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RESUMO

Neste trabalho, estudaram-se duas das hortaligas cultivadas e tradicionalmente
consumidas nas regidoes do Norte de Portugal: espigos e grelos, designacbes que
correspondem as inflorescéncias de couve-nabo (Brassica napus var napus) e de
couve-tronchuda ou couve-Portuguesa (Brassica oleracea var costata),
respetivamente. Determinou-se a sua composi¢cao quimica, o perfil nutricional e as
suas propriedades antioxidantes, avaliadas in vitro utilizando quatro ensaios
diferentes: atividade captadora de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), poder
redutor, inibicdo da descoloragdo do 3-caroteno e inibicdo da peroxidagado lipidica pela
diminuicdo da formacdo de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) em
homogeneizados de células cerebrais.

As amostras estudadas revelaram ser vegetais nutricionalmente equilibrados,
em particular os espigos que mostraram conter teores mais elevados de humidade,
proteinas, energia, lipidos, B-caroteno e vitamina C. Os grelos revelaram maiores
teores de cinzas, glucidos, agucares (incluindo frutose, glucose, sacarose e rafinose),
acido gordo n-3 essencial, acido a- linolénico, as melhores razées PUFA/SFA e acidos
gordos n-6/n-3, tocoferdis, licopeno, clorofilas, fendis, flavonoides, apresentando
também mais propriedades antioxidantes.

Os beneficios para a saude inerentes ao consumo destas duas espécies estdo
associados as suas propriedades antioxidantes, reforcando desta forma, a sua inclusdo
em dietas saudaveis e equilibradas. Este trabalho enfatiza o interesse do consumo de
espécies tradicionais, validando a sua utilizacdo empirica, mas também conferindo

valor acrescentado a estes produtos regionais ja utilizados ha varios anos.
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ABSTRACT

Two traditional cultivated vegetables highly consumed among Northern
Portuguese regions were tested for their chemical composition, nutritional profile and
in vitro antioxidant properties using four assays: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
radicals scavenging activity, reducing power, inhibition of B-carotene bleaching and
inhibition of lipid peroxidation by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
assay. The studied varieties of two Brassica species, locally known as “grelos” (rape)
and “espigos” (“tronchuda” cabbage) are nutritionally well-balanced vegetables;
particularly “tronchuda” cabbage revealed the highest levels of moisture, proteins, fat,
energy, PB-carotene and vitamin C; rape gave the highest contents of ash,
carbohydrates, sugars (including fructose, glucose, sucrose and raffinose), essential n-3
fatty acid a-linolenic acid, and the best ratios of PUFA/SFA and n-6/n-3 fatty acids,
tocopherols, lycopene, chlorophylls, phenolics, flavonoids, and also the highest
antioxidant properties. The health benefits associated to the antioxidant properties
reinforce their contribution to a healthy and balanced diet, highlight the interest of
their consumption, validate the empirical use and add new values to

traditional/regional products which have been used for a long time.
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I.  INTRODUGCAO

1.1. Consumo de espigos e grelos no Norte de Portugal

Na Peninsula Ibérica, as verduras silvestres e cultivadas assumem um papel
particularmente importante como alimentos basicos ja desde a antiguidade.

Os padrdes alimentares e o conhecimento sobre a alimentagao local fazem
parte da heranga cultural do Mediterraneo que, infelizmente, estd a mudar e a
desaparecer rapidamente, principalmente em virtude do éxodo rural e do abandono
das praticas tradicionais/regionais da agricultura, mas também devido aos estilos de
vida globais que tém sido introduzidos nas sociedades rurais.

No entanto, a descoberta do conceito de nutracéuticos e alimentos funcionais,
tornaram-se questdes essenciais para a dieta e comportamentos nutricionais. Assim, o
potencial nutricional de vegetais locais (silvestres e cultivados ha séculos) e os seus
potenciais beneficios para a saude, tém sido reconhecidos como importantes dominios
de investigacdo.

Os espigos, inflorescéncias de couve-tronchuda ou couve-Portuguesa (Brassica
oleracea L. var costata DC) e os grelos, inflorescéncias de couve-nabo (Brassica napus
L. var napus), sdo exemplos de vegetais amplamente cultivados e tradicionalmente
consumidos pelas comunidades rurais do Norte de Portugal. Algumas variedades
regionais muito antigas, cultivadas no Outono/Inverno e resistentes as baixas
temperaturas, sao aproveitadas para diversas finalidades, sendo por isso consideradas
cultivos de uso multiplo. Proporcionam raizes tuberosas (nabos), caules, folhas e
inflorescéncias, que sdao empregues tanto na alimentacdo animal como humana. A
matéria vegetal sobrante que fica no terreno é reciclada e incorporada no solo.
Algumas plantas sdo deixadas propositadamente nas parcelas até a maturacdo do
fruto e deiscéncia dos frutos para a producao de semente (Carvalho, 2010).

De acordo com inventdrios etnobotanicos realizados na regido, varios

consumidores consideram que estes produtos alimentares obtidos nos meses de frio
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sdo mais saborosos e nutritivos, ja que a ocorréncia de geadas contribui para uma
melhoria das suas propriedades organoléticas e da digestibilidade (Carvalho, 2010).

Das espécies estudadas consomem-se as folhas e também as raizes tuberosas,
no caso da couve-nabo, durante o Outono e Inverno Estas verduras sao
frequentemente utilizadas como acompanhamento de pratos de peixe e carne e sdao
ingredientes importantes da tradicional feijoada, em particular da feijoada
Transmontana. As inflorescéncias que se formam nos ramos terminais no final do
Inverno e inicio da Primavera s3ao muito apreciados em sopas, arroz e como
acompanhamento de enchidos (Carvalho, 2010).

Atualmente, estes vegetais sdo incluidos em muitos menus gastronémicos e
eventos gourmet nacionais. Para além deste interesse renovado nas verduras
tradicionais, os potenciais beneficios para a salde e a recuperacdo de habitos e
alimentos populares, podem contribuir para a revitalizaggo do consumo e,
consequentemente, para o incentivo do cultivo e comercializacdo a precos justos para

produtores e consumidores.

1.2. Alimentos funcionais

Os vegetais sdo considerados alimentos funcionais, que contém substancias ou
mesmo nutrientes que fornecem beneficios a salde, seja como forma de prevencdo ou
mesmo como tratamento de doencas. De uma forma geral, os alimentos funcionais
sao considerados promotores de saude. Isto ocorre porque na sua composi¢cdao sao
encontrados compostos bioativos, capazes de atuar como moduladores de processos
metabdlicos, que desta forma previnem o aparecimento precoce de doengas
degenerativas. Desta forma, esta cada vez mais claro que existe uma relacdo estreita

entre os alimentos que consumimos e a nossa saude.

Contudo, é necessdrio que o consumo destes alimentos seja regular a fim de
gue os seus beneficios sejam alcancados. Dai dever existir um maior consumo de
vegetais e fruta, pois parte dos componentes ativos estudados estdo contidos nesses

alimentos.
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Sabe-se que as plantas possuem acucares livres, acidos organicos, aminoacidos
(livres e incorporados em proteinas), lipidos e minerais que sdao componentes naturais
de muitas frutos e vegetais, e que desempenham um papel importante na
manutenc¢ao da sua qualidade, sendo ainda determinantes para o seu valor nutritivo
na dieta humana (Ayaz et al.,, 2006; Belitz e Grosch, 2006). Além disso, diversos
estudos epidemioldgicos tém indicado que uma elevada ingestao de produtos vegetais
estd associada a um risco reduzido de uma série de doencas crénicas, nomeadamente
aterosclerose e cancro (Farag e Motaal, 2010; Gosslau e Chen, 2004; Gundgaard et al.,
2003; Kris-Etherton et al., 2002). Estes efeitos benéficos tém sido parcialmente
atribuidos a compostos com atividade antioxidante.

A fruta e os vegetais, além do seu elevado poder em antioxidantes, tem
inUmeros nutrientes e compostos conhecidos e desconhecidos, que de certa forma
podem interagir de uma maneira especifica de forma a afetar positivamente a saude

humana (Kubo et al., 2008).

De acordo com ensaios clinicos e estudos epidemioldgicos existe uma
correlagdo inversa entre a ingestao de fruta e produtos horticolas e a ocorréncia de
doenca cardiovascular (DCV), sindromas inflamatdrios, cancro e doencas relacionadas
com o envelhecimento, levando de certa forma a uma menor mortalidade (Prior et al.,
2000). Este facto deve-se principalmente a presenca de varios antioxidantes na fruta e
nos legumes, nomeadamente vitamina C, vitamina E, polifendis e carotenoides (Kondo

et al., 2009).

Os alimentos funcionais e os nutracéuticos ndo curam doencgas, apresentam
principios ativos capazes de prevenir ou reduzir os seus ricos. Entre as doengas mais
investigadas estdo as cardiovasculares, cancro, hipertensdo, diabetes, doencas
inflamatdrias e intestinais, algumas infecdes reumdticas e doenca de Alzheimer. No
entanto, esses alimentos sé funcionam se fizerem parte de uma dieta equilibrada,

acompanhada de exercicio fisico.

