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RESUMO

O uso de alimentos e receitas tradicionais pode enriquecer e beneficiar a dieta
atual, promovendo e valorizando em simultdneo os saberes e tradi¢des locais que

passaram de geracdo em geragao.

Algumas espécies de leguminosas (Familia Fabaceae) tiveram um importante
papel na historia da agricultura Portuguesa. O grao-de-bico (Cicer arietinum L). e o
chichirdo ou chicharao (Lathyrus sativus L.) sdo bons exemplos de espécies
frequentemente cultivadas em épocas antigas para consumo humano e forragem. Neste
estudo, amostras das sementes maduras recém-colhidas foram processadas de trés
formas diferentes, em cru, demolhadas em agua e cozidas depois de demolhadas, e
submetidas a andalise para caracterizacdo das propriedades nutricionais e bioativas. Os
resultados mostram que a espécie L. sativus foi a que apresentou maior concentragio de
glucidos, proteinas, cinzas, acidos gordos saturados e polinsaturados, mas niveis mais
baixos de lipidos totais e valor energético. Esta espécie apresentou ainda a mais elevada
concentragdo de flavonoides e a maior atividade antioxidante. Quanto a espécie C.
arietinum, os resultados mostraram uma maior quantidade de agticares, acidos organicos

e tocoferdis.

O processo de imersao em agua (demolhar) ndo afetou significativamente os
macronutrientes, contudo a cozedura fez diminuir os niveis de proteinas, cinzas,
acucares e 4acidos organicos, mas aumentou os glicidos, lipidos, tocoferois,
componentes bioativos e atividade antioxidante. Quanto a presenca de acidos gordos,

nao houve registo de alteragdo no que concerne a sua composicao.

De um modo geral, o estudo destaca o perfil nutricional e as propriedades
bioativas das duas espécies, C. arietinum e L. sativus, contribuindo também para a
valorizagdo de produtos regionais de larga tradicdo, para a reintegragao destes alimentos

nas dietas contemporaneas incentivando o seu consumo regular.

Palavras-chave: Fabaceae; Cicer arietinum; Lathyrus sativus; leguminosas para grao;

gastronomia regional; valor nutricional; bioatividade; Terra de Miranda.
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ABSTRACT

The use of traditional foods can enrich and improve our diet and at the same time
perpetuate important elements of local knowledge and cultural inheritance. Good
examples are some Portuguese farmers’ varieties of pulses such as those from two
Fabaceae species, Cicer arietinum L. and Lathyrus sativus L. cultivated in former times

for human consumption and fodder.

In the present study, raw, soaked and cooked samples of both species where
characterized regarding nutritional and bioactive properties, and further compared. L.
sativus was the species with higher carbohydrates, proteins, ash, monounsaturated fatty
acids and polyunsaturated fatty acids content, and with lower fat and energy value.
Furthermore, it also showed the highest flavonoids concentration and antioxidant
activity. C. arietinum gave the higher concentration of sugars, organic acids and

tocopherols.

Soaking process did not affect significantly macronutrients, but cooking decreased
protein, ash, sugars and organic acids, and increased carbohydrates, fat, tocopherols,
bioactive compounds and antioxidant activity. No differences were obtained for fatty

acids composition.

Overall, the present study highlights the nutritional profile and bioactive
properties of these farmer varieties of C. arietinum and L. sativus pulses, and valorises

their traditional consumption and the use in modern diets.

Keywords: Fabaceae; Cicer arietinum; Lathyrus sativus; pulses, traditional foods;

nutritional value; bioactivity; Terra de Miranda
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1. INTRODUCAO

1.1. A dieta Mediterranica e os alimentos tradicionais

A dieta mediterranica ¢ um padrdo alimentar caracterizado pela utilizagdao de
certos alimentos com efeitos benéficos na saude, tais como azeite, tomate, e diferentes
tipos de vegetais, silvestres e cultivados, consumidos frescos ou cozinhados (Visioli et

al, 2006).

E, hoje em dia, considerada como um modelo de alimentagdo saudavel para a
prevencdo primaria ¢ secundaria da saude das populagdes que deve divulgado e
promovido para reduzir a incidéncia de varias doencas nos paises desenvolvidos e nas

sociedades envelhecidas (Henriquez Sanchez et al, 2012).

Também a longevidade associada a dieta mediterranica, se atribui em parte a
inclusdo de ingredientes especificos que apresentam determinados aspetos organoléticos
e nutricionais e correspondem a uma identidade cultural especifica (Jordana, 2000).
Muitos deles derivam de cultivos tradicionais e variedades locais usados pelos varios
povos desde tempos imemoriais € que constituem elementos importantes do patriménio

cultural das regides e do conhecimento popular (Trichopoulou et al., 2006).

Contudo, muitos dos alimentos representativos deste regime alimentar, em
particular os alimentos silvestres e os cultivados em sistemas de agricultura tradicional,
estdo em risco de desaparecer, devido as alteragdes socioecondmicas ocorridas em
muitas zonas rurais, mas também pela auséncia de transmissdo, dos conhecimentos e
praticas associadas a estes produtos, das geracdes mais velhas, detentoras dos saberes,

para os mais jovens (Hadjichambis et al, 2008; Carvalho e Frazdo Moreira, 2011).

O conceito de alimentos tradicionais tem sido bastante explorado por varios
investigadores europeus (Rivera et al, 2005; Trichopoulou et al., 2006; Hadjichambis et
al, 2008, Tardio, 2010; Carvalho e Ramos, 2012, por exemplo), que integrados em
equipas multidisciplinares procuraram, sobretudo, inventariar espécies, registar usos e
saberes, mas também definir o que sdo alimentos tradicionais e como devem ser

processados de forma a garantir a origem geografica, a autenticidade, as suas

Caracterizacio quimica e valor nutricional de Cicer arietinum L. e Lathyrus sativus L. 1
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caracteristicas tUnicas e a qualidade dentro dos padrdoes atualmente exigidos

(Trichopoulou et al., 2006).

Tendo por base a definicdo do termo “tradicional” introduzido pela Comissdao
Europeia em 2005, Trichopoulou (2012) considera que o conceito de alimentos
tradicionais se refere a produtos comprovadamente usados no espago comunitario por
um periodo equivalente a uma geragdo humana, ou seja produzidos e consumidos de
acordo com praticas e especificagdes que vigoram pelo menos desde antes da Segunda
Guerra Mundial, e portanto anteriores a era da produgdo de alimentos em massa e da
introducao em larga escala de inovagdes tecnoldgicas que alteraram substancialmente os

processos de produgdo de alimentos.

Trata-se assim de alimentos com caracteristicas especificas que os distinguem
claramente de outros produtos similares da mesma categoria, processados segundo
receitas que incluem matérias-primas de origem bem definida, frequentemente
associadas a agroecossistemas diversificados, obtidas por colheita silvestre ou
cultivadas em sistemas tradicionais de agricultura, processadas segundo saberes,

principios e praticas mantidos ao longo de geracdes (Trichopoulou et al, 2006).

Na Europa e em particular na regido mediterranica ha varios exemplos de
ingredientes tradicionais de origem vegetal antigamente incorporados nas dietas tipicas
de vérios paises. As variedades locais de leguminosas para grao (feijdo-verde, feijao
seco, grao-de-bico, entre outras), tomate e pimento, bem como as plantas
condimentardes (tomilhos, poejo, mentas, fiolho, por exemplo) em Portugal (Carvalho,
2010; Carvalho e Ramos, 2012); as verduras silvestres, os cardos e as leguminosas em
Espanha (Tardio, 2010); os pequenos frutos de rosaceas, as variedades regionais de
beterraba e acelga, tomate, batata e as verduras silvestres em Itdlia (Guarrera et al,
2006); beringela, tomate, aboboras, s€samo, verduras silvestres e espécies aromaticas,

na Grécia, Turquia e Marrocos (Trichopoulou et al., 2006; Hadjichambis et al, 2008).

No entanto, no caso de muitos destes produtos ndo sdo ainda conhecidas as suas
propriedades nutricionais e organoléticas, o que certamente contribuiria para a sua
valorizagdo. Por toda a Europa, os conhecimentos e praticas tradicionais, onde também
se incluem os saberes e usos de plantas alimentares, estdo em risco de desaparecer com
a globalizagdo e a alteragdo dos estilos de vida (Trichopoulou et al., 2006), para o que

também contribui a falta de informagao nutricional sobre esses alimentos (Trichopoulou
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et al., 2007) e uma certa conotacdo negativa com épocas de escassez alimentar

(Carvalho e Morales, 2013).

