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“Those who are satisfied sit and do nothing. The dissatisfied are
the only benefactors in the world. So, God give me the serenity to
accept what | cannot change, courage to change what | can and
wisdom to know the difference”

Walter S. Landor and Reinhold Niebuhr
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Resumo

RESUMO

Ao longo dos séculos, as plantas silvestres tém sido utilizadas por diferentes
culturas como recursos medicinais e alimentares dada a sua composicdo quimica e
nutricional rica em compostos com propriedades funcionais. Nos ultimos anos, dada a
crescente procura por parte dos consumidores aliada a novas tendéncias gastronoémicas e
finalidades industriais, tem havido um aumento de interesse neste tipo de plantas bem
como por compostos bioativos extraidos a partir de fontes naturais. A utilizacao de plantas
silvestres na alimentacdo, nomeadamente de plantas alimentares ndo convencionais
(PANCs), representa uma fonte de subsisténcia para comunidades rurais, sendo
atualmente consideradas uma alternativa sustentavel e que permite a diversificacdo
alimentar e 0 consumo por um nimero crescente de pessoas. Por isso, diferentes PANCs
tém sido alvo de diversos estudos, uma vez que, para algumas espécies, 0 conhecimento
quanto ao seu valor nutricional, quimico e a presenca de compostos bioativos € ainda
escasso. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo principal contribuir para o
conhecimento de duas espécies de ervas daninhas vulgarmente conhecidas como
Trapoeraba, Commelina erecta e Commelina benghalensis, com vista ao estimulo da sua
inclusdo numa dieta saudavel e balanceada. Para o efeito foi avaliado o perfil nutricional
(proteinas, lipidos, cinza, hidratos de carbono e energia)e quimico (agucares livres, acidos
organicos, acidos gordos, tocoferdis e compostos fenolicos) de diferentes partes das
especies referidas (caule, folha e flor) e em diferentes estadios de desenvolvimento (pré
e pés-floracdo), bem como as propriedades bioativas (atividades antioxidante, citotoxica
e antimicrobiana) de diferentes extratos das mesmas.

As trapoerabas apresentaram um interessante perfil nutricional, que se revelou
similar ao descrito para PANC’s popularmente consumidas, apresentando os glucidos
como 0s macronutrientes encontrados em maior quantidade. Foram detetados 4 &cidos
organicos, 18 acidos gordos, maioritariamente PUFA, e tendo sido identificado a presenca
de todas as isoformas de tocoferol. No que respeita o teor de tocoferodis, este foi
particularmente elevado na amostra de folha pos-floracdo de C. benghalensis. Quanto a
composigdo em compostos fendlicos, foram detetados 13 compostos. Entre eles varios
derivados de apigenina, composto com potencial bioativo, tendo sido esta a aglicona com
maior frequéncia entre as partes ediveis avaliadas. Ambas as espécies apresentaram
resultados promissores no que respeita a avaliacdo de bioatividades, especialmente para

a atividade antimicrobiana, na qual todas as partes avaliadas demonstraram eficacia

Xiii



Resumo

contra bactérias e fungos, com algumas amostras a revelaram atividade superior aos dois
aditivos alimentares testados como controlo positivo. De salientar ainda os resultados de
citotoxicidade obtidos para a linha celular de cancro de mama (MCF-7) para o extratos
hidroetanolico da flor.

Em suma, os resultados obtidos suportam o uso das trapoerabas em medicina
tradicional, bem como das folhas e caules na alimentacdo. Desta forma, pode ser
interessante quer o desenvolvimento de estudos adicionais com vista ao seu possivel uso
com finalidades conservantes quer a promocao da sua insercdo em novos pratos

gastrondmicos de modo a retirar maior proveito do seu potencial nutricional e bioativo.

Palavras-chave: Commelina erecta; Commelina benghalensis; Composicéao

nutricional; Compostos fenolicos; Bioatividade.
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Abstract

ABSTRACT

Over the centuries, wild plants have been used by different cultures as medicinal
and food resources given their chemical and nutritional composition rich in compounds
with functional properties. In recent years, given the growing consumer demand coupled
with new gastronomic trends and industrial purposes, there has been an increase in
interest in this type of plants as well as bioactive compounds extracted from natural
sources. The use of wild plants in food, including unconventional food plants (UFPSs),
represents a source of livelihood for rural communities, is currently considered a
sustainable alternative that allows food diversification and consumption by an increasing
number of people. Therefore, different UFPs have been the target of several studies, since,
for some species, the knowledge about their nutritional value, chemical and the presence
of bioactive compounds is still scarce. Thus, the main objective of this study was to
contribute to the knowledge of two weed species commonly known as Trapoeraba,
Commelina erecta and Commelina benghalensis, in order to stimulate their inclusion in
a healthy and balanced diet. For this purpose, the nutritional profile (proteins, lipids,
carbohydrate, ash and energy) and chemical (free sugars, organic acids, fatty acids,
tocopherols and phenolic compounds) of different parts of the referred species (stem, leaf
and flower) were evaluated and at different stages of development (pre- and post-
flowering), as well as bioactive properties (antioxidant, cytotoxic and antimicrobial
activities) of different extracts thereof.

The trapoerabas presented an interesting nutritional profile, which was similar to
the one described for PANC’s popularly consumed, presenting the sugars as the
macronutrients found in greater quantity. Four organic acids, 18 fatty acids, mostly
PUFA, were detected and all tocopherol isoforms were identified. As regards the
tocopherol content, this was particularly high in the post-flowering leaf sample of C.
benghalensis. As for the composition in phenolic compounds, 13 compounds were
detected. Among them several apigenin derivatives, a compound with bioactive potential,
this was the agglutination with greater frequency between the evaluated edible parts. Both
species have shown promising results in the evaluation of bioactivities, especially for
antimicrobial activity, where all evaluated parties have demonstrated efficacy against
bacteria and fungi, with some samples showed higher activity than the two food additives
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tested as positive control. The results of cytotoxicity obtained for breast cancer cell line
(MCEF-7) for hydroethanolic extracts of the flower should also be highlighted.

In short, the results obtained support the use of trapoerabas in traditional medicine,
as well as leaves and stems in food. In this way, it may be interesting to develop additional
studies with a view to its possible use for preservative purposes, or to promote its
inclusion in new gastronomic dishes in order to take greater advantage of its nutritional

and bioactive potential.

Keywords: Commelina erecta; Commelina benghalensis;  Nutritional
composition; Phenolic compounds; Bioactivity.

Xii



Revisdo bibliografica

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

13



Revisdo bibliografica

1.1.  Plantas silvestres fitoterapicas e alimentares

A designacdo “plantas silvestres” € dada as plantas que se desenvolvem sem
cultivo e de maneira espontanea (Luczaj et al., 2012). Desde tempos ancestrais este tipo
de plantas desempenham um papel importante em diferentes culturas, através da sua
utilizacdo tradicional na alimentagdo quotidiana e na fitoterapia (Alam et al., 2020), a
qual compreende a interacdo entre duas areas de estudo distintas, a botanica e a medicina,
tendo em vista o tratamento de enfermidades com recurso a utilizacdo de plantas, sejam
elas inteiras ou suas partes constituintes (Wang et al., 2020). A utilizacdo de plantas
silvestres com finalidade fitoterapica e alimentar encontra-se difundida em diversas
culturas, onde tal pratica parece estar ligada precisamente a fatores culturais, em que 0s
conhecimentos sdo passados de geracdo em geracdo, ou a questdes socioecondomicas
(Khan et al., 2020; Redzic et al., 2010; Shabab et al., 2021). Por outro lado, no contexto
atual da sociedade moderna, considerando que os produtos oriundos de plantas séo
frequentemente designados como “naturais”, também o fator psicoldgico contribui para
a sua elevada procura por parte dos consumidores, uma vez que estes associam a
generalidade dos produtos naturais a uma maior seguranca e qualidade do produto (Devia
et al., 2020; Khan et al., 2020; Ng et al., 2020).

No entanto, é de referir que o desconhecimento dos compostos presentes em
determinadas espécies de plantas silvestres, pode dar origem a distarbios toxicologicos
associados a possiveis efeitos sinergéticos ou a sua potencializacdo aquando da
combinagdo dos referidos compostos naturais com outros medicamentos/tratamentos
convencionais, podendo inclusivamente ocasionar o 6bito em situagdes mais severas
(Estevam et al., 2016; Ng et al., 2020). Assim, a identificacdo e quantificacdo dos
compostos presentes nas plantas silvestres assume um papel fundamental na garantia da
seguranca dos consumidores. Adicionalmente, o conhecimento da composi¢ao guimica
de espécies de plantas silvestres ainda pouco estudadas € igualmente relevante para o
desenvolvimento econdmico e medicinal a nivel mundial (Nascimento et al., 2015; Wang
et al., 2020), uma vez que, cerca de 50% dos farmacos atualmente produzidos e
comercializados possuem compostos oriundos de plantas (Teng & Ye, 2015). Além disso,
para além de serem utilizadas na medicina tradicional ou na industria farmacéutica,
diversas plantas silvestres sdo ainda detentoras de um perfil nutricional de interesse.

Nos Gltimos anos tem-se assistido a uma crescente procura por plantas silvestres

alimentares, as quais tém ganho destaque em paises desenvolvidos, particularmente na
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Europa, como consequéncia de novas tendéncias gastronomicas contemporaneas (Geraci
et al., 2018). Assim, a insercédo destes produtos nas dietas convencionais e eventualmente
no mercado é uma alternativa cada vez mais considerada, dada a sua composi¢éo rica em
compostos de interesse do ponto de vista nutricional e bioativo, sendo capazes de auxiliar
na suplementacdo de vitaminas e minerais (Ceccanti et al., 2020), além de contribuirem
para a inibicdo do stress oxidativo (Hernandez et al., 2015; Mbemya et al., 2017) e para
a prevencao de doencas como Alzheimer (Hernandez et al., 2015), infertilidade (Mbemya
etal., 2017), HIV (Human Immunodeficiency Virus) (Sedano-Partida et al., 2020), fibrose
hepética (Ginsburg et al., 2009) e diversos tipos de carcinoma (Graham et al., 2000;
Malami et al., 2020; Siew et al., 2019; Silva et al., 2015).

O interesse por fitoquimicos presentes em plantas silvestres alimentares tem
aumentado também devido a sua possivel utilizacdo em alimentos funcionais (Ceccanti
etal., 2020). Segundo o Functional Food Center (FFC), um alimento funcional é definido
como sendo um alimento natural ou processado que contenha compostos bioativos, néo
toxicos e eficazes, conhecidos ou desconhecidos, os quais fornecam beneficios
comprovados e documentados para o tratamento, gestdo ou prevencdo de doencas
cronicas (Martirosyan & Singh, 2015). Deste modo, a ciéncia alimentar funcional da-se
pela uni&o da nutricdo com a ciéncia dos alimentos e medicina, uma vez que representa
um elo entre alimentos e farmacos (Martirosyan & Singh, 2015). Entretanto, a procura
por plantas promissoras para 0 desenvolvimento de medicamentos e/ou ao
desenvolvimento de alimentos funcionais, ndo é suprida face a oferta e procura que o
mercado proporciona (Wang et al., 2020), o que pode estar relacionado com a dificuldade
de proliferacdo de certas plantas em solos e climas heterégenos. Deste modo, estudos
direcionados para a utilizacdo alimentar e fitoterapica de plantas silvestres sao de extrema
importancia, uma vez que este tipo de plantas possui a capacidade de se adaptar a diversos
meios, sob 0s mais variados tipos de limitagcdes de crescimento e desenvolvimento, com
niveis relativamente baixos de exigéncias fisiologicas (Gazziero et al., 2015).

Plantas silvestres pertencentes as familias Asteraceae, Amaranthaceae,
Portulacaceae, Cyperaceae, Malvaceae, Cucurbitaceae e Commelinaceae, tém
evidenciado a presenca de compostos fitoquimicos interessantes do ponto de vista
nutricional e capazes de auxiliar no tratamento de determinadas doengas (Njamen et al.,
2013; Sousa et al., 2011). Dada a escassez de estudos/dados relativos a composigdo

nutricional e quimica, de duas espécies de plantas silvestres pertencentes a familia
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Commelinaceae, nomeadamente Commelina erecta e Commelina benghalensis foram
selecionadas para a realizagdo do presente estudo. Apesar de frequentemente associada a
utilizacdes fitoterapicas, a espécie C. erecta apresenta ainda indicios de poder ser
considerada como planta alimentar ndo convencional (PANC), dada a sua utilizacdo em
forma de salada ou ainda em conservas (Jacob et al., 2018). Assim como C. erecta, a
espécie C. benghalensis € maioritariamente referida pelas suas valéncias terapéuticas,

podendo contudo ser consumida em forma de vegetal (Orni et al., 2018).
1.2. Familia Commelinaceae

A familia Commelinaceae é composta por cerca de 41 géneros e 650 espécies
(Faden, 1998) amplamente distribuidas na América tropical, Africa, Asia e Australia
(Panigo et al., 2011), possuindo caracteristicas maioritariamente terrestres ou, em casos
raros epifitas, com ciclos de vida perene, e descritas como escandentes dado competirem
com outras vegetacOes. Adicionalmente, sdo ainda caracterizadas por apresentarem
caules herbaceos e carnosos, dispondo de uma diversificada coloracéo de flores (Estevam
et al., 2016; Faden, 2000).

Espécies como Tradescantia sillamontana, Tradescantia pallida, Commelina
congesta, Commelina communis, Commelina thomasii, Rhoeo spathacea, pertencentes a
familia Commelinaceae, encontram-se descritas na literatura como sendo plantas com
finalidades alimentares e fitoterapicas devido a presenca de compostos quimicos com
propriedades bioativas, particularmente com atividades anti-inflamatéria, bloqueadora de
radicais livres, antitumoral, antigenotdxica, antimicrobiana e anti-hipertensiva (Beyra et
al., 2004; Estevam et al., 2016; Frankova et al., 2021; Rosales-Reyes et al., 2007; Silva
et al., 2015; Yemele et al., 2015). Para além destas propriedades, plantas pertencentes a
esta familia tal como C. Communis, sdo historicamente usadas como corantes naturais,
dada a coloracdo azul caracteristica conferida pelas antocianinas presentes na flor
(Derrick et al., 2017).