Além de tudo isto, os vegetais contém um reduzido valor calérico. Neste
sentido é aceite que a dieta de restricdo caldrica diminui a incidéncia de tumores

guimicamente induzidos e aumenta a esperan¢a média de vida, dai levando a reduzir o
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dano oxidativo e alterando as taxas de divisdo celular e/ou apoptose. Este facto ndo so
leva a atenuar a producgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas mitocéndrias do
figado, como também afeta a cadeia transportadora de eletrées (Jiménez- Monreal et

al., 2009).

De certa forma, um regime alimentar com fontes ricas de antioxidantes,
incluindo compostos polifendlicos, vitamina E, vitamina C e carotenoides, parece ser
eficaz na prevenc¢do das doencas relacionadas com o stresse oxidativo (Huang et al.,

2005).

1.3. Antioxidantes em vegetais

1.3.1. Stresse oxidativo

Nos organismos aerdbios, os radicais livres sdo produzidos durante o
funcionamento normal da célula, na maior parte sob a forma de ROS, sendo
posteriormente removidos por espécies antioxidantes presentes na célula (Ferreira et
al., 2007; Valko et al., 2007). Por sua vez, os antioxidantes sdo moléculas naturais que
previnem a formacdo descontrolada de radicais livres e ROS ou que inibem a sua
reacao com as estruturas biolégicas, interrompendo as rea¢gdes em cadeia e formando
radicais com baixa reatividade que sdo facilmente removidos do organismo.

Uma vez produzidos, a maior parte dos radicais livres sdao removidos pelas

defesas antioxidantes da célula que incluem enzimas e moléculas ndo enzimaticas.

A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes sdo uma condicdo essencial para o funcionamento normal do organismo
(Ferreira et al., 2007; Valko et al., 2007). No entanto, ha situacées em que o equilibrio
entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes pode ser destruido devido a uma
producdo excessiva de ROS, ou porque existe uma deficiéncia nas defesas
antioxidantes da célula (Ferreira et al., 2007; Machlin et al., 1987). Assim, a este
desequilibrio chamamos stresse oxidativo e nestas situacdes as ROS em excesso

podem oxidar e danificar lipidos celulares, proteinas e DNA, levando a sua modificacdo
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e frequentemente a inutilizacdo, inibindo a sua funcdo normal (Ferreira et al. 2007; Fu

et al., 1998; Ridnour et al., 2005; Valko et al., 2007).

A este desequilibrio corresponde o stresse oxidativo, que pode ser definido
como o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes.

Devido a vida atual, os antioxidantes do organismo parecem nao ser suficientes
para neutralizar todos os radicais livres produzidos. Assim, aconselha-se o aumento da
ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes (Patel, 2008).

O stresse oxidativo pode ter causas naturais, como o que ocorre em situacdes
de exercicio fisico extremo, ou em processos de inflamacdo; mas pode também ter
causas ndo naturais como a presenca de xenobidticos no organismo (Figura 1). A
producdo nado controlada de radicais livres foi associada com multiplas doencas tais
como: cancro, diabetes, cirrose, doengas cardiovasculares, desordens do foro
neuroldgico e também com o processo de envelhecimento e processos inflamatdrios

(Ferreira et al., 2007; Halliwell et al., 1984; Halliwell, 1996; Valko et al., 2007; Wang et

al., 2007).
esas Consequéncias
Alvos
- Poluentes Ambientais -
{ex: tabaco) « Lipidos - Doengas
- FArmacos Radicais membranares cardiovasculares
» lGes metilicos F j Proteinas :> Desordzans
] neurclagicas
- Radiag3o » Acidos nucleicos 1
8 - Doengas
= Exercicio excessivo » Glicidos pulmonares
» Processos de « Diabates
inflamagan i |
= Arfrite reumatoide
» Envelhecimento

Figura 1: Principais causas e consequéncias da acdo dos radicais livres (Ferreira et al., 2009).

A forma de controlo da producdo excessiva de ROS, pode ser conseguida de
forma a assegurar os niveis adequados de antioxidantes e quelantes de radicais livres;

guer melhorando a qualidade da dieta (maior consumo de vegetais, leguminosas e
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frutos), quer evitando comportamentos que levem a uma maior produgdo de radicais
livres e ROS como o tabaco, o dlcool, a exposicdao excessiva a poluentes ambientais e

xenobidticos (Ferreira et al., 2007; Lachance et al., 2001).

Os mecanismos de acdo dos antioxidantes incluem atua¢des como:

i) Barreiras fisicas, para impedir a producdo de ROS e o acesso a locais bioldgicos
importantes (por exemplo filtros UV e membranas celulares); ii) Mecanismos quimicos,
que "captam" a energia e os eletrdes, eliminando os ROS; os carotenoides, e as
antocianidinas sdo exemplos deste tipo de antioxidantes; iii) Sistema catalitico, que
neutralizam ou deslocam os ROS; sdo exemplo, as enzimas antioxidantes superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a GPx (glutationa peroxidase); iv)
Inativacdo/ligacdo de iBes metalicos, para evitar producdo de ROS; a ferritina,
ceruloplasmina, catequinas sdao exemplos deste tipo de antioxidantes; v) Antioxidantes
de quebra de cadeia, que captam e destruem os ROS; sdo exemplos deste tipo de
antioxidantes o acido ascorbico (vitamina C), tocoferdis (Vitamina E), acido urico,
glutationa, flavonoides (Karadag et al., 2009).

O papel e os efeitos benéficos dos antioxidantes contra varias desordens e
doencas induzidas pelo stresse oxidativo tém sido alvo de grande atencdo.

A exposicao do organismo a radicais livres, provenientes de diversas fontes,
levou o organismo a desenvolver mecanismos de defesa (defesas enddgenas) para
eliminar estes radicais livres (Cadenas 1997; Ferreira et al. 2007). Estas defesas
enddgenas podem ser enzimaticas ou nao enzimaticas. As defesas antioxidantes
enzimaticas sdo em grande niumero e encontram-se espalhadas por todo o organismo,

tanto no meio intracelular como no meio extracelular.

Os antioxidantes enzimaticos incluem as principais enzimas antioxidantes,
nomeadamente catalase e glutationa peroxidase. Alguns exemplos de antioxidantes
ndo enzimaticos incluem a vitamina C e os compostos fendlicos hidrossoluveis e
lipossoluveis (vitamina E e carotenoides) (Ndhlala et al., 2010; Ratnam et al., 2006).

Os antioxidantes mais abundantes nos vegetais sdo as vitaminas C e E, os
carotenoides e os compostos fendlicos, especialmente flavonoides (Podsedek, 2007).

Estes antioxidantes podem atuar em conjunto na neutralizacdo de ROS, de

forma mais eficaz do que um Unico antioxidante dietético, devido a efeitos sinergistas
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gue se observam. Além disso, uma mistura que contenha antioxidantes hidrossollveis
e lipossoluveis tem a possibilidade de captar radicais livres em fases aquosa e lipidica

(Podsedek, 2007).

1.3.2. Antioxidantes hidrossoluveis

1.3.2.1. Vitamina C

O 4cido ascorbico ou vitamina C (Figura 2) é um antioxidante hidrossoluvel,
facilmente absorvido, mas que ndo é armazenada no organismo (Naidu, 2003). A
vitamina C é um indicador comummente utilizado para avaliar a qualidade de
alimentos congelados. Para além 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). Contudo, além de ser um forte antioxidante, é importante para a
absorcdo de ferro, é essencial pela sua atividade na biossintese do colagénio e
neurotransmissores e parece ter acdo imunoestimuladora (Teixeira, 2010). Porém,
apresenta diversos problemas de estabilidade, nomeadamente na presenc¢a de luz,

oxigénio e altas temperaturas.

Figura 2: Estrutura quimica do acido ascérbico.

Determinados cientistas consideram esta vitamina como uma “universal
panacea” devido as suas caracteristicas bioquimicas e fung¢des gerais farmacoldgicas

(Yi et al., 2009). O acido ascorbico parece exercer um papel protetor contra algumas
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doencas relacionadas com o stresse oxidativo, homeadamente cancro e doencas
cardiovasculares (Lehninger et al., 2008).

A vitamina C tem capacidade de captar e neutralizar ROS; o ascorbato é eficaz
contra o radical superéxido, peréxido de hidrogénio, radical hidroxilo (HOe), radical
peroxilo (ROO’) e singletos de oxigénio (*0,). Também capta e neutraliza espécies
reativas de azoto (RNS), prevenindo a nitrosagao das moléculas alvo. Pode desta forma
proteger as biomembranas contra os danos da peroxidacdo lipidica, eliminando os
radicais peroxilo na fase aquosa, antes que este possa iniciar a peroxidac¢ao lipidica (;
Ferreira et al., 2009; Naidu, 2003). A vitamina C tem ainda a capacidade de regenerar
os tocoferdis e tocotriendis.

E de notar que o organismo n3o consegue distinguir a vitamina C natural da
sintética.

As principais proveniéncias da vitamina C sao frutos (laranja, limdo, morangos,
mirtilos, tomate) e produtos horticolas (pimentdo verde, batatas, brécolos, vegetais de

folhas verdes, repolho, couve-flor) (Naidu, 2003).

1.3.2.2. Compostos Fendlicos

No que diz respeito aos compostos fendlicos, efetivamente as plantas contém
varios dos quais sdao reconhecidos como excelentes antioxidantes devido a sua
capacidade para captar radicais livres por transferéncia de um unico eletrdo e as
excelentes propriedades redox dos seus grupos hidroxilos fendlicos (Bors et al., 1987).

