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Resumo

RESUMO

Petroselinum crispum Mill., Nym.é uma planta utilizada na culinaria como aromatica,
uma vez que déa cor, aroma e sabor a uma grande variedade de pratos.

No presente estudo o perfil nutricional (humidade, lipidos, proteinas, cinzas, glucidos
e valor energético), quimico (&cidos gordos, tocoferdis, acucares livres, acidos organicos e
compostos fenolicos) e bioativo (atividade antioxidante e antimicrobiana) de folhas de salsa
(folhas lisa, encaracoladas e nabo enraizado) de 25 cultivares, foi avaliado.

Os teores de humidade foram elevados na cultivar de folhas lisas Rialto Bejo, 192+11
g/vaso, no que se refere aos parametros nutricionais foram observadas diferencas
significativas nas cultivares, exceto para o teor de glucidos. O &cido organico mais abundante
foi 0 acido malico (5,22-6,88 g/100 g ms), enquanto que o teor de agucares livres totais ndo
diferiu significativamente entre os tipos de cultivares testados. O a-tocoferol foi o principal
tocoferol detetado, em quantidades que variaram entre 14,76-30,32 mg/100 g ms. Os acidos
gordos maioritarios foram os &cidos a-linolénico e linoléico, seguidos do acido palmitico,
enquanto que o conteudo do &cido linoléico diferiu significativamente entre os tipos de
cultivares.

Sete compostos fenolicos foram identificados em todas as cultivares, incluindo
derivados de apigenina e kaempferol. A apigenina-O-pentosido-O-hexdsido foi o composto
maioritario no tipo de folhas lisas, encaracoladas e nabo enraizado (20, 22 e 13 mg/g de
extrato, respetivamente) e responsavel pela sua excelente atividade antioxidante, também
investigada neste estudo.

A atividade antimicrobiana também foi explorada e, os resultados revelaram boa
bioatividade contra as estirpes especificas de bactérias e fungos testadas.

Em concluséo, os resultados alcangados refletem a diversidade de cultivares de salsa
que existem no germoplasma Grego e assim, é imperativo a sua valoriza¢do, com o intuito
de fomentar a agrobiodiversidade na regido mediterranea, através da introducéo de cultivares
de folhas encaracoladas e nabo enraizado, juntamente com os genétipos de folhas lisas ja
estabelecidos. As folhas dos trés tipos de P. crispum sdo uma boa fonte de compostos
bioativos naturais que promovem e trazem beneficios para a satde e por isso devem fazer

parte de uma dieta equilibrada.

Palavras-chave: Petroselinum crispum; valor nutricional; compostos fendlicos; atividade

antioxidante; atividade antimicrobiana
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Abstract

ABSTRACT

Petroselinum crispum Mill., Fuss., is a culinary vegetable used as an aromatic herb,

gives colour, aroma and flavours a great variety of dishes.

In the present study nutritional value (moisture, fat, protein, ash, carbohydrates, and
energetic value), chemical composition (fatty acids, tocopherols, free sugars, organic acids
and phenolic compounds) and bioactive (antioxidant and antimicrobial activity) of parsley

leaves (plain- and curly-leafed and turnip-rooted) from twenty-five cultivars were evaluated.

Moisture was higher for the plain-leafed cv. Rialto Bejo: 192+11 g/pot, while
significant differences were observed between the three types in the nutritional parameters,
except for the carbohydrates content. The most abundant organic acid was malic acid (5.22-
6.88 9/100 g dw), while the total free sugars content did not differ significantly among the
tested cultivar types. a-Tocopherol was the major tocopherol detected in amount that ranged
between 14.76-30.32 mg/100 g dw. The main fatty acids were a-linolenic and linoleic

followed by palmitic acid, while only linoleic acid content being different among the cultivar
types.

Seven phenolic compounds were identified in all the cultivars, including apigenin and
kaempherol derivates. Apigenin-O-pentoside-O-hexoside was the major compound in plain-
and curly-leafed and turnip-rooted (20, 22 and 13 mg/g of extract, respectively) and
responsible for its excellent antioxidant activity, also investigated in this study.

Antimicrobial activities were also explored, and the results revealed a good bioactivity

against specific tested pathogens, such as bacteria and fungi.

In conclusion, the present findings reflect the diversity of parsley cultivars that exist
in Greek germplasm, and thus could be valorized to increase the agrobiodiversity in the
broader Mediterranean region through the introduction of less cultivated curly-leafed and
turnip-rooted types along with already established plain leaf genotypes.

The leaves of all the types of P. crispum are a good font of natural bioactive
compounds that promotes health benefits and so it should be part of a balanced diet.
Keywords:Petroselinum crispum; nutritional value; phenolic compounds; antioxidant

activity; antimicrobial activity
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Revisdo bibliografica

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Plantas aromaticas

As plantas aromaticas e medicinais, tém atraido muita atencdo pelo papel que
desempenham h& séculos em todo o mundo. S&o matrizes utilizadas para fins nutracéuticos,
extracdo de 6leos essenciais, preparacao de extratos, especiarias, incorporagao em alimentos
e cosmeética (Zhang et al., 2012). Neste sentido, a industria de plantas aromaticas e
medicinais esta a tornar-se um setor promissor, em constante evolucao e com potencial de

crescimento econémico (Gunjan et al., 2015).

No que se refere as plantas arométicas, em Portugal h4 uma grande variedade de
espécies, aproximadamente 3,800, das quais 500 caracterizadas como aromaticas e/ou
medicinais. Estas espécies tem origem principalmente das familias Apiaceae, Asteraceae,
Cupressaceae, Hypericaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Leguminosae, Liliaceae, Malvaceae,
Myrtaceae, Oleaceae, Pinaceae, Rosaceae e Rutaceae (Barata et al., 2011).

A procura crescente por estas plantas deve-se a presenca de compostos naturais e
substancias biologicamente ativas; tradicionalmente, sdo utilizadas na culinaria para
melhorar as caracteristicas sensoriais e visuais, de forma fresca, seca, inteira, picada ou
moida e sdo preparadas a partir de uma vasta variedade e partes da planta (Suhaj, 2006).
Além das finalidades culinéarias, também sdo utilizadas na medicina em funcdo das suas
propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-mutagénicas, anti-

carcinogeénicas, entre outras (Tajkarimi et al., 2010).

De entre as substancias extraidas das plantas, destaca-se a extracdo de compostos
volateis (6leos essenciais) e compostos fendlicos. Estes, sdo metabolitos secundarios
sintetizados pela planta, nomeadamente pelos rebentos, flores, caules, sementes, raizes e
frutos; tém sido objeto de estudo devido as suas propriedades bioativas e a sua vasta
aplicagéo, sendo empregues como bactericidas, viricidas, fungicidas, inseticidas, bem como
na industria farmacéutica, sanitaria, agricola e em especial na alimentar (Bakkali et al., 2008;
Chauhan & Aishwarya, 2018).

Os 0leos essenciais sdo conhecidos principalmente pelas suas propriedades bioativas,

sendo a atividade antioxidante e antimicrobiana as que se destacam; os Oleos podem
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apresentar diferentes funcdes e aplicacdes na industria alimentar e farmacéutica, devido a
diversidade na sua composic¢ao quimica (Olmedo et al., 2014; Linde et al., 2016). As familias
que fornecem a maior parte dos 6leos essenciais sdo Asteraceae, Laminaceae, Lauraceae,

Myrtaceae, Rutaceae e Apiaceae (Flordo, 2006).

Na familia Apiaceae, encontra-se a salsa (Petroselinum crispum (Mill.) Nym),
popularmente conhecida também como, “salsinha” ou “cheiro verde”. A salsa possui
diversas propriedades de interesse para a salde, nomeadamente, anti-inflamatorios,
hipoglicémicos, diuréticos, antimicrobianos, anticoagulantes, hepatoprotectores,
imunomoduladores, entre outros. Por isso cada vez mais a area cientifica tem despertado o

interesse em aprofundar os seus beneficios (Yousofi et al., 2011).

1.2 Familia Apiaceae

A familia Apiaceae ¢ uma das familias de plantas mais antigas, utilizada desde a
antiguidade para fins medicinais e aromaticos (Sayed-Ahmad et al., 2017). Encontra-se
distribuida por todo o mundo, predomina nas zonas temperadas, sendo composta por 3780
espécies agrupadas em 434 géneros e esta divida em quatro subfamilias: Apioideae,

Saniculoideae, Azorealloideae e Mackinlayoideae (Gebhardt et al., 2005).

As plantas desta familia tém algumas caracteristicas em comum, tais como, caules
ocos, folhas brilhantes, planas, divididas em foliolos recortados, flores pequenas, aromaticas,
inflorescéncias em umbelas simples ou compostas, frutos e sementes (Christensen & Brandt,
2006).

A investigagdo descrita na literatura tem demonstrado as alegagdes etno-medicinais
deste grande numero de plantas pertencentes a esta familia; sdo ricas em metabolitos
secundarios, tais como: terpenodides, saponinas, flavonoides, cumarinas, poliacetilenos e
esterdides (Sayed-Ahmad et al., 2017). Além destes fitoquimicos, essas plantas também sédo
usadas para diferentes tratamentos tais como: doengas relacionadas com o sistema digestivo,
enddcrino, reprodutivo e respiratério, bem como atividade hipoglicémica, hipolipidémica e

antitumoral (A¢imovi¢ &Kostadinovi¢, 2015).
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De entre as varias aplicagGes na industria alimentar, cosmética e farmacéutica, também
sdo considerados agentes biocidas bioldgicos e ecoldgicos para o controlo de parasitas e

outros vetores (Benelli et al., 2017; Pavela et al., 2017).

As plantas mais cultivadas tradicionalmente e utilizadas na inddstria e na gastronomia
como temperos, infusdes, especiarias, e condimentos sdo, por exemplo, o cominho
(Cuminum cyminum L.),a alcaravia (Carum carvi L.), a erva-doce (Foeniculum vulgare
Mill.), os coentros (Coriandrum sativum L.), o anis (Pimpinella anisum L.), o endro

(Anethum graveolens L.) e a salsa (Petroselinum crispum L.) (Sayed-Ahmad et al., 2017).

1.2.1 Petroselinum crispum (Mill.) Nym

A salsa (P. crispum) é uma planta aromatica bienal, pertence a familia Apiaceae, e é
originaria da Sardenha. Comumente é cutivada com maior expressividade nas regides
Mediterraneas da Europa, América e no norte da Africa (Dadan et al., 2012). As cultivares
de salsa variam de acordo com as caracteristicas morfoldgicas da planta, existem cultivares
de folhas lisas (ssp. neapolitanum, Danert), folhas encaracoladas (ssp. crispum), e o tipo

nabo enraizado ou “Hamburgo” (ssp. Tubersosum) (Najla et al., 2012).

P. crispum é também considerada uma planta medicinal, e em conjunto com as suas
propriedades aromaticas, é rica em metabolitos secundarios e compostos biologicamente
ativos que trazem efeitos benéficos para a satide. E considerada uma fonte de 6leos essenciais

e aromatiza uma série de pratos gastronémicos (Shai et al., 2016).

As caracteristicas morfoldgicas da salsa estdo representadas na Figura 1. Cresce 60 a
100 cm de altura e na raiz desenvolvem-se numerosos caules. As raizes podem ser finas ou
espessas, fusiformes a tuberosas e verticais, as folhas sdo trinadas e ovadas. Possui
inflorescéncias longas, pediculares, terminais, com umbelas amarelas. O involucro pode
possuir uma ou duas bracteas. As pétalas sdo espalhadas com uma ponta curvada, a fruta é

ovada orbicular e cinza-esverdeada, contendo 2,5 mm de comprimento (Farzaei et al., 2013).

Esta espécie adapta-se bem em solos arenoargilosos, com elevada matéria organica,
pH entre 5,8 e 6,8 e tem boa produtividade. A primeira colheita é realizada entre os 50 a 90

dias ap0s a sementeira, quando a altura da planta atinge aproximadamente 10 a 15 cm. O seu
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cultivo pode ser explorado entre dois a trés anos, especialmente quando € cultivada em

condigdes de clima ameno (Heredia et al., 2003).

Os tipos mais comuns de salsa, que se destinam ao cultivo das folhas, sdo P. crispum
ssp. napolitanum (de folhas lisas) e P. crispum ssp. crispum (de folhas encaracoladas),
existindo também as plantas que sdo cultivadas pelas suas raizes carnudas, nomeadamente
P. crispum ssp. tuberoso (folhas maiores e rugosas, tipo nabo enraizado ou Hamburgo)
(Dobricevi¢ et al., 2019; Petropoulos, Akoumianakis, & Passam, 2004). No entanto, neste
ualtimo tipo, ndo apenas as raizes, mas tambem as folhas, podem ser exploradas, pois
possuem um aroma e sabor distintos, semelhante ao tipo de folhas lisas (Petropoulos et al.,
2004).

Figura 1- P. crispum: (A) folhas, (B) raizes e (C) semente.

A salsa, de folhas lisas e encaracoladas, € amplamente cultivada nas regides do
Mediterraneo, comumente sob irrigacdo, ja a salsa do tipo nabo enraizado, tem sido estudada
como uma alternativa, no &mbito da politica agricola de valorizacdo da agrobiodiversidade
estabelecida pela Europa. Na Grécia, por exemplo, as localidades onde mais se cultivam a
salsa, encontram-se perto de mercados urbanos, como Atenas, onde o clima € relativamente
quente e seco, e uma vez que as plantas séo suscetiveis ao stress hidrico, sdo colhidas e

levadas de imediato para o mercado (Petropoulos et al., 2008).

Como curiosidade nos tempos antigos, a salsa estava relacionada com diversas crencgas

supersticiosas pelos gregos e romanos antigos. Como por exemplo, na Grécia antiga, usavam
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a salsa para decorar as coroas de funerais e, as coroas de salsa eram também utilizadas para

homenagear os vencedores de jogos desportivos (Tucker & DeBaggio, 2009).

1.3 Composic¢do nutricional e quimica

As folhas de P. crispum tém sido utilizadas ndo s6 para dar sabor aos alimentos, mas
também como antitissicas e diuréticas e, também no tratamento de calculos renais,
hemorroides, distlrbios gastrointestinais, visdo turva e dermatites. Também sdo usadas para
o0 tratamento de amenorreia, dismenorreia, pedras nos rins, prostatite, diabetes, halitose,
anemia, hipertensdo, hiperuricemia, constipacdo, odontalgia, dor, calvicie, inducdo do

aborto, doencas do trato urinario e tratamento da retencdo de liquidos (Agyare et al., 2017).

Atendendo a todos os efeitos benéficos que sdo atribuidas a salsa, torna-se importante
aprofundar e conhecer ndo s6 a sua composi¢do em micro e macronutrientes, mas também a

composicao de compostos bioativos.

1.3.1 Macronutrientes

Os macronutrientes denominados de glucidos, proteinas e lipidos, sdo os principais
compostos que formam o alimento, sdo encontrados tanto em vegetais como em animais e

sdo relevantes na dieta para o fornecimento de energia (Aued-Pimentel, 2007).

Os glacidos sdo compostos organicos encontrados em abundancia na natureza. Podem
ser divididos em trés grupos de acordo com o grau de polimerizacdo, nomeadamente,
monossacaridos, oligossacaridos e polissacaridos. Sdo considerados a fonte principal de
energia, possuindo influéncia na textura e processos fisioldgicos (Zhao et al., 2018). Farzaei
et al. (2013) indicam a presenca de um glucido especifico na salsa, conhecido popularmente
como apiose, que se encontra presente nas sementes, hastes e folhas da planta, contribui

principalmente para estrutura dos glicosideos flavonoides.

As proteinas sdo componentes essenciais e tem muita importancia na dieta, podem ser
classificadas em simples, conjugadas e derivadas de acordo com a sua composicao, estrutura
ou funcdo. Apresentam funcbes essenciais para a manutencdo da massa muscular e
sinalizacéo celular (Henley et al., 2010). Tanto os alimentos de origem vegetal como os de

origem animal podem ser fontes interessantes deste macronutriente e, em geral, existem
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cerca de 1-3% e 35-80% de compostos nitrogenados, respetivamente. Porém, é importante
salientar que uma alimentacéo que inclui vegetais como fonte de proteinas pode ser pobre

em certos aminoacidos essenciais (DeMan, 1990).

Em conjunto com os glucidos e as proteinas, os lipidos sdo macronutrientes que
desempenham diversas fungdes no organismo, sendo uma das principais a reserva de
energia. Exercem também funcdes, estruturais, hormonais, auxiliam o transporte e absorcéo
das vitaminas lipossolaveis (A, D, E e K) no intestino, e adicionalmente conferem sabor,
consisténcia e estabilidade nos alimentos. Nos vegetais 0 seu conteido é geralmente baixo,

podendo corresponder a cerca de 0,1-0,9% (Aued-Pimentel, 2007).

