lipidos foram removidos em
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trés lavagens sucessivas com 10 ml de éter etilico. Apds a concentracdo a 40 °C, os
residuos solidos foram dissolvidos em agua para um volume final de 5 ml.

Os acucares foram determinados por HPLC num sistema integrado com uma
bomba (Knauer, sistema Smartline 1000), um desgaseificador (Smartline 5000), um
amostrador automatico (AS-2057 Jasco) e um detector de Rl (Knauer Smartline 2300).
Os dados foram analisados usando Clarity 2.4 Software (DataApex). A separagio
cromatogréfica foi conseguida com uma coluna 100-5 NH, Eurospher (4,6 x 250 mm, 5
mm, Knauer) operando a 30 °C (forno Grace 7971 R). A fase movel foi
acetonitrilo/agua desionizada, 7:3 (v/v) com um caudal de 1 ml/min. A identificacdo dos
acucares foi feita comparando os tempos de retencdo relativos dos picos das amostras
com padrdes e os resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca.

2.4.3. Acidos Gordos
O método utilizado na determinacdo de &cidos gordos, apos trans-esterificagéo,

foi a cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacdo de chama (GC-FID), como
descrito por Barros et al. (2010). A massa obtida apés extraccdo em Soxhlet foi
misturada com 5ml de metanol: acido sulfurico: tolueno 2:1:1 (v/v/v), permanecendo
num banho a 50 °C com uma agitacdo de 160 rpm durante pelo menos 12 h.
Adicionaram-se, de seguida, 3 ml de &gua desionizada com o objectivo de separar as
diferentes fases. Recuperou-se a FAME com 3 ml de éter agitando em vortex, removeu-
se a agua presente com sulfato de sodio anidro e, por fim, recolheu-se a amostra para
um vial utilizando um filtro de nylon 0,2 um Milipore.

A andlise de acidos gordos foi feita com a ajuda de um sistema GC modelo
DANI 1000 equipado com um injector split/splitless, detector FID e uma coluna
Macherey Nagel (30 m x 0.32 mm x 0.25 um). O programa de temperatura do forno foi
0 seguinte: a temperatura inicial da coluna foi 50 °C, durante 2 min; em seguida,
aumentou-se a temperatura a 30 °C/min até 125 °C, 5°C/min até 160 °C, 20°C/min até
180 °C, 3°C/min até 200 °C e 20°C/min até 220 °C, que foi mantida por 15 min. O géas
de transporte (hidrogénio) tinha um caudal de 4,0 ml/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A
injeccdo split (1:40) foi realizada a 250 °C e o volume de injeccdo foi 1ul. O perfil de

acidos gordos foi obtido com base nos tempos de retencéo relativos dos picos da FAME
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e das amostras. Os resultados foram processados usando o software CSW 1.7
(DataApex 1.7) e expressos em percentagem relativa de cada acido gordo.

2.5. Andlise de micronutrientes

2.5.1. Tocoferois
O teor de tocoferois foi determinado segundo um procedimento previamente

optimizado e descrito por Barros et al. (2010). A 500 mg de amostra liofilizada foram
adicionados 100 pul de BHT e 400 pl de tocol (50 pg/ml). Homogeneizou-se a amostra
com 4 ml de metanol e agitou-se usando um vortex (1 min). Adicionou-se, de seguida,
hexano (4 ml) agitando novamente (1 min) no vortex e, por fim, adicionou-se uma
solugéo aquosa concentrada de NaCl (2 ml), homogeneizou-se (1 min) e centrifugou-se
(5 min, 4000 g). O sobrenadante foi, cuidadosamente, transferido para um vial. A
amostra foi re-extraida com hexano repetindo-se o procedimento acima descrito e
secou-se a amostra sob corrente de azoto. O extracto foi re-dissolvido em 2 ml de
hexano e desidratado com sulfato de sddio anidro, filtrado através de um filtro
descartavel LC de 0,22 um, transferido para um vial de injeccdo ambar e analisado no
sistema de HPLC acima descrito, acoplado a um detector de fluorescéncia FP-2020
(Jasco, Japao) programado para excitacdo a 290 nm e emissdo a 330 nm. Os dados
foram analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex). A separagdo
cromatografica foi conseguida com uma coluna em fase normal Poliamida Il (250 x 4.6
nm) YMC Waters (Japdo) operando a 30 °C Utilizou-se uma mistura de hexano e
acetato de etilo (7:3, v/v) como fase mével com um caudal de 1 ml/min. A quantificacdo
foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o método do padréo interno e
por comparagdo cromatografica com padrdes. Os resultados foram expressos em pg por

g de massa seca.

2.5.2. Acido ascorbico
A determinacdo de &cido ascorbico foi realizada utilizando o método descrito

por Barros et al. (2010), com 2,6-dicloroindofenol, medindo-se a absorvancia a 515 nm
(espectrofotdmetro Analytikijena 200-2004).
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A extraccéo foi feita com acido metafosforico a 1%, tendo-se adicionado 10 ml
do mesmo a 500 mg de amostra liofilizada. A mistura permaneceu sob agitagdo
magnética (45 min) a temperatura ambiente e foi, por fim, filtrada usando filtros
Whatman n.° 4. A 0.5 ml de filtrado foram adicionados 4.5 ml de 2,6-dicloroindofenol,
agitou-se no vortex e deixou-se repousar (15 min) para, posteriormente, ler a
absorvancia no espectrofotdmetro acima referido. A concentracdo de &cido ascorbico foi
calculada com base na curva de calibracéo de acido L-ascorbico (6x10°3-0.1 mg/ml), e

os resultados foram expressos em mg de &cido ascorbico por g de massa seca.