A caraterizagdo da composicdo em nutrientes e ndo nutrientes ¢ importante para
perceber o papel que estes ingredientes de origem vegetal podem desempenhar na
alimentacao e os seus efeitos benéficos. Estes estudos sao também um elemento chave
para estimar com precisdo a dieta das populagdes e para determinar os padrdes

alimentares de diferentes paises (Trichopoulou et al., 2007).

Em sintese, a investigacdo sistematica de muitos destes alimentos tradicionais
permite avaliar os seus beneficios e em simultdneo promover o seu consumo,
satisfazendo os consumidores na procura de novos produtos com diferentes
caracteristicas organoléticas. Por outro lado proporciona uma oferta de alimentos de
elevada qualidade, garante uma maior sustentabilidade alimentar, incentiva o consumo
de alimentos com identidade cultural e o respeito pelo etnocentrismo (Pieniak et al.,
2009), contribuindo para a manuten¢do da agrobiodiverdade e para o desenvolvimento

rural e iniciativas de emprego.

1.2.. Leguminosas para grao: o caso do Cicer arietinum L. e Lathyrus sativus L.

Bons exemplos de alimentos tradicionais sdo as leguminosas para grao usadas
pelo homem desde a mais remota antiguidade, integrando as dietas em associacdo com
os cereais, devido ao seu alto contetido em proteinas e adequada proporcao de lipidos

presentes em algumas espécies.

Também em Portugal, variedades regionais de leguminosas para grao, como o
grido-de-bico (Cicer arietinum L.) e o chichirdo (Lathyrus sativus L.), duas espécies da
familia botanica Fabaceae (vulgarmente designada por leguminosas) sdo cultivadas
desde ha muito tempo e usadas na alimentagcdo humana e animal (Tabela 1). Destas
espécies consomem-se principalmente as sementes maduras, presentes nas vagens
deiscentes. Para forragem utilizava-se a planta em verde antes da formacao do fruto, a

palha e as vagens secas depois de retiradas as sementes para consumo humano.
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Na Terra de Miranda, Nordeste de Portugal, ainda hoje se encontram sementes
antigas, passadas de geracdo em geragdo, circulando entre os vizinhos e familiares e até
comercializadas nos mercados locais (Carvalho, 2010). Contudo estas variedades ja nao

estdo disponiveis nos circuitos de distribui¢ao oficiais (INRB, 2008).

Tabela 1. Identificacio botinica de duas leguminosas tradicionalmente cultivadas em Miranda.

Familia Sub-familia Tribo Nome cientifico Nome vulgar

Fabaceae  Faboideae Cicereae Cicer arietinum L. Grao-de-bico, grao, grabango, erbanco

) o . Molas, muelas, chichirdo, chichardo,
Fabaceae  Faboideae Vicieae Lathyrus sativus L. )
ervilha-quadrada

Cicer arietinum (grao-de-bico) ¢ uma leguminosa de porte rasteiro (30-60cm),
cultivada anualmente. Possui um forte sistema radicular que lhe confere elevada
resisténcia a seca, caule ascendente, sub-lenhoso, folhas imparipinuladas, geralmente
com sete pares de foliolos dentados e mucronados, caules e folhas densamente cobertos
de pelos glandulosos (Figura 1), flores solitarias, pedunculadas de cor branca ou
azulada. Fruto ¢ uma vagem indeiscente, muitas vezes monospérmica (contem apenas
uma semente), sementes esféricas, com uma espécie de bico, e de tegumento branco,
acastanhado ou negro As plantas de sementes claras sdo sobretudo usadas na
alimentagdo humana, enquanto as de tegumento colorido se destinam a alimentagdo

animal (Villax, 1963).

O grao-de-bico ¢ considerado uma espécie vegetal saudavel, com interesse na
alimentagdo vegetariana, sendo também uma das leguminosas mais antigas e mais
consumidas (pelos humanos e animais domésticos) em diversos paises do mundo,
nomeadamente Asia, Africa, Europa, Médio Oriente, América do Norte ¢ América do
Sul (Alajaji e El-Adawy, 2006; Wang et al., 2010; Aslam et al., 2012). E uma fonte
proteica acessivel no que concerne ao preco e de alta qualidade desempenhando um
papel importante na dieta de milhdes de pessoas de paises em vias de desenvolvimento,
que ndo podem pagar proteina animal para terem uma alimentagao equilibrada. Também

¢ uma boa fonte de gliicidos, minerais e oligoelementos (Zia-Ul-Hagq et al., 2007).
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i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Figura 1 - Caracteristicas morfologicas de C. arietinum L. Fonte: Villax, 1963

Além de ser uma fonte rica em nutrientes, quando devidamente processado, o
grao-de-bico também tem na sua composi¢ao fitoquimicos antioxidantes com atividade
bioldgica que contribuem para a prevengdo do envelhecimento, cancro, doengas neuro
degenerativas e cardiovasculares (Kanatt et al.,, 2011; Fares e Menga, 2012;

Nithiyanantham et al., 2012).

Lathyrus sativus (chichirdo, chichardo ou molas) ¢ uma leguminosa de pequeno
tamanho (40-60cm) também cultivada anualmente. Possui caules ascendentes, planos e
alados, sem pelos, folhas paripinuladas de um a dois pares de foliolos fortemente
acuminados e de estipulas bem desenvolvidas, flores solitdrias, brancas ou com tons de
azul. Fruto ¢ uma vagem alada no dorso, contendo de uma a quatro sementes, grandes,
achatadas, angulosas e de cor branca-acinzentada, como se observa na Figura 2.

(Villax, 1963).
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Esta espécie ¢ provavelmente a mais antiga leguminosa cultivada na Europa
(Pastor-Cavada et al., 2011) sendo utilizada tanto na alimentagdo humana (sementes
grandes), como na alimenta¢do animal (forragem verde, silagem, feno ou farinha do
grao) e como adubacdo verde (incorporacdo da cultura no solo, tirando partido da
grande quantidade de biomassa produzida e de um sistema radicular profundante,

associado a bactérias fixadoras de azoto) (Villax, 1963).

Figura 2 - Caracteristicas morfologicas de L. sativus L. Fonte: Villax, 1963.

E também a leguminosa mais consumida em diversos paises em vias
desenvolvimento no Mediterraneo, Asia e Africa, pois apresenta niveis elevados de
proteinas, glucidos (Chavan et al., 1999; Enneking, 2011) e antioxidantes (Starzynska-
Janiszewska et al., 2008; Pastor-Cavada et al., 2009). No entanto, o seu consumo exige
procedimentos especiais, devido a presenca de aminodcidos neurotdxicos ligados ao

neurolatirismo (Enneking, 2011).

O seu valor nutricional ¢ determinado pelo teor de nutrientes biologicamente
disponiveis e os efeitos dos seus anti-nutrientes, tais como inibidores de tripsina, acido
fitico, taninos e oligossacaridos (rafinose, estaquiose e verbascose) que limitam a

utilizagdo de proteinas e glucidos (Wang et al., 2010).
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1.3. Efeitos do processamento dos griaos de leguminosas no valor nutricional

O tempo de cozimento, a temperatura e o volume de agua utilizados na preparagao
dos vegetais sdo fatores que podem influenciar a perda de nutrientes. Se a quantidade de
dgua, o tempo e a temperatura de cozimento forem reduzidos, mais nutrientes se
mantém presentes. Dessa triade, a 4gua ¢ o elemento mais importante, pois a sua falta
ou abundancia ¢ primordial para a riqueza ou escassez de nutrientes nos vegetais

(Toledo et al., 2008).

No caso particular das sementes de leguminosas estdo presentes numerosos
compostos que afetam negativamente o seu valor nutritivo, diminuindo a sua
digestibilidade e interferindo com a absor¢ao de nutrientes. Alguns sdo termolébeis (e.g.
inibidores da protease), desaparecendo apos tratamento térmico adequado, outros sao
termosestaveis (e.g. alcaloides e aminoacidos toxicos), mas os seus efeitos podem ser
atenuados demolhando (macerando) ou lavando os grdos, durante varias horas ou
recorrendo ao processo de cozedura. Varios ensaios demonstraram que o valor nutritivo
destes alimentos ricos em proteina aumenta notoriamente apods tratamentos térmicos (de

Haro, 1983).