Pereira et al. (2015) avaliaram a composi¢do nutricional da salsa, na qual
determinaram aproximadamente: 0,74 g/100g massa seca de gordura, 0,65 ¢/100g de
proteinas, 10,69 g/100g de cinzas e 87,91 g/100g de glucidos, detetando também acUcares
como, frutose, glucose e sacarose de 2,30; 6,20; 2,07 g/100g, respetivamente.

1.3.2 Micronutrientes

Os micronutrientes (vitaminas e minerais), sdo assim denominados, porque a
quantidade necessaria na dieta é baixa, contudo a sua ingestdo é essencial uma vez que ndo
podem ser produzidos endogenamente em quantidades suficientes. Sdo fundamentais para o
metabolismo energético, crescimento e diferenciacdo celular, além de auxiliar nas funcbes

dos 6rgéos e sistema imunolégico (Artioli et al., 2013).

As vitaminas sdo substancias que fazem parte do grupo de micronutrientes, sao
fundamentais por serem compostos organicos, ndo sdo sintetizados pelo organismo, mas séo
importantes para 0 metabolismo. As vitaminas podem ser divididas em duas classes:
vitaminas lipossollveis, que incluem o retinol (A), calciferol (D), tocoferol (E) e
fitomenadiona (K1), e vitaminas hidrossoltveis, onde se incluem as vitaminas do complexo

B e o 4cido ascorbico (vitamina C) (Shergill-Bonner, 2013).

Os minerais, ao contrario das vitaminas, sdo compostos inorganicos, exercem fungdes
essenciais em varias vias metabolicas, sinalizacdo celular, sintese e manutencédo de tecidos
(Artioli et al., 2013).

H& uma grande quantidade de micronutrientes que apresentam propriedades

antioxidantes e atuam como coenzimas em muitas reagdes metabdlicas. Os tocoferdis
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(vitamina E) ou carotenoides (pré-vitamina A) podem atuar eliminando os radicais livres
que se formam e se ndo forem eliminados, sdo prejudiciais para as células (Shergill-Bonner,
2013). Ja os oligoelementos, a vitamina C e a vitamina E, séo relevantes do ponto de vista
nutricional, pois apresentam propriedades funcionais, além de atuarem também como

antioxidantes (Roberfroid, Coxam & Delzenne, 2008).

Em particular, a vitamina E, descreve uma familia de oito compostos provenientes do
tocol, nomeadamente alfa, beta, gama e delta -tocoferdis e -tocotriendis e, sdo conhecidos
por terem uma elevada capacidade antioxidante. Sendo uma vitamina lipossollvel, a
vitamina E, € um dos principais agentes antioxidantes da célula, e uma das principais fungoes
¢ a protecdo contra a peroxidacio lipidica através da eliminacdo de radicais livres. E
encontrada em grande quantidade em Gleos vegetais, sementes, grdos e cereais (Combs et
al., 2016). No ser humano, a auséncia da vitamina E na dieta pode proporcionar a diminuigédo
das defesas do sistema imunitério, sendo importante a inclusdo na dieta de alimentos ricos

em vitamina E (Roberfroid, Coxam & Delzenne, 2008).

Monsen (2000), apresenta um estudo em que evidencia a necessidade do consumo de
aproximadamente 15 mg de a-tocoferol por dia (valor definido para pessoas saudaveis e com
idade entre 14 e 70 anos). A ingestdo de a-tocoferol é recomendada, uma vez que do ponto
de vista nutricional, a sua atividade é mais elevada comparativamente com a dos restantes

isdbmeros.

1.3.3 Composi¢ao em acidos gordos

Os é&cidos gordos sdao compostos que tém influéncia direta na satde do consumidor,
sdo classificados em saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA)
(Roberfroid, Coxam & Delzenne, 2008). Enquanto que a carne pode apresentar teores
elevados de SFA, os vegetais pelo contrario, sdo ricos em acidos gordos insaturados, com
efeitos benéficos para a satde (Azevedo, 2014). Os MUFA podem atuar reduzindo a pressao
arterial, melhoram a resisténcia a insulina e atuando favoravelmente nos niveis do colesterol-
HDL. Os PUFA podem ser divididos em duas familias, os acidos 6mega-3 e 6mega-6, que
atuam de forma benéfica na prevencdo das doengas cardiovasculares (DCV). Para além de
estarem associados a reducdo das DCV, varias propriedades benéficas foram atribuidas aos
PUFA, nomeadamente, propriedades anti-hipertensivas, anti-inflamatorias, antitromboticas

e antiarritmicas.
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O dleo essencial da salsa pode ser extraido de qualquer parte da planta, e a sua
composi¢cdo pode variar entre as espécies ou condi¢des climaticas em que a planta se
encontra (Petropoulos et al., 2004). Farzaei et al. (2013), determinou que 0s principais
componentes do Oleo essencial da salsa sdo a miristicina e o apiol, sendo esses 0s
responsaveis pela atividade antioxidante. A miristicina, sendo o composto mais abundante

pode ser um agente quimio-preventivo efetivo para o cancro (Farzaei et al., 2013).

A composicdo do 6leo extraido da semente da salsa contém acidos gordos que sao
constituidos por niveis elevados de &cidos oleico e petroselinico (82%), pequenas
quantidades de &cido linoleico (13%) e palmitico (5%), e vestigios de acido palmitoleico. O
acido petroselinico foi identificado no 6leo da semente por VVongerichten et al. (1909). Ngo
Duy et al., (2009) demonstraram que 84% dos triglicerois totais da semente da salsa séo

acilglicerdis tri-insaturados, enquanto 55,3% séo tripetroselinato de gliceril.

A parte dos 6leos, sd0 escassos ou inexistentes os estudos sobre a composicdo de
acidos gordos nas folhas de salsa.

1.3.4 Acidos organicos

Os &cidos organicos sdo compostos que estdo presentes no solo agricola e apresentam
um papel importante na disponibilidade de nutrientes (Adeleke et al., 2017).

Os &cidos organicos, tais como, oxalico, citrico, tartarico, malonico entre outros, sdo
amplamente encontrados em exsudatos radiculares de plantas. Estes &cidos exercem
atividade no metabolismo das plantas, ajustando-o, e influenciam no potencial de ativacéao e
fixacdo dos nutrientes ao redor das raizes das plantas (Ping et al., 2006).

Os exsudatos radiculares fazem parte de uma ampla gama que tém na sua composi¢do
compostos complexos, como enzimas, agucares simples e complexos, aminoacidos,
compostos fenolicos, vitaminas, purinas, proteinas, flavonoides e acidos organicos (sendo

estes ultimos, os que se encontram em maior quantidade) (Adeleke et al., 2017).

A producdo de acidos organicos na rizosfera pelas plantas pode variar, dependendo
por exemplo, de fatores ambientais, acidez, presenca de formas insolUveis de minerais como
fosfato ou até mesmo do estagio de desenvolvimento da planta (Adeleke et al., 2017). Os
estudos sobre a identificacdo e quantificacdo de &cidos orgéanicos na salsa sdo escassos a

inexistentes.
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1.3.5 Compostos fendlicos

As plantas aromaticas e medicinais em geral, sdo ricas nutricionalmente e uma fonte
de compostos bioativos, tais como compostos fendlicos, carotenoides e vitaminas. Na salsa,
predominam em maior quantidade os compostos fendlicos, sendo que os flavonoides sdo o
grupo mais representativo, como por exemplo a apigenina, luteolina, crereriol, quercetina e

isoranmetina (Charles, 2012).

Os compostos fendlicos representam um grupo de substancias quimicas com estrutura
extremamente variada. Sdo classificados com base na cadeia principal de carbono que
constitui o composto fendlico; a Tabela 1 apresenta a classificacdo dos compostos fendlicos
de acordo com a cadeia carbonica. No caso dos flavonoides, algumas das suas classes séo
divididas em subclasses: flavononas, flavonois, flavonas, antocianidinas, chalconas,

flavandis e isoflavonas (Dias et al., 2019).

Tabela 1. Classificagdo dos compostos fenolicos de acordo com a cadeia carbonica principal.

Estrutura Classe polifenodlica

Ce Fenois

Ce-C1 Acidos hidroxibenzoicos

Ce-C2 Acetofenonas e Acidos fenilacéticos

Ce-Cs Acidos hidroxicindmicos, cumarinas e cromonas
Ce-Ca Naftoquinonas

C6-C1-Cs Benzonfenonas e Xantonas

Ce-C2-Cs Estilbenos e Antranquinonas

Ce-C3-Cs Flavonoides

(Ce-C3-Co)2 Biflavonoides

(Ce-Co)n Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-Cé)n Taninos condensados ou Proantocianidinas

Os compostos fendlicos sdo substancias importantes para o ciclo de vida das plantas,

sdo responsaveis pelo crescimento e germinacdo, da mesma forma que as protegem de

infecOes e ataque de microrganismos. Além de terem atividade antioxidante, como
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blogueadores de radicais livres, quelantes de metais e inibidores da peroxidacéo lipidica,
apresentam propriedades tais como, prevencdo da oxidacdo, inflamacdes, alergias e cancro
(Tsimogiannis & Oreopoulou, 2019). A predominancia de alguns destes compostos,
representados na Figura 2, deve-se ao facto de serem metabolitos secundarios que
compreendem uma grande quantidade de moléculas com estrutura de polifenol (Farzaei et
al., 2013).

Acidos
hidroxibenzéicos

——»| Taninos

Acidos
hidroxicinamicos

Y

Compostos Acidos
fenélicos fendlicos

Flavondis
— | Estilbenos
Flavonas
Flavandis
——————| Cumarinas
Flavanonas

Antocianidinas

L m|Flavonoides
Isoflavonas

Figura 2 - Representacéo grafica das principais classes de compostos fenolicos

Sendo assim, as plantas aromaticas e medicinais quando consumidas regularmente na
dieta e com base na pandplia de compostos descritos, sao uma fonte de compostos benéficos
para a saude (Eddouks et al., 2017). Muitos estudos comprovam que o0s beneficios estdo
relacionados com os fitoquimicos nutritivos ou ndo nutritivos e ao seu elevado conteudo de
micronutrientes (Chauhan & Aishwarya, 2018). A inclusdo de folhas de P. Crispum na dieta
de 14 pessoas durante uma semana provocou um aumento significativo das enzimas
antioxidantes em compara¢do com 0 grupo que ndo recebeu essa dieta, e demonstraram que

a apigenina foi o composto responsavel por esta atividade (Chauhan & Aishwarya, 2018).
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Chaves et al. (2011) a partir do extrato aquoso de folhas de P. crispum, identificou os
flavonoides apigenina, apigenina-7-O-glucose, apigenina-7-O-apiosil-(1—2)-O-glucose e a

cumarina 2",3"-di-hidroxi-furanocumarina.

1.4 Propriedades bioativas, importancia para a saude e industria alimentar

Atualmente o uso de plantas e especiarias aromaticas esta a crescer significativamente
em todo o mundo, em virtude da divulgacéo das suas propriedades medicinais e terapéuticas.
No entanto, a maioria dos seus compostos quimicos, bem como o contetdo que pode ser
extraido ndo esta completamente descrito (Altemimi et al., 2017). Um grande nimero de
estudos epidemioldgicos demostrou de forma consistente que o consumo diario de plantas
aromaticas esta associado a reducdo de fatores de risco de doencas cronicas, como por
exemplo doencas cardiovasculares, diabetes e obesidade, entre outras, como mencionado

anteriormente (Farzaei et al., 2013).

Os compostos bioativos presentes nas plantas sao produzidos de forma espontanea na
natureza agregando assim a cadeia alimentar, e podem ser denominados de nutracéuticos e
também de alimentos funcionais, termos que representam na dieta a sua atividade bioldgica.
Além do valor nutricional do alimento, estas substancias estdo presentes como constituintes

naturais e podem fornecer efeitos adicionais benéficos para a saude (Caleja et al., 2017).

O termo nutracéutico tem sido designado aos produtos que contém um ou mais
ingredientes biologicamente ativos (como por exemplo, vitaminas, minerais, proteinas,
Omegas, entre outros) que foram isolados a partir de um alimento com o intuito de
complementar a dieta. Enquanto o alimento funcional, por sua vez, além dos efeitos
nutricionais inerentes, tem beneficios numa ou mais func¢ées-alvo no corpo humano, funcées
essas que sao relevantes para melhorar a satde e o bem-estar e/ou reduzir o risco de doenca
(Calejaet al., 2017).

Um estudo efetuado em Marrocos, demonstrou que 0 uso de salsa pode controlar uma
série de doencas, como disturbios gastrointestinais, diabetes mellitus, doencas de pele, febre,
Ulcera, reumatismo e hipertensdo (Eddouks et al., 2017). Ajebli et al. (2019) demonstraram

a atividade anti-hipertensiva através da avaliagdo do extrato aquoso em ratos.

Graf et al. (2005) identificaram fS-caroteno na salsa, o qual é um componente vegetal

soltvel em gordura e quando € necessario, 0 n0sso organismo transforma-o em vitamina A.
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Além disso, Daly et al. (2010) demonstraram a reducao na progressao e desenvolvimento de
doencas como aterosclerose, diabetes e cancro do colon. O p-caroteno também esta
relacionado com a diminuicéo dos sintomas de asma, osteoartrite e artrite reumatoide. Os
flavonoides da salsa também funcionam como antioxidantes e combinam-se com as espécies

reativas de oxigénio e auxiliam na prevencao de danos celulares (Graf et al., 2005).

No que se refere a importancia para inddstria alimentar, as plantas com estas
caracteristicas, sdo utilizadas para favorecer as propriedades sensoriais como também
conservar os alimentos. S80 comumente utilizadas as infusdes para dar aroma e sabor
(Horzicet al., 2009) e podem ser também adicionadas aos alimentos para substituir o sal e
condimentos gordurosos (Salgueiro et al., 2010).

Garcia-Chavarria et al. (2013), descreveram que 0s carotenoides representam um
grupo de compostos responsaveis pela cor natural de diferentes produtos, ndo s6 nas plantas,
mas também em animais aquaticos. A cor € um critério importante para os consumidores,
uma vez que esta relacionada com o valor nutritivo, salubridade, frescura e sabor (Garcia-
Chavarria et al., 2013). Outro estudo realizado por Sayed-Ahmed et al. (2017), afirmaram
que os compostos fendlicos apresentam uma elevada bioatividade, além de preservar o sabor
e cor, impossibilitando a destruicdo das vitaminas nos alimentos quando adicionados a eles
(Ammar et al., 2015).

De acordo com varios estudos, existem muitos fatores que afetam a composicao e as
propriedades bioativas da salsa. Os processos biossintéticos podem ser influenciados por
varios fatores, como as condi¢des meteoroldgicas, a época de colheita, o gendtipo, o regime
de irrigacéo,a época da sementeira, entre outros. Algumas disparidades sdo observadas entre
cultivares e, a diversidade genotipica manifesta-se nas caracteristicas como a morfologia,
crescimento, cor da flor, caule, folhas e composicdo quimica. Por exemplo, a salsa colhida
do outono acumula mais teores de polifendis e pigmentos (f#-caroteno), do que as plantas
cultivadas na primavera, 0 que pode estar assim, associado a variacao do efeito ambiental
(Sarwar, Ayyub, Rezgui, Nisar, & Jilani, 2019).
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2 OBJETIVOS

P. crispum é considerada uma das ervas aromaticas mais populares da gastronomia
mundial. Como descrito anteriormente, além de ter um uso decorativo, a salsa apresenta
varios beneficios para a saude sendo rica em varios compostos bioativos, como vitaminas,

tocoferdis, e compostos fendlicos.

O conhecimento intrinseco das diferentes cultivares de salsa é uma mais-valia para a

producdo das mesmas e inclusive evidenciar e/ou fomentar a sua importancia econémica.

O presente trabalho tem como OBJETIVO GERAL disseminar e explorar a
diversificacdo do cultivo da salsa. Para tal, foi efetuada a analise do valor nutricional,
composi¢do quimica e bioatividade de trés tipos de folhas de salsa de 25 cultivares, a saber,

folha lisa, encaracola e nabo enraizado.

Para alcancar o objetivo geral do trabalho, foram delineados o0s seguintes
OBJECTIVOS ESPECIFICOS:

e Caracterizar o valor nutricional (lipidos, proteinas, cinzas, hidratos de carbono e
energia) e composicdo quimica (compostos fendlicos, acucares livres, acidos
gordos, tocoferdis e &cidos organicos) das 25 cultivares de P. crispum.

e Avaliar as propriedades bioativas (atividade antioxidante e antimicrobiana).

e Disseminar e fomentar a diversificacdo de cultivo bem como as suas aplicacoes.
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3 METODOLOGIA

3.1 Padrdes e reagentes

O acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99.8% de grau HPLC foram
adquiridos da Lab-Scan (Lisboa, Portugal). O etanol 99,8%, metanol 99,9%, hexano, éter de
petrdleo, acido sulfurico e acido cloridrico de grau analitico foram adquiridos da Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA). O cloroférmio, 2,2'-azobis (2-amidinopropano)
dicloridrato (AAPH), acido tricloroacético (TCA), tris e os padrdes de &cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), aglcares (>98% pureza HPLC), éacidos
organicos (=99% pureza HPLC), e a mistura de acidos gordos de ésteres metilicos (FAME)
(padrédo 47885-U) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, EUA). Os padrbes
de tocoferdis (>98% pureza HPLC), tocol 50 mg/mL (98% pureza HPLC), foram adquiridos
na Matreya (Pleasant Gap, PA, EUA), os padrbes de compostos fendlicos foram adquiridos
da Extrasynthése (S.A., Genay, Franca).

