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RESUMO

As plantas sdo uma fonte consideravel de produtos naturais, sendo frequentemente
utilizadas pelo homem pelas suas capacidades aromaticas, medicinais e condimentares.
Por este motivo, bem como devido a crescente procura de substancias naturais,
biologicamente ativas, tem vindo a aumentar o interesse na sua utilizacdo. Considerando
gue um numero crescente de consumidores associa produtos com ingredientes naturais a
uma qualidade superior, também a industria alimentar tem dado uma maior relevancia a
utilizacdo de extratos de plantas, 6leos essenciais e/ou seus componentes, como uma
possivel alternativa ao uso de aditivos alimentares sintéticos. Levisticum officinale W.D.J.
Koch. é uma planta utilizada como condimento em diversas regiGes da Europa, sendo
ainda utilizada como ingrediente em temperos comerciais e conhecida em Portugal como
a planta do knorr. No entanto, até a data, sdo escassos 0s estudos realizados sobre esta
espécie. Assim, este trabalho teve por objetivo realizar uma avaliacdo detalhada e
exaustiva sobre a sua composic¢éo e bioatividade, incidindo sobretudo na parte consumida

como alimento (folhas e caules), mas também na raiz, usada em fitoterapia.

A parte aérea, cultivada em Portugal, apresentou uma percentagem elevada de
humidade, sendo os glucidos o principal macronutriente. Verificou-se a predominancia
de acidos gordos polinsaturados, em particular de acido a-linolénico, e o a-tocoferol foi
a principal isoforma da vitamina E nas folhas e caules. Em relacdo aos compostos
fenolicos, foram identificados um total de 7 compostos, incluindo &cidos fendlicos e
flavonoides, sendo o acido 5-O-cafeoilquinico o predominante. Em relacdo aos
compostos volateis do 6leo essencial foram identificados principalmente monoterpenos e
ftalidas. Ambos os extratos (decoccdo e hidroalcodlico) apresentaram propriedades
antioxidantes interessantes e, no geral, melhor atividade contra bactérias Gram-negativo.

Apenas a decoccdo da apresentou atividade citotdxica contra a linha celular HepG2.

Ja nas as raizes, foram identificados 8 compostos fenolicos, sendo o acido vanilico
0 maioritario, e diversos compostos volateis, particularmente ftalidas. De uma forma
geral, os extratos apresentaram atividade antioxidante e antimicrobiana, se bem que
menor comparativamente a folha. O extrato de hexano foi capaz de inibir véarias linhas
celulares, apresentando contudo toxicidade face a células de figado ndo tumorais (PLP2).
Este estudo revelou que o levistico apresenta uma composi¢do nutricional interessante

sendo também uma fonte de diversos compostos bioativos.
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ABSTRACT

Plants are a considerable source of natural products and are often used by humans
for their aromatic, medicinal and flavoring abilities. For this reason, as well as the
growing demand for natural, biologically active substances, the interest in its use has
increased. Considering that an increasing number of consumers associate products with
natural ingredients to a higher quality, the food industry has also given greater importance
to the use of plant extracts, essential oils and / or its components as a possible alternative
to the use of synthetic food additives. Levisticum officinale W.D.J. Koch. is a plant used
as a condiment in several regions of Europe, and is still used as an ingredient in
commercial spices and known in Portugal as the knorr plant. However, to date, there are
few studies on this species. Thus, the objective of this work was to carry out a detailed
and exhaustive evaluation of its composition and bioactivity, focusing mainly on the part

consumed as food (leaves and stems), but also in the root, used in phytotherapy.

The aerial part, cultivated in Portugal, presented a high percentage of humidity, being
the carbohydrates the main macronutrient. There was a predominance of polyunsaturated
fatty acids, in particular a-linolenic acid, and a-tocopherol was the main vitamin E
isoform in leaves and stems. In relation to the phenolic compounds, a total of 7
compounds were identified, including phenolic acids and flavonoids, with 5-O-
caffeoylquinic acid being the predominant one. In regarding to the volatile compounds of
the essential oil, monterpenes and phthalides were identified. Both extracts (decoction
and hydroalcoholic) presented interesting antioxidant properties and, in general, better
activity against Gram-negative bacteria. Only the decoction showed cytotoxic activity
against the HepG2 cell line.

For the roots, 8 phenolic compounds were identified, with vanillic acid being the
major, and several volatile compounds, particularly phthalides. In general, the extracts
presented antioxidant and antimicrobial activity, although smaller compared to the leaf.
The hexane extract was able to inhibit several cells lines, but also exhibited toxicity to
non-tumor liver cells (PLP2). This study revealed that the Lovage presents an interesting

nutritional composition and is also a source of several bioactive compounds.
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1. Revisdo bibliogréafica

1.1. Plantas aromaticas

As plantas sdo uma fonte consideravel de produtos naturais, muitos deles metabolitos
secundarios que o homem utiliza pelas suas capacidades aromaticas, medicinais e
condimentares (Figueiredo et al., 2008). As plantas aromaticas em particular, tém sido
alvo de um interesse crescente em Portugal e no mundo, quer por parte dos seus
consumidores quer pelos produtores destes vegetais. Devido as capacidades referidas, as
plantas aromaticas tém diversas aplicacdes nas industrias quimica, farmacéutica e

alimentar (Figueiredo et al., 2008).

No que diz respeito a espécies aromaticas, a flora portuguesa destaca-se pela sua
riqueza, uma vez que cerca de 500 das aproximadamente 3800 espécies que compde a
sua flora sdo classificadas como aromaticas. Estas espécies estdo distribuidas
principalmente pelas familias Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Hipericaceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Leguminosae, Liliaceae, Malvaceae, Myrtaceae, Oleaceae,

Pinaceae, Rosaceae e Rutaceae (Barata et al., 2007; Figueiredo et al., 2008).

A procura de substancias naturais, biologicamente ativas, tem aumentado o interesse
e encorajado a utilizacdo destas plantas. Entre as varias substancias encontradas nestes
vegetais, 0s 6leos essenciais sd80 0s mais explorados, pois possuem propriedades
antimicrobianas e desempenham um papel aromatizante em diversos alimentos, para além
de serem produtos naturais e biodegradaveis, apresentando em baixas concentracdes
geralmente toxicidade reduzida para mamiferos. A sua extracdo pode ser realizada a partir
da planta como um todo ou de partes da planta, como folhas, flores, frutos, sementes,
caules e raizes (Barata et al., 2007; Figueiredo et al., 2008; Hyldgaard et al., 2012).

Nas plantas, os 6leos essenciais atuam em diversas fungdes, tais como no envio de
sinais de comunicagdo e mecanismos de defesa quimica contra animais, podendo ainda
atuar na polinizacédo e na protecdo contra a perda de agua (Lupe, 2007; Evans, 1996). Os
0leos essenciais estdo presentes em maior abundancia no reino vegetal especialmente nas
familias Apiaceae (Umbelliferae), Asteraceae (Compositae), Lamiaceae (Labiatae) e
Lauraceae (Flordo, 2006). Dentre as plantas da familia Apiaceae encontra-se a espécie

Levisticum officinale W.D.J. Koch, objeto de estudo deste trabalho.



1.2. Familia Apiaceae

A familia Apiaceae é considerada uma das mais antigas familias incluida nas plantas
aromaticas (Sayed-Ahmad et al., 2017). Encontra-se distribuida em todo o mundo,
contudo predominando nas zonas temperadas, sendo composta por 3780 espécies
agrupadas em 434 géneros. As plantas pertencentes a esta familia apresentam
caracteristicas comuns, tais como, propriedades aromaticas, folhas alternadas com
bainha, hastes ocas, pequenas flores e frutos ou sementes indeiscentes com dutos de 6leo
(Christensen & Brandt, 2006).

Diversos estudos tém revelado que as plantas da familia Apiaceae possuem
compostos fitoquimicos e metabolitos secundarios tais como terpendides, saponinas,
flavonoides, taninos, acidos fenolicos, poliacetilenos e esteroides, tendo por isso
importancia como potenciais fontes de compostos bioativos e agroquimicos naturais. Sao
ainda geralmente ricas em &cidos gordos, proteinas, glucidos e Oleos essenciais
(Aé¢imovié et al., 2015; Tuncturk & Ozgokce, 2015).

Devido a sua composicdo quimica, diversas atividades biologicas tém sido descritas
e associadas a plantas desta familia, nomeadamente propriedades antitumorais,
antimicrobianas, anti-inflamatérias, analgésicas, sequestradoras de radicais livres,
diuréticas, gastrointestinais e anti-obesidade, estando muitas delas associadas a
bioatividade dos poliacetilenos (Christensen & Brandt, 2006; Dziato et al., 2016; Sayed-
Ahmad et al.,, 2017). Na industria alimentar e na gastronomia, varias espécies
pertencentes a esta familia sdo frequentemente utilizadas como condimentos ou até
mesmo em infus@es, referindo-se como exemplo os cominhos (Cuminum cyminum L.), o
funcho ou erva-doce (Foeniculum vulgare Mill.), os coentros (Coriandrum sativum L.),
o0 anis (Pimpinella anisum L.), o endro (Anethum graveolens L.) e a salsa (Petroselinum
crispum L.) (Sayed-Ahmad et al., 2017). Comparativamente com as espécies citadas,
Levisticum officinale é ainda pouco utilizada, sendo igualmente escassos 0s estudos

realizados sobre a sua composi¢do quimica e as suas propriedades bioativas.

1.2.1. Levisticum officinale W.D.J. Koch

Nativo do sudoeste da Asia e sul da Europa, o levistico (Levisticum officinale) é

cultivado em diversos locais, principalmente em zonas de clima tropical, podendo receber



uma gama distinta de nomes comuns na literatura inglesa, como por exemplo, “Lovage”,
“Smallege”, “Love Parsley”, “Sea Parsley”, entre outros (Samiee et al., 2006; Mirjalili &
Javanmardi, 2012), sendo mais comumente encontrado com o nome popular “Lovage”.
Em Portugal, é vulgarmente conhecido como levistico, mas também conhecido como
“planta do knorr”, dado o seu forte aroma que se assemelha a este produto comercial

utilizado como tempero.

Levisticum officinale, representado na Figura 1, é classificado como uma planta
dicotiledénia perene pertencente a familia Apiaceae. A semelhanca de outras plantas
desta familia, o levistico é principalmente utilizado pelas suas propriedades aromaticas,
sendo caracterizado pelo seu forte sabor similar a aipo (Raal et al., 2012), mas também
pelas suas propriedades medicinais (Garvey et al., 2011). Os principais produtores de
Levisticum officinale sdo a Alemanha, Hungria, Holanda, Polonia, Bélgica, Finlandia e
EUA (Mirjalili & Javanmardi, 2012).

Figura 1. Levisticum officinale: (A) folha, (B) frutos, (C) raizes, (D) planta com umbelas de flores
amarelas (Polunin & Robbins 1993).

Como caracteristicas botanicas mais especificas, Levisticum officinale apresenta-se
em forma de arbusto, atingindo até 1 metro de altura, possui hastes resistentes, sulcadas,
estriadas e robustas, as quais podem ramificar-se até 2,5 m. As folhas aparecem numa



estrutura alternada, tendo um comprimento de 0,5 a 0,6 cm com coloracao verde escura,
peciolada com estipulas, sem pelos e com formato triangular. Apresenta um peciolo oco
e inflado perto da base, e um rizoma de coloracdo cinza-acastanhado, vertical, podendo
penetrar no solo até 0,5m, terminando numa raiz principal, de coloracdo esbranquicada,
apresentando ligaces transversais. As suas flores sdo hermafroditas com coloragédo
amarelo-esverdeada, sendo pequenas, mas presentes em grande numero na época de
floracéo. O fruto possui 5 a 7 mm de tamanho, com forma eliptica, de coloracéo castanho-
amarelado, tendo sementes férteis com uma capacidade média de germinacdo de 68%
(Mirjalili & Javanmardi, 2012).

Da planta Levisticum officinale, sdo aproveitadas as suas raizes, folhas e sementes
(Nunes, 2007), sendo esta usada ha séculos como um remédio herbaceo pelas suas
propriedades carminativas, diuréticas e antimicrobianas (Stuart 1989; Moradalizadeh et
al., 2012). Na década de 90, o levistico comecou a ser utilizado na perfumaria, industrias
de tabaco, alimentar e de bebidas (Stuart 1989; Bylaité et al., 1996). Na inddstria
alimentar, é sobretudo utilizado na producdo de condimentos como, por exemplo, 0s
cubos Maggi (Blank & Schieberle, 1993). Atualmente, é um dos ingredientes descritos
no rétulo do caldo granulado de legumes Knorr, comercializado em Portugal. Na
gastronomia, sdo utilizadas principalmente as suas folhas, para aromatizar saladas, caldos,
sopas, entre outros cozinhados, mas também as suas sementes, em confeitaria e licores a

semelhanca das sementes de funcho (Hogg, 2001; Mirjalili & Javanmardi, 2012).

1.3.  Composicéo quimica

De uma forma geral, as plantas aromaticas incluem na sua composi¢do diversos
nutrientes e substancias biologicamente ativas tais como vitaminas, flavonoides,
terpendides, carotenoides, fitoestrogeneos e minerais, entre outros (Suhaj, 2006; Hedges
& Lister 2007; Figueiredo et al., 2008). Apesar das plantas aromaticas serem geralmente
consumidas em pequenas quantidades, quando ingeridas regularmente podem ser uma
fonte potencial de compostos benéficos, desempenhando assim um papel de maior relevo
na dieta humana. Por outro lado, dado que as plantas aromaticas tém como principal
caracteristica o seu forte sabor e intenso aroma, estas podem ser utilizadas na culinaria

como um substituinte do sal de cozinha, diminuindo assim a quantidade de cloreto de



sodio consumida e, consequentemente, proporcionando beneficios a saude humana.
Assim, torna-se relevante o estudo do seu perfil quimico e nutricional, bem como das suas
propriedades bioldgicas, por forma a conhecer 0s seus potenciais beneficios e estimular
0 seu consumo. No gue respeita ao levistico em particular, sdo ainda escassos 0s estudos
disponiveis na bibliografia, ndo tendo sido encontrada informacdo sobre a sua
composicdo nutricional. De facto, a maioria dos trabalhos realizados até a presente data
incidem sobre a composicéo do dleo essencial extraido de varias estruturas botanicas da
planta, o qual apresenta como principais compostos as ftalidas, terpendides e acidos
volateis (Gijbels et al., 1981; Gijbels et al., 1982; Cu et al., 1990; Hogg, 2001).

A ftalida ligustilida, foi descrita como sendo o principal constituinte do éleo essencial
extraido das raizes de Levisticum officinale (Moradalizadeh et al., 2012; Raal et al.,
2012). Outros compostos, como os terpenos a-terpinil acetato e p-felandreno, foram
encontrados em grandes quantidades em folhas de Levisticum officinale (Hogg, 2001;
Bylaité et al., 1998). Diferentes estudos, realizados com amostras de Levisticum officinale
colhidas nos continentes Europeu e Norte Americano, descrevem a presenca de mais de
200 compostos no Gleo essencial de Levisticum officinale (Blank & Schieberle, 1993)
incluindo os seguintes compostos: falcarinol, (Z)-ligustilida, (Z)-3-butiliden-ftalida,
trans-B-farneceno, B-felandreno, n-octanal, y-elemene e acido palmitico, este encontrado
no 6leo essencial extraido das raizes da planta (Bylaité et al., 1996; Mirjalili &
Javanmardi, 2012).

Contudo, refira-se que fatores tais como o método de extracdo utilizado (destilacao
a vapor, CO; supercritico, extracdo por solvente, entre outros), preparacao das amostras,
localizacdo geogréfica, estacdo do ano, maturidade, tempo de colheita e parte anatomica
da planta afetam o perfil quimico dos extratos (Cu et al., 1990; Bylaité et al., 1998;
Dauksas et al., 1999; Menaker et al., 2004; Badalamenti, 2004; Samiee et al., 2006; Raal
et al., 2012; Mirjalili & Javanmardi, 2012).