2.5.3. Pigmentos
O pB-caroteno, o licopeno e as clorofilas a e b foram determinadas segundo o

procedimento descrito por Barros et al. (2010), medindo a absorvancia a 453, 505, 645,
e 663 nm no espectrofotdometro ja mencionado. A 500 mg de amostra liofilizada
adicionaram-se 10 ml de acetona/hexano (4:6 v/v) agitando-se no vortex (1 min).
Filtrou-se através de papel de filtro e mediu-se a absorvancia.

A quantificacdo foi feita de acordo com as seguintes equacles: [-caroteno
(mg/100 ml) = 0.216 x Agsz — 1.220 x Agss - 0.304 x Asps + 0.452 x Aysz; Licopeno
(mg/100 ml) = —0.0458 x Agsz + 0.204 x Asss - 0.304 x Asps + 0.452 x Ayss; Clorofila a
(mg/100 ml) = 0.999 x Agss - 0.0989 x Agss; Clorofila b (mg/100 ml) = - 0.328 x Ages +

1.77 x Agss, € posteriormente expressos em mg por 100 g de massa seca.

2.6. Analise de ndo-nutrientes e avaliacdo in vitro das propriedades

antioxidantes

2.6.1. Procedimento de extrac¢do
A extraccdo da amostra liofilizada (1 g) foi feita com metanol (50 ml) a 25°C,

sob agitacdo magnética a 150 rpm durante 1 hora sendo posteriormente filtrada através
de papel de filtro Whatman n.° 4. Os residuos foram re-extraidos com um volume
adicional de 50 ml de metanol e filtrou-se novamente. Os extractos metandlicos foram
levados a secura num evaporador rotativo (Blchi R-210) a 35°C e pressdo reduzida, re-

dissolvidos em metanol numa concentracdo de 5 mg/ml, utilizada posterirmente para
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preparar solucbes do extracto em diferentes concentragdes. Todas as solugdes foram
armazenadas a 4°C até uso posterior.

2.6.2. Compostos fendlicos
A solucdo de extracto de concentragdo 2,5 mg/ml (250 pL) foi misturada com

HCI 0,1% em 95% de etanol (250 pl) e HCI 2% (4550ul). Ap6s 15 min, a absorvancia
foi medida a 280, 320, 360 e 520 nm. As absorvancias obtidas a estes quatro
comprimentos de onda diferentes foram utilizadas para estimar, respectivamente, o teor
de fenois totais, ésteres tartaricos, flavonois e antocianinas (Mazza et al., 1999). Para a
construcdo das rectas de calibracdo utilizou-se; acido clorogénico (0.2-3.2 mM) sendo
os resultados dos fendis expressos em mg equivalentes de &cido clorogénico (EACI) por
grama de extracto; quercetina (0,2-3,2 mM) sendo os resultados dos flavonois expressos
em mg equivalentes de quercetina (EQ) por grama de extracto; malvidina 3-glicésido
(0,1-2,3 mM) sendo os resultados de antocianinas expressos em mg equivalentes de
malvidina 3-glicésido (ME) por grama de extracto; e acido caféico (0,2-3,6 mM) sendo
os resultados de ésteres tartaricos expressos em mg equivalentes de acido cafeico (EAC)
por grama de extracto.

Na quantificacdo de flavondides, a solucdo de extracto com concentracdo 2,5
mg/ml (0,5 ml) foi misturada com agua destilada (2 ml) e solucdo de NaNO; (5%, 0,15
ml), agitando-se a mistura no vortex. Decorridos 6 min, adicionou-se uma solucdo de
AICl; (10%, 0,15 ml), agitou-se novamente e deixou-se repousar 6 min. Adicionou-se a
mistura uma solucdo de NaOH (4%, 2 ml), seguido de agua destilada até um volume
final de 5 ml, deixando-se repousar por 15 minutos. A intensidade da coloracdo rosa foi
medida a 510 nm (Jia et al., 1999). Utilizou-se (+)-catequina para construir a recta-
padrdo (1,5 x 10%-1.0 mM) e os resultados foram expressos em mg equivalentes de (+)-

catequina (EC) por grama de extracto.

2.6.3. Actividade captadora de radicais DPPH
Na aplicacdo desta metodologia foi utilizado um Leitor de Microplacas ELX800

(Bio-Tek equipamento, Inc.). Nos pogos da placa foram colocados 30 pl de solugdo de
extracto com diferentes concentragdes e 270 pl de solugcdo metanolica de DPPH 6 x 10°

M. Apds 1 hora de repouso ao abrigo da luz, mediu-se a absorvancia a 515 nm com o
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objectivo de determinar a reducdo do radical DPPH. A actividade captadora de radicais
livres (ACR) foi calculada como percentagem de descoloragdo do DPPH usando a
equacdo: % RSA = [(Aoppn - As)/Apppn] x 100, onde, onde As € a absorvancia da
solucdo na presenca de extracto numa determinada concentracdo € Apppy € a
absorvancia da solucdo de DPPH. A concentracdo de extracto que fornece 50% da
actividade captadora de radicais (ECsp) foi calculada a partir do grafico de ACR em

funcdo da concentracdo de extracto. Como padréo foi utilizado trolox.