A bioatividade associada a diferentes matrizes da-se pela presenca de metabolitos
secundarios e outros compostos fitoquimicos, tais como flavonoides, saponinas,
esterdides, polissacarideos, alcaldides, polifendis, entre outros, 0s quais se apresentam
distribuidos por toda a planta ou nas suas partes constituintes (Gong et al., 2020). Plantas
pertencentes a familia Commelinaceae geralmente apresentam similaridades na sua

composicdo em flavondides devido a presenca de C-glicosideos, sendo também
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encontrados glicosideos de flavonadis e flavonas comuns (Martinez, 1985). Espécies como
Tradescantia sp., Tradescantia zebrina, Calisia gracilis e Calisia gracilis, pertencentes
a esta familia, apresentam relatos da sua utilizacdo pela populacao sul equatoriana para
tratamentos de febre, reumatismo, gangrena, infeccdes, tonificantes capilares e relaxantes
musculares (Tene et al., 2007). Nestes tratamentos sdo utilizadas partes constituintes das
plantas como folhas, hastes e flores (Tene et al., 2007). Porém a escassez de
conhecimento técnico-cientifico direcionado a determinadas espécies da familia
Commelinaceae, tal como a C. erecta e a C. benghalensis, faz com que as suas
propriedades bioativas, fitoterapicas e alimentares sejam ainda largamente
desconhecidas, sendo 0 seu uso maioritariamente baseado em conhecimentos empiricos

de diferentes regides e etnias.
1.2.1. Commelina benghalensis

A espécie Commelina benghalensis é considerada uma erva daninha, uma vez que
afeta diferentes culturas como a de milho, soja, banana, trigo, pastagens e algodao em 29
paises distintos. Esta € popularmente conhecida em diferentes regides como aranha
tropical, flor do dia de benghal, godogbo, bulabula, obogu, andarca e marianinha-branca
(Barreto, 2005; Lewis, 1985). Apresenta-se amplamente distribuida nas regides tropicais
da Asia, Africa, América do Sul, indias Ocidentais e América do Norte ( Fibrich & Lall,
2020). C. Benghalensis possui um ciclo de vida perene, maioritariamente ascendente,
chegando a atingir 1 m de altura, com folhas ovais de aproximadamente 2,5 a 7,5 cm de
comprimento, com flores azuis dispostas em 3 pétalas com comprimento aproximado de

3 a4 mm, sementes retangulares e caules rastejantes ao solo (Figura 1) (Webster et al.,

2005).
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Figura 1. Commelina benghalensis
(Fonte: Adaptado de Maia. 2006).
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C. Benghalensis, ainda conhecida como Trapoeraba, apresenta-se como uma das
ervas daninhas de principal impacto econdmico em culturas agricolas devido a sua
resisténcia a herbicidas (Oliveira et al., 2019). Apesar de resistente e competitiva, é de
raro cultivo, contudo utilizada na alimentacdo de animais ruminantes através das
pastagens, auxiliando na suplementacgdo proteica e de fibras fermentéaveis (Lanyasunya et
al., 2008). No entanto, o ambito de maior relevancia global relaciona-se com a medicina
tradicional sendo citada a sua utilizacio em paises da Africa Oriental, Nigéria, Africa
Austral, India e paises Sul Americanos, para o tratamento de enfermidades tais como dor
de garganta, infegdes oculares, infertilidade em mulheres, cicatrizagdo de feridas e
problemas dermatolégicos, sendo ainda usado como diurético e anti-inflamatério
(Malami et al., 2020; Siew et al., 2019). Estas bioatividades parecem estar relacionadas
com a presenca de compostos como a luteina, zeaxantina, antocianinas, alcaloides, cera,
vitamina C, carbohidratos, taninos e balsamos presentes em partes da erva (Bianca
Fibrich, 2020; Lakshminarayana et al., 2007). A elaboracdo da base fitoterapica
tradicional e utilizacdo dos metabolitos desta planta ocorre principalmente pela
maceracao das suas partes constituintes, nomeadamente caule, flor e folhas, tendo sido
adicionalmente relatada por tribos do Nepal a utilizacdo do sumo extraido das raizes para
o tratamento da indigestdo (Manandhar, 1998). Além dos seus efeitos fitoterapicos, a C.
Benghalensis € citada como sendo uma planta alimentar ndo convencional (PANC),
utilizando-se as suas folhas para consumo apos coccdo ou em forma de salada (Misra et
al., 2016; Seixas et al., 2020).

1.2.2. Commelina erecta

De igual modo, C. ereta também possui um ciclo de vida perene e de grande
resisténcia a herbicidas (Panigo et al., 2012; Timms & Wood, 2020), sendo caracteristicas
desta espécie a presenca de folhas pecioladas eretas com disposi¢do de duas pétalas
maiores de &pice arredondado e uma menor de &pice agudo, ambas de coloragdo azul
(raramente brancas ou lavanda), contendo sementes elipticas e caule ereto, podendo
atingir 1 m de altura (Figura 2) (Maia, 2006; Pellegrini & Forzza, 2017). Popularmente
conhecida como erva de santa-l0zia, andacé e trapoeraba-azul, C. Erecta representa a
espécie mais varidvel dentro da familia Commelinaceae, com ampla distribuicdo desde
os Estados Unidos da América até a Argentina, apresentando registro em todos os estados

brasileiros, maioritariamente em regides tropicais e dispondo de flores durante todo o ano
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com formacdo de frutos de dezembro a janeiro (Barreto, 2005; Obermeyer & Faden,
1985).

Figura 2. Commelina erecta
(Fonte: Adaptado de Maia. 2006).

Sendo escasso 0 conhecimento cientifico da sua composi¢do quimica e bioldgica,
C. erecta apresenta-se difundida principalmente na medicina tradicional brasileira, onde
¢ citada para tratamentos de inflamac6es e infec¢bes oculares, diabetes, reumatismo,
hipertensdo e diarreia (Albuguerque et al., 2007; Brandao et al., 2012; Ricardo et al.,
2017). Além da relagdo com a medicina tradicional, C. erecta é ainda descrita no &mbito
das PANC, uma vez que as partes constituintes da erva, tais como as folhas, caules, flores
e raizes podem ser incluidas na alimentacdo (Bredariol, 2015; Sfoglia et al., 2019). A
insercdo da C. erecta na alimentacdo convencional é difundida em diferentes regiGes do
Brasil, existindo relatos desta utilizagdo nos estados de Sdo Paulo, Parana e Rio Grande
do Sul (Bredariol, 2015; Huergo et al., 2020; Sfoglia et al., 2019).

1.3.  Composicdo quimica e bioativa

1.3.1. Terpenos, alcaloides e compostos fenolicos

Os diferentes compostos secundarios presentes nas plantas sdao os principais
responsaveis pela sua diversidade quimica, sendo particularmente relevante referir trés
grupos quimicamente distintos: os terpenos, alcal6ides e compostos fenolicos (Ehlers et
al., 2020). Os terpenos representam a classe estrutural mais variada entre os produtos
vegetais naturais, os quais sdo formados pela via do mevalonato por meio do arranjo
sucessivo do intermediario pirofosfato de isopentenil (Vizzotto et al., 2010). Podem ser
classificados de acordo com a conjugacgdo das moléculas de carbono, em: monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e
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politerpenos (mais de 40 carbonos) (Rezende et al., 2016). Uma ampla gama de
funcionalidades é atribuida a este grupo de compostos, variando de acordo com a sua
estrutura quimica basica, incluindo fun¢Ges hormonais, odorificas, fotoprotecéo, atragdo
de polinizadores, entre outras funcdes. Além de funcionalidades relacionadas ao meio
vegetal, tém sido descritas diversas bioatividades, sendo estes percursores da vitamina A
e com atividade anticancerigena, antimicrobiana e inseticida, além das finalidades usuais
na inddstria alimentar, cosmética e farmacéutica. (Rezende et al., 2016; Vizzotto et al.,
2010).

Os alcaldides representam um grupo heterogéneo de compostos organicos de
estrutura complexa, maioritariamente sintetizados por plantas, e que possuem pelo menos
um atomo de nitrogénio, geralmente num anel heterociclico, o qual confere um carater
alcalino ao composto (Vizzotto et al., 2010). Trata-se de uma classe de compostos
importante, dado o amplo espectro de atividades bioldgicas a eles associadas e que
correspondem principios ativos de elevada frequéncia em plantas medicinais, tais como
relaxantes musculares, compostos com atividade anestésica, atividade anti-HIV,
antitussicos, entre outros (Rezende et al., 2016). Os alcaldides séo classificados de acordo
com a disposi¢do do aminoacido utilizado na sua formacdao estrutural bem como do anel
nitrogenado formado a partir do mesmo, estando entre os aminoacidos mais comuns 0s
alifaticos e os aromaticos (Rezende et al., 2016). Os alcaléides podem dividir-se em
varias classes, incluindo alcaloides com nucleo pirrolidina, piridina e piperidina, com
nacleo tropano, com nucleo pirrolizidina, com ndcleo quinolizidina, com ndcleo
quinoleina, com ndcleo isoquinoleina, com ndcleo indolico e com ndcleo imidazol
(Figura 3).
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Figura 3. Diferentes classes de alcaldides.
(Fonte: Adaptado de Woolley. 2001).
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Ja os compostos fendlicos podem ser diferenciados de acordo com sua a estrutura
quimica basica em fendis simples, flavonoides, ligninas, acidos fendlicos, taninos e
estilbenos (Figueroa-Robles et al., 2020; Xu et al., 2017). Estes compostos, de uma forma
geral, sdo considerados metabolitos secundarios essenciais para as plantas, sendo
produzidos com finalidades diversas, tais como conferir prote¢do, crescimento e
reproducdo (Mignet et al., 2013). No entanto, a concentracdo e o tipo de compostos
fenolicos presentes podem sofrer variagdes promovidas por estimulos tais como stresses
sazonais e ambientais (Fotakis et al., 2016). Quando associados a alimentos, 0s
compostos fendlicos podem, conferir adstringéncia, coloracdo, aroma e estabilidade
oxidativa, entre outros (Soethe et al., 2016). Esta estabilidade é devida, em grande parte,
aos grupos aromaticos hidroxilados existentes na sua estrutura quimica, podendo existir
na sua forma livre ou associados a lipidos, hidratos de carbono e acidos organicos (Arruda
et al., 2020). A crescente procura por compostos fendlicos oriundos de plantas tem
também aumentado nas Ultimas décadas (Alu’datt et al., 2017; Arruda et al., 2018), dados
os seus efeitos fisioldgicos associados ao seu potencial de prevenir, retardar ou reverter
doencas cronicas (Arruda et al., 2019).

Os flavondides, grupo pertencente aos compostos fenolicos, sdo encontrados na
forma de glicosideos ou agliconas, estando amplamente distribuidos no reino vegetal e
presentes em partes da plantas como flor, folhas, sementes, entre outras (Angelo & Jorge,
2006). Estes atuam principalmente nas defesa, crescimento e desenvolvimento da planta
(Dornas et al., 2008).

Figura 4 - Estrutura basica dos flavonoides

(Fonte: Adaptado de Simunkovi et al., 2020).
Devido a sua estrutura quimica comum contendo dois anéis aromaticos ligados
por uma cadeia composta por trés carbonos (Figura 4), bem como a possibilidade de
formacédo de estruturas de ressonéncia, os flavonoides estdo diretamente associados ao

potencial antioxidante em alimentos (Carocho & Ferreira, 2012).
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Relativamente a familia Commelinaceae, Martinez & Swain (1985) estudaram a
composicdo em flavondides das folhas de 152 espécies desta familia, tendo verificado a
predominancia de C-glicosideos de flavonas, em 78% das espécies, incluindo C. erecta e
C. Benghalensis. Os mesmos autores identificaram ainda a presenca de O-glicosideos de
flavondis em 28% das espécies estudadas, sendo a quercetina a aglicona mais frequente
(Martinez & Swain, 1985). Em particular, foi descrita a presenca de C-glicosideos e
quercetina em C. erecta, compostos estes também identificados na C. benghalensis para
além do canferol. Mais recentemente, Bezerra et al. (2019) estudaram diferentes extratos
de caules de C. erecta, tendo identificado diferentes compostos na sua composi¢ao através
da utilizacdo de espectrometria de massa de ressonancia magnética nuclear (RMN),
nomeadamente luteolina, isoquercitrina, quercitrina, lactona do acido sacarinico, trés
esterdides glicosilados e acido xiquimico. Os resultados de RMN parecem ainda sugerir
que este ultimo composto apresenta teores elevados nesta espécie, similarmente ao
descrito para a C. benghalensis (7.3%) (Bochkov et al., 2012). No que respeita a espécie
C. benghalensis, os estudos sdo mais escassos, tendo sido isolados o n-triocotanol,
estigmasterol, n-octasonol e campesterol, e realizados estudos fitoquimicos qualitativos
que sugerem a presenca de flavondides, em particular antocianinas, terpendides, iridoides,
dammareno, alcalGides, acidos fendlicos, poliois, luteina e B-caroteno (Alaba &
Chichioco-Hernandez, 2014; Fibrich & Lall, 2020; Tiwari et al., 2013). Na Tabela 1
estdo apresentados os resultados do estudo fitoquimico realizado por Cuéllar Cuéllar &
Okori (2010) em extratos frescos e secos de C. benghalensis, que sugerem a presenca de
metabolitos como alcaldides, triterpenos, agentes redutores, fendis, taninos, quinonas,

flavonoides e saponinas.

Tabela 1. Compostos presentes nos extratos de Commelina benghalensis.

o Extrato seco Extrato fresco
Grupo quimico L .
Etandlico  Aquoso  Etandlico Aquoso

Alcaloides ++ - ++ .
Triterpenos + - ++ -
Agentes redutores ++ ++ + —
Fenois + ++ ++ ++
Taninos + ++ + —
Quinonas +++ - ++ i
Flavonoides ++ - + }
Saponinas + +++ ++ 4+

*Resultado positivo, +; resultado muito positivo, ++; resultado extremamente positivo, +++; resultado
negativo, -. Fonte: Adaptado de Cuéllar Cuéllar & Okori (2010)
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Compostos como alcaldides, taninos, flavondides totais e fendlicos totais também
se mostraram presentes noutros trabalhos que incluiram o estudo fitoquimico de extratos
de C. benghalensis (Mummed et al., 2018). Na espécie C. Communis, também
pertencente a familia Commelinaceae, foi descrita a presenca de antocianinas (Derrick et
al., 2017), as quais séo responsaveis pela formacdo de coloracdo vermelha intensa, azul
ou arroxeada em flores (Soutinho, 2012), o que pode explicar o facto de esta planta ser
historicamente relatada como um corante natural devido a presenca de flores azuis, sendo
que, as espécies C. erecta e C. benghalensis também possuem floragdo azul. Varios
estudos tém demonstrado os efeitos biologicos associados as antocianinas, tais como
efeitos neuroprotetores, atividade antioxidante, antimicrobiana e atividade
anticancerigena (Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, 2011).
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Figura 5 - Estrutura bésica &cidos fendlicos, hidroxibenzoicos (A) e hidroxicinamicos (B)
(Fonte: Adaptado de Murkovic, 2015)

Para além de flavondides, os acidos fendlicos sdo outro grupo de metabolitos
pertencente aos compostos fenolicos, caracterizados pela presenca de um anel benzénico
e um grupo acido, podendo apresentar ainda um ou mais grupos hidroxilo e/ou metoxilo
(Soutinho, 2012). Os é&cidos fendlicos subdividem-se em dois grupos, acidos
hidroxibenzdicos e acidos hidroxicindmicos (Angelo & Jorge, 2006). Como exemplo de
acidos hidroxinamicos, refira-se o acido cafeico, que pode ser esterificado ao acido
quinico, obtendo-se acidos clorogénicos, os quais estdo descritos como sendo beneficos
para a saude humana (Garambone & Rosa, 2007). Analises cromatograficas de extratos
aquosos e etanolicos de C. erecta denotaram a presenca de acido cafeico e rutina em
folhas da planta (Otsuka et al., 2020). Num outro estudo realizado por Misra et al. (2016)
foi descrita a presenca de &cido vanilico, acido ferulico, acido protocatecuico, além de
apigenina e canferol, nas concentragdes 0,622%, 0,365%, 0,033%, 0,126% e 0,544%,

respectivamente em amostras frescas de C. benghalensis.
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1.3.2. Potencial bioativo

Compostos bioativos sdo definidos por consenso como sendo um conjunto de
compostos essenciais ou nao essenciais, gerados pela natureza capazes de proporcionar
beneficios para a satde (Biesalski et al., 2009). As plantas medicinais conjecturam uma
promissora fonte de compostos bioativos, os quais podem ser utilizadas para fins
terapéuticos e alimentares (Ji et al., 2020; Rajput & Kumar, 2020). Entre 0os compostos
bioativos provenientes de plantas, evidenciam-se 0s compostos com propriedades
antimicrobianas e antioxidantes.

Atualmente, o crescente desenvolvimeto de doencas infeciosas emergentes
causadas por microrganismos resistentes a antibioticos tem gerado crescentes
preocupac0es. Por isso, a necessidade de desenvolver novos antimicrobianos, destacando-
se os trabalhos realizados com substancias oriundas de plantas, devido ao seu baixo efeito
colateral e potencial efeito terapéutico é de extrema importancia (Gadisa et al., 2019;
Parekh & Chanda, 2007; Rajput & Kumar, 2020). Estudos realizados com extratos
obtidos a partir de espécies de plantas do género Commelina sugerem que estes detém
propriedades antimicrobianas. Paz et al. (1996) descreveram que os extratos de C. erecta
tém efeitos antimicrobianos face a diferentes estirpes de microrganismos tais como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis,
para as quais o extrato etandlico da flor obteve melhor eficiéncia quando comparado com
0 extrato aquoso da folha, como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Estudos sobre atividade antimicrobiana dos extratos etandlico da flor e aquoso da folha de
Commelina erecta.