Para eliminar alguns compostos termoestaveis e facilitar o processo de cozedura,
os graos de leguminosas sdo previamente demolhados (macerados) em agua, escaldados
com agua a ferver, ou lavados em agua corrente. O processo de maceracdo em agua
permite também maior rapidez de cozedura e, consequentemente, menores perdas de

nutrientes (De-Leon et al., 1992; Toledo et al., 2008).

O tempo de cozedura diminui a medida que aumenta o tempo de maceragao; no
entanto, a maioria dos macro e micronutrientes, principalmente minerais e vitaminas sao
perdidos durante estes processos (Barampama e Simard, 1995; Rehman, 2004; Toledo

et al., 2008).

Toledo et al. (2008) avaliaram os efeitos de alguns métodos de coc¢do em feijao
carioca (Phaseolus vulgaris L.), nomeadamente cozedura em microondas, em panela de
pressao e em panela normal, usando feijdes inteiros previamente macerados em agua ou
ndo. Concluiram que a auséncia do processo de maceragdo em agua provoca um

aumento no tempo de cozedura, levando a uma inativagdo mais efetiva dos taninos. A
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cozedura em microondas preservou a disponibilidade dos aminoacidos e apresentou

valores superiores de fibras insoluveis relativamente aos restantes métodos.

Viérios autores (citados por de Haro, 1983) referem que os caracteres flor branca e
semente clara das variedades de griao-de-bico sdo geneticamente controlados e estdo
relacionados com menor teor de taninos, o que confere maior digestibilidade a essas

variedades.

Em particular, estd descrito que o tratamento térmico do chichirdo melhora
significativamente a qualidade das proteinas através da destruicdo ou inativagdo de
fatores anti-nutricionais. Contudo, a cozedura pode também afetar a sua composi¢ao
quimica causando danos consideraveis em solidos soltuveis, especialmente vitaminas e
minerais (Alajaji et al., 2006; Wang et al., 2010), e propriedades antioxidantes (Fares e
Menga, 2012).

1.4. Enquadramento teodrico e objetivos

Um projeto no dmbito da etnobotinica desenvolvido na zona de Miranda do
Douro, Cultibos, Yerbas i Saberes: Biodiversidade, Sustentabilidade ¢ Dindmica em
Tierras de Miranda (NORTE-09-0230-FEDER-000064) pde em evidéncia o interesse
alimentar destas duas espécies cultivadas desde ha muito e usadas na gastronomia local.
As suas sementes previamente cozidas sdo incorporadas em sopas, usadas para
acompanhamento de pratos tradicionais ou cozinhadas segundo receitas e praticas
mantidas ao longo de geragdes de utilizadores. Na maioria dos casos, a data provavel da
domesticacdo ou a origem das sementes e propagulos ja ndo sdo determinaveis, mas o
apego aos sabores e caracteristicas culindrias destes produtos sdo a razdo da sua

manutencao.

O presente estudo teve como objetivo determinar o valor nutricional e as
propriedades bioativas das duas espécies de modo a valorizar estes alimentos
tradicionais em prol da dissemina¢do do seu uso. Para atingir esse objetivo usaram-se
sementes de variedades regionais de C. arietinum (grao-de-bico) e L. sativus (chichirao,

\

molas) que foram caracterizadas quanto a composi¢do quimica em macronutrientes,
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contribuicdo energética e determinados os perfis individuais de 4cidos gordos, agucares

livres, 4cidos organicos e tocoferdis.

Em particular, determinou-se a composi¢do em macronutrientes, a contribuigao
energética e os perfis individuais de acidos gordos, agucares livres, acidos organicos e
tocoferdis de amostras cruas, demolhadas e cozidas. Além disso, o seu conteiido em
fenois e flavonoides foi também determinado e relacionado com propriedades
antioxidantes, nomeadamente de captacao de radicais livres, poder redutor e capacidade

de inibi¢ao da peroxidacao lipidica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecao, colheita e preparacio das amostras

O material vegetal (sementes maduras) utilizado para o trabalho analitico ¢
oriundo da Terra de Miranda, tendo sido cultivado e colhido em 2011 na aldeia de
Picote, Miranda do Douro, Portugal, Os cultivos foram obtidos a partir de sementes de
grao-de-bico (C. arietinum L.) e de molas (L. sativus L.), mantidas e conservadas por

um importante produtor e guardido de sementes da aldeia (Carvalho e Ramos, 2012).

Figura 3: C. arietinum e L. sativus cultivados na Terra de Miranda. Planta e sementes de grio-de-
bico, a2 esquerda; planta e sementes de molas a direita. Fonte: Projeto Cultibos, yerbas i saberes
(Carvalho, 2012).
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A sementeira e demais etapas de desenvolvimento destes cultivos respeitaram as
praticas tradicionais outrora comuns na Terra de Miranda, como por exemplo, a
preparacdo do solo e estrumagdo com tracdo animal, a consociacdo em linhas (na
mesma parcela linhas alternadas de griao-de-bico e molas) e a sementeira, monda,

colheita e debulha manuais.

A nomenclatura e a caracterizagdo morfologica das duas espécies seguem as
recomendacdes da base de dados Plants & Fungi (Kew, 2013) para o caso de C.
arietinum ¢ da Flora Ibérica (Gallego, 2001) para L. sativus. No Herbario da Escola
Superior Agraria de Braganca (BRESA) encontram-se depositados e conservados

espécimes das plantas em verde e amostras das sementes usadas para andlise.

As vagens secas foram colhidas manualmente em linhas e plantas alternadas, de
forma aleatdria, e posteriormente debulhadas também manualmente, as sementes

guardadas em sacos de pano e transportadas para o laboratério.

As amostras para andlise foram preparadas tendo em conta os procedimentos
utilizados na preparagdo de receitas tipicas da gastronomia regional. Esses processos
incluem a imersao das sementes em agua durante 24 horas para amolecerem seguida de

cozedura (Carvalho e Ramos, 2012).

A partir do material recolhido no campo fizeram-se trés amostras distintas: (i)
amostra crua, formada por sementes maduras (ii) amostra demolhada, sementes maduras
imersas durante24 horas em agua destilada, (iii) amostra cozida, sementes maduras pré-
demolhadas como explicado acima, e cozidas em agua destilada durante 15 minutos em
panela de pressdo. Cada uma das amostras (crua, demolhada, cozida) foi depois

triturada para analise.

2.2.Produtos quimicos

Os solventes acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de ctilo 99,8% eram de
gradiente HPLC e marca Lab-Scan (Lisboa, Portugal). Todos os outros solventes usados
eram de grau analitico: metanol e éter etilico, da marca Lab-Scan, tolueno e acido
sulftrico, da marca Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A mistura padrao com

37 ésteres metilicos de acidos gordos (FAME) (C4-C24; norma 47885-U) foi adquirida
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na Sigma, assim como outros isomeros individuais de acidos gordos, padroes de
acucares (L (+)-arabinose, D(-)-frutose, L-fucose, D(+)-galactose, D(+)-glucose anidra,
lactose mono-hidratada, maltose mono-hidratada, maltulose mono-hidratada, D(+)-
manitol, D(+)-manose, D(+)-melezitose, D(+)-melibiose mono-hidratada, D(+)-rafinose
penta-hidratada, L(+)-ramnose mono-hidratada, D(+)-sacarose, D(+)-trealose, D(+)-
turanose e D(+)-xilose), padroes de acidos organicos (4cido oxalico, quinico, malico,
ascorbico, citrico, sucinico e fumadrico), padrdes de tocoferdis (a, B, y € d) e os padrdes
utilizados nos ensaios da atividade antioxidante: trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), acido gélico 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 produtos quimicos
foram obtidos na Sigma. A agua foi tratada num sistema de purificagdo Milli-Q (TGI

Puré Water Systems, EUA).