2.6.4. Poder redutor
A metodologia aplicada a esta analise requereu a utilizagdo do Leitor de

Microplacas acima mencionado. As diferentes concentragdes de extracto (0,5 ml) foram
adicionados 0,5 ml de solucdo tampdo de fosfato de sodio (pH 6,6; 200mM) e 0,5 ml de
ferricianeto de potassio (1%, wi/v). A mistura foi incubada a 50°C durante 20 min e
adicionou-se, posteriormente, 0,5 ml de &cido tricloroacético (10%, w/v). Colocou-se,
na placa, 0,8 ml da mistura, 0,8ml de agua destilada e 0,16 ml de cloreto de ferro (0,1%,
w/v). Mediu-se a absorvancia a 690 nm sendo a concentracdo de extracto com 0,5 de
absorvancia (ECso) calculada a partir do grafico de absorvancia a 690 nm em fungéo da

concentracdo do extracto. O padréao utilizado foi o trolox.

2.6.5. Inibicdo da descoloracéo do f-caroteno
Preparou-se, por dissolu¢ao, uma solugdo de B-caroteno (2 mg) em cloroférmio

(10 ml). Transferiram-se 2 ml desta solu¢cdo para um baldo de fundo redondo e
evaporou-se a 40 °C sob vacuo, para remocdo do cloroformio. Adicionou-se acido
linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400 mg) e agua destilada (100 ml), agitando
vigorosamente. Transferiram-se 4,8 ml desta emulsdo para tubos de ensaio contendo 0,2
ml das diferentes concentracdes dos extractos, leu-se a absorvancia a 470 nm, e
incubou-se a 50 °C em banho-maria sob agitacdo. Apos 2 horas de incubacdo, mediu-se
novamente a absorvancia. A inibicdo da descoloracdo do P-caroteno foi calculada
utilizando a equag@o: (contetido de B-caroteno ap0s 2 h de ensaio/conteudo inicial de -
caroteno) x 100. A concentracdo de extracto que origina 50% de actividade antioxidante

(ECso) foi calculada por interpolagéo a partir do grafico de percentagem da inibi¢do da
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descoloracdo do B-caroteno em fungédo da concentracdo de extracto. Utilizou-se, como

padréo, trolox.

2.6.6. Inibicdo da peroxidacao lipidica na presenca de substancias reactivas do
acido tiobarbiturico (TBARS)

Neste método de determinacdo da inibicdo da peroxidacdo lipidica foi utilizado
tecido cerebral de porco (Sus scrofa). O tecido foi dissecado e homogeneizado em gelo
com tampéo tris-HCI (20 mM, pH 7,4) numa proporc¢édo 1:2 (w/v). A mistura foi agitada
e centrifugada a 3000g durante 10 min. Adicionou-se a cada uma das diferentes
solu¢des de extracto (200 ul), acido ascoérbico (100 pl), sulfato de ferro (100 pl) e
sobrenadante do homogeneizado cerebral (100 pl), e incubou-se durante 1 hora a 37,5
°C. Adicionou-se entdo, acido tricloroacético (28% w/v; 500ul) com o objectivo de
interromper a reacgao, e TBA (2%, w/v; 380 ul), colocando-Se novamente a incubar a
80 °C durante 20 min. Centrifugou-se a 3000 rpm durante 5 min com o intuito de
remover as proteinas precipitadas, e leu-se a intensidade da cor do complexo
malonaldeido (MDA)-TBA do sobrenadante a 532 nm. A percentagem de inibi¢do da
peroxidacdo lipidica (%) foi calculada utilizando a seguinte formula: [(A - B)/A] x
100%, onde A e B eram a absorvancia do controlo e da solugdo com o extracto,
respectivamente. A concentracdo de extracto que fornece 50% de inibicdo da
peroxidacéo lipidica (ECsp) foi calculada a partir do grafico da percentagem de inibigdo
da formacdo de TBARS em funcdo da concentracdo de extracto. O padréo utilizado foi

o trolox.

2.7. Andlise estatistica

Para cada uma das espécies foram usadas trés amostras e todos 0s ensaios foram
efectuados em triplicado. Os resultados foram expressos apresentando o valor médio e o
desvio-padréo. Os resultados foram analisados usando a analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey HSD com a = 0.05. Este tratamento foi realizado usando o
programa SPSS v. 16.0.
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1. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Macronutrientes

Os resultados da composicdo em macronutrientes e valor energético, obtidos no

estudo de cinco verduras silvestres apresentam-se na Tabela 2.

Tabela 2. Humidade (g/100 g de massa fresca), macronutrientes (g/100 g de massa seca) e valor
energético (kcal/100 g de massa seca) das cinco espécies estudadas (média + DP, n = 3) Em
cada linha, letras diferentes significam diferengas significativas (p<0,05).