- . Staphylococcus Pseudomonas . .
Extratos Escherichia coli aureus aeruginosa Bacillus subtilis
Etandlico Flor et + et +
Aquoso Folha et 0 0 +

*Determinado segundo a metodologia de difusdo em agar. Diametro de inibi¢do (dr) descrito como: 0;
dr<0,5; +: dr 0,5-0.6; ++: dr 0,6-0,7; +++: dr>0,7. Fonte: Adaptado de Paz et al. (1996).

No entanto, 0s mesmos extratos ndo demonstraram atividade face a estirpes de
Micrococcus luteus, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae, tendo-se obtido
didmetros de inibigdo inferiores a 0,5 mm (Paz et al., 1996). Em relagdo a espeécie C.
Benghalensis, resultados obtidos por Gothandam et al. (2010), denotam a eficacia do

extrato metan6lico de folhas frescas colhidas em Vellor, india, contra estirpes de
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Streptococcus lactis e Enterobacter aerogenes. Porém, no mesmo estudo ndo foi
observada eficiéncia inibitdria para estirpes de E. Coli, o que ndo esté de acordo com 0s
resultados do trabalho realizado por Cuéllar Cuéllar & Okori (2010), no qual os extratos
etanolicos de folhas frescas apresentaram inibicdo contra E. Coli, S. aureus e C. albicans
(Tabela 2). Estes autores avaliaram ainda a atividade antimicrobiana de extratos
etandlicos obtidos de folhas secas, 0s quais apresentaram igualmente poder inibitério,
similar ao descrito na Tabela 2. Contudo, extratos aquosos ndo denotaram eficacia quer
para folhas secas ou frescas (Cuéllar Cuéllar & Okori, 2010). Ainda na presente planta
referida, o estudo realizado por Mummed et al. (2018) mostrou que extratos obtidos a
partir das folhas com concentracdo média de 390 mg/mL apresentaram um diametro de
inibicdo de 17 mm para S. aureus e 11 mm de inibi¢do para P. aeruginosa, sendo ambas
as bactérias usadas estirpes padréo obtidas no Ethiopia Public Health Institute.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana dos extratos etan6lico obtidos de folhas fresca e de folhas secas de
C. benghalensis avaliada por ensaio de difusdo em agar (didmetro da zona de inibicdo (mm)).

) ) DiluicGes do extrato
Microrganismo

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 alcool
Extrato da folha fresca
E. coli 17 18 14 10 10 9 8 5
S. aureus 12 11 11 11 10 10 7 3
C. albicans 19 19 18 18 17 15 10 6
Extrato da folha seca
E. coli 12 12 10 11 8
S. aureus 17 12 10 10 10
C. albicans 12 12 12 11 11

Fonte: Adaptado de (Cuéllar Cuéllar & Okori, 2010)).

Outro potencial bioldgico relevante que tem sido descrito para diversas plantas,
diz respeito a sua capacidade antioxidante. Esta esta associada a substancias capazes de
prevenir e retardar oxidacGes moleculares através das interacdes com os radicais livres,
fungéo essa conduzida por antioxidantes (Llacuna & Mach, 2012). Radicais livres, sdo
moléculas de baixa estabilidade e alta reatividade formada atraves das reacdes oxidativas,
as quais possuem capacidade de danificar as estruturas biologicas das células, causando
alteracdes celulares e auxiliando no desenvolvimento de doengas como cancro,
Alzheimer, Parkinson, diabetes, hipertensdo, infertilidade, entre outras (Carocho &

Ferreira, 2012). Segundo a Food and Drug AdminiOstration (FDA), quando associados
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aos alimentos, os antioxidantes conferem a capacidade de preservar e retardar reacdes de
deterioracdo oxidativa (Degéaspari & Waszczynskyj, 2004). Os extratos de plantas e
vegetais, de uma forma geral, sdo caracterizados por conterem agentes antioxidantes
naturais tais como: vitamina C (&cido ascérbico), vitamina E (tocoferdis e tocotrienqis),
carotendides e/ou flavonoides (Rodrigues et al., 2003). Estudos realizados por Bezerra et
al. (2019) denotam baixa atividade antioxidante para amostras de C. erecta, enquanto que
para amostras de C. benghalensis mostram que com uma baixa concentracdo de extratos
obtidos foi capaz de atingir indices de ICso (Hasan et al., 2009).

Outras propriedades bioldgicas importantes tém sido atribuidas a plantas ou aos
seus extratos, muitas das quais relevantes no contexto atual, tal como a atividade
anticancerigena fornecida por compostos bioativos. Deste modo o desenvolvimento e
identificacdo de potenciais agentes anticancerigenos produzidos por plantas com
capacidade de inibir ou reverter processos celulares e moleculares carcinogénicos é de
grande importancia (Batool et al., 2020). Extratos de cloroformio da raiz de C.
benghalensis denotaram um significativo efeito celular contra cancro de mama (linha
celular MDA-MB-321), demostrando assim um potencial efeito anticancerigeno

proveniente da mesma (Batool et al., 2020).
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2.1.  Objetivo geral

Como referido, as plantas representam uma fonte consideravel de compostos
naturais, sendo utilizadas desde a antiguidade devido as diferentes necessidades basicas
alimentares e farmacologicas. Nos ultimos anos tem aumentado o interesse pela
identificacdo de compostos bioativos provenientes de fontes naturais. Este facto pode
estar associado a uma maior atencdo da industria agroalimentar as exigéncias dos
consumidores, os quais tém vindo a preferir a utilizacdo de produtos naturais,
percepcionados como menos prejudiciais para a satde, em detrimento de outros de origem
sintética. Além disso, atualmente verifica-se o crescimento de tendéncias gastrondémicas
nas quais se utilizam insumos de plantas silvestres regionais. Deste modo, tém sido
realizados diversos trabalhos com vista a um melhor conhecimento da composicao
quimica das plantas silvestres capazes de atender as exigéncias atuais. Entre estas,
diferentes espécies de plantas pertencentes a familia Commelinacea demonstraram ja uma
base cientifica que comprova as suas finalidades fitoterapicas e alimentares. No entanto,
espécies como C. erecta e C. benghalensis, embora utilizadas quer como alimento, quer
como fitoterapico em diferentes regides do globo, sdo ainda pouco estudadas quanto a sua
composi¢do quimica e ao seu potencial bioldgico.

Para aléem de serem comumente usadas em diversas areas, como forragem e
suplementacdo proteica para ruminantes, as espécies C. erecta e C. benghalensis séo
citadas pelas suas finalidades fitoterapicas contra diversas enfermidades, bem como pela
sua contribuicdo na alimentagdo humana. Deste modo o presente estudo tem como
objetivo geral, avaliar o perfil nutricional, composicao quimica e bioatividades das duas

espécies de plantas silvestres cujos estudos sdo escassos, C. erecta e C. benghalensis.
2.2.  Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral do trabalho, foram delineados os seguintes objetivos
especificos:

- Caracterizagdo do valor nutricional (lipidos, proteinas, cinzas, hidratos de

carbono e energia) e a composicdo quimica (agucares livres, &cidos organicos,

acidos gordos, tocoferdis e compostos fendlicos) das espécies mencionadas;

- Determinar as bioatividades (antioxidante, citotoxicidade, anti-inflamatéria e

antimicrobiana) dos extratos aquosos e hidroetandlicos;
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Assim, este trabalho pretende contribuir para a validagdo dos conhecimentos
empiricos a nivel fitoterapico e alimentar, referenciados por diferentes culturas sobre
ambas as espécies, além de agregar novas possibilidades de uso dos compostos ativos

destas espécies em produtos alimentares e/ou farmacolégicos.
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3.1.  Padrdes e reagentes
3.1.1. Anélise quimica e nutricional

O acetonitrilo 99.9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99.8% de grau HPLC foram
adquiridos na Lab-Scan (Lisboa, Portugal). O etanol 99.8%, metanol 99.9%, hexano, éter
de petroleo, acido sulfurico e &cido cloridrico de grau analitico foram adquiridos na
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA). O cloroférmio, 2,2'-azobis (2-
amidinopropano) dicloridrato (AAPH), acido tricloroacético (TCA), tris e os padrbes de
acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), agucares (>98% pureza
HPLC), acidos organicos (>99% pureza HPLC) e a mistura de ésteres metilicos de acidos
gordos (FAME) (padrdo 47885-U) foram adquiridos na Sigma-Aldrich Co (St. Louis,
MO, EUA). Os padrdes de tocoferois (>98% pureza HPLC), tocol 50 mg/mL (98% pureza
HPLC), foram adquiridos na Matreya (Pleasant Gap, PA, EUA), os padrdes de compostos
fendlicos foram adquiridos na Extrasynthése (S.A., Genay. Franca).

O tratamento da &gua foi realizado usando um sistema de purificacdo de agua
Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, EUA).

3.1.2. Analise de propriedades bioactivas

Atividade antioxidante: Atividade antioxidante: O tampdo Tris-HCI, &cido
ascorbico, FeSQg, acido tricloroacético e acido tiobarbitarico foram obtidos na empresa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O padrdao trolox (acido 6-hydroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-carboxilico) e 2,2’-azobis(2-metilpropionamida) di-hidroclorido
obtidos conforme referido seccdo anterior (secgéo 3.2.1.).

Potencial citotoxico: As linhas celulares tumorais humanas de adenocarcinoma
intestinal (CaCo-2), adenocarcinoma mamario (MCF-7) e carcinoma pulmonar (NCI-
H460) foram obtidas no Instituto Leibniz - DSMZ (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig, Alemanha). A linha celular
tumoral humana de adenocarcinoma gastrico (AGS) e uma cultura celular ndo tumoral de
rim de macaco (VERO-B4) foram obtidas da ECACC (Salisbury, UK). O soro fetal
bovino (FBS) inativado termicamente, a L-glutamina, a solugdo salinam equilibrada de
Hank, a tripsina-EDTA (acido etilenediaminatetra-acético), a solucdo de
penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL), o meio RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute) e 0 meio DMEM para células animais (Dulbecco Modified Eagle)
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foram fornecidos pela empresa Hyclone (Logan, UT, USA). O acido acético, acido
férmico, elipticina, sulforrodamina B, azul de Tripano e Tris foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A agua foi tratada como referido seccao anterior
(seccéo 3.2.1.).

Atividades anti-inflamatéria: Os macréfagos RAW 264.7 de rato foram obtidos
da ECACC (European Collection of Animal Cell Culture) (Salisbury, UK), o meio
DMEM da Hyclone (Logan, Utah, USA), os lipopolissacarideos bacterianos da empresa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e o kit de reagentes Griess da empresa Promega
(Madison, WI, USA).

Atividades antibacteriana e antiflingica: Agar malte foi obtido do Institute of
Immunology and Virology, Torlak (Belgrade, Serbia). O corante Cloreto de p-

iodonitrotetrazdlio foi adquirido da Panreac Applichem (Barcelona, Espanha).
3.2.  Preparagao das amostras e extratos

No presente estudo foram selecionadas as partes aéreas constituintes de duas
espécies, nomeadamente, C. erecta. e C. benghalensis. O material vegetal de cada espécie
foi colhido na regido Oeste do Parana — Brasil, previamente limpo de restos de solo e
separado, dando origem a diferentes lotes: caule na floracdo e p6s a floragdo, folhas na
floracdo e pos a floracdo e flores pertencentes a C. erecta e no tocante a C. benghalensis
foram avaliadas as partes aéreas caule pos floracdo e folhas pos floracdo. O material

vegetal foi liofilizado, reduzido a p6 e conservado a -20 °C para posterior analise.

3.2.1. Preparacao dos extratos

Para as decocgdes, 3 g de cada amostra foram extraidas com 100 mL de agua
desionizada (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC. USA), em ebulicdo durante 5 min.
De seguida a mistura foi filtrada com filtro de papel Whatman N° 4, congelada e
liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, MO, EUA) para a obtencdo dos extratos. Para 0s
extratos hidroalcéolicos, 1g de cada amostra foi extraida com 30 mL de etanol/agua
(80:20, v/v) sob agitagdo magnética constante, a temperatura ambiente, durante uma hora.
O preparado foi filtrado através de um filtro de papel Whatman N° 4 e o residuo re-
extraido pela repeticdo do procedimento. Posteriormente, o etanol foi evaporado a 40 °C
(Buchi R-2010), e procedeu-se a congelacédo e liofilizacdo da solugdo aquosa para a
obtencgéo dos extratos.
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3.3.  Caracterizacdo nutricional e quimica
3.3.1. Composic¢éo aproximada

Foi avaliada a composicdo em macronutrientes (hidratos de carbono, cinzas,
proteinas e lipidos) e o valor energético conforme os métodos oficiais da AOAC (2016).
O teor de proteinas totais foi estimado pelo método macro-Kjeldahl, por conversdo do
azoto total utilizando o fator de correcéo (N x 6,25). A gordura total foi determinada ap6s
extracdo de uma massa conhecida da amostra com éter de petroéleo, utilizando o aparelho
de Soxhlet. As cinzas foram determinadas por incinera¢do numa mufla a 600+15 °C e 0s
resultados foram expressos em g/100g de massa fresca (mf). Os hidratos de carbono
foram calculados por diferenca, segundo equacédo (1). A energia foi calculada com base

no sistema de Atwater de acordo com a equacéo (2).

100 — ( humidade + cinzas + proteinas + lipidos)
Equacéo 1 - Hidratos de carbono em g/ 100 g mf.
4 x (g proteinas + g glucidios) + 9 x (glipidos)

Equacdo 2 - Energia total em quilocaloria (kcal).

3.3.2. Acucares livres

A determinacdo dos acgucares livres foi realizada com base na metodologia
descrita por Obodai et al. (2017), utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detetor de indice de refracdo (HPLC-RI). As amostras liofilizadas (1,5 g),
foi adicionado 1 mL de padrdo interno (Pl melezitose 25 mg/mL) e posteriormente
procedeu-se a extracdo com 40 mL de etanol 80% a 80 °C durante 1 h 30 min. Em seguida,
procedeu-se a filtracdo e evaporacdo do etanol e o sobrenadante obtido foi lavado trés
vezes sucessivas com 10 mL de éter etilico (deslipidificacdo da fase aquosa). Apds
evaporacdo a 40 °C, o residuo sélido foi redissolvido em &gua destilada para um volume
final de 5 mL. Apds filtragdo em filtros de nylon de 0,2 um para vials, procedeu-se a
analise por HPLC-RI a 35 °C utilizando um sistema de HPLC (Knauer, sistema Smartline)
equipado com um detetor de RI (Knauer Smartline 2300) e com uma coluna 100-5 NH2
Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer). A fase movel utilizada foi acetonitrilo/agua
desionizada, 70:30 (v/v) com um caudal de 1 mL/min. A identificacdo e quantificacdo dos
acucares foi realizada por comparagdo cromatografica com padrées comerciais e usando

0 método do PI. Os resultados foram expressos em g por 100 g de mf.
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3.3.3. Acidos Organicos

Os &cidos organicos foram determinados por cromatografia liquida ultra rapida com
detetor de diodos (UPLC-DAD), conforme a metodologia descrita e otimizada por Barros
et al. (2013). Procedeu-se a extracdo de 1,5 g das amostras liofilizadas com 25 mL de
acido metafosférico (25 °C a 150 rpm) em agitacdo durante 25 min. As solucdes obtidas
foram filtradas através de papel Whatman N° 4 e seguidamente através de filtros de nylon
de 0,2 um (Millipore) para vials. Os acidos orgéanicos foram analisados utilizando um
sistema Shimadzu 20A series UFLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado
com uma coluna de fase reversa C18 SphereClone (Phenomenex. 5 um, 250 x 4,6 mm),
termostatizada a 35 °C. A elui¢do foi realizada com acido sulfdrico 3.6 mM usando um
caudal de 0,8 mL/min. A detecdo foi efetuada num detetor DAD, utilizando 215 nm e 245
nm (para o &cido ascorbico) como comprimentos de onda. Os &cidos organicos
identificados foram quantificados por comparacdo da area dos picos com as curvas de
calibracdo obtidas a partir de padrdes comerciais de cada composto. Os resultados foram
expressos em g por 100 g de ms.