2.3. Valor nutricional

2.3.1. Macronutrientes

Para determinacdo da composicdo quimica das amostras, analisou-se humidade,
proteinas, lipidos, glicidos e cinzas, utilizando os procedimentos AOAC (1995). As
proteinas totais (Nx6,25) foram estimadas pela técnica macro-Kjeldahl. Os lipidos totais
foram determinados apos extracdo de uma massa conhecida da amostra com éter de
petroleo, utilizando o aparelho de Soxhlet. As cinzas foram determinadas por
incineracao a 600+15 °C. Os glicidos foram calculados por diferenga: 100 — (g proteinas
+ g lipidos + g cinzas). A energia total foi calculada de acordo com a seguinte equagao:

Energia (Kcal) = 4 (g proteinas + g glicidos) + 9 (g lipidos).

2.3.2.Acidos gordos

Os acidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com detecao por

ioniza¢do de chama (GC-FID), como descrito anteriormente por Barros et al. (2008), e
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apods o seguinte processo de trans-esterificagdo. A massa obtida por extragao em Soxhlet
foi misturada com 5 ml de metanol: 4cido sulfurico: tolueno 2:1:1 (v/v/v), durante pelo
menos 12 h, num banho a 50 °C a 160 rpm; de seguida, adicionaram-se 3 ml de dgua
desionizada, para obter a separagdo das fases. A FAME foi recuperada com 3 ml de éter
etilico em agitacdao no vortex; fez-se passar o sobrenadante através de uma microcoluna
de sulfato de sddio anidro, a fim de eliminar a 4gua; recuperou-se a amostra para um
vial com teflon e filtrou-se com um filtro de nylon 0,2 pm Milipore. O perfil de acidos
gordos foi obtido num GC modelo DANI 1000 equipado com um injetor split/splitless,
detetor de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna Macherey Nagel (30 mx0,32
mmx0,25 um). O programa de temperatura do forno foi o 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, 20°C/min
até 220 °C que permaneceu durante 15 min. O gés de transporte (hidrogénio) tinha um
caudal de 4,0 ml/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injegdo split (1:40) foi realizada a
250 °C. Para cada analise, injetou-se 1 pl da amostra. A identificacdo de acidos gordos
foi feita com base nos tempos de retengdo 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.

2.3.3. Acucares

Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detetor de indice de refragdo (HPLC-RI), conforme descrito por Barros et
al. (2010a e 2010b) e (Dias et al (2012)com algumas modificacdes. Cada uma das
amostras (1 g) foi enriquecida com melezitose como padrao interno (PI, 5 mg/ml) e foi
extraida com 40 ml de etanol aquoso 80%, a 80 °C, durante 30 min. A suspensdo
resultante foi centrifugada (centrifuga refrigerada Centorion K240R-2003) a 15,0009
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 °C, os residuos solidos foram dissolvidos em agua
para um volume final de 5 ml. Os agucares foram determinados usando o HPLC

(Knauer, sistema Smartline) a 35 °C. O sistema de HPLC estava equipado com um
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detetor de RI (Knauer Smartline 2300) e com uma coluna 100-5 NH, Eurospher
(4,6x250 mm, 5 mm, Knauer). A fase mdvel foi acetonitrilo/dgua desionizada, 70:30
(v/v) com um caudal de 1 ml/min. A identifica¢do dos agtcares foi feita comparando os
tempos de retencao relativos dos picos das amostras com padrdes. Os resultados foram

obtidos pelo método do padrao interno e expressos em g por 100 g de massa seca.

2.3.4.Acidos orginicos

Os acidos organicos foram determinados ap6s um procedimento previamente
descrito por Pereira et al. (2013). As amostras (2 g) foram extraidos por agitagdo com
25 ml de 4cido metafosforico (25 © C a 150 rpm) durante 45 min e, filtradas através de
papel Whatman N © 4. Posteriormente, a amostra foi filtrada através de filtros de nylon
de 0,2 um. A andlise foi realizada utilizando uma série Shimadzu 20A series UFLC
(Shimadzu Corporation). A separacdo foi conseguida através de uma (Phenomenex),
coluna de fase inversa C18 SphereClone (5 pum, 250 mmx4,6 mm), termostatizado a 35
° C. A eluicao foi realizada com acido sulfurico 3,6 mM usando um caudal de 0,8
ml/min. A dete¢do foi levada a cabo num PDA, utilizando 215 nm e 245 nm (para o
acido ascorbico) como comprimentos de onda. Os acidos organicos encontrados foram
quantificados por comparagao da area dos seus picos registados a 215 nm com as curvas
de calibragdo obtidas a partir de produtos comerciais de cada composto. Os resultados

foram expressos em g por 100 g de massa seca.

2.3.5. Tocoferodis

Os tocoferois foram determinados segundo um procedimento previamente
otimizado e descrito por Barros et al. (2009). Antes do processo de extragdo, adicionou-
se a amostra (500 mg) uma solu¢ao BHT em hexano (10 mg/ml; 100 pul) e uma solugdo
de PI em hexano (tocol:50 pg/ml; 400 pl). As amostras foram homogeneizadas com
metanol (4 ml) no vortex (1 min). Posteriormente, adicionou-se hexano (4 ml) e
homogeneizou-se novamente no vortex durante 1 min. Seguidamente, adicionou-se uma

solucao aquosa concentrada de NaCl (2 ml), homogeneizou-se (1 min) e centrifugou-se
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(5 min, 4000g). O sobrenadante foi, cuidadosamente, transferido para um vial. A
amostra foi re-extraida mais duas vezes com hexano. Os extratos combinados foram
levados a secura sob corrente de azoto, re-dissolvidos em 2 ml de hexano, desidratados
com sulfato de sodio anidro, filtrados através de um filtro descartavel LC de 0,22 pm,
transferidos para um vial de inje¢do ambar e analisados no HPLC. O equipamento de
HPLC consistia num sistema integrado com uma bomba Smartline 1000 (Knauer), um
desgaseificador Smartline 5000, um amostrador automatico AS-2057 2500 e um detetor
de fluorescéncia FP-2020 (Jasco) programado para excitacdo 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 II (250%4,6
nm) YMC Waters operando a 30 °C (forno 7971 R Grace). A fase moével utilizada foi
uma mistura de hexano e acetato de etilo (70:30, v/v) com um caudal de 1 ml/min. A
quantificagdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o método do
padrdo interno e por comparagdo cromatografica com padrdes. Os resultados foram

expressos em mg por 100 g de massa seca.

2.4. Bioatividade

2.4.1. Preparacio dos extratos

As extragdes foram realizadas colocando as amostras (20 mesh,10 g) em agitagao
(150 rpm) com 50 ml de metanol a 25 ° C durante 1 h. Seguiu-se uma filtragdo através
de papel Whatman N ° 4. O residuo foi, em seguida, re-extraido com uma por¢ao de 50
ml de metanol. Os extratos metanolicos combinados foram evaporados a 35 ° C sob
pressdo reduzida (evaporador rotativo Buchi R-210) e novamente dissolvidos em

metanol, a uma concentracdo conhecida.

2.4.2. Compostos bioativos

Os fenois totais foram estimados com base no procedimento descrito por Wolfe et

al. (2003) com algumas modificagdes. A uma aliquota da solug¢do de extrato (1 ml),
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adicionou-se Folin-Ciocalteu (5 ml, previamente diluido em agua 1:10 v/v) e carbonato
de sédio (75 g/1,4 ml). Centrifugou-se a mistura durante 15 s e deixou-se repousar
durante 30 min a 40 °C para desenvolvimento da cor. A absorvancia foi medida a 765
nm. O &cido galico foi utilizado para o calculo da curva padrao (0,05-0,8 mM: y =
1,683x + 0,044; R? = 0,999), e os resultados foram expressos em mg de equivalente de

acido gélico (GAE) por g de extrato.

Os flavonoides totais foram determinados pelo método de Jia et al. (1999), com
algumas modifica¢des. Uma aliquota (0,5 ml) da solugdo de extrato foi misturada com
agua destilada (2 ml) e, posteriormente, com solu¢do de NaNO; (5%, 0,15 ml). Apos 6
min, adicionou-se a solu¢do de AICl; (10%, 0,15 ml) e deixou-se repousar durante 6
min. Adicionou-se uma solugdo de NaOH (4%, 2 ml) e agua destilada até perfazer o
volume final de 5 ml. Em seguida, a solucao foi completamente misturada e deixada 17
repousar durante 15 min. A intensidade da cor rosa foi medida a 510 nm. (+) Catequina
foi utilizada para calcular a curva padrao (0,0156-1,0 mM; y = 0,98766x — 0,0008; R% =
0,999) e os resultados foram expressos em mg de (+)-catequina equivalente (CE) por g

de extrato.

