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RESUMO

As plantas aromaticas e medicinais sdo muito apreciadas e utilizadas em todo o
Mundo. Muitas costumavam ser importantes como suplementos na dieta alimentar,
fornecendo compostos bioactivos, eram e s&o ainda usadas como tempero na cozinha
tradicional Portuguesa e em diversas aplicaces farmacoldgicas.

Neste trabalho, determinou-se a composic¢ao nutricional e nutracéutica de trés
espécies de Lamiaceae (Mentha pulegium, Thymus pulegioides e Thymus mastichina).
A determinacdo da composicdo nutricional incluiu avaliagdo da humidade, proteinas,
lipidos, glicidos e cinzas, bem como determinacdo do perfil em &cidos gordos por
cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chama (GC-FID) e em
acucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de indice
de refraccdo (HPLC-RI). A determinacdo da composi¢do nutracéutica incluiu analise
dos tocoferdis por HPLC acoplada a um detector de fluorescéncia, acido ascorbico,
carotenoides e fenois totais por métodos espectrofotométricos. Para a determinacdo da
actividade antioxidante foram aplicados quatro ensaios: actividade bloqueadora de
radicais livres de 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), poder redutor, inibicdo da
descoloracdo do p-caroteno e inibicdo da peroxidacdo lipidica na presenca de
substancias reactivas do acido tiobarbitdrico (TBARS).

A Mentha pulegium (vulgarmente conhecida por poejo) revelou os maiores
valores de humidade, cinzas, proteinas e agucares, bem como as melhores propriedades
antioxidantes (ECso < 0,56 mg/ml), o que esta de acordo com a sua maior concentragao
em fenois (331,69 mg/g) e outros antioxidantes tais como, aclcares redutores (7,99
9/100 g) e tocoferois, principalmente a-tocoferol (69,54 mg/100 g). A presenca desses
compostos antioxidantes pode explicar a sua utilizacgdo como anti-séptico, anti-
inflamatorio e como conservante de alimentos e em molhos especiais. O Thymus
pulegioides (tomilho-dos-prados ou pojinha) revelou o maior valor de glicidos (89,35
0/100 g), carotenoides (2,04 mg/100 g) e flavondides (128,24 mg/g) o que podera
explicar a sua utilizacdo para melhorar o valor nutricional de sopas tradicionais. O
Thymus mastichina (tomilho-branco) revelou maiores valores de lipidos (8,39 g/100 g),
energia (418,35 Kcal/100g), acido ascérbico (12,87 mg/100 g), e ainda maior

guantidade de acidos gordos polinsaturados (PUFA). Estas propriedades sdo razdes



mais que suficientes para justificar a sua utilizacdo como especiaria, para dar sabor e
aroma a Varias receitas tradicionais e de conservacdo de alimentos.

Este estudo contribui para o conhecimento do valor nutricional/nutracéutico de
especies silvestres do Nordeste de Portugal. As plantas estudadas poderdo ter um grande
potencial na industria alimentar devido as suas propriedades condimentares e
composi¢do nutricional (incluindo aglcares e &cidos gordos 6mega-3 e émega-6), mas
também na industria farmacéutica, devido aos seus beneficios bioldgicos e medicinais.
Os efeitos sinérgicos dos diferentes compostos encontrados (nomeadamente fenois,
vitaminas e carotenoides) contribuem para a explicagdo dos seus usos tradicionais como
anti-sépticos e anti-inflamatorios (actividades relacionadas com o stress oxidativo), mas

também como conservantes alimentares.



ABSTRACT

Aromatic and medicinal plants are much appreciated and used all over the world.
Many used to be important as supplements in the nutrition, providing bioactive
compounds and being used as spice in the traditional Portuguese recipes and in diverse
pharmacology applications.

In this work the nutritional and nutraceutical composition of three species of
Lamiaceae (Mentha pulegium, Thymus pulegioides and Thymus mastichina) were
evaluated. The evaluation of the nutritional composition included determination of
moister, proteins, fat, carbohydrates and ash, as well as the determination of the fatty
acids composition by gas chromatography coupled to flame ionization detection (GC-
FID), and sugars using high performance liquid chromatography coupled to refraction
detection (HPLC-RI). The determination of the nutraceutical composition included
analysis of tocopherols by HPLC coupled to fluorescence detection, and ascorbic acid,
carotenoides and phenolics by spectrophotometric methods. To evaluate the antioxidant
activity four assays were applied: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical-scavenging
activity (DPPH), reducing power, inhibition of B-carotene bleaching and inhibition of
lipid peroxidation in the presence of reactive substances of thiobarbituric acid
(TBARS).

Mentha pulegium (commonly known as pennyroyal) reveled the highest contents
of moistures, ash, proteins and sugars, as well as the best antioxidant properties (ECsp <
0.56 mg/ml), according to its higher contents in phenolics (331.69 mg/g) and other
antioxidants such as reducing sugars (7.99 g/100 g) and tocopherols, mainly o-
tocopherol (69.54 mg/100 g). The presence of these compounds could explain its use as
antiseptic, anti-inflammatory and as conserver for food and special sauces. Thymus
pulegioides (thyme-meadow or pojinha) presented the highest value in carbohydrates
(89.35 ¢/100 g), carotenoids (2.04 mg/100 g) and flavonoides (128.24 mg/g) which
could explain its use to increase the nutritional value of traditional soups. Thymus
mastichina (mastic thyme) showed the highest fat content (8.39 g/100 g), energy
(418.35 Kcal/100g) and ascorbic acid (12.87 mg/100 g) as well as the highest values of
polyunsaturated fatty acids (PUFA). These properties are reasons to justify its use as
spice, to flavor and give aroma to different traditional recipes, and in the conservation of
food.



This study contributes to knowledge of the nutritional/nutraceutical value of
wild species of northern Portugal. The studied plants may have potential in the food
industry, due to its flavoring properties and nutritional composition (including fatty
acids omega-3 and omega-6), but also in the pharmaceutical industry, due to its
biological and medical benefits. The synergistic effects of the different compounds
found (particularly phenolics, vitamins and carotenoids) could contribute to the
explanation of their traditional functions as antiseptics and anti-inflammatory (activities

related to the oxidative stress), but also in food conservation.
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I. INTRODUCAO

1.1. Nutrientes e nutracéuticos em plantas

Desde os primordios da humanidade, 0 homem dependeu do uso das plantas, ao
utiliza-las como alimento, medicamento, na construcdo de abrigos, no aquecimento. As
crencas e ritos magicos imperavam a par da utilizacdo das plantas. Logo assim, as
plantas aromaticas foram associadas aos rituais sagrados, devido & intensificacdo do seu
odor ao serem queimadas. Os primeiros habitantes do planeta queimavam plantas de
odor agradavel para pedir proteccdo aos bons deuses, sendo que as de aroma
desagradavel eram usadas para afugentar os animais, os inimigos e 0s deuses maléficos.
Com o passar dos anos, as plantas aromaticas passaram a fazer parte das técnicas de
prevencéo e tratamento das doencas, de feridas e contusdes (Cunha et al. 2007).

Num tempo em que a figura e funcdo do médico era quase ausente dos meios
rurais, o uso das plantas era pratica corrente entre as mulheres, pastores, ferreiros e
virtuosos. Além das plantas comestiveis, cultivadas nas hortas e nos quintais, existiam
as espontaneas, tal como hoje. Era a estas que muita gente pobre recorria. A principal
aplicacdo era em sopas com feijdo, gréo, arroz ou massa, para comer cruas ou em
saladas (Salgueiro 2005).

Pela narracdo de Salgueiro (2005), numa cozinha tradicional e menos variada,
mas criativa, percebe-se a importancia dos cheiros de poejo, da horteld, dos coentros na
elaboracdo e condimentagdo dos cozinhados tradicionais. Ainda € de referir a utilizacao
das plantas no quotidiano das pessoas, como p.e. 0 uso do poejo queimado para afastar
0S mosquitos, as moscas e parasitas. Havia um profundo sentido da Natureza e uma
atencdo especial voltada para as plantas, porque eram essenciais na alimentacao, na cura
de maleitas e em outros fins.