3.3.4. Acidos Gordos

A partir da fracdo lipidica obtida anteriormente pela extracdo de Soxhlet,
procedeu-se a derivatizacdo dos é&cidos gordos através de um processo de
transesterificagdo previamente descrito por Obodai et al. (2017), no qual 5 mL de
metanol:acido sulfurico:tolueno (2:1:1, v/viv) foram adicionados a fracdo lipidica e
incubados por 12 h a 50 °C e 160 rpm. Apo0s a incubacdo, foram adicionados 3 mL de
agua destilada e 3 mL de éter dietilico, agitou-se vigorosamente com a ajuda de um
vortex. A fase organica contendo os FAME foi removida, desidratada com sulfato de
sodio anidro e filtrada com filtros de nylon de 0,2 um (Millipore) para analise posterior.

O perfil de acidos gordos foi determinado por cromatografia gasosa (GC 1000,
DANI, Mildo, Itdlia) equipado com um injetor split/splitless a 250 °C, detetor de
ionizagdo de chama (FID) a 250 °C e uma coluna Macherey-Nagel (30 m x 0,32 mm ID
x 0.25 um, df, Phenomenex, Lisboa). O programa de temperatura do forno utilizado foi o
seguinte: temperatura inicial da coluna foi de 80 °C, durante 1,5 min., em seguida
aumentou-se a temperatura 40 °C/min até os 160 °C, 5 °C/min até os 185 °C, 30 °C/min
até 0s 260 °C durante 4 min. O caudal do gas de arraste (hidrogénio) foi de 0,6 mL/min.
medido a 100 °C. A injecéo split foi de 1:80.

34



Material e métodos

A identificacdo de acidos gordos foi feita com base nos tempos de retengédo
relativos dos picos da mistura padréo dos 37 FAMEs e das amostras. Os resultados foram
processados usando o software Clarity 4.0.1.7 (DataApex, Podohradska, Republica

Checa) e expressos em percentagem relativa de cada acido gordo.

3.3.5. Tocoferdis

Os tocoferois foram determinados de acordo com o procedimento descrito por
Martins et al. (2016). Antes de se proceder a extracdo, adicionou-se as amostras
liofilizadas (~500 mg) uma solucdo de BHT em hexano (10 mg/mL, 100 pL) e o padrao
interno (PI) (tocol em hexano 50 pg/mL; 400 pL). Adicionaram-se 4 mL de metanol e
posterior homogeneizagéo no vortex durante 1 min. De seguida, adicionaram-se 4 mL de
hexano procedendo-se, posteriormente, a nova homogeneizagdo no vortex (1 min). De
seguida, adicionou-se ainda 2 mL de uma solu¢édo aquosa saturada de NaCl e subsequente
homogeneizacdo no vortex (1 min), centrifugou-se (centrifuga refrigerada Multifuge
X1R, Thermo Fisher Scientific, 5 min, 4000 g) e transferiu-se, cuidadosamente, 0
sobrenadante para um frasco ambar. A amostra foi re-extraida mais duas vezes com
hexano e desidratada com sulfato de sodio anidro. O extrato foi levado & secura
recorrendo a uma corrente de azoto. De seguida foi re-dissolvido em 2 mL de hexano,
filtrado (filtros de 0,22 um) para vials &mbar e analisados por HPLC-FL.

Utilizou-se um sistema integrado de bomba quaternéaria (Knauer, sistema Smatline
1000), um desgaseificador (Smartline 5000), um amostrador automatico (AS-2057 2500)
e um detetor de fluorescéncia (FL, Jasco) programado para excitacdo a 290 nm e emissdo
a 330 nm. Os dados foram analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex, Praga,
Republica Checa). A separacdo cromatografica foi conseguida com uma coluna em fase
normal Poliamida IT (5 pm, 250 x 4,6 mm, WMC Waters, Jap&o), operando a 30 °C (forno
7971 R Grace). A fase mdvel utilizada foi uma mistura de hexano/acetato de etilo (70:30,
v/iv) com um caudal de 1 mL/min.

A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o
método do Pl e por comparagdo cromatografica com padrdes. Os resultados foram

expressos em mg por 100 g de mf.
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3.3.6. Andlise de compostos fendlicos ndo antocianicos e antocianicos

Os extratos foram submetidos a analise cromatografica de acordo com o
procedimento descrito pelos autores Bessada et al. (2016), em LC-DAD-ESI/Msn
(Dionex Ultimate 3000 UPLC, Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) utilizando um
sistema composto por bomba quaternaria e dupla detecdo on-line: detetor de diodos DAD
(280, 330 e 370 nm como comprimentos de onda preferidos) e um espectrometro de massa
(MS). A deteccdo do MS foi realizada em modo negativo, utilizando-se um espectrdmetro
de massa Linear lon Trap LTQ XL (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA) equipado
com fonte ESI. A quantificacdo dos compostos foi realizada utilizando-se curvas de
calibracdo de 7 niveis de apigenina-6-C-glucosida (y = 197337x + 30036, R2 = 0,9997,
LOD = 0,19 pg/mL; LOQ = 0,63 pg/mL), daidzina (y = 27652x + 29187, Rz = 0,9996,
LOD = 20,58 pg/mL; LOQ = 62,35 pg/mL), e luteolina-6-C-glucosida (y = 4087,1x +
72589, R2= 0,999, LOD=0,86 pg/mL; LOQ=1,67 ug/mL).

A aquisi¢do dos dados foi realizada com o sistema de dados Xcalibur® (Thermo
Finnigan, San Jose, CA, EUA). Para analise quantitativa, foi construida uma curva de
calibracdo para cada padrdo fenolico disponivel com base no sinal UV-vis. Para 0s
compostos fendlicos identificados para os quais ndo estava disponivel um padréo
comercial, a quantificacdo foi realizada através da curva de calibracdo do padrdo mais

semelhante disponivel. Os resultados foram expressos em mg/g de extrato.

3.4. Propriedades bioativas
3.4.1. Atividade antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante foi determinada in vitro nos extratos
anteriormente preparados e liofilizados, através de 2 ensaios: inibicdo da peroxidacao
lipidica por espécies reativas de oxigénio, TBARS (Thiobarbituric acid reactive species)

e 0 ensaio da inibicdo da hemolise oxidativa (OxHLIA).

3.4.1.1. Inibicdo da peroxidacdo lipidica através de produtos reativos do &cido
tiobarbiturico (TBARS)

Neste ensaio, os TBARS foram obtidos a partir de tecidos cerebrais de porco (Sus
scrofa) homogeneizados em solugéo tampéo Tris-HCI (20 mM e pH 7.4) para se obter

uma porcao de 1:2 (m/v) de homogeneizado cerebral apos a centrifugacdo a 5000 rpm
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durante 10 min. Recolheu-se o sobrenadante, o qual foi adicionando (100 uL) as solugdes
das amostras (200 pL) e a 100 pL de FeSO4 (10 mmol/L) e 100 puL de &cido ascorbico
(0.1 mmol/L). Apo6s incubacdo a 37 °C durante 1 hora, parou-se a reacao através da adicao
de 500 pL de acido tricloroacético (28%, m/v), seguido do acido tiobarbitdrico (TBA 2%,
m/v 380 pL). Seguidamente a mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min e centrifugada
a 3000 rmp durante 10 min para remover o precipitado proteico. A intensidade da cor do
complexo malondialdeido (MDA) — TBA no sobrenadante foi medida a 532 nm e a

inibicdo da peroxidacéo lipidica (%) foi calculada segundo a equacéo (3):

% = x 100

Equacdo 3 - Taxa de inibicdo em ensaio TBARS.

(A-B)
A

Onde A corresponde a absorvancia do controlo e B a absorvancia da amostra
(Sarmento et al., 2014).

3.4.1.2. OxHLIA — ensaio da inibicdo da hemdlise oxidativa

Para a realizagdo deste ensaio, foi efetuada uma colheita de sangue de ovelha do
qual foram obtidos apenas os eritrocitos por centrifugacdo (Multifuge X1R. Thermo
Fisher Scientific) a 2900 rpm, durante 5 min a 10 °C. Apds eliminacao do sobrenadante,
a amostra centrifugada foi submetida a uma lavagem com NaCl (150 mM) seguida de trés
lavagens com tampéo fosfato-salino (PBS; pH 7.4), procedendo-se a centrifugagédo e
remocdo do sobrenadante a cada lavagem. Em seguida preparou-se uma solucdo de
eritrocitos a 2,8% (v/v) tendo como diluente o PBS. Posteriormente, 200 uL da solucéo
de eritrécitos foram adicionados a 400 pL de PBS, (servindo esta solucdo de controlo),
bem como as diferentes concentracfes de extrato dissolvidas em PBS (20 a 0,625
mg/mL). Realizou-se ainda a adicdo da solucdo de eritrdcitos a agua (para promover a
hemolise completa), funcionando como um controlo negativo. Os ensaios foram
realizados em microplacas de 48 pogos, as quais foram incubadas a 37 °C durante 10 min
com agitacdo. Apos o periodo de incubacdo, foram adicionados 200 pL de dicloridrato de
2.2'-azobis (2-amidinopropano) (AAPH; 160 mM) e a densidade otica foi medida a 690
nm. As microplacas foram depois incubadas nas mesmas condi¢Ges até hemdlise
completa, com medicGes a cada 10 min (Lockowandt et al., 2019).

A percentagem da populacdo de eritrécitos (PE) que permanece intacta foi
calculada conforme a equagéo (4):
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St — CHO
S0 —CHO

Equacdo 4 - Percentagem de eritrdcitos (PE) no ensaio OXxHLIA

PE (%) = ( >><100

Onde St e SO correspondem a densidade oOtica da amostra num instante de tempo
t e 0 min, respetivamente e CHO ¢ a densidade Gtica correspondente a hemélise completa
aos 0 min. Os resultados foram expressos como tempo de atraso da hemolise (At),

calculado da seguinte equacéo (5):

At (min) = Htsg (amostra) — Htso (controto)
Equacéo 5 - Tempo de atraso da hemolise

De modo que Htso é o tempo correspondente a 50% de hemdlise (min.), obtido
graficamente a partir da curva de hemolise para cada concentracdo de amostra
antioxidante. O trolox (7,81-250 pg/mL) foi utilizado como controlo positivo. Foram
estabelecidas correlagdes entre 0s valores de At ¢ as diferentes concentra¢des de amostra,
de forma a calcular a concentracdo capaz de retardar a hemolise em 60 min (ICso (60
min), mg/mL) e em 120 min (ICso (120 min), mg/mL).

3.4.2. Citotoxicidade

O efeito dos extratos no crescimento de linhas celulares tumorais humanas foi
avaliado através do ensaio da Sulfarrodamina B (SRB) como descrito pelos autores Abel
& Baird (2018), com o intuito de determinar a inibi¢do do crescimento celular. Para tal,
foram utilizadas quatro linhas celulares tumorais humanas, nomeadamente AGS
(adenocarcinoma gastrico), CaCo (adenocarcinoma colorretal), NCI-H460 (carcinoma do
pulméo) e MCF-7 (carcinoma de mama). Foi também utilizada uma linha n&o tumoral de
celulas de rim de macaco verde africano (Vero).

Pesaram-se 8 mg de cada extrato e redissolveu-se em agua obtendo a concentragéo
de 8 mg/mL e por conseguinte fizeram-se diluigdes sucessivas compreendidas entre a
gama de 400 a 6,25 pg/mL. As células foram cultivadas numa incubadora de ar
humidificado com 5% de CO,, em frascos de cultura de tecidos de 25 cm? e
suplementadas com RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de aminoacidos

nédo essenciais e glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina. Foi
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efetuada uma monitorizag&o continua das células num microscopio de contraste de fase
(Icon Eclipse Ts 100).

Para preparar 0 ensaio, comegou-se por retirar o0 meio de cultura do frasco de
cultura com as células e lavou-se com solucdo salina (HBSS, 2 mL). Descartou-se 0 meio
de lavagem e adicionou-se tripsina (2,5 mL) para desagregar as células da caixa de
cultura, levando-se a incubar durante trés min. Em seguida, adicionou-se meio de cultura
(5 mL) de modo a neutralizar a acdo da tripsina, e colocou-se a suspensao da linha celular
em tubos de Falcon estéreis para centrifugar (5 min). Descartou-se o meio de cultura com
tripsina e retirou-se a suspensédo celular (75 uL) para um eppendorf & qual se juntou a
mesma quantidade (75 pL) de azul tripano para se proceder a contagem de células numa
camara de Neubauer. Posteriormente, colocaram-se os extratos (10 uL) em microplacas
de 96 pocos juntamente com o volume de suspensao celular calculado para a densidade
estabelecida e perfez-se o volume do pogo com meio de cultura. Apds isto, as microplacas
armazenaram-se devidamente seladas durante 72 horas a 37 °C com humidade e 5% de
COo. J& com as células devidamente aderidas, desprezou-se o contetdo da microplaca e
deu-se inicio ao teste da SRB pela adi¢ao de acido tricloroacético frio (10%, 100 pL) a
cada um dos pocos e pela incubacdo a 4 °C por 60 min. Apos isto, lavaram-se devidamente
com &gua destilada e as microplacas foram colocadas a secar. Adicionou-se entdo a SRB
(0,1 em 1% acido acético; 100 pL) incubando de seguida durante 30 min a temperatura
ambiente. A placa foi novamente lavada, desta vez com acido acético (1%) de modo a
retirar cuidadosamente o excesso de SRB e deixou-se secar. Solubilizou-se a SRB com
Tris (200 pL, pH 7,4) com auxilio de um agitador de microplacas (Stat Fax-2100) e
procedeu-se a leitura da absorvancia no leitor de microplacas referido previamente. Os
resultados foram expressos pelo fator de diluicdo que inibiu 50% do crescimento celular
(Glso pg/mL). Todos estes processos e operacdes foram efetuados em ambiente assético

numa camara de fluxo laminar vertical (TLStar, AV-30/70).

3.4.3. Atividade anti-inflamatoria

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foi determinada de acordo com o
procedimento descrito por Villavicencio et al. (2018). Foi utilizada uma linha celular de
macrofagos de rato RAW 264.7 cultivada em DMEM/HIGH glucose e mantida a 37 °C
sob atmosfera humida com 5 % de CO2. Em microplacas de 96 pogos foi adicionado o
meio de forma a ter em cada poco cerca de 15x10* macrofagos e incubaram-se durante

18-24 h para aderirem a placa. No fim do periodo de incubacdo, o meio consumido é
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removido para deixar as células fixadas nos pocos, com a adigdo de 150 pL de meio
DMEM/HIGH glucose e 15 pL das diluigdes descritas anteriormente na sec¢ao 3.4.2. e
incubando novamente durante 60 min. Seguidamente, as células foram estimuladas com
solucao de lipopolissacarido (LPS) na concentragdo de 10 pg/mL (30 pL) e os pogos
foram completados com meio até obtengdo de um total de 300 pL, procedendo-se
seguidamente a incubacdo durante 24 horas. Como controlo utilizaram-se solugdes com
0 LPS e solugdes sem os extratos, de forma a avaliar a producdo de Oxido nitrico
respetivamente 0% e 100%. O LPS utilizado é um produto obtido a partir da bactéria E.
coli e a sua preparacdo também é realizada com o0 meio DMEM/HIGH glucose.

Apo6s o periodo de incubacdo, o sobrenadante da cultura celular (100 pL) é
transferido para outra microplaca e adicionado o reagente Griess que contém uma mistura
de sulfanilamida e solu¢bes NED (cloreto de hidrocloridrato etilenodiamina N-(1-
nafitil)), as placas foram mantidas em repouso por 5 min a temperatura ambiente e
protegidas da luz. O dxido nitrico foi determinado atraves da medicdo da absorvancia a
515 nm utilizando o leitor de microplacas descrito anteriormente e por compara¢do com
a curva de calibracdo padrdo. Os resultados foram calculados a partir da equacdo da reta
obtida do gréfico que relaciona a concentracdo de 6xido nitrico e a absorvancia. Os
resultados foram calculados a partir da equacdo da reta obtida do gréafico que relaciona a

concentracdo de Oxido nitrico e a absorvancia, sendo o resultado expresso em ECsg
(Mg/mL).

3.4.4. Atividade antimicrobiana

Os microrganismos utilizados para avaliagdo da atividade antimicrobiana foram
adquiridos em conjunto com o Laboratério de Micologia do Departamento de Fisiologia
Vegetal do Instituto de Investigagao Biologica “SiniSa Stankovi¢” da Universidade de

Belgrado na Sérvia.