2.4.3. Atividade captadora de radicais de DPPH

Esta metodologia foi realizada utilizando um Leitor de Microplacas ELX800
(Bio-Tek equipamento, Inc.). A mistura da reacdo em cada um dos 96 pogos consistiu
em: extrato de cada uma das concentragdes testadas (30 pl) e solugdo metanolica de
DPPH (6x10” mol/l, 270 ul). A mistura foi deixada em repouso durante 30 min no
escuro. A redu¢do do radical de DPPH foi determinada pela medi¢do da absorvancia a
515 nm. A atividade captadora de radicais (RSA) foi calculada como percentagem da
descoloragdo da solugao de DPPH, usando a equagdo: % RSA = [(Apppu - As)/Apppa]
100, onde Ag ¢ a absorvancia da solucdo na presenca de extrato numa determinada
concentragdo ¢ Apppy € a absovancia da solu¢cdo de DPPH. A concentragdo de extrato
correspondente a 50% de atividade captadora de radicais (ECs) foi calculada a partir do
grafico de percentagem de RSA em funcdo da concentragao de extrato. Utilizou-se

trolox como padrao.
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2.4.4. Poder redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o Leitor de Microplacas descrito
anteriormente. As diferentes concentragdes de extrato (0,5 ml) foram misturadas com
tampao fosfato de sédio (200 mmol/l, pH 6,6, 0,5 ml) e adicionou-se ferricianeto de
potéssio (1% w/v, 0,5 ml). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min e adicionou-
se acido tricloroacético (10% w/v, 0,5 ml). A mistura (0,8 ml) foi colocada nos 48 pogos
juntamente com agua desionizada (0,8 ml) e cloreto férrico (0,1% w/v, 0,16 ml), a
absorvancia foi medida a 690 nm. A concentracdo de extrato que fornece 0,5 de
absorvancia (ECs) foi calculada a partir do grafico de absorvancia a 690 nm em fungdo

da concentragdo do extrato. Utilizou-se trolox como padrao.

2.4.5. Inibicao da descoloracio do B-caroteno

Preparou-se uma solucao por dissolug¢do de -caroteno (2 mg) em cloroféormio (10
ml). Transferiram-se 2 ml desta solu¢do para um baldo de fundo redondo. Apos
remogao do cloroférmio a 40 °C, sob vacuo, juntou-se acido linoleico (40 mg),
emulsionante Tween 80 (400 mg) e agua destilada (100 ml) e agitou-se vigorosamente.
Transferiu-se uma aliquota (4,8 ml) desta emulsdo para tubos de ensaio contendo
diferentes concentragdes dos extratos (0,2 ml). Os tubos foram agitados e incubados a
50 °C em banho-maria. Imediatamente apods a adicao da emulsao a cada tubo, mediu-se
a absorvancia a 470 nm no tempo zero. A inibicdo da descoloragdo do B-caroteno foi
calculada utilizando a seguinte equacdo: (conteido de [-caroteno apoés 2 h de
ensaio/conteudo inicial de B-caroteno) 100. A concentragdo de extrato correspondente a
50% de atividade antioxidante (ECsp) foi calculada por interpolagdo a partir do grafico
de percentagem da inibicdo da descoloracdo do B-caroteno em funcdo da concentragdo

de extrato. Utilizou-se trolox como padrao.
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2.4.6.Inibicao da peroxidacao lipidica pelo ensaio das substincias reativas

do acido tiobarbitarico (TBARS)

Utilizou-se tecido cerebral de porco (Sus scrofa; com cerca de 150 Kg de peso),
dissecado e homogeneizado em gelo com tampao Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) numa
propor¢ao 1:2 (w/v) e apds centrifugagdo a 30009 durante 10 min. Incubou-se uma
aliquota (0,1 ml) do sobrenadante com as diferentes concentragdes dos extratos (0,2 ml),
FeSO4 (10 uM; 0,1 ml) e acido ascorbico (0,1 mM; 0,1 ml) a 37 °C durante 1 h. A
reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de acido tricloroacético (28% w/v; 0,5 ml),
seguindo-se a adi¢do do acido tiobarbiturico (TBA; 2%, w/v; 0,38 ml). A mistura foi
aquecida a 80 °C durante 20 min. Apds centrifugagdo a 3000g durante 10 min para
remogao de proteinas, a intensidade da cor do complexo malonaldeido (MDA) -TBA do
sobrenadante foi medida através da sua absorvancia a 532 nm. A percentagem de
inibi¢do da peroxidacao lipidica (%) foi calculada utilizando a seguinte férmula: [(A -
B)/A] 100%, onde A e B era a absorvancia do controlo e da solugdo com o extrato,
respetivamente. A concentracdo de extrato correspondente a 50% de inibi¢do da
peroxidagdo lipidica (ECsg) foi calculada a partir do grafico da percentagem de inibi¢do
da formac¢ao de TBARS em funcdo da concentragcdo de extrato. Utilizou-se trolox como

padrio.

2.5. Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados foram expressos
como valores médios e desvios padrdo correspondentes (SD). Os resultados foram
analisados por uma analise de varidncia (ANOVA) seguida de teste HSD Tukey’s com

a = 0.05. Este tratamento estatistico foi realizado por SPSS v. 18.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Valor nutricional

Os resultados obtidos relativos a composicdo em macronutrientes e valor
energético das leguminosas estudadas, C. arietinum e L. sativus, encontram-se

expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Composicio em macronutrientes (g/100 g de peso seco) e valor energético (kcal/100 g) de
variedades regionais de C. arietinum e L. sativus (valores médios £ SD, n = 3).

Cicer arietinum Lathyrus sativus
Crua Demolhada Cozida Crua Demolhada Cozida
Cinzas 3,35+0,01* 3,27 £0,09* 2,48+0,21° 3,61 £0,02° 3,58 £0,06" 2,92 +0,22°
Proteinas 28,27 +0,34° 26,27 +2,13° 19,87 +0,13° 31,66 + 1,40° 28,95 +0,98° 25,70 + 1,73°
Lipidos 431 +0,08° 6,05+0,21* 7,22 +0,17° 0,54 +0,09¢ 0,82 +0,13° 1,49 +0,08°
Glucidos 64,07 + 0,28° 64,41 + 1,90 70,43 +0,34° 64,22 +1,23° 66,63 + 0,86° 69,90 + 1,63*
Energia 408,14 £ 0,25° 417,17 +1,01° 426,20 +£0,01* 388,36 £ 0,16° 389,68 + 0,52° 395,77 +0,91*

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).

Os macronutrientes predominantes foram os glicidos, sendo superiores em L.
sativus relativamente a C. arietinum. Os valores descritos na literatura para variedades
do Canada e da India de L. sativus sd3o semelhantes aos da amostra crua estudada neste

trabalho (63,5 g/100 g e 64, 3 g/100 g, respetivamente; Chavan et al., 1999).

As proteinas foram o segundo componente mais abundante e apresentaram a
mesma tendéncia. O teor observado na amostra crua de L. sativus foi superior ao
observado numa variedade da Polénia (27,5 g/100 g; Grela e Gunter, 1995) e em
variedades Canadiana ¢ Indiana (23,6 ¢ 21,3 g/100 g, respetivamente; Chavan et al.,
1999). O teor de cinzas foi maior na mesma espécie, € os valores observados foram,
mais uma vez, maiores do que os descritos para uma variedade Polaca (3,13 g/100 g;
Grela e Gunter, 1995), e para as variedades Canadiana e Indiana (2,9 e 2,7 g/100 g,

respetivamente; Chavan et al., 1999).
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Os teores de proteinas e cinzas encontrados na amostra crua de C. arietinum
foram semelhantes aos descritos por Amir et al. (2007) para uma variedade da Argélia;
ja& o teor de proteinas foi maior do que o valor apresentado por Fares e Menga (2012)

(23,40 g/100 g) para farinha de C. arietinum.