Para além da composicao do 6leo essencial, poucos estudos se encontram disponiveis
relativos & composicéo desta planta. Estes referem a existéncia de furanocumarinas no
levistico, a semelhanca de outras plantas da familia Apiaceae (Mirjalili & Javanmardi,
2012) e outros compostos fendlicos (Zheng & Wang, 2001; Justesen & Knuthsen, 2001;
Wojdylo et al., 2007). Adicionalmente, Schinkovitz et al. (2008) identificaram a presenca
de diferentes poliacetilenos, tais como o 3(R)-falcarinol, em extratos de raiz de levistico

preparados com diclorometano.



Seguidamente, apresenta-se com maior detalhe a informacéo disponivel na literatura

sobre a composi¢do quimica do levistico.

1.3.1. Oleos essenciais

Durante a histdria, varias civilizacbes como 0s egipcios, vedas, astecas e maias
utilizaram os 6leos essenciais com varios propositos, incluindo em cerimonias religiosas,
como fragrancias em perfumaria e na medicina tradicional (Sonwa, 2000). Atualmente,
com o aumento e diversificacdo das aplicacdes de 6leos essenciais, nomeadamente em
medicina/farmacologia, cosmética, agricultura e na industria alimentar, entre outras, tem-
se assistido a um incremento no interesse do estudo de novas plantas produtoras destas
substancias (Lopez-Reyes et al., 2013; Turek & Stintzing, 2013; Rios, 2015; Teixeira et
al., 2018). Na area alimentar, refira-se a sua utilizacdo como aromatizante em produtos
de confeitaria, refrigerantes e bebidas alcoodlicas destiladas, sendo ainda percepcionados
como uma possivel alternativa a conservantes quimicos utilizados na industria de
alimentos processados. Para tal, contribuem sobretudo as suas propriedades antioxidantes
(Dandlen et al., 2010) e antimicrobianas (Lang & Buchbauer, 2012), devendo contudo
existir uma harmonizacdo criteriosa entre o potencial antimicrobiano e o tipo de alimento
a que se deseja aplicar, uma vez que a interacdo dos compostos ativos do 6leo essencial
com ingredientes da matriz alimentar podem conduzir a diminuicdo da sua atividade
(Hyldgaard et al., 2012). Adicionalmente, pelo facto de serem obtidos de plantas, a sua
utilizagdo permite conferir uma imagem “verde” aos alimentos, pela substituicdo de
compostos sintéticos por éleos naturais (Burt, 2004; Kettenring & Geeganage, 2010). Um
6leo essencial é, por defini¢cdo, o produto obtido por (1) destilagdo, hidrodestilacdo ou
destilacdo por arrastamento de vapor, de uma planta ou das suas partes, ou por (2) um
processo mecanico, sem envolvimento de calor (Council of Europe, 2010). Além disso
para a extracao do 0leo o estagio de desenvolvimento da planta deve ser levado em conta,
pois muitas vezes & o que determina o rendimento final da extragdo do 6leo essencial
(Badalamenti, 2004).

Os 0leos essenciais sdo constituidos por uma mistura de compostos volateis e ndo-
volateis, representando os primeiros cerca de 90 a 95% da fracdo total do 6leo, e incluindo
terpenos, éteres, esteres, alcoois, aldeidos, acidos carboxilicos, fenois alilicos e

isoalilicos, entre outros, ao passo que o0s restantes 5 a 10% sdo representados



principalmente por hidrocarbonetos, cumarinas e polifendis (Bakkali, et al., 2008; Jalali-
Heravi, et al., 2010; Sell, 2010; Chamorro et al., 2008). Assim, estas misturas
caracterizam-se por serem altamente volateis e geralmente possuirem caracteristicas
lipofilicas. Para além dos grupos de compostos referidos, 0os quais sd8o 0s mais
frequentemente encontrados nos 6leos essenciais, podem ainda estar presentes na sua
composicdo outras substancias, tais como ftalidas, como por exemplo no caso do 6leo
essencial de Levisticum officinale que apresenta quantidades significativas de ligustilida
(Rios, 2015).

Os oleos essenciais das plantas pertencentes a familia Apiaceae tém sido objeto de
diversos estudos, podendo geralmente ser extraidos de qualquer parte anatdmica da planta
(Barros et al., 2010). Os oleos esséncias do Levisticum officinale possuem uma cor
levemente amarelada com odor acentuado. Todas as estruturas botanicas da planta como
folha, flor, fruta madura, fruta imatura e raizes possuem 6leos essenciais (Perineau et al.,
1992). A extragdo pode ser realizada por solventes organicos como etanol, benzeno e
hexano, porém solventes organicos, dependendo das suas propriedades podem extrair
menos substancias volateis ou até mesmo outras substancias ndo desejadas, com isso a
escolha do solvente neste tipo de extracdo deve ser analisado com cuidado (Cu et al.,
1990). O teor de dleo essencial (%) em diferentes estruturas é de 0,05 - 1,0% no rizoma
e raizes, 0,1 - 0,4% no caule frondoso com semente verde, 0,08 - 0,2% nas folhas e 0,8 -
2,7% nas sementes maduras (Dauksas et al., 1999). Os monoterpenos e ftalidas s&o os
principais constituintes, porém ha mais de 190 compostos que fazem parte da composicao
quimica desta planta. Sendo assim, fica evidente que tais concentracGes de monoterpenos
e ftalidas podem variar drasticamente em concentracao de acordo com a parte anatémica
da planta que foi submetida a extracdo do 6leo essencial, o tipo de extracdo, origem e
idade (\Venskutonis, 2016).

De uma forma geral, a fragdo monoterpénica tem como principais constituintes o [3-
felandreno, a-terpinenil acetato, a-felandreno, B-mirceno, enquanto que os isomeros Z-
ligustilida e E-ligustilida s&o os principais constituintes da fracéo das ftalidas. Em plantas
de origem Lituana, as ftalidas (Figura 2) demonstraram ser responsaveis por mais de 70%
do valor total de 6leo volatil das raizes, 25% das folhas e aproximadamente 6% das

sementes (Dauksas, Venskutonis & Sivik, 1999; Venskutonis, 2016).
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Figura 2. Estrutura quimica das ftalidas maioritarias presentes no 6leo essencial de Levisticum

officinale. Fonte (Mirjalili; Javanmardi, 2012).

Ja em Levisticum officinale de origem iraniana, os constituintes a-terpinil acetato, Z-

ligustilida, B-felandreno e B-mirceno, compde cerca de 96,1% do 6leo essencial extraido

das folhas desta planta, enquanto que a ftalida Z-ligustilida demonstrou ser o0 composto

maioritario no 6leo essencial extraido da raiz (Heidarpour et al., 2013). A composicéo de

diferentes partes da planta pode ser consultada na Tabela 1.

Tabela 1. Principais constituintes maioritarios do 6leo essencial extraido de diferentes partes
estruturais de Levisticum officinale segundo dados de diferentes estudos disponiveis na literatura.

(adaptado de Hogg, 2001).

Constituinte Folhas (%) Caule (%) Raizes (%)
(2)-Ligustilida 44-11,7 4,8-13,38 37,0-675
p-Felandreno 13,4-26,5 10,8 - 28,5 1,7-155
o -Felandreno 04-12 01-12 0,2- 0,5
B-Mirceno 16-6,5 1,3-7,0 0,3-0,9
Acetato de a-terpinilo 35,1-70,0 37,5-69,0 0,1-0,2

O composto Z-ligustilida, tem sido descrito como sendo a ftalida mais abundante em

Levisticum officinale proveniente de diversas regides da Europa, sendo considerado o

fitoquimico mais valioso no aroma da planta (Raal et al., 2012). Varios estudos relataram



efeitos positivos deste composto para a saude tais como atividade anti-inflamatdria (Ma
& Bai, 2013), antitumoral (Long, et al., 2012; Su, et al., 2013) e antitrombdtica (Zhang
et al., 2009) e ainda um efeito positivo contra distirbios neuroldgicos (Feng et al., 2012;
Qi et al., 2012). No entanto, estes estudos foram realizados com Z-ligustilida extraida da

planta dong quai (Angelica sinensis).

Ja no caso do acetato de a-terpinilo, estudos realizados com este composto obtido do
6leo essencial de Elettaria cardamomum, demonstram que possui atividade esporicida
contra esporos de Bacillus subtilis, uma bactéria gram-positivo (Lang & Buchbauer,
2012).

1.3.2. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo exemplos de compostos obtidos a partir do metabolismo
secundério de plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo. Atuam
como agentes protetores contra patogéneos, inibindo o crescimento de bactérias e fungos,
bem como a oxidacdo lipidica. S&o por isso considerados como 0s compostos bioativos
mais relevantes de infusbes e decocgbes. Contudo, refira-se que a sua sintese pode variar
se a planta for submetida a uma condicdo de stresse (Barroso et al., 2016; Costa et al.,
2016; Fotakis et al., 2016). A separagdo, identificacdo e quantificacdo de compostos
fendlicos, assim como a sua aplicagdo em alimentos, sdo um desafio, pois englobam uma
enorme quantidade de substancias como fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas,
flavonoides, taninos, ligninas, entre outros. Tais compostos, na sua maioria, possuem uma
polaridade elevada (Soares, 2001), sendo considerados excelentes antioxidantes, pois
possuem capacidade de sequestrar radicais livres, neutralizando a acdo destes radicais

pela transferéncia de um hidrogénio (Sharma & Singh, 2013).

Para além de contribuir para a conservacao da qualidade do alimento, pensa-se que
este mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas, esteja
associado a um importante papel na alimentacdo humana, reduzindo o risco de
desenvolvimento de patologias como a arteriosclerose e diferentes tipos de cancro (Taylor
& Namiki, 1990; Ramarathnam et al., 1995). Em particular, compostos fendélicos como
0 resveratrol, quercetina, acido cafeico e diferentes flavondis tém sido descritos como
sendo responsaveis por estas propriedades benéficas para o ser humano (Pimentel et al.,
2005).



Apds extracdo com uma mistura metanol: agua (25:75, v/v) com 1% de acido acético
(v/v) e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detetor de diodos
(HPLC-DAD), Najda et al. (2003) identificaram a presenca de diferentes &cidos fendlicos
em amostras de Levisticum officinale (Tabela 2), nomeadamente os acidos clorogénico,
cafeico, p-cumarico e m-cumarico. Estes apresentaram diferentes concentracdes

conforme a parte da planta analisada.

Tabela 2. Teor de &cidos fenolicos livres totais determinados por HPLC-DAD em diferentes
partes anatomicas de Levisticum officinale (adaptado de Najda et al., 2003).

. . Tempo de < A :
Acidos Fendlicos 3 ] Acidos fendlicos livres totais (mg / 100g de massa seca)
Retencéo (min)

Partes anatomicas

Raizes Folhas Frutos

Clorogénico 9,16 0,123 1,362 2,123
Cafeico 12,98 0,264 2,121 3,067
p-Cumaérico 24,37 0,044 0,063 0,758
m-Cumarico 33,51 0,0052 0,098 0,214

O teor de compostos fenolicos totais de extratos de folhas de levistico, avaliado pelo
método de Folin-Ciocalteau e expresso em &cido clorogénico, foi descrito por Materska
(2010). O teor determinado foi de 5,3 mg de acido clorogénico/g planta fresca, tendo o
extrato desta planta sido aquele que evidenciou uma maior estabilidade durante um
periodo de armazenagem de 6 meses, comparativamente com 0s extratos de outras sete

plantas testadas.

Wojdyto & Oszmian’ski, (2007) relatam na sua investigacao que o teor fendlico total
expresso em equivalentes de &cido galico (GAE) do Levisticum officinale foi de 0,72 mg
GAE por 100 gramas de massa seca. Adicionalmente, foi avaliada a capacidade
antioxidante pelas metodologias ABTS (2,20 acido azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-
sulfonico)), DPPH (radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) e FRAP (poder
redutor/antioxidante férrico), obtendo os seguintes resultados, respetivamente, expressos
em (UM trolox/100 g planta seca: 18.9+0.4 (ABTS), 232+5 (DPPH) e 123+2 (FRAP).
Um estudo similar foi realizado por Zheng & Wang (2001), porém apresentando 0s
resultados expressos em massa fresca de Levisticum officinale. No que respeita o teor de
fenois totais os resultados obtidos foram de 2,63 mg GAE/100 g de planta fresca, ao passo

que para a atividade antioxidante (ORAC) foram obtidos valores de 21.54 pmol de
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equivalente de Trolox/g de massa fresca. Justesen & Knuthsen (2001) avaliaram o teor
de flavondides de um extrato hidrometandlico submetido a hidrdlise acida por HPLC-
DAD obtendo valores de 170 mg de quercetina e 7 mg de canferol expressa por 100 g de

levistico fresco.

Para além de acidos fenolicos e flavonoides, como referido, foi também descrita a
presenca de cumarinas nesta planta, mais especificamente de furanocumarinas. Estes
compostos séo potentes fotdsensibilizadores quando ativados por luz ultravioleta (300—
380 nm), intercalando-se prontamente no DNA e formando mono- ou di-adutos com
bases pirimidinicas. Assim sendo, podem ocorrer dermatites severas ap0s contato com
plantas contendo furanocumarinas na presenca de luz solar, sendo estes compostos
considerados como sendo fototoxicos, mutagénicos e fotocarcinogénicos (Zorbel, 1991;
Ashwood-Smith et al., 1992; Mirjalili & Javanmardi, 2012).

Existem relatos de dermatites de contato causadas pelo contacto direto durante a
colheita de Levisticum officinale (Ashwood-Smith et al., 1992) e pela aplicacdo do seu
6leo essencial (Lapeere et al., 2013). Ambos os casos podem ser explicados pela presenca
de furanocumarinas anteriormente identificadas nesta planta, nomeadamente o psoraleno,
5-metoxipsoraleno (5-MOP) e o 8-metoxipsoraleno (8-MOP), representados na Figura 3
(Ashwood-Smith et al., 1992; Paszkiewicz et al., 2008).
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Figura 3. Algumas cumarinas extraidas de Levisticum officinale. Fonte: (Mirjalili & Javanmardi,
2012).
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Por ultimo, refira-se brevemente que as metodologias utilizadas para analise de
compostos fendlicos variam de acordo com o objetivo pretendido. Assim, podem ser
determinados o0s compostos fendlicos totais, geralmente por métodos
espectrofotométricos, ou pode-se recorrer a métodos cromatograficos, o que permite a

analise dos compostos individualmente (Angelo & Jorge, 2007).

1.4.  Propriedades bioativas

As propriedades bioativas de extratos de plantas estdo diretamente relacionadas com
a sua composicao quimica e concentracdo de compostos bioativos. No que respeita aos
Oleos essenciais, refira-se a presenca de fitoquimicos do metabolismo secundario
biossintetizados por diferentes vias, como por exemplo os derivados de terpendides ou
de fenilpropandides (Burt, 2004; Lupe, 2007).

O aumento do interesse na aplicacdo dos 6leos essenciais na inddstria alimentar e
farmacéutica deve-se ao facto de serem constituintes naturais de plantas, biodegradaveis,
normalmente de baixa toxicidade para os mamiferos, apresentando potencial
antimicrobiano e antioxidante e sendo capazes de realizar simultaneamente a funcdo dos
seus equivalentes sintéticos (Figueiredo et al., 2008). Atualmente, encontram-se
disponiveis varios 6leos essenciais e/ou seus componentes reconhecidos pela Food and
Drug Administration (FDA) como tendo estatuto GRAS (generally recognized as safe) e
aceites pela Comissdo Europeia para utilizacdo como conservantes alimentares dadas as

suas propriedades antimicrobianas.

No que respeita 6leo essencial de Levisticum officinale, o seu efeito inibitorio contra
bactérias Gram-negativas como E. coli e Salmonella enteritidis foi ja comprovado
(Garvey et al., 2011; Ebrahimi et al., 2017). A inibicdo de outros microrganismos foi
igualmente descrita por Deans e Ritchie (1987) e Mirjalili et al. (2012), conforme
apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Levisticum officinale e as dilui¢cdes contra
vérias espécies de bactérias, expressa em zonas de inibigdo (mm).