Os polifenéis podem ainda ligar-se a ides metdlicos e formar complexos, o que
constitui outro tipo de funcdo antioxidante deste grupo de compostos (Niki, 2010).

Os compostos fendlicos sao fitoquimicos ubiquos no reino Plantae, entre os
guais se encontram os fendis simples, acidos fendlicos (acidos hidroxibenzdicos e
acidos hidroxicinamicos), estilbenos, flavonodides, biflavonéides e proantocianidinas ou
compostos altamente polimerizados. Estes compostos sdo originados a partir das vias

do xiquimato e do acetato-malonato (Silva et al., 2007).
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Além de propriedades antioxidantes, que retardam a oxidacdo de varios
compostos "importantes para a vida" (Amarowicz et al., 2010), a sua presenca

contribui ainda para a parte sensorial dos alimentos, como a cor, o sabor e o aroma.

Os compostos fendlicos podem formar compostos de coordenag¢ao com o ferro,
pelo que s3ao muito estudados para o tratamento e preven¢ao de condigdes
associadas a ROS originados por ferro e stresse oxidativo. O ferro é uma das principais
causas de ROS in vivo, explicada pela reagdo de redugdao do Fe por moléculas
redutoras (NADH) que regeneram o ferro para a reacdo com o H,0, numa reacdo de
Fenton, que conduz a lesdes no DNA e morte celular (Barreira, 2010).

Ha evidéncia de que os compostos fendlicos atuam como antioxidantes,
prevenindo doencas associadas ao stresse oxidativo como a oxidacdo das LDL,
agregacao plaquetaria, danos nas células sanguineas, DCV, cancro, inflamacgdo
(Gharras, 2009; Scalbert et al., 2000) e doencas neurodegenerativas como doenca de

Alzheimer (Niki, 2010) (Figura 3).

[ opcv |
[ Envelhecimento ] ﬂ Diabetes

b Protecgio dos \
<::| compostos |::>
. fenclices na saude
:
[ Hipertensao ]

Figura 3: Beneficios na salide que advém de uma dieta rica em polifendis (Pandey et al., 2009).

Os compostos polifendlicos desempenham fung¢des anti-histaminicas, anti-

inflamatérias, antibacterianas e antivirais.
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A atividade antioxidante de extratos ricos em compostos fendlicos é
normalmente correlacionada com o teor de fendis totais e estes podem ser

quantificados segundo o ensaio de Folin-Ciocalteau (Palacios et al., 2011).
1.3.2.3. Flavonoides

Os flavonoides sdao a maior familia de fitoquimicos presentes em frutos e
vegetais (legumes, cacau, cha, vinho) pelo que, uma dieta rica em flavonoides tem sido
considerada vantajosa para a saude humana. Contudo, os flavonoides ndo podem ser

sintetizados por humanos e animais (Neves et al., 2010).

S3ao compostos naturais, presentes em todas as plantas vasculares, sendo
reconhecidos como os pigmentos responsaveis pelas cores das folhas no Outono e as
varias tonalidades de amarelo, laranja e vermelho das flores e dos géneros
alimenticios.

A atividade bioquimica dos flavonoides e dos seus metabolitos depende da sua
estrutura quimica (Figura 4) e da orientacao relativa dos grupos nos diferentes anéis

(Neves et al., 2010).

Figura 4: Estrutura base dos flavonoides (Gomes et al., 2008).

Os flavonoides presentes nas plantas sdo responsaveis pelas suas propriedades
sensoriais, como a adstringéncia e o amargor (Harborne e Williams, 2000). Encontram-
se divididos em varias familias como os flavondis, flavan-3-6is, flavonas, flavanonas,

antocianinas, chalconas, entre outros, sendo que os componentes mais abundantes
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nas plantas sdo os flavondis, os flavan-3-6is e as antocianinas (Robards e Antolovich,

1997).

Estes compostos, bem como outros compostos fendlicos 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). Sao reconhecidos
antioxidantes dietéticos uma vez que os grupos hidroxilo préximos de sistemas de
eletrées-m conjugados cedem muito facilmente hidrogénio as ROS e RNS (Milbury et
al., 2006). Assim, os flavonoides apresentam uma grande bioatividade enquanto
antioxidantes, ndo sé pelas suas capacidades redutoras, mas também pela influéncia
exercida no estado oxidativo intracelular (Hernandez-Montes et al., 2006), podendo
ainda ter atividade antidepressiva e melhorar a fungdao cognitiva (Samman et al.,

2003).

Para a determinacdo dos flavonoides utiliza-se frequentemente um método
colorimétrico que consiste na adicdo de um reagente contendo cloreto de aluminio e
nitrito de sédio a amostra a analisar dando-se, assim, a formacdo de um complexo
flavonoide-aluminio que, em meio alcalino, apresenta uma coloragao 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 os
flavonoides em metanol absorvem em comprimentos de onda superiores com
intensificacdo da absorcao, 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, o método pode ser pouco exato, fornecendo, geralmente, valores
ligeiramente inferiores relativamente a quantidade de flavonoides totais presente na

amostra (Chang et al., 2002).
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1.3.3. Antioxidantes lipossoluveis

1.3.3.1. VitaminaE

Vitamina E (Figura 5) é um termo muito usado para designar uma familia de
compostos quimicamente relacionados, ou seja, tocoferdis e tocotriendis, com uma
estrutura comum: grupo cromanol e cadeia lateral isoprénica.

O a-tocoferol é o mais comum e o mais ativo biologicamente destas formas de

ocorréncia natural de vitamina E.

OH

H:C CHz

Ha
CHg

H3C, HgC
HaC" ™ Ha

Figura 5: Estrutura quimica do a- tocoferol.

A vitamina E é um poderoso antioxidante lipossolivel, presente nas
membranas, prevenindo mais facilmente a peroxida¢do lipidica. E um composto
essencial das membranas celulares e tem atividade bioldgica especifica na regulacao
da expressao génica, sinalizacao, proliferacdo celular e reproducao (Mamede, 2011).

E constituida por 8 formas diferentes: 4 tocoferdis (o ,B, v, e 8) e 4 tocotriendis
(a, B, v, e 8) (Ferreira et al., 2007; Mamede, 2011).

A vitamina E (tocoferdis), como antioxidante lipofilico pode interagir com
componentes lipidicos das membranas celulares ou com lipoproteinas de baixa
densidade, protegendo-os de danos oxidativos. Face a esta interacdo, resulta uma
oxidacdo dos tocoferdis que sdo transformados em radicais tocoferoxilo reativos que,
por sua vez, podem reagir com lipidos insaturados (TO® + LH > TOH + L°) ou

hidroxiperéxidos lipidicos (TO" + LOOH - TOH + LOOQ"), iniciando a oxidac¢3o lipidica
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(efeito pré-oxidante). Para evitar este efeito, a vitamina E oxidada pode ser novamente
reduzida a sua forma antioxidante através de substancias redutoras em fase aquosa
como o acido ascoérbico. Posteriormente o acido ascérbico (ido ascorbato, AsH’) reage
rapidamente com o radical tocoferoxilo formando o radical ascorbato
(semidesidroascorbato) que regenera o ido ascorbato numa reacdo catalisada pela

semidesidroascorbato redutase (Li e Schellhorn, 2007; Nagaoka et al., 2007).

TO" +AsH = TOH + As™
As” + NADH - AsH + NAD®

Por outro lado, o ascorbato pode sequestrar no plasma radicais aquosos antes
destes poderem oxidar a Vitamina E da fase lipidica. As interacdes entre estes
antioxidantes sdo muito importantes na protecdo das células, uma vez que a
concentracao individual de cada antioxidante pode nao ser suficiente para proteger de
forma efetiva as células da peroxidacao lipidica (Chew, 1995; Ferreira, 2011).

Devido ao seu papel como agente captador de radicais livres, a vitamina E
protege contra doencas degenerativas, nomeadamente cancro e DCV (Ferreira et al.,
2009), uma vez que inibe a oxidacdo. Intervém ainda no processo anti-inflamatério, na

inibicdo da agregacdo plaquetdria e melhora a resposta imune (Dennehy et al., 2010).

Os mecanismos pelos quais a vitamina E pode garantir essa prote¢dao ocorrem
também nos alimentos, especialmente nos alimentos ricos em 4acidos gordos
polinsaturados como nozes, sementes, 6leos vegetais, vegetais de folhas verdes e

cereais fortificados.

1.3.3.2. Carotenoides

O interesse da determinacado de carotenoides em diversos alimentos tem vindo

a aumentar devido aos seus possiveis beneficios para a saude.
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Sdo lipossoluveis e o seu transporte faz-se através de lipoproteinas. S3o um dos
principais grupos de pigmentos com utilizacdo generalizada na industria alimentar

(Mukhopadhyay, 2001).

A determinacdo destes compostos é 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 carotenoides, embora nas tabelas frequentemente disponiveis da composicao de
alimentos, se encontre expresso apenas o B-caroteno (Figura 6) e equivalentes de B-

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

Figura 6: Estrutura quimica do B-caroteno.