Nas civilizacBes orientais, a China e a india usavam as plantas na prevencao das
doencas por intermédio da fumigacdo, eram utilizadas como medicamento e ainda hoje
a medicina chinesa as emprega com bons resultados. Nas civilizagdes Grega e Romana,
grandes médicos como Hipdcrates, considerado o “Pai da Medicina”, indicavam o
interesse dos banhos aromaticos com anis, cominhos, incenso, mirra, tomilho no
tratamento de doencas da mulher. A civilizacio Arabe interessou-se mais pela quimica,

tendo desenvolvido a destilagdo das plantas aromaticas. A Idade Média e o



Renascimento foram caracterizados pelas preparacdes secretas e cheias de mistério de
unguentos maravilhosos aplicados com férmulas mégicas usadas em prol da salde
(Cunha et al. 2007).

Com o Renascimento, o charlatanismo e o empirismo da medicina e da farmacia
da Idade Média, cedem lugar a experimentacdo, a0 mesmo tempo que vdo sendo
introduzidos novos farmacos (Cunha et al. 2007).

De facto, a partir de plantas descritas e usadas com base no conhecimento
popular, foram descobertos diversos medicamentos usados até hoje na medicina
convencional. O uso terapéutico de plantas medicinais € um dos tracos mais
caracteristicos da espécie humana. E tdo antigo quanto o Homo sapiens e encontrado em
praticamente todas as civilizagbes ou grupos culturais conhecidos (Rosa 2009). A
natureza proporciona assim ao Homem uma infinidade de plantas com valor medicinal.
E a flora portuguesa é uma fonte de plantas que podem auxiliar no tratamento e
prevencdo de varios males. Se 0s nossos ancestrais contavam apenas com o0
conhecimento empirico, nés, hoje, dispomos de pesquisas cientificas que comprovam as
propriedades medicinais de varias plantas, atestando a sua eficiéncia (Gobeth 2007).

Pode-se considerar como planta medicinal aguela planta consumida ou
administrada sob qualquer forma, que exerce algum tipo de acc¢do farmacol6gica no
Homem ou nos animais. A caracterizacdo botanica das espécies vegetais com actividade
farmacoldgica e o estudo da sua composicdo quimica é uma das caracteristicas da
fitoqguimica moderna. As plantas aromaticas nas ultimas décadas tém sido submetidas a
intensos estudos quimicos e farmacoldgicos, que deram a conhecer ou a confirmar a sua
actividade e os seus constituintes (Cunha et al. 2007).

Os métodos e as técnicas actuais de isolamento sdo fundamentais para identificar
cada vez mais constituintes das plantas. Quando estes estudos sdo acompanhados de
testes capazes de pbr em evidéncia as respectivas accbGes farmacologicas, pode
relacionar-se a sua respectiva actividade biologica. Este tem sido o caminho usado pela
industria farmacéutica quando pretende obter um constituinte activo de uma planta ja
usada na terapéutica tradicional, com vista a poder transformar esse constituinte em
medicamento. Foi 0 que se passou p.e. com a digoxina, extraida da dedaleira, e com
muitos outros constituintes activos de plantas dos quais se tém obtido medicamentos
(Cunha 2006).

A planta medicinal, para além do ou dos constituintes activos, possui um ndmero

elevado de outros compostos que podem influenciar a sua accdo. Estes compostos,
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protegem os constituintes activos de alteracdes, tais como oxidagdes, hidrolises, entre
outras, permitindo assim uma melhor absorcéo pelo organismo (Cunha 2006). Justifica-
se assim, que a acg¢do conjunta dos constituintes da planta, tenha muitas vezes, maior
efeito e actividade que a mesma quantidade de constituinte activo isolado e, dai, o ter
havido um renovado interesse pelos medicamentos a base de plantas (Cunha 2006).

Os diferentes grupos de compostos existentes nas plantas com potencial acgéo
farmacoldgica incluem Vvarios tipos de moléculas. Para além dos acidos gordos livres e
sob a forma de ésteres glicéricos, que sdo os principais constituintes dos lipidos, existem
nas plantas, outros acidos organicos, normalmente sob a forma de sais. No entanto, estes
sais de &cidos organicos, no meio estomacal, sdo hidrolisados e libertam os respectivos
acidos. Destes &cidos destaca-se o citrico, 0 malico e o tartérico, que tém sobre o
organismo uma accao laxante e diurética. Os &cidos aromaticos e 0s seus ésteres sdo
também compostos responsaveis por numerosos efeitos farmacoldgicos. Deste grupo
destaca-se o &cido cafeico, rosmarinico, clorogénico, cumarico e fumarico, que tém
accdo hepatoprotectora e antioxidante, anti-séptica, antifungica, diurética, analgésica e
espasmolitica. Outros compostos sdo os alcaldides (quimicamente considerados os mais
importantes), a piridina (nicotina), indol (estricnina), quinolina (quinina), isoquinolina
(morfina), purina (cafeina), entre outros. Existem também constituintes amargos tais
como genciana (amarogentina e genciopicrina), absinto (absintina), quina (quinina),
lUpulo (lupulona e humulona), uma vez administrados aumentam o apetite e melhoram a
digestdo. Outros compostos sdo o0s taninos (compostos polifendlicos com afinidade para
as proteinas) que possuem ac¢do anti-séptica (antibacteriana e antifungica) favorecendo
a regeneracao dos tecidos no caso de feridas ou queimaduras. Os glicidos, p.e. gomas,
mucilagens, pectinas tém accdo na supressdo do apetite, uma vez que originam a
sensacdo de saciedade, efeito hipocolesterolémico e hipoglicémico e acgdo
imunoestimulante. Os heterésidos mais interessantes para a terapéutica sdo 0s
antocianosidos,  antraquinonicos,  cardiotonicos,  cianogenéticos, cumarinicos,
flavonoides, iridoides, naftoquindénicos, saponosidos e sulfo-heterosidos. Estes
heterdsidos sdo potenciais inibidores do aparecimento do cancro. Os 6leos essenciais
sdo formados por compostos volateis que lhes conferem accdo anti-séptica, accao
espasmolitica, expectorante, sendo também usados em aromaterapia em processos
infecciosos cutaneos. Os 0leos gordos sdo constituidos por ésteres de acidos gordos e de
glicerina. Nos 4&cidos gordos destaca-se o 4&cido oleico, linoleico, linolénico e

araquiddnico que, biologicamente, sdo os mais importantes. A deficiéncia destes acidos
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na alimentacdo pode originar eczemas a nivel da pele e pode alterar a composi¢do dos
fosfolipidos das membranas celulares. As resinas sdo exsudados vegetais de
consisténcia varidvel e tém interesse pela sua accdo anti-séptica e fluidificante das
secre¢des bronguicas (Cunha 2006).

Por toda esta diversidade de moléculas bioactivas, a utilizacdo de plantas
medicinais tornou-se um recurso terapéutico alternativo de grande aceitacdo pela
populacdo e vem crescendo junto da comunidade médica, desde que sejam utilizadas
plantas cujas actividades bioldgicas tenham sido investigadas cientificamente,
comprovando a sua eficacia e seguranca (Cechinel et al. 1998; Kinghorn 2001; Rigotti
2008).

1.2. Stress oxidativo e antioxidantes fitoquimicos

Nos organismos aerobios, os radicais livres sdo produzidos durante o
funcionamento normal da célula, na maior parte sob a forma de espécies reactivas de
oxigénio (ROS). Uma vez produzidos, a maior parte dos radicais livres sdo removidos
pelas defesas antioxidantes da célula que incluem enzimas e moléculas ndo enzimaticas.
A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes sdo uma condicdo essencial para o funcionamento normal do organismo
(Valko et al. 2007; Ferreira et al. 2007). No entanto, ha situacbes em que o equilibrio
entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes pode ser destruido devido a uma
producdo excessiva de ROS, ou porque existe uma deficiéncia nas defesas antioxidantes
da célula (Machlin et al. 1987; Ferreira et al. 2007). Assim, a este desequilibrio
chamamos stress oxidativo e nestas situacfes os ROS em excesso podem oxidar e
danificar lipidos celulares, proteinas e DNA, levando a sua modificacdo e
frequentemente a inutilizacéo, inibindo a sua func&o normal (Fu et al. 1998; Ridnour et
al. 2005; Valko et al. 2007; Ferreira et al. 2007).