Diluicéo
Microrganismo Sem MIC* Ampicilina
o 1:2 1:5 1:10
diluicdo
Escherichia coli 9,0 0 5,0 0 0,9-1,9 12,0+0,6
Klebsiella
) 45 75 55 45 >14,4—>15,2 -
pneumoniae
Pseudomonas
] 0 0 7,5 5,0 >14,4->15,2 9,7+0,7
aeruginosa
Streptococcus
. 6,0 7,0 5,0 0 - .
faecalis
Yersinia
. 0 0 75 7,0 - -
enterocolitica
Bacillus subtilis 8,0 8,5 0 0 0,9-3,8 140+0,7

*Concentragdo minima inibitoria determinada em agar aplicando 10 pL de 6leo de sementes imaturas,
maduras e amadurecidas, em pocos no meio de cultura. Adaptado de Deans e Ritchie (1987) e Mirjalili et
al. (2012).

Como referido, para além do éleo essencial outros compostos ja foram descritos nesta
planta, nomeadamente &cidos fendlicos e flavonoides, compostos estes frequentemente

descritos como tendo capacidade antioxidante.

Refira-se ainda que o extrato etandlico (80:20, v/v) de frutos de Levisticum officinale
(300 ug/ml) apresentou potencial citotoxico com efeitos positivos contra a multiplicagdo
de células leucémicas durante ensaios realizados com azul de tripano para estudos da

viabilidade de diferentes linhas celulares (Bogucka-Kocka et al., 2008).

De uma forma geral, séo ainda escassos 0s estudos sobre o potencial bioativo desta
planta, nomeadamente no que respeita a diferentes atividades tais como antibacteriana,
antiflngica, antioxidante e outras potencialmente benéficas para a saide (\Venskutonis,
2016).
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2. Objetivos

A opcdo por alimentos mais saudaveis € uma tendéncia em todo o mundo. Tal como
em outros paises, em Portugal tem vindo a crescer o numero de produtores e
consumidores de alimentos organicos (Governo Portugués, 2017), estando este facto
aliado a um mercado consumidor exigente, que procura a reducdo de aditivos/ingredientes

sintéticos.

Nos ultimos anos, a industria alimentar tem estado atenta a este movimento, uma vez
que cada vez mais 0s consumidores associam produtos com ingredientes naturais a uma
qualidade superior. Desta forma, encontrar ingredientes que atendam a estas necessidades
e ainda assim apresentem as mesmas funcionalidades dos ingredientes sintéticos exige a
realizacéo de novos estudos. O levistico € uma planta comum a diversas partes da Europa,
onde suas folhas sdo utilizadas como condimento e o uso de suas raizes na medicina
tradicional para preparo de infusdes, porém ainda pouco se conhece sobre suas
caracteristicas quimicas e nutricionais. De igual forma, sdo escassos os estudos realizados
sobre as suas propriedades biologicas. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo
proceder a avaliacdo nutricional desta planta, bem como a caracterizacdo quimica quer
do seu 6leo essencial quer de diferentes extratos da parte aérea edivel, mas também da
raiz, preparados com solventes de diferentes polaridades. Adicionalmente, seré estudada
a bioatividade no que respeita ao seu potencial antioxidante, antimicrobiano e citotoxico

em células tumorais.

Assim, pretende-se que o conhecimento resultante do desenvolvimento deste
trabalho contribua para o desenvolvimento futuro de alternativas viaveis e seguras para a

reducdo do uso de aditivos/ingredientes sintéticos em alimentos.
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3. Metodologias

3.1. Preparagao das amostras e extratos

Neste trabalho foram estudadas duas partes distintas da planta Levisticum officinale,
nomeadamente a parte aérea (folhas e caules) e a raiz. A parte aérea da planta foi obtida
numa rede de supermercados na cidade do Porto, Portugal (Makro), tendo sido
transportada para Braganca de forma refrigerada. As raizes foram adquiridas numa
empresa Espanhola (Herbolario EI Manantial, Madrid). As folhas, os caules e as raizes
foram pesados, liofilizados e triturados, reduzidos a p6 (20 mesh) e conservados a -20 °C

para posterior analise.

3.1.1. Preparacédo dos extratos das folhas

Para a preparacdo da decocc¢do, 3 g das folhas liofilizadas (partes aéreas), foram
extraidas com 300 mL de agua desionizada (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC,
USA), em ebulicdo durante 5 min; de seguida foram deixadas em repouso a temperatura
ambiente e posteriormente filtraram-se com filtro Whatman N° 4. Procedeu-se a
congelacdo e liofilizacdo (FreeZone 4.5, Labconco, MO, EUA) para a obtencdo dos

extratos.

Para a preparacdo do extrato hidroalcodlico, 3 g das folhas foram extraidas com 90
mL de etanol/agua (80:20, v/v) sob agitacdo 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 repetindo-se o procedimento. Posteriormente, o etanol foi evaporado
a 40 °C (Buchi R-2010), e procedeu-se a congelacdo e liofilizacdo para a obtencdo do

extrato.

3.1.2. Preparacao dos extratos da raiz

Para a preparagdo da decoccdo e hidroalcoolico da raiz procedeu-se de acordo com o

descrito anteriormente no ponto 3.1.1.

Para a preparacdo do extrato de hexano, 3 g da raiz foram extraidas com 90 mL de

hexano sob agitagdo magnética constante, & temperatura ambiente, durante uma hora. O
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preparado foi filtrado através de um filtro de papel e o residuo re-extraido repetindo-se o
procedimento. Posteriormente, o hexano foi evaporado a 40 °C para a obtencdo do

extrato.

Preparou-se ainda um extrato hidroalcoolico (conforme descrito anteriormente no

ponto 3.1.1) com o residuo da planta resultante da extragdo com o hexano.

3.1.3. Extracao do 6leo essencial

O ¢leo essencial foi extraido por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger, realizado
de acordo com a Farmacopeia Europeia (1996), com algumas modifica¢6es. Dado o baixo
rendimento da extracdo, foram feitas varias destilacdes de forma sequencial, com 250 g
de raiz triturada em 500 mL de &gua, tendo-se recolhido o 6leo essencial obtido em 2 mL

de n-hexano.

3.2. Valor nutricional

Foi avaliada a composicdo em macronutrientes (glucidos, cinzas, proteinas e lipidos),
a humidade e o valor energético conforme os métodos oficiais da AOAC (2016) das
folhas da planta liofilizada. O teor de humidade foi avaliado com base na diferenga de
massa obtida antes e depois da liofilizacdo. O teor de proteinas totais foi estimado pelo
método macro-Kjeldahl por conversdo do azoto total utilizando o fator de conversdo (N
x 6,25). A gordura total foi determinada através da extracdo de uma massa conhecida da
amostra com éter de petrdleo, utilizando-se o aparelho de Soxhlet. O teor de cinzas foi
determinado por incineracdo numa mufla a 550+15 °C. Os glucidos foram calculados por
diferenca, segundo equacéo (1). A energia foi calculada com base no sistema de Atwater

de acordo com a equacdo (2).

Equacéo 1. Glucidos=100—(humidade+cinzas+proteinas+lipidos)

Equacéo 2. Energia (Kcal)= 4 x (g proteinas + g glucidos) + 9 x (g lipidos).
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3.3. Acidos gordos

O perfil de acidos gordos foi determinado conforme a metodologia descrita por
(Obodai et al., 2017) com base na utilizagdo de cromatografia gasosa com detecdo por
ionizacgdo de chama (GC-FID).

A massa resultante da extracdo por Soxhlet foi misturada a 5 mL de metanol/acido
sulfurico/tolueno na proporcao 2:1:1 (v/v/v), durante 12 horas num banho a 50 °C a 160
rotagcbes por min (rpm), de seguida foram adicionados 3 mL de agua destilada para a
obtengdo das diferentes fases. Os FAMEs (ésteres metilicos de &cidos gordos) foram
recuperados com 3 mL de éter etilico com agitagdo em vortex. Para eliminar qualquer
residuo de agua, o sobrenadante foi submetido a uma microcoluna de sulfato de sédio
anidro, recuperou-se entdo a amostra para um vial com tampa contendo membrana de

teflon e filtrou-se utilizando um filtro de nylon 0,2 um Milipore.

O perfil de acidos gordos foi obtido num sistema GC modelo DANI 1000 equipado
com um injetor split/splitless, detetor de ionizacdo de chama (FID), com detetor a 260 °C

¢ uma coluna Macherey Nagel (30 m x 0,32 mm x 0,25 um df).

O programa de temperatura do forno obedeceu a seguinte configuracdo: a
temperatura inicial da coluna foi 100 °C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a
temperatura a 10 °C/min até 140 °C, 3 °C/min até 190 °C, 30 °C/min até 260 °C durante 2
min. O hidrogénio (gés de transporte) tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido
a50°C. A injecdo split (1:50) foi realizada a 250 °C. Para cada analise injetou-se 1 uL da
amostra. A identificacdo de &cidos gordos foi feita com base nos tempos de retencédo
relativos dos picos da mistura padrao de 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.

3.4. Acucares livres

A determinagdo dos agucares livres foi realizada com base na metodologia descrita
por Obodai et al. (2017), utilizando um sistema de HPLC com detetor de indice de
refracdo (HPLC-RI).
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A amostra liofilizada (1,5 g) foi adicionado 1 mL de padréo interno (melezitose, 25
mg/mL) e posteriormente procedeu-se a extracdo com 40 mL de etanol 80% a 80 °C
durante 1h 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. Apds
concentracdo a 40 °C, o residuo solido foi redissolvido em agua destilada para um volume
final de 5 mL. Apds filtracdo em filtros de nylon de 0,2 um para vials, procedeu-se a
andlise 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 um, Knauer). A fase movel utilizada foi acetonitrilo/agua
desionizada, 70:30 (v/v) com um caudal de 1 mL/min. A identificacdo dos agUcares foi
realizada usando o método do padrdo interno e por comparagdo cromatografica com

padrdes comerciais.

Os acucares livres foram também determinados nos extratos hidroalcodlicos e
decoccBes. Pesaram-se 30 mg dos extratos, redissolveram-se em 2 mL de &gua
desionizada, filtraram-se para vials (filtros de nylon de 0,2 um) e procedeu-se a andlise

por HPLC-RI como descrito anteriormente.

Os resultados foram expressos em g por 100 g de massa fresca e no caso dos extratos

expressos em mg/g extrato.

3.5. 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 da amostra liofilizada com 25 mL de &cido
metafosfdrico (25 °C a 150 rpm) em agitacdo durante 25 min. As solucdes obtidas foram
filtradas através de papel Whatman N° 4 e seguidamente atraves de filtros de nylon de 0,2
um (Millipore) para vials. Os &cidos organicos foram analisados utilizando um sistema
Shimadzu 20A series UFLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado com uma
coluna de fase reversa C18 SphereClone (Phenomenex, 5 pum, 250 X 4,6 mm),
termostatizada a 35 °C. A eluicdo foi realizada com acido sulfarico 3,6 mM usando um
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caudal de 0,8 mL/min. A detecéo foi levada a cabo num DAD, utilizando 215 nm e 245

nm (para o acido ascorbico) como comprimentos de onda.

Os acidos organicos identificados foram quantificados por comparacao da area dos
picos registada a 215 nm com as curvas de calibracdo obtidas a partir de padrbes

comerciais de cada composto.

Para as partes aereas, 0s resultados foram expressos em g por 100 g de massa fresca,
0s extratos em mg/g extrato e os resultados da raiz foram expressos em g por 100 g de

MasSa seca.

3.6. Tocoferois

Os tocoferdis foram determinados de acordo com o procedimento otimizado pelos
autores Barros et al. (2010). Antes de se proceder a extracdo, adicionou-se a amostra
liofilizada (~500 mg) uma solucdo de BHT em hexano (10 mg/mL, 100uL) e o padrdo
interno (P1) (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 homogeneizacdo no vortex (1 min).
Posteriormente adicionou-se ainda 2 mL de uma solu¢do aquosa saturada de cloreto de
sodio, homogeneizou-se no vortex (1 min), centrifugou-se (centrifuga refrigerada
Centurion K240R-2003, 5 min, 40009) e transferiu-se, cuidadosamente, o sobrenadante
para um frasco. A amostra foi re-extraida mais duas vezes com hexano e desidratada com
sulfato de sodio anidro. O extrato foi levado a secura recorrendo a uma corrente de azoto.
De seguida foi re-dissolvido em 2 mL de hexano, filtrado (filtros de 0,22um) para vials
ambar e analisados por HPLC-FL. Utilizou-se um sistema integrado de bomba
quaternaria (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 II (5 pm, 250 x 4.6 mm, WMC Waters, Japao), operando a 30 °C (forno
7971 R Grace). A fase mdvel utilizada foi uma mistura de hexano/acetato de etilo (70:30,

v/v) com um caudal de 1 mL/min.
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Os tocoferdis foram também determinados nos extratos aquoso e hidroalcodlico das
folhas da planta, tendo-se, neste caso, pesado 40 mg e redissolvidos em 2 mL de hexano
e filtrados para vials.

A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o método
do padrdo interno e por comparacdo cromatografica com padrdes. Os resultados foram
expressos em mg por 100 g de massa fresca para 0 caso das partes aéreas, 0s extratos
foram expressos em pg/g extrato e os resultados da raiz foram epressos em mg/100 g

MasSa Seca.

3.7. Compostos fendlicos

Os extratos hidroalcodlico e de decoccdo de ambas as partes boténicas esturadas
foram submetidos a analise cromatogréafica de acordo com o procedimento descrito pelos
autores Costa et al. (2016) utilizando o procedimento em HPLC Dionex Ultimate 3000
UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) utilizando um sistema composto por
bomba quaternéria e dupla detecdo on-line: detetor de diodos (DAD), tendo como
comprimentos de onda de 280 nm e 370 nm, e um detetor de espectrometria de massas
(MS). Para a separacéo utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 pum,
150 x 4,6 mm, Watersm Milford, MA, USA), numa temperatura de operacdo de 35°C. A
fase mdvel foi 0,1% de acido formico em agua (A) e acetonitrilo (B). O gradiente de
eluicdo foi de 15% B (5 min), 15% B a 20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B
(10 min), 35-50% B (10 min), e a coluna foi reequilibrada (10 min) utilizando um fluxo
de 0,5 mL/min.

A detecdo MS foi realizada por um espectrémetro de massa lon Trap Linear LTQ XL
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), com uma fonte de ionizacdo electrospray ESI. O
azoto foi utilizado como gas de arrasto a 50 psi. O sistema operou com uma coltagem de
spray a 5 kV a 325 °C com tensdo capilar de -20 V. Foi mantida a voltagem de -66 V do
tube lens offset. Os espectros foram gravados em modo ido negativo entre 100 e 1500
m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 35 (unidades arbitrarias). Os resultados foram
recolhidos e analisados por intermedio no programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San
Jose, CA, USA).

Para a identificacdo dos compostos fenolicos estes foram comparados com 0s tempos

de retencdo comparando a literatura e/ou quando possivel aos espectros de massa UV-
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Vis. A analise quantitativa foi realizada de acordo com a reta de calibragdo (acido p-
cumarico, acido ferulico, quercetina-3-O-rutindsido, acido cafeico, quercetina-3-O-
glucosido) tendo como base o sinal UV-Vis dos padrdes comerciais em seu comprimento
de onda méximo e, quando nao disponiveis, a partir de outros compostos com 0 mesmo

grupo fenolico. Os resultados foram expressos em mg por g de extrato.

3.8. Compostos volateis

Para a analise qualitativa e quantitativa dos compostos volateis totais nas folhas e na
raiz foi utilizado um sistema de cromatografia gasosa acoplado a espetrometria de massa,
GC-2010 Plus (Shimadzu) com injetor automéatico AOC-20iPlus (Shimadzu), com a
coluna SH-RXi-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Shimadzu, USA). O programa de
temperatura do forno foi o seguinte: temperatura inicial de 40 °C, durante 4 min, em
seguida aumentou-se a temperatura 3 °C/min até 175 °C, 15 °C/min até 300°C e foi

mantida durante 10 min.

O volume da amostra injetado correspondeu a 1 pL, com uma razdo de Split 1:10,
sendo a temperatura do injetor 260 °C e a temperatura do detetor 280 °C, a temperatura
da fonte idnica foi 220 °C. A energia de ionizacdo foi 70 eV, tendo-se utilizado uma faixa

de varrimento de 35-500 u, com tempo de varrimento 0,3 s.