Agar Mueller-Hinton e agar malte foram obtidos do Instituto de Imunologia e
Virology, Torlak (Belgrado, Sérvia). Dimetilsulfoxido (DMSO) foi adquirido na Merck
(KGaA, Alemanha). Os controlos positivos (benzoato de sédio) e E224 (metabissulfito de
potassio) foram adquiridos na Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). QOutros reagentes e

solventes de grau analitico foram adquiridos de fontes comuns.

A 4gua foi tratada utilizando um sistema de purificacdo de agua Milli-Q (TGI Pure
Water Systems, Greenville, SC, EUA).

3.1 Preparacao das amostras e dos extratos hidroalcoolicos
3.1.1 Amostras

Sementes de cultivares de P. crispum ssp. Neapolitanum (folha lisa: Festival 68, Astra,
Gigante Di Italia, Rialto Bejo e Fest), P. crispum ssp. Crispum (folha encaracolada: Depuis
1743, Mooskrause e Moss Curled 2) e P. crispum ssp. tuberosum (folha nabo enraizado ou
Hamburgo: Olomuncka, P6lna, Linga, Halblange Berlinska, Osborne, Lenka, Sonata, Kaska,
Vistula, Konika, Hanacka, Halblange Eagle, Cukrowa, Alba, Root parsley, Berlinski
Halblange Springer e Arat) foram adquiridas em diferentes empresas de sementes (Tabela
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2), semeadas em vasos de 6 L contendo turfa e perlite (1:1; v/v) em novembro de 2018 na
estufa experimental da Universidade Tessalia, na Grécia.

Durante o cultivo, as plantas foram irrigadas uma ou duas vezes por semana, através
de um sistema de irrigacao por aspersao, e duas vezes por més foram fertilizadas com uma
solucdo nutritiva contendo 200 mg/L de sddio-fosforo-potassio, dependendo da fase de

crescimento.

As partes aéreas das diferentes cultivares foram selecionadas de forma aleatéria e
colhidas em junho de 2019. Posteriormente foram liofilizadas (Liofilizador Labconco),

trituradas, e armazenadas num exsicador, protegidas da luz, até a sua analise.

3.1.2 Preparacdo dos extratos hidroalcoolicos

Para a preparacdo dos extratos hidroalcoolicos, 2,5g de cada amostra liofilizada foi
extraida com 30 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 pela repeticdo do procedimento. Posteriormente,
o etanol foi evaporado a 40 °C (Buchi R-2010), e procedeu-se a congelacéo e liofilizacdo

(FreeZone 4.5, Labconco, MO, USA) para a obtencéo dos extratos.

3.2 Valor nutricional

Foi avaliada a composi¢do em macronutrientes (humidade, gltcidos, cinzas, proteinas
e lipidos), a humidade e o valor energético conforme os métodos oficiais da anélise de
alimentos (Latimer, 2016). O teor de humidade foi avaliado com base na diferenca 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 atraves da extracdo de uma massa conhecida da amostra com
éter de petroleo, utilizando o aparelho de Soxhlet. O teor de cinzas foi determinado por
incineracdo numa mufla a 550+10 °C. Os glucidos foram calculados por diferenca, segundo
equacdo: Glucidos (g/100 g de massa seca (ms)) =100—(g cinzas + g proteinas + g lipidos).
A energia foi calculada com base no sistema de Atwater de acordo com a equacdo: Energia
(Kcal/100 g ms)= 4 x (g proteinas + g glucidos) + 9 x (g lipidos).
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3.3 Composic¢do quimica

3.3.1 Acucares livres

A determinacg&o dos acucares livres foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Obodai et al. (2017), utilizando um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) acoplado a um detetor de indice de refragdo (RI). A amostra liofilizada (1,5 g) foi
adicionado 1 mL de padréo interno (PI, melezitose, 25 mg/mL) e posteriormente procedeu-
se a extracdo com 40 mL de etanol 80% a 50 °C durante 1h 30 min. Em seguida, procedeu-
se a filtracdo e evaporacao do etanol e o sobrenadante obtido foi lavado trés vezes sucessivas
com 10 mL de éter etilico. Apds concentracdo a 40 °C, o residuo sélido foi redissolvido em
agua destilada para um volume final de 5 mL. Apds filtragdo em filtros de nylon de 0,2 um
para vials, procedeu-se a analise por HPLC-RI a 35 °C utilizando um sistema de HPLC
(Knauer, sistema Smartline) equipado com um detetor de Rl (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 acUcares foi realizada usando o método do padrdo interno e por comparagdo
cromatografica com padrbes comerciais. Os resultados foram expressos em g por 100 g de

ms.

3.3.2 Acidos organicos

Os acidos organicos foram determinados por cromatografia liquida ultra rapida com
detetor de diodos (UPLC-DAD), conforme a metodologia descrita e otimizada por Pereira et al.
(2013). Procedeu-se a extracao de 1,5 g da amostra liofilizada com 25 mL de &cido metafosforico
(25 °C a 150 rpm) em agitacdo durante 25 min. As solugdes obtidas foram filtradas através de
papel Whatman N° 4 e seguidamente através de filtros de nylon de 0,2 um (Millipore) para vials.

Os acidos 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 um, 250 x 4,6 mm), termostatizada a 35 °C. A eluicao foi realizada
com &cido sulfurico 3,6 mM usando um caudal de 0,8 mL/min. A detecéo foi realizada no DAD,
utilizando o comprimento de onda 215 nm e 245 nm (para o &cido ascorbico).

Os &cidos organicos identificados foram quantificados por comparagéo da area dos picos
registados a 215 e 245 nm com as curvas de calibracdo obtidas a partir de padrdes comerciais de

cada composto. Os resultados foram expressos em g por 100 g de ms.
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3.3.3 Acidos gordos

O perfil de &cidos gordos foi determinado conforme a metodologia descrita por (Obodai
et al., 2017) utilizando a cromatografia gasosa com detecdo por ionizagdo de chama (GC-FID).
A massa resultante da extragdo por Soxhlet foi misturada a 5 mL de metanol/acido
sulfdrico/tolueno na proporgéo 2:1:1 (v/v/v), durante 12 horas num banho a 50 °C a 160 rota¢des
por min (rpm), de seguida foram adicionados 3 mL de &gua destilada para a obtencdo das
diferentes fases. Os FAMEs (ésteres metilicos de acidos gordos) foram recuperados com 3 mL
de éter etilico com agitacdo em vortex. Para eliminar qualquer residuo de agua, o sobrenadante
foi submetido a uma microcoluna de sulfato de sodio 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 YOUNG IN Crhomass 6500 GC
equipado com um injetor split/splitless a 250°C e injecdo split a 1:80, detetor de ionizacao de
chama (FID) a 260 °C e uma coluna Zebron-Fame (20 m x 0,18 mm x 0,15 um df).

O programa de temperatura do forno obedeceu a seguinte configuragdo: a temperatura
inicial da coluna foi 80 °C, durante 1,5 min; em seguida, aumentou-se a temperatura a 40 °C/min
até 160 °C, 5 °C/min até 185 °C, 30 °C/min até 260 °C durante 4 min. O hidrogénio (gas de
transporte) tinha um caudal de 0,6 mL/min (0,61 bar), medido a 250 °C. Para cada analise
injetou-se 1 uL da amostra. A identificacdo de &cidos gordos foi feita com base nos tempos de
retencéo relativos dos picos da mistura padréo 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.

3.3.4 Tocoferois

Os tocoferdis foram determinados de acordo com o procedimento descrito pelos
autores (Obodai et al., 2017). Antes de se proceder a extracdo, adicionou-se a amostra
liofilizada (~500 mg) uma solucdo de BHT em hexano (10 mg/mL, 100xL) e o PI (tocol em
hexano 50 ug/mL; 400 uL). Adicionaram-se 4 mL de metanol e posterior homogeneizagao
no vortex durante 1 min. De seguida, adicionaram-se 4 mL de hexano procedendo-se,
posteriormente, a nova homogeneizagdo no vortex (1 min). Posteriormente adicionou-se
ainda 2 mL de uma solugédo aquosa saturada de cloreto de s6dio, homogeneizou-se no vortex
(12 min), centrifugou-se (centrifuga refrigerada Centurion K240R-2003, 5 min, 4000g) e

transferiu-se, cuidadosamente, o sobrenadante para um frasco. A amostra foi re-extraida
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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 0,22 um) para vials ambar e analisado 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 excitagdo a 290 nm e emisséo 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 Il (5 um, 250 x 4,6 mm, WMC Waters, Japéo), operando a 30 °C (forno
7971 R Grace). A fase movel utilizada foi uma mistura de hexano/acetato de etilo (70:30,
v/v) com um caudal de 1 mL/min.

A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o método do
Pl e por comparacdo cromatografica com padrées. Os resultados foram expressos em mg por
100 g de ms.

3.3.5 Compostos fenolicos

Os extratos hidroalcoolicos preparados anteriormente foram submetidos a anélise
cromatografica de acordo com o procedimento descrito pelos autores Bessada et al. (2016),
em HPLC Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) utilizando
um sistema composto por bomba quaternaria e dupla detecdo on-line: detetor de diodos
(DAD), usando o 4 de 280 nm, 330 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 um, 150
x 4,6 mm, Watersm Milford, MA, USA), operando a 35 °C. A fase moével foi 0,1% de &cido
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 espectrometro de massa lon Trap Linear LTQ XL
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), com uma fonte de ionizagéo electrospray ESI. O
azoto foi utilizado como gas de arrasto a 50 psi. O sistema operou com uma voltagem de
spray a 5 kV a 325 °C com tenséo 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
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energia de colisdo utilizada foi de 35 (unidades arbitrarias), e os resultados foram recolhidos
e analisados por intermédio no programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).
Identificaram-se os compostos fendlicos através de comparacdes dos tempos de
retencdo, espectros de massa e de UV-Vis com os obtidos pelos padrdes quando disponiveis,
e/ou comparando com a informacéo disponivel na literatura.
Realizou-se a analise quantitativa de acordo com as retas de calibragdo usando como
base o sinal UV-Vis dos padrdes comerciais no seu A maximo e, quando ndo disponiveis, a
partir de outros compostos com o mesmo grupo fendlico. Os resultados foram expressos em

mg por g de extrato.

3.4 Bioatividades

3.5.1 Inibicdo da peroxidacao lipidica através de produtos reativos do acido
tiobarbitarico (TBARS)

Das solucdes extraidas e liofilizadas, pesou-se a massa de extrato para a preparacéo de
uma solucdo-mde, com concentracdo igual a 10 mg/mL e posteriormente diluida

sucessivamente.

Neste ensaio, os TBARS foram obtidos a partir de tecidos cerebrais de porco, de
animais oficialmente abatidos. O tecido cerebral foi homogeneizado em solucdo tampéao
Tris-HCI (20 mM e pH 7,4) para se obter uma por¢do de 1:2 (m/v) de homogeneizado
cerebral ap6s a centrifugacdo a 4000 g durante 10 min. Recolheu-se o sobrenadante, o qual
foi adicionando (100 pL) as solucdes das amostras (200 pL) na presenca de 100 pL de FeSO4
(10 mmol/L e 100 pL de &cido ascérbico (0.1 mmol/L) e posterior incubagédo a 37 °C durante
1 hora. Ap0s a incubacdo, sessou-se a reacdo através da adicdo de 500 uL de acido
tricloroacético (28%, m/v), seguido do acido tiobarbitirico (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
peroxidacdo lipidica (%) foi calculada segundo a equacdo: Inibicdo de peroxidaGéo
lipidica (%) = [(A — B) /A] x 100 (Sarmento et al., 2015).
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3.5.2 Ensaio da inibicdo da hemdlise oxidativa (OxXHLIA)

Para a realizacdo 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. Apds eliminacdo do sobrenadante, a amostra
centrifugada foi submetida a uma lavagem com NaCl (150 mM) seguida de trés lavagens com
tampdo fosfato-salino (PBS; pH 7,4), procedendo-se a centrifugacao e remocao do sobrenadante
a cada lavagem. Em seguida preparou-se uma solucao de eritrocitos a 2,8% (v/v) tendo como
diluente o PBS. Posteriormente 200 uL da solugdo de eritrocitos foram adicionados a 400 uL de
PBS, (servindo esta solugdo de controlo), bem como as diferentes concentracdes de extrato
dissolvidas em PBS (31.25-2000 mg/mL). Realizou-se ainda a adi¢do da solucao de eritrocitos
a agua (para promover a hemolise 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 agitacdo. Apds o periodo de incubacdo, foram adicionados 200 uL de dicloridrato
de 2,2'-azobis (2-amidinopropano) (AAPH; 160 mM) e a densidade 6tica foi medida a 690 nm.
As microplacas foram depois incubadas nas mesmas condi¢cdes até hemolise completa, com
medigdes a cada 10 min (Lockowandt et al., 2019).

A percentagem da populacdo de eritrécitos (PE) que permanece intacta foi calculada
conforme a equacdo: PE (%) = (St - CHO / SO - CHO) x 100, onde St e SO correspondem a
densidade dtica da amostra num instante de tempo t e 0 min, respetivamente, e CHO é a densidade
Gtica correspondente & hemdlise completa aos 0 min.

Os resultados foram expressos como tempo de atraso da hemolise (At), calculado da
seguinte equacdo: At (min) = Htsp (amostra) — Htso (controlo), onde Htso € o tempo
correspondente a 50% de hemolise (min) obtido graficamente a partir da curva de hemdlise para
cada concentracdo de amostra antioxidante. O trolox (7.81-250 pg/mL) foi utilizado como
controlo positivo.

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

3.5.3 Atividade Antimicrobiana

Quatro bactérias Gram (+) [Bacillus cereus (isolado clinico), Micrococcus flavus (ATCC
10240), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), e Listeria monocytogenes (NCTC 7973)] e

bactérias Gram (-) [Escherichia coli (ATCC 35210)], Enterobacter cloacae (isolado humano),
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Salmonella enteritidis (isolado clinico) e S. typhimurium (ATCC 13311)] foram utilizadas para
avaliar a atividade antibacteriana dos extratos hidroalcodlicos das folhas de salsa. Sete fungos
[Aspergillus fumigatus (ATCC 1022), A. versicolor (ATCC 11730), A. ochraceus (ATCC
12066), A. niger (ATCC 6275), Cladosporium cladosporioides (ATCC 11278), Penicillium
funiculosum (ATCC 36839), e P. verrucosum var. ciclopium foram utilizados para avaliar a
atividade antifungica.

Os microrganismos foram obtidos no laboratério de micologia, Departamento de
Fisiologia Vegetal, Instituto de investigagdo biologica "Sinisa Stankovi¢", Universidade de
Belgrado, Sérvia. O ensaio antimicrobiano foi realizado utilizando o método de microdilui¢do
seguindo a metodologia anteriormente descrita pelos autores (Petropoulos et al., 2017).

As concentragdes que inibiram completamente o crescimento foram definidas como as
concentragdes mais baixas que ndo permitiram crescimento visivel apds visualizacdo no
microscopio binocular, sendo determinadas pelo ensaio da viabilidade microbiana colorimétrica
baseado na reducdo do corante INT (violeta p-iodonitrotetrazolium) e pela reinoculacéo de 10
1L de meio com o in6culo. Apo6s 24 horas, observou-se o crescimento de microrganismos, e a
auséncia de crescimento foi considerada como a concentracdo minima inibitoria (CMI). A
concentragdo minima bactericida (CMB) e a concentragdo minima fungicida (CMF) foram
também calculadas, indicando 99,5% de inibicéo do in6culo original.

Os aditivos alimentares E211 (benzoato de sddio) e E224 (metabissulfito de potéssio)

foram utilizados como controlos positivos e 5% de DMSO foi utilizado como controlo negativo.

3.6 Analise estatistica

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

paradas de acordo com o teste Tukey’s HSD (p=0,05).

38



Resultados e discussao

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A humidade referente aos trés tipos de cultivares de salsa estudadas € apresentada na
Tabela 2. Diferencas significativas foram observadas entre os trés tipos de cultivares (folhas

lisas, encaracoladas e nabo enraizado), bem como entre as cultivares do mesmo tipo.