Borago Montia Rorippa nasturtium- Rumex Rumex
officinalis fontana aquaticum acetosella induratus
Humidade 86,85+ 0,40 e 9522+0,74a 93,23+0,99b 89,09+1,00d  90,29+0,53¢
Cinzas 17,88+ 0,86 a 15,07+0,10 b 16,81+ 0,08 a 10,93+ 1,06 ¢ 11,07+0,30 ¢
Proteinas 8,93+1,58b 13,38+ 0,01 a 13,58+ 0,38 a 7,85+1,86b 13,54+ 0,28 a
Lipidos 1,25+0,23d 3,09+0,47b 297+047b 2,35+0,28¢ 3,97+0,14a
Gldcidos 71,94+170 b 68,46+ 0,29 ¢ 66,64+0,31¢c 7887+150a  71,42+0,28b
Energia 334,73+326e  355,18+0,84c 347,61+1,24d 368,03+398b 37555+0,36a
Frutose 0,14+0,03d 0,76 +0,17 cb 0,89+0,02b 0,60+0,00c 1,71+0,09a
Glucose 0,58+0,06 ¢ 1,00 + 0,02 ba 0,82+ 0,08 bc 0,73+0,01¢c 1,26 +0,20 a
Sacarose 152+0,13a 0,44+0,05¢ 0,99+0,17b 0,21+0,07c 1,25+0,31 ba
Trealose 0,22 +0,06 ¢ 0,38 + 0,06 bc 0,33 £ 0,05 bc 0,63+0,14a 0,55+0,12 ba
Rafinose nd 0,28 +0,07a 0,07+0,01c 0,12 £ 0,03 bc 0,20+ 0,02 ba
Acucares totais 2,46 + 0,16 bc 2,86 + 0,32 bc 3,10+£0,27b 2,29+0,19¢ 497+0,31a

nd - ndo detectado
Borago officinalis (borragem), Montia fontana (merujas), Rorippa nasturtium-aquaticum

(agrido), Rumex acetosella (azedinhas) e Rumex induratus (azedas).

A humidade foi 0 macronutriente mais abundante nas cinco espécies estudadas,
tendo as merujas revelado o teor mais elevado (95 g/100 g). Os glucidos foram também
macronutrientes abundantes e os niveis mais altos foram encontrados nas azedinhas (79

9/100 g), o que pode ser devido ao tipo morfologico do material vegetal consumido, ou
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seja, tecidos fibrosos e folhas com muitos veios. A borragem e o agrido revelaram o0s
maiores teores de cinzas (~17-18 g/100 g), enquanto as merujas, 0 agrido e as azedas
evidenciaram os mais elevados niveis de proteinas (~ 13 a 14 g/100 g), sem diferenca
estatistica significativa (p<0,05). Os niveis de lipidos mais elevados foram encontrados
nas azedas (4 g/100 g), contribuindo para o seu maior valor energético (376 g/100 g).
Uma amostra de Rumex vesicarius obtida na Arédbia Saudita, uma espécie do mesmo
género de Rumex induratus (azedas) e de utilizacdo similar, revelou elevados niveis de
proteinas (19 ¢/100 g) e cinzas (17 g/100 g), mas um teor de lipidos ligeiramente
inferior (3 g/100 g) (Alfawaz, 2006).

As verduras silvestres estudadas revelaram elevado poder nutricional com uma
baixa contribuicdo energética de 356 kcal/100 g, em média. Ao que se sabe, este é 0
primeiro relatorio acerca do valor nutricional destas verduras, com excepcdo da
borragem (Medrano, Masoud, & Martinez, 1992) que € amplamente estudado devido ao
seu crescente interesse agricola pela producéo de acido y-linolénico (GLA) e potencial
antioxidante (Mhamdi et al., 2010).

Todas estas verduras apresentaram frutose, glucose, sacarose, trealose e rafinose
como principais acglcares (Tabela 2). As azedas revelaram o teor mais elevado de
acucares totais (5 g/100 g), com os mais elevados niveis de frutose (2 g/100 g) e glucose
(1 9/100 g). O seu perfil de acucares pode ser observado na Figura 11. Os agUcares sdo
apenas uma pequena parte dos glucidos, que também incluem polissacaridos, como

amido e celulose.
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Figura 11. Perfil de aglUcares de Rumex induratus (azedas): 1-frutose; 2-glucose; 3-sacarose; 4-
trealose; 5-melezitose (Pl); 6-rafinose.
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Os resultados da composigdo em acidos gordos, acidos gordos saturados (SFA),

acidos gordos monoinsaturados (MUFA), acidos gordos polinsaturados (PUFA), e as

razGes de PUFA/SFA e n-6/n-3 das verduras comestiveis silvestres apresentam-se na

Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo em &cidos gordos (percentagem relativa) das cinco espécies estudadas
(média + DP, n = 3). Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas

(p<0,05).
Borago Montia Rorippa nasturtium- Rumex R indurat
Officinalis fontana aguaticum acetosella umexinduratus