Apesar da tendéncia observada para os outros macronutrientes, foi C. arietinum que
apresentou valores maiores de lipidos de gordura e contribui¢do energética. A amostra
crua desta espécie apresentou teores de lipidos mais elevados do que as variedades

Canadiana e Indiana (1,3 e 1,2 g/100 g, respetivamente; Chavan et al., 1999).

Em geral, ndo foram observadas diferengas significativas entre os macronutrientes
das amostras cruas e demolhadas. As Unicas exce¢des foram os niveis de lipidos que
aumentaram da amostra crua para a demolhada em ambas as espécies, e a contribuig¢do
energética que também aumentou no caso de C. arietinum. No entanto, verificaram-se
diferencas significativas entre as amostras cruas e cozidas, com uma diminui¢do no teor
de cinzas e proteinas, e um aumento do teor de lipidos, glicidos e valor energético

(Tabela 2).

Apesar da existéncia de alguns estudos que compararam amostras cruas e cozidas de
C. arietinum, os resultados ndo sdo conclusivos. Bhatty et al. (2000) descreveram, tal
como no presente estudo, uma perda de proteinas durante o cozimento, devido a
processos de degradacdo. Wang et al. (2010) descreveram um aumento de proteinas
atribuido a perda de solidos soluveis na cozedura, enquanto Alajaji ¢ El-Adawy (2006)
descreveram valores similares entre amostras cruas ¢ cozidas. Quanto ao teor em cinzas,
ambos os autores descreveram uma diminui¢do nas amostras cozidas, o que esta em
concordancia com o presente estudo. Esse facto foi explicado pela difusdo de

determinados minerais na dgua de cozimento (Wang et al., 2010).

Os efeitos sobre o teor de lipidos também sao distintos de acordo com os diferentes
autores; Alajaji e EI-Adawy (2006) descreveram uma diminui¢do, enquanto que Wang
et al. (2010) descreveram um aumento significativo, tal como observado no presente

trabalho.

Pelo que ¢ do nosso conhecimento, ndo existem estudos publicados sobre os efeitos

térmicos, nomeadamente cozedura, na composi¢do em macronutrientes de L. sativus.

22 Caracterizacio quimica e valor nutricional de Cicer arietinum L. e Lathyrus sativus L.



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superior Agraria

Os resultados relativos a composicdo em 4cidos gordos saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA) das sementes das espécies

estudadas apresentam-se na Tabela 3.

Os acidos linoleico (C18:2n6), oleico (C18: In9) e palmitico (C16: 0) foram,
respetivamente, os principais acidos gordos polinsaturado, monoinsaturado e saturado,
seguindo a sua abundancia a ordem apresentada. O efeito hipocolesterolémico de C.
arietinum tem sido relacionado com o seu alto teor de acidos gordos essenciais,
principalmente acido linoleico (Attia et al., 1996). Ambas as espécies revelaram

percentagens de PUFA> MUFA> SFA.

C. arietinum apresentou valores de MUFA superiores aos encontrados em L.
sativus, mas esta apresentou maior teor de SFA e também percentagens de PUFA

ligeiramente superiores.

O perfil e a quantidade de 4acidos gordos encontrados em ambas as espécies nao
sofreram alteragdes significativas nas amostras demolhadas e cozidas, relativamente as
leguminosas cruas, o que esta de acordo com o descrito por Attia et al. (1996) que, ap6s
cozedura, apenas observaram uma pequena alteragao da composicao em acidos gordos
de C. arietinum. No entanto, sdo evidentes algumas diferengas na amostra crua e em
variedades da Argélia (Amir et al., 2007) e do Paquistdo (Zia-Ul-Haq et al., 2007):
menores percentagens de acido palmitico e araquidico e maiores valores de acido a-

linoleico.

O perfil e as quantidades de 4cidos gordos encontrados na amostra crua de L.
sativus foram muito semelhantes as descritas para uma variedade canadiana (Chavan et
al., 1999). No entanto, apresentou diferencas em relacdo a uma amostra da Poldnia
(Grela e Gunter, 1995), nomeadamente nas percentagens de acidos palmito e linoleico.
Essas varia¢des podem ser devidas a fatores intrinsecos (principalmente genéticos, que
sdo parcialmente responsaveis pelas diferencas entre cultivares e variedades) ou a
fatores extrinsecos, tais como armazenamento, tipo de solo, praticas agricolas, fatores

climaticos e tratamentos tecnolédgicos (Zia-Ul-Hagq et al., 2007).
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Tabela 3. Composicio em acidos gordos (percentagens relativas) de variedades regionais de C.
arietinum e L. sativus (valores médios = SD, n = 3).

Cicer arietinum

Lathyrus sativus

Crua Demolhada Cozida Crua Demolhada Cozida
C6:0 0,01 % 0,00 0,01 £0,00 tr 0,03+£0,01  0,02£0,00 0,04+ 0,00
C8:0 0,01 + 0,00 0,01 £ 0,00 tr 0,06 +0,01 0,03 +0,01 0,04 + 0,01
C10:0 0,01 £ 0,00 tr tr 0,05+0,0  0,03£0,00 0,06+ 0,00
C12:0 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,07+0,00 0,06+ 0,01 0,07 + 0,00
C14:0 0,16 +0,01 0,15+0,01 0,13 £ 0,00 0,52+0,01  0,52+0,02  0,43+043
Cl4:1 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,05+£0,01  0,06+0,00  0,03+0,00
C15:0 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00 0,07 £ 0,00 024+0,02  0,24+0,01 0,23+0,23
C16:0 9,57 +0,56 9,12+0,10 9,52 40,01 8,84+021  821+027  853+0,06
C16:1 0,27 + 0,00 0,27 0,01 0,25 + 0,00 025+0,01  025+0,00 0,18 +0,00
C17:0 0,09 £ 0,01 0,08 + 0,00 0,09 + 0,00 035+0,02 0294002  039+0,01
C18:0 1,33 +0,02 1,22+0,09 1,28 + 0,01 4,62+0,10  4,73+0,01 5,70 + 0,07
C18:1n9 24,45 + 0,81 23,41 £0,74 23,95 £ 0,02 16,75+0,12  16,03+0,17 16,14+ 0,06
C18:2n6 58,91 40,32 60,49 + 0,79 59,63 + 0,00 54,50 £0,43 56,81+023 56,61 £0,16
C18:3n3 3,33+0,02 3,48 0,01 3,33 £ 0,00 932+0,04  925+0,03  9,01£0,00
C20:0 0,51 +0,01 0,50 + 0,00 0,47 + 0,01 0,94+0,06  091+0,03  0,72+0,02
C20:1 0,42 40,01 0,40 £ 0,01 0,39 + 0,02 0,58+0,07  0,36+0,02  0,36+0,01
C20:2 0,09 £ 0,01 0,07 £ 0,00 0,10 % 0,00 0,58+0,05  0,17+0,00  0,15+0,02
C20:3n3+C21:0 0,05 + 0,00 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00 020+0,02  0,19+£0,00  0,12+0,00
C20:5n3 0,03 0,01 0,03 £ 0,00 0,03 £ 0,00 tr 0,06 £0,00  0,02+0,00
C22:0 0,33 0,01 0,31 % 0,00 0,30 + 0,00 0,59+0,00  047+0,03  033+0,02
C22:1n9 0,02 + 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 025+0,01  025+0,00  0210,00
C23:0 0,09 £ 0,01 0,09 + 0,02 0,12 +0,01 029+0,02  0,23+0,01 0,15+0,01
C24:0 0,21 + 0,00 0,21 +0,02 0,23 + 0,00 0,70£0,02  0,54+0,05 0,39 +0,02
C24:1 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,01 £ 0,00 023+0,05 0284007  0,10+0,02
SFA (%) 12,41 +0,54° 11,77 +0,04° 12,23 + 0,00 17,29 £0,23* 16,28 +0,42° 17,07 £0,23"
MUFA (%) 25,18 £0,81° 24,10 £ 0,76° 24,62 +0,00° 18,11+0,11° 1723+0,22° 17,02 +0,09°
PUFA (%) 62,41 +£0,27° 64,13 +0,80° 63,14 + 0,00° 64,60 +0,12° 66,49 +0,21* 65,91 £0,14®