3.4.4.1. Atividade antibacteriana

Para avaliagdo da atividade antibacteriana seguiu 0s procedimentos proposto por
Sokovicx et al. (2010). Foram avalidas trés bacterias Gram-positivas, sendo elas,
Staphylococcus aureus (ATCC 11632), Bacillus cereus (isolado clinico) e Listeria

monocytogenes (NCTC 7973), além de trés bactérias Gram-negativas, tais como
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Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (ATCC 13311) e Enterobacter
cloacae (ATCC 35030).

As culturas bacterianas foram ajustadas, através de espectrofotdmetro a 625 nm,
com solucéo salina estéril, até uma concentragdo aproximada de 1,0 x 10® UFC/mL.
Previamente, os indculos foram cultivados em meio solido para verificar a sua validade e
a auséncia de contaminagdo. De seguida, as diferentes dilui¢cdes do extrato hidroetanolico
foram pipetadas para os pogos de uma microplaca e adicionados 100 uL de caldo triptico
de soja (TSB) e 10 puL de inoculo. A microplaca foi incubada a 37 °C durante 24 horas.
Ap0s o periodo de incubacdo, adicionou-se a cada pogo 40 pL de corante cloreto de p-
iodonitrotetrazolio (INT; 0,2 mg/mL) e incubou-se novamente a 37 °C durante 30 min.
As menores concentracdes que produziram uma inibicdo significativa do crescimento
bacteriano (em torno de 50%) em comparacdo ao controlo positivo, ou seja, as CMIs,
foram determinadas por um ensaio colorimétrico de viabilidade microbiana baseado na
alteracdo da cor amarela para rosa.

As CMBs foram determinadas por subcultura em série, adicionando 10 pL de cada
poco, que ndo apresentou mudanga de coloragao, a 100 uL de TSB, seguido de incubacéo
a 37 °C por 24 horas. A menor concentragdo sem crescimento visivel foi considerada
como a CMB. Os aditivos conservantes de alimentos sulfito de sodio (E221) e
metabissulfito de potéssio (E224) foram utilizados como controlos positivos. Os

resultados de CMI e CMB foram expressos em mg por mL.
3.4.4.2. Atividade antiflngica

Para avaliacdo da atividade antifungica ocorreu conforme procedimento
previamente proposto por Sokovi¢ & Van Griensven (2006). A avaliacdo dos extratos
deu-se frente a inibicao de seis fungos Aspergillus fumigatus (isolado clinico), Aspergillus
niger (ATCC 6275), Aspergillus ochraceus (ATCC 12066), Penicillium funiculosum
(ATCC 36839), Penicillium verrucosum var. cyclopium (isolado alimentar) e
Trichoderma viride (IAM 5061).

Os fungos foram mantidos em &gar malte (MA), armazenados a 4 °C e sub-
cultivados uma vez por més. Os esporos fungicos foram lavados da superficie do agar
com solucéo salina estéril (0,85%) suplementado com Tween 80 (0,1% v/v). A suspensédo

de esporos foi ajustada com uma solucdo salina estéril para uma concentracdo de,
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aproximadamente, 1,0 x 10° UFC/mL, e inoculadas em MA a fim de verificar a sua
validade e a auséncia de contaminacao.

A CMI foi determinada adicionando o extrato hidroetanolico aos pocos com caldo
extrato de malte e indculo fangico, seguido de incubacgédo a 28 °C durante 72 horas. As
concentragfes mais baixas, sem crescimento visivel (usando um microscopio binocular),
foram definidas como CMI.

As concentracdes minimas fungicidas (CMFs) foram determinadas por subcultura
em série de 2 puL de cada pogo, que ndo apresentou crescimento, em microplaca contendo
100 pL de caldo extrato de malte por pogo, seguido de incubacgdo a 28 °C durante 72
horas. A menor concentragdo sem crescimento visivel foi definida como CMF, indicando
99,5% de morte do indculo original. O controle positivo foi avaliado de modo anélogo a
seccao anterior (seccdo 3.4.4.1.) Os resultados de CMI e CMF foram expressos em mg

por mL.

3.5. Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicado (n=3) e 0s valores expressos como
média £ desvio padrdo (DP). Os testes estatisticos foram realizados com o nivel de
significancia de 5%, utilizando o software estatistico SPSS (IBM SPSS Statistics for
Windows, Versao 23.0; IBM Corp., Armonk, NY, EUA). As diferencas entre as amostras
foram avaliadas pela analise unidirecional de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas de acordo com o teste Tukey’s HSD (p=0.05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Composigéo nutricional e quimica

Os resultados obtidos relativamente a composi¢do nutricional de ambas as espéecies
estdo apresentados na Tabela 4. Refira-se que ndo foi possivel avaliar a flor devido a
baixa quantidade de amostra disponivel face a necessaria para levar a cabo todas as
determinac6es da composicdo proximal. No caso da espécie C. erecta verificou-se um
teor de humidade inferior para as amostras pds-floracéo, correspondendo a uma variagao
crescente na concentragdo de macronutrientes relacionado com o periodo de colheita. Tal
foi particularmente notorio no caso dos lipidos que apresentaram um acréscimo de 14x e
23x para folha e caule, respetivamente. No contexto geral verificou-se alguma variagédo
de valores para cada parametro avaliado, com a existéncia de diferengas estatisticas
significativas entre as amostras. Em particular, para o0 mesmo periodo de colheita (pds-
floracdo) as amostras de C. benghalensis quando comparadas com C. erecta apresentaram
maior teor de compostos inorganicos (cinzas), de proteina e de glacidos, e menor teor de
humidade e lipidos. Em estudos anteriores realizados para a folha seca de C. bengalensis,
Vishwakarma & Dubey (2011) obtiveram um valor de 8,05 g/100 g de proteina e 43,09
0/100 g de carboidratos em massa seca da folha, valores estes inferiores aos determinados
no presente estudo quando convertidos em extrato seco (13,9 g/100 g e 94,14 g/100 g de
proteina e carboidratos, respetivamente) relativos a parte edivel referida. Esta diferenca
pode ser justificada devido ao periodo de colheita bem como a diferentes condi¢des
edafoclimaticas.

Tabela 4 - Composicao proximal, humidade e valor energético de partes aéreas de C. erecta e C.
benghalensis (média + DP, n=9).

Humidade Lipidos Proteina Cinza Glucidos Energia
(o/ 100 g mf) (g/100 g mf) (g/100 g mf) (g/100 g mf) (9/100 g mf) (kcal/100 g mf)
C. erecta

Caule na floragéo 94+6° 0,08+0,01F 0,53+0,03" 0,730,017 4,55+0,01¢ 21,09+0,03°
Caule pos floragdo ~ 90,7+9°  1,86+0,06° 0,97+0,01°¢ 1,02+0,02¢  5,5+0,3¢ 42,6+0,7¢
Folha na floracéo 94162 0,14+0,01° 1,64+0,07¢ 0,92+0,02¢ 3,50+0,07"  21,82+0,04f
Folha p6s floragéo 89+11° 2,03+0,04 1,99+0,05° 1,39+0,02°  5,9+0,9 50+3¢

C. benghalensis
Caule p6s floragéo 86+15¢ 0,23+0,03 1,74+0,05° 2,93+0,05* 9,60+0,02? 47,5+0,22

Folha pds floragéo 86+14¢ 0,38+0,06° 3,15+0,08° 2,34+0,04° 8,04+0,01°  48,14+0,09°

mf - massa fresca. Letras diferentes na mesma coluna mostram diferengas significativas entre as médias de acordo com
o teste HSD de Tukey (p < 0.05).

No contexto histérico pode-se evidenciar diferentes plantas antes consideradas

silvestres as quais atualmente estéo inseridas na alimentagdo humana. A titulo de exemplo
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refira-se a rlcula (Eruca vesicaria ssp.), planta previamente intitulada como PANC e que
atualmente apresenta aspetos de uso convencional na alimentagdo. Outros exemplos de
plantas antes designadas como PANCs e que hoje denotam um uso convencional na
alimentacdo sdo as especies Pereskia aculeata (Ora-pro-nobis), Portulaca oleracea
(Beldroega) e Spilanthes oleracea L. (Jambu), sendo esta ultima amplamente utilizada na
preparacdo de pratos tipicos amazonicos. Devido ao presente trabalho ser o primeiro a
caracterizar a composicdo nutricional das duas espécies de trapoerabas, C. erecta e C.
benghalensis, tendo em vista o periodo de colheita, a Tabela 5 apresenta a composicao
nutricional de PANCs popularmente conhecidas por forma a poder-se efetuar uma
comparacdo de valores. Quando comparados os resultados de PANCs popularmente
conhecidas com os da C. erecta e C. benghalensis percebe-se que os valores em
macronutrientes das trapoerabas sdo de uma forma geral idénticos ou superiores as demais
PANCSs apresentadas na Tabela 5, com exce¢do da proteina de C. ereta que apresentou
valores ligeiramente inferiores. Assim verifica-se o interesse da insercdo destas espécies
de trapoerabas no uso alimentar didrio dado a semelhanca com outras PANCs mais

consumidas.

Tabela 5 - Composicao proximal. humidade e valor energético de PANCSs frequentemente consumidas.

Humidade Lipidos Proteina Glucidios Energia Referéncia
(9/100g mf)  (g/100g mf) (g/100gmf) (g/100g mf) (kcal/100g mf)
Eruca vesicaria (Duarte &
ssp (Racula) 91,71 0,66 2,58 3,65 25,00 Areco,
2014)
Pereskia (Stefanelli
aculeata (Ora- 88,09 0,30 3,10 5,01 35,14 & Souza,
pro-nobis) 2016)
Portulaca (Duarte &
oleracea 92,86 2,03 3,39 0,36 20,00 Areco,
(Beldroega) 2014)
Spilanthes (Aguiar et
oleracea L. 88,60 0,25 3,08 5,30 35,86
al., 2014)
(Jambu)

mf — massa fresca.

Pelo apresentado, pode-se constatar que os glucidos foram o macronutriente de
maior abundancia nos vegetais analisados, especialmente no caule de C. benghalensis que
apresentaram resultados relativamente altos (9,60+0,02) frente as demais amostras de
partes aéreas das especies estudadas (Tabela 4). Glucidos sdo substancias que usualmente

apresentam a formula molecular Cn(H20)n sendo incluidos neste grupo os agucares
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resultantes do processo de fotossintese (Shah et al., 2019), o0s quais sdo responsaveis por
diversos processos metabolicos dos vegetais tais como armazenamento de energia e 0
provisionamento de estruturas necessarias para sintese de outros compostos organicos.
Dado o interesse destes compostos, adicionalmente procedeu-se a avaliacdo de agucares
livres. Conforme denotado na Tabela 6 foram identificados um dissacarideo e dois
monossacarideos, sendo eles a sacarose, glucose e frutose, respetivamente. Destes, a
frutose mostrou-se presente em todas as partes ediveis avaliadas, divergindo da sacarose
que apenas foi detetada na folha pos-floracdo de C. erecta em concentracdes residuais e
da glucose que foi identificada apenas na folha pds-floracéo de C. benghalensis. Pode-se
ainda observar um aumento na concentracdo de agUcares livres totais no periodo pos-
floracdo nas partes aéreas de C. erecta, o que podera estar relacionado com a diminuicao
da necessidade de energia usada para a formacéo da flor por parte do vegetal (Moreira et
al., 2014). Por fim, a parte aérea com maior concentracdo em agutcares totais se deu pelo
caule pos-floragdo pertencente a C. benghalensis, de modo que a concentracdo em

acucares livres da C. benghalensis se mostrou evidentemente superior a C. erecta.

Tabela 6 - Composicao de aclcares livres de partes aéreas de C. erecta e C. benghalensis (média + DP,

n=9).
Frutose Glucose Sacarose Acucares totais
(9/ 100 g mf)  (g/ 100 g mf) (g/ 100 g mf) (9/ 100 g mf)
C. erecta
Caule na floragéo 0,079+0,001f nd nd 0,079+0,001¢
Caule pos floragio  0,540+0,002° nd nd 0,540+0,002¢
Folha na floragéo 0,212+0,003¢ nd 0,014+0,002 0,230+0,004f
Folha pos floragdo ~ 0,311+0,004¢ nd nd 0,311+0,004¢
C. benghalensis
Caule pos floracéo 1,226+0,0452 nd nd 1,230+0,0452
Folha pés floracdo 0,35+0,007¢ 0,344+0,007 nd 0,700+0,014°

mf — massa fresca; nd — ndo detetado. Os resultados estdo expressos em médiatdesvio padrdo; Letras diferentes na
mesma coluna mostram diferengas significativas entre as médias de acordo com o teste HSD de Tukey (p < 0.05).

Os acidos organicos sdo compostos sollveis em agua e que apresentam um ou
mais grupos carboxilicos, podendo conter ainda outros grupos como cetona e hidroxilo
(Qiu et al., 2021). Para além de desempenharem papéis importantes no metabolismo das
plantas como producéo de energia, armazenamento de carbono e interagdes microbianas,
também sdo responsaveis pela acidificacdo do vegetal de modo a contribuir com
caracteristicas sensoriais. Relativamente as espécies avaliadas foram encontrados 4 tipos

de acidos organicos sendo eles o oxalico, malico, shiquimico e ascérbico, conforme se
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apresenta na Tabela 7. A parte aérea com maior concentracdo de acido organicos foi o
caule pods-floracdo da espécie C. erecta, enfatizando-se o teor consideravel de &cido
shiquimico. Este composto é um importante intermediario na biossintese de lignina,
aminoéacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) e da maioria dos alcaloides
provenientes de plantas (Singh et al., 2019). Estudos recentes realizados por Bezerra et
al. (2019) e Bochkov et al. (2012) confirmam a presenga de acido shiquimico em extratos
de C. erecta e C. benghalensis, respetivamente. Em particular Bochkov et al. (2012)
refere teores de 7,33% (massa seca) deste acido em caules de C. benghalensis.

Com concentragdes superiores ao &cido shiquimico, o &cido oxalico foi o
composto maioritario em todas partes ediveis avaliadas. No entanto € importante referir
gue o0 consumo excessivo de oxalatos pode fomentar morbilidades como pedra nos rins e
irritacbes na mucosa intestinal (Benevides et al., 2011). Em contrapartida, relaciona-se
que o acido oxalico tem papel importante no metabolismo de lipidos, gltcidos e proteinas
por meio da atuacdo no ciclo de Krebs, juntamente com demais &cidos organicos, como
0 &cido malico (Santos, 2013).

Com concentragdes proximas ao shiquimico o acido malico apresentou um valor
médio de 87,14 mg/100 g mf nas partes ediveis avaliadas, sendo atribuido a este composto
um potencial antioxidante devido ao seu poder quelante de metais (Oliveira et al., 2008).
Estudos realizados por Fibrich (2020) reportaram a presenca de acido ascorbico
(vitamina C) em partes constituintes de C. benghalensis, o que se confirma no presente
estudo onde a parte aérea folha pds-floracdo de C. benghalensis foi a que apresentou
teores mais elevados (14,43+0,01 g/100 g mf) frente as demais. No entanto, refira-se que
ndo se detetou a presenca de acido ascérbico na folha de C. erecta no periodo de floracéo,
verificando-se que o teor deste acido organico tem tendéncia a aumentar quando as
amostras foram colhidas no periodo de po6s-floracdo. Maioritariamente as amostras em
estudo apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia no teste HSD
de Tukey.
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Tabela 7 — Composicédo de acidos organicos partes aéreas C. erecta e C. benghalensis.