C6:0 0,70+ 0,09 0,04 +0,01 0,03+ 0,00 0,10+0,01 0,09+0,01
C8:0 0,31+0,03 0,03+ 0,00 0,06 + 0,01 0,06 + 0,00 0,03+0,00
C10:0 0,35+ 0,06 0,05+0,01 0,05+0,01 0,08 + 0,02 0,09+ 0,02
C12:.0 0,92+0,19 0,17+0,01 0,28 + 0,06 0,54 +0,02 0,93+0,20
C14.0 2,80+ 0,69 0,43+0,01 0,64 + 0,06 1,69+0,13 2,66 +0,34
Cl4:1 0,23+0,03 0,94 +0,01 0,55+ 0,05 3,55+0,27 4,25+0,34
C15:0 0,28 £0,01 0,04 + 0,00 0,20+0,01 0,20+ 0,08 0,25+0,04
C16:0 12,03+0,70 17,22 +1,06 13,20+0,31 11,23+0,73 9,36 £ 0,71
Cl6:1 0,13+0,01 0,33+0,06 0,49+0,01 0,71+0,15 0,72 +£0,00
C17:.0 0,17 £0,01 0,11+0,02 0,15+0,01 0,16 + 0,00 0,16 + 0,00
C18:0 2,28 +£0,04 0,10+0,03 0,92+0,02 0,95+ 0,07 2,34+ 0,09
C18:1n9 2,08 £0,20 2,37+0,38 0,70+ 0,03 3,43+0,32 2,20+ 0,05
C18:2n6 9,50 +£1,25 18,71+ 0,45 11,84 +0,18 20,18 +0,48 13,76 £ 0,01
C18:3n6 10,86 + 0,92 0,04 + 0,00 0,08 + 0,00 nd nd
C18:3n3 12,26 £1,90 55,57 £ 0,80 68,42+ 0,24 51,34+ 1,41 58,84 + 1,03
C20:0 11,91+0,30 1,90 £ 0,26 0,14 +0,02 0,86+ 0,01 1,48 +£0,15
C20:1 0,26 = 0,05 0,19 + 0,00 0,01+0,00 0,18 + 0,00 0,07+ 0,00
C20:2 12,56 + 2,01 0,28 £ 0,04 0,04 + 0,00 0,67+0,17 0,13+0,04
C20:3n6 nd 0,27 £0,02 0,04 £ 0,00 0,14 +0,02 nd
C20:4n6 nd nd 0,04 + 0,00 nd nd
C20:3n3+C21:0 0,21£0,01 0,19 +0,01 0,15+ 0,05 0,16 + 0,02 0,15+0,03
C20:5n3 Nd 0,05+0,01 0,60 + 0,03 0,02 + 0,00 nd
C22:0 12,00 £ 1,06 0,50 £ 0,04 0,22+ 0,00 1,44 +0,09 0,85+ 0,09
C22:1n9 0,44 £ 0,06 0,17+ 0,06 nd 0,07+0,01 nd
C22:2 nd 0,04 + 0,00 nd 0,08 0,03 0,13 £0,02
C23:.0 3,02 +0,05 nd 0,01 + 0,00 0,49+0,03 0,56 £ 0,12
C24.0 4,55+ 0,43 0,24 £ 0,06 0,80+0,02 1,67 +£0,13 0,94+0,16
C24:1 0,17 £0,02 0,01+0,00 0,36 +0,04 0,02 + 0,00 nd
SFA totais 51,32+0,93 a 20,83+0,14b 16,68+ 0,51 c 19,45+1,12b 19,76+0,73b
MUFA totais 3,30£0,49b 4,02+ 0,50 b 2,11+0,00¢c 796+006a 7,24+0,39a
PUFA totais 45,38+1,92d 75,15+ 0,36 b 81,20+ 0,50 a 72,59+1,06c 73,01+1,12cb
PUFA/SFA 0,88+0,05¢c 3,61+0,01b 487+0,18a 3,74+0,27b 3,70+0,19b
n-6/n-3 1,64 +0,08a 0,34+0,01b 0,17+0,00c 0,39+0,02b 0,23+0,00¢

nd - ndo detectado.

Borago officinalis (borragem), Montia fontana (merujas), Rorippa nasturtium-aquaticum

(agrido), Rumex acetosella (azedinhas) e Rumex induratus (azedas).
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As merujas e 0 agrido revelaram um perfil semelhante com o acido a-linolénico
(C18:3n3), como é&cido gordo principal, seguido pelo &cido palmitico (C16:0) e
linoleico (C18: 2n6). O mesmo foi observado para as azedas e azedinhas, mas com uma
inversdo nos teores de acidos linoleico e palmitico. O presente estudo adiciona
informacdes detalhadas sobre a composicao de acidos gordos ao trabalho descrito por
Taveira et al. (2009) em folhas de azedas.

As quarto espécies mencionadas revelaram uma nitida prevaléncia de PUFA
(>72%). Pelo contrario, as folhas de borragem revelaram uma diferente composicao em
acidos gordos (Figura 12), com prevaléncia de SFA devido ao contributo dos &cidos
palmitico, araquidico (C20:0) e beénico (C22:0), (12% cada SFA). Os principais PUFA
foram os acidos linoleico (10%); vy-linolénico (C18:3n6; GLA; 11%), a-linolénico
(12%); e cis-11,14-eicosadienoico (C20:2c; 13%).
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Figura 12. Perfil individual de &cidos gordos de Borago officinalis (Borragem).
1- C6:0; 2- C8:0; 3- C10:0; 4- C12:0; 5- C14:0; 6-C14:1; 7- C15:0; 8- C16:0; 9- C16:1; 10-
C17:0; 11- C18:0; 12- C18:1n9; 13 C18:2n6; 14- C18:3n6; 15-C18:3n3; 16- C20:0; 17- C20:1;
18- C20:2c; 19- C20:3n3+C21:0; 20- C22:0; 21- C22:1n9; 22- C23:0; 23- C24:0; 24- C24:1.

A familia Boraginaceae Juss. € uma das mais conhecidas fontes de GLA, um
acido gordo incomum em plantas, muito apreciado devido aos seus beneficios
nutricionais e medicinais. As concentracdes de &acido linoleico, a-linolénico, GLA e
acido erdcico (22:1n9) tem especial importancia quimiotaxonémica nesta familia

(Velasco & Goffman, 1999). A maioria dos estudos disponiveis foi focada no 6leo de
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sementes de borragem (Velasco & Goffman, 1999; Wettasinghea et al., 1999). Nestes
estudos, podemos encontrar 0s quatro acidos gordos mencionados, também em folhas
de borragem.