O B-caroteno é um carotenoide pertencente a classe dos terpenos (lipidos
simples) e apresenta uma estrutura poliisoprénica com uma longa cadeia de ligacGes
duplas conjugadas responsdvel pela sua reatividade quimica e propriedades de
absorcdo de luz, apresentando em cada extremidade da molécula um ciclo-hexeno

substituido (Ferreira, 2011; Lehninger et al., 2008).

O B-caroteno tem cor laranja, sendo frequentemente adicionado a alimentos
para fornecer uma coloracdo uniforme (Mukhopadhyay, 2001). Exibe uma ampla gama
de funcBes potencialmente anticancerigenas: é um captador poderoso de '0,, que
pode causar danos significativos em macromoléculas, incluindo DNA e lipidos; é um
precursor do Aacido retindico, que é um regulador da diferenciacdo das células
epiteliais; parece melhorar a comunicacdo intercelular e melhorar a fungcdo imune

(Debier et al., 2005).

Propriedades Nutricionais e Nutracéuticas de Grelos e Espigos



; ; ipb INSTITUTO P_Dl!;rqu_lCD DE BRAGANGA
Scola Supernior grana Introdugéo

Os carotenoides exercem diferentes a¢bes benéficas, incluindo atividade
antioxidante, refor¢o imunitario, inibicdo da mutagénese e inibicdo de lesdes pré-

malignas, doencas cardiovasculares e osteoporose (Rao e Rao, 2007).

1.4.Enquadramento do estudo e objetivos

Existem na literatura alguns estudos das propriedades antioxidantes e da
composicdao fendlica e em acidos organicos de inflorescéncias (Sousa et al., 2008),
folhas (Vrchovska et al., 2006) e sementes (Ferreres et al., 2007) de couve-tronchuda
(Brassica oleracea L. var costata DC..). No entanto, parece ndo haver estudos acerca do
seu valor nutricional e da caracterizacdo detalhada em acucares, acidos gordos,
vitamina C, vitamina E e carotenoides.

Por outro lado, este parece também ser o primeiro estudo sobre as
propriedades nutricionais e antioxidantes de grelos (inflorescéncias de couve-nabo,
Brassica napus L. var. napus).

A determinacdo da composicao quimica de espigos e grelos torna-se
importante, devido ao enorme consumo destas hortalicas no norte de Portugal.

Os objetivos deste trabalho foram:

i) aumentar o conhecimento sobre os agucares livres, acidos gordos e antioxidantes
lipossoluveis (vitamina E e carotenoides) e hidrossoluveis (acido ascérbico, fendis e
flavonoides) presentes em materiais vegetais, neste caso espigos e grelos;

ii) apresentar o perfil nutricional das plantas e as suas propriedades antioxidantes, a
fim de avaliar a sua importancia na dieta das pessoas que os consomem,;

iii) aumentar o valor dos produtos alimentares locais, que tém sido utilizados ao longo

de muitas geracdes.
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Il.  MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Com base em inventarios etnobotanicos realizados em Tras-os-Montes (Carvalho,
2010), foram selecionados dois tipos de hortalica conhecidos localmente por grelos e
espigos. Os materiais vegetais analisados correspondem assim as partes floridas de
variedades de duas espécies da familia botanica Brassicaceae, Brassica napus L. e

Brassica oleracea L.

Tradicionalmente os “grelos”, referem-se as partes aéreas com flores amarelas de
Brassica napus L. var.napus, e os “espigos”, aos caules terminais de flores brancas de
Brassica oleracea L. var. costata DC. (nomenclatura de acordo com Castroviejo et al,

2003).

No final do Inverno e inicio da primavera os produtores iniciam a colheita faseada
de espigos e grelos que comercializam em molhos nos mercados locais. As amostras
empregues neste estudo foram constituidas a partir de material vegetal adquirido a
pequenos agricultores no mercado local em 2009. Para a sua preparagdao usaram-se
varios molhos de grelos e espigos, de aproximadamente 1kg, e destacaram-se os 30 cm
de caules terminais floridos, formados por caules tenros e folhas alternas, eixos das
inflorescéncias (caules finos que suportam bracteas e flores), bracteas florais (pecas
semelhantes a pequenas folhas que protegem as flores) e flores. A selecdo da matéria
vegetal a incluir e a respetiva preparacdo tiveram em conta os critérios e preferéncias

dos consumidores locais, registados em inventdrios etnobotanicos (Carvalho, 2010).

Para cada espécie, a matéria vegetal selecionada foi previamente misturada e

homogeneizada, tendo de seguida sido retiradas as varias amostras para analise.

A identificacdo e caracterizacdo do material vegetal respeitou os descritores da
Flora Ibérica. A nomenclatura utilizada para designar as espécies estudadas segue

também as indicacOes da Flora Ibérica (Castroviejo, 2003).
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Exemplares secos e prensados de cada espécie encontram-se depositados no

Herbario da Escola Superior Agrdria de Braganga (BRESA).

As amostras foram liofilizadas usando o equipamento Ly-8-FM-ULE (Snijders,

Holanda), reduzidas a pé e mantidas a -20 2C até posterior andlise.

2.2. Padroes e Reagentes

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 padrdao com 37 ésteres
metilicos de 4cidos gordos (FAME) (C4-C24; norma 47885-U) foi adquirida na Sigma (St.
Louis, MO, EUA), assim como outros isémeros individuais de acidos gordos, acido
ascoérbico, padroes de tocoferdis (a, B, y e 6-isoformas), padrées de aclcares e os
padrdes utilizados nos ensaios de atividade antioxidante: trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), acido gdlico, 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 agua foi

tratada num sistema de purificacdao Milli-Q (TGl Water Systems, EUA).

2.3. Valor Nutricional

2.3.1. Macronutrientes

Para estudar a composicdo 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 extracdo com éter de petrdleo de
uma massa conhecida de amostra em po, usando um aparelho de Soxhlet e o teor de

cinzas determinou-se por incineracdo a 600+15 2C. Os glucidos calcularam-se por
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diferenca (100 — (g proteinas + g lipidos + g cinzas)) e a energia total foi calculada

usando a seguinte equacgao:

Energia (kcal) = 4 x (g proteinas + g glucidos) + 9 x (g lipidos).

2.3.2. Acucares livres

Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), conforme descrito por Barros
et al. (2010a), utilizando melezitose como padrdo interno (Pl, 5 mg/mL). A amostra
liofilizada (1 g) foi enriquecida com o Pl e extraida com 40 mL de etanol a 80% durante
30 min a 80 2C. A suspensdo resultante foi centrifugada (centrifuga refrigerada
Centorion K240R-2003) a 15.000g durante 10 min. O sobrenadante foi concentrado a
60 °C sob pressao reduzida; os vestigios de lipidos foram removidos em trés lavagens
sucessivas com 10 mL de éter etilico. Apds a concentragdo a 40 2C, os residuos sélidos
foram dissolvidos em agua para um volume final de 5 mL e filtrados através de filtros

de nylon 0,2 mM da Whatman.

Os agucares 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 detetor de Rl (Knauer Smartline 2300).

Os dados foram analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex). A separacao
cromatografica foi conseguida com uma coluna 100-5 NH,; Eurospher
(4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer) operando a 302C (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, utilizando o método do padrao interno e usando curvas de
calibracdo obtidas de padrdes de cada composto (frutose, glucose, sacarose, trealose e
rafinose; 0,18- 0,24 mg/mL) e os resultados foram expressos em g por 100 g de massa

seca.
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2.3.3. Acidos Gordos

O método utilizado na determinagdo de acidos gordos, apds trans-esterificagao,
foi a cromatografia gasosa com dete¢do por ionizacdo de chama (GC-FID)/ coluna
capilar, como descrito por Barros et al. (2010a). A massa obtida apds extragdo em
Soxhlet foi misturada com 5 mL 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 dgua desionizada com o objetivo de separar
as diferentes fases. Recuperou-se a FAME com 3 mL de éter agitando em vortex,
removeu-se a dgua presente através de uma microcoluna com sulfato de sédio anidro
e, por fim, recolheu-se a amostra para um vial utilizando um filtro de nylon 0,2 um da

Whatman.

A anadlise de acidos gordos foi feita com a ajuda de um sistema GC modelo DANI
1000 equipado com um injetor split/splitless, detetor FID e uma coluna Macherey
Nagel (30 m x 0.32 mm x 0.25 um). O programa de temperatura do forno foi o
seguinte: a temperatura inicial da coluna foi 50 2C, durante 2 min; em seguida,
aumentou-se a temperatura a 10 2C/min até 240 °C que foi mantida por 11 min. O gas
de transporte (hidrogénio) tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 ©C.
A injecao split (1:40) foi realizada a 250 °C. Para a realizagdo de cada andlise injetou-se
no GC 1mL de amostra. O perfil de acidos gordos foi obtido com base nos tempos de
retencdo relativos dos picos da FAME 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.