Oxalico Malico Shiquimico Ascorbico  Acidos organicos totais
(mg/100g mf)  (mg/100g mf)  (mg/100g mf)  (mg/100g mf) (mg/100g mf)
C. erecta
Caule na floragdo  256,8+0,1° 160+22 41,4+0,1¢ 2,180,094 460+24
Caule pos floragéo 507+1° 84+2¢ 98,06+0,01° 9,5+0,8" 699+12
Folha na floragio 208+2f 68+19 9, 6+0,1° v 285+2¢
Folha pos floracéo 383+1¢ 39+1¢ 98,1+0,2° 7,1+0,1° 527+2¢
C. benghalensis
Caule pos floracéo 467+2° 89,9+4° 98,9+0,72 1,9+0,1¢ 19145
Folha pds floragéo 438+2¢ 82+5°¢ 56,7+0,1° 14,440,1° 591+4°

mf — massa fresca; v — vestigios. Os resultados estéo expressos em médiatdesvio padréo; Letras diferentes na mesma
coluna mostram diferengas significativas entre as médias de acordo com o teste HSD de Tukey (p < 0.05).

Os resultados obtidos para a analise do perfil em &cidos gordos encontram-se
apresentado na Tabela 8. No total foram identificados 18 &cidos gordos, destacando-se
como grupo maioritario os acidos gordos polinsaturados (PUFA), seguindo-se os &cidos
gordos saturados (SFA) e em quantidades menores os monoinsaturados (MUFA).
Verificou-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas para a maioria das
amostras em todos os grupos referidos, existindo uma variacdo de valores consideravel
no que respeita os PUFA (entre 44,8% e 62,7%) e SFA (26,4% e 44,4%). Em ambas as
trapoerabas estudadas verificou-se que o teor de PUFA foi nitidamente superior na folha
comparativamente ao caule, ocorrendo o contrario para o grupo dos SFA. Em particular,
o caule apresentou um teor elevado de acido linoleico (C18:2n6c, cerca de 18% em ambas
as espécies) enquanto que a folha apresenta um teor elevado de acido alfa-linolénico
(C18:3n3, cerca de 43% em ambas as espécies). Ambos os acidos gordos polinsaturados
mencionados sdo responsaveis pelo cumprimento de funges importantes sobre processos
metabolicos e estruturais em células, de modo que em humanos sdo necessarios para 0
funcionamento adequando de vias de transferéncia de oxigénio ao plasma sanguineo,
sintese de hemoglobina e na divisdo celular, sendo caracterizados como essenciais uma
vez que ndo sdo sintetizados pelo organismo humano (Martin et al., 2006). No entanto,
pode concluir-se que o perfil em &cidos gordos se mostra mais benéfico nas folhas, sendo
de aconselhar o consumo desta parte da planta dado o teor elevado em acidos gordos

O0mega-3, associados a diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares.
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Tabela 8 - Composicdo em acidos gordos (% relativa) das partes aéreas de C. erecta e C. benghalensis.

C. erecta C. benghalensis
Caule na Caule pés Folha na Folha p6s Caule pés Folha pos
floracédo floracéo floracéo floracédo floracédo floracdo
C6:0 0,36+0,01 nd nd nd nd nd
C8:0 0,11+0,01 nd nd nd nd nd
C11:0 0,12+0,01 nd nd nd nd nd
C12:0 nd nd nd nd 0,1240,01  0,04+0,01
C13:.0 0,48+0,01 nd 0,76£0,04  1,08%0,01 nd 1,34+0,03
C14:0 0,45+0,01 nd 0,33+0,01 nd 0,33+0,01  0,80+0,02
C15:0 0,31+0,02 nd nd nd 0,324¢0,01  0,29+0,01
C16:0 23,31+0,01 30,51+0,05  21,9+0,2 16,60+0,07  27,0+0,4 21,7+0,4
Cl6:1 2,08+0,04  0,9440,01 2,8+0,1 nd 0,44+0,01 1,93+0,02
C17:0 0,99+0,01  0,65%0,01 nd nd 0,64+0,01  0,42+0,01
C18:0 6,41+0,08  4,60+0,05  4,28+0,02  4,91+0,05  4,77£0,05  3,6410,06
C18:1n9c 15,1+0,1 8,11+0,07  4,22+0,04 10,9+0,1 7,25+0,01 5,7+0,2
C18:2n6c  26,95+0,04  28,5:0,1 19,24+0,02 20,03+0,02  33,6+0,2 16,8+0,4
C18:3n3 17,940,2 18,17+0,05  43,6+0,3  42,74+0,08 17,3+0,4 43,6+0,6
C20:0 0,95+0,01 nd 1,72+0,08 1,57+0,08  0,99+0,01  2,2240,01
C22:0 1,68+0,04  2,70+0,09 nd nd 2,42+0,03  0,31+0,01
C23:0 1,11+0,03  2,48+0,01 nd nd 1,02+0,01 1,22+0,01
C24:0 1,82+0,02  3,50+0,06 1,25+0,01  2,27+0,01 3,1+0,1 nd
SFA (%) 3811+0,01°  44,4+0,2° 30,240,2°  26,37+0,08"  41,440,2° 32,00,6¢
MUFA (%) 17,1#0,2®  9,06+0,06° 7,0+0,2¢ 10,9+0,1°  7,70+0,01¢ 7,7+0,2¢
PUFA (%)  44.840,1° 46,5+0,2¢ 62,8+£0,3* 62,770,068  50,9%0,2° 60,4+0,3°

Os resultados estdo expressos em médiatdesvio padrdo. nd- ndo detetado. SFA — acidos gordos saturados; MUFA —
cidos gordos monoinsaturados; PUFA — 4cidos gordos polinsaturados. Letras diferentes na mesma linha mostram
diferencas significativas entre as médias de acordo com o teste HSD de Tukey (p < 0.05). Acidos caproico (C6:0);
caprilico (C8:0), hendecandico (C11:0), laurico (C12:0), Tridecanoico (C13:0), miristico (C14:0), pentadecanoico
(C15:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), heptadecanoico (C17:0), estedrico (C18:0), oleico (C18:1n9c),
linoleico (C18:2n6c), alfa-linolénico (C18:3n3) araquidico (C20:0), beénico (C22:0),e lignocérico (C24:0).

A vitamina E abrange um conjunto de compostos lipossoliveis (tocoferdis e
tocotriendis), quimicamente semelhantes que partilham uma estrutura quimica base com
quatro conformacdes, as quais diferem entre si no nimero e posi¢do dos grupos metilo no
anel aromatico. De modo geral a vitamina E funciona como agente antioxidante in vivo
prevenindo a propagacdo de possiveis danos ocasionados por radicais livres, assim
protegendo diversas moléculas, entre elas os acidos gordos polinsaturados (PUFA),
contribuindo ainda para a estabilizacdo dos acidos gordos em alimentos, prevenindo a
rancificacdo durante o armazenamento. A identificacdo e quantificagdo dos tocoferois
encontrados partes de C. erecta e C. benghalensis encontra-se apresentada na Tabela 9.
Refira-se que o presente trabalho consiste no primeiro a detalhar as diferentes isoformas
da vitamina E nas partes aéreas ediveis destas espécies de Commelina.

Relativamente ao conteudo total em tocoferdis, a especie C. bengalensis

apresentou um teor superior a C. erecta, sendo que a amostra de folhas pés-floracéo de
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C. benghalensis apresentou uma quantidade muito superior as demais partes aéreas
avaliadas. Nesta amostra foram identificadas todas as isoformas, com quantidades
expressivas de o -tocoferol (230+2 pg/ 100 g mf) e y- tocoferol (306+2 pg/ 100 g mf).
Enquanto nas amostras de C. erecta o vitdmero maioritario foi o a-tocoferol, a excegdo da
amostra caule na floracdo, nas amostras de C. benghalensis foi o y-tocoferol. O a-tocoferol
é frequentemente designado como vitamero principal devido a sua abundancia e ampla
atividade bioldgica quando comparado aos demais tocoferdis (Fennema, 2000), no
entanto diversas propriedades benéficas, tais como anti-inflamatoria, antineoplasica e
antidiurética tém sido atribuidas ao y-tocoferol (Li et al., 2007). Em ambas as espécies as
folhas apresentaram contetdo total de tocoferdis superior ao verificado no caule o que pode

estar relacionado com o maior conte(ido em PUFA destas amostras.

Tabela 9 - Tocoferois presentes em partes aéreas de C. erecta e C. benghalensis (média £ DP, n=3).

a-tocoferol B-tocoferol v- tocoferol d-tocoferol Total
(ng/ 100 g mf)  (ug/ 100 g mf)  (pg/ 100 g mf)  (ug/ 100 g mf)  (ug/ 100 g mf)
C. erecta
Caule na floragdo  2,14+0,05¢ 6,8+03¢ 21,2+0,1¢ nd 30,1+0,5°
Caule pos floragéo 6,3+0,1¢ 5,8+0,3f 9,5+0,4° nd 21,7+0,8
Folha na floragéo 17,0£0,2° 13,8+0,4° 12,4+0,4¢ 10,2+0,4 53,4+01°
Folha pos floragio ~ 15,9+0,4¢ 12,7+0,9¢ 8,4+0,4 nd 37,00+0,04¢
C. benghalensis

Caule pos floragdo  2,23+0,04¢ 16,1+0,6° 41,3+0,2° nd 59,6+0,7°
Folha pos floracéo 230+28 17,8+0,42 306+22 17,4+0,3 571,5+0,62

Os resultados estdo expressos em médiatdesvio padrdo. nd- ndo detetado. Letras diferentes na mesma coluna mostram

diferencas significativas entre as médias de acordo com o teste HSD de Tukey (p < 0.05).

4.2. Composi¢ao em compostos fenolicos

Até a presente data, o estudo detalhado do perfil fendlico de C. erecta e C.
benghalensis ndo foi muito explorado por outros pesquisadores. De facto, apenas Bezerra
et al. (2019) e Otsuka et al. (2020) avaliaram o perfil fendlico do caule de C. erecta e em
cultura celular, respetivamente, e, no caso de C. benghalensis, ndo foram encontrados
relatos na literatura. A Tabela 10 apresenta os resultados da analise cromatogréafica e
identificacdo experimental dos compostos fendlicos encontrados nos extratos
hidroetandlico e aquosa das amostras estudadas, apresentando a Tabela 11 a
quantificacdo correspondente.

Foram detetados treze compostos, nomeadamente dez derivados C-glicosilados da
apigenina, luteolina e daidzina (puerarina) e trés derivados O-glicosilados da quercetina.
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Os derivados C-glicosilados representam 77% do total de compostos encontrados em
ambas as amostras de Trapoeraba, principalmente devido a presenca de derivados da
apigenina seguida de luteolina. Os picos 1 e 2 apresentaram o0 mesmo ido desprotonado
[M-H]" com m/z 593, porem pertencem a diferentes categorias, o pico 1 pode ser
classificado como um flavonoéide-mono-C-glicosideo-O-glicosideo enquanto o pico 2 é
um flavonoide-di-C-glicosideo (Ferreres et al., 2018). O pico 2, além dos espectro UV
caracteristico, também apresentou fragmentos MS? caracteristicos da aglicona apigenina
(269 u) com m/z 383 (+ 113 u) e 353 (+ 83 u), e um fragmento maior em m/z 473 (- 120
u) que, juntamente com a massa da molécula, indica a presenca de duas unidades de
hexose, sendo provisoriamente identificada como apigenina-6,8-di-C-hexdsido. Por outro
lado, no pico 1 foi possivel observar fragmentos MS? caracteristicos da mono-C-
glicosilacdo da molécula em m/z 311 que corresponde a soma da aglicona apigenina (270
MW) com 41 u, assim como a presenca de fragmentos em m/z 503 (-90 u) e 473 (- 120
u) correspondente a unidade hexosil ligada a ligacdo de C. Além disso, observa-se
também o pico de base em m/z 431 (- 162 u) que corresponde a O-hexosilagdo sobre um
hidroxilo fenolico (Ferreres et al., 2018), e dessa forma este pico foi tentativamente
identificado como apigenina-7-O-hexosil-8-C-hexosido. O pico 9, também um di-C-
glicosideo, apresentou os fragmentos caracteristicos em m/z 383 (- 90 u) e 353 (- 60 u) da
aglicona apigenina que também corresponde a clivagem da ligacdo glicosidica da C-8-
pentose. Além disso, com um ido desprotonado [M-H]  com m/z 533, um pico de base
com m/z 443 (- 90u), e outro fragmento de MS em m/z 473 (- 60 u), pode-se também
inferir que outra porcdo de C-pentosil estd ligada a molécula. Com todas estas
informacdes, e comparando com os resultados descritos por Cao et al. (2014) o pico 9 foi
identificado como apigenina-6,8-di-C-pentosido.

Os picos 5 e 6 também apresentaram 0 mesmo ido molecular desprotonado [M-
H] em m/z 563, fragmentos caracteristicos em m/z 383 e 353 (apigeninaaglicona ), um
fragmento idnico maior em m/z 443 (perda de 120 u, unidade hexosil) e um fragmento
em m/z 503 (perda de - 60 u, unidade pentosil). A diferenciacdo entre os dois picos foi
realizada levando-se em conta a abundancia da perda de -60 u (m/z 503). Nomeadamente,
de acordo com Ferreres et al. (2018), uma grande abundancia indica que a unidade
pentosil esta localizada na posi¢cdo 6-C uma vez que a fracdo de agucar sofre uma
fragmentacéo preferencial em comparagéo com a localizada na posicdo 8-C. Desta forma,

0s picos 5 e 6 foram tentativamente identificados como apigenina 6-C-hexosil-8-C-
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pentdsido (12% abundancia de fragmento em m/z 503) e apigenina 6-C-pentosil-8-C-
hexosido (71% abundancia de fragmento em m/z 503), respetivamente.

Os picos 3/4 e 7/8 foram tentativamente identificados seguindo a descri¢édo
relatada por Figueirinha et al. (2008) e Ferreres et al. (2003). Os picos 3/4 apresentaram
um i&o molecular [M-H]" com m/z 579, alta abundancia de fragmentos MS? em m/z 489
(- 90 u) e 459 (- 120 u), o que sugeriu a posi¢cdo 6-C da unidade hexosil, e baixa
abundancia dos fragmentos em m/z 519 (- 60 u), 399 (- 120 u - 60 u), e 369 (- 120 u - 90
u), corroborando com a unidade C-pentosil. A presenca de m/z 399 (285 u + 83 u) e 369
(285 u +113 u) estd em conformidade com a presenca de uma flavona tetrahidroxilada
(luteolinaaglicona , m/z 285), sendo tentativamente identificada como luteolina-6-C-
hexosil-8-C-pentosideo | (pico 3) e Il (pico 4).

O pico 10, tentativamente identificado como hidroxi-puerarina, foi incluido nos
derivados C-glicosilados, uma vez que é a forma C-glicosilada da isoflavona daidzina.
Este pico apresentou uma molécula desprotonada [M-H]  com m/z 431 e um fragmento
MS? proeminente em m/z 311 que correspondeu & perda de 120 u, perda de massa
caracteristica de moléculas C-glicosiladas. A fragmentacdo de massa remanescente e as
respostas dos espectros UV foram utilizadas para a identificacdo provisoria deste
composto, estando de acordo com informagdes anteriormente relatadas (Niu et al., 2012;
Prasain et al., 2007).

Finalmente, para os derivados O-glicosilados, o pico 11 ([M-H]  em m/z 463) foi
identificado como quercetina-3-O-hexosido por comparag¢do com o tempo de retengdo e
os espectros UV-vis do composto padrédo disponivel. O pico 12 apresentou uma molécula
desprotonada [M-H]- em m/z 549, e fragmentos MS? subsequentes em m/z 505, 463 e 301
(quercetina aglicona ), correspondendo a perda de um malonil (44 u + 42 u) e metades
hexosil (162 u), sendo provisoriamente identificado como quercetina-O-malonil-
hexosideo. O pico 13 ([M-H] em m/z 447) apresentou uma resposta de massa mais
simples com apenas um fragmento MS? em m/z 301 (146 u), sendo provisoriamente
identificado como quercetina-O-deoxihexosideo.

Em todas as amostras estudadas verificou-se a presenca de derivados da apigenina,
enquanto os derivados de luteolina foram detetados apenas no caule de C. erecta e nas
folhas de C. benghalensis. Como relatado por Martinez e Swain (1985), verificou-se a
predominancia de C-glicosideos de flavonas nas trapoerabas em estudo, em especial no

extrato aquoso de caule de C. erecta na floracdo, o qual apresentou concentracdo média
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de 9,489+0,005 g/mg, com diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) face as
demais partes ediveis. Apesar de no presente estudo se ter verificado a presenca de O-
glicosideos de flavondis, nomeadamente derivados da quercetina, foram detetados apenas
tracos dos compostos em 57% das partes aereas analisadas, obtendo-se valores > LOQ
apenas para as amostras de extrato aquoso de caule na floragdo pertencentes a C. erecta.