O stress oxidativo pode ter causas naturais, como 0 que ocorre em situagdes de
exercicio fisico extremo, ou em processos de inflamagéo; mas pode também ter causas
ndo naturais como a presenga de xenobidticos no organismo. A produgéo ndo controlada
de radicais livres foi associada com multiplas doengas tais como: cancro, diabetes,
cirrose, doencas cardiovasculares, desordens do foro neurologico e também com o
processo de envelhecimento (Halliwell et al. 1984; Halliwell 1996; Valko et al. 2007;
Ferreira et al. 2007).



O controlo da producéo excessiva de ROS pode ser obtido assegurando niveis
adequados de antioxidantes e quelantes de radicais livres; quer melhorando a qualidade
da dieta (maior consumo de vegetais, leguminosas e frutos), quer evitando
comportamentos de risco que levem a uma maior producdo de radicais livres e ROS
como o tabaco, o alcool, a exposicdo excessiva a poluentes ambientais e xenobidticos
(Lachance et al. 2001; Ferreira et al. 2007).

As mitocondrias sdo uma das principais fontes de ROS, mas sdo também um dos
primeiros alvos de ataque destes radicais. Uma vez que a cadeia respiratoria € composta
por proteinas transmembranares que existem na membrana mitocondrial interna, a
formagdo de ROS ocorre perto da membrana. Assim, os ROS tém facil acesso aos
lipidos da membrana, especialmente sensiveis a fendmenos de ataques de radicais
livres. A este ataque chamamos peroxidacao lipidica e promove a formacao de varios
tipos de ROS (Mehrotra et al. 1991; Ferreira et al. 2007).

A exposicdo do organismo a radicais livres, provenientes de diversas fontes,
levou o organismo a desenvolver mecanismos de defesa (defesas enddgenas) para
eliminar estes radicais livres (Cadenas 1997; Ferreira et al. 2007). Estas defesas
enddgenas podem ser enziméticas ou ndo enzimaticas. As defesas antioxidantes
enzimaticas sdo em grande numero e encontram-se espalhadas por todo o organismo,
tanto no meio intracelular como no meio extracelular. Exemplo destas defesas séo a
superdxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase, a glutationa redutase, entre
outras. Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas destacam-se compostos como a
glutationa, o a-tocoferol (vitamina E), o &cido ascorbico (vitamina C), o acido lipdico,
os carotendides, os flavonoides, entre outros (Valko et al. 2007; Ferreira et al. 2007).

Para além destas defesas enddgenas, existe uma pandplia de moléculas naturais
ou sintéticas com propriedades antioxidantes e que podem constituir um sistema
exogeno de defesa, as quais designamos de fitoquimicos (Kanter 1998; Ferreira et al.
2007).

Os antioxidantes presentes na nossa dieta assumem uma grande importancia
como possiveis agentes protectores, uma vez que ajudam o corpo humano na reducéo
dos danos oxidativos. Assim, os fitoquimicos sdo classificados como compostos
bioactivos provenientes de diferentes partes das plantas, tais como, sementes, cereais,
vegetais, frutos, folhas, raizes, especiarias e ervas (Ramarathnam et al. 1995; Skerget et
al. 2005; Ferreira et al. 2007), e estdo relacionados com a reducdo do risco de ocorréncia

de vérias doencas cronicas, nomeadamente varios tipos de cancro. Sendo o stress
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oxidativo induzido por radicais livres, responsavel por varias dessas doencas cronicas,
os fitoquimicos presentes em frutos e vegetais assumem cada vez mais uma enorme
importancia (Liu 2003; Ferreira et al. 2007).

Efectivamente, as plantas sdo uma fonte natural que contém compostos bioativos
eficazes, incluindo antioxidantes, como polifendis, vitaminas, carotenoides, acidos
gordos insaturados e acUcares redutores, que podem ser utilizadas para diversas
aplicac@es, principalmente como aditivos alimentares e na promocdo da saide como
ingredientes na formulacdo de alimentos funcionais e nutracéuticos (Loziene et al.
2007).

1.3. Caracterizacao botanica das plantas estudadas

Estudaram-se trés espécies silvestres de Lamiaceae amplamente utilizadas em
duas regides de Portugal, Alentejo e Tras-os-Montes: Mentha pulegium L., Thymus
pulegioides L. e Thymus mastichina L., respectivamente designadas neste trabalho, por
poejo, tomilho-dos-prados e tomilho-branco de acordo com a nomenclatura popular de

Tras-os-Montes.

Figura 1. Mentha pulegium L.

A Mentha pulegium L. (Figura 1) caracteriza-se por ser uma espécie herbacea
vivaz, de 20 a 40 cm de tamanho, subprostrada, subglabra a tomentosa, fortemente
aromatica, de folhas pequenas (8 a 30 mm), eliptico-oblongas, atenuadas na base,

curtamente pecioladas, inteiras ou esparsamente dentadas, pilosas na pagina virada para
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o caule; inflorescéncias em verticilastros esféricos com entrends visiveis, calice de
dentes ciliados; corola de cerca de 5 mm de tamanho, lilacinea, estames excertos;
mericarpos com 0,7 mm, acastanhados (Cunha et al. 2007).

E uma espécie de lameiros e da beira-rio, ocorrendo fundamentalmente ao longo
das agueiras. Contudo, é possivel encontra-la ainda nas beiras de caminhos que
permanecem humidos durante parte do ano.

Em fitoterapia, as partes aéreas floridas usam-se para a falta de apetite, em
digestdes dificeis, na flatuléncia, em colicas gastrointestinais. Externamente usa-se em

inflamac6es cutaneas (Cunha et al. 2007).

Figura 2. Thymus pulegioides L.

O Thymus pulegioides L. (Figura 2) é uma espécie subarbustiva, herbacea,
suberecta a postrada, de caules floriferos com 25 a 40 cm, por vezes ramificados,
tetragonais e sO pilosos nos angulos; folhas pequenas, ovadas, obtusas, geralmente
acunheadas e ciliadas na base, sem nervura marginal; inflorescéncias em verticilastros
interrompidos na base e proximos na parte apical, por vezes capituliformes; calice com
3 a 4 mm com dentes superiores geralmente mais compridos que largos e ciliados;
corola com 4 a 5 mm de cor purpura-rosada (Cunha et al. 2007).

E claramente uma espécie de lameiros humidos, desenvolvendo-se melhor nas
zonas mais sombrias.

Em fitoterapia, € ligeiramente menos activo que o tomilho-branco, mas sendo

usado de modo semelhante em afeccBes das vias respiratorias (tosse, bronquite) e do



aparelho  digestivo, como dispepsias  hipossecretoras, flatuléncia, cdlicas
gastrointestinais. Também é empregue em perturbagdes urinarias como cistites e litiase.
Externamente é usado em infeccBes cutaneas e estomatites. Utiliza-se em banhos para

diminuir dores e espasmos musculares (Cunha et al. 2007).

Figura 3. Thymus mastichina L.

O Thymus mastichina L. (Figura 3) € uma espécie subarbustiva de 10 a 30 cm
de porte, com caules puberulentos, erectos, ou ascendentes; folhas de 7 x 1 mm,
geralmente excedendo os fasciculos de folhinhas axilares, lineares, subagudas, sesseis,
tomentosas, de margens revolutas e esparsamente ciliadas na base; inflorescéncias
verticilastros até 10 cm, espiciformes ou capituliformes, de bracteas semelhantes as
folhas e excedendo os verticilastros; cédlice com 3 a 4 mm tomentoloso, verde-
acinzentado, de dentes tdo compridos como largos, geralmente ndo ciliados; corola de 4
a5 mm, esbranquicada (Cunha et al. 2007).

E uma planta heliofita e ruderal (que vive nos caminhos e beiras das estradas),
também frequente nos terrenos incultos, matos e matagais.

Em fitoterapia, as partes aéreas sdo usadas nas afeccdes das vias respiratérias
(gripe, catarros, tosse irritativa) e também nas digestdes lentas, gastrites cronicas e dores

espasmadicas do tubo digestivo (Cunha et al. 2007).



1.4. Usos alimentares e medicinais das plantas estudadas

A Tabela 1 apresenta um resumo dos usos alimentares e medicinais, bem como

0 nome cientifico e vulgar de cada uma das plantas estudadas.

Tabela 1. Informacédo etnobotanica das trés Lamiaceae estudadas.