A humidade foi elevada no tipo de folhas lisas Rialto Bejo (192+11 g/vaso), seguido
do tipo nabo enraizado (variedade Comum e Arat, 156£10 g/vaso e 153+12 g/vaso,
respetivamente). No caso das cultivares de folhas encaracoladas, os teores mais elevados

foram verificados na cultivar Mooskrause (1079 g/vaso).

Estes resultados sdo semelhantes aos descritos pelos autores (Petropoulos et al.,
2006) que também verificaram diferencas significativas na humidade das folhas de trés
cultivares de salsa, de diferentes tipos. No entanto, no mesmo estudo, verificaram que a
época em que se semeia pode afetar a humidade das folhas, uma vez que os diferentes
gendtipos podem ter ciclos de crescimento diferentes, nomeadamente, do estagio de
maturacdo a colheita (Petropoulos et al., 2006). Os mesmos autores verificaram ainda que a
época de cultivo afeta o rendimento radicular da salsa nabo enraizado (Petropoulos et al.,
2005). Este facto, pode explicar parcialmente as diferencas observadas no nosso estudo, uma
vez que todas as cultivares foram semeadas e colhidas na mesma época, com o objetivo de

eliminar a variabilidade das condi¢cdes ambientais.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo, foram apresentados pelos autores
Golubkina et al. (2020) e, obtiveram diferencas significativas nos teores de humidade em
trés tipos diferentes de aipo (do tipo frondoso, caule e raiz), bem como entre as cultivares do

mesmo tipo, sugerindo assim a variabilidade entre gendtipos.
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Tabela 2. Lista das cultivares utilizadas no presente estudo (tipo e nome das cultivares), humidade

das folhas e empresas de sementes (média+DP).

Tipo de cultivar

Nome da cultivar

Humidade (g/vaso)

Empresas de sementes

Folhas lisas 97+8~"
Festival 68 81+8¢ W. Legutko
Astra 50+9° Polan
Gigante Di Italia 122+7P W. Legutko
Fest 87+8° Polan
Rialto Bejo 192+10? Bejo Zaden

Folhas encaracoladas 878"
Depuis 1743 91+7° Vilmorin Garden
Moss Curled 2 66+9° W. Legutko
Mooskrause 107+9? Semenarna Ljubljana

Folhas nabo enraizado 868"
Olomuncka 88+6¢ W. Legutko
Pélna 6318 Toraf
Linga 102+10° Polan
Halblange Berlinska 81+9" W. Legutko
Oshorne 92+9° PNOS
Lenka 688" W. Legutko
Sonata 95+4°¢ PNOS
Kaska 83+5° PNOS
Vistula 85+10° Polan
Konika 69+9%" Toraf
Hanacka 56+3% Vilmorin Garden
Halblange Eagle 5616k W. Legutko
Cukrowa 666" W. Legutko
Alba 7199 Vilmorin Garden
Arat 153+12¢ Bejo Zaden
Root parsley (comum) 156+10° -
Berlinski Halblange Springer 91+8¢ Springer semena
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* As letras maiUsculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias
dos trés tipos de cultivares, de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05, enquanto que as
letras mindsculas diferentes na mesma coluna, indicam diferengas significativas entre as médias das

cultivares do mesmo tipo de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05.

O valor nutricional dos trés tipos de cultivares (folhas lisas, encaracoladas e nabo

enraizado) é apresentado na Tabela 3. Os tipos de folhas lisas e encaracoladas apresentaram

teores elevados de lipidos (2,7+0,4 g/100 g ms e 2,9+0,1 ¢g/100 g ms, respetivamente) e

energia (367+3kcal/100 g ms e 369+3 kcal/100 g ms, respetivamente) comparativamente

com as folhas de nabo enraizado (2,5+0,2¢9/100 g ms e 364+3kcal/100 g ms).

Por sua vez, o teor em proteinas foi elevado nos tipos de folhas encaracoladas e nabo

enraizado (12,4+0,89/100 g mse 12+1g/100 g ms, respetivamente). O teor de cinzas foi

elevado nas folhas do tipo nabo enraizado (12,1+0,7g/100 g ms), ndo sendo

significativamente diferente do tipo das folhas lisas, e também ndo foram observadas

diferencas significativas entre os trés tipos de folhas no que se refere ao teor de glucidos.

Em relagdo as cultivares individuais, teores elevados de lipidos foram obtidos na

Festival 68, Astra e Rialto Bejo (cultivares de folhas lisas) (2,91+0,06 g/100 g ms,

2,99+0,039/100 g ms e 3,00+0,099/100 g ms, respetivamente) e nas Mooskrause e Linga

cultivares de folhas encaracoladas (2,97+0,06 g/100 g ms) e nabo enraizado (2,85+0,02
9/100 g ms).

Os teores em proteinas foram elevados nas cultivares Astra (folha lisa,

12,28+0,089/100 g ms), Depuis 1743 (folha encaracolada, 13,43+0,08g/100 g ms) e Osborne
e Kaska (folha nabo enraizado, 13,74+0,06 g/100 g ms e 13,79+£0,06 g/100 g ms,

respetivamente).

Os teores elevados em cinzas foram verificados nas cultivares Gigante Di Italia (folha

lisa, 12,58+0,08 g/100 g ms), Depuis 1743 (folha encaracolada, 12,19+0,01 g/100 g ms) e
Osborne e Sonata (folha nabo enraizado, 13,38+0,02 g/100 g ms e 13,36+0,03g/100 g ms,
respetivamente). Os teores de glucidos foram elevados nas cultivares Fest (folha
lisa,76,7+0,1 g/100 g ms), Mooskrause (folha encaracolada, 74,7+0,1 g/100 g ms) e Arat
(folha nabo enraizado, 75,8+0,1 g/100 g ms).

O valor energético apresentou variabilidade entre as cultivares de folhas lisas e nabo

enraizado, sendo a Festival 68 (folha lisa) e Arat (nabo enraizado) as que apresentaram teores

41



Resultados e discussao

elevados (369,6+0,1 kcal/100 g ms e 369,1+0,1kcal/100 g ms, respetivamente), e por sua
vez, ndo foram observadas diferengas significativas entre as cultivares de folhas

encaracoladas.

No estudo realizado por Khalil, Esoh, Rababah, Almajwal, & Alu (2012), obtiveram
resultados significativamente menores de proteinas, lipidos e glicidos, e teores elevados de
cinzas em comparagdo com os resultados obtidos neste estudo. Estas diferencas podem ser
justificadas pelo gendtipo diferente das amostras, uma vez que ndo apresentaram detalhes

relativamente a cultivar utilizada.

Da mesma forma, para a composi¢do proximal, El Gindy, Youssef & Youssif (2017),
obtiveram resultados diferentes em comparagdo com os apresentados neste estudo.

Até onde sabemos, existe uma lacuna na literatura em relacdo a descricao detalhada da
composicao proximal das folhas de salsa, uma vez que na maioria, 0s estudos focam-se nos
teores de vitamina C, fibras, teor de matéria seca, etc., assim, os resultados obtidos neste
trabalho serdo Uteis para a caracterizacdo nutricional dos diferentes tipos de folhas de salsa

e de diferentes cultivares.
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Tabela 3. Valor nutricional (g/100 g ms) e energético (kcal/100 g ms) das amostras de folhas de

salsa estudadas (média = DP).

Tipo de cultivar ~ Nome da Cultivar Lipidos Proteinas Cinzas Gldcidos Energia
Folhas lisas 2,740,478 11,4+0,88 11,6+0,7 A8 74124 367+3A
Festival 68 2,91+0,062 10,16+0,09°¢ 11,23+0,07 ¢ 75,7+0,2° 369,6+0,12
Astra 2,99+0,032 12,28+0,082 11,73+0,09°¢ 73,00+0,01¢ 368,0+0,4°
Gigante Di ltalia 2,48+0,04° 11,52+0,06 ¢ 12,58+0,082 73,4+0,1°¢ 362,1+0,1°
Fest 2,01+0,06¢ 10,74+0,06 ¢ 10,52+0,08 © 76,7+0,1° 368,0+0,4°
Rialto Bejo 3,000,092 12,15+0,02° 11,95+0,01° 72,90+0,07 ¢ 367,2+0,3"
Folhas encaracoladas 2,940,114 12,4+0,8A 11,3+0,78 73124 369+3A
Depuis 1743 2,89+0,03" 13,43+0,082 12,19+0,012 71,5+0,1°¢ 365,7+0,2°
Moss Curled 2 2,70£0,01°¢ 12,22+0,04° 10,85+0,07° 74,240,1° 370,1+0,22b
Mooskrause 2,97+0,06 2 11,53+0,02°¢ 10,84+0,09° 74,7+0,1° 371,5+0,52
Folhas nabo enraizado 2,540,258 12+14 12,1+0,7A 73124 364138
Olomuncka 2,20+0,029 13,53++0,08 ¢ 12,12+0,05 %€ 72,2+0,1" 362,5+0,1"
Pdlna 2,15+0,05¢ 11,61+0,06 1% 12,03+0,02 &f 74,2+0,1°¢ 362,60,1"
Linga 2,85+0,022 13,63+0,01 Ped 12,33+0,01°¢ 71,200,021 364,9+0,1F
Halblange Berlinska 2,30+0,03f 12,92+0,04 ¢ 12,19+0,02¢ 72,610,119 362,8+0,2N
Osborne 2,67+0,030¢ 13,74+0,06 &b 13,38+0,022 70,2+0,1k 359,840,11
Lenka 2,30+0,01F 10,71+0,03™ 12,97+0,01° 74,0+0,14 359,640,11
Sonata 2,560,024 13,67+0,09 abc 13,36+0,032 70,4+0,11 359,4+0,11
Kaska 2,47+0,02¢ 13,79+0,062 11,58+0,04 " 72,240,1" 366,1+0,2¢
Vistula 2,15+0,019 12,50+0,05f 11,680,049 73,7+0,1F 364,0+0,19
Konika 2,44+0,01° 13,55+0,06 ¢4 12,89+0,05° 71,12+0,08' 360,60,11
Hanacka 2,60+0,09 ¢¢ 12,07+0,03" 11,59+0,02 ¢h 73,7+0,1°f 366,640,349
Halblange Eagle 2,560,014 11,70+0,04 i 11,410,084 74,3+0,1°¢ 367,240,249
Cukrowa 2,69+0,06° 11,10+0,07' 11,63+0,01 ¢h 74,640,1° 366,940,249
Alba 2,59+0,02 ¢¢ 11,56+0,08 ¥ 11,98+0,05f 73,9+0,19¢ 365,1+0,1F
Arat 2,59+0,01¢ 10,62+0,05™ 10,96+0,03 75,8+0,1°2 369,1+0,12
Root parsley (comum) 2,62+0,06 bed 12,33+0,05 9 11,320,081 73,70,18f 367,8+0,4¢
Berlinski Halblange Springer 2,86+0,032 11,80+0,041 11,45+0,09' 73,9+0,1de 368,5+0,2°

* As letras mailsculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias dos trés tipos de
cultivares, de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05, enquanto que as letras minusculas diferentes na
mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias das cultivares do mesmo tipo de acordo com o teste
de Tukey HSD em que p = 0,05.
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A composicdo referente aos acucares livres das cultivares de salsa estudadas é
apresentada na Tabela 4. Os monossacarideos apiose, frutose e glucose e o dissacarideo
sacarose foram detetados em todas as amostras, sendo este Gltimo, em geral, o agucar mais

abundante seguido da glucose.

Diferencas significativas foram observadas entre os trés tipos de cultivares (com

excecdo da sacarose e 0s agucares livres totais) e também entre as cultivares do mesmo tipo.

As cultivares Fest (de folhas simples) e Mooskrause (de folhas encaracoladas)
revelaram teores elevados de acucares livres totais, principalmente sacarose (4,42+0,01 e
3,77+0,01 g/100 ms, respetivamente) e glucose (2,77£0,06 e 2,63+0,02g/100 ms,
respetivamente). Por sua vez, Astra e Depuis 1743 (cultivares de folhas lisas e encaracoladas,
respetivamente) apresentaram teores elevados de apiose (0,98+0,01 e 0,89+0,02 g/100 ms,
respetivamente), um acucar de cadeia ramificada especifico para plantas. Entre as cultivares
de nabo enraizado, aos teores elevados de acUcares livres totais foram observados nas
cultivares Sonata, Kaska e Halblange Eagle (9,28+0,07, 8,87+£0,09 e 8,72+0,09 ¢g/100 g ms,
respetivamente), que também apresentaram teores elevados de sacarose (4,12+0,02,
3,92+0,03 e 3,98+0,01 g/100g ms, respetivamente).

A determinacdo de acUcares livres permitiu identificar as cultivares de salsa com os
menores teores de agucares (< 6,6 g/100 g ms), nomeadamente a Root parsley (variedade
comum, 5,50+0,05 g/100g ms), Konika (5,92+0,01 g/100 g ms), P6lna (6,66+0,08 g/100 g
ms) e Festival 68 (6,6+0,1 g/100 g ms).

Resultados semelhantes ao nosso estudo, foram observados pelos autores Saleh, Selim,
Jaouni e AbdElgawad (2018), em que detetaram a frutose, glucose e sacarose nas folhas de
salsa cultivadas na Holanda, mas em quantidade significativamente menor. Boldizsar et al.
(2013) identificaram os mesmos sacarideos em amostras de folhas de salsa cultivadas na

Hungria, mas ndo detetaram apiose.
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Tabela 4. Composigdo em agucares livres das amostras de folhas de salsa estudadas (g/100 g ms)

(média + DP).
Tipo de cultivar Nome da Cultivar Apiose Frutose Glucose Sacarose Acucares totais
Folhas lisas 0,8+0,2%" 1,4+054 2,2+058 3,4+0,74 7,7+0,74
Festival 68 0,58+0,01°¢ 1,01+0,03°¢ 2,02+0,04¢ 3,01+0,03¢ 6,6+0,1°
Astra 0,98+0,01° 1,24+0,04° 1,46+0,02°¢ 3,61+0,01° 7,29+0,08¢
Gigante Di Italia 0,76+0,02° 1,26+0,03" 2,52+0,05° 3,52+0,03¢ 8,06+0,09°
Fest 0,59+0,09°¢ 0,98+0,01°¢ 2,77+0,062 4,42+0,01° 8,76+0,04%
Rialto Bejo 0,88+0,012 2,330,022 2,11+0,01°¢ 2,49+0,01° 7,81+0,01°¢
Folhas encaracoladas 0,87+0,03 4B 1,22+0,08 4 2,53+0,08 AB 3,240,54 7,9+0,44
Depuis 1743 0,89+0,02% 1,32+0,022 2,45+0,05° 2,68+0,03°¢ 7,3£0,1°¢
Moss Curled 2 0,89+0,04% 1,20+0,01° 2,51+0,05° 3,3040,04° 7,90+0,04 °
Mooskrause 0,83+0,01° 1,15+0,01°¢ 2,63+0,022 3,77£0,01° 8,370,022
Folhas nabo enraizado 1,0£0,3 4 0,7+0,1B 2,6+05% 3,24¢0,54 7,6+0,94
Olomuncka 1,16+0,03¢ 0,83+0,01¢¢ 2,50+0,01" 3,50+0,02¢ 7,99+0,07°¢
Pélna 0,80+0,01} 0,60+0,03" 2,73+0,017 2,52+0,04 % 6,66+0,08/
Linga 1,010,057 0,68+0,019 2,82+0,01°¢ 3,16+0,04f 7,66+0,01 9"
Halblange Berlinska 0,80+0,01/ 0,55+0,01" 2,72+0,01F 3,07+0,01 9" 7,14+0,011
Osborne 1,10+0,01° 0,66+0,029 2,43+0,02] 2,93+0,03" 7,110,04
Lenka 1,48+0,01° 0,96+0,012 2,00+0,06! 3,52+0,04¢ 7,95+0,02°¢
Sonata 1,24+0,01° 0,56+0,02 M 3,360,02° 4,12+0,02°2 9,28+0,072
Kaska 1,72+0,022 0,73+0,03f 2,50+0,01 M 3,92+0,03° 8,87+0,09°
Vistula 1,25+0,03°¢ 0,90+0,022° 2,51+0,02" 3,78+0,03°¢ 8,45+0,09¢
Konika 0,99+0,02 %9 0,760,018 1,99+0,011 2,18+0,02' 5,92+0,01%
Hanacka 0,9240,01° 0,77+0,01 ¢ 2,57+0,01°¢ 2,790,07} 7,060,08"
Halblange Eagle 0,93+0,01 M 0,79+0,04 9¢ 3,02+0,05¢ 3,98+0,01° 8,72+0,09°¢
Cukrowa 0,97+0,01 feh 0,88+0,05 ¢ 3,01+0,02¢ 3,03+0,01" 7,89+0,09&f
Alba 0,92+0,04 0,79+0,04 def 3,430,032 3,27+0,05¢ 8,40+0,07¢
Arat 0,95+0,01 9" 0,56+0,01 M 3,16+0,01°¢ 3,11+0,01° 7,78+0,01%9
Root parsley (comum) 0,48+0,02% 0,47+0,01} 1,72+0,09% 2,82+0,05/ 5,50+0,05'
Berlinski Halblange Springer 1,00+0,02f 0,56+0,02 M 2,55+0,01 9" 3,49+0,07¢ 7,60+0,02"

* As letras maiusculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias
dos trés tipos de cultivares, de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05, enquanto que as
letras minusculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias das

cultivares do mesmo tipo de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05.