2.4. Antioxidantes Lipossoluveis

2.4.1. Tocoferois

O teor de tocoferéis foi determinado segundo um procedimento previamente

otimizado e descrito por Barros et al. (2010b). A 500 mg de amostra liofilizada foram
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adicionados 100 pL de BHT (10 mg/mL) 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 solugao aquosa concentrada de NaCl (2 mL), homogeneizou-se
(1 min) e centrifugou-se (5 min, 4000g). 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 extrato foi redissolvido em 2 mL de hexano e desidratado com sulfato de
sédio anidro, filtrado através de um filtro descartavel LC de nylon 0,22 um da
Whatman, transferido para um vial de injecao ambar e analisado no sistema de HPLC
acima descrito, acoplado a um detetor de fluorescéncia FP-2020 (Jasco, Japao)
programado para excita¢dao a 290 nm e emissao a 330 nm. Os dados foram analisados
usando o software Clarity 2.4 (DataApex). A separacao cromatografica foi conseguida
com uma coluna em fase normal Poliamida Il (250 x 4.6 nm) YMC Waters (Japao)
operando a 30 2C. Utilizou-se uma mistura de hexano e acetato de etilo (7:3, v/v) como
fase moével, a um fluxo de 1 mL/min, e o volume de injecdo foi de 20 uL. A
guantificacdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o método do
padrdo interno e por comparagdao cromatografica com padrdes. Utilizaram-se curvas
de calibracdo obtidas a partir de padrdoes comerciais de cada composto (a, B-, y-e 6-
tocoferol; 0,25-16,00 ug/ml). Os resultados foram expressos em mg por 100 g de

massa seca.

2.4.2. Carotenoides e clorofilas

Os compostos B-caroteno, licopeno e clorofilas a e b foram determinados de
acordo com o método do Nagata e Yamashita (1992), medindo a absorvancia a 453,
505, 645 e 663 nm num espectrofotdmetro Analytiklena 200. 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.
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A quantificacdo foi feita de acordo com as seguintes equacdes:
[-caroteno (mg/100 mL) = 0.216 x Aggz — 1.220 X Agygs - 0.304 x Asgs + 0.452 x Ayss;
Licopeno (mg/100 mL) = — 0.0458 x Aggz + 0.204 X Agss - 0.304 X Asgs + 0.452 x Ayss;
Clorofila a (mg/100 mL) = 0.999 X Aggs - 0.0989 x Aggs;
Clorofila b (mg/100 mL) = - 0.328 x Agez + 1.77 X Agys.

Os resultados foram expressos em mg por 100 g de massa seca.

2.5. Antioxidantes hidrossoluveis

2.5.1. Vitamina C

A vitamina C foi determinada de acordo com o método de Klein e Perry (1982).
A amostra (500 mg) foi extraida com acido metafosférico (1%, 10 mL) durante 45 min a
temperatura ambiente e filtrada através de filtros Whatman N2 4. O filtrado (1 mL) foi
misturado com 2,6-dicloroindofenol (9 mL) e a absorvancia foi medida, apds 30 min, a

515 nm contra um branco.

O teor de vitamina C foi calculado com base na curva de calibragao de acido
L-ascérbico (0,034-5,68 mM), e os resultados foram expressos em mg por 100 g de

massa seca.

2.5.2. Fenois e flavonoides

As amostras (1 g) foram submetidas a uma extracao liquido-sélido, com 50 mL
de metanol durante 1 h (252C a 150 rpm) e filtradas com papel Whatman n2 4. O
residuo foi posteriormente extraido com 50 mL de metanol. Os extratos metandlicos
combinados foram evaporados a 352C sob pressdo reduzida (evaporador rotativo
Blichi R-210); o residuo foi novamente dissolvido em metanol de modo a atingir-se

uma concentracdo conhecida.
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Os fendis totais foram estimados com base em procedimentos descritos por
Wolfe et al. (2003) com algumas modificagdes. Uma aliquota da solugdo de extrato
(1 mL) foi misturada com o reagente de Folin-Ciocalteu (5 mL, previamente diluido em
agua 1:10 v/v) e carbonato de sédio (75 g/L, 4 mL). Os tubos foram levados ao vortex
durante 15 s, e deixaram-se repousar durante 30 min a 402C para se poder observar o
desenvolvimento da cor. A absorvancia foi entdo medida a 765 nm. O 4cido gdlico foi
utilizado para obter a curva padrdo (0,050-0,80 mM), e os resultados foram expressos

como mg de equivalentes de acido galico (GAE) por g de extrato.

Na quantificacdo de flavonoides, a solucdo de extrato (0,5 mL) foi misturada
com agua destilada (2 mL) e solugdo de NaNO, (5%, 0,15 mL), agitando-se a mistura no
vortex. Decorridos 6 min, adicionou-se uma solucdo de AlCl; (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 dgua destilada até um volume final de 5 mL, deixando-se
repousar por 15 minutos. A intensidade da coloragao rosa foi medida a 510 nm (Jia et
al., 1999). Utilizou-se (+)-catequina para construir a curva padrdo (0,016-1,0 mM) e os
resultados foram expressos em mg equivalentes de (+)-catequina (EC) por grama de

extrato.

2.6. Avaliagdo in vitro das propriedades antioxidantes

2.6.1. Geral

Foram aplicados quatro ensaios, realizados in vitro, para avaliar a atividade
antioxidante das amostras (Martins et al., 2010). Foram utilizadas solucdes dos
extratos com diferentes concentrag¢des (0,63-20,00 mg/mL) para encontrar os valores

de EC50.

2.6.2. Atividade captadora de radicais DPPH

Na aplicacdao desta metodologia foi utilizado um Leitor de Microplacas ELX800

(Bio-Tek equipamento, Inc.). Nos pocos da placa foram colocados 30 pL de solucdo de
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extrato com diferentes concentracbes e 270 uL de solugdo metandlica de DPPH
6 x 10 M. Apds 1 hora de repouso ao abrigo da luz, mediu-se a absorvancia a 515 nm
com o objetivo de determinar a redugdao do radical DPPH. A atividade captadora de
radicais livres (ACR) foi calculada como percentagem de descoloracdo do DPPH usando
a equacdo: % RSA = [(ApppH - As)/Apppr] x 100, onde, onde As € a absorvancia da solugdo
na presenga de extrato numa determinada concentracao e Apppy € a absorvancia da
solucdo de DPPH. A concentracao de extrato que fornece 50% da atividade captadora
de radicais (ECso) foi calculada a partir do grafico de ACR em funcdo da concentracao

de extrato. Como padrao foi utilizado trolox.

2.6.3. Poder redutor

A metodologia aplicada a esta andlise requereu a utilizacdo do Leitor de
Microplacas acima mencionado. As diferentes concentragdes de extrato (0,5 mL)
foram adicionados 0,5 mL de solucdo tampdo de fosfato de sédio (pH 6,6; 200 mM) e
0,5 mL de ferricianeto de potassio (1%, w/v, 0,5 mL). A mistura foi incubada a 50 2C
durante 20 min e adicionou-se, posteriormente, 0,5 mL de acido tricloroacético (10%,
w/v). Colocou-se, na placa, 0,8 mL da mistura, 0,8 mL de agua destilada e 0,16 mL de
cloreto de ferro (0,1%, w/v). Mediu-se a absorvancia a 690 nm sendo a concentragido
de extrato com 0,5 de absorvancia (ECsp) calculada a partir do grafico de absorvancia a

690 nm em fungao da concentragao do extrato. O padrao utilizado foi o trolox.

2.6.4. Inibicdo da descoloragdo do B-caroteno

Preparou-se, por dissolucdo, uma solucdo de B-caroteno (2 mg) em cloroférmio
(10 mL). Transferiram-se 2 mL desta solucdo para um baldo de fundo redondo e
evaporou-se a 40 2C sob vdacuo, para remoc¢do do cloroférmio. 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
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contendo 0,2 mL das diferentes concentracGes dos extratos, leu-se a absorvancia a
470nm, e incubou-se a 50 2C em banho-maria sob agitacdo. Apds 2 horas de
incubacdo, mediu-se novamente a absorvancia. A inibicdo da descoloracdo do PB-
caroteno foi calculada utilizando a equagdo: (Absorvancia apdés 2 h de
ensaio/Absorvancia inicial) x 100. A concentragdo de extrato que origina 50% de
atividade antioxidante (ECso) foi calculada por interpolacdo a partir do grafico de
percentagem da inibicdo da descoloracdo do B-caroteno em funcdo da concentragao

de extrato. Utilizou-se, como padrao, trolox.

2.6.5. Inibicdo da peroxidagao lipidica na presenga de substancias
reativas do acido tiobarbiturico (TBARS)

Neste método de determinacdo da inibicdo da peroxidacao lipidica foi utilizado
tecido cerebral de porco (Sus scrofa). O tecido foi dissecado e homogeneizado em gelo
com tampao tris-HCl (20 mM, pH 7,4) numa proporg¢do 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 extrato (0,2mL), acido
ascorbico (0,1 mM; 0,1 mL), sulfato de ferro (10 uM, 0,1 mL) e sobrenadante do
homogeneizado cerebral (0,1 mL), e incubou-se durante 1 hora a 37 2C. Adicionou-se
entdo, acido tricloroacético (28% w/v; 500 pL) com o objetivo de interromper a reagdo,
e TBA (2%, w/v; 0,38 mL), colocando-se novamente a incubar a 80 2C durante 20 min.
Centrifugou-se a 3000g durante 10 min com o intuito de remover as proteinas
precipitadas, e leu-se a intensidade da cor do complexo malondialdeido (MDA)-TBA do
sobrenadante a 532 nm. A percentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica (%) foi
calculada utilizando a seguinte férmula: % = [(A - B)/A] x 100%, onde A e B eram a
absorvancia do controlo e da solu¢dao com o extrato, respetivamente. A concentracao
de extrato que fornece 50% de inibicdo da peroxidacdo lipidica (ECso) foi calculada a
partir do grafico da percentagem de inibicdo da formacdo de TBARS em funcido da

concentracdo de extrato. O padrdo utilizado foi o trolox.
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2.7. Analise estatistica

Para cada uma das espécies foram usadas trés amostras e todos os ensaios
foram efetuados em triplicado. Os resultados foram expressos apresentando o
valor médio e o desvio-padrado. Os resultados foram analisados usando a andlise 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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Resultados e Discussado

3. RESUTADOS E DISCUSSAO

3.1. Valor Nutricional

Os resultados obtidos na avaliacdo da composicdo em nutrientes e valor
energético (expressos em relagdo a massa seca) das amostras de inflorescéncias das

Brassicaceas estudadas (espigos e grelos) apresentam-se na Tabela 1.