Nome cientifico Nome vulgar Indicacdo medicinal Uso na alimentacgéo
Poejo, mangerico Sistema digestivo, Tempero de sopas de peixe e
Mentha pulegium L. do rio, poejo dos indigestdo, colesterol, caldeiradas, cha/tisana, licor
lameiros panaceia
o Pojinha, tomilho- Sistema respiratorio, o
Thymus pulegioides L. L Chaltisana e temperos
dos-prados constipacdes, tosse

) o Adoba de coelho e carne,
o Bela-luz, sal-puro, Sistema digestivo, _
Thymus mastichina L. ) o _ tempero de pratos cozinhados,
tomilho-branco indigestdo, panaceia _
cura de azeitonas

O poejo é um condimento emblematico da gastronomia do Alentejo (P6voa
2008), sendo também particularmente apreciado em Tras-os-Montes (Pardo de
Santayana et al. 2007; Carvalho 2010). E muito popular em todo o pais devido ao
famoso licor preparado com as inflorescéncias, o licor de poejo. O uso tradicional desta
espécie centra-se em usos alimentares e em aplicacdes farmacéuticas, sem uma fronteira
clara entre estas duas finalidades. A parte aérea e as inflorescéncias sdo recolhidas
durante o verao, secas a sombra e mantidas em casa para temperar e preparar remédios
caseiros (infusdes, xaropes, elixir) recomendados para a indigestdo, dor de estdmago,
dores de cabeca, sistema respiratorio e colesterol (P6voa et al. 2004; Pardo de
Santayana et al. 2007). O licor e a infuséo de flores sdo bebidos tanto por prazer como
pelas suas propriedades digestivas e carminativas (Pardo de Santayana et al. 2007;
Carvalho 2010). No Alentejo, usa-se uma pasta, localmente conhecida como "piso”, que
é preparada com partes da planta fresca, sal, alho e azeite; esta mistura é preservada
para uso posterior ao longo do ano, quando a planta néo esta disponivel (Povoa et al.
2004; Povoa 2008; Povoa et al. 2009). Varias receitas com "piso” sdo utilizadas em



cozinhados a base de peixe, pdo e diferentes tipos de queijo de cabra ou ovelha. Além
disso, no Alentejo, o poejo é geralmente cultivado nas proximidades das janelas para,
no verao, repelir moscas e mosquitos (Pdvoa et al. 2004).

O tomilho-dos-prados, também conhecido como pojinha, € uma espécie dos
prados do norte de Portugal, ocorrendo raramente na regido sul. Em Tras-os-Montes,
esta espécie de tomilho é muito valorizada na terapia popular (Carvalho 2010) e devido
as suas propriedades, tem sido tradicionalmente utilizado como anti-séptico e anti-
inflamatdrio no tratamento das constipacgdes, tosse, sinusite, bronquite, pneumonia e
tuberculose. Efeitos carminativos e emenagogos também foram relatados (Carvalho
2010). As infusGes medicinais e as tisanas sdo preparadas com a parte aérea da planta,
devendo ser colhidas em Junho e penduradas em ramos a secar. As inflorescéncias, uma
vez secas, eram frequentemente usadas para tempero de caldos insipidos e refeicdes
pouco variadas durante os periodos de fome. Vérias pessoas entrevistadas acerca do seu
uso, afirmaram que, além de dar gosto agradavel, o tomilho contribui para melhorar o
valor nutritivo dos alimentos, tal como outras ervas aromaticas, que tradicionalmente se
colhiam no meio envolvente das aldeias (Pardo de Santayana et al. 2007; Carvalho
2010).

O tomilho-branco é uma das plantas mais populares, usada como aditivo
alimentar, na regido de Tras-os-Montes. E uma planta perene do Mediterraneo, também
considerada como planta medicinal (lvanova et al. 2005; Kumarasamy et al. 2007;
Pardo de Santayana et al. 2007; Carvalho 2010). As folhas e as inflorescéncias sao
secas, armazenadas e usadas durante todo o ano, para dar sabor a vérias receitas
tradicionais e ajudar na conservacdo de alimentos. A sua utilizacdo na cozinha
tradicional ndo tem apenas como objectivo melhorar a qualidade das receitas
gastronémicas, mas também como uso terapéutico, porque permite aumentar a
digestibilidade dos alimentos cozinhados como afirmam Bonet e Valles (2002). Na
medicina popular, o tomilho-branco é recomendado para o sistema respiratorio e
gastrointestinal. Infusbes preparadas com material seco desta planta sdo boas para
aliviar constipagdes, tosse, irritacdo na garganta e dores abdominais. As tisanas da
planta fresca sdo aconselhadas para a indigestdo e dor de barriga. As folhas tém
propriedades anti-inflamatorias e anti-sépticas e, portanto, sdo usadas para inflamacoes
externas e doencas de pele (Carvalho et al. 2007; Frazdo-Moreira et al. 2007; Pardo de
Santayana et al. 2007; Carvalho 2010).
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1.5. Objectivos e hipoteses de estudo

A maioria dos usos descritos para as plantas estudadas resulta de situagdes
empiricas recolhidas numa perspectiva etnobotanica e etnofarmacoldgica. Partindo do
pressuposto de que 0 uso empirico destas espécies e 0s saberes e praticas a elas
associados foram ratificados e confirmados ao longo de geracdes de consumidores, é de
considerar que as espécies em estudo tém um potencial fitoquimico, fitofarmacologico e
nutritivo que interessa avaliar. Assim sendo, 0 presente trabalho tem como objectivo
geral analisar e descrever a composi¢do nutricional e nutracéutica, e as propriedades
antioxidantes da parte aérea de trés espécies de Lamiaceae (Mentha pulegium, Thymus
pulegioides e Thymus mastichina). Na analise nutricional, determinaram-se proteinas,
lipidos, cinzas e glicidos, e identificaram-se os perfis individuais de acucares e de
acidos gordos por técnicas cromatograficas. Na analise nutracéutica, determinaram-se
compostos fitoquimicos, tais como fendis, flavondides, carotendides e vitaminas
(tocoferdis e &cido ascorbico). Para avaliar a actividade antioxidante utilizaram-se
quatro ensaios, nomeadamente, actividade bloqueadora de radicais de DPPH, poder
redutor, inibicdo da descoloracdo do B-caroteno e inibicdo da peroxidacdo lipidica na

presenca de substancias reactivas do &cido tiobarbiturico (TBARS).
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Il. MATERIAL E METODOS

2.1. Seleccao, colheita e preparacdo de amostras

A escolha dos exemplares silvestres, assim como das partes das plantas que
constituem as amostras para analise, teve em conta critérios relacionados com o
conhecimento empirico e as praticas locais relativas ao uso das espécies seleccionadas
(P6voa et al. 2004; Pardo de Santayana et al. 2007; Carvalho 2010). Além disso, foi
também considerado o padrdo de desenvolvimento anual das plantas e a data de
ocorréncia do estadio vegetativo adequado ao uso condimentar e medicinal.

O material vegetal para analise e 0 material necessario para a elaboracdo de
pranchas de herbario foram ambos colhidos nos meses de Maio e Junho de 2008 e 2009,
nos habitats caracteristicos de cada espécie, em terrenos pertencentes a informantes das
aldeias de Donai, Espinhosela e Cova de Lua, incluidas no territorio do Parque Natural
de Montesinho, Tras-os-Montes, Nordeste de Portugal. A respectiva identificacdo
boténica foi confirmada com os caracteres morfoldgicos definidos pela Nova Flora de
Portugal (Franco 1984) e pela Flora Ibérica (Castroviejo coord. 2010). Os exemplares
prensados e montados encontram-se depositados no Herbario da Escola Superior
Agréria do Instituto Politécnico de Braganca.

Das trés espécies foi colhida a parte aérea florida (flores na antese) constituida
por caules com inflorescéncias e folhas, trogos de aproximadamente 20 cm medidos a
partir da base da inflorescéncia e em direc¢do a zona do colo da planta.

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

Holanda, e mantidas nas melhores condi¢Ges para uso posterior.