Curvas de calibracdo utilizadas: apiose (y = 0,925x, R? = 0,998; Limite de detecdo (LOD) = 0,07
mg/mL; Limite de quantificagdo (LOQ) = 0,21 mg/mL); frutose (y = 1,04x, R?> = 0,999; LOD = 0,05
mg/mL; LOQ = 0,18 mg/mL), glucose (y = 0,935%, R? = 0.999; LOD = 0,08 mg/mL; LOQ = 0,25
mg/mL) esacarose (y = 0,977x, R? = 0,999; LOD= 0,06 mg/mL, LOQ = 0,21 mg/mL).
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A composi¢do em acidos organicos € apresentada na Tabela 5. O &cido malico foi o
acido organico encontrado em maior quantidade em todas as cultivares avaliadas, seguido
dos acidos oxalico e citrico, por sua vez, os acidos ascorbico e chiquimico foram encontrados

em menores quantidades.

Quanto a comparacdo entre os trés tipos de salsa, o tipo de folhas encaracoladas
apresentou os teores mais elevados de acidos malico (6,7+0,1 g/100 g ms) e citrico
(1,65+0,05 g/100 g ms) e assim, consequentemente teores elevados de acidos organicos
totais (11,2+0,2 g/100 g ms), enquanto que os teores elevados em acido oxalico foram
encontrados nos tipos de folhas encaracoladas (2,80+0,05 g/100 g ms) e nabo enraizado
(2,8+0,4 g/100 g ms). O teor elevado em &cido ascdrbico foi encontrado no tipo de folhas
lisas (0,024+0,005 g/100 g ms),e o acido chiquimico foi encontrado em maior quantidade no
tipo de folhas lisa e nabo enraizado (0,044+0,009 e 0,039+0,007 ¢/100 g ms,

respetivamente).

Avaliando os resultados em termos de cultivares individuais, nas folhas lisas, na
cultivar Rialto Bejo foram encontrados os teores mais elevados de acidos oxalico e ascorbico
(1,87+0,01 e 0,030+£0,001 g/100 g ms, respetivamente), enquanto na cultivar Fest foram
encontrados 0s maiores teores dos &cidos malico e chiquimico (5,50+0,01 e 0,050+0,001
9/100 g ms, respetivamente), e consequentemente, total em &cidos organicos (8,76+0,01
9/100 g ms).

Nas cultivares de folhas encaracoladas, a Depuis 1743 apresentou teores elevados de
acido malico e citrico (6,88+0,01 e 1,70+0,06 g/100 g ms, respetivamente), a Moss Curled
2 de acido oxalico e chiquimico (2,85+0,01 e 0,030+0,001 g/100 g ms, respetivamente), e a
Mooskrause de acido ascorbico (0,020+0,001 g/100 g ms). A cultivar Linga (folha de nabo
enraizado), apresentou os teores mais elevados de acido malico, chiquimico e ascérbico
(6,63+0,01, 0,060+0,001 e 0,030+0,001 g/100 g ms, respetivamente), e por sua vez em
acidos organicos totais (11,15+0,01 g/100 g ms). A Lenka apresentou teores elevados de
acido oxalico e citrico (3,33+0,01 e 1,74+0,01 g/100 g ms, respetivamente).

Resultados similares foram obtidos pelos autores Saleh, Selim, Jaouni e AbdElgawad
(2018),em que detetaram o acido malico como o acido organico mais abundante nas folhas
de salsa cultivadas na Holanda. No entanto, além dos acidos citrico e oxalico, 0s mesmos
autores, tambeém encontraram os acidos fumarico, isobutirico e succinico. Por outro lado,

Gird et al. (2018) descreveram teores significativamente elevados de acido ascérbico nas
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folhas de P. arvensis, que é uma espécie diferente da salsa, apesar de ter 0 mesmo nome

comum. Além disso, Santamaria, Elia, Serio e Todaro (1999) sugerem que a salsa contém

baixas quantidades de oxalatos em comparacdo com outros vegetais folhosos, tais como o

espinafre e acelga (5 e 215 mg/kg massa fresca, respetivamente).

Tabela5. Composicdo em &cidos organicos das amostras de folhas de salsa estudadas (g/100 g ms)

(média + DP).
Tipo de cultivar Nome da cultivar A(;i(_io A(,:i_do Af:id9 _Aci'do_ Aci_do Acidos orgénicos
oxélico mélico ascorbico chiquimico citrico totais
Folhas lisas 1,79+0,07® 54+0,1¢ 0,024+0,005* 0,044+0,0094 1,3540,05° 8,6+0,2°¢
Festival 68 1,71+0,01° 5,25+0,01°¢ 0,023+0,001°¢ 0,050+0,001° 1,28+0,01° 8,32+0,01°¢
Astra 1,73+0,01¢ 5,28+0,01¢ 0,020+0,001¢ 0,030+0,001°¢ 1,42+0,01° 8,50+0,01¢
Gigante Di Italia 1,82+0,01°¢ 5,48+0,01° 0,020+0,001¢ 0,040+0,001°¢ 1,33+0,01¢ 8,69+0,01°
Fest 1,83+0,01° 5,50+0,01° 0,030+0,001° 0,050+0,001° 1,35+0,01°¢ 8,76+0,01°
Rialto Bejo 1,87+0,01° 5,37+0,01° 0,030+0,001° 0,050+0,001° 1,36+0,01° 8,68+0,01°
Folhas encaracoladas 2,80+0,05" 6,7+0,14 0,017+0,006 © 0,030+0,0018 1,65+0,054 11,2+0,24
Depuis 1743 2,81+0,01° 6,88+0,012 0,010+0,001°¢ 0,030+0,001°¢ 1,70+0,06* 11,45+0,062
Moss Curled 2 2,85+0,012 6,69+0,01° 0,020+0,001° 0,030+0,001° 1,63+0,01° 11,23+0,01°
Mooskrause 2,75+0,01° 6,59+0,01° 0,020+0,001° 0,030+0,001° 1,61+0,01° 11,02+0,01¢
Folhas nabo enraizado 2,840,444 5,9+0,48 0,021+0,006 ® 0,039+0,007 4 1,440,258 10,140,8°
Olomuncka 3,13+0,01¢ 5,59+0,011 0,010+0,001° 0,030+0,001" 1,25+0,01% 10,01+0,01"
Pélna 3,03+0,01°¢ 6,15+0,01°¢ 0,030+0,001° 0,040+0,001°¢ 1,35+0,01' 10,60+0,01¢
Linga 3,13+0,01¢ 6,63+0,01° 0,030+0,001° 0,060+0,001° 1,31+0,01) 11,15+0,012
Halblange Berlinska 2,85+0,01" 6,61+0,01° 0,020+0,001°¢ 0,040+0,001°¢ 1,23+0,01! 10,75+0,01¢
Oshorne 3,01+0,01F 6,50+0,01° 0,020+0,001 0,040+0,001F 1,39+0,01" 10,95+0,03"°
Lenka 3,33+0,012 5,84+0,01f 0,020+0,001¢ 0,040+0,001°¢ 1,74+0,01° 10,97+0,01°
Sonata 2,96+0,01°¢ 5,58+0,01' 0,020+0,001¢ 0,030+0,001" 1,57+0,01¢ 10,17+0,01F
Kaska 3,18+0,01° 5,66+0,01" 0,010+0,001° 0,030+0,001" 1,71+0,01° 10,60+0,01¢
Vistula 3,16+0,01° 5,75+0,01°¢ 0,020+0,001" 0,040+0,001°¢ 1,64+0,01°¢ 10,61+0,01¢
Konika 2,67+0,01' 6,19+0,02¢ 0,020+0,001 " 0,040+0,001°¢ 1,55+0,01°¢ 10,47+0,01°
Hanacka 2,48+0,01' 6,17+0,01¢ 0,020+0,001°¢ 0,040+0,001°¢ 1,41+0,01° 10,12+0,01¢
Halblange Eagle 2,20+0,01™ 5,46+0,01% 0,020+0,001" 0,040+0,001°¢ 1,400,019 9,13+0,02*
Cukrowa 2,10+0,01° 5,52+0,011 0,020+0,001°¢ 0,040+0,001°¢ 1,21+0,01™ 8,89+0,01™
Alba 2,52+0,01% 5,82+0,01f 0,020+0,001" 0,050+0,001° 1,13+0,01° 9,54+0,01'
Arat 2,58+0,011 5,51+0,011 0,020+0,001 " 0,030+0,001" 1,16+0,01" 9,31+0,01!
Root parsley (comum) 2,67+0,011 5,22+0,01' 0,030+0,001°¢ 0,040+0,001¢ 1,06+0,01° 9,02+0,02'
Berlinski Halblange Springer 2,18+0,01" 5,75+0,01°¢ 0,020+0,001° 0,040+0,001F 1,03+0,01¢ 9,02+0,01'

* As letras mailsculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as medias

dos trés tipos de cultivares, de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05, enquanto que as
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letras minusculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias das
cultivares do mesmo tipo de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05.

Curvas de calibracdo utilizadas: acido oxalico (y = 9 x 10°% + 459731; R? = 0,990; LOD = 12,6
ug/mL; LOQ = 41,8 ug/mL); acido malico (y = 912441x + 92665; R? = 0,999; LOD = 35,8 ug/mL;
LOQ = 119,2 ug/mL); cido ascorbico (y = 7x 10'x + 60489; R? = 0,999; LOD = 367 ug/mL; LOQ
= 1222 ug/mL); acido chiquimico (7 x 10'x + 175156; R2 = 0,9999; LOD = 10,2 ug/mL; LOQ = 56,5
ug/mL) e acido citrico (y = 1 x 10°x + 45682; R?> = 1; LOD= 10,47 ug/mL; LOQ = 34,91 ug/mL).

A composicdo detalhada dos &acidos gordos é apresentada na tabela suplementar
(Tabela Al), os acidos gordos mais abundantes e sua classificacdo sdo apresentados na
Tabela 6.

No geral, vinte e um &cidos gordos individuais foram identificados e quantificados nas
cultivares estudadas, e verificaram-se diferencas significativas entre os trés tipos de
cultivares bem como entre as cultivares do mesmo tipo (Tabela A1).Os acidos gordos mais
abundantes foram a-linolénico e linoleico, seguido do &cido palmitico, por sua vez, os acidos

gordos polinsaturados (PUFA) foram a classe mais abundante (Tabela 6).

O teor de &cido linoleico foi elevado no tipo nabo enraizado (3313 %), sem ser
significativamente diferente do tipo de folhas lisas (31+2 %). Nos trés tipos de cultivares
(folhas lisas, encaracoladas e nabo enraizado), ndo se verificaram diferencas significativas
nos teores dos acidos palmitico (21+1 %, 21,6+£0,5 % e 21+1 %, respetivamente) e a-
linoleico (32+3 %, 31,6+0,3 % e 31+3 %, respetivamente).

Da mesma forma, os PUFA e a proporc¢ao de acidos gordos PUFA/SFA foram elevados
no tipo nabo enraizado (64+2 e 2,1+0,2 %, respetivamente), enquanto que no tipo de folhas

encaracoladas foi encontrado o maior teor de SFA (34,6+0,6 %).

Por fim, o teor em acidos gordos monoinsaturados (MUFA) foi elevado no tipo de
folhas nabo enraizado (61 %), sem ser significativamente diferente do tipo de folhas lisas
(5,8+0,6 %). Nao foram observadas diferencas significativas na propor¢do de acidos gordos
O0mega 6/0mega 3(n6/n3) entre os trés tipos de cultivares (folhas lisas, encaracoladas e nabo
enraizado: 1,0£0,1 %, 0,92+0,05 % e 1,1+0,2 %, respetivamente).

A maioria dos estudos existentes na literatura dizem respeito a composi¢do em acidos

gordos dos 6leos e extratos de sementes da salsa (Mert & Timur, 2017; Farzaei et al., 2013).
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Saleh et al.(2018) mencionam quantidades significativas de acido hexadecandico (ou
palmitico) e octadecatriendico (ou a-linolénico) e, teores semelhantes aos encontrados no

nosso estudo de acidos gordos saturados e insaturados.
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Tabela 6. Composicdo em acidos gordos (%) das amostras de folhas de salsa estudadas (média+DP). Os acidos gordos mais abundantes, a classificacdo e o

racio relativo séo apresentados.

Tipo de cultivar ~ Nome da cultivar C16:0 C18:2n6c C18:3n3 SFA MUFA PUFA PUFA/SFA n6/n3
Folhas lisas 21+1A 3142 AB 32434 32418 5,8+0,6 A 63+2 B 2,0+0,18 1,0£0,14
Festival 68 22,7+0,52 32,07+0,012 28,6+0,2°¢ 32,5+0,2°2 6,77+0,052 60,7+0,1¢ 1,87+0,02°¢ 1,12+0,012
Astra 20,12+0,02 ¢ 30,08+0,06 ¢ 33,2+0,2° 31,2+40,4° 5,3+0,1¢ 63,5+0,3° 2,03+0,03" 0,91+0,01°¢
Gigante Di Italia 21,5+0,8b¢ 30,6+0,5° 31,96+0,07°¢ 31,5+0,7° 5,8+0,2° 62,7£0,4°¢ 1,99+0,06° 0,96+0,02°
Fest 21,9+0,23P 32,2+0,12 28,9+0,1¢ 32,9+0,12 5,940,1° 61,2+0,2¢ 1,86+0,01°¢ 1,11+0,012
Rialto Bejo 20,90+0,04¢¢  28,13+0,01¢ 36,18+0,06 2 30,07+0,07°¢ 5,33+0,01° 64,57+0,032 2,15+0,01% 0,78+0,01¢
Folhas encaracoladas 21,620,54 29+1B 31,6%0,3~ 34,6+0,6 A 44+18 61+1 ¢ 1,76+0,05 ¢ 0,92+0,05 A
Depuis 1743 21,840,2° 29,16+0,07° 31,69+0,01°2 33,86+0,01°¢ 5,14+0,04% 61,01+0,05° 1,80+0,012 0,92+0,01°
Moss Curled 2 21,9+0,82 27,6+0,1°¢ 31,8+0,1°2 35,2+0,1°2 5,17+0,08% 59,6+0,2°¢ 1,69+0,01° 0,87+0,01°¢
Mooskrause 21,11+0,012 30,6+0,62 31,3+0,3° 34,8+0,1° 2,88+0,01° 62,31£0,2°2 1,790,012 0,98+0,03%
Folhas nabo enraizado 21+14 33+34 31+34 30+2 € 6+1 A 64+2 A 2,1+0,24 1,1+0,24
Olomuncka 21,9+0,13° 32,1+0,1° 31,07+0,04F 31,7+0,1°¢ 4,98+0,05"  63,35+0,06 %"  2,00+0,019" 1,030,019
Pélna 21,26+0,04 ¢ 32,3+0,2f 30,8+0,3 "9 32,0£0,2° 4,74+0,08' 63,2+0,19" 1,97+0,01" 1,05+0,02 9
Linga 21,38+0,03%¢  34,42+0,06¢  30,30+0,03 9" 28,66+0,07" 6,38+0,03¢ 64,96+0,1°¢ 2,27+0,01° 1,14+0,01¢
Halblange Berlinska 20,0+0,7¢ 30,1+0,3 M 32,7+0,49¢ 30,96+0,7 d&f 6,04+0,04¢ 63,00+0,7 i 2,04+0,07%e"  0,92+0,01M
Oshorne 20,1+0,6¢ 30,4+0,3 M 36,2+0,42 28,5+0,8 M 4,66+0,04 66,9+0,72 2,35+0,09° 0,84+0,01"
Lenka 21,50+0,01%¢  32,27+0,07f 29,7+0,3" 33,23+0,22 4,38+0,08 J 62,39+0,3 1,88+0,021 1,09+0,01°¢
Sonata 20,15+0,28 ¢ 29,5+0,2] 34,740,4° 31,2+0,1%%¢ 4,31+0,06 64,5+0,2 %¢ 2,07+0,02 %9 0,85+0,02 !
Kaska 20,2+0,3¢ 31,4+0,2°¢ 33,03+0,08 ¢ 30,26+0,07°9 4,96+0,07" 64,8+0,1 ¢ 2,14+0,01 %¢ 0,95+0,01"
Vistula 19,2+0,8°¢ 30,44+0,06" 34,6+0,7° 30,2+0,69 4,43+0,011 65,4+0,6°° 2,16+0,06¢ 0,88+0,02k
Konika 21,22+0,01°¢ 40,1+0,22 26,5+0,4] 27,1+0,17 6,25+0,05¢ 66,7+0,22 2,46+0,022 1,51+0,032
Hanacka 21,640,072 39,32+0,07" 26,42+0,08] 27,8+0,1° 6,2+0,3 9¢ 66,0+0,2° 2,37+0,01° 1,49+0,012
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Halblange Eagle 19,12+0,01¢ 29,930,081 33,6+0,1°¢ 30,75+0,03%"  555+0,01f  63,71+0,04 2,070,021 f 0,890,014
Cukrowa 20,24+0,01¢  30,50+0,04" 32,3+0,1°¢ 31,57+0,08%¢¢  535+0,03¢ 63,1+0,19" 2,00£0,01" 0,94+0,01"
Alba 19,20+0,02° 31,4+0,59 30,6+0,4 ¢ 30,62+0,04%%  7,19+0,01°¢ 62,20+0,02! 2,03+0,01%9"  1,03+0,039
Arat 20,03+0,01¢  33,02+0,01¢  30,67+0,02%  30,47+0,04%  562+0,01f  63,91+0,03%"  2,10+0,01%f  1,08+0,01°f
Root parsley(comum) 22,58+0,18°% 34,3+0,2¢ 26,41+0,04] 30,6+0,2 %9 8,49+0,022 60,9+0,2% 1,99+0,02" 1,30£0,01°
Berlinski Halblange Springer 22,58+0,03° 34,9+0,5° 28,5+0,41 28,43+0,01™  7,94+0,08°  63,63+0,07 FoN 2,24+0,01° 1,22+0,03°¢

C16:0 - acido palmitico; C18:2n6c¢ - acido linoléico; C18:3n3 - &cido alfa-linolénico; SFA: acidos gordos saturados; MUFA: acidos gordos monoinsaturados;
PUFA: &cidos gordos polinsaturados; n6/n3: racio de acidos gordos 6mega-6/6mega-3.