Tabela 1: Humidade (g/100 g de massa fresca), nutrientes (g/100 g de massa seca) e valor
energético (kcal/100 g de massa seca) de inflorescéncias de duas espécies do género Brassica
(média + SD, n = 9). Em cada linha, letras diferentes significam, diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).

Brassica oleraceae var costata Brassica napus var napus
(espigos) (grelos)
Humidade 85,96+0,14 b 87,34+0,34 a
Cinzas 7,98+0,01a 7,79+0,07 b
Proteinas 4,19+0,00 b 4,40+0,08 a
Lipidos 3,01+£0,32b 3,92+0,60a
Glucidos 84,82+0,22 a 83,88+0,52b
Energia 383,14+1,15b 388,48+1,93a
Frutose 3,26+0,11b 4,02+0,18a
Glucose 297+0,10b 4,75+0,35a
Sacarose 0,41+0,09a 0,33+0,05a
Trealose 0,20+0,02 a 0,05+0,00 b
Rafinose 0,29+0,02b 0,20+0,01a
Aclcares Totais 7,13+0,30b 9,35+0,61a

A amostra de grelos (inflorescéncias de couve-nabo, Brassica napus var napus)
revelou maior teor de humidade (87,34 g/100 g) do que a amostra de espigos
(inflorescéncias de couve-tronchuda ou couve-Portuguesa, Brassica oleraceae var

costata) (85,96 g/100 g). Os glucidos, calculados por diferenca, foram o
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macronutriente mais abundante, apresentando valores mais elevados a amostra de
espigos (84,82 g/100 g). Na verdade, os espigos além de inflorescéncias, incluem

também pequenas folhas mais fibrosas do que os grelos.

A mesma amostra apresentou um maior teor em cinzas (7,98 g/100 g), mas
menores valores de proteinas (4,40 g/ 100g), lipidos (3,92 g/100 g) e energia (388,48
kcal/100 g) do que a amostra de grelos que, consistentemente, apresenta um maior
nuimero de botbes florais. De acordo com os consumidores habituais, a textura
particular de cada material é bem adaptada as receitas regionais; sendo os grelos
principalmente consumidos salteados ou com arroz suculento, enquanto os espigos

sao, maioritariamente, cozidos ou temperados com azeite (Carvalho, 2010).

O teor de lipidos encontrado na amostra de espigos (couve-tronchuda), foi
superior a registada em couve-galega (Brassica oleraceae, grupo acephala): 2,3 g/100g
de massa seca; Almazan e Adeyeye, 1998). Ao contrario da couve-galega, que tem
crescimento indeterminado e por isso ndo forma cabeca, a couve-tronchuda apresenta
um nucleo coeso de caules e folhas que no final do ciclo de desenvolvimento
contribuem para a forma¢ao de maior numero de inflorescéncias em relagdo ao que

acontece noutro tipo de couves.

Ambas as inflorescéncias apresentaram frutose, glucose, sacarose, trealose e
rafinose como principais acucares (Tabela 1). Os agUcares sdo apenas uma pequena
parte dos glucidos presentes nas amostras (Tabela 1), que também incluem

polissacdridos, como amido e celulose.

Os monossacdridos frutose e glucose foram os acucares mais abundantes nas
amostras de espigos e grelos, respetivamente. Os grelos revelaram o teor mais elevado
de aglcares totais (9,35 g/100 g), com os niveis mais elevados de todos os aglcares, a

exceto do dissacarido trealose.

O valor de agucares totais encontrado na amostra de espigos (7,13 g/100 g) foi
maior do que a concentracdo encontrada em folhas de couve-galega (3,96 g/100 g,
Brassica oleraceae L., var acephala DC..; Ayaz et al., 2006). Além disso, ndo foram

encontrados nessa amostra os oligossacaridos trealose e rafinose.
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Os lipidos sdo, em parte, responsaveis pelas propriedades fisicas e quimicas dos
alimentos e aqueles que apresentam maior interesse nutricional sdo os ésteres de
acidos gordos. Muitas propriedades de lipidios nos alimentos sdo explicadas em

termos de sua composi¢cdo em acidos gordos (Ayaz et al., 2006).

Os resultados da composi¢ao individual em acidos gordos, total de dacidos
gordos saturados (SFA), acidos gordos monoinsaturados (MUFA), acidos gordos
polinsaturados (PUFA) e as razoes PUFA/SFA e n-6/n-3 das inflorescéncias das Brassica

estudadas sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2:Composigdo em 4cidos gordos (percentagem relativa de inflorescéncias de duas espécies
do género Brassica (média = SD, n = 9). Em cada linha, letras diferentes significam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).

Resultados e Discussado

Brassica oleraceae var costata (ESPIGOS) Brassica napus var napus (GRELOS)
C6:0 0,71+0,10 0,25+0,05
C8:0 0,04 £0,00 0,07 £0,01
C10:0 0,11+0,01 0,11 +0,02
C12:0 0,30+0,04 0,15+0,04
C14:0 0,68+0,14 0,43 £0,02
C14:1 0,16 £ 0,01 0,11+0,00
C15:0 0,36 £ 0,06 0,24 +0,03
C16:0 10,87 £1,02 10,41 + 0,03
Cl6:1 0,24 +0,02 0,26 +0,01
C17:0 0,20£0,01 0,16 £ 0,02
C18:0 2,17 +0,23 2,71+0,15
C18:1n9 1,48 +0,14 2,26 +0,01
C18:2n6 19,60 £ 0,86 10,30+ 0,14
C18:3n3 60,56 + 2,76 70,02 £ 0,13
C20:0 0,49 £ 0,06 0,43+£0,00
C20:2 0,21+0,01 0,25+0,02
C20:4n6 0,32+0,03 0,24 +0,03
C20:3n3+C21:0 0,10 £0,00 0,16 £ 0,00
C22:0 0,18 £0,03 0,65 £ 0,05
C22:1n9 0,14+0,04 0,53 £0,02
C24:0 1,02 + 0,00 0,19+0,01
C24:1 0,07 £0,01 0,08 £ 0,00
SFA 17,13+1,70a 15,79+0,03 a
MUFA 2,09+0,22b 3,24+0,00 a
PUFA 80,78+ 191 a 80,97 +0,03 a
PUFA/SFA 4,75+0,58 a 5,13+0.01a
n-6/n-3 0,33+0,03 a 0,15+0,00 b

Acido caproico (C6:0); Acido caprilico (C8:0); Acido caprico (C10:0); Acido laurico (€12:0); Acido miristico
(C14:0); Acido miristoleico (C14:1); Acido pentadecandico (C15:0); Acido palmitico (C16:0); Acido
palmitoleico (C16:1); Acido heptadecandico (C17:0); Acido estedrico (C18:0); Acido oleico (C18:1n9c);
Acido linoleico (C18:2n6c¢); Acido a-linolénico (C18:3n3); Acido araquidico (C20:0); Acido cis-11,14-
eicosadiendico (€20:2c); Acido araquidénico (C20:4n6); Acido cis-11, 14, 17-eicosatriendico e Acido
heneicosandico (C20:3n3 + €21:0); Acido beénico (€C22:0); Acido erucico (€22:1n9); Acido lignocérico
(€C24:0); Acido nervénico (C24:1). SFA- Acidos gordos saturados; MUFA- Acidos gordos moninsaturados;
PUFA- Acidos gordos plinsaturados.
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Observou-se uma prevaléncia do acido a-linolénico (C18:3n3) nas amostras de
espigos e grelos (61 e 70%, respetivamente). O acido linoleico (C18: 2n6) foi também
um acido gordo abundante em ambas as amostras e, portanto, PUFA predominaram

sobre MUFA e SFA.

O valor nutricional dos acidos gordos n-3 e n-6 é muito apreciado pelos seus

efeitos benéficos para a Saude (Guil et al., 1996).

O perfil de acidos gordos obtido para a amostra de espigos foi semelhante a
observada em folhas de couve (Brassica oleraceae L., var. acephala DC.) (Ayaz et al.,

2006). O acido palmitico foi o SFA mais abundante em ambas as amostras (~10%).
Foram identificados e quantificados vinte e dois acidos gordos.