2.2. Produtos quimicos

Os solventes acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,8% eram de
gradiente HPLC e marca Lab-Scan (Lisboa, Portugal). Todos os outros solventes usados
eram de grau analitico: metanol e éter etilico, da marca Lab-Scan, tolueno e acido
sulfurico, da marca Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A mistura padrdo com
37 ésteres metilicos de acidos gordos (FAME) (C4-C24; norma 47885-U) foi adquirida
na Sigma, assim como outros isomeros individuais de acidos gordos, padrbes de

acucares (,(+)-arabinose, p(-)-frutose, |-fucose, p(+)-galactose, p(+)-glucose anidra,
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lactose mono-hidratada, maltose mono-hidratada, maltulose mono-hidratada, p(+)-
manitol, p(+)-manose, p(+)-melezitose, p(+)-melibiose mono-hidratada, p(+)-rafinose
penta-hidratada, (+)-ramnose mono-hidratada, p(+)-sacarose, p(+)-trealose, p(+)-
turanose e p(+)-xilose), padrbes de tocoferdis (a, B, y € 8) e os padrdes utilizados nos
ensaios da actividade antioxidante: trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), &cido galico e (+)-catequina. O tocol racémico, 50 mg/ml, foi adquirido na
Matreya (PA, EUA). O 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar
(Ward Hill, MA, EUA). Todos os outros produtos quimicos foram obtidos na Sigma. A
agua foi tratada num sistema de purificacdo Milli-Q (TGI Puré Water Systems, EUA).

2.3. Avaliagdo da composic¢do nutricional

2.3.1. Macronutrientes

Para determinacdo da composicdo quimica das amostras, analisou-se humidade,
proteinas, lipidos, glicidos e cinzas, utilizando os procedimentos AOAC (1995). As
proteinas totais (N x 6,25) foram estimadas pela técnica macro-Kjeldahl. Os lipidos
totais foram determinados apds extrac¢do de uma massa conhecida da amostra com éter
de petroleo, utilizando o aparelho de Soxhlet. As cinzas foram determinadas por
incineracdo a 660+15 °C. Os glicidos foram calculados por diferenca: 100 — (g proteinas
+ g lipidos + g cinzas), os acUcares redutores foram determinados pelo método
colorimétrico do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). A energia total foi calculada de
acordo com a seguinte equacdo: Energia (Kcal) = 4 x (g proteinas + g glicidos) + 9 x (g

lipidos).

2.3.2. Acidos Gordos

Os éacidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com deteccéao
por ionizacdo de chama (GC-FID), como descrito anteriormente por Barros et al.
(2008), e apbs o seguinte processo de trans-esterificacdo. A massa obtida por extracgdo
em Soxhlet foi misturada com 5 ml de metanol:acido sulfurico:tolueno 2:1:1 (v/v/v),
durante pelo menos 12 h, num banho a 50 °C a 160 rpm; de seguida, adicionaram-se 3
ml de &4gua desionizada, para obter a separacdo das fases. A FAME foi recuperada com
3 ml de éter etilico em agitacdo no vortex; fez-se passar o sobrenadante através de uma
microcoluna de sulfato de sodio anidro, a fim de eliminar a agua; recuperou-se a
amostra para um vial com teflon e filtrou-se com um filtro de nylon 0,2 um Milipore. O

13



perfil de acidos gordos foi obtido num GC modelo DANI 1000 equipado com um
injector split/splitless, detector de ionizagdo de chama (FID) e uma coluna Macherey
Nagel (30 m x 0,32 mm x 0,25 um). O programa de temperatura do forno foi o
seguinte: a temperatura inicial da coluna foi 50 °C, durante 2 min; em seguida,
aumentou-se a temperatura a 10 °C/min até 240 °C, que foi mantida por 11 min. O gas
de transporte (hidrogénio) tinha um caudal de 4,0 ml/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A
injeccdo split (1:40) foi realizada a 250 °C. Para cada analise, injectou-se 1 ul da
amostra. A identificacdo de acidos gordos foi feita com base nos tempos de retencdo
relativos dos picos da FAME e das amostras. Os resultados foram processados usando o
software CSW 1,7 (DataApex 1,7) e expressos em percentagem relativa de cada acido

gordo.

2.3.3. Acucares

Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detector de indice de refraccdo (HPLC-RI), conforme descrito
por Barros et al. (2008) com algumas modificagcdes. A amostra liofilizada (1,0 g) foi
enriquecida com melezitose como padrao interno (PI, 5 mg/ml) e foi extraida com 40 ml
de etanol aquoso 80%, a 80 °C, durante 30 min. A suspensdo resultante foi centrifugada
(centrifuga refrigerada Centorion K240R-2003) a 15,0009 durante 10 min. O
sobrenadante foi concentrado a 60 °C sob pressdo reduzida; os vestigios de lipidos
foram removidos em trés lavagens sucessivas com 10 ml de éter etilico. Apds a
concentracdo a 40 °C, os residuos solidos foram dissolvidos em &gua para um volume
final de 5 ml. Os acucares foram determinados usando o HPLC (Knauer, sistema
Smartline) a 35 °C. O sistema de HPLC estava equipado com um detector de RI
(Knauer Smartline 2300) e com uma coluna 100-5 NH;, Eurospher (4,6 x 250 mm, 5
mm, Knauer). A fase mével foi acetonitrilo/agua desionizada, 7:3 (v/v) com um caudal
de 1 ml/min. Os resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca, calculados
pela normalizagdo interna da &rea do pico cromatografico. A identificagdo dos acUcares
foi feita comparando os tempos de retencdo relativos dos picos das amostras com

padroes.
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2.4. Avaliacdo da composicdo nutracéutica

2.4.1. Tocoferois

Os tocoferois foram determinados segundo um procedimento previamente
optimizado e descrito por Barros et al. (2009). Antes do processo de extraccao,
adicionou-se a amostra (~500 mg) uma solu¢do BHT em hexano (10 mg/ml; 100 pl) e
uma solugdo de Pl em hexano (tocol:50 pg/ml; 400 pl). As amostras foram
homogeneizadas com metanol (4 ml) no vortex (1 min). Posteriormente, adicionou-se
hexano (4 ml) e homogeneizou-se novamente no vortex durante 1 min. Seguidamente,
adicionou-se uma solucdo aquosa concentrada de NaCl (2 ml), homogeneizou-se (1
min) e centrifugou-se (5 min, 4000g). O sobrenadante foi, cuidadosamente, transferido
para um vial. A amostra foi re-extraida mais duas vezes com hexano. Os extratos
combinados foram levados a secura sob corrente de azoto, re-dissolvidos em 2 ml de
hexano, desidratados com sulfato de sddio anidro, filtrados através de um filtro
descartavel LC de 0,22 um, transferidos para um vial de injeccdo ambar e analisados no
HPLC. O equipamento de HPLC consistia num sistema integrado com uma bomba
Smartline 1000 (Knauer, Alemanha), um desgaseificador Smartline 5000, um
amostrador automatico AS-2057 2500 e um detector de fluorescéncia FP-2020 (Jasco,
Japdo) programado para excitacdo a 290 nm e emissdo a 330 nm. Os dados foram
analisados usando o software Clarity 2,4 (DataApex). A separacdo cromatografica foi
conseguida com uma coluna em fase normal Poliamida Il (250 x 4,6 nm) YMC Waters
(Japéo) operando a 30 °C (forno 7971 R Grace). A fase movel utilizada foi uma mistura
de hexano e acetato de etilo (7:3, v/v) com um caudal de 1 ml/min. A quantificacdo foi
baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o método do padréo interno e por
comparagdo cromatografica com padrdes. Os resultados foram expressos em pg por g

de massa seca.

2.4.2. Determinacédo do acido ascorbico

O &cido ascorbico foi determinado de acordo com o método de Klein e Perry
(1982). A amostra liofilizada (150 mg) foi extraida com &cido metafosforico (1%, 10
ml) durante 45 min a temperatura ambiente e filtrada através de um papel de filtro
Whatman n.° 4. O filtrado (1 ml) foi misturado com 2,6-dicloro-indofenol (9 ml) e, ap6s
30 min, mediu-se a absorvancia a 515 nm (Espectrofotometro Analytikijena 200-2004).

A concentracdo de &cido ascorbico foi calculada com base na curva de calibragdo de -
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4cido ascérbico (0,006-0,1 mg/ml; y = 3,0062x + 0,007; R=0,9999), e os resultados
foram expressos em mg de acido ascorbico por g de massa seca.