A identificacdo dos compostos foi baseada na comparagéo dos espetros obtidos com
os da biblioteca espetral de massa NIST17 e na determinacéo do indice de retencdo linear
(LRI) com base nos tempos de retencdo obtidos para uma mistura de n-alcanos (C8-C40,
ref. 40147-U, Supelco) analisados em condicGes idénticas, tendo-se ainda procedido a
comparagdo com os dados publicados.

A quantificacdo dos diferentes compostos foi realizada usando valores relativos das

areas dos picos, obtidas diretamente dos valores de corrente total de iGes (TIC).

3.9. Atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana foi avaliada através do método descrito por Dias et al.,

(2016), utilizando o método colorimétrico por microdiluicdo corante INT (cloreto de p-

iodonitrotetrazélico). Os microrganismos utilizados foram isolados clinicos obtidos a
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partir de pacientes hospitalizados na Unidade de Saude Local de Braganca e no Centro
Hospitalar de Trés-os Montes e Alto-Douro Vila Real. As estirpes usadas compreenderam
bactérias  Gram-positivo:  Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Gram-negativo: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis e Pseudomonas

aeruginosa), e ainda a atividade sobre o fungo Candida albicans.

As amostras foram primeiramente dissolvidas em 5% (v/v) de Dimetilsulféxido
(DMSO) e 95% de Caldo Mueller-Hinton (MHB) / Caldo de Soja Triptico (TSB) para

dar uma concentracéo final de 20 mg/mL.

A preparagdo das bactérias em solucdo aquosa foi realizada atraves da leitura da
densidade dtica com base na escala de McFarland correspondente a 1,5x102 UFC/mL. De
seguida, foram colocados em microplacas de 96 pogos, 150 uL do meio de cultura Muller
Hinton Broth (MHB) ou Tryptic Soy Broth (TSB), o TSB para as estirpes de Listeria
monocytogenes e Enterococcus faecalis e 0 MHB para as demais estirpes, juntamente
com 40 pL da solucao inicial. Foram efetuadas dilui¢des sucessivas (20 a 0,156 mg/mL).
No final de todo o procedimento foram entao adicionados a cada pogo 10 puL do indculo
bacteriano, seguindo de incubacdo em estufa (Jouan, Berlin, Germany) a 37 °C durante
24 horas. Terminado o periodo de incubagdo foram adicionados a todos os pogos 40 uL
de INT (0,2 mg/mL). As microplacas foram colocadas na estufa a 37 °C durante 30 min.
Terminado este intervalo de tempo os resultados foram avaliados tendo em conta a

mudanca de coloracao passando de amarela para cor-de-rosa.

Os resultados foram expressos em concentracdo minima inibitéria (MIC) definida
como a concentracdo minima de extrato necessaria para promover a inibicdo do
crescimento bacteriano. A concentracdo minima bactericida (MBC), determinada em
cultura celular em placa (meio so6lido) a partir das MIC’s (concentracdo minima
inibitoria), foi realizada pela adi¢cdo de 50 uL dos pogos sem crescimento com os meios
de cultura condizentes com o tipo de estirpe. As placas foram colocadas em estufa durante

48 horas, e avaliados o0s crescimentos microbianos.

Como controlo positivo foram utilizados dois antibidticos de acordo com a estirpe
em estudo, para as bactérias Gram-negativas usou-se a Ampicilina e o Imipenemo, para
as Gram-positivas foram usados a VVancomicina e Ampicilina. O controlo negativo foi

realizado com bactéria e meio de cultura TSB ou MHB acrescido de 5% de DMSO
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3.10. Atividade antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante foi determinado in vitro nos extratos aquosos,

hidroalcodlicos e de hexano conforme a metodologia descrita por Sarmento et al. (2015).

Das solucdes extraidas e liofilizadas, pesou-se a massa dos diferentes extratos para a
preparacdo de uma solucdo-mée, com concentracdo igual a 5 mg/mL e posteriormente

diluida sucessivamente no seu respectivo solvente.

3.10.1. Atividade captadora de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Foram utilizadas 30 pL dos diferentes extratos diluidos numa concentracdo de 5
mg/mL até 0,0391 mg/mL e adicionados 270 uL de uma solucdo metanolica contendo
uma concentragdo de 6x10° mol/mL de radicais de DPPH. O solvente da extrago
também foi utilizado como controlo para uma posterior comparacao dos resultados. As
misturas foram mantidas ao abrigo da luz e apds 60 min foi determinada a reducdo do
radical DPPH com base na leitura de absorvéncia a 515 nm utilizando um leitor de
microplacas ELX800 Biotek (BioTek Instruments, Inc; Winooski, VT, USA). A atividade
captadora de radicais (ACR) foi calculada de acordo com a percentagem de descoloragédo

da solucdo de DPPH conforme a equacéo (3), (Sarmento et al. 2015).

Equagao 3. %ACR = [*22E=24] 100

DPPH

onde, AA corresponde a absorvancia da solucdo de DPPH na presenca de diferentes
concentracdes de extrato e ADPPH corresponde a absorvancia da solucdo de controlo. A
concentracéo de extrato que corresponde a 50% da atividade captadora de radicais (ECso)
foi calculada a partir do grafico de ACR em funcéo da concentracdo de extrato. Como

controlo foi utilizado o trolox.

3.10.2. Poder redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o leitor de microplacas mencionado
anteriormente e foi avaliada a capacidade de reduzir Fe®* a Fe?*. As solugOes das amostras
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com diferentes concentrac6es (0,5 mL), foram misturadas com tampé&o fosfato de sodio
(200 mmol/L; pH 6,6; 0,5 mL) e ferricianeto de potassio (1% m/v; 0,5 mL). A mistura foi
incubada a 50 °C durante 20 min e, de seguida, adicionou-se acido tricloroacético (10%
m/v; 0,5 mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada em microplacas de 48 pogos, assim como
agua desionizada (0,8 mL) e cloreto de ferro (0,1% m/v; 0,16 mL). Posteriormente, a

absorvancia foi lida a 690 nm.

Os resultados foram apresentados em ECso calculado a partir da representagéo grafica

obtida pela absorvancia em fungédo da concentracdo de extrato correspondente.

3.10.3. Inibigdo da peroxidacdo lipidica através de produtos reativos do acido
tiobarbitarico (TBARYS)

Neste ensaio os TBARS foram obtidos a partir de tecidos cerebrais de porco, de
animais oficialmente abatidos. O tecido cerebral foi homogeneizado em solugédo tampéo
Tris-HCI (20 mM e pH 7,4) para se obter uma porcdo de 1:2 (m/v) de homogeneizado
cerebral apds a centrifugacdo a 4000 g durante 10 min. Apos centrifugacéo (4000 g, 10
min) recolheu-se o sobrenadante, o qual foi adicionando (100 pL) do sobrenadante foi
incubado com as solugdes das amostras (200 pL) na presenca de 100 puL de FeSOa4 (0,1
mM). Apoés incubacdo a 37 °C durante 1 hora, sessou-se a reacao através da adicdo de
500 uL de &cido tricloroacetico (28%, m/v), sequido do &cido tiobarbitarico (TBA, 2%,
m/v, 380 uL). Seguidamente a mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min e centrifugada
a 3000 g 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 equacédo (4), (Sarmento et
al. 2015):

Equacdo 4. Inibicio de peroxidacio lipidica (%) = [A%B] x 100

onde, A corresponde a absorvancia do controlo e B a absorvancia da amostra.

3.10.4. Inibicao da descoloracao do p-caroteno

Foi preparada uma solugéo de B-caroteno dissolvendo 2 mg do composto em 10 mL
de cloroformio. Desta solugdo foram pipetados 2 mL para um baldo volumétrico e

procedeu-se & evaporacdo do cloroférmio num evaporador rotativo a 40 °C. Foram
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adicionados 400 mg do emulsificador Tween 80, 2 gotas de acido linoleico e 100 mL de
agua destilada; agitando vigorosamente até emulsionar. Posteriormente, desta emulséo,
foram transferidos 4,8 mL para um tubo de ensaio contendo 200 pL das diferentes

concentragdes de extrato.

O controlo foi preparado utilizando o solvente da extracdo para posterior

comparacao.

Os tubos foram agitados em vortex e incubados a 50 °C em banho-maria, sob agitacao
(50 rpm). Logo que a emulsdo foi adicionada a cada tubo, a absorvancia foi medida
(tempo zero) a 470 nm (espetrofotometro AnalytikJena 200-2004), tendo sido novamente
medida no final da incubagao (tempo 120). A inibigdo da descoloragdo do B-caroteno foi

calculada utilizando a equagéo (5).

A inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno foi calculada pela utilizacdo da equacéo
(5):

Equacdo 5. Inibigdo da descoloragdo do f — caroteno % = [ABS;,, — ABS,]x 100 (5)

onde, ABSi20 corresponde ao valor de absorvancia obtido duas horas ap6s incubacéo e
ABSo ao valor de absorvéancia inicial. A concentracdo de extrato que corresponde a 50%
de atividade antioxidante (ECso) foi calculada a partir do grafico de percentagem da
inibi¢ao da descoloragdo do -caroteno em funcgdo da concentragdo da amostra (Sarmento
et al. 2015).

3.10.5. Ensaio da inibi¢do da hemolise oxidativa (OxHLIA)

Para a realizacéo deste ensaio celular, 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. Apo6s eliminacdo 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 centrifugacéo 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 pL da solugdo de
eritrocitos foram adicionados a 400 pL de PBS, (servindo esta solucéo de controlo), bem
como as diferentes concentragdes de extrato dissolvidas em PBS (20 a 0,625 mg/mL).

Realizou-se ainda a adigdo da solucdo de eritrocitos a 4gua (para promover a hemdlise
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completa), funcionando como um controlo negativo. Os ensaios foram realizados em
microplacas de 48 pocos, as quais foram incubadas a 37 °C durante 10 min com agitagé&o.
Ap6s o periodo de incubagédo, 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 condicGes até hemdlise completa, com

medicgdes a cada 10 min (Lockowandt et al., 2019).

A percentagem da populacéo de eritrocitos (PE) que permanece intacta foi calculada

conforme a equacéo (6):
Equacéo 6. PE (%) = (St - CHO / SO - CHO) x 100 (6)

onde St e SO correspondem a densidade 6tica da amostra num instante de tempo t e 0 min,
respetivamente, e CHO ¢é a densidade Otica correspondente a hemolise completa aos 0
min. Os resultados foram expressos como tempo de atraso da hemolise (At), calculado da

seguinte equacao (7):
Equacdo 7. At (min) = Ht50 (amostra) — Ht50 (controlo) (7)

onde Htso € 0 tempo correspondente a 50% de hemdlise (min) obtido graficamente a

partir da curva de hemdlise para cada concentracdo de amostra antioxidante.

Foram estabelecidas correlagdes entre os valores de At e as diferentes concentragdes
de amostra, de forma a calcular a concentracdo capaz de retardar a hemolise em 60 min
(ECso (60 min), mg/mL) e 120 min (ECso (120 min), mg/mL).

3.11. Citotoxicidade

A atividade citotoxica foi avaliada in vitro através do ensaio da Sulforrodamina B
(SRB) descritos pelos autores (Abreu et al., 2011) a fim de determinar a inibicdo do
crescimento celular. Para tal foram utilizadas 4 linhas celulares tumorais, nomeadamente
MCF7 (carcinoma da mama), HCT15 (carcinoma do co6lon), HeLa (carcinoma cervical)
e HepG2 (carcinoma hepatocelular); utilizou-se também uma linha ndo tumoral de células

primérias de figado de porco (PLP2).

As células foram cultivadas numa incubadora de ar humidificado e com 5% de COx,
em frascos de cultura de tecidos de 25 cm? e suplementadas com RPMI 1640 com 10%
de soro fetal bovino, 2 mM de amino&cidos ndo essenciais e glutamina, 100 U/mL de
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penicilina e 100 mg/mL de estreptominica. Foi entdo efetuada uma monitorizacao

continua das células num microscépio de contraste de fase (Icon Eclipse Ts 100).

Para preparar o ensaio, retirou-se 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 durante trés
min em incubagdo. De seguida, adicionou-se meio de cultura (5 mL) de modo a
neutralizar a agdo da tripsina, e colocou-se a suspensdo da linha celular em tubos de
Falcon estéreis para centrifugar (5 min). Descartou-se 0 meio de cultura com tripsina e
retirou-se a suspensdo celular (75 pL) para um eppendorf a 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 estratos (10 puL) em microplacas de 96 pogos
juntamente com o volume de suspensdo celular calculado para a densidade estabelecida,
e perfez-se o volume do poco com meio de cultura. Apos isto, as microplacas
armazenaram-se devidamente seladas durante 72 h a 37 °C com humidade e 5% de CO..
Ja com as células devidamente aderidas, desprezou-se o conteddo da microplaca, e deu-
se inicio ao teste da SRB pela adi¢do de 4cido tricloroacético frio (10%, 100 pL) a cada
um dos pogos e incubacédo a 4 °C durante 60 min. De seguida, lavaram-se devidamente
com agua destilada e as microplacas foram colocadas a secar. Adicionou-se entdo a SRB
(0,1 em 1% acido acético; 100 puL) 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 SRB e deixou-se secar. Solubilizou-se a SRB com Tris
(200 uL, pH 7,4) com auxilio de um agitador de microplacas (Stat Fax-2100), e procedeu-
se a leitura da absorvancia a 540 nm no leitor de microplacas referido previamente. Os
resultados foram expressos pelo fator de diluicdo que inibiu 50% do crescimento celular
(Glso). Todos estes processos e operagfes foram efetuados em ambiente assético numa
camara de fluxo laminar vertical (TLStar, AV-30/70).

3.12. Atividade anti-inflamatoria

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foi determinada de acordo com o

procedimento descrito por Villavicencio et al. (2018).
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Foi utilizada uma linha celular de macréfagos de rato RAW 264,7 cultivada em
DMEM/HIGH GLUCOSE e mantida a 37 °C sob atmosfera humida com 5 % de COx.
Em microplacas de 96 pocos foi adicionado o meio de forma a ter em cada pogo cerca de
15x10* macrofagos, e incubou-se durante 18-24 h para aderirem a placa. No fim do
periodo de incubacdo, 0 meio consumido é removido para deixar as celulas fixadas nos
pogos, com a adi¢do de 150 pL. de meio DMEM/HIGH GLUCOSE e 15 pL das diluigdes
descritas anteriormente na sec¢do 3.11 e incubando novamente durante 60 min. De
sequida, as células foram estimuladas com solucdo de lipopolissacarido (LPS) na
concentragao de 10 pg/mL (30 uL) e os pogos foram completados com meio até obtengao
de um total de 300 pL, procedendo-se seguidamente a incubacao durante 24 horas. Como
controlo utilizaram-se soluges com o LPS e solugdes sem os extratos, de forma a avaliar
a producéo de 6xido nitrico respetivamente 0% e 100%. O LPS utilizado é um produto
obtido a partir da bactéria E. coli e a sua preparacdo também € realizada com o meio
DMEM/HIGH glucose. Ap6s o periodo de incubagdo, 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¢cdes 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 através da medicdo da absorvéancia a
515 nm utilizando o leitor de microplacas descrito anteriormente e por comparagdo com
a curva de calibracdo padrdo. Os resultados foram calculados a partir da equacédo da reta
obtida do gréafico que relaciona a concentracdo de 6xido nitrico e a absorvancia, sendo o
resultado expresso em ECso Os resultados foram calculados a partir da equagéo da reta
obtida do gréafico que relaciona a concentracao de 6xido nitrico e a absorvancia, sendo o

resultado expresso em ECso.

3.13. Anadlise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os valores expressos como

médiazdesvio padrdo (DP).

Os resultados foram analisados por uma andlise 1 fator de variancia a (ANOVA)
seguida de teste HSD Tukey’s com a = 0,05. No caso de haver menos de trés grupos
amostras, os resultados foram analisados utilizado um teste t-Student. O tratamento

estatistico foi realizado pelo programa SPSS v. 23.0.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Composicdo Quimica

4.1.1 Composigdo proximal, agucares, acidos organicos, acidos gordos e Vitamina E

Os resultados da composicdo em macronutrientes, acucares livres e 4cidos organicos
encontram-se representados na Tabela 4, para a parte aérea da planta. O valor nutricional
foi determinado apenas para a parte aérea (folhas e caules) da planta, uma vez que as
raizes sao preferencialmente usadas em infusdes e nao ingeridas diretamente. Como se
pode verificar, a amostra das partes aéreas apresentou um teor de humidade préximo dos
90%, sendo os glucidos (5,66%) e os lipidos (0,37%) os macronutrientes maioritarios e

minoritarios, respetivamente.