Ambas as amostras revelaram razdes PUFA/SFA superiores a 0,45 e razdes n-
6/n-3 inferiores a 4,0 (Tabela 2), tal como recomendado para uma boa qualidade
nutricional (Guil et al., 1996); os melhores valores foram obtidos nas inflorescéncias de

grelos (5,13 e 0,15, respetivamente).

3.2 Antioxidantes lipossoluveis e hidrossoluveis

Foram determinados antioxidantes lipossoluveis (tocoferdis, carotenoides e
clorofilas) e hidrossoluveis (vitamina C, fendis e flavonoides), e os valores obtidos sdo

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Composicdo em antioxidantes lipossollveis e hidrossoltveis (mg/100 g de massa
seca) de inflorescéncias de duas espécies do género Brassica (média + SD, n = 9). Em cada
linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).

Brassica oleraceae var costata Brassica napus var napus
(espigos) (grelos)
a-tocoferol 12,43+1,94b 48,22 +1,02 a
B-tocoferol 0,92+0,15a 0,68+0,05b
y-tocoferol 2,86+0,53b 6,96 £ 0,04 a
6-tocoferol 0,26 £0,03 b 0,63+0,06a
Tocoferdis totais 16,47 +2,65b 56,49+ 1,20 a
B-caroteno 23,0+0,41a 13,34+1,13 b
Licopeno 1,06 +0,07 b 3,53+0,20a
Clorofila a 28,26+0,01b 43,09+0,00a
Clorofilab 16,50+ 0,00 b 16,84 £0,02 a
Vitamina C 126,39+12,92 a 63,73+3,82b
Fendis 1585,29 £+170,22 b 1745,74 + 52,14 a
Flavonoides 222,57 £+23,90 a 221,01 +6,60a

Foram detetadas as quatro isoformas de tocoferdis, sendo o a-tocoferol o

principal composto em ambas as espécies.

A amostra de grelos apresentou os teores mais elevados de tocoferéis (59,49
mg/100 g de massa seca), com os niveis mais altos de todas as isoformas, exceto
B-tocoferol. B-Caroteno, licopeno e clorofilas a e b foram também quantificados em
ambas as amostras, sendo o primeiro pigmento o mais elevada na amostra de espigos
(23,00 mg/100 g de massa seca, Tabela 3), enquanto que os outros pigmentos
predominaram na amostra de grelos (3,53, 43,09 e 16,84 mg/100 g, respetivamente;

Tabela 3).

Num estudo com vegetais do género Brassica (bréculos, couve de bruxelas,
repolho branco, repolho roxo, couve e couve-flor), Podsedek (2007) indicou a couve
Brassica oleraceae L., var. Acephala DC. como a melhor fonte de antioxidantes
lipossoluveis incluindo carotendides (B-caroteno 9,23 mg/100 g de massa fresca e

luteina + zeaxantina-39,55 mg/100 g de massa fresca) e tocoferdis (o e y-tocoferdis;
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2,15 mg/100 g de massa fresca). As amostras analisadas no presente estudo,
revelaram maiores teores de tocoferdis (2,31 e 7,17 mg/100 g de massa fresca para
espigos e grelos, respetivamente), mas valores mais baixos de B-caroteno (3,23 e 1,69

mg/100 g de massa fresca para espigos e grelos, respetivamente).

A vitamina C, que inclui o acido ascdrbico e o seu produto da oxidagao, o acido
desidroascdrbico, é um nutriente importante nos vegetais e foi quantificado em ambas
as amostras, sendo mais abundante na amostra de espigos (126,39 mg/100 g de massa

seca; Tabela 3).

Outros autores descreveram o conteudo de acido ascérbico em folhas de couve
"tronchuda" (1734,3 mg/100 g de extrato liofilizado; Vrchovska et al., 2006) e em
sementes (854,6 mg/100 g de massa seca; Ferreres et al., 2007). No entanto, o nosso
estudo é o primeiro em inflorescéncias. Uma outra variedade de Brassica oleracea,
mostrou uma concentragdo de acido ascoérbico de 92,6 mg/100 g de massa fresca
(Podsedek, 2007). Nao s6 o processo de cozimento de espécies do género Brassica mas
também a sua manipulacdo (por exemplo, congelacdo), pode afetar a retencdo de
acido ascérbico nos tecidos, devido ao seu elevado grau de solubilidade em agua e
baixa estabilidade, resultando numa grande perda de vitamina C (Francisco et al.,

2010).

Os fendis foram os componentes antioxidantes principais, apresentando a
amostra de grelos maior teor (1745,74 mg/100 g de massa seca), um valor

ligeiramente inferior a concentragdo descrita por Sousa et al. (2008) (1957 mg/100 g).

As amostras estudadas apresentaram teores semelhantes de flavonoides (~220
mg/100 g de massa seca; Tabela 3). Sousa et al. (2008) descreveram que as
inflorescéncias (espigos) de couve tronchuda (B. oleracea var. costata) e couve-galega
(B. oleracea L. var. acephala) apresentavam uma composicdo fendlica semelhante,
com varios derivados de kaempferol e de acido 3-p-cumaroilquinico, enquanto que o
nabo (B. rapa var. rapa) apresentava derivados glucdsidos de kaempferol e

isoramnetina e de varios acidos fendlicos.
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Os principais antioxidantes identificados neste estudo (fendis, flavonoides,
vitaminas C e E, e carotenoides) captam radicais livres e inibem o inicio das suas
reacoes em cadeia ou interrompem a sua propagacdo (segunda linha de defesa). A
vitamina E e os carotenoides também contribuem para a primeira linha de defesa
contra o stresse oxidativo uma vez que sequestram o oxigénio singuleto. Os
flavonoides, bem como a vitamina C, mostraram ainda uma atividade protetora do
o-tocoferol em lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e podem também regenerar a

vitamina E, a partir do radical a-cromanoxilo (Podsedek, 2007).

3.3. Propriedades antioxidantes in vitro

Para avaliar a atividade antioxidante destas inflorescéncias, realizaram-se
guatro ensaios diferentes: efeito captador de radicais DPPH, poder redutor, inibicdo da
descoloracdo do B-caroteno e inibicdo da peroxidacdo lipidica através da diminuicdo

da formacgdo de TBARS.

A amostra de grelos apresentou maior atividade antioxidante do que a amostra
de espigos, revelando valores de ECso mais baixos em todos os ensaios efetuados

(Tabela 4).

Tabela 4:Rendimentos de extracdo e atividade antioxidante (valores de ECs, valores, mg/mL)
das inflorescéncias de espécies do género Brassica (média = SD, n = 9). Em cada linha, letras
diferentes significam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05).

Brassica oleraceae var costata  Brassica napus var napus

(espigos) (grelos)
Rendimento de extracgdo (%) 47,19 +3,78 41,56 + 5,33
Atividade captadora de DPPH 3,46 +0,23 a 3,22+0,15b
Poder redutor 2,11+0,01a 1,02+0,04 b
Inibicdo da descoloragdo B-caroteno 0,96 £ 0,07 a 0,88+0,04 b
Inibicdo de TBARS 1,93+0,12 a 1,59+0,06 b
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Estes resultados estdo de acordo com o maior teor de fendis e flavonoides

encontrados na amostra de grelos (Tabela 3).

3.3.1. Efeito captador de radicais DPPH

O primeiro ensaio de avaliacdo de atividade antioxidante foi a avaliacdo de
efeitos de captacdo de radicais DPPH sendo os resultados expressos em func¢do da
diminuicdo da absorvancia do radical DPPH a 515 nm, na presenca de captadores de

radicais.

Os efeitos captadores dos extratos sobre os radicais DPPH aumentaram com a

concentracdo de extrato (Figura 7).
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Figura 7: Atividade captadora de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) de inflorescéncias
de espécies do género Brassica (média = SD, n=9).

A atividade captadora de radicais DPPH de ambas as amostras foi maior do que

a descrita por Sousa et al. (2008) em inflorescéncias de couve tronchuda
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(0,754 mg/mL), couve-galega (0,565 mg/mL) e nabo (0,774 mg/mL), e também por
Farag e Motaal (2010) para folhas de nabo (1 mg/mL).

O ensaio da capacidade de captacao de radicais livres é determinado através do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), e é um dos mais amplamente utilizados
para avaliar a atividade antioxidante em plantas (Ndhlala et al., 2010).

O DPPH é um radical de azoto estavel, disponivel comercialmente e que tem
uma cor purpura intensa, que reage com compostos que podem doar um atomo de
hidrogénio. Este método baseia-se na captacdo do DPPH" através da adi¢cdo de uma
espécie ou um radical antioxidante que descolora a solucdo de DPPH (Krishnaiah et al.,
2010).

Forma-se a correspondente hidrazina que apresenta uma cor amarela palido,
com diminuicdo da absorvancia a 517 nm (Ferreira et al., 2007). O ensaio do DPPH é
tecnicamente simples, necessitando apenas de recorrer a um leitor de microplacas ou
um espectrofotdmetro para realizar as leituras, o que provavelmente explica a sua
utilizacdo generalizada (Prior et al., 2005). E rapido e da resultados reprodutiveis, para
além do DPPH ser um radical livre razoavelmente estavel (Ndhlala et al., 2010).