2.4.3. Carotenoides

O B-caroteno e o licopeno foram determinados de acordo com o método de
Nagata e Yamashita (1992). A amostra liofilizada (150 mg) foi agitada vigorosamente
com 10 ml de acetona-hexano (4:6) durante 1 min e filtrada através de papel de filtro
Whatman n.° 4. A absorvéncia do filtrado foi medida a 453, 505, 645 e 663 nm. As
concentragdes de P-caroteno e licopeno foram calculadas de acordo com a seguinte
equacdo: licopeno (mg/100ml) = -0,0458 x Agsz + 0,204 x Agss + 0,372 x Asgs — 0,0806
x Agsz; B-caroteno (mg/100 ml) = 0,216 x Agez — 1,220 x Agss — 0,304 x Asps + 0,452 x

Ays3. Os resultados foram expressos em mg de carotendides por g de massa seca.

2.4.4. Fendis

A amostra liofilizada (~1g) foi extraida com 50 ml de metanol a 25 °C e com
agitacdo a 150 rpm durante 12 h e filtrada atraves de papel de filtro Whatman n.° 4. O
residuo extraido com mais 50 ml de metanol. Os extractos foram obtidos por
evaporacdo do metanol a 35 °C sob pressdo reduzida (evaporador rotativo Blichi R-
210), re-dissolvidos em metanol na concentracdo de 10 mg/ml, e armazenados a 4 °C
para posterior utilizacao.

Os fenois totais foram estimados com base no procedimento descrito por Wolfe
et al. (2003) com algumas modificacbes. A uma aliquota da solucao de extracto (1 ml),
adicionou-se Folin-Ciocalteu (5 ml, previamente diluido em agua 1:10 v/v) e carbonato
de sodio (75 g/1,4 ml). Centrifugou-se a mistura durante 15 s e deixou-se repousar
durante 30 min a 40 °C para desenvolvimento da cor. A absorvancia foi medida a 765
nm. O &cido galico foi utilizado para o calculo da curva padrdo (0,05-0,8 mM: y =
1,9799x + 0,0299; R? = 0,9997), e os resultados foram expressos em mg de equivalente
de &cido galico (GAES) por g de extracto.

Os flavonoides totais foram determinados pelo metodo de Jia et al. (1999), com
algumas modifica¢cdes. Uma aliquota (0,5 ml) da solugéo de extracto foi misturada com
agua destilada (2 ml) e, posteriormente, com solugdo de NaNO, (5%, 0,15 ml). Apds 6
min, adicionou-se a solugdo de AICI; (10%, 0,15 ml) e deixou-se repousar durante 6
min. Adicionou-se uma solucdo de NaOH (4%, 2 ml) e agua destilada até perfazer o

volume final de 5 ml. Em seguida, a solugdo foi completamente misturada e deixada
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repousar durante 15 min. A intensidade da cor rosa foi medida a 510 nm. (+) Catequina
foi utilizada para calcular a curva padr&o (0,0156-1,0 mM; y = 0,9186x — 0,0003; R? =
0,9999) e os resultados foram expressos em mg de (+)-catequina equivalente (CEs) por

g de extracto.
2.5. Avaliagao in vitro das propriedades antioxidantes

2.5.1. Geral
Foram aplicados quatro ensaios (Barros et al. 2009) para avaliar a actividade
antioxidante de todas as amostras. Utilizaram-se concentragdes de extracto entre 10 e

0,05 mg/ml para determinar os valores de ECsy.

2.5.1.1. Actividade blogueadora de radicais de DPPH

Esta metodologia foi realizada utilizando um Leitor de Microplacas ELX800
(Bio-Tek equipamento, Inc.). A mistura da reac¢do em cada um dos 96 pogos consistiu
em: extracto de cada uma das concentracfes testadas (30 pl) e solu¢do metanol:agua
(8:2, vlv, 270 pl) contendo radicais de DPPH (6 x 10 > mol/l). A mistura foi deixada em
repouso durante 60 min no escuro. A reducao do radical de DPPH foi determinada pela
medicdo da absorvancia a 515 nm. A actividade bloqueadora de radicais (RSA) foi
calculada como percentagem da descoloracdo da solugédo de DPPH, usando a equagéo:
% RSA = [(AprrH - As)/Apppr] x 100, onde As € a absorvancia da solucdo na presenca
de extracto numa determinada concentracdo e Apppy € a absovancia da solucdo de
DPPH. A concentracdo de extracto que leva a 50% da actividade blogueadora de
radicais (ECsp) foi calculada a partir do grafico de percentagem RSA em funcdo da

concentragdo de extracto. Utilizou-se trolox como padrdo.

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

da concentragéo do extracto. Utilizou-se trolox como padréo.

2.5.3. Inibicéo da descoloracéo do f-caroteno

Preparou-se uma solug¢do por dissolugdo de B-caroteno (2 mg) em cloroférmio
(10 ml). Transferiram-se 2 ml desta solu¢do para um baldo de fundo redondo. Apo6s
remocdo do cloroférmio a 40 °C, sob vacuo, juntou-se acido linoleico (40 mg),
emulsionante Tween 80 (400 mg) e agua destilada (100 ml) e agitou-se vigorosamente.
Transferiu-se uma aliquota (4,8 ml) desta emulsdo para tubos de ensaio contendo
diferentes concentracGes dos extractos (0,2 ml). Os tubos foram agitados e incubados a
50 °C em banho-maria. Imediatamente apds a adi¢do da emulsdo a cada tubo, mediu-se
a absorvancia a 470 nm no tempo zero. A inibi¢ao da descolora¢ao do B-caroteno foi
calculada utilizando a seguinte equacdo: (conteado de [-caroteno ap6s 2 h de
ensaio/conteudo inicial de pB-caroteno) x 100. A concentracdo de extracto que leva a
50% de actividade antioxidante (ECs) foi calculada por interpolacédo a partir do grafico
de percentagem da inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno em fungédo da concentragédo

de extracto. Utilizou-se trolox como padréo.

2.5.4. Inibicdo da peroxidacéo lipidica na presenca de substancias reactivas do

cido tiobarbitarico (TBARS)

Utilizou-se tecido cerebral de porco (Sus scrofa) com cerca de 150 Kg de peso,
dissecado e homogeneizado em gelo com tampdo Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) numa
proporcdo 1:2 (w/v) e apds centrifugacdo a 3000g durante 10 min. Incubou-se uma
aliquota (0,1 ml) do sobrenadante com as diferentes concentracfes dos extractos (0,2
ml), FeSO,4 (10 uM; 0,1 ml) e acido ascorbico (0,1 mM; 0,1ml) a 37 °C durante 1 h. A
reaccdo foi interrompida pela adicdo de acido tricloroacético (28% w/v; 0,5 ml),
seguindo-se a adi¢do do &cido tiobarbitdrico (TBA; 2%, w/v; 0,38 ml). A mistura foi
aquecida a 80 °C durante 20 min. Apoés centrifugacdo a 3000g durante 10 min para
remocao de proteinas, a intensidade da cor do complexo malonaldeido (MDA)-TBA do
sobrenadante foi medida através da sua absorvancia a 532 nm. A percentagem de
inibicdo da peroxidacéo lipidica (%) foi calculada utilizando a seguinte formula: [(A -
B)/A] x 100%, onde A e B era a absorvéncia do controlo e da solugdo com o extracto,

respectivamente. A concentracdo de extracto que leva a 50% de inibicdo da peroxidacao
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lipidica (ECsg) foi calculada a partir do grafico da percentagem de inibig&o da formacéo

de TBARS em func¢éo da concentracdo de extracto. Utilizou-se trolox como padréo.
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1. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Propriedades nutricionais

A deficiéncia de micronutrientes tornou-se um problema global, especialmente
em locais onde a dieta é pouco variada (Welch et al. 1999; Kennedy et al. 2003; Flyman
et al. 2006). Ha aproximadamente 40 vitaminas e minerais, que sdo considerados
essenciais para o desenvolvimento fisico e mental, para o sistema imunoldgico e para 0s
processos metabolicos. Em 2000, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estimou que
mais de 3,7 milhGes de mortes poderiam ser atribuidas ao baixo peso das criancas. Para
além destas, as deficiéncias em ferro, zinco e vitamina A, causaram um adicional de
750000-850000 de mortes (Food and Agriculture Organization 2004; Flyman et al.
2006).