Tabela 4. Composi¢édo proximal, valor energético, agucares livres e cidos organicos e compostos
hidrofilicos da parte aérea (folhas e caules) da planta Levisticum officinale (média + DP, n=9).

Valor Nutricional (g/100 g massa fresca)

Humidade 89,4+0,1
Cinzas 1,52+0,06
Proteinas 3,01+0,06
Lipidos 0,37£0,02
Glucidos 5,7+0,2
Valor Energético (Kcal/100 g massa fresca) 38,0£0,6
Acucares livres (g/100g massa fresca)

Arabinose 0,048+0,001
Glucose 0,090+0,001
Sacarose 0,092+0,003
Trealose 0,073+0,002
Total de acUcares totais 0,30+0,01
Acidos organicos (g/100g massa fresca)

Oxalico 0,462+0,001
Quinico 0,37+0,06
Malico 0,203+0,001
Xigquimico 0,012+0,001
Citrico 0,21+0,04
Fumarico 0,003+0,001
Total de acidos organicos 1,26+0,02
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Na Tabela 5 apresenta-se a composi¢do nutricional de trés vegetais pertencentes a
familia Apiaceae, comumente utilizados na alimentacdo humana. Quando comparados
com os resultados da composicdo nutricional de Levisticum officinale pode perceber-se
que os valores sdo semelhantes, principalmente para o caso da salsa e coentros, sendo o
aipo aquele que apresenta uma composicao mais diferenciada. Fazendo os calculos para
massa seca, verifica-se que, comparativamente ao levistico, 0 aipo apresenta um teor
muito superior de glucidos (69,4 g/100 g vs. 53,4 ¢g/100 g) e inferior de proteina (12,9
0/100 g vs. 28,4 g/100 g).

Tabela 5. Composic¢do nutricional de plantas da familia Apiaceae (g/100g massa fresca).

Humidade Proteina Lipideos Glucidos Cinzas Energia

Salsa 88,7 3,3 0,6 5,7 1,8 33
Coentro? 87,16 3,23 0,6 7,16 1,62 47
Aipo 93,8 0,8 0,1 43 1,1 19

Valores adaptados da Tabela TACO (Tabela Brasileira de Composi¢cdo dos Alimentos)
desenvolvida pelo Nucleo de Estudos e Pesquisas em Alimentacdo (NEPA). 2 (Oliveira & Soares,
2012).

Os glucidos séo substancias que apresentam a formula molecular geral Cn(H20)n.
Neste grupo incluem-se os agUcares resultantes do processo de fotossintese, componentes
integrais do metabolismo das plantas. Os acUcares intervém em quase todos 0s processos
no ciclo de vida das plantas, armazenando energia e fornecendo estruturas base para a
sintese de outros compostos organicos (Shah et al., 2019). No que respeita a composicao
em acucares livres da parte edivel do levistico, foram identificados e quantificados 2
monossacarideos, arabinose e glucose, e 2 dissacarideos, sacarose e trealose (Tabela 4 e
Figura 4). Destes, a sacarose (0,092 g/100 g massa fresca) e a glucose (0,090 g/100g
massa fresca) foram os presentes em maior quantidade. Refira-se que estes compostos
sédo considerados o dissacarideo e monossacarideo mais comumente encontrados em

plantas.
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Arabinose, 2 — Glucose, 3 — Sacarose, 4 — Trealose, 5 — Melezitose (padréo interno).
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Os 4cidos organicos, para além de desempenharem papéis importantes no
metabolismo da planta, tais como a producdo de energia, armazenamento de carbono,
interacBes microbianas, entre outros, sdo também responsaveis pela acidez, contribuindo
assim para o sabor caracteristico (Vallarino & Osorio, 2019). No caso da amostra de
Levisticum officinale estudada, foram identificados 6 acidos organicos nas folhas,
nomeadamente os &cidos oxalico, quinico, citrico, malico, xiquimico e fumarico (Tabela
4 e Figura 5).
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Figura 5. Perfil cromatografico de acidos organicos das folhas da planta Levisticum officinale. 1
— Acido oxalico, 2 — Acido quinico, 3 — Acido Malico, 4 — Acido Xiquimico, 5 — Acido citrico e
6 — Acido fumarico.

De uma maneira geral, estes acidos sdo substancias presentes naturalmente nas
hortalicas e que exercem influéncia sobre certas caracteristicas, tais como sabor, aroma e
aparéncia (Calbo & Henz, 2007). Alguns destes acidos organicos, com especial destaque
para o citrico, s&o comumente utilizados na industria de alimentos como acidulantes. Para

além de afetarem as caracteristicas organoléticas dos alimentos, os acidos organicos
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podem interferir na estabilidade microbiana, no valor nutricional e na aceitabilidade dos

consumidores (Santos, 2013).

Na Tabela 6 apresentam-se os resultados da avaliacdo dos compostos lipofilicos da
parte aérea da planta, nomeadamente acidos gordos e Vitamina E. Na Figura 6, apresenta-
se um cromatograma representativo do perfil de acidos gordos da parte aérea da planta

em estudo.

Tabela 6. Compostos lipofilicos da parte aérea da planta Levisticum officinale (média £ DP, n=9).

Acidos gordos (%6)

C8:0 0,067+0,004
C10:0 0,076+0,006
C12:0 0,117+0,004
C14:0 0,63+0,02
C15:0 0,237+0,008
C16:0 10,0+0,3
C16:1 1,05+0,04
C17:0 0,162+0,001
C18:0 1,44+0,08
C18:1n9c 1,83+0,05
C18:2n6¢ 28,5+0,5
C18:3n3 48,7+0,6
C20:0 0,388+0,001
C20:1 0,043+0,004
C20:2 1,38+0,03
C21:0 0,063+0,001
C20:3n3 0,44+0,02
C23:0 1,03+0,04
C24:0 3,84+0,02
SFA 18,0+0,2
MUFA 2,93+0,09
PUFA 79,0£0,1
®-6 29,9+0,3
-3 49,2+0,41
Tocoferdis (mg/100g massa fresca)

a-Tocoferol 0,773+0,004
y-Tocoferol 0,028+0,001
Total de tocoferois 0,80+0,01

SFA: écidos gordos saturados, MUFA: 4cidos gordos monoinsaturados, PUFA: cidos
gordos polinsaturados. Acidos caprilico (C8:0), caprico (C10:0), laurico (C12:0),
miristico (C14:0), pentadecanoico (C15:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1),
heptadecanoico (C17:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1n9c), linoleico (C18:2n6c¢), alfa-
linolénico (C18:3n3), araquidico (C20:0), araquidico (C20:1), cis-11,14-eicosenoico
(C20:2), heneicosanoico (C21:0), cis-11,14,17-eicosatrienoico (C20:3n3), Tricosanoico
(C23:0) e Tetracosanoico (C24:0).
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Figura 6. Cromatograma de acidos gordos das folhas da planta Levisticum officinale. 1- C8:0; 2-
C10:0; 3- C12:0; 4- C14:0; 5- C15:0; 6- C16:0; 7- C16:1; 8- C17:0; 9- C18:0; 10- C18:1n9c; 11-
C18:2n6¢; 12- C18:3n3; 13- C20:0; 14-C20:1; 15- C20:2; 16 - C21:0; 17 - C20:3n3; 18 — C23:0.
19 - C24.0.

Com base na literatura disponivel, o presente trabalho apresenta pela primeira vez a
descricdo detalhada sobre o perfil em acidos gordos da parte edivel desta espécie. Pode-
se observar que, da totalidade dos 19 &cidos gordos identificados, destacam-se, como
grupo maioritario de compostos, os &cidos gordos polinsaturados (PUFA), seguindo-se
os acidos gordos saturados (SFA) e em menor quantidade os monoinsaturados (MUFA).
De referir ainda que no grupo dos PUFA predominam os acidos gordos ®-3, sendo o

composto maioritario o acido a-linolénico (48,7%).

No que respeita a dieta humana, é de elevada importancia o consumo de quantidades
adequadas de acidos gordos ®-3 e ®-6, em virtude de alguns destes compostos
desempenharem funcdes fisioldgicas relevantes, tais como a prevencdo de doencas
cardiovasculares, doencas inflamatorias crénicas, acdo anti-inflamatdria e antitrombotica,
acao sobre o crescimento fetal e desenvolvimento neural e participagdo nas funcoes
imunoduladoras. Uma ingestdo deficiente de acidos gordos essenciais pode conduzir a
varios problemas nomeadamente, dermatites, imunosupressdo e disfun¢Ges cardiacas
Para além de doencgas cardiovasculares, baixas quantidades ou auséncia destes acidos
gordos no organismo humano, podem promover o desenvolvimento de algumas doencas

degenerativas e acelerar o processo de envelhecimento (Perini et al., 2010).
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Nesta perspetiva, a planta estudada pode contribuir para o aporte alimentar de acido
a-linolénico (C18:3n3) e linoleico (C18:2n6c). Segundo a literatura (Aguila et al., 1997;
Burchfield et al., 1995), a introducdo de acido a-linolénico na dieta humana esta
relacionada com o aumento de lipoproteinas de elevada densidade (HDL) e diminuicao
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), subsequentemente diminuindo a morbilidade

e aumentando a longevidade de pacientes com doengas coronérias.

A vitamina E é um conjunto de compostos lipossoluveis que englobam os tocoferois
e os tocotriendis, possuindo quatro tipos de conformagdes, nomeadamente trimetil (a-),
dimetil (B- ou y-) e monometil (3-). Na Figura 7, apresenta-se um cromatograma
representativo do perfil de tocoferdis da parte aérea da planta em estudo. A vitamina E
funciona in vivo como um antioxidante, prevenindo a propagacao dos danos dos radicais
livres causados pelos radicais peroxilo, protegendo particularmente os PUFA. Essa
prevencao é possivel pois tais radicais reagem 1000 vezes mais rapido com a vitamina E
do que com PUFA (Leonard & Traber, 2019).
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Figura 7. Cromatograma do perfil de tocofer6is por HPLC-FL da parte aérea de Levisticum
officinale. 1 — Alfa-tocoferol, 2 — Gama-tocoferol e 3 — Tocol (padrdo interno).

A ingestdo de vitamina, tanto pelos alimentos ou por suplementos esta relacionada
com a modulagdo do sistema imune e interacGes das células inflamatdrias com tecidos-
alvo por meio de varios mecanismos incluindo a inibicdo da oxidacédo de LDL-colesterol,
reducdo da libertacdo de citocinas, inibicdo da agregacdo plaquetaria, alteracdo na
proliferacdo das células do musculo liso e controlo do tonus vascular, bem como reducao
da interag&o do endotélio vascular com células do sistema imune e inflamatorias (Silva,
2014).
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O nivel recomendado de ingestdo média diaria para humanos de ambos os géneros e
distintas idades, segundo o painel de Alimentos e Nutri¢do (Food and Nutrition Board,
FNB) da Academia Nacional de Ciéncias, pode ser visualizado na Tabela 7.

Tabela 7. Ingestdo média diéria adequada de Vitamina E na isoforma de a-Tocoferol.

Idade Al (mg/dia) EAR (mg/dia) RDA (mg/dia)

0 - 6 meses 4

7 -12 meses 5
1-3anos 5 6
4 — 8 anos 6 7
9 - 13 anos 9 11
14 — 18 anos 12 15
19 - >70 anos 12 15
Gestagao 12 15
Lactacdo 16 19

Al — (Adequate Intake), corresponde ao valor de consumo remendavel de ingestéo de nutrientes
para grupo de pessoas sadias; EAR — (Estimated Average Requirement), corresponde & mediana de
distribuicdo das necessidades de um nutriente em um grupo de individuos saudaveis do mesmo sexo e
idade, atendendo as necessidades de 50% da populagédo; RDA — (Recommended Dietary Allowances), valor
determinado para atender as necessidades de um nutriente para 97- 98% dos individuos saudaveis do
mesmo sexo e estagio de vida.

As principais causas descritas de deficiéncia de Vitamina E estéo relacionadas com
anormalidades nas lipoproteinas, sindrome de méa absor¢do devido a insuficiéncia
pancreatica, doenca celiaca, doenca de Crohn e desnutricdo, entre outros (Cohen, Silva &
Vannucchi, 2014). No entanto, as complica¢des causadas pela deficiéncia na ingestéo de
vitamina E sdo consideradas como sendo raras pois esta € encontrada num elevado
namero de alimentos.

Como se pode verificar pela analise das Tabelas 7 e 8, seria necessaria a ingestao de
grandes quantidades de Levisticum officinale para atingir os valores recomendados pela
FNB, caso esta planta fosse a sua principal fonte. Por isso € aconselhavel o consumo de
Levisticum officinale no ambito de uma dieta variada e equilibrada, sendo que a
introducdo desta planta na dieta alimentar ird contribuir para o aporte diario recomendado

de vitamina E.

Para além da caracterizacdo nutricional no que respeita os compostos hidrofilos

(aclcares e &cidos organicos) e lipofilos (tocoferdis) realizada na planta in natura,
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realizou-se tambeém a determinacdo destes compostos em diferentes extratos obtidos da

planta, que estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Acucares livres, cidos organicos e tocoferdis dos extratos preparados com a parte aérea
da planta Levisticum officinale (média + DP, n=9).

Acucares livres Extrato Extrato teste t-Student
Aquoso  Hidroalcodlico p-valor
Acucares livres (mg/g extrato)
Arabinose 60,9+0,5 97+2 <0,001
Glucose 9.7+0.7 21+1 <0,001
Sacarose 29,7+0,5 4842 <0,001
Trealose 26+1 32+1 <0,001
Total de acucares livres 12743 199+1 <0,001
Acidos organicos (mg/g extrato)
Oxalico 82,8+0,7 87+1 <0,001
Quinico 83+1 66+2 <0,001
Malico 104+2 25+3 <0,001
Xiquimico 3,2+0,1 3,03+0,02 <0,001
Citrico 4742 nd -
Fumaérico 1,46+0,02  0,46+0,001 <0,001
Total de &cidos organicos 322+1 18144 <0,001
Tocoferdis (ug/g extrato)
a-Tocoferol 0,64+0,04 48414 <0,001
y-Tocoferol nd 15,9+0,7 -
Total de tocoferois 0,64+0,04 5004 <0,001

nd — ndo detectado

Comparativamente com os resultados obtidos da planta in natura, todos os acidos
organicos foram identificados em ambos os extratos, com excecdo do &cido citrico que
ndo foi detetado no extrato hidroalcodlico. Este facto pode ser justificado pela reducéo da
solubilidade deste acido na mistura etanol:agua, visto que a adicdo de etanol reduz a
polaridade do solvente promovendo um menor rendimento de extragdo de compostos
muito hidrofilicos (Daneshfar et al., 2012). A decocc¢do, comparativamente a extracao
com a mistura hidroalcodlica, permitiu extrair uma quantidade significativamente
superior de &cidos organicos totais (p < 0,001), sendo particularmente notoria a diferenca
no que respeita o acido malico, sendo o seu teor cerca de 4x superior no extrato aquoso.
Tal pode ser devido a maior polaridade do solvente utilizado. Em relacdo a

quantificacdo dos agucares livres, em ambos os extratos, hidroalcodlico e decocgao
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observou-se a presenca de todos os agucares previamente identificados na parte aérea
da planta in natura. As diferencas significativas entre os resultados obtidos para 0s
dois extratos pode estar relacionada com fatores descritos por Stalikas (2007),

nomeadamente a agitacdo e o tempo de contacto da amostra com o solvente.