Para uma "boa qualidade nutricional”, incluindo os efeitos benéficos a saude, a
razdo PUFA/SFA deve ser superior a 0,45, enquanto a razdo dos acidos gordos n-6/n-3
deve ser inferior a 4,0 (Guil et al., 1996), como se pode observar no presente estudo
(Tabela 3). Os melhores valores foram registados no agrido (4,9 e 0,2,
respectivamente).

3.2. Micronutrientes

Os resultados da composicdo em micronitrientes e vitaminas para as cinco
diferentes espécies estudadas apresentam-se na Tabela 4. O &cido ascorbico foi a
vitamina mais abundante na borragem, nas azedinhas e nas azedas, tendo as ultimas
revelado a concentracdo mais elevada (1064 mg/100 g). O &cido ascorbico (ou vitamina
C) é um indicador comummente usado para avaliar a qualidade de legumes congelados.
Apesar de sua importancia para a saude humana, observa-se geralmente que se esta
vitamina se encontrar bem preservada, entdo os outros nutrientes estdo também bem
retidos (Gongalves et al., 2009).
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Tabela 4. Composicdo em micronutrientes e pigmentos das cinco espécies estudadas (média +
DP, n = 3). Os resultados sdo expressos em mg/100 g de massa seca. Em cada linha, letras
diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).

Borago Montia Rorippa nasturtium- Rumex Rumex
Officinalis fontana aquaticum acetosella induratus

a-tocoferol 8,75+0,57d 4523+5,65b 22,30+0,16 ¢ 52,24+9,18ba 62,55+1,61a
B-tocoferol 0,31+0,02¢ 1,76 £0,35b 0,66 + 0,02 cb 4,83+0,93a 0,50+0,02 ¢
y-tocoferol 2,30+0,15¢ 8,63+1,37¢ch 2,09+0,05¢ 2491+568a 1565+0,41b
d-tocoferol 0,13+0,01c 0,98+0,04c 1,37+0,24c 16,71+1,08a  558+0,56 b
Tocoferois totais 11,49+0,70 c 56,60+ 7,40 b 26,42+043¢c 98,69+16,86a 84,28+0,62a
Vitamina C 19,09+ 1,73 d 39,48 +7,23 ¢ 17,34+ 3,22 d 180,48 +4,38 b 1064,51+2,56a
p-caroteno 2,35+0,04b 3,80+0,32a nd nd nd
Licopeno Nd nd 1,42+0,04c 3,42+0,06b 4,80+0,06a
Clorofilaa 2,40+0,05d 8,80+0,64c 10,26 £ 0,04 b 11,18+0,05a 10,86+ 0,09 a
Clorofila b 0,54+0,03¢ 2,70+0,33d 10,87+0,10 b 725+0,22¢c  13,62+0,22a

nd- not detected.

Borago officinalis (borragem), Montia fontana (merujas), Rorippa nasturtium-aquaticum

(agrido), Rumex acetosella (azedinhas) e Rumex induratus (azedas).

Foram detectados as quatro isoformas de tocoferois, sendo o a-tocoferol o

principal composto em todas as espéecies. As espécies de Rumex apresentaram 0s teores

mais elevados de tocoferdis (84-99 mg/100 g), sem diferenga estatistica significativa

(p<0,05), com os niveis mais altos de todas as isoformas. O perfil de tocoferois de R.

acetosella (azedinhas) é apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Perfil individual de tocoferdis de Rumex acetosella (azedinhas): 1-a-tocoferol; 2-p-
tocoferol; 3- y-tocoferol; 4- 5-tocoferol; 5-tocol (PI).

A espécie R. induratus (azedas) apresentou niveis de vitaminas mais elevados
que uma amostra de Rumex vesicarius da Arabia Saudita (253 e 4.7 mg/100 g de acido
ascaorbico e tocoferdis, respectivamente) (Alfawaz, 2006).

Pigmentos como as clorofilas a e b foram encontrados em todas as verduras
estudadas, sendo que o primeiro se apresentava em maior quantidade nas azedas e
azedinhas, sem diferenca estatistica significativa (p<0,05) e o segundo nas azedas (14
mg/100 g; Tabela 4). O B-caroteno nao foi detectado no agrido nem nas duas espécies
de Rumex. No entanto, este pigmento foi encontrado huma amostra de agrido obtida no
Reino Unido (4,7 mg/100g de massa fresca), utilizando um método de HPLC (Hart &
Scott, 1995). O licopeno ndo foi detectado na borragem nem nas merujas, e 0S niveis
mais altos foram encontrados, mais uma vez, nas azedas (5 mg/100 g).

As analises realizadas permitiram a primeira caracterizacdo destas verduras
silvestres quanto a sua composi¢cdo em vitaminas (&cido ascorbico e tocoferois) e
pigmentos (clorofilas e carotendides), uma vez que os relatdrios disponiveis na literatura
descreveram resultados em sementes de B. officinalis (Velasco & Goffman, 1999) e

Nasturtium officinale cultivada (Gongalves et al., 2009).
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3.3. Nao-nutrientes bioactivos

A composicdo em ndo-nutrientes e atividade antioxidante das verduras silvestres
estudadas apresenta-se na Tabela 5.