Acido capréico (C6: 0), 4cido caprilico (C8:0), acido caprico (C10: 0), acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0),
acido miristoleico (C14:1), 4cido pentadecandico (C15:0), acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido
heptadecandico (C17:0), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1n9c), acido linoleico (C18:2n6), acido o-
linolénico (C18:3n3), 4cido araquidico (C20:0), acido eicosendico (C20:1), acido cis-11,14-eicosadiendico (C20:2),
acido 17-eicosatriendico e acido heneicosandico (C20:3n3 + C21:0), acido eicosapentaenodico (C20:5n3), acido
beénico (C22:0), acido ertcico (C22:1n9), acido tricosandico (C23:0); acido lignocérico (C24:0), acido nervénico
(C24:1). SFA- Acidos gordos saturados; MUFA- Acidos gordos monoinsaturados; PUFA- Acidos gordos
polinsaturados; tr-vestigios. Em cada linha, letras diferentes significam diferengas estatisticamente significativas (p

<0,05).
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O perfil e as quantidades de 4cidos gordos encontrados na amostra crua de L.
sativus foram muito semelhantes as descritas para uma variedade canadiana (Chavan et
al., 1999). No entanto, apresentou diferencas em relacdo a uma amostra da Poldonia
(Grela e Gunter, 1995), nomeadamente nas percentagens de acidos palmito e linoleico.
Essas variagdes podem ser devidas a fatores intrinsecos (principalmente genéticos, que
sdo parcialmente responsaveis pelas diferencas entre cultivares e variedades) ou a
fatores extrinsecos, tais como armazenamento, tipo de solo, praticas agricolas, fatores

climaticos e tratamentos tecnolédgicos (Zia-Ul-Hagq et al., 2007).

Os resultados relativos a composi¢do em actcares encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Composi¢io em aciicares (g/100 g) de variedades regionais de C. arietinum e L. sativus
(valores médios = SD, n = 3).

Cicer arietinum Lathyrus sativus
Crua Demolhada Cozida Crua Demolhada Cozida
Frutose 0,83 + 0,06 0,71 £ 0,05 0,57 +0,07° nd nd nd
Sacarose 3,21 £0,05% 3,03+ 0,00b 2,02 £ 0,03¢ 2,53 +0.,03% 2,41 +0,08* 2,12 + 0,02b
Trealose 0,45 £ 0,02° 0,44 £ 0,03* 0,27 +0,01° nd nd nd
Rafinose 0,92 £ 0,06° 0,76 £ 0,02° 0,54 £ 0,07° nd nd nd
Estaquiose 2,26 +0,01° 2,23 +0,01° 1,82 +0,01° nd nd nd
Verbascose 1,32 £0,04° 1,20 £0,02° 0,95 +0,01° nd nd nd
Total 8,99 +0,09% 8,37+ 0,08b 6,17 £0,09¢ 2,53 £0,03? 2,41 +£0,08* 2,12 £ 0,02b

nd- ndo detetado. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05).

C. arietinum apresentou maior concentragdo e¢ um perfil de agucares mais
diversificado (sacarose> estaquiose> verbascose> rafinose> frutose> trealose), do que
L. sativus que s6 apresentou sacarose. Pelo que sabemos ndo existem estudos relativos a
composi¢do em agucares da ultima espécie mencionada. Amostras de C. arietinum da
Arabia Saudita (Alajaji et al 2006) e da China (Xiaoli et al., 2008) apresentaram um
perfil e contetido de agtcares semelhante ao encontrado nas variedades regionais, mas
sem trealose. No entanto, Xiaoli et al. (2008) isolaram e identificaram um outro agtucar,

ciceritol, como composto principal.
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Verificou-se uma redu¢ao dos niveis de ag¢ucar nas amostras cozidas relativamente
as cruas (Tabela 4). Este facto foi também observado em amostras de C. arietinum da
Arabia Saudita (Alajaji et al., 2006) e do Canadd (Wang et al., 2010), e pode ser

explicado pela sua difusdo para a dgua de cozedura.

No que concerne a composicdo em acidos organicos, foram identificados trés
compostos em ambas as espécies (dcidos oxalico, malico e citrico) (Tabela 5). No

entanto, C. arietinum apresentou as maiores concentragoes.

Tabela 5. Composi¢do em acidos orginicos (g/100 g) de variedades regionais de C. arietinum e L.
sativus (valores médios + SD, n = 3).

Cicer arietinum Lathyrus sativus

Crua Demolhada Cozida Crua Demolhada Cozida
Acido oxalico 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 +0,00° 0,02 +0,00°  0,02+0,00° 0,02 +0,00°
Acido malico 6,60 + 0,06 5,01 +0,06° 3,90 +0,15° 0,08+0,01° 0.,08+0,01* 0,06+ 0,00°
Acido citrico 3,58 + 0,05" 2,36 £ 0,06° 2,58 + 0,04 0,15+0,00° 0,10+0,01° 0,10 +0,00°
Total 10,19+ 0,11° 7,38+ 0,01° 6,50+ 0,10° 025+0,01°  0,20+0,01° 0,18 +0,00°

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).

Nas amostras demolhadas e cozidas de ambas as espécies, verificou-se uma
redu¢do das concentragdes de todos os acidos organicos, facto explicado pela
degradacdo/oxida¢do de compostos. Pelo que sabemos ndo estdo disponiveis estudos
relativos a composi¢do em acidos organicos de nenhuma das espécies, nem de qualquer

efeito da cozedura sobre os mesmos.

Nao foi encontrado acido ascérbico em nenhuma das amostras estudadas, o que
esta de acordo com o descrito por Chavan et al. (1999) para amostras de L. sativus do

Canada.

Na Tabela 6 podemos ainda observar a composi¢do das amostras em tocoferois.
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Tabela 6. Composicio em tocoferois (mg/100 g) de variedades regionais de C. arietinum e L. sativus
(valores médios £ SD, n = 3).

Cicer arietinum Lathyrus sativus
Crua Demolhada Cozida Crua Demolhada Cozida
a-Tocoferol 2,36 £0,17° 3,72 +0,02° 4,42 +0,20° 0,10+0,00° 0,15+0,01° 0,19 +0,02*
B-Tocoferol 0,07 +0,00° 0,10+ 0,01° 0,13 £0,01° nd nd nd
y-Tocoferol 8,52 + 0,544 13,45+ 0,25° 16,44 +0,36" 6,23+0,04° 745+046" 10,15+0,71°
6-Tocoferol 0,76 +0,57¢ 1,00 £0,01° 1,21 £0,04* nd nd nd
Total 11,71 £0,76° 18,27 +£0,23° 22,20 +£0,52° 6,33 £0,04° 7,60 +0,46° 10,34 +0,72°

nd- ndo detetado. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05).

C. arietinum apresentou a maior quantidade de tocoferodis e todas as isoformas. L.
sativus so apresentou a- e y-tocoferdis. Grela e Gunter (1995) identificaram trés
isoformas (a-, y-, o-tocoferdis) em L. sativus da Poldnia, todas elas em maior
concentragdo. Aslam et al. (2012) também identificaram a-tocoferol em amostras de C.

arietinum da India, mas em menor quantidade.

A concentracdo de todas as isoformas e, consequentemente, do total de tocoferois
aumentou nas amostras demolhadas e cozidas de ambas as espécies, provavelmente
devido a uma maior capacidade de extra¢do desta vitamina. Nao foram encontrados

estudos sobre os efeitos da cozedura na concentracao de tocoferois.

3.2. Bioatividade

Analisando os resultados apresentados para os compostos bioativos (Tabela 7),
ambas as espécies revelam um teor de fendis totais semelhante. No entanto, L. sativus
apresentou um maior teor de flavonoides totais e maior atividade antioxidante em todos
os ensaios efetuados in vitro: ensaios de captagdo de radicais DPPH, poder redutor,

inibigdo da descolorag¢do do B-caroteno ¢ TBARS (menores valores de ECsy).
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Tabela 7. Composicio em nio-nutrientes (fendéis, mg GAE/g extrato, e flavonoides, mg CE/g
extrato) e propriedades antioxidantes (mg/ml) de variedades regionais de C. arietinum e L. sativus
(valores médios £ SD, n = 3).