Adicionalmente, procedeu-se ainda a determinacdo de acidos organicos e tocoferois
na raiz de Levisticum officinale (Tabela 9), dada a relevancia dos primeiros para as
caracteristicas organolépticas e de ambos como compostos bioativos. Nesta parte da
planta foram identificados trés acidos organicos, sendo o predominante o acido oxalico.
Em relacdo aos isdbmeros da vitamina E, tal como nas folhas, foi detetada a presenca de
duas diferentes isoformas, a-Tocoferol e y-Tocoferol. Convertendo os valores dos
acidos organicos da parte aérea para g/100 g massa seca, comparativamente com as
raizes, verifica-se um maior teor de acidos organicos nas folhas, em particular para os
acidos oxalico (4,37 g/100 g vs. 2,23 g/100 g), malico (1,92 g/100 g vs. 1,48 g/100 g) e
fumarico (0,03 g/100 g vs. 0,007 g/100 g).

Tabela 9. Acidos organicos e tocoferois identificados na raiz da planta Levisticum
officinale (média £ DP, n=9).

Acidos organicos (g/100g massa seca)

Oxalico 2,23+0,02
Malico 1,48+0,04
Fumarico 0,007+0,001
Total de acidos organicos 3,7+0,1
Tocoferdis (mg/100g massa seca)

a-Tocoferol 0,83+0,03
y-Tocoferol 0,48+0,03
Total de tocoferois 1,31+0,06

Convertendo os resultados dos tocoferdis da parte aérea de massa fresca para massa
seca, verifica-se que que o a-tocoferol apresenta uma maior abundéncia nas folhas (7,32
0/100 g folha vs. 0,83 g/100 g raiz), ao passo que o y-tocoferol apresenta um teor superior
naraiz (0,48 g/100g raiz vs. 0,26 g/100 g folha). Segundo Silva (2015), o teor superior de
a-tocoferol na parte aérea pode estar relacionado com a presenca de tecidos

fotossintéticos.

37



4.1.2. Composicdo em compostos fenolicos

A caracterizacdo do perfil de compostos fendlicos foi realizada por HPLC-DAD-
ESI/MS, tendo-se obtido ou registrado diferentes dados, tais como tempo de retengéo,
Amax, i30 molecular e ides dos fragmentos principais observados no MS?, permitindo a
identificacdo tentativa e quantificacdo dos compostos fendlicos na parte aérea e na raiz
de Levisticum officinale, conforme apresentado nas Tabelas 10 e 11, respetivamente. O

perfil cromatografico obtido para a parte aérea e raiz pode ser observado nas Figuras 8 e
9.
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Figura 8. Perfil fendlico das folhas proveniente do extrato hidroalcodlico do Levisticum officinale

registado a 280 nm (A) e 370 nm (B). A numeracdo dos picos é indicada conforme definido na
Tabela 10.
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Figura 9. Perfil fendlico da raiz proviniente do extrato hidroalcodlico do Levisticum officinale
registado a 280 nm (A) e 370 nm (B). A numerag&o dos picos é indicada conforme definido na
Tabela 11.
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Tabela 10. Tempo de retengdo (Rt), comprimentos de onda de absor¢do maxima na regido do visivel (A méx), dados espectrais de massa e tentativa de
identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos na parte aérea de Levisticum officinale.

Rt [M-HJ Teste
Pico (min) Amax (nm) mi2) MS? (m/z) Tentativa de identificacéo Hidroalcodlico Decoccao t-Students Referéncias
p-valor
L 191(100),179(52),173 At 2. Lo .

1 4,71 324 353 (5),161(3),135(18) Acido 3-O-Cafeoilquinico 17,2+0,1 9,540,1 <0,001 Clifford et al., 2003
L 65 324 353 191((11%)6%93%-’(65))'173 Acido 4-O-Cafeoilquinico ! 5,78+0,03 4,76+0,06 <0,001 Clifford et al., 2003
3 703 326 353 191(1‘()%)'11;59((5})4)'161 Acido cis 5-O-Cafeoilquinico * 4341 7,240,1 <0,001 Clifford et al., 2003
& 835 325 353 191(1?3))'11;§é§)2)'161 Acido trans 5-O-Cafecilquinico! 48401 3.2650,01 <0,001 Clifford et al., 2003
5t 15,28 234,264,314 423 303(100), 261(35), 243(22) Maclurina-3-C-glucdsido? 79,3+0,9 50,9+0,9 <0,001 Beelders et al., 2014
6- 17,48 352 609 301(100) Quercetina-3-0O- rutindsido * 77+1 36,71+0,03 <0,001 Spinola et al., 2015
I 20,87 348 593 285(100) Kaempferol-3-O- rutindsido ® 6,3+0,2 5,31+0,06 <0,001 Spinola et al., 2015

TPA 71x1 24,7+0,1 <0,001

TF 163+2 93+1 <0,001

TPC 233+1 118+1 <0,001

TPA - Acidos fendlicos totais, TF - flavonoides totais, TPC - compostos fendlicos totais; nd - ndo detectados; ng- ndo quantificado; curvas de calibragio utilizadas: 1 - &cido clorogénico (y = 168823x - 161172, R? =
0,99), 2- apigenina-6-C-glucosido (y = 107025x + 61531, R? = 0,998), 3 - quercetina-3-O-glucosido (y = 34843x — 160173, R? = 0,999).
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Tabela 11. Tempo de retengdo (Rt), comprimentos de onda de absor¢do maxima na regido do visivel (A max), dados espectrais de massa e tentativa de
identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos em raizes de Levisticum officinale.

. Teste
Pico Rt (min) Amax (nm) [M-H] (m/z) MS? (m/z) Leer:g;:\é: (;Z Hidroalcodlico Decocgéo t-Students Referéncias
¢ p-valuor
1R 4,69 192, 258 341 179(100) Hexosigeo de 4cido cafeico! nd 0,44+0,02 nd Ztotek et al. (2019)
2R 7,04 288, 320 167 123(100) Acido vanilico? 1,51+0,03b 19,7+0,4a 0,49+0,01c Acimovié (2017)
3R 14,07 201, 225 533 515(5), 371(100), 353(13), 209(7), Acido di-cafeoilglutaricot 0,6163+0,0004 Spinola & Castilho
191(5), 179(3) 0,056+0,002b N 0,025+0,003¢ (2017)
4R 15,44 200, 323 561 367(100), 193(26), 191(13), 173(100),  Acido hidroferuloil-feruloilquinico® " - Spinola & Castilho
129(60), 111(2) 0,044+0,002 0,582+0,006 nd (2017)
5R 16,79 307 935 926(10), 915(18), 897(10), 783(12), Galoil-bis-HHDP-glucosidio* Panthama et al.
633(100), 301(48) 0,9840,001 nd nd (2009)
6R 17,20 324 547 529(8), 385(100), 367(27), 353(21), Acido cafeoil-feruloilquinico® . .
335(3), 191(7), 179(3), 173(3) 0,171+0,005h 1,62+0,04a  0,089+0,002c Silva & Batista (2017)
R 5 i
7 20,61 196, 233, 280 361 343(100), 325(2), 199(44), 181(3) Catalpol 0,126+0,005b 0,66:002a  0,05940002¢ Barreira et al. (2014)
Cogne et al. (2003)
8" 22,81 234,282,322 251 233(22), 207(100), 193(9), 179(28), NZo identificado N N N
175(42), 153(2) a4 a4 4
9R 25,19 233,281,322 389 371(100), 341(25), 327(7), 193(38) Metoxilariciresinol® 0,171+0,006b 0,639+0,006a 0,0484+0,0005c _ Olaru et al. (2015)
TPA 1,78+0,04b 23,1+0,5a 0,61+0,01c
TF 0,298+0,001b 1,295+0,01a  0,108+0,002c
TPC 3,07+0,04b 24,3+0,5a 0,72+0,01c

TPA - Acidos fendlicos totais, TF - flavonoides totais, TPC - compostos fenélicos totais; nd - nio detectados; ng- néo quantificado; curvas de calibraco utilizadas: 1- acido cafeico (y = 388345x + 406369, R? = 0,998);
2- &cido vanilico (y = 29751x - 28661, R? = 0,999); 3 - acido ferdlico (y = 633126x - 185462, R? = 0,999); 4 - 4cido elagico (y = 26719x - 317255, R? = 0,99); 5- 4cido protocatéquico (y = 214168x + 27102, R? = 0,999).
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De uma forma geral, os compostos trans acido 5-O-cafeoilquinico (pico 4Y),
quercetina 3-O-rutindsido (pico 6%), canferol 3-O-rutindsido (pico 7%) e 4cido vanilico
(pico 2R) foram identificados positivamente de acordo com seu tempo de retencdo, massa
e caracteristicas UV-Vis em comparacdo com padrGes comerciais. O acido 3-O-
cafeoilquinico (pico 1'Y), o &cido 4-O-cafeoilquinico (pico 2Y) e o &cido cis-5-O-
cafeoilquinico (pico 3%) foram identificados com base no padrdo hierarquico de
fragmentacéo descrito por Clifford et al. (2003).

O pico 5- apresentou um ido pseudomolecular [M-H]" com m/z 423, sendo
tentativamente identificado como maclurina-3-C-glucésido, com base no espectro UV
e padrdo de fragmentacio MS? descrito por Beelders et al. (2014).

A quercetina-3-O-rutinésido foi o flavonoide mais abundante, enquanto que o acido

3-O-cafeoilquinico (clorogénico) foi o principal &cido fendlico. Tanto a decoc¢do quanto
0 extrato etandlico apresentam o mesmo perfil de compostos fendlicos, porém o extrato

etandlico revelou uma maior concentracao de todos os compostos identificados.

Nas amostras de raizes, foram identificados nove compostos, no entanto uma das
moléculas analisadas permaneceu desconhecida (Figura 9, Tabela 9). O pico 1R ([M-H]
em m/z 341) libertou um fragmento em m/z 179 [4cido cafeico-H]™ (-162 u, perda de um
residuo hexosil) e foi tentativamente identificado como hexdsido do acido cafeico. O
acido vanilico (pico 2%) foi identificado de acordo com as suas caracteristicas de tempo
de retencdo, espectros de massa e UV-Vis em comparagdo com um padrdo comercial. O
pico 3® ([M-H]" em m/z 533) foi tentativamente designado como é&cido di-cafeoil-
glucarico, tendo em conta o padrao de fragmentacao apresentado por Spinola & Castilho
(2017). O pico 4R apresentou um ido pseudomolecular em m/z 561 e foi identificado como
acido hidroferuloil-feruloilquinico. O pico 6% mostrou um i&o precursor em m/z 547 [M -
H]", sendo a primeira perda observada uma molécula de agua ([M-18]" em m/z 529); o ido
fragmento em m/z 193 indicou a presenca de um feruloilquinico e m/z 179 indicou um
residuo cafeoil, sendo portanto este composto tentativamente identificado como acido
cafeoil-feruloilquinico com base no padréo de fragmentacao relatado por Silva e Batista
(2017). O pico 5 ([M-H]" em m/z 935) apresentou ides de fragmentacdo MS? em m/z 633
e 301, provavelmente devido a perda de dois residuos HHDP (hexahidroxidifénico) e um

glucdsido, consistentes com um galoil-bis-HHDP-glucosideo. O pico 7R foi identificado
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como pertencente a classe dos iriddides. Este composto apresentou uma molécula
desprotonada em m/z 361 e foi tentativamente identificado como catalpol (MW 362),
composto este que ja foi previamente detectado na familia Apiaceae (Cogne et al., 2003).
O composto correspondente ao pico 9%, monstrou ser uma lenhana, uma vez que
apresentou um ido pseudomolecular [MH] em m/z 389, libertando um fragmento em m/z
341 ([MH-48], perda de um residuo metoxi, coerente com um lariciresinol). Um
composto similar, com um padrdo de fragmentacao idéntico, foi descrito por Olaru et al.

(2015), pelo que este composto foi tentativamente designado como metoxilariciresinol.

Na raiz, é de salientar que o acido vanilico como sendo o principal acido fendlico
encontrado em ambos 0s extratos, tendo a decoc¢éo sido o extrato que apresentou 0 maior

teor de compostos fenolicos totais.

4.1.3. Compostos volateis

A composicdo do 6leo essencial extraido das folhas e raiz de Levisticum officinale
por hidrodestilacdo em sistema de Clevenger é apresentada na Tabela 12. Na Figura 10
apresenta-se um cromatograma representativo da analise por GC-MS do 6leo essencial

dos dois tipos de amostra referidos.
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Figura 10. Cromatograma obtido por GC-MS relativo a anélise do 6leo essencial extraido das
folhas (A) e da raiz (B) de Levisticum officinale (numerac¢do dos compostos como na Tabela 13).
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Tabela 12. Identificacdo dos componentes do 6leo essencial de diferentes partes anatomicas de
Levisticum officinale.

NUmero Composto RT LRI= LRI? Levisticum officinale — Oleo essencial (%) ¢
Folhas Raiz

1. Heptanal 12,66 901 901 - 0,024+0,005
2. a-Thujene 13,93 926 924 0,094+0,002 -

3. a-Pineno 14,25 932 932 0,93+0,02 0,091+0,006
4, Camphene 15,00 946 946 0,135+0,002 -

5. Sabinene 16,34 972 969 1,05+0,02 -

6. B-Pineno 16,47 974 974 0,270+0,007 0,59+0,04
7. 2-Pentil furano 17,31 991 984 - 0,073+0,004
8. Mirceno 17,32 991 988 4,20+0,05 -

9. n-Octanal 17,9 1002 998 - 0,046+0,002
10. a-Felandreno 17,93 1003 1000 1,34+0,02 -

11. 3-Carene 18,25 1009 1008 0,059+0,002 -

12. a-Terpineno 18,59 1015 1014 0,234+0,006 -

13. p-Cimeno 19,01 1023 1020 20,53+0,09 0,028+0,003
14. B-Felandreno 19,21 1027 1025 4,65+0,04 1,26+0,08
15. (2)-B-Ocimeno 19,75 1038 1032 0,224+0,003 -

16. Cis-B-ocimeno 20,27 1048 1044 1,05+0,02 -

17. y-Terpineno 20,79 1058 1054 0,609+0,005 -

18. Terpinoleno 22,32 1087 1086 0,093+0,001 -

19. Linalol 22,91 1099 1095 0,055+0,001 0,079+0,001
20. Nonanal 23,10 1102 1100 0,053+0,001 0,095+0,007
21. B-Fenchol 23,57 1112 1118 - 0,02+0,01
22. (E)-p-Menth-2-en-1-ol 23,91 1119 1117 0,43+0,01 -

23. a-Canfolenal 24,19 1124 1122 - 0,015+0,003
24, Allo-ocimeno 24,40 1129 1128 0,659+0,008 -

25. trans-Pinocarveol 24,84 1137 1135 - 0,07+0,02
26. Mentona 25,60 1153 1148 - 0,39+0,02
217. Amylbenzeno 25,75 1156 1152 - 1,01+0,06
28. Cfcze:ggdllesne 2583 1157 1156 0,18140,001 -

29. Pinocarvona 26,04 1162 1160 - 0,009+0,002
30. Menthan-3-one 26,12 1163 1158 - 0,28+0,05
31. Mentol 26,53 1172 1167 - 0,494+0,005
32. Terpinen-4-ol 26,79 1177 1174 0,107+0,001 -

33. Cryptone 27,20 1185 1183 1,90+0,02 -

34. a-Terpineol 27,41 1189 1186 0,036+0,001 0,057+0,002
35. Mirtenol + estragol 27,70 1195 1194 - 0,131+0,005
36. n-Decanal 28,11 1204 1201 - 0,033+0,003
37. Pulegona 29,75 1239 1233 - 0,073+0,001
38. Carvona 29,97 1243 1239 0,051+0,001 0,115+0,002
39. Geraniol 30,47 1254 1249 0,264+0,006 -
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NUmero Composto RT LRI LRI ® Levisticum officinale — Oleo essencial (%) ¢