Tabela 5. Composicdo em ndo-nutrientes e propriedades antioxidants (valores de ECsy) das
cinco espécies estudadas. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas

(p<0,05).
Borago Montia Rorippa Rumex Rumex
officinalis fontana nasturjtium- acetosella induratus
aquaticum
Fendis (mg EACI/g extracto) 177,50+2,57b 93,26+3,40d 98,10+1,86c 200,07+091a 178,61+3,66b
Flavonéides (mg EC/g extracto) 88,17+2,73a 2588+1,01d 3517+336c 67,91+3,02b  89,78+28la
Flavonéis (mg EQ/g extracto) 51,71+053b 24,40+1,23d 32,76+0,67¢c 56,95+0,40b 57,17+ 1,17 a
Antocianinas (mg EM/g extracto) 51,50+1,29a 14,02+0,32d 14,81+0,42d 3549+0,10c  42,94+158b
Esteres tartaricos (mg EAC/g extracto) 34,88+293b 18,43+0,78c 19,72+0,69c 36,43+1,23b  39,99+3,23a
Actividade captadora de DPPH (mg/ml) 0,07+0,00c 0,22+0,0l1a 0,13+0,03b 0,03+0,00d 0,03+0,00d
Poder redutor (mg/ml) 0,23+0,01¢ 0,84+0,02a 0,74+0,02b 0,16 +0,01d 0,22+0,01c
Inibicéo da descoloracéo do -caroteno 0,13+0,02¢ 0,46+0,04b 0,85+0,16a 0,12+0,01¢c 0,19+0,03¢c
(mg/ml)
Inibicdo de TBARS (mg/ml) 0,14+0,00c 0,25+0,010b  0,38+0,06a 0,11 + 0,02 cd 0,10+0,01d

Borago officinalis (borragem), Montia fontana (merujas), Rorippa nasturtium-aquaticum
(agrido), Rumex acetosella (azedinhas) e Rumex induratus (azedas).

As azedas apresentaram o0s melhores resultados na actividade captadora de
radicais DPPH, inibicdo da descoloracdo do p-caroteno e inibicdo de formacdo de
TBARS, 0 que estd em concordancia com os seus elevados niveis de flavondides (90
mg EC/g de extracto), flavondis (57 mg EQ/g de extracto) e ésteres tartaricos (40 mg
EAC/g de extracto). Esta planta tinha ja sido reconhecida como sendo uma fonte de
flavondides, incluindo flavonas glicosiladas (Ferreres et al., 2007). As azedinhas
demonstraram também boas propriedades antioxidantes com a concentracdo mais
elevada de fendis (200 mg EACI/g extracto).
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A borragem apresentou maior inibicdo da descoloracdo do p-caroteno com 0s
mais altos niveis de antocianinas (52 mg EM/g de extracto) e concentragdo de
flavonoides, sem diferenca estatistica (p<0,05) das azedas (88 e 90 mg EC/g de
extracto, respectivamente). Os extractos metanolicos de sementes de borragem da
Tunisia revelaram muito menor teor de compostos fendlicos (medido pelo método de
Folin-Ciocalteu) e efeito captador de radicais DPPH, que as folhas (Mhamdi et al.,
2010). As propriedades antioxidantes de sementes de borragem foram atribuidas aos
seus constituintes fendlicos, incluindo os &cidos fendlicos, como os &cidos rosmarinico,
siringico e sindpico (Wettasinghea et al., 2001). Extractos etanolicos de folhas de Italia
revelaram um teor inferior de fendis e flavonoides (97 e 9 mg equivalentes de acido
clorogénico/g de extracto, respectivamente), mas actividade captadora de radicais
DPPH ligeiramente superior (0,06 mg/ml) (Conforti et al., 2008). Ao que parece, as
suas propriedades antioxidantes estdo relacionados com outros antioxidantes, que nédo
correspondem a compostos fendlicos. O extrato metandlico de R. nasturtium-aquaticum
estudado demonstrou niveis semelhantes de fendis, maior concentracao de flavonoides e
inibicdo de TBARS e menor efeito captador de radicais DPPH que os extractos de
etanol:agua de uma amostra do Irdo: 96-97 mg equivalentes de acido galico/g de
extracto, 62-63 mg equivalentes de catequina/g de extracto, 0,27 mg/ml e 0,12 mg/ml,
respectivamente) (Yazdanparast et al., 2008; Bahramikia & Yazdanparast, 2010). Ha
também relatdrios disponiveis sobre as propriedades antioxidantes (Hassimotto et al.,
2009) e a composicdo em flavondides (Justesen & Knuthsen, 2001) de amostras
cultivadas.

Foram estabelecidas correlacfes lineares negativas entre o teor de ndo-nutrientes
e os valores de ECsp da actividade antioxidante (Tabela 6), o que prova que as verduras
silvestres com maior teor de nutrientes bioactivos sdo as mais eficientes na actividade
antioxidante (com os menores valores de ECsy). As correlacbes foram mais
significativas para o ensaio do poder redutor. A actividade captadora de radicais DPPH
relaciona-se melhor com flavondis, o poder redutor com fenois e flavondides, a inibicédo
de descoloragdo do -caroteno com fendis e a inibicdo de TBARS com fendis e ésteres

tartaricos.
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Tabela 6. Correlagdes estabelecidas entre fenois, flavonodides, flavondis, antocianinas ésteres tartaricos e os valores de ECs, de actividade atioxidante.