Cicer arietinum Lathyrus sativus

Crua Demolhada Cozida Crua Demolhada Cozida
Fendis 3,22+0,06° 525+0,00° 547+0,05 3,15+.,44°  506+029° 5,59+0,18°
Flavonoides 1,56+ 0,006 2,35+0,00° 2,71+0,00°  3,12+0,00° 4,29+0,01° 501+0,01°
Atividade captadora DPPH 89,34 +0,85" 52,04 +191° 32324125 37,97+1,34" 18,95+0,64" 1523 +0,48°
Poder redutor 12,22 40,03* 11,4340,23" 436+0,16° 3,99+0,11° 3,94+0,06° 326+0,11°
Inibigdo descoloragdo B-caroteno 1,53 +0,13* 1,03 £0,04° 0,76+0,02°  1,04+0,06° 092+0,16® 0,82 +0,08"
Inibigio TBARS 736+0,11°  571+040° 2,13+0,56°  4,53+028° 347+025° 1,62+0,09°

A atividade antioxidante foi expressa como valores de ECsy, 0 que significa que os valores mais elevados
correspondem a menor poder redutor ou potencial antioxidante. GAE e CE significam equivalentes de acido
galico e catequina, respetivamente. ECsy: Concentragdo de extrato correspondente a 50% da atividade
antioxidante ou 0,5 de absorbancia para o ensaio do poder redutor. Trolox: valores de ECsy 30 pg/ml (poder
redutor), 43 pg/ml (atividade captadora DPPH), 3 pg/ml (inibicdo da descoloragdo do B-caroteno) e 4 pg/ml
(inibicdo TBARS). Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas (p
<0,05).

Os flavonoides parecem entdo ser os principais compostos fenolicos que
contribuem para a atividade antioxidante das amostras. Outros autores (Pastor-Cavada
et al., 2009), destacaram o maior conteudo fenolico e atividade antioxidante de espécies
de Lathyrus (incluindo L. sativus; 4,3 mg/g), comparativamente a legumes comerciais
nomeadamente, C. arietinum. No entanto, de acordo com Kanatt et al. (2011), extratos
aquosos da ultima espécie apresentam uma excelente atividade antioxidante, medida
pelos ensaios de captacdo de radicais DPPH e superoxido, descoloragdo do -caroteno e

TBARS.

Os teores de fenodis e flavondides e, consequentemente, a atividade antioxidante
medida em todos os ensaios, aumentam nas mostras demolhadas e, sobretudo, nas
amostras cozidas. Este facto pode ser devido a quebra da parede celular, e concomitante
libertagdo de polifenois e flavondides que estavam previamente ligados a essa estrutura,
facilitando a sua extracdo em relacdo as amostras cruas (Choi et al., 2006). Pelo
contrario, Starzynska-Janiszewska et al. (2008) verificaram uma diminuicao de fenois
em amostras de L. sativus cozidas relativamente as cruas (3,05 para 1,37 mg/g) ¢
Nithiyanantham et al. (2012) descreveram uma diminui¢do da atividade antioxidante
nas mesmas amostras. Estes autores atribuiram essa observacdo a varios fatores, tais
como reacdo oxidativa, lixiviagdo de compostos antioxidantes soluveis em dagua,
formag¢do ou quebra de compostos antioxidantes, ¢ perda de solidos durante os

processos descritos.
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4. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Este trabalho visou explorar as propriedades nutricionais e bioativas de duas
espécies de leguminosas: o grao-de-bico (C. arietinum) e o chichirdo (L. sativus),

outrora frequentemente cultivados na Terra de Miranda.

A analise referente a composicao nutricional incluiu a determina¢do de humidade,
proteinas, lipidos, cinzas e glicidos e os perfis individuais de agucares e de acidos
gordos. A determinagdao da composi¢ao nutrac€utica incluiu a andlise de tocoferois,
acidos organicos, fenodis e flavonoides totais. A avaliagdo da atividade antioxidante foi
feita através de quatro ensaios diferentes: atividade captadora de radicais livres de
DPPH, poder redutor, inibi¢do da descoloracdo do B-caroteno e inibi¢do da peroxidagao

lipidica pelo ensaio TBARS.

Nos estudos de avaliagao da composigdo nutricional, demonstrou-se que L. sativus
foi a espécie que apresentou maior quantidade de glicidos, proteinas, cinzas, acidos
gordos saturados e polinsaturados, e menor teor de lipidos e valor energético. Além
disso, também apresentou a mais elevada concentragdo de flavonoides e a maior

atividade antioxidante.

A amostra de C. arietinum apresentou a maior concentragdo de aglcares, acidos

organicos e tocoferois.

O processo de demolhar em agua durante 24h nao afetou significativamente os
macronutrientes, mas o processo de cozedura diminuiu os niveis de proteinas, cinzas,
acucares e acidos organicos, e aumentou os glucidos, lipidos, tocoferdis, compostos
bioativos ¢ atividade antioxidante. Nao se verificaram diferencas relativamente a

composi¢ao em acidos gordos.

O presente estudo destaca o valor nutritivo e as propriedades bioativas de
sementes de C. arietinum L. sativus, e valoriza estes alimentos tradicionais,

promovendo o interesse da sua inclusdo nas dietas modernas.

O registo do conhecimento e uso empirico das espécies estudadas tem em vista
recuperar o patrimonio cultural tradicional assegurando a sua sobrevivéncia e

continuidade, otimizar saberes populares e reintroduzir habitos alimentares antigos

Caracterizacio quimica e valor nutricional de Cicer arietinum L. e Lathyrus sativus L. 29



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superior Agraria

proporcionando novas alternativas alimentares potencialmente interessantes para as

dietas atuais.

Em suma, este trabalho visa sublinhar a importancia do consumo de leguminosas
aliando um estudo cientifico das caracteristicas destas espécies aos conhecimentos
empiricos que remontam aos tempos mais antigos, com o intuito de sensibilizar e
incentivar a populagdo para o seu consumo quer na dieta corrente quer na formulagao de

novas receitas a base destes produtos.
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Valorizaciao de alimentos tradicionais da Terra de Miranda: Caracterizaciao
morfolégica e valor nutricional de Cicer arietinum L. e Lathyrus sativus L.
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RESUMO

O uso de alimentos e receitas tradicionais pode enriquecer e beneficiar a dieta
atual, promovendo e valorizando em simultdneo os saberes e tradi¢des locais que
passaram de geracdo em geragdo. Algumas espécies de leguminosas (Familia Fabaceae)
tiveram um importante papel na historia da agricultura Portuguesa. O grdo-de-bico
(Cicer arietinum L). e o chichirdo (Lathyrus sativus L.) sdo bons exemplos de espécies
frequentemente cultivadas em épocas antigas para consumo humano e forragem.

Neste estudo, amostras das sementes maduras recém-colhidas foram processadas
de trés formas diferentes, em cru, demolhadas em agua e cozidas depois de demolhadas,
e submetidas a andlise para caracterizagdo das propriedades nutricionais e bioativas. Os
resultados mostram que a espécie L. sativus foi a que apresentou maior concentragdo de
glucidos, proteinas, cinzas, acidos gordos saturados e polinsaturados, mas niveis mais
baixos de lipidos totais e valor energético. Esta espécie apresentou ainda a mais elevada
concentragdo de flavonoides e a maior atividade antioxidante. Quanto a espécie C.
arietinum, os resultados mostraram uma maior quantidade de agtcares, acidos organicos
e tocoferois.

O processo de imersdao em agua (demolhar) nao afetou significativamente os
macronutrientes, contudo a cozedura fez diminuir os niveis de proteinas, cinzas,
acucares e 4cidos organicos, mas aumentou os glicidos, lipidos, tocoferois,
componentes bioativos e atividade antioxidante. Quanto a presenga de acidos gordos,
ndo houve registo de alteragdo no que concerne a sua composicao.

De um modo geral, o estudo destaca o perfil nutricional e as propriedades
bioativas das duas espécies, C. arietinum e L. sativus, contribuindo também para a
valorizagdo de produtos regionais de larga tradigdo, para a reintegragao destes alimentos
nas dietas contemporaneas incentivando o seu consumo regular.

Palavras-chave: Fabaceae; Cicer arietinum; Lathyrus sativus; leguminosas para grao;
gastronomia regional; valor nutricional; bioatividade.
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