Folhas Raiz
40, p'Memgl'l'e”'7' 3141 1274 1269 . 0,075:0,001
41. E-Anetol 31,89 1284 1282¢ - 0,34+0,01
42. Gph\;ii;ggl 33,21 1313 1309 - 1,80+0,01
43, oTepnil 3501 1354 1346 336202 .
44, Valerofenona 35,07 1356 1359 - 0,96+0,03
45, Ciclosativene 35,69 1369 1369k - 0,080+0,007
46. a-Copaeno 36,04 1378 1374 - 0,066+0,002
47. Geranil acetato 36,27 1383 1379 0,031+0,006 -
48. B-Elemene 36,72 1393 1389  0,997+0,004 0,035+0,002
49. a-Pompene 37,55 1412 1407 - 0,097+0,006
50. a-Guaieno 38,23 1429 1431 - 0,109+0,006
51. v-Elemene 38,51 1436 1434 0,143+0,002 -
52. Aromadendreno 38,77 1442 1444 - 0,061+0,003
53. (E)-B-Farneseno 39,40 1457 1454  0,02+0,01 -
54. a-Acoradieno 39,93 1469 1469 - 0,207+0,009
55. Ai%’é%iigo 40,24 1477 1474 - 0,37+0,02
56. Ar-Curcumeno 40,51 1483 1479 - 0,49+0,02
57. Germacreno-D 40,55 1484 1480 0,037+0,004 -
58. B-Selineno 40,75 1489 1489  0,081+0,003 0,091+0,005
4-epi-cis-
59. Dihidro 40,87 1492 1499 - 0,228+0,01
agarofurano
60. a-Zingibereno 41,04 1496 1493 - 0,40+0,03
61. a-Muuroleno 41,31 1503 1500 - 0,28+0,02
62. Cupareno 41,55 1509 1504 - 1,07£0,07
63. §-Cadineno 42,22 1526 1522 - 0,84+0,04
64. Kessane 42,47 1532 1529 0,024+0,001 2,1+0,1
65. a-Calacoreno 43,01 1546 1544 - 0,149+0,009
66. Elemol 43,24 1552 1548 0,057+0,001 -
67. Elemicina 43,44 1557 1555 - 0,060+0,002
68. Germacreno B 43,65 1562 1559 0,061+0,001 -
69. Espatulenol 44 41 1581 1577 0,02+0,001 6,3+0,2
70. Globulol 44,71 1589 1590 - 0,96+0,05
6,6-Dimethyl-
71. cyclooct-4- 46,08 1625 1618 - 0,40+0,01
enone
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NUmero Composto RT LRI LRI ® Levisticum officinale — Oleo essencial (%) ¢
Folhas Raiz
72. égdzg%l 4624 1629 1622 . 0,59+0,02
73. 1-epi-Cubenol 46,35 1632 1627 - 0,41+0,02
74, H&’J‘tﬂ‘;mjg 4666 1640 1647 - 1,86+0,08
75. 3-Butilftalida 47,19 1655 1647 0,018+0,001 6,8+0,3
76. Neointermedeol 47,54 1664 1658  0,412+0,001 -
77. Butilidezr;eftalida 47,98 1676 1671  0,031+0,001 29+2
78. Butilidtlezr;eﬂalida 49,59 1721 1717¢  0,32040,011 8,3+0,5
79. Neocnidilide 50,01 1745 1722 - 8,9+0,7
80. Z-Ligustilida 50,10 1749 1736 22,2+0,1 8,5+0,3
81. E-Ligustilida 51,49 1808 1796 1,67+0,01 1,87+0,09
82. Z-Ternine 52,2 1849 1844  0,027+0,003 0,26+0,03
83. n-Hexadecanol 52,59 1881 1874 - 0,146+0,007
84. G 53,17 1927 1921  0,096+0,009 0,41+0,05
hexadecanoato ' ' ' ' ’
85, Ml OO sagr 2007 1921 . 0,7020,1
Total Identificados 99,1+0,1 88,4+0,3
Hidrocarbonetos monoterpenos 37,3+0,3 3,0+0,2
Monoterpenos contendo oxigénio 36,7+0,3 12+0,3
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 0,62+0,01 5,3+0,3
Sesquiterpenos contendo oxigénio 0,102+0,002 3,440,1
Ftalidas 24,26+0,01 52,212,0
Outros 0,12+0,01 12,5+0,8

RT, tempo de retencéo, » LRI, indice de retencéo linear determinado numa coluna de silica fundida DB-5
MS em relagdo a uma série de n-alcanos (C7-C40).b indice de retencdo linear relatado na literatura (Adams,
2017), com excegdo daqueles marcados como c¢, que se refere & NIST 2011.¢ % relativa, resultados
apresentados como médiatDP, n = 3. kAsuming, Beauchamp, et al., 2005 (1658), ¢Andriamaharavo, 2014,

No caso das folhas foram identificados 44 compostos diferentes, evidenciando-se a

presenca de monoterpenos (73,97%) e ftalidas (24,26%). Ja para as raizes, foram

identificados 60 compostos diferentes, sendo o grupo das ftalidas (52,2%) o maioritario.

Os monoterpenos (hidrocarbonetos de férmula quimica CioHis, formados por duas

unidades isopreno, podendo ser ciclicos ou ramificados) sdo compostos que se encontram
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presentes em muitas plantas, particularmente nas que contém 06leos essenciais. Entre 0s
monoterpenos maioritarios refira-se o a-terpenil acetato (33,6%) e o p-cimeno (20,5%)
presentes nas folhas e espatuleno (6,3%) presente na raiz de Levisticum officinale.

As ftalidas, de forma molecular CsHsO- sdo um grupo relativamente pequeno de
compostos naturais confinados a varias familias de plantas e alguns generos de fungos.
Entre as diferentes familias de plantas para as quais foram realizados varios estudos para
caracterizar estes compostos, destaca-se a familia Apiaceae (Delgado et al., 2017). No
presente trabalho, foram detetadas diferentes ftalidas, destacando-se nas folhas a (Z)-
ligustilida (22,2%) e a (Z)-butilideneftalida nas raizes (29,4%).

A maioria dos trabalhos realizados até a presente data sobre o levistico, incidem
sobretudo sobre a composicao do 6leo essencial extraido de varias estruturas botanicas
da planta, o qual apresenta como principais compostos as ftalidas, diversos terpendides e
acidos volateis (Gijbels et al., 1981; Gijbels et al., 1982; Cu et al., 1990; Hogg, 2001).
Sertel et al. (2011) estudou o Oleo essencial provenientes das folhas de Levisticum
officinale cultivado no Reino Unido, o qual apresentou os monoterpenos como principal
grupo de constituintes, sendo o a-terpinil acetato o0 composto mais abundante (48,15%),
a semelhanca do presente trabalho. Raal (2008) descreveu a composicao do 6leo essencial
de folhas e raizes de Levisticum officinale provenientes da Esténia, extraidas por
destilacdo-extracdo simultdnea com hexano, tendo sido também analisadas raizes
originarias da Franca, Bélgica, Holanda e Escdcia, cujo 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilacdo. Para as amostras de 6leo de raiz de Levisticum officinale estudadas, 0s
autores descreveram a presenca de 48 compostos, sendo os maioritarios o B-felandreno
(0-48,9%), fenilacetaldeido (0-17,2%), pentilciclohexadieno (0-12,3%), acetato de trans-
sabinilo (0-12,1%), a-terpinil acetato (0-26,1%), (Z)-3-butilidenftalida (0,8-28,6%), (2)-
ligustilida (9,4-70,9%), &cido hexadecenoato de metilo (0-6,1%) e (E)-3-butilidenftalida
(0,4 a 3,9%). No caso das folhas, os principais constituintes foram oa-terpenil acetato
(55,8%), (2)-ligustilida (17%) e B-fellandreno (11,3%). De referir que, a semelhanca do
presente trabalho, o teor de (Z)-ligustilida no éleo essencial da folha foi superior ao da
raiz. Verifica-se ainda que, para além da variacdo qualitativa e sobretudo quantitativa
verificada entre as amostras estudadas por Raal (2008) com diferentes origens, também a
amostra estudada neste trabalho (com origem Portuguesa) apresenta diferencas na sua
composicao quando comparada com os resultados previamente publicados. Tal pode ser

devido a influéncia de fatores que podem afetar a composi¢do quimica da planta, tais
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como fatores geograficos e edafoclimaticos (Mirjalili & Javanmardi, 2012). No mesmo
sentido, refira-se o trabalho de Bylaité et al. (1996) que analisou diversas partes boténicas
de Levisticum officinale cultivado na Lituania, tendo observado uma variagéo do teor de

(2)-ligustilida entre 4,4% e 11,7% nas folhas com diferentes tempos de crescimento.

Por ultimo, os estudos disponiveis na literatura tém associado diferentes atividades
bioldgicas a compostos pertencentes ao grupo das ftalidas. Em particular, a ftalida (2)-
ligustilida, presente no 6leo essencial quer das folhas quer da raiz de Levistico officinale,
demostrou ter a¢do anti-inflamatoria em ensaios in vivo realizados em ratos Wistar (Ma
& Bai, 2013). Long et al. (2013) avaliou a atividade imunomodeledora e atividade
antitumoral da ligustilida extraida de Angelica sinensis, concluindo que este composto
conseguiu estimular o sistema imunitario, aumentando significativamente a fagocitose
por parte de macrdfagos, a proliferacao de linfocitos no baco e a atividade de linfocitos T
e células natural killer em ratos normais (ndo portadores de tumores). Su et al. (2013)
investigou o potencial da ligustilida e de extratos de raiz de Angelica sinensis, ricos em
ligustilida, em restaurar a expressdo de determinados genes, tendo concluido que a
modificacdo epigenética de genes contribui para a explicacédo de diversos beneficios deste
extrato, incluindo o efeito anticancerigeno do extrato e da ligustilida. Com base em
resultados prévios que sugeriam que a (Z)-ligustilida pode exercer uma neuroprotecao
significativa contra danos isquémicos cerebrais em diversos modelos animais, Zhang et
al. (2009) avaliaram a atividade antitrombdtica da ligustilida e os seus efeitos no tempo
de agregacao plaquetaria e coagulacdo. Os resultados obtidos sugerem que este composto
apresenta atividade antitrombética, tendo por isso um potencial relevante no tratamento
de doencas isquémicas.
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4.2. Propriedades Bioativas

4.2.1 Atividade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante para os extratos da parte aérea e raizes de

levistico, apresentam-se nas Tabelas 13 e 14, respetivamente.

Na literatura encontram-se descritos varios ensaios baseados em diferentes
mecanismos para a avaliacdo da capacidade antioxidante de alimentos e compostos
quimicos. Neste estudo, aplicaram-se cinco métodos distintos: captacdo de radicais livres
(DPPH), poder redutor, inibi¢do da descolorag¢do do B-caroteno, inibicdo da peroxidacao
lipidica (TBARS) e inibicdo da hemdlise oxidativa (OxHLIA). Para a atividade
antioxidante, como se pode observar, verificam-se diferencas significativas entre 0s
extratos, tanto para as folhas quanto para as raizes de Levisticum officinale (Tabelas 13 e
14), sendo evidente a atividade superior do extrato hidroalcodlico nas folhas da planta e
do extrato de hidroalcodlico com residuo de hexano nas raizes em relagdo aos outros

extratos, visto apresentarem os valores mais baixos de ECsq.

Tabela 13. Atividades antioxidante dos extratos obtidos das folhas da planta Levisticum officinale
(médiaxDP, n=9).

Extrato Extrato teste t-Student
Aquoso  Hidroalcodlico p-valor
Atividade antioxidante (EC50; pg/mL)
DPPH 124+7 11943 0,335
Poder Redutor 148+1 66+1 <0,001
Inibigdo da descoloragdo do -caroteno 609+36 5707 <0,001
TBARS 7415 8716 0,075
OXHLIA (ECso; pg/mL)
At =60 min 29,4+0,6 22,5+0,6 <0,001
At=120 min 54+1 41+1 <0,001

A atividade antioxidante foi expressa em valores de ECso, 0 que significa que valores elevados
correspondem a baixo poder redutor ou potencial antioxidante. ECso: corresponde a concentragdo de extrato
necessaria para obter 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de absorvanciaabsorvancia na andlise de poder
redutor. Trolox valores de ECso: 41 pg/mL (poder redutor), 42 pg/mL (DPPH), 18 pug/mL inibi¢do da
descoloracdo do B-carotene), 23 pg/mL (TBARS), 19,6+0,6 pg/mL (OXHLIA At = 60 min) e 65,1+0,7
pg/mL (OXHLIA At = 120 min).

No caso das folhas, foram obtidos melhores resultados com o extrato hidroalcodlico
em comparacdo com 0 extrato aquoso (com excecdo do TBARS), o que pode estar

relacionado com o teor elevado de compostos fendlicos deste extrato (Tabela 8),
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possivelmente devido a uma melhor solubilidade dos compostos antioxidantes na mistura
hidroalcodlica, dado a sua menor polaridade. Ainda no caso das folhas, refira-se contudo
que a decoccdo apresenta também atividade antioxidante interessante, apesar de
apresentar valores de ECso geralmente superiores aos do extrato hidroalcoolico. Desta
forma, a utilizacéo do levistico em pratos em que a dgua de cozedura é consumida, tais
como sopas, arroz e estufados, é vantajoso do ponto de vista que tras beneficios para a
saude.

Até a presente data, sdo escassos 0s dados disponiveis no que respeita a atividade
antioxidante do levistico. Chrpova et al. (2010) avaliaram a atividade antioxidante de 13
espécies aromaticas diferentes cultivadas na Republica Checa e ché verde através do
ensaio de capatacdo do radical DPPH, tendo verificado que o levistico foi a amostra que
apresentou a menor atividade (34,1 mg equivalente em acido ascorbico por grama de
amostra seca). O mesmo ndo foi verificado no estudo realizados por Wojdyto et al.
(2007), no qual a atividade antioxidante de 32 plantas (incluindo plantas arométicas e
plantas medicinais) foi estudada utilizando trés metodologias diferentes, ABTS", DPPH
e FRAP, sendo os resultados expressos em g de Trolox por 100 g de massa seca de
planta. Os resultados variaram entre 1,75-346 pg Trolox/100 g, 7,34-2021 pg Trolox/100
ge 13,8-2133 ug Trolox/100 g, para os ensaios de ABTS, DPPH e FRAP, respetivamente,
tendo o levistico apresentado valores de 18,9+0.4 ug Trolox/100 g (ABTS), 232+5,03 ug
Trolox/100 g (DPPH) e 123+2,39 ug Trolox/100 g (FRAP). Apesar de o levistico nédo ter
apresentado valores elevados no que respeita a atividade antioxidante, verificou-se que
muitas outras das espécies estudadas apresentaram resultados inferiores (17 espécies no
caso do ABTS e FRAP e 23 para DPPH).

No que respeita a atividade antioxidante avaliada em diferentes extratos da raiz
(Tabela 14), é notdrio que o extrato hidroalcodlico preparado com o residuo da extracdo
com hexano, de uma forma geral obteve melhores resultados em relacdo aos demais
extratos das raizes. Porem, é também de salientar que, para os ensaios de OXHLIA tal ndo
aconteceu, tendo-se obtido melhores resultados para o extrato hidroalco6lico. No caso do
extrato de hexano ndo séo apresentados resultados para os ensaios de OxHLIA, pois ndo
se conseguiu realizar a solubilizagdo do extrato, levando a uma separacéo de fases, mesmo
com a constante agitacdo das microplacas. Tal deve-se possivelmente ao facto do hexano

extrair sobretudo compostos de natureza lipofilica.
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Tabela 14. Atividades antioxidante dos extratos obtidos da raiz da planta Levisticum officinale
(médiaxDP, n=9).

Extrato Extrato
Extrato Extrato Hidroalcodlico
Aquoso  Hidroalcodlico ¢ do Residuo de
Hexano
Hexano
Anti-oxidante (ECso pg/mL)
DPPH 101+2c 148+5b 469+3a 58+1d
Poder Redutor 153+2b 153+2b 1665+64a 114+4b
Inibicdo da descoloracdo do  59+34b 166+6a 188+9a 57+4b
[-caroteno
TBARS 179+11c 510+67b 3252+49a 198+14c
OxHLIA (ICso; pg/mL)
At = 60 min 56,0+0,8b 41,4+0,5¢c nd 218+2a
At =120 min 100+1b 65,1+0,7¢c nd 343+5a

nd- ndo detectado. A atividade antioxidante foi expressa em valores de ECso, 0 que significa que valores
elevados correspondem a baixo poder redutor ou potencial antioxidante. ECso: corresponde & concentracdo
de extrato necessaria para obter 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de absorvanciaabsorvancia na analise
de poder redutor. Trolox valores de ECso: 41 pg/mL (poder redutor), 42 pg/mL (DPPH), 18 ug/mL inibigdo
da descolorag@o do B-carotene), 23 pg/mL (TBARS), 19,6+0,6 pg/mL (OXHLIA At = 60 min) e 65,1+0,7
pg/mL (OXHLIA At = 120 min).