Tém sido aplicadas trés estratégias para resolver a desnutricdo em
micronutrientes: suplementacdo, fortificacdo e modificacdo da dieta (Kennedy et al.
2003; Flyman et al. 2006). A suplementacdo é uma abordagem técnica onde o0s
nutrientes sdo fornecidos directamente em xaropes ou comprimidos, enquanto a
fortificacdo implica a utilizacdo de alimentos amplamente acessiveis e vulgarmente
consumidos. A modificacdo dietética visa aumentar a quantidade de micronutrientes
consumidos na dieta e 0s nutrientes mais disponiveis para absorcao pelo corpo humano
(Ruel 2001; Flyman et al. 2006). O presente trabalho pretende promover o consumo de
trés plantas silvestres a partir da modificagédo da dieta.

Véarios autores referem que as dietas dos paises desenvolvidos
ndo sdo as mais adequadas (Johns 2003; Flyman et al. 2006) e que a globalizacdo e a
modernizagdo na agricultura resultaram na simplificagdo das dietas e
na dependéncia de poucas espécies alimentares (Welch et al. 1999; Flyman et al. 2006).
A promocdo da integracdo de vegetais silvestres na dieta é uma forma prética e
sustentavel de melhorar a caréncia de nutrientes (Chadha et al. 2003; Flyman et al.
2006). H& um consenso crescente de que os alimentos silvestres poderiam
contribuir significativamente para aliviar a fome e a desnutricdo (Burlingame 2000;
Flyman et al. 2006). Além disso, ha evidéncias que sugerem que 0 sucesso da nutrigdo

esta ligado a diversificagdo de alimentos (Altieri et al. 1987; Flyman et al. 2006), que
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podera ser conseguido através da modificacdo das préaticas agricolas e do aumento da
producdo de plantas silvestres (Grivetti 1979; Flyman et al. 2006).

O facto de muitas comunidades rurais serem nutricionalmente bem sucedidas,
mesmo durante os periodos de seca, confirma a importancia do reconhecimento dos
recursos tradicionais e da utilizacdo dos alimentos silvestres (Altieri et al. 1987; Flyman
et al. 2006). Assim, a utilizacdo de plantas silvestres para combater a deficiéncia de
micronutrientes (minerais e vitaminas) na dieta humana assume uma enorme relevancia
(Booth et al. 1992; Freyre et al. 2000; Ogle et al. 2001; Sundriyal et al. 2004; Gupta et
al. 2005; Flyman et al. 2006).

Os multiplos papéis das plantas silvestres tradicionais como alimento e como
fonte medicinal tém sido amplamente documentados. Os vegetais silvestres contém
quantidades relativamente elevadas de vitaminas. Estes e outros micronutrientes
antioxidantes presentes nos frutos e legumes frescos (Szeto et al. 2002; Flyman et al.
2006), promovem a salde, ajudando na prevencdo do cancro, na regulacdo da tenséo
arterial, estimulam o sistema imunolégico, melhoram o metabolismo de farmacos e a
regeneracdo dos tecidos (Rayner 1998; Krebs-Smith et al. 2001; Walingo 2005; Flyman
et al. 2006). Para além da riqueza em micronutrientes as plantas silvestres tém também
na sua composi¢do quimica, diferentes macronutrientes.

Na Tabela 2, apresenta-se o perfil das trés plantas estudadas em macronutrientes

e 0 seu valor energético.
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Tabela 2. Humidade (g/100 g de massa fresca), macronutrientes (g/100 g de massa
seca) e valor energético (kcal/100 g de massa seca) de trés Lamiaceae (média + DP, n =

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

Mentha pulegium Thymus pulegioides Thymus mastichina

Humidade 59,47 +9,22 a 47,66 + 12,60 c 54,67 +£7,03b
Cinzas 592 +0,09 a 4,94 + 0,62 c 589+0,18b
Glicidos 84,74+ 0,59 b 89,35+154a 80,83+0,18 ¢
Proteinas 7,12+ 0,49a 553+£1,40b 489+0,10c
Lipidos 2,22+0,22b 0,18 +0,02¢ 8,39+0,23 a
Energia 387,44+053b  381,14+1,76¢ 418,35+ 0,96 a
Frutose 2,39+0,11a 0,22+0,00c 0,99+£0,02b
Glucose 3,37 +0,22 a 0,33+0,03¢c 2,14+£0,24Db
Sacarose 4,62 +0,28 a 1,06£0,02b 0,04 +0,00 c
Trealose 0,61+0,05a 0,24 £0,04 b nd
Rafinose 0,29+0,05hb 0,55+ 0,04 a nd
Acucares totais 11,29 +0,61a 2,39+0,13 ¢ 3,17+0,24 b
AcUcares redutores 7,99+ 1,72a 2,11+0,15¢c 2,66+0,07b

nd: ndo detectado

O poejo revelou maior valor de humidade, cinzas, proteinas e acucares, 0
tomilho-dos-prados revelou maior valor de glicidos e rafinose e o tomilho-branco
revelou maior quantidade de lipidos e energia. Os glicidos foram os macronutrientes
mais abundantes; os acucares foram apenas uma pequena parte dos glicidos totais,
devido a presenca abundante de polissacarideos como o amido e a celulose. A celulose é
um polissacarideo estrutural que constitui 0 maior componente da parede celular das
plantas; € o composto organico mais abundante constituindo, aproximadamente, 50% de
todo o carbono encontrado em plantas (Zubay 2006). O amido é o polissacarideo mais
utilizado como reserva energética nas células vegetais, quer na forma ndo ramificada de
amilose quer na forma ramificada de amilopectina (Zubay 2006).

Os agucares frutose, glucose, trealose, rafinose e sacarose foram detectados nas

amostras de poejo e tomilho-dos-prados, sendo este tltimo o agUcar mais abundante. Na
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amostra de tomilho-branco ndo foram detectados os acgucares rafinose e trealose. Os
acucares encontrados desempenham funcgBes centrais no metabolismo energético e
fornecem carbonos para a sintese de outros compostos. A Figura 4 mostra um

cromatograma exemplificativo do perfil de acUcares obtido para uma das plantas
estudadas.

b2

Voltagem (V)

—_
1

10 i2
Temgo (i)

Figura 4. Perfil de acUcares em Mentha pulegium L. 1- Frutose; 2- Glucose; 3-
Sacarose; 4- Trealose; 5- Melezitose (PI1); 6- Rafinose.

Os acucares totais foram mais elevados do que os acucares redutores, devido a

presenca de sacarose e trealose que sdo actcares ndo-redutores (Figura 5).

HO OH
HO
j o 1.0 HO 2
P4 HO
OH HO HOZ
OH
HO O L OH
OH OH OH . OH

Figura 5. Férmula de estrutura dos agtcares ndo-redutores sacarose e trealose.

Na Tabela 3, apresentam-se os resultados da composicdo em acidos gordos,

SFA (4cidos gordos saturados), MUFA (acidos gordos monoinsaturados) e PUFA
(&cidos gordos polinsaturados).
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Tabela 3. Composicdo em 4&cidos gordos (percentagem relativa) de trés Lamiaceae

(média + DP, n = 3). Em cada linha, letras diferentes significam diferencas

significativas (p<0,05).

Mentha pulegium Thymus pulegioides Thymus mastichina

C6:0 0,79 £ 0,04 0,28 £0,05 0,05+ 0,00
C8:0 1,03 + 0,06 nd 0,21+ 0,00
C12:0 1,75+0,20 0,24 +0,01 0,12+0,01
C14:0 3,42 + 0,07 5,70+0,74 1,32 £ 0,02
Cl4:1 0,32 £ 0,02 1,42 + 0,16 0,16 + 0,00
C15:0 0,14 £ 0,04 0,30+ 0,00 0,09 + 0,00
C16:0 14,82 + 0,09 16,70 + 0,22 10,22 + 0,20
Cl6:1 0,11 +0,01 nd 0,38 + 0,08
C17:0 0,52 £ 0,07 nd 0,38 + 0,09
C18:0 4,96 + 0,03 3,39+£0,05 2,35+ 0,22
C18:1n9c 5,77 +0,20 11,40+ 0,10 9,82+0,18
C18:2n6c¢ 16,27 + 0,33 12,98 + 0,52 11,83 +0.06
C18:3n3 37,00 + 0,35 36,69 + 0,25 45,65 + 0,55
C20:0 2,36 £ 0,07 1,37 + 0,08 1,77 +0,18
C20:1 0,63 + 0,02 nd 0,34 + 0,07
C20:2 0,15+0,01 nd 1,16 £ 0,08
C20:3n3+C21:0 0,20+ 0,04 nd 0,15+ 0,02
C22:0 0,90 £ 0,07 nd 0,87 +0,00
C22:2 1,93 + 0,09 nd 1,20 + 0,15
C23:0 5,46 + 0,05 8,04 +0,41 9,33+0,34
C24:0 1,47 £ 0,27 1,50+ 0,18 2,63+0,05
SFA totais 37,62+0,83a 37,52+0,82b 29,32+0,08 c
MUFA totais 6,82+0,19¢c 12,81 +0,05a 10,69+£0,32b
PUFA totais 55,48 £ 0,53 b 49,67 0,77 C 59,99+0,40 a

nd: ndo detectado
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Os acidos gordos mais abundantes foram: acido a-linolénico (C18:3), linoleico

(C18:2) e palmitico (C16:0), como se pode ver na Figura 6.