Embora este método seja frequentemente utilizado para a determinacdo da
capacidade antioxidante de géneros alimenticios, a alteracdo da absorvancia do
DPPH’, pode ser devida a ac¢3o da luz, do oxigénio, e do tipo de solvente (Magalh3es et
al., 2008). Também a inexisténcia de qualquer similaridade do DPPH" com os radicais
peroxilo (ROO°) altamente reativos e transitérios envolvidos na peroxidac3o lipidica, é
outra limitacdo apontada a este método. Os antioxidantes que reagem rapidamente
com os ROO® podem reagir lentamente ou podem nem reagir com DPPH" (Karadag et
al., 2009; Kaur et al., 2006). Além disso, as medi¢Oes espectrofotométricas podem ser
afetadas por compostos que absorvem no comprimento de onda da determinacao, por
exemplo os carotendides, assim como pela falta de transparéncia da amostra (Prior et

al., 2005).
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3.3.2. Poder Redutor

O segundo ensaio avaliou o poder redutor das amostras através da conversao
de Fe**/complexo de ferricianeto a Fe®*. O poder redutor das amostras aumentou com
o0 aumento da concentragdo de extrato (Figura 8). Um valor elevado de absorvancia a

690 nm corresponde a um elevado poder redutor.
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Figura 8: Poder redutor de inflorescéncias de espécies do género Brassica (média = SD, n = 9).

O ensaio referente ao poder redutor mede a capacidade dos antioxidantes para
reduzir o complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)g] a Fe(ll), forma ferrosa, em
meio acido (pH = 3,6) (Magalhades et al., 2008) para manter a solubilidade do ferro
(Karadag et al., 2005). A reacdo em pH baixo diminui o potencial de ionizacdo que
impulsiona a transferéncia de eletrGes e aumenta o potencial redox, causando uma
mudanca no mecanismo de reacdo (Pior et al., 2005). Esta detecdo pode ser feita em

solucdes hidrofilicas ou lipofilicas (Carlsen et al., 2010).

Assim, dependendo do poder redutor dos compostos, a cor amarela da solucdo

do ensaio altera-se para diferentes tons de verde ou azul, e pode ser medida
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espectrofotometricamente, a 700 nm. A quimica dos ensaios baseados no ferro pode

ser resumida pela seguinte equacgao:
Fe(lll)-L +antioxidante —  Fe(ll)-L + antioxidante oxidado

Onde L é o ligando cromogéneo seletivo para o ido ferroso, que produz o complexo

corado Fe(ll)-L em resultado da reagao redox associada (Barreira, 2010).

Este ensaio é simples, rapido, econémico, robusto e ndo requer equipamento
especializado. Pode ser realizado automatizado, semiautomatico, ou manual (Karadag
et al., 2009; Phipps et al., 2007) e pode oferecer um indice da capacidade antioxidante

mas com pouca seletividade (Magalhaes et al., 2008).

3.3.3. Inibicao da descoloragao do B-caroteno

A inibicdo da descoloragdo do [B-caroteno foi outro dos ensaios utilizados,
medindo a capacidade das amostras para captar o radical livre linoleato e outros
radicais livres formados no sistema, que atacam o [3-caroteno altamente saturado. Os

resultados sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9: Inibicdo da descoloragdo do -caroteno de inflorescéncias de duas espécies do género
Brassica (média = SD, n =9).

Os carotenoides podem sofrer descolora¢do por auto oxidagao, induzida pela
luz ou calor, ou oxidacdo induzida por radicais ROO" (AAPH ou lipidos oxidantes)

(Karadag et al., 2009; Prior et al., 2005).

O ensaio de descoloracdo do B-caroteno é muito utilizado, e baseia-se em
medidas espectrofotométricas da descoloracdo (oxidacdo) do B-caroteno e avalia a
atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido
linoleico (Duarte-Almeida et al., 2006; Kaur et al., 2006); a absorvancia é medida a 470
nm (Kaur et al., 2006). O mecanismo de reacdo envolve a descoloracdo dos
carotendides através da oxidacdo induzida pelo calor. Essa descoloracdao pode ser
inibida ou diminuida pela adi¢cdo de antioxidantes contidos na amostra (Karadag et al.,
2009; Ndhlala et al., 2010; Prior et al., 2005; Roginsky et al., 2005), de acordo com as

equacgdes seguintes:

B-caroteno-H (laranja) + ROO* —» B-caroteno” (descolorado) + ROOH

B-caroteno-H (laranja) + ROO® + AH — B-caroteno-H (laranja)+ ROOH + A’
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Uma enorme vantagem deste método é o facto de ser simples e ndo necessitar
de instrumentacdo especializada (Karadag et al., 2009). Para ensaios de rotina pode ser
adaptada a determinacdo em microplacas (Roginsky et al., 2005). Outra vantagem
associada a este método é a sua aplicabilidade em ambientes lipofilicos e hidrofilicos.

Alem disso, o ensaio de descoloracdo do B-caroteno pode detetar tanto a acao

antioxidante como pro-oxidante de compostos (Ndhlala et al., 2010).

3.3.4. Inibicao da formag¢ao de TBARS

O ultimo ensaio avaliou a inibicdo da peroxidagado lipidica em homogeneizados
de células cerebrais (Figura 10), medindo a intensidade da cor do complexo formado
entre o acido tiobarbiturico e produtos de peroxidacdo lipidica, tais como

malondialdeido (complexo MDA-TBA).
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Figura 10: Inibicdo da peroxidacdo lipidica através do ensaio de substancias reativas de acido
tiobarbiturico (TBARS) de inflorescéncias de duas espécies do género Brassica (média = SD, n =
9).

O 4cido tiobarbiturico (TBA) e o malondialdeido (MDA) tém sido utilizados

como biomarcadores da peroxidacdo lipidica ha mais de 30 anos (Niki, 2009). A
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peroxidacdo lipidica pode ser determinada pela medicdo dos produtos de oxidacdo
que reagem com o TBA.

Os danos na membrana sdo por vezes utilizados como Unico parametro para
determinar o nivel de destruicao de lipidos. Tem sido reconhecido que, durante a
peroxidacdo lipidica, os produtos sdo formados a partir de precursores polinsaturados
que incluem pequenos hidrocarbonetos, tais como fragmentos de cetonas, MDA, e
outros compostos relacionados com eles (perdxidos lipidicos, e outros aldeidos de
baixo peso molecular). Alguns destes compostos reagem com TBA para formar
compostos de cor rosa, genericamente designados como substancias reativas do acido
tiobarbiturico (TBARS), que sdo medidas por espectrofotometria a 532 nm (Gill et al.,
2010; Kaur et al., 2006).

No ensaio TBARS, a detecdo é feita por espectrofotometria e o material
requerido ndo é altamente especifico. Mas recentemente o complexo MDA-TBA pode
ser medido por HPLC com UV/VIS ou detecdo de fluorescéncia, ou por GC-ME, apds
derivatizacao (Niki, 2009).

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

formacdo ndo s6 de MDA, mas também de outros oxocompostos (Ndhlala et al., 2010).
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4. CONCLUSOES

Em geral, a composi¢cdo nutricional das espécies do género Brassica estudadas
(espigos e grelos) confirma os beneficios da sua inclusdo na gastronomia tipica regional
e valida o seu consumo prolongado desde ha muito tempo. Eles sdo vegetais
nutricionalmente equilibrados, em especial os espigos, que revelaram valores mais
altos de humidade, proteinas, energia, lipidos, B-caroteno e vitamina C; os grelos
mostraram ter maiores teores de cinzas, glucidos, agucares totais (incluindo frutose,
glucose, sacarose e rafinose), acidos gordos essenciais n-3, tal como o acido a-
linolénico, e as melhores razdes PUFA/ SFA e acidos gordos n-6/n-3, tocoferdis
(incluindo as isoformas o, y e 0), licopeno, clorofilas, fendis e flavonoides;

apresentaram ainda maior atividade antioxidante.

O presente estudo descreve a caracterizagdo nutricional de espigos (os estudos
disponiveis na literatura focam a sua caracterizacdo fitoquimica) e grelos (tanto quanto
sabemos nao ha estudos deste tipo), mas também a sua composicdo em antioxidantes
lipossoluveis e hidrossoluveis. Além disso, os beneficios para a saude associados as
suas propriedades antioxidantes reforcam a sua importancia nas dietas locais e
fornecem valor acrescentado a estes produtos regionais consumidos ao largo de
muitas geragdes. Os resultados obtidos também enfatizam o papel das plantas
alimentares silvestres e cultivadas na cozinha regional, como parte da heranca cultural

de uma regido.

Os nossos resultados sublinham a importancia da existéncia de estudos
interdisciplinares sobre alimentos tradicionais, devido a perda eminente de
conhecimentos sobre plantas, usos e praticas, inerente ao desenvolvimento global e
aos atuais estilos de vida dos consumidores. Além disso, a investigacdo sistematica
pode contribuir para a manutencdo da utilizacdo de plantas alimentares silvestres ou
cultivadas regionalmente ha longo tempo, bem como para a descoberta de novos
nutracéuticos com potencial interesse na prevencdao de doencas relacionadas com o

envelhecimento, tal como recomendado internacionalmente (Heinrich et al., 2005).
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Os resultados desta dissertacao foram divulgados nos documentos em anexo:
Anexo | - Publicagdo em revista internacional

Anexo Il — Comunicagdes em congressos
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