A presenca de heterdsidos de quercentina, mais especificamente, quercetina-3-O-
hexosido, quercetina-O-malonil-hexosido e quercetina-O-deoxihexosido, esta de acordo
com os dados previamente reportados por Bezerra et al. (2019) que identificam a a
presenca de quercitrina e isoquercitrina no caule de C. erecta. No mesmo estudo,
recorrendo a espetrometria de massa e RMN, os autores identificam também a presenca
de luteolina, a qual foi identificada neste estudo na forma de derivados heterosidicos. No
entanto, na maior parte das amostras analisadas verificaram-se apenas tracos destes
compostos, tendo sido possivel realizar a sua quantificacdo apenas no extrato aquoso de
caule na floragdo de C. erecta e nos extratos de C. benghalensis. Em ambos os casos
verificou-se que o composto fendlico com maior concentracdo foi um derivado de
luteolina.

Na composi¢do em compostos fendlicos, é de salientar a identificacdo de varios
derivados de apigenina (Figura 6) os quais séo reportados pela primeira vez em ambas
as espécies de Commelina estudadas. A apigenina foi a aglicona com maior frequéncia
entre as partes ediveis avaliadas, estando pelo menos um dos seus derivados presente em
todas as amostras avaliadas Estudos recentes denotam a apigenina como composto
fendlico de grande potencial nutracéutico sendo capaz de atuar como sequestradora de
radicais livres, neuroprotetores e frente ao desenvolvimento de cancro (Hang et al., 2021).

Por dltimo refira-se que para as flores, que caracteristicamente apresentam cor

azul, precedeu-se a analise de antocianinas, ndo tendo sido detetada a sua presenca.

HO

Figura 6 - Molécula de Apigenina-6,8-di-C-hexoside.
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Tabela 10 - Tempo de retengédo (Rt), comprimentos de onda de absor¢do maxima (Amax) e dados espectrais de massa dos compostos fen6licos presentes nos extratos de C.

erecta e C. benghalensis.

Pico Rt(min) Amax (nm) (M-H] MS? (m/2) Tentativa de identificacdo
(m/z)

1 7,19 324 593 503(31),473(10),431(100),311(14) Apigenina-7-O-hexosil-8-C-hexosideo

2 8,74 2721327 593 533(10),503(61),473(100),413(11),383(25),353(32) Apigenina-6,8-di-C-hexoside

3 9,24 271/345 579 561(11),519(19),489(23),459(100),399(31),369(15) Derivado | de luteolina-6-C-hexosila-8-C-pentosideo
4 10,19 270/343 579 561(12),519(13),489(45),459(100),399(39),369(11) Derivado Il de luteolino-6-C-hexosilo-8-C-pentosideo
5 12,15 272/331 563 503(12),443(100),383(23),353(32) Apigenina 6-C-hexosil-8-C-pentoside

6 13,19 2721327 563 503(71),443(100),383(34),353(63) Apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexoside

7 14,18 271/343 549 531(18),489(32),459(100),441(23),429(13),399(23),369(22) Derivado | de luteolina-6-C-pentosil-8-C-pentosideo
8 15,89 271/342 549 531(23),489(34),459(100),441(18),429(5),399(35),369(36) Derivado Il de luteolina-6-C-pentosil-8-C-pentosideo
9 16,16 272/328 533 515(52),473(71),443(100),383(28),353(25) Apigenina-6,8-di-C-pentoside

10 17,09 335 431 311(30),283(100) Hidroxi-Puerarin

11 17,96 327 463 301(100) Quercetina-3-0O-hexoside

12 19,21 320 549 505(10),463(32),301(100) Quercetina-O-malonil-hexoside

13 21,19 325 447 301(100) Quercetina-O-deoxihexosideo

A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada com base no seu comportamento cromatogréfico e espectros de UV-vis e de massa por comparagdo com compostos
padrdo, quando disponiveis, e dados relatados na literatura resultando numa identificagdo tentativa.
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Tabela 11 — Quantificacdo (mg/g de extrato) dos compostos fenolicos presentes nos extratos de C. erecta e C. benghalensis (identificacdo dos picos como consta na Tabela

10).
C. erecta C. benghalensis
Caule na floragdo Caule pos floragéo Folha na floragdo Folha p6s floragdo Flor Caule na floragdo Folha po6s floragdo
Pico Aquoso HidroA Aquoso HidroA. Aquoso HidroA. Aquoso HidroA. Aquoso HidroA. Aquoso HidroA. Aquoso HidroA.
1* nd nd nd nd nd 0,334+0,07 nd nd 0,536+0,009 nd nd nd nd nd
2 0,396+0,002* nd 0,09+0,002"  0,22+0,004 0,284+0,003¢ 0,33+0,03°  0,322+0,029° 0,171+0,004¢ 0,315+0,006° 0,258+0,005°  0,0290+0,0001 nd 0,313+0,01° nd
3 tr nd tr nd tr nd nd nd nd nd tr tr 3,04+0,023 tr
4* 0,384+0,009 tr nd tr tr nd nd tr tr nd tr tr 0,095+0,004 nd
5 2,961+0,061* 0,385+0,018° nd 0,23510,004"  0,258+0,001° 0,39+0,02°  0,184+0,004° 0,088+0,001" 0,233+0,008" 0,322+0,007¢  0,076x0,001" tr 0,894+0,003°  0,242+0,008f
6 1,485+0,005°  0,124+0,005 nd 0,258+0,01¢ 0,21+0,003¢ 0,294+0,032° nd nd nd 0,452+0,009° nd nd nd nd
™ 3,265+0,011 tr nd tr nd tr nd tr nd nd tr tr tr 1,293+0,073
8* 0,468+0,033 tr nd tr nd nd tr tr nd nd tr tr 0,236+0,009 nd
9 0,891+0,009°  0,17+0,003f nd nd 0,349+0,001¢ nd nd nd 0,327+0,003¢ nd 0,106+0,006°  0,038+0,002"  0,38+0,001° 0,405+0,014°
10 nd nd nd nd nd 0,772+0,042% nd nd nd 0,536+0,033°  0,0042+0,0001° tr nd nd
11 0,237+0,015 nd nd nd nd nd nd nd nd nd tr tr nd tr
12 0,064+0,001 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd tr nd tr
13 0,104+0,009 nd nd tr tr nd tr tr nd nd nd nd tr nd
CTF 10,255+0,001* 0,679+0,02' 0,09+0,002™ 0,714+0,019" 1,1025+0,0003¢ 2,125+0,149° 0,506+0,024  0,259+0,005*  1,41+0,02"  1,568+0,022°  0,215+0,007'  0,038+0,002"  4,958+0,05"  1,94+0,078
TCGF 9,849+0,005°  0,679+0,02'  0,09+0,002™ 0,714+0,019"  1,102+0,0003"  2,125+0,149° 0,506+0,024' 0,259+0,005¢  1,41+0,02°  1,568+0,0229  0,215+0,007'  0,038+0,002" 4,958+0,05°  1,94+0,078°
TOGF 0,406+0,005 nd nd tr tr nd tr tr nd nd tr tr tr tr

nd — ndo detectado; tr — tragos; HidroA. — extrato hidroetanélico; CTF — Composicgao total de Flavonoides; TCGF - Total de C-Glicosideos de Flavonoides; TOGF - Total de O-Glicosideos de flavonoides. Padréo de
curvas de calibragéo utilizadas para quantificacdo: apigenina-6-C-glicosideo (y = 197337x + 30036, R2=0,9997; LOD = 0,19 pg/mL; LOQ = 0,63 pg/mL, picos 1, 2, 5, 6, e 9), daidzin (y = 27652x + 29187, R2 = 0,9996;
LOD = 20,58 pg/mL; LOQ = 62,35 pg/mL, pico 10), e luteolina-6-C-glicosideo (y = 4087,1x + 72589, R? = 0,999, LOD=0,86 pg/mL; LOQ=1,67 pg/mL, picos 3, 4, 7, e 8). Analise ANOVA — | Em cada linha, letras

diferentes significam diferencas significativas (p < 0,05). * - t-student teste p-valor <0,001.
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4.3. Propriedades bioativas
4.3.1. Atividade antioxidante

Atualmente, encontram-se descritas diversas metodologias que podem ser
aplicadas para a avaliacdo da capacidade antioxidante. Contudo, ndo existe um método
genérico preciso que avalie de forma homologa diferentes amostras. Adicionalmente,
varios métodos disponiveis baseiam-se na utilizacdo de compostos que ndo existem no
contexto celular (por exemplo, DPPH). Deste modo para avaliar a capacidade de prevenir
e retardar oxidagdes moleculares aplicaram-se dois métodos distintos, nomeadamente a
inibicdo da peroxidacéo lipidica (TBARS) e inibicdo da hemdlise oxidativa (OXHLIA).
Os resultados obtidos para partes aéreas de ambas as plantas estdo apresentados na Tabela

12, sendo expressos em valores de ECso (mg/mL).

Tabela 12 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos das partes aéreas de C. erecta e C. benghalensis
(média + DP, n=9).

TBARS inibicdo da formagéo (EC(:z;('Hrrl;g;ﬁnL)
(ECso; mg/mL) . : .
At =60 min At =120 min
Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato
Aquoso Hidroetanolicos Aquoso Hidroetanolicos Aguoso Hidroetanolicos
C. erecta
Caule na floragdo  0,08+0,01¢ 0,08+0,01° 0,09+0,01 0,07+0,01 0,39+0,01 0,16+0,01
Caule p6s floragdo  0,02+0,01° 0,64+0,01° 0,1240,01 0,10+0,01 0,35+0,01 0,1840,01
Folha na floragdo ~ 0,06+0,01¢ 1,06+0,08¢ 0,05+0,01 0,09+0,01 0,21+0,01 0,25+0,01
Folha pos floragdo  0,06+0,01¢ 0,06+0,01f 0,06+0,01 0,06+0,01 0,14+0,01 0,11+0,01
Flor 1,15+0,052 0,99+0,042 0,06+0,01 0,005+0,01 0,14+0,01 nd
C. benghalensis
Caule pos floragdo  0,69+0,02° 1,21+0,08° 0,52+0,03 0,26+0,01 1,04+0,04 1,49+0,02
Folha p6s floragdo  0,63+0,01° 0,04+0,01° 0,25+0,02 0,18+0,01 0,59+0,02 0,54+0,02
Controle positivo
Trolox 0,0054+0,0003 0,0218+0,0002 0,0435+0,0008

Os resultados estdo expressos em médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna mostram diferengas
significativas entre as médias de acordo com o teste HSD de Tukey (p < 0.05). nd — N&o detectado. A atividade
antioxidante foi expressa em valores de ECso, 0 que significa que valores elevados correspondem abaixo poder redutor
ou potencial antioxidante.

Relativamente aos valores de ECso obtidos, 0s extratos revelaram um potencial
antioxidante promissor em todos os ensaios realizados. Para facilitar a interpretacdo da

Tabela 12 elaborou-se a Figura 7 com intuito de melhor visualizacdo dos resultados
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referente a analise de OXHLIA, na qual as menores barras representam as partes ediveis

com melhor resultado frente a presente analise.
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Figura 7 — Resultados graficos de OXHLIA para extratos hidroetandlico e aquoso de C. erecta e C.

o e P

Benghalensis.

Entre as partes aereas avaliadas o extrato hidroetandlico da flor foi a que
apresentou melhor atividade antioxidante. Analisando os resultados do perfil em
compostos fenolicos verifica-se que foi a parte aérea com maior concentracdo em
apigenina-7-0-hexosil-8-C-hexosideo, 0 que podera estar relacionado com a elevada
capacidade antioxidante deste extrato.

Para as amostras de C. benghalensis verificou-se que em ambos 0s ensaios,
TBARS e OxHLIA, o extrato hidroetandlico da folha foi o que apresentou melhores
resultados. No entanto, para esta espécie o extrato aquoso da folha foi o que apresentou
um teor superior de compostos fendlicos, o que podera indicar que outros compostos
presentes possam contribuir para a atividade bioldgica da planta. Através de uma visao
global da andlise antioxidante realizada percebe-se ainda que, apesar do extrato aquoso
do caule de C. erecta na floracdo ter sido a parte edivel com maior quantidade de
compostos fendlicos identificados, nao foi a amostra que apresentou melhor resultado nos
ensaios de atividade antioxidante

De modo geral a acdo antioxidante de ambas trapoerabas pode estar diretamente
associada a outros compostos tais como como terpenos, alcaloides, que possam exercer
uma acdo sinérgica com 4&cidos organicos, como o acido shiquimico, e compostos
fenolicos e (Fibrich & Lall, 2020; Mummed et al., 2018). Em estudos realizados por
Bezerra et al. (2019) relativamente a atividade antioxidante presente no caule de C.
erecta, os resultados apresentaram reduzida eliminacdo do radical DPPH e pouca
atividade no ensaio do acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS). Ja

em amostras de C. benghalensis, estudos quanto a partes aéreas do vegetal evidenciaram
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uma atividade antioxidante elevada demonstrada por um baixo valor de I1Cso (21.53

pg/mL) no ensaio de captacdo dos radicais DPPH (Hasan et al., 2009).

4.3.2. Atividade citotoxica e anti-inflamatoéria

Dado que o cancro é uma doenga com crescente incidéncia entre 0s seres

humanos, hd um consideravel interesse em determinar novos compostos naturais com

atividade anticancerigena (Anand et al., 2008). Deste modo as partes aéreas de C. erecta

e C. benghalensis foram submetidas a analises de citotoxicidade frente a diferentes linhas

celulares sendo os resultados obtidos apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Citotoxicidade em linhas celulares dos extratos obtidos de partes ediveis de C. erecta e C.
benghalensis.

Citotoxicidade nas linhas

celulares AGS CaCo MCF-7  NCL-H460
(GI50 pg/mL)°
Extrato aquoso
Caule na floracao >400 >400 >400 >400
Caule p6s floragdo >400 >400 >400 >400
Folha na floragdo >400 >400 >400 >400
. Folha p6s floragéo >400 >400 >400 >400
= Flor >400 >400 >400 >400
E Extrato hidroetanolico
Caule na floragdo 22248 195+1 135+4 155+11
Caule pos floracéo >400 >400 >400 >400
Folha na floracéo >400 >400 >400 >400
Folha pos floragéo >400 >400 >400 >400
Flor 288159 29442 84+1 193+12
Extrato aquoso
2 Caule na floracéo >400 >400 >400 >400
§ Folha po6s floragdo >400 >400 >400 >400
g Extrato hidroetanolico
3 Caule na floragéo >400 >400 >400 >400
Folha pos floragéo >400 >400 >400 >400
Ellipticine 1,2340,03 1,21+0,02 1,02+0,02 1,01+0,01
t-student teste <0,001  <0,001 <0001  <0,001

p-valor

Os resultados estdo expressos em médiatdesvio padrdo. Diferencas estatistica significativa (p <0,05) foram avaliadas

por um teste t de Student. G150, correspondendo a concentracdo de amostra necessaria para realizar a inibicdo do

crescimento em 50% sob células tumorais humanas. AGS, adenocarcinoma gastrico; CaCo, adenocarcinoma colorretal;

NCI-H460, carcinoma do pulméo; MCF-7, carcinoma de mama.
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Por meio da avaliag¢do citotoxica in-vitro pode-se perceber que apenas o extrato
hidroetandlico de C. erecta, mais especificamente nas partes areas flor e caule na floragdo
apresentaram efeitos positivos contra diferentes células cancerigenas. De salientar os
resultados obtidos na linha celular MCF-7, tendo-se verificado que uma concentracdo de
84+1 pg/mL de extrato de flor foi capaz de inibir 50% do crescimento das células de
cancro de mama. Também em estudos prévios realizados por Batool et al. (2020) com
diferentes extratos de raiz pertencente a C. benghalensis se verificaram efeitos citotoxicos
frente ao cancro de mama.