* As letras mailsculas diferentes na mesma coluna, indicam diferengas significativas entre as médias dos trés tipos de cultivares, de acordo com o teste de Tukey
HSD em que p = 0,05, enquanto que as letras minusculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias das cultivares do mesmo
tipo de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05.
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A composicdo em tocoferois é apresentada na Tabela 7. As isoformas da vitamina E
detetadas foram o a- e y-tocoferdis, sendo a primeira o tocoferol mais abundante em todas as
cultivares testadas. Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas no teor de a-

tocoferol e no teor total de tocoferois entre os tipos de folhas lisas e de nabo enraizado.

O contetdo de y-tocoferol foi elevado no tipo de folhas lisas (26,1+0,8 mg/100 g ms). Em
termos de cultivares individuais, as cultivares Festival 68 e Gigante Di Italia apresentaram
teores elevados de a- (27,18+0,05 mg/100 g ms) e y-tocoferdis (6,67+0,01 mg/100 g ms),
respetivamente, sem diferir significativamente no de tocoferois totais (32,74+0,08 e 32,83+0,05

mg/100 g ms, respetivamente).

Em relacdo as cultivares de folhas encaracoladas, a Depuis 1743 apresentou teores
elevados o e y-tocoferdis (15,83+0,06 e 4,76+0,04 mg/100 g ms, respetivamente) e,
consequentemente, no contetdo de tocoferdis totais (20,6£0,1mg/100 g ms), enquanto a
cultivar Mooskrause teve um conteudo semelhante relativamente ao y-tocoferol (4,71+0,01
mg/100 g ms).

No que se refere as cultivares de nabo enraizado, a Vistula e a Halblange Eagle foram as
que apresentaram teores mais elevados de a-tocoferol (30,24+0,01 e 30,32+0,01mg/100 g ms,
respetivamente) e de tocoferdis totais (34,99+0,04 e 35,02+0,02mg/100 g ms, respetivamente),
enquanto a Linga e Lenka apresentaram o contetdo mais elevado de y-tocoferol (5,28+0,04 e

5,30£0,06 mg/100 g ms, respetivamente).

Resultados semelhantes ao nosso estudo foram obtidos pelos autores Gomez-Coronado,
Ibafiez, Rupérez e Barbas (2004), que detetaram as isoformas « e y-tocoferol nas folhas de salsa
cultivadas em estufa, na Espanha. No estudo de Saleh et al., (2018), identificaram o a-tocoferol
como a isoforma da vitamina E mais abundante, e para além dos a e y-tocoferdis, os autores
também detetaram o /- e J-tocoferdis mas em quantidades vestigiais. Além disso, Samuoliené
et al., (2016) detetaram quantidades significativas de a-tocoferol em microvegetais de salsa e
sugeriram que a intensidade de luz vermelha e o comprimento de onda podem afetar

significativamente o seu contetdo.
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Tabela 7.Composi¢do em tocoferdis das amostras de folhas de salsa estudadas (mg/100 g ms) (média +

DP).

Tipo de cultivar Nome da cultivar a-Tocoferol y-Tocoferol Tocoferois totais

Folhas lisas 26,1+0,8 A 5+14 31424
Festival 68 27,18+0,05° 5,56+0,04° 32,740,082
Astra 26,040,011 3,95+0,01°¢ 29,99+0,01°¢
Gigante Di ltalia 26,15+0,06 6,67+0,01° 32,83+0,05°
Fest 24,88+0,02° 4,23+0,04 ¢ 29,11+0,07¢
Rialto Bejo 26,31+0,06° 4,51+0,01°¢ 30,83+0,07°

Folhas encaracoladas 15.1+0.5® 4,71+0,058 19,8+0,6®
Depuis 1743 15,83+0,062 4,76+0,042 20,6+0,1°2
Moss Curled 2 14,76+0,05° 4,67+0,06° 19,42+0,01°
Mooskrause 14,72+0,02° 4,71+0,01 2> 19,43+0,01°

Folhas nabo enraizado 2612 A 4+18 30+34
Olomuncka 23,91+0,02! 3,15+0,04 ¢ 27,07+0,02™
Pdlna 27,58+0,07° 5,08+0,02° 32,66+0,08°
Linga 28,92+0,01° 5,28+0,042 34,21+0,04°
Halblange Berlinska 24,20+0,08 3,14+0,02°¢ 27,34+0,06'
Osborne 23,93+0,03! 4,34+0,06° 28,27+0,03 %
Lenka 26,44+0,01¢9 5,30+0,062 31,74+0,06
Sonata 27,12+0,08° 5,14+0,05° 32,27+0,04¢
Kaska 27,260,011 4,76+0,03° 32,03+0,02°
Vistula 30,24+0,01°2 4,75+0,05 ¢ 34,99+0,042
Konika 24,90+0,071 4,73+0,03¢¢ 29,63+0,04"
Hanacka 25,52+0,04 3,50+0,03" 29,02+0,01!
Halblange Eagle 30,320,012 4,70+0,02 ¢¢ 35,02+0,02°
Cukrowa 27,12+0,07° 2,30+0,02! 29,42+0,05'
Alba 27,05+0,04 &f 2,64+0,01" 29,69+0,03"
Arat 27,01+0,04° 2,37+0,01' 29,380,041
Root parsley (comum) 22,46+0,06 ™ 2,14+0,01% 24,61+0,06"
Berlinski Halblange Springer 25,65+0,07" 4,68+0,02¢ 30,33+0,09¢

* As letras mailsculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias

dos trés tipos de cultivares, de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05, enquanto que as

letras minudsculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias das
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cultivares do mesmo tipo de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05.Curvas de calibragéo
utilizadas: a-tocoferol (y = 1,295x; R?=0,991; LOD: 18,06 ng/mL, LOQ: 60,20 ng/mL) e y-tocoferol
(y=0,567%; R?=0,991; LOD: 14,79 ng/mL, LOQ: 49,32 ng/mL).

Os resultados relativos a identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos sdo
apresentados nas Tabelas 7 e 8, respetivamente. Nos trés tipos de folhas foram identificados e
quantificados sete compostos, sendo trés derivados da apigenina, tentativamente identificados
como apigenina-O-pentosido-O-hexdsido (pico 1; Amax 336 nm; [M-H]" com m/z 563) e
apigenina-O-acetil -hexosil-pentésido isdémeros | e 11 (picos 4 e 5; Amax ~ 340 nm; [M-H] com
m/z 605). Além disso, quatro derivados de kaempferol também foram identificados como
kaempferol-3-O-rutindsido (pico 2; Amax 342 nm; [M-H]com m/z 593, identificado com base
num padrdo comercial), kaempferol-O-desoxihexosil -hexdsido (pico 3; Amax 343 nm; [M-H]
comm/z 593) e kaempferol-O-acetil-hexosil-pentosido isémeros | e 11 (picos 6 e 7; Amax ~ 343
nm; [M-H]com m/z 635).

Da mesma forma, El-Zaeddi et al., (2017) e Slimestad, Fossen & Brede (2020)
identificaram varios glucosideos flavondides (apigenina, isorhamnetina, diosmetina e os seus
derivados), enquanto nenhuma outra classe de polifendis foi detetada. A presenca de derivados
de apigenina e kaempferol também foram encontrados nos extratos de folhas de P. crispum
(Epifanio et al., 2020). Porém, estes autores também encontraram outros compostos fendlicos
em relacdo ao nosso estudo, nomeadamente, luteolina, crioseriol, quercetina e derivados de
isoramnetina, num total de 30 compostos. Em contraste, Nour, Trandafir, e Cosmulescu (2017)
identificaram a miricetina e quercetina como os compostos fendlicos maioritarios nas folhas de
salsa, e identificaram também vaérios acidos fendlicos em quantidades consideraveis (acido
salicilico, sinapico, ferulico e elagico). De acordo com Mazzucotelli et al. (2018), a catequina
foi o composto fendlico livre mais abundante, enquanto o &cido p-cumarico e a rutina foram

identificados como polifendis ligados.

Assim, os teores mais elevados de compostos identificados em outros estudos podem
estar relacionados com o método de extracdo implementado, bem como outros fatores
mencionados anteriormente (genotipo, condicdes de cultivo, época de colheita, praticas de
cultivo, entre outros), que podem alterar a composic¢ao quimica e 0os metabolitos secundarios
no perfil das plantas. Além disso, Gruz et al., (2015) identificaram os acidos hidroxicinamico,
cumarico, feralico e sinapico em folhas de salsa e, sugeriram que esses compostos sdo

suscetiveis a oxidacao e degradacdo, o que pode afetar a sua identificacéo.
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Em relacdo a quantificacdo de compostos fenolicos, o composto maioritario foi a
apigenina-O-pentdsido-O-hexosido (20+6, 22+2, 13+4 mg/g de extrato nos tipos de folha lisas,
encaracoladas e nabo enraizado, respetivamente). Em particular, os teores superiores de
flavonoides foram detetados na cultivar Rialto Bejo (folha lisa, 41,3+0,3 mg/g extrato),
Mooskrause (folha encaracolada, 36,8+0,5 mg/g extrato) e Alba (nabo enraizado, 46+1 mg/g

extrato), indicando uma grande diversidade entre os genotipos testados.

Ao considerar as médias gerais de cada tipo, foram observadas diferencas significativas
apenas nos compostos individuais e ndo no teor de compostos fendlicos totais. De acordo com
0 nosso estudo, Jadczak, Bojko, Wysocka e Szymanska (2019), descreveram diferencas
significativas no contetdo de polifendis totais entre varios cultivares de salsa do tipo
encaracolada. Em geral, os derivados de apigenina foram os principais compostos encontrados
noutros estudos, como por exemplo no de Papay et al., (2012), em que a apigenina e seus
glicosideos foram os fendlicos mais abundantes. De acordo com Patel et al., (2007), a apigenina
é um poderoso agente quimiopreventivo, apresentando relevante atividade antiproliferativa e
propriedades que favorecem a apoptose. Além disso, o0s derivados de apigenina também podem
prevenir a oxidacao, regular o sistema imunologico e controlar a sinalizacédo celular. Da mesma
forma, os derivados do kaempferol desempenham um papel fundamental na satde, havendo
estudos que descrevem os beneficios antioxidantes, cardioprotetoras, anti-tumorais, anti-
inflamatdrias e neuroprotetoras (Calderon-Montafio, Burgos-Moron, Pérez-Guerrero, & Lopez-
Lazaro, 2011).

O nosso estudo revelou teores de compostos fendlicos totais no extrato hidroalco6licos
de 29+7 mg/g de extrato (folha lisa), 32+4 mg/g de extrato (folha encaracolada) e 28+8 mg/g
de extrato (nabo enraizado), ndo apresentando diferencas significativas (p> 0,05) entre os tipos

estudados.
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Tabela 8. Tempos de retencdo (Rt), comprimentos de onda de absor¢do méxima na regido do visivel

(Amax), dados espectrais de massa e tentativa de identificagdo dos compostos fendlicos presentes nos

extratos hidroalcodlicos das cultivares de folhas de salsa (média + SD, n=3).

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

Tentativa de identificacdo

21.08
22.49
23.58
24.47
26.14
27.06
27.77

~N o OB W N P

336
342
343
340
338
342
343

563
593
593
605
605
635
635

431(21), 269(100) Apigenina-O-pent6sido-O-hexosido
285(100) Kaempferol-3-O-rutindsido
285(100) Kaempferol-O-desoxihexose-hexosido

563(100), 269(51)  Apigenina-O-acetil-hexosil-pentosido isomero |
563(100), 269(48) Apigenina-O-acetil-hexosil- pentdsidoisomero 11
593(55), 285(100) Kaemferol-O-acetil-hexosido- pentésido isomero |
593(57), 285(100) Kaemferol-O-acetil-hexosil- pentosido isomero |1
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Table 9. Quantificagdo (mg/g de extrato) dos compostos fenolicos presentes nos extratos hidroalcodlicos das cultivares de folhas de salsa (médiatDP, n =
3).

Tipo de cultivar Nome da cultivar Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Pico 7 X flavonoides
Folhas lisas 20464 0,8+0,48 1,3+0,58 1,1+0,68 5+1°¢ 0,22+0,098 0,3+0,1% 20+74
Festival 68 16,1+0,4¢ 0,92+0,05° 0,92+0,05° 0,49+0,02°¢ 3,94+0,02° 0,225+0,007° 0,125+0,003¢ 22,740,4°¢
Astra 19,5+0,3° 0,48+0,02° 0,97+0,04° 0,92+0,02° 6,6+0,22 0,211+0,001° 0,36+0,012 29,1+0,6°
Gigante Di ltalia 14,1+0,2°¢ 0,29+0,02¢ 0,750+0,001¢ 0,79+0,06¢ 5,2+0,3° 0,118+0,006¢ 0,205+0,002° 21,4+0,4¢
Fest 21,3+0,3° 0,939+0,004° 2,0£0,12 1,21+0,06° 3,23+0,01¢ 0,162+0,001°¢ 0,37+0,022 29,2+0,4°
Rialto Bejo 30,340,2° 1,26+0,01° 1,74+0,03° 2,14+0,042 5,2+0,1° 0,37+0,022 0,38+0,022 41,3+0,3*
Folhas encaracoladas 22424 1,5+0,94 0,740,1°¢ 1,240,248 6168 0,6+0,5% 0,11+0,04°8 3244
Depuis 1743 24,0+0,1° 0,362+0,008°¢ 0,566+0,007 ¢ 1,04+0,01°¢ 5,8+0,2° 0,094+0,006 ¢ 0,059+0,005°¢ 31,9+0,4°
Moss Curled 2 19,27+0,04°¢ 1,58+0,01° 0,82+0,02° 1,14+0,09° 4,0+0,2°¢ 0,42+0,02° 0,101+0,002° 27,3+0,3¢
Mooskrause 23,640,3° 2,59+0,032 0,69+0,03° 1,49+0,03° 7,08+0,042 1,14+0,02° 0,163+0,002° 36,8+0,52
Folhas nabo enraizado 13448 0,7+0,4°8 2,240,64 1,8+0,94 8134 0,8£0,44 1,9+0,74 28+84
Olomuncka 20,1+0,42 1,66+0,07° 2,0£0,2f 1,6+0,1° 7,3x0,3f 1,00+0,04°¢ 0,90+0,06" 35+1¢
Pélna 11,5+0,5° 0,39+0,01! 2,4%0,1¢%4 1,9+0,1¢ 11,440,649 0,89+0,05%¢ 2,66+0,03° 31+1°®
Linga 15,1+0,3°¢ 0,76+0,03¢ 3,240,1 1,86+0,01¢ 5,7+0,2M 0,71+0,059" 1,61+0,03° 28,8+0,5°
Halblange Berlinska 11,4+0,2° 0,49+0,04" 1,940,279 1,02+0,05M 5,4+0,3M 0,502+0,004’ 1,3+0,1f 22,0£0,4"
Oshorne 11,8+0,3" 0,58+0,059 2,840,2° 1,360,099 6,19+0,01 9" 0,621+0,001' 1,67+0,04°¢ 25,0+0,39
Lenka 9,7+0,5" 0,300+0,001% 1,74+0,06¢ 0,900,041 8,7+0,1° 0,839+0,007 &f 2,1+0,1° 24,3+0,29
Sonata 11,3+0,3f 0,440,021 2,2+0,19¢ 1,29+0,04 ¢ 6,5+0,2 9 0,59+0,04' 1,64+0,02° 24,0+0,19
Kaska 14,140,449 0,567+0,003 ¢ 2,84+0,05° 1,56+0,01° 6,7+0,29 0,66+0,05" 2,24+0,06° 28,7+0,8"
Vistula 12,5+0,3¢ 0,28+0,02% 2,5£0,1°¢ 0,640,021 4,1+0,3) 0,23+0,01% 0,97+0,03%" 21,2+0,8"
Konika 9,8+0,2" 0,46+0,01" 1,34+0,06" 1,130,041 7,0£0,1%9 0,75+0,04 %9 1,57+0,01°¢ 22,1+0,5"
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Hanacka 14,00,3° 0,670,011 2,040,04°f 2,3440,09° 7,0£0,1° 0,82+0,04°f 1,84+0,07¢ 28,740,3
Halblange Eagle 11,3+0,2°1 0,7740,02° 2,1040,01° 2,240,1° 8,0+0,4° 0,93+0,04%¢ 2,2402° 28,5£0,4
Cukrowa 10,640,1° 0,660,021 1,7420,039 1,50+0,05 %' 5,25+0,01 0,630,02M 1,5640,09° 21,9¢0,2"
Alba 19,540,4° 1,1240,01° 3,2640,00° 3,6540,01° 13,740,8° 1,64+0,01° 3,160,012 46£1°