Actividade captadora
de DPPH (mg/ml)

Poder
Redutor (mg/ml)

InibicAo da descoloragéo do

[-caroteno (mg/ml)

Inibicéo de
TBARS (mg/ml)

Equacéo linear R? Equago linear R Equac&o linear R? Equag&o linear R
Fenois y=-0,0015x+0,3211 0,8116 y=-0,0065x+1,4032 0,9810 y=-0,0054x+1,1565 0,7032 y=-0,0021x+0,5149 0,7489
(mg EACI/g extracto)
Flavonoides y=-0,0024x+0,2423 0,7256 y=-0,0101x+1,0603 0,8564 y=-0,008x+0,8458  0,5547 y=-0,0033x+0,3977 0,6272
(mg EC/g extracto)
Flavanois y=-0,0054x+0,3330 0,9189 y=-0,0213x+1,3883 0,9726 y=-0,0158x+1,0569 0,5518 y=-0,0066x+0,4907 0,6538
(mg EQ/g extracto)

y=-0,0039x+0,2180 0,6052 y=-0,0176x+0,9963 0,8241 y=-0,0152x+0,8377 0,6413 y=-0,0058x+0,3812 0,6318
Antocianinas
(mg EM/g extracto)
Esteres tartaricos y=-0,0073x+0,3130 0,7973 y=-0,0303x+1,3424 0,9099 y=-0,0152x+1,0879 0,6212 y=-0,0103x+0,5048 0,7417

(mg EAC/g extracto)
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IV. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se caracterizar a composicéo
nutricional e nutracéutica de cinco plantas silvestres comestiveis provenientes da regiao
de Trés-os-Montes: Borago officinalis L. (borragem), Montia fontana L. (merujas),
Rorippa nasturtium-aquaticum (L.) Hayek (agrido), Rumex acetosella L. (azedinhas) e
Rumex induratus Boiss. & Reut. (azedas). Para tal, determinou-se a sua composi¢do em
macronutrientes, micronutrientes e ndo-nutrientes.

Na pesquisa de macronutrientes analisou-se o seu valor nutricional em
humidade, proteinas, lipidos, glicidos e cinzas, segundo métodos oficiais de analise,
bem como o perfil individual de acglcares por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de indice de refraccdo (HPLC-RI) e de acidos gordos por
cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chama (GC-FID). A
analise de micronutrientes incluiu a determinacdo de tocoferois por HPLC-
fluorescéncia, acido ascorbico e carotendides por tecnicas espectrofotometricas. A
analise de ndo-nutrientes consistiu na determinacdo de compostos fitoquimicos com
actividade antioxidante como fendis, flavonoides, flavondis e antocianinas, tendo sido
também avaliada a actividade antioxidante com recurso a quatro ensaios in vitro:
actividade captadora de radicais livres, avaliagdo do poder redutor, capacidade de
inibicdo da descoloragdo do [-caroteno e inibicdo da peroxidacdo lipidica em
homogeneizados cerebrais.

Concluiu-se que as plantas em estudo apresentavam um elevado potencial
nutricional e antioxidante uma vez que foram encontrados 0S compostos acima
referidos. A espécie R. induratus (azedas) revelou os maiores teores de acucares, acido
ascérbico, tocoferois, licopeno, clorofilas, flavonoides, flavondis, ésteres tartaricos e
capacidade antioxidante, expressa em actividade captadora de radicais DPPH, inibicao
de descoloragdo do B-caroteno e inibicdo de formacdo de TBARS. Por sua vez, a
espécie R. nasturdium-aquaticum (agrido) mostrou razées de PUFA/SFA e n-6/n-3 mais
saudaveis, e a espécie B. Officinalis (borragem) provou ser uma fonte de acido y-
linolénico e outros acidos gordos da série n-6.

Assim, a inclusdo destas verduras, das quais tradicionalmente se consumiam
sobretudo as folhas, na dieta contemporanea deve ser considerada de forma a contribuir

na ingestdo diaria de antioxidantes naturais. Podem ainda ser encontradas outras
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aplicacdes na prevengdo de doencgas cronicas relacionadas com o stress oxidativo, uma
vez que 0S seus constituintes apresentam propriedades antioxidantes nomeadamente,
actividade captadora de radicais livres, podendo ser incluidas em formulacdes de
nutracéuticos ou consumidas como alimentos funcionais devido as suas caracteristicas
nutricionais.

O estudo do conhecimento e uso tradicional de plantas medicinais tem em vista
recuperar o patrimonio cultural tradicional assegurando a sua sobrevivéncia e
continuidade, optimizar os usos populares através do desenvolvimento de novos
produtos com funcbes terapéuticas a um baixo custo e reunir 0s conhecimentos
tradicionais de forma a poderem ser utilizados em processos de desenvolvimento
tecnoldgico (Amorozo 1996; Elisabetsky et al., 2001; Fonte et al., 2005).

Uma vez que um terco da populacdo ndo tem acesso a medicamentos, torna-se
importante o desenvolvimento de politicas nacionais de avaliacdo e regulacéo da pratica
da Medicina Tradicional, a criacdo de uma base de evidéncias mais forte para a
qualidade, eficacia e seguranca dos produtos e praticas desta medicina, a certificacdo
sobre a disponibilidade e acessibilidade bem como a promocdo do uso terapéutico
solido e documentacao da Medicina Tradicional e seus remédios (OMS, 2002).

Em suma, este trabalho visa sublinhar a importancia do consumo de plantas
silvestres aliando um estudo cientifico das caracteristicas das plantas aos conhecimentos
empiricos que remontam aos tempos mais antigos, com o intuito de sensibilizar e
incentivar a populacdo para o uso destas plantas quer na dieta quer na formulacdo de

novos alimentos ou medicamentos a base de produtos naturais.
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