De forma similar a Batool et al. (2020) as amostras de C. benghalensis analisadas
ndo denotaram toxicidade em células saudaveis (Vero), conforme os resultados expressos
na Tabela 14. Contudo os extratos etanélicos das amostras de caule na floracao e flor de
C. erecta apresentaram toxicidade em células de rim de macaco verde africano. Deste
modo sdo necessarios estudos adicionais que visem a possibilidade de fracionamento e
identificagdo dos compostos bioativos associados a estas atividades que permitam
compreender o potencial ativo e citotoxico do extrato hidroetandlico da flor e caule de C.

erecta.

Tabela 14 - Citotoxicidade em linhas ndo celulares de partes ediveis de C. erecta e C. benghalensis

Citotoxicidade nas linhas
nao celulares Vero
(GI50 pg/mL)°

C. erecta
Extrato aquoso Extrato hidroetanolico
Caule na floragéo >400 112+3
Caule p6s floragdo >400 >400
Folha na floragéo >400 >400
Folha po6s floragdo >400 >400
Flor >400 104,9+0,3

C. benghalensis

Extrato aquoso Extrato hidroetanolico
Caule na floragéo >400 >400
Folha po6s floragédo >400 >400
Ellipticine 0,15+0,02
t-student teste <0,001

p-valor

Os resultados estdo expressos em médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna mostram diferengas
significativas entre as médias de acordo com o teste HSD de Tukey (p < 0.05). GI50, correspondendo a concentracéo
de amostra necesséaria para realizar a inibicdo do crescimento em 50% sob células ndo tumorais. Vero, células de rim

de macaco verde africano.
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Os extratos que apresentaram citotoxicidade contra linhas tumorais foram os
mesmos que apresentaram atividade anti-inflamatoria frente a linha celular de macrofagos
de rato RAW 264.7 (Tabela 15). Em particular, a flor pertencente a C. erecta denotou
bons resultados, dado que baixas concentracdes de extrato hidroetanolico (41+1 ug/mL)

foram responsaveis por inibir 50% da produgéo de 6xido nitrico.

Tabela 15 - Atividade anti-inflamatoria de partes ediveis de C. erecta e C. benghalensis

Atividade anti-
inflamatoria RAW
(EC50 pg/mL)c

C. erecta
Extrato aquoso Extrato hidroetanolico
Caule na floragdo >400 15747
Caule pos floracéo >400 >400
Folha na floragdo >400 >400
Folha p6s floragéo >400 >400
Flor >400 41+1

C. benghalensis

Extrato aquoso Extrato hidroetanolico
Caule na floracdo >400 >400
Folha pos floragao >400 >400
Ellipticine 6,3+0,4
t-student teste <0,001
p-valor

Os resultados estdo expressos em médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna mostram diferengas
significativas entre as médias de acordo com o teste HSD de Tukey (p < 0,05). EC50, correspondendo a concentragao

de amostra necessaria para atingir 50% da inibicéo da producdo de NO. RAW linha celular de macré6fagos de rato.

4.3.3. Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana obtidos para partes areas de ambas
trapoerabas encontram-se apresentados nas Tabela 16 e 17. Como referido anteriormente,
testou-se o extrato hidroetanolico e aquoso frente a um painel composto de seis estirpes
de bactérias Gram-positivo e negativo, e seis estirpes de fungos, selecionados por
apresentarem maior incidéncia e risco para saude humana quando associados a doencas
de origem alimentar..

Verificou-se que todos os extratos testados apresentaram atividade bacteriostatica
e bactericida, com valores de CMI que variaram entre 0,25 e 4 mg/mL e valores de CMB
entre 0,5 e 4 mg/mL. Para algumas bactérias, alguns extratos ostentaram resultados

melhores que os aditivos alimentares usados como controle positivo (Sulfito de sodio e
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Metabissulfito de potassio), sendo de destacar os resultados obtidos para as bactérias
Gram-positivo. No que respeita a atividade bactericida das diferentes amostras estudadas,
a parte edivel folha na floracdo de C. erecta denotou os melhores resultados, com énfase
para o poder inibitorio face a Bacillus cereus, uma vez que a concentracao de 0,25 mg/mL
de extrato hidroetandlico foi capaz de inibir este microrganismo. De uma forma global,
os resultados obtidos estdo de acordo com o estudo realizado por Paz et al. (1996)
utilizando um extrato aquoso da folha de C. erecta, o qual demonstrou ser eficaz contra
o crescimento de E. coli. Contudo, 0 mesmo estudo sugeriu a ineficiéncia do extrato
aquoso da folha frente a S. aureus, o que diverge dos resultados deste trabalho uma vez
que para ambos os extratos de folha pos floracdo e folha na floracdo de C. erecta se
verificou efeito inibitorio e bactericida (Tabela 16).

Quanto a parte edivel de C. benghalensis os resultados obtidos sdo igualmente
satisfatorios dado que foi capaz de inibir todos os microrganismos em estudo, 0 que
contraria os resultados obtidos por Gothandam et al. (2010) no qual o extrato metanolico
ndo apresentou atividade face a E. coli. Este facto pode estar associado a solubilidade de
diferentes compostos em extratos distintos, uma vez que no presente estudo foram
avaliados extratos hidroetanodlico e aquoso. Pelo contrério, os resultados aqui obtidos
convergiram com os de Cuéllar Cuéllar & Okori (2010) que reportaram atividade
inibitéria contra S. aureus e E. coli para o extrato hidroetandlico da folha de C.
benghalensis. Noutro estudo, Mummed et al. (2018) relata uma baixa eficiéncia do extrato
aquoso de folhas de C. benghalensis, sendo necessario uma concentracdo de 390 mg/mL
para inibir S. aureus, o que esta em desacordo com os resultados aqui obtidos, em que
concentragdes 1 mg/mL e 2 mg/mL ostentaram poder inibitério e bactericida,
respetivamente. Tal divergéncia pode estar relacionada a fatores sazonais e de stress
sofridos pelo vegetal, dado que estes fatores influenciam na formacdo de compostos
secundarios em vegetais. Quanto a parte aérea caule de C. benghalensis, ndo existem
dados de atividade antimicrobiana reportados, sendo este o primeiro estudo realizado.

Quanto a atividade antifingica, de uma maneira geral os extratos hidroetanolicos
revelaram-se mais eficazes contra as espécies de Aspergillus avaliadas, enquanto 0s
extratos aquosos apresentaram melhores resultados face as espécies de Penicillium e
Trichoderma viride (Tabela 17). De salientar que a maioria dos extratos testados
apresentou melhor ou resultado idéntico quando comparado com 0s controlos positivos

usados. No presente estudo os resultados para atividade fungicida foram muito
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satisfatorios, sendo que, de modo geral, uma concentracdo foi capaz de inibir 83% dos
fungos em estudos.

Tabela 16 - Atividade antibacteriana do extrato hidroetanélico e aquoso de C. erecta e C. benghalensis

Atividade antibacteriana

(mg/mL) S.a B.c. L. m. E.c. S.t. Em. cl.
Extrato hidroetanélico (mg/mL)
C. erecta
| floraca CMI 1 0,5 1 0,5 1 1
Caule na floragéo CMB ) 1 ) 1 ’ ’
Caule pos floragéo cMI . 0.5 . 0:5 . .
CMB 2 1 2 1 2 2
. CMI 0,5 0,25 0,5 0,5 1 0,5
Folha na floracdo
CMB 1 0,5 1 1 2 1
, . @\ 1 0,5 1 1 1 1
Folha p6s floragdo CMB ) 1 ’ ’ ) »
| CMI 2 1 1 1 1 1
Flor CMB 4 2 2 2 2 2
C. benghalensis
Caule na floragdo CcMI . . . . L .
CMB 2 2 2 2 2 2
Folha pos floragéo CcMI 05 05 . 05 . .
CMB 1 1 2 1 2 2
Extrato aquoso (mg/mL)
C. erecta
Caule na floragdo cM 05 L L L 2 2
CMB 1 2 2 2 4 4
Caule pos floragéo cMI . . . . . .
CMB 2 2 2 2 2 2
. CMI 1 1 1 1 1 1
Folha na floragéo CMB ’ ) » » ) ’
. o CMI 1 0,5 1 1 1 1
Folha p6s floragdo CMB ) 1 » » 5 »
Flor CcMI 1 1 1 1 1 2
CMB 2 2 2 2 2 4
C. benghalensis
Caule na floragio cMI . 0.5 . . L .
CMB 2 1 2 2 2 2
, . CMI 1 1 1 0,5 1 1
Folha po6s floragéo CMB ’ ) 5 1 ) 5
Aditivos alimentares de Controlos
MIC 4 0,5 1 1 1 2
E2ll MBC 4 0,5 2 2 2 4
MIC 1 2 0,5 0,5 1 0,5
E224
MBC 1 4 1 1 1 0,5

B.c.: Bacillus cereus; S.a.: Staphylococcus aureus; L.m.: Listeria monocytogenes; E.c.: Escherichia coli; En.cl.:
Enterobacter A; S.T.: Salmonella Typhimurium;; E211: Sulfito de sodio; E224: Metabissulfito de potassio; CMI:
Concentragdo minima inibitéria; CMB: Concentracdo minima bactericida.
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Tabela 17 - Atividade antiflngica do extrato hidroetanélico e aquoso de C. erecta. e C. benghalensis

Atividade antifungica

(mg/mL) Af A.n. A.o. P.f. P.v.c. T.v.
Extrato hidroetanélico (mg/mL)
C. erecta
Caule na floragao cMI 05 L 05 05 05 L
CMF 1 2 1 1 1 2
Caule pos floragéo CcMI 0:5 . 0:5 0:5 0.5 0:5
CMF 1 2 1 1 1 1
Folha na florago CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
CMF 1 1 1 1 1 1
Folha pos floragéo CcMI . . 0:5 0:5 0.5 0:5
CMF 1 2 1 1 1 1
CMI 1 1 0,5 0,25 0,5
Flor
CMF 2 2 1 0,5 1
C. benghalensis
SR e (@] 0,5 1 0,5 0,5 0,25 0,5
CMF 1 2 1 1 0,5 1
Folha pés florago CMI 0,25 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5
CMF 0,5 1 0,5 1 1 1
Extrato aquoso (mg/mL)
C. erecta
Caule na floragdo CMI 05 05 05 05 . .
CMF 1 1 1 1 2 2
Caule pos floragéo CcMI 0.25 0.5 05 05 L .
CMF 0,5 0 0 1 2 2
. CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Folha na floragéo
CMF 1 1 1 1 1 1
Folha pos floragdo CcMI 05 0.5 0.5 0.5 . .
CMF 1 1 1 1 2 2
Flor CMI 0,5 0,5 0,5 1 1 1
CMF 1 1 1 2 2
C. benghalensis
Caule na floragio CcMI 05 0.5 0.5 0.5 . 0.5
CMF 1 1 1 1 2 1
, . CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Folha pos floragéo
CMF 1 1 1 1 1 1
Aditivos alimentares usados como controlos
CcMI 1 1 1 1 2 1,0
E211
CMF 2 2 2 2 4 2,0
CMI 1 1 1 0,5 1 0,5
E224
CMF 1 1 1 0,5 1 0,5

Af.: Aspergillus fumigatus; A.n.: Aspergillus niger; A.v.: Aspergillus ochraceus; P.f.: Penicillium funiculosum; P.v.c.:
Penicillium verrucosum var. cyclopium; T.v.: Trichoderma viride.; E211: Sulfito de sédio; E224: Metabissulfito de
potassio; CMI: Concentragdo minima inibitdria; CMF: Concentragdo minima fungicida.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
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5.1. Considerac0es finais e perspectivas futuras

Atualmente, a tematica da valorizagdo de plantas silvestres tem despertado um
interesse crescente, dado a capacidade de englobar diferentes segmentos, dando
reconhecimento a cultura da qual a planta encontrasse previamente inserida, seja por meio
do uso fitoterapéutico ou pelo consumo alimentar da PANC. Neste estudo, pretendeu-se
consolidar os conhecimentos empiricos trazidos por diferentes culturas no que respeita a
duas trapoerabas, Commelina erecta e Commelina benghalensis, através de um maior
conhecimento técnico e cientifico destas espécies, nomeadamente pela avaliacdo de
parametros nutricionais, quimicos e bioativos, estes Ultimos através de ensaios in vitro de
atividade antioxidante, antimicrobiana, citotdxica e anti-inflamatoria

Na avaliacdo da composicdo nutricional das trapoerabas notou-se uma variagdo no
teor de lipidos referente a C. erecta e o periodo de floracdo e pos floracdo. Ja para C.
benghalensis o principal destaque deu-se para a quantificacdo de compostos inorganicos.
Adicionalmente, os resultados das trapoerabas em termos de macronutrientes foi idéntico ou
ainda superior quando comparados com os de diferentes PANC’s. Para além da composicao
proximal, procedeu-se ainda a analise da composi¢cdo quimica no que respeita os agucares
livres, acidos organicos, perfil de acidos gordos e tocoferdis. A frutose foi o
monossacarideo de maior abundéncia entre agucares avaliados, verificando-se ainda a
presenca de glucose e sacarose em niveis residuais. Foram encontrados 4 tipos de acidos
organicos nas partes aéreas avaliadas, destacando-se a amostra de caule pds-floracdo
pertencente a C. erecta. que apresentou quantidades significativamente maiores
comparativamente as restantes amostras. Foram detetados 18 acidos gordos, sendo os
polinsaturados (PUFA) o grupo presente em maior quantidade e foram ainda identificadas
4 isoformas de tocoferdis, apresentando a maioria das amostras quantidades expressivas
de a-tocoferol e y- tocoferol, destacando-se a amostra de folha pds floragdo de C.
bengalensis com 230£2 pg/ 100 g mf e 306+2 pg/ 100 g mf, respetivamente.

No que respeita a composicdo de compostos fenolicos, foram tentativamente
identificado 13 compostos, na sua maioria C-glicosideos de flavonas, destacando-se a
presenca de varios derivados da apigenina, composto com diversas propriedades bioativas
relatadas.

Quanto ao potencial bioativo, todas partes ediveis apresentaram resultados de
atividade antioxidante promissores. De referir que o presente estudo foi pioneiro na

avaliacdo antioxidante das espécies C. erecta e C. benghalensis frente aos ensaios de
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TBARS e OxHLIA. Quanto ao potencial citotoxico, verificou-se que varios dos extratos
ndo apresentaram atividade para as concentraces testadas, a excep¢do dos extratos
hidroetanoolico do caule na floragéo e a flor de C. erecta que apresentaram resultados
satisfatorios frente aos tipos de células cancerigenas testadas, com énfase para a linha
celular MCF-7 (cancro de mama). No entanto, refira-se que estes extratos apresentaram
também atividade citotoxica para células ndo tumorais, nomeadamente nefrotoxicidade
em células de rim de macaco verde africano, pelo que sdo requeridos estudos adicionais
que permitam concluir quais as moléculas que explicam os resultados obtidos. De
salientar ainda os bons resultados de atividade anti-inflamatéria apresentada pelos
extratos destas duas partes aéreas, particularmente, da flor de C. erecta. De uma maneira
geral, todos os extratos avaliados mostraram boa atividade antimicrobiana e antifingica,
sendo que para alguns casos foram obtidos melhores resultados de atividade inibitéria e
bactericida comparativamente aos dois controlos positivos testados, usados como aditivos
alimentares.

Os resultados obtidos dao suporte técnico e cientifico ao uso das trapoerabas
avaliadas quanto a sua aplicacdo na medicina tradicional bem como na alimentacéo,
gerindo e conciliando os conhecimentos empiricos trazidos por diferentes culturas com a
base cientifica. Assim, o presente estudo podera futuramente contribuir para o
desenvolvimento de novos produtos, sejam eles farmacos ou aditivos alimentares.

Relativamente a perspectivas futuras, dada a disponibilidade destas espécies em
comunidades rurais de regides do Sul do Brasil, pretende-se continuar os estudos quanto
a aplicacdo das partes ediveis estudadas de modo a avaliar a sua aplicabilidade em pratos
populares, por exemplo em omeletes, tendo em vista a melhoria do perfil nutricional. E
ndo menos importante, avaliar a aceitabilidade do produto diante do consumidor por meio

de anélises sensoriais.
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