Arat 4,6£0,31 0,2240,01' 0,62+0,01' 0,9540,03' 4,24+0,02) 0,310,01% 1,110,029 12,040,3'
Root parsley (comum) 15,740,1 0,96£0,02° 2,2140,01% 2,0+0,2" 12,3£0,6° 1,33£0,04° 2,5620,01° 38,0£0,6°
Sg:l':{;ikr' Halblange 15,8+0,3" 1,20£0,01° 2,15+0,02¢ 3,50+0,06° 14,6+0,8° 1,740,1° 3,3%0,1° 42,2+0,7°

T — somatdrio; *As letras maidsculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias dos trés tipos de cultivares,
de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05, enquanto que as letras minusculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas
significativas entre as médias das cultivares do mesmo tipo de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05. Curvas de calibragdo
utilizadas: 1, 4 e 5- apigenina-6-C-glucosido (y = 107025x + 61531, R?= 0,998); 2, 3, 6 e 7 quercetina-3-O-rutindsido-(388345x + 406369, R =
0,9939).
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Os resultados obtidos para a atividade antioxidante (TBARS e OxHLIA), séo
apresentados na Tabela 10. Em relacdo ao ensaio de TBARS, os trés tipos de folhas
apresentaram atividade antioxidante relevante, com valores de ECso variando de 1,5 a 1,6

mg/mL, ndo apresentando diferencas significativas (p> 0,05) entre eles.

Por outro lado, em relagéo ao ensaio OXHLIA, as folhas encaracoladas apresentaram
a menor atividade anti-hemolitica (valores de ICso de 36691 pg/mL no At = 60 min)
comparativamente com os outros dois tipos de folhas, enquanto que o tipo de folhas lisas e
nabo enraizado apresentaram a atividade mais elevada no At = 60 min (valores de ICso de
112+49 e 118+66ug/mL, respetivamente).

Em relacdo as diferencas encontradas entre as cultivares do mesmo tipo, Festival 68,
Mooskrause e Vistula apresentaram a maior atividade no ensaio TBARS para 0s tipos de
folha lisa (0,79+0,03 mg/mL), encaracolada (0,77£0,03 mg/mL) e nabo enraizado
(0,82+0,01 mg/mL), respetivamente.

Da mesma forma, para o ensaio OXHLIA, a cultivar Fest (folha lisa) e Moss Curled 2
(folha encaracolada) foram as mais efetivas no At = 60 min e 90 min (481 e 288+9ug/mL,
respetivamente). As cultivares de naboenraizado, Linga, Halblange Berlinska, Vistula e
Lenka foram as mais efetivas no At =60 min, enquanto a Linga, Halblange Berlinska, Vistula

e Kaska foram igualmente eficazes no At = 90 min.

Ha estudos que descrevem a atividade antioxidante das folhas de P. crispum. Por
exemplo, Nielsen et al., (1999) incluiram folhas de salsa encaracolada (frescas ou incluidas
nas refei¢cBes) na dieta diaria de 14 pessoas durante uma semana. Os resultados deste estudo
demonstraram uma intensificagdo das enzimas antioxidantes comparativamente com 0s
niveis apresentados pelo grupo que recebeu a dieta basica (controlo). Para estes autores, a
apigenina foi o composto responsavel por esses resultados, 0 que também esta de acordo
com nosso estudo, considerando os elevados teores dos derivados da apigenina encontrados

nas espécies estudadas.

A atividade antioxidante do extrato aquoso de P. crispum também foi estudada por
Epifanio et al.,(2020) através do ensaio de atividade captadora de radicais de DPPH
obtiveram valores de ECso de 15,5 mg/mL, o que estd de acordo com a elevada atividade
antioxidante desta espécie. Além disso, no mesmo estudo, foi sugerido que a apiina
(flavonoide natural, diglicésido da flavona apigenina) e a apigenina apresentam protecao
elevada na peroxidacéo lipidica determinada pelo ensaio TBARS (Epifanio et al., 2020).
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Tabela 10. Atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos das amostras de folhas de salsa

estudadas (média+DP).

Tipo de cultivar Nome da cultivar

TBARS

OXHLIA (ICso, pg/mL)

(ECso, mg/mL) At =60 min At =120 min
Folhas lisas 1,6+05% 1124498 20441408
Festival 68 0,79+0,03°¢ 88+2¢ 114+2¢d
Astra 1,74+0,08" 126+2° 205+3°
Gigante Di Italia 1,98+0,062 106+3°¢ 150+3P¢
Fest 1,930,032 48+1°¢ 90+1¢
Rialto Bejo 1,78+0,01° 190+13° 4621212
Folhas encaracoladas 1,5+0,6 ~ 3661914 5214954
Depuis 1743 1,820,052 325+9° 507+10°
Moss Curled 2 1,9+0,1° 288+9°P 421+49°¢
Mooskrause 0,77+0,03° 484+12° 636+13°
Folhas de nabo enraizado 1,5+0,34 118+66° 1731968
Olomuncka 0,99+0,02" 175+4° 239+4°
Pélna 1,990,092 101+3 def 150+3 19
Linga 1,62+0,05¢d 69+2" 105+21
Halblange Berlinska 1,51+0,08°f 70£20 99+2!
Osborne 1,68+0,09°¢ 92+2%9 146379
Lenka 1,65+0,05¢¢ 78+19N 109+2'
Sonata 1,57+0,08 ¢¢ 98+4 def 158+6f
Kaska 1,43+0,07f 64+2" 117420
Vistula 0,82+0,01° 78+29N 117420
Konika 1,29+0,079 112+4¢ 157+6F
Hanacka 1,42+0,08f 109+5de 159+8°¢f
Halblange Eagle 1,430,097 10769 145+979
Cukrowa 1,64+0,06 ¢ 138+3° 179+4 9¢
Alba 1,26+0,05¢9 96+4 & 135+4 9N
Arat 1,84+0,08" 351+15% 524+18°
Root parsley (Comum) 1,50+0,03 & 139+6°¢ 213+12°¢
Berlinski Halblange Springer 1,86+0,05° 130£3°¢ 187+4¢
Trolox 0,0196+0,001 19,6+0,7 41+1

* As letras maiusculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias

dos trés tipos de cultivares, de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05, enquanto que as

letras minusculas diferentes na mesma coluna, indicam diferencas significativas entre as médias das

cultivares do mesmo tipo de acordo com o teste de Tukey HSD em que p = 0,05.

60



Resultados e discussao

As propriedades antimicrobianas dos extratos hidroalcodlicos dos trés tipos de folhas
de P. crispum estdo apresentadas na Tabela 11. De acordo com os resultados, a melhor
atividade foi observada contra a estirpe E. coli, em que 0s extratos das varias cultivares do
tipo de folhas lisas e nabo enraizado, apresentaram a concentracdo minima inibitoria (CMI)
e concentracdo minima bactericida(CMB) semelhantes ao controlo positivo (E224). Além
disso, a maioria das cultivares de folha lisa (exceto a Rialto Bejo), apresentaram atividade
antibacteriana elevada contra a estirpe S. aureus, com valores de CMI comparaveis ao E224.
Resultados semelhantes foram observados para as cultivares nabo enraizado, Olomuncka,

Polna, Lenka, Kaska, Cucrowas e Alba.

Para a estirpe B. cereus e S. Tymphimurium, verificou-se uma resposta variada e apenas
cultivares especificas pertencentes aos trés tipos estudados apresentaram valores de CMI

semelhantes ao E224.

Em contraste, todos os extratos apresentaram menor atividade contra as estirpes L.
monocytogenes e E. cloacae, em comparagcdo com 0s controles positivos utilizados,

principalmente o0 E224.

A atividade antibacteriana do 6leo da salsa contra varias estirpes foi descrita por varios
autores (Linde et al., 2016; Snoussi, Dehmani, Noumi, Flamini, & Papetti, 2016), enquanto
que extratos etanolicos de folhas e sementes apresentaram eficacia contra as estipres S. typhi,
S. aureus e K. pneumonia (Abdu & Hauwa, 2019; Farah, Elbadrawy, & Al-atoom, 2019).

A atividade antifungica dos extratos hidroalcodlicos das folhas sdo apresentados na
Tabela 12. Todos os extratos apresentaram atividade antifungica com diferentes CMI e
concentracdo fungicida minima (CFM) contra os diferentes fungos avaliados. Os resultados
mais interessantes foram observados contra as estirpes A. fumigatus e P. verrucosum var.
ciclépio onde varias cultivares apresentaram maior eficacia comparativamente com 0s
controlos positivos (E211 e E224). Além disso, os valores de CMI de vérios extratos foram
maiores do que os controles positivos contra as estipres A. ochraceus, A. versicolor e T.
viride. Os extratos de cultivares especificas apresentaram valores de CMI semelhantes aos
controles positivos contra a estirpe P. funicolosum, enquanto os valores de CFM foram
menores do que os controles. A atividade antifungica de P. Crispum foi anteriormente
descrita por Abdu e Hauwa (2019), e também observaram eficécia contra a estirpe Mucor,
A. flavus e Candida albicans, confirmando assim a eficiéncia antimicrobiana da salsa contra

uma ampla gama de microrganismos.
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Tabela 11. Atividade antibacteriana (concentracdo minima de inibicdo (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB) (mg/mL) dos extratos

hidroalcodlicos das amostras de folhas de salsa estudadas.

. . . S. aureus B. cereus L. monocytogenes E. coli S. typhimurium En. cloacae
Tipode cultivar  Nome da cultivar (ATCC 11632) (isolado clinico) ~ (NCTC 7973)  (ATCC 25922) (ATCC 13311) (ATCC 35030)
. CMI 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00
Festival 68 CMB 2.00 2.00 2.00 2.00 4.00 4.00
Astra CMI 1.00 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00
CMB 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Folhas lisas : . CMI 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00 2.00
Gigante Di Italia CMB 2.00 2.00 4.00 2.00 4.00 4.00
ot CMI 1.00 0.50 1.00 0.50 2.00 2.00
CMB 2.00 1.00 2.00 1.00 4.00 4.00
Rialto Bejo CMI 4.00 1.00 1.00 0.50 1.00 2.00
CMB 8.00 2.00 2.00 1.00 2.00 4.00
. CMI 2.00 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00
Depuis 1743 CMB 4.00 1.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Folhas CMI 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
encaracoladas  Moss Curled 2 CMB 4.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
CMI 4.00 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00
Mooskrause CMB 8.00 2.00 4.00 2.00 2.00 4.00
Olomutcka CMI 1.00 0.50 1.00 1.00 2.00 1.00
CMB 2.00 1.00 2.00 2.00 4.00 2.00
- CMI 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00
CMB 2.00 2.00 2.00 2.00 4.00 4.00
Linoa CMI 4.00 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00
g CMB 8.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00
Folhas nabo Halblange CMmI 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
enraizado Berlinska CMB 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
CMI 4.00 2.00 2.00 1.00 2.00 24.00
Osborne CMB 8.00 4.00 4.00 2.00 4.00 8.00
Lonka CMI 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00 2.00
CMB 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 4.00
Sonata CMI 2.00 0.50 1.00 0.50 1.00 1.00
CMB 4.00 1.00 2.00 1.00 2.00 2.00
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ok CMI 4.00 1.00 1.00 0.50 1.00 2.00
CMB 8.00 2.00 2.00 1.00 2.00 4.00

Vistula CMI 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00
CMB 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00

Konika CMI 2.00 2.00 1.00 1.00 1.00 4.00
CMB 4.00 4.00 2.00 2.00 2.00 8.00

CMI 2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 2.00

Hanacka CMB 4.00 2.00 2.00 4.00 2.00 4.00
CMI 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Halblange Eagle CMB 4.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
CMI 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00

Cukrowa CMB 2.00 2.00 2.00 2.00 4.00 4.00
Alba CMI 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
CMB 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00

At CMI 4.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
CMB 8.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00

Root parsley (comum) M| 2.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00
CMB 4.00 4.00 2.00 2.00 2.00 2.00

Berlinski Halblange ~ CMI 2.00 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00
Springer CMB 4.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00
11 CMI 4.00 0.50 1.00 1.00 1.00 2.00
Controlos CMB 4.00 0.50 2.00 2.00 2.00 4.00
positivos E224 CMI 1.0 2.0 0.5 0.5 1.0 0.5
CMB 1.0 4.0 1.0 1.0 1.0 0.5

+s0dio, E224 - metabissulfito de potassio.
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Tabela 12. Atividade antiflingica (concentracdo minima de inibigdo (CMI) e concentragdo fungicida minima (CFM) mg/mL) dos extratos hidroalcodlicos

das amostras de folhas de salsa estudadas.

P. verrucosum var.

Tipo de cultivar  Nome da cultivar A. ochraceus A. versicolor A. fumigatusl ~ P. funiculosum cyclopium T. viride
(ATCC 12066) (ATCC 11730) (ATCC9197)  (ATCC 36839) . : (IAM 5061)
(isolado alimentar)
. CMI 1.00 0.50 0.50 0.50 0.50 1.00
Festival 68 CFM 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00
Astra CMI 1.00 0.50 0.50 0.50 0.50 1.00
CFM 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00
Folhas lisas . S CMI 2.00 2.00 2.00 1.00 1.00 1.00
Gigante Diltalia oy, 4.00 4.00 4.00 2.00 2.00 2.00
Fest CMI 4.00 2.00 4.00 1.00 2.00 1.00
CFM 8.00 4.00 8.00 2.00 4.00 2.00
Rialto Bejo CMI 0.50 0.50 0.25 0.50 0.50 0.25
CFM 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00 0.50
. CMI 2.00 1.00 2.00 4.00 1.00 1.00
Fos G400 2 . 2 T
encaracoladas Moss Curled 2 CEM 8.00 400 8.00 4.00 4.00 500
Mooskrause CMI 0.50 0.50 0.25 0.50 0.50 0.25
CFM 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00 0.50
Olomuticka CMI 2.00 1.00 2.00 4.00 4.00 1.00
CFM 4.00 2.00 4.00 8.00 8.00 2.00
P6Ina CMI 4.00 2.00 2.00 2.00 1.00 1.00
CFM 8.00 4.00 4.00 4.00 2.00 2.00
Linga CMI 1.00 2.00 4.00 4.00 2.00 0.50
CFM 2.00 4.00 8.00 8.00 4.00 1.00
Folhas nabo
enraizado Halb_lange CMI 1.00 4.00 2.00 2.00 2.00 0.50
Berlinska CFM 2.00 8.00 4.00 4.00 4.00 1.00
Osborne CMI 2.00 4.00 2.00 1.00 1.00 2.00
CFM 4.00 8.00 4.00 2.00 2.00 4.00
Lenka CMI 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 1.00
CFM 4.00 4.00 2.00 2.00 4.00 2.00
Sonata CMI 2.00 4.00 2.00 4.00 2.00 1.00
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CFM 4.00 8.00 4.00 8.00 4.00 2.00
aka CMI 4.00 4.00 4.00 2.00 2.00 0.50

CFM 8.00 8.00 8.00 4.00 4.00 1.00

Vistula CMI 2.00 4.00 1.00 2.00 4.00 1.00

CEM 4.00 8.00 2.00 4.00 8.00 2.00

Konika CMI 1.00 2.00 4.00 4.00 2.00 1.00

CFM 2.00 4.00 8.00 8.00 4.00 2.00

CMI 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.25

Hanacka CFM 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.50

CMI 0.50 0.50 0.25 0.50 0.25 0.25

Halblange Bagle  ~-\y 1.00 1.00 0.50 1.00 0.50 0.50

CMI 0.50 0.50 0.25 0.50 0.25 0.25

Cukrowa CFM 1.00 1.00 0.50 1.00 0.50 0.50

Alba CMI 1.00 1.00 1.00 1.00 0.50 0.50

CFM 2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 1.00

Arat CMI 1.00 1.00 0.50 0.50 0.50 0.50

CEM 2.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Root parsley CMI 0.50 0.50 0.25 0.50 0.50 0.25

(comum) CFM 1.00 1.00 0.50 1.00 1.00 0.50

Berlinski CMI 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

Halblange Springer  CEM 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

211 CMI 1.00 2.00 1.00 1.00 2.00 1.00

Controlos CFM 2.00 4.00 2.00 2.00 4.00 2.00
positivos E204 CMI 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00 0.50
CEM 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00 0.50

1 de sodio, E224 - metabissulfito de potassio.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

5.1. Concluséao

Neste estudo, pretendeu-se avaliar as propriedades nutricionais e quimicas de trés tipos
de cultivares da planta P. crispum pertencente a familia Apiaceae, dando enfase a parte
frequentemente consumida na culinaria, as folhas (nomeadamente lisas, encaracoladas e
nabo enraizado). Adicionalmente, foi avaliada a atividade bioativa dos extratos

hidroalcodlicos.