Num estudo realizado por Shafaghat (2011), é descrito o resultado da avaliacdo da
atividade antioxidante pelo método do DPPH para o extrato de hexano preparado com
raizes de Levisticum officinale de origem Iraniana. O resultado de 1Csp foi de 235 pg/mL,
0 que indica uma atividade superior quando comparado com 0 mesmo tipo de extrato
avaliado no presente trabalho (469 ug/mL). Tal pode relacionar-se com a diferente origem
das amostras (sendo que a amostra analisada neste trabalho tem origem Espanhola) que

muito provavelmente se reflete na diferente composicédo dos extratos.

Analisando de forma comparativa os resultados obtidos para a atividade antioxidante
das duas partes estudadas da planta (parte aérea e raiz de Levisticum officinale), para o
mesmo tipo de extrato observa-se que no geral sdo obtidos melhores resultados par as
folhas, verificando-se contudo um melhor desempenho das raizes do que as folhas no

ensaio de inibigcdo da descoloragéo do B-caroteno.
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4.2.2 Atividade citotoxica

No que respeita os resultados da atividade antitumoral face a diversas linhas celulares
cancerigenas e hepatotoxicidade em hepatocitos de porco (Tabelas 15 e 16) observa-se
que, para 0 caso da amostra da parte aérea, apenas o extrato hidroalcoolico apresentou
resultados positivos para a inibicdo da linha celular de cancro de figado, com um resultado
de Glso igual a 31416 pg/mL. Ambos os extratos das folhas (decocgéo e hidroalcodlico)
ndo inibiram as células de figado de porco (células ndo tumorais), sugerindo que ambos

apresentam um baixo potencial de causar danos em células saudaveis (Tabela 15).

Tabela 15. Atividade antitumoral e hepatotoxicidade dos extratos obtidos das folhas de
Levisticum officinale (média£DP, n=9).

Extrato Extrato
Aquoso  Hidroalcoolico

Atividade anti tumoral (GI50 pg/mL)

HelLa >400 >400
NCI H460 >400 >400
MCF7 >400 >400
HepG2 >400 314+6
Hepatotoxicidade (G150 pg/mL)

PLP2 >400 >400

Os resultados de citotoxicidade foram expressos em valores de Glso: correspondendo a concentracdo de
amostra necessaria para realizar a inibi¢cdo do crescimento em 50% sob células tumorais humanas ou em
cultura priméria de células de figado de porco (PLP2). Elipticina valores de Glsp:1,2 ug/mL (MCF-7), 1,0
pg/mL (NCI-H460), 0,91 pg/mL (HeLa), 1,1 pg/mL (HepG2) e 2,3 pg/mL (PLP2).

No caso das raizes (Tabela 16), apenas o extrato de n-hexano apresentou resultados
significativos face a todas as linhas celulares tumorais testadas. Contudo, observou-se
igualmente a inibicdo de células saudaveis da linha celular PLP2, o que indica que este
extrato apresenta hepatotoxicidade. No entanto, refira-se que o valor de Glso € bastante
superior (pelo menos cerca de 2x) para a linha celular PLP2 comparativamente as linhas
celulares tumorais (Tabela 16). Assim, seriam necessarios estudos adicionais,
possivelmente envolvendo o fracionamento e identificacdo dos compostos ativos, por

forma a entender melhor a acdo e potencial deste tipo de extrato.
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Tabela 16. Atividade antitumoral e hepatotoxicidade dos extratos obtidos das raizes de Levisticum
officinale (médiaxDP, n=9).

Extrato Extrato Extrato de Extrato Hidroalcoolico do
Aquoso  Hidroalcodlico Hexano Residuo de Hexano
Atividade Anti tumoral (Glso pg/mL)
HelLa >400 >400 60+2 >400
NCI H460 >400 >400 69+3 >400
MCF7 >400 >400 48+2 >400
Hepg2 >400 >400 674 >400
Hepatotoxicidade (Glso pg/mL)
PLP2 >400 >400 14745 >400

Os resultados de citotoxicidade foram expressos em valores de Glso: correspondendo a concentracdo de
amostra necessaria para realizar a inibi¢cdo do crescimento em 50% sob células tumorais humanas ou em
cultura priméria de células de figado de porco (PLP2). Elipticina valores de Gls:1,2 pg/mL (MCF-7), 1,0
pg/mL (NCI-H460), 0,91 pg/mL (HeLa), 1,1 pg/mL (HepG2) e 2,3 pg/mL (PLP2).

Como referido anteriormente, existem estudos que indicam que as ligustilidas
possuem efeitos citotoxicos, podendo explicar a atividade verificada para os extratos
hidroalcodlico das folhas e extrato n-hexano das raizes. No entanto, apenas o extrato de
n-hexano foi analisado por GC-MS, confirmando a presenca destes compostos (isomeros
(2) e (E)-ligustilida). Num estudo similar realizado por Abd El-Hamid et al. (2018), o
6leo essencial de Levisticum officinale demonstrou atividade antitumoral contra células
HepG2 e MCF7 (a 98% e 95%) na concentragdo de 100 pg/ml, apresentando fraca
atividade a 50 pg/ml e ndo apresentando atividade em concentragdes inferiores. No
presente estudo ndo foi possivel avaliar a atividade bioldgica do 6leo essencial, dado os
baixos rendimentos obtidos, quer para a folha quer para a raiz. No entanto, refira-se que
em ambos os 6leos essenciais foi identificada a presenga de ligustilidas na analise
realizada por GC-MS.

Ressalta-se ainda que os resultados de atividade anti-inflamatéria ndo séo
apresentados, pois as concentragdes dos extratos testadas na linha celular de macrofagos

de rato RAW 264,7 nao foram efetivas, correspondendo a resultados de Glso> 400.
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4.2.3. Atividade antimicrobiana

Os perigos biologicos, que incluem microrganismos e as suas toxinas, devem ser
controlados rigorosamente no ambito da seguranca alimentar visto que o risco associado
a sua ingestdo pode causar efeitos adversos na saude do consumidor, podendo
inclusivamente levar a morte. Segundo o Center for Food Safety and Applied Nutrition e
a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (European Food Safety Authority,
EFSA) os microrganismos Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Staphylococcus

aureus estéo frequentemente envolvidos em doencas de origem alimentar.

Para a determinag&o da atividade antimicrobiana, as amostras da parte aérea e da raiz
de Levisticum officinale foram submetidas a extracbes com diferentes solventes, como
referido anteriormente. Na Tabela 17 e 18 apresentam-se os resultados face a isolados

clinicos Gram-positivo e Gram-negativo.

De um modo geral, constata-se que, para as concentracdes testadas, 0s extratos
provenientes das folhas da planta apresentam melhores resultados do que os extratos da
raiz, conseguindo inibir o crescimento de todos 0s microrganismos testados, a excecao
do extrato hidroalcodlico face a Proteus mirabilis. Para os extratos da raiz, apenas o
extrato hidroalcodlico obtido a partir a amostra previamente extraida com n-hexano
demonstrou conseguir inibir o crescimento de todos 0s microrganismos testados, contudo
apresentando valores de MIC superiores (20 mg/mL) aos observados nos extratos da folha
de levistico (2,5 a 20 mg/mL). Nenhum dos extratos apresentou atividade bactericida face
aos microrganismos nas concentracgdes testadas. De uma forma geral, todos 0s extratos se
mostraram mais eficientes contra as bactérias Gram-positivo, 0 que pode ser explicado
pelo facto deste grupo de microrganismos ter uma parede celular menos complexa
comparativamente a bactérias Gram-negativo. De salientar que neste trabalho foram
utilizados microrganismos obtidos de isolados clinicos, que frequentemente apresentam

maior resisténcia a antibioticos em comparagdo com estirpes comerciais.

Em estudos previamente realizados por Shafaghat (2011), foi descrita a atividade
antimicrobiana do extrato de hexano proveniente das raizes de Levisticum officinale. A
atividade antimicrobiana foi avaliada atraves do ensaio de inoculacdo a superficie e
difusdo em disco, sendo os resultados expressos em diametro de inibigdo (mm). Foi

possivel observar inibi¢do face aos microrganismos Bacilus subtilis (19,7), S. epidermidis
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(18,6), S. aureus (16,5) e E. coli (13,5). Ebrahimi et al. (2017) avaliaram a atividade
antimicrobiana de extratos de folhas de Levisticum officinale quando administrados
juntamente com o antibiotico ciprofloxacina, tendo verificado que, de uma maneira geral,
a MIC para o antibiotico é inferior quando na presenca de extrato etandlico ou
clorofomico de Levisticum officinale, verificando-se uma maior sinergia para o extrato

etandlico.
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Tabela 17. Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos da parte aérea da planta Levisticum officinale.

Extrato Extrato Ampicilina Imipenemo Vancomicina
AQuoso Hidroalcoolico (20 mg/mL) (1 mg/mL) (2 mg/mL)
MIC  MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Bactérias Gram-negativo
Escherichia coli 5 >20 10 >20 <0,15 <0,15 <0,0078  <0,0078 nt nt
Klebsiella pneumoniae 5 >20 10 >20 10 20 <0,0078  <0,0078 nt nt
Morganella morganii 5 >20 20 >20 20 >20 <0,0078  <0,0078 nt nt
Proteus mirabilis 20 >20 >20 >20 <015 <0,15 <0,0078  <0,0078 nt nt
Pseudomonas aeruginosa 20 >20 10 >20 >20 >20 0,5 1 nt nt
Bactérias Gram-positivo
Enterococcus faecalis 2,5 >20 10 >20 <0,15 <0,15 nt nt <0,0078  <0,0078
Listeria monocytogenes 2,5 >20 5 >20 <0,15 <0,15 <0,0078  <0,0078 nt nt
MRSA 2,5 >20 10 >20 <0,15 <0,15 nt nt 0,25 0,5

nt - N&o testado. MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MIC — Concentragdo minima inibitéria; MBC — Concentragdo minima bactericida. Resultados expressos

em mg/mL de extrato.
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Tabela 18. Atividade antimicrobiana dos extratos (mg/mL) obtidos da raiz da planta Levisticum officinale.

Extrato Extrato Extrato de Extrato Ampicilina Imipenemo Vancomicina
Aquoso Hidroalcoolico Hexano Hidroalcoolico (20 mg/mL) (1 mg/mL) (1 mg/mL)
do Residuo de
Hexano
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MiIC MBC MIC MBC MIC MBC
Bactérias Gram-negativo
Escherichia coli >20 >20 20 >20 20 >20 20 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 nt nt
Klebsiella >20 >20 >20 >20 >20 >20 20 >20 10 20 <0,0078 <0,0078 nt nt
pneumoniae
Morganella morganii >20 >20 20 >20 20 >20 20 >20 20 >20 <0,0078 <0,0078 nt nt
Proteus mirabilis >20 >20 >20 >20 >20 >20 20 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 nt nt
Pseudomonas 20 >20 20 >20 >20 >20 20 >20 >20 >20 0,5 1 nt nt
aeruginosa
Bactérias Gram-positivo
Enterococcus faecalis 20 >20 10 >20 10 >20 10 >20 <0,15 <0,15 nt Nt <0,0078 <0,0078
Listeria 20 >20 10 >20 10 >20 20 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 nt nt
monocytogenes
MRSA 20 >20 10 >20 10 >20 10 >20 <0,15 <0,15 nt Nt 0,25 0,5

nt - N&o testado. MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MIC — Concentragdo minima inibitéria; MBC — Concentragdo minima bactericida. Resultados expressos

em mg/mL de extrato.
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5. Conclusao

As plantas podem ser consideradas fontes de nutrientes, sendo que distintas plantas
podem possuir inimeros compostos diferentes e, consequentemente, diferente potencial
de acdo. Neste estudo, pretendeu-se avaliar as propriedades nutricionais, quimicas e
bioativas da planta pertencente a familia Apiaceae, Levisticum officinale W.D.J. Koch,
com particular enfase para a parte frequentemente consumida na culinaria, a parte aérea
(folhas e caules). Adicionalmente, foi ainda avaliada a composicdo em compostos
bioativos e propriedades bioldgicas de extratos obtidos da raiz. Em ambos os casos foram

adquiridas e estudadas amostras comerciais prontas para consumo.

A caracterizacdo nutricional da amostra de folhas e caules de levistico de origem
Portuguesa, incluiu a determinacdo da humidade, proteinas, lipidos, cinzas, glucidos e
valor energetico. Os glucidos e as proteinas foram os macronutrientes mais abundante na
planta, evidenciando um baixo teor em gordura e valor calérico. Foram ainda analisados
o0s acucares livres, acidos organicos, tocoferois e o perfil de acidos gordos. A sacarose foi
0 acucar livre mais abundante, foram identificados seis acidos organicos na parte aérea
da planta e quatro &cidos organicos nas raizes, com a predominancia do &cido oxalico
para ambas as partes anatdmicas. A parte aérea edivel apresentou uma predominéncia de
acidos gordos PUFA, em particular o acido 6mega-3 a-linolénico. Em ambas as partes

boténicas estudadas foi detetada a presenca dos dois vitdmeros de tocoferol, a ¢ vy.

No que respeita o perfil em compostos fendlicos, foram identificados um total de 7
compostos para a as folhas, sendo o maioritario o &cido 5-O-cafeoilquinico no extrato
hidroalcodlico e na decoccdo o 3-O-cafeoilquinico. Ja para as raizes, foram

tentativamente identificados 8 compostos fendlicos, sendo o maioritario o acido vanilico.

Neste estudo foram identificados 85 compostos diferentes presentes no éleo essencial
das duas partes botanicas estudadas da planta, tendo como principais grupos de
compostos 0s monoterpenos e as ftalidas, sendo os primeiros maioritariamente presentes
nas folhas e os segundos na raiz. No entanto, a (Z)-ligustilida, uma ftalida associada a
diferentes propriedades bioativas, foi detetada em quantidade superior nas folhas (22,2%)
do que na raiz (5,8%).

No que respeita ao potencial bioativo da planta estudada, ambas as partes anatémicas

apresentaram atividade antioxidante nos cinco métodos testados e atividade
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antimicrobiana face a diversas bactérias. De uma forma geral, todos os extratos se
mostraram mais eficientes contra as bactérias Gram-positivo, contudo, nas concentra¢des
testadas, nenhum dos extratos apresentou atividade bactericida face aos microrganismos
utilizados. Para a atividade citotoxica, verificou-se que o extrato hidroalcoolico das folhas
de levistico apresentou atividade citotoxica contra celulas cancerigenas de figado, nédo
apresentando efeitos tdxicos contra células hepéticas de porco ndo cancerigenas (PLP2),
sugerindo tratar-se de um extrato potencialmente seguro para utilizagdo humana. Pelo
contrario, o extrato hidroalcoolico obtido a partir do residuo da raiz extraida com hexano,
apesar de demonstrar atividade citotoxica contra as linhas cancerigenas testadas,
apresentou efeitos inibitérios também para a linha celular PLP2. Futuramente, seria
interessante prosseguir o estudo da composicdo detalhada deste extrato, proceder ao
fracionamento e isolamento dos compostos presentes no extrato e avaliar a sua atividade

citotoxica face as linhas celulares utilizadas neste trabalho.

No geral, a realizacdo deste trabalho permitiu apresentar resultados inovadores em
relacdo a caracterizacdo nutricional, quimica e as propriedades bioativas de uma planta
pouco estudada, mas com interesse comercial e utilizada em alguns pratos da culinaria
Portuguesa, ainda que de forma discreta. Atendendo a sua composi¢cdo em compostos
bioativos, tais como acidos fendlicos, flavonoides, tocoferéis, acidos gordos ®-3 e
ligustilida, o uso das folhas e caules de Levisticum officinale na dieta humana é de todo
aconselhavel no &mbito de uma dieta diversificada, sendo fonte de nutrientes e
possibilitando efeitos positivos a satde do consumidor. Adicionalmente, é de acrescentar
que, dadas as suas caracteristicas organolépticas pode ser uma interessante op¢ao como

substituto de temperos comerciais, frequentemente usados na culinéria.
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