Os resultados do nosso estudo indicaram grande variabilidade nos parametros
referentes ao valor nutricional e composicdo quimica das cultivares de salsa, indicando
assim, o elevado potencial na valorizacao das cultivares existentes.

Nos parametros nutricionais foram observadas diferengas significativas entre os 3
tipos de cultivares (exceto para o teor de gllcidos), o acido orgédnico mais abundante
encontrado foi o &cido malico, os teores de acucares livres totais ndo diferiram
significativamente sendo o maioritario a sacarose, 0 a-tocoferol foi a isoforma maioritaria,
e 0s &cidos a-linolénico e linoleico foram os &cidos gordos maioritarios encontrados em
todas as cultivares.

Sete compostos fenolicos foram identificados em todas as cultivares, sendo a
apigenina-O-pentosido-O-hexdsido 0 composto maioritario. A sua composicdo, rica em
derivados de apigenina e kaempferol, é apontada como responsavel pela elevada capacidade
antioxidante, o que se verificou neste estudo.

Além disso, 0s nossos resultados indicam que as folhas de salsa também apresentam
relevante atividade antimicrobiana contra uma variedade de bactérias e fungos.

A realizacdo deste trabalho permitiu apresentar resultados inovadores em relagdo a
caracterizacdo nutricional, quimica e propriedades bioativas dos trés tipos de folhas de salsa.

Na regido Mediterranica, as folhas sédo colhidas principalmente das cultivares de folhas
lisas, enquanto as folhas encaracoladas e nabo enraizado sao mais comuns na Europa do
Norte e Central. Os resultados obtidos, estimulam e encorajam o cultivo de tipos alternativos
de salsa, aumentando assim a agrobiodiversidade da regido mediterranea atraves da
introducdo de cultivares de folhas encaracoladas e nabo enraizado, juntamente com o0s

gendtipos de folhas lisas ja estabelecidos.
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Assim, dada a sua composicdo em compostos de interesse, deve-se incentivar a
valorizacdo desta planta na dieta, quer através do seu consumo em pratos, quer pela
incorporacdo em alimentos menos convencionais, representando um desenvolvimento

cientifico importantissimo ao estimulo de uma alimentacao equilibrada e diversificada.

5.2. Perspectivas futuras

Seria interessante, dar continuidade ao estudo de forma a explorar o potencial
bioativo, aplicando os extratos da salsa como substitutos de aditivos quimicos com funcao
conservante, ou até mesmo como biofilme para aumentar a vida atil dos alimentos in natura,
uma vez que apresentam atividade antibacteriana e antifungica relevante. Para além

disso,aproveitar a composicao rica em nutrientes para agregar valor nutritivo a produtos.
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ANEXO 1 - Tabela suplementar de acidos gordos

Tabela Al. Composicao detalhada em acidos gordos (%) das amostras de salsa estudadas (média=DP).

Anexo

Folhas lisas Folhas encaracoladas

Festival 68 Astra Gigante Di Italia Fest Rialto Bejo Depuis 1743 Moss Curled 2 Mooskrause
C6:0 0,105+0,007 0,090+0,001 0,125+0,007 0,126+0,006 0,089+0,002 0,345+0,007 0,225+0,007 0,059+0,002
C8:0 0,049+0,002 0,030+0,001 0,058+0,003 0,050+0,001 0,049+0,002 0,057+0,004 0,060+0,001 0,029+0,001
C10:0 0,178+0,003 0,130+0,001 0,115+0,007 0,18+0,01 0,089+0,002 0,197+0,004 0,39+0,02 0,179+0,001
C12:0 0,085+0,007 0,110+0,001 0,075+0,007 0,136+0,006 0,090+0,001 0,120+0,001 0,178+0,003 0,090+0,001
C13:0 0,150+0,001 0,098+0,003 0,078+0,003 0,110+0,001 1,015+0,007 0,135+0,007 0,160+0,001 1,235+0,007
C14:0 0,97+0,06 1,11+0,01 0,765+0,007 1,37+0,04 0,895+0,007 2,33+0,06 2,4+0,2 1,085+0,007
C15:0 0,340+0,001 0,315+0,007 0,270+0,001 0,330+0,001 0,255+0,007 0,278+0,003 0,30+0,01 0,306+0,006
C16:0 22,7+0,5 20,12+0,02 21,5+0,8 21,940,2 20,90+0,04 21,840,2 21,9+0,8 21,11+0,01
Cl6:1 1,74+0,09 2,37+0,08 2,10+0,08 1,80+0,04 1,85+0,02 2,26+0,01 2,01+0,08 1,94+0,06
C17:0 0,329+0,001 0,725+0,007 0,55+0,04 0,495+0,007 0,345+0,003 0,685+0,007 0,525+0,007 0,236+0,006
C18:0 1,50+0,03 1,52+0,01 1,49+0,05 1,48+0,01 1,63+0,02 1,55+0,01 1,70+0,04 1,81+0,06
C18:1n9c 4,24+0,01 2,73+0,04 3,0+0,2 3,25+0,04 2,96+0,01 2,69+0,01 2,76+0,01 0,46+0,02
C18:2n6c 32,07+0,01 30,08+0,06 30,6+0,5 32,240,1 28,13+0,01 29,16+0,07 27,6+0,1 30,6+0,6
C18:3n3 28,6+0,2 33,240,2 31,96+0,07 28,910,1 36,18+0,06 31,69+0,01 31,840,1 31,3+0,3
C20:0 0,64+0,03 0,62+0,01 0,496+0,006 0,74+0,01 0,36+0,01 0,465+0,007 0,71+0,06 0,670+0,001
C20:1 0,79+0,06 0,180+0,001 0,659+0,002 0,87+0,04 0,525+0,007 0,185+0,007 0,405+0,007 0,484+0,008
C20:2 0,115+0,007 0,200+0,001 0,135+0,007 0,145+0,007 0,27+0,01 0,155+0,007 0,165+0,007 0,426+0,006
C21:0 0,31+0,01 0,395+0,007 0,267+0,005 0,280+0,001 0,221+0,001 0,350+0,014 0,313+0,004 0,206+0,006
C22:0 1,42+0,08 1,75+0,06 1,45+0,05 1,5+0,1 1,04+0,01 1,56+0,06 1,62+0,08 2,10+0,03
C23:.0 0,805+0,007 0,69+0,02 0,78+0,03 1,03+0,05 0,726+0,006 0,685+0,007 0,60+0,04 1,14+0,01
C24:0 2,88+0,25 3,6+0,2 3,5740,06 3,18+0,06 2,38+0,01 3,310,1 4,240,7 4,58+0,08
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Tabela Al. Continuacéo

Anexo

Folhas nabo enraizado

Olomuncka Pélna Linga giL?ilsglgae Osborne Lenka Sonata Kaska Vistula
C6:0 0,125+0,007 0,150+0,014 0,040+0,001 0,135+0,007 0,085+0,007 0,125+0,007 0,068+0,004 0,156+0,006 0,069+0,002
C8:0 0,058+0,004 0,050+0,001 0,070+0,001 0,059+0,002 0,039+0,001 0,049+0,002 0,029+0,002 0,058+0,004 0,049+0,002
C10:0 0,389+0,002 0,428+0,004 0,240+0,001 0,394+0,008 0,315+0,007 0,512+0,002 0,24+0,02 0,25+0,01 0,289+0,002
C12:0 0,100+0,001 0,147+0,005 0,029+0,001 0,157+0,004 0,085+0,007 0,155+0,007 0,110+0,001 0,095+0,007 0,075+0,007
C13:0 0,298+0,004 0,398+0,004 0,205+0,007 0,34+0,03 0,225+0,007 0,33+0,04 0,215+0,007 0,205+0,007 0,245+0,007
C14:0 1,23+0,01 1,57+0,05 0,215+0,007 1,42+0,04 0,93+0,08 1,72+0,04 1,17+0,01 1,05+0,01 1,00+0,03
C15:0 0,320+0,001 0,345+0,007 0,625+0,007 0,29+0,02 0,288+0,004 0,336+0,006 0,294+0,008 0,280+0,001 0,285+0,007
C16:0 21,98+0,16 21,26+0,04 21,38+0,03 20,0+0,7 20,1+0,6 21,50+0,01 20,15+0,28 20,2+0,3 19,2+0,8
Cle:l 2,20+0,01 1,80+0,01 0,340+0,001 1,85+0,08 1,99+0,06 1,65+0,01 1,96+0,04 2,07+0,05 1,73+0,05
C17:0 0,839+0,012 0,351+0,013 0,237+0,004 0,79+0,03 1,15+0,06 0,60+0,01 0,795+0,007 0,786+0,006 0,63+0,01
C18:0 1,40+0,01 1,32+0,01 1,21+0,02 1,42+0,02 1,11+0,05 1,26+0,01 1,35+0,04 1,42+0,01 1,22+0,01
C18:1n9c 2,49+0,06 2,69+0,09 5,86+0,03 4,04+0,04 2,495+0,007 2,57+0,08 2,16+0,02 2,71+0,02 2,48+0,03
C18:2n6c 32,1+0,1 32,3+0,2 34,42+0,06 30,1+0,3 30,4+0,3 32,27+0,07 29,5+0,2 31,4+0,2 30,44+0,06
C18:3n3 31,07+0,04 30,8+0,3 30,30+0,03 32,7404 36,2+0,4 29,7+0,3 34,7404 33,03£0,08 34,6+0,7
C20:0 0,44+0,03 0,395+0,007 0,46+0,03 0,449+0,002 0,295+0,007 0,559+0,001 0,510+0,001 0,505+0,007 0,55+0,04
C20:1 0,295+0,007 0,250+0,001 0,180+0,001 0,149+0,002 0,175+0,007 0,165+0,007 0,195+0,007 0,190+0,001 0,225+0,007
C20:2 0,154+0,006 0,175+0,007 0,245+0,007 0,255+0,007 0,300+0,015 0,450+0,001 0,294+0,008 0,355+0,007 0,378+0,003
C21:0 0,259+0,001 0,295+0,007 0,160+0,001 1,32+0,08 0,990+0,028 1,26+0,04 1,27+0,01 1,40+0,06 1,62+0,04
C22:0 1,08+0,02 1,23+0,06 1,29+0,01 0,09+0,01 0,095+0,007 0,150+0,001 0,105+0,007 0,125+0,007 0,053+0,004
C23:0 0,58+0,03 0,69+0,04 0,695+0,007 0,83+0,06 0,55+0,02 1,03+0,06 0,92+0,04 0,696+0,006 0,921+0,041
C24:0 2,60+0,08 3,43+0,06 1,82+0,01 3,30+0,01 2,24+0,01 3,66+0,06 3,99+0,08 3,04+0,06 4,06+0,09
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Tabela Al. Continuacéo

Anexo

Folhas nabo enraizado

Root parsley

Berlinski Halblange

Konika Hanacka Halblange Eagle Cukrowa Alba Arat (comum) Springer
C6:0 0,019+0,001 0,029+0,001 0,090+0,001 0,106+0,008 0,079+0,001 0,105+0,007 0,179+0,001 0,111+0,001
C8:0 0,039+0,002 0,049+0,002 0,019+0,001 0,029+0,001 0,029+0,001 0,039+0,001 0,089+0,002 0,048+0,003
C10:0 0,315+0,007 0,395+0,007 0,204+0,008 0,345+0,007 0,245+0,007 0,245+0,007 0,316+0,006 0,137+0,004
C12:0 0,019+0,001 0,019+0,001 0,129+0,001 0,127+0,005 0,121+0,001 0,089+0,002 0,031+0,001 0,039+0,001
C13:0 0,310+0,001 0,345+0,007 0,115+0,001 0,305+0,007 0,258+0,003 0,215+0,007 0,345+0,007 0,247+0,005
C14:0 0,128+0,004 0,145+0,007 1,255+0,007 1,32+0,01 1,21+0,01 1,23+0,01 0,190+0,001 0,163+0,004
C15:0 0,465+0,007 0,485+0,007 0,28+0,01 0,265+0,007 0,226+0,006 0,222+0,003 0,5240,02 0,37+0,02
C16:0 21,22+0,01 21,64+0,07 19,12+0,01 20,24+0,01 19,20+0,02 20,03+0,01 22,58+0,18 22,58+0,03
Ci16:1 0,278+0,003 0,245+0,007 1,86+0,01 1,96+0,01 1,53+0,01 1,66+0,01 0,36+0,01 0,321+0,001
C17:0 0,477+0,005 0,385+0,007 1,19+0,01 0,649+0,002 1,23+0,01 0,701+0,001 0,47+0,02 0,346+0,006
C18:0 1,05+0,02 1,05+0,01 1,31+0,01 1,50£0,01 1,52+0,01 1,47+0,01 1,69+0,01 1,14+0,01
C18:1n9c 5,86+0,04 5,8+0,3 3,31+0,01 3,02+0,01 5,41+0,01 3,62+0,01 7,97+0,02 7,51+0,08
C18:2n6¢ 40,1+0,2 39,32+0,07 29,93+0,08 30,50+0,04 31,440,5 33,0240,01 34,310,2 34,940,5
C18:3n3 26,5+0,4 26,42+0,08 33,610,1 32,310,1 30,6+0,4 30,67+0,02 26,41+0,04 28,5+0,4
C20:0 0,34+0,02 0,465+0,007 0,455+0,007 0,455+0,007 0,506+0,006 0,535+0,007 0,600+0,001 0,45+0,02
C20:1 0,110+0,001 0,115+0,007 0,385+0,007 0,375+0,007 0,247+0,005 0,345+0,007 0,158+0,003 0,111+0,001
C20:2 0,137+0,004 0,215+0,007 0,148+0,004 0,272+0,004 0,206+0,006 0,227+0,004 0,217+0,005 0,18+0,01
C21:0 0,257+0,004 0,235+0,007 0,282+0,002 0,415+0,007 0,426+0,006 0,368+0,004 0,217+0,005 0,158+0,003
C22:0 0,86+0,01 1,05+0,01 1,35+0,01 1,34+0,02 1,32+0,01 1,23+0,01 1,43+0,01 1,02+0,03
C23:.0 0,478+0,004 0,425+0,007 1,04+0,01 0,975+0,007 0,815+0,007 0,969+0,002 0,526+0,008 0,348+0,004
C24:0 1,13+0,01 1,14+0,01 3,93+0,01 3,51+0,01 3,45+0,03 3,04+0,01 1,45+0,02 1,28+0,06

C6:0 —Acido hexandico; C8:0 - Acido octanoico; C10:0 - Acido decanoico; C12:0 - 4cido laurico; Acido C13:0 — 4cido tridecandico; C14:0 - acido miristico;
C15:0 - &cido pentadecandico; C16:0 - &cido palmitico; C16:1 - &cido palmitoleico; C17:0 — &cido heptadecanoico; C18:0 - acido estearico; C18:1n9c - acido
oleico; C18:2n6¢ - 4cido linoléico; C18:3n3 - 4cido alfa-linolénico; C20:0 - Acido eicosandico; C20:1 - Acido eicosendico; C20:2 - acido eicosadiendico;
C21:0 - Acido heicosandico; C22:0 - Acido docosandico ; C23:0 - acido tricosanoico; C24:0 - &cido lignocérico.
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