15

Teattpo (rnirndos)

Figura 6. Perfil de &cidos gordos individuais de Thymus mastichina L. 1- Acido
caproico (C6:0); 2- &cido caprilico (C8:0); 3- &cido laurico (C12:0); 4- acido miristico
(C14:0); 5- &cido miristoleico (C14:1); 6- &cido pentadecanodico (C15:0); 7- &cido
palmitico (C16:0); 8- acido palmitoleico (C16:1); 9- acido heptadecandico (C17:0); 10-
acido estearico (C18:0); 11- &cido oleico (C18:1n9c); 12- acido linoleico (C18:2n6c¢);
13- o-linolénico (C18:3n3); 14- &cido araquidico (C20:0); 15- acido eicosendico
(C20:1c); 16- cis-11,14-4cido eicosadiendico (C20: 2c); 17- cis-11,14,17-4cido
eicosatrienodico; 18- acido heneicosandico (C20:3n3 + C21:0); 19- &cido beénico
(C22:0); 20- &cido docosandiendico (C22:2); 21- &cido tricosandico (C23:0); 22- acido
lignocérico (C24:0).

Além dos trés principais acidos gordos mencionados, foram identificados e
quantificados mais dezoito, sendo os PUFA, o grupo principal de acidos gordos. Os
acidos gordos mega-3 (incluindo o acido a-linolénico) e 6mega-6 (incluindo o acido
linoleico) estdo associados a varios efeitos benéficos para salude, nomeadamente na
minimizacao de risco de doengas inflamatorias, hipertensdo, doencas cardiacas, cancro

da préstata e mama (Connor 2000; Terry et al. 2004; Djousse et al. 2005). Por outro

25



lado, os acidos gordos 6mega-3 e -6 sdo precursores da biossintese de eicosanoides
envolvidos em diversas funcdes metabolicas (Zubay 2006).

Uma ingestdo deficiente de &cidos gordos essenciais pode conduzir a varios
problemas nomeadamente, dermatites, imunosupressao e disfuncdes cardiacas (Burtis et
al. 1996), e nessa perspectiva, as plantas estudadas podem ser utilizadas como uma
fonte alimentar de &cido a-linolénico e linoleico, precursores de 6mega-3 e émega-6,
muitas vezes relacionados com o aumento do colesterol-HDL e diminuicdo do
colesterol-LDL, triglicerideos, oxidacéo lipidica, e susceptibilidade de LDL a oxidagéo
(Connor 2000).

3.2. Propriedades nutracéuticas

Antioxidantes ndo enzimaticos como 0 p-caroteno, acido ascérbico e a-
tocoferol, podem ter um papel importante na resposta celular ao stress oxidativo,
reduzindo as espécies reactivas de oxigénio (ROS), retardando assim a evolucdo de
muitas doencas cronicas, bem como impedindo a oxidacdo lipidica de alimentos;
podem, portanto, ter maltiplas aplicacbes como aditivos alimentares, na cosmética, em
produtos anti-envelhecimento e em produtos farmacéuticos utilizados no tratamento de
doengas crdnicas relacionadas com o stress oxidativo (Lagouri et al. 2009).

A natureza equipou 0s organismos contra 0s danos provocados pelos radicais
livres com varios mecanismos de defesa que actuam de diferentes formas. Como
referido, os antioxidantes sdo moléculas naturais que previnem a formacao
descontrolada de radicais livres e ROS ou que inibem a sua reac¢do com as estruturas
bioldgicas, interrompendo a reaccdo em cadeia e formando radicais com baixa
reactividade que sdo facilmente removidos do organismo (Chevion et al. 1997; Falcdo
2008).

Os radicais livres s@o produzidos no metabolismo normal das células aerdbias,
principalmente na forma de ROS. Uma vez produzidos, a maioria dos radicais livres sdo
neutralizados pelas defesas antioxidantes da célula (enzimas e moléculas ndo-
enziméticas). A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as
defesas antioxidantes da célula s&o uma condicdo essencial para o funcionamento
normal do organismo (Ferreira et al. 2009).

Os efeitos benéficos de ROS ocorrem em concentragGes baixas ou moderadas

e envolvem fungdes fisiologicas de sinalizacdo e regulacdo da célula. No entanto, o
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equilibrio entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes pode ser destabilizado,
quer pela superproducdo de ROS quer pela perda das defesas antioxidantes da célula.
Este desequilibrio € conhecido como stress oxidativo e, neste caso, 0s ROS em excesso
podem oxidar e danificar os lipidos, proteinas e DNA da célula, levando a alteracédo e
inibindo a sua funcdo normal (Ferreira et al. 2009).

O éacido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno e outros carotendides, como 0
licopeno e compostos fenolicos, sdo exemplos de antioxidantes obtidos da alimentagdo.
As plantas constituem a maior fonte destas moléculas para 0 homem (Ramarathanam et
al. 1995; Rice-Evans et al. 1996; Romani et al. 2000; Falcéo 2008).

As plantas estudadas revelaram a presenca de varias moléculas antioxidantes
(Figura 7; Tabela 4).
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Rl
HO
R'=R*=Me — o-tocopherol
R'= Me, R*=H — p-tocopherol
R 0 R'=H, R*=Me — y-tocopherol
R'=R’=H - -tocopherol
Tocoferdis

HO

H
HO | I CH,OH

Licopeno

Figura 7. Formula de estrutura das vitaminas e carotendides quantificados nas trés

Lamiaceae estudadas.
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Tabela 4. Composicdo em vitaminas e carotendides (mg/100 g de massa seca) de trés
Lamiaceae (média + DP, n = 3). Em cada linha, letras diferentes significam diferencas

significativas (p<0,05)

Mentha pulegium Thymus pulegioides Thymus mastichina

a-tocoferol 69,54 + 11,44 a 12,63+0,82 b 0,35+0,06 c
B-tocoferol 1,84+ 0,26 a 0,08 £0,00 b 0,03+£0,00c
y-tocoferol 984+154a 0,77 £0,08 ¢ 3,75+£0,14b
d-tocoferol 8,48+ 155a nd 0,01 +0,00b
Tocoferois totais 89,70 + 14,79 a 13,48+ 091D 4,14+0,20 ¢
Acido ascorbico 7,90 +0,17 b 595+0,11¢ 12,87 £ 0,22 a
Carotendides 0,42 +0,00 b 2,04 £0,04 a nd

nd: ndo detectado

O poejo apresentou niveis elevados de tocoferdis, particularmente a-tocoferol

(69,54 mg/100 g de massa seca) enquanto que o tomilho-dos-prados apresentou niveis

elevados de carotendides (2,04 mg/100 g). Estes pigmentos ndo foram detectados na

amostra de tomilho-branco, embora tenha revelado maior concentracdo de acido
ascorbico (12,87 mg/100 g).

A Figura 8 apresenta um cromatograma exemplificativo do perfil de tocoferdis

para uma das plantas estudadas.
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Figura 8. Perfil de tocofer6is em Mentha pulegium L. 1- a-tocoferol; 2- B-tocoferol; 3-

y-tocoferol; 4- tocol (PI).

Vitamina E € um termo muito usado para designar uma familia de compostos
quimicamente relacionados, ou seja, tocoferdis e tocotriendis, que compartilham uma
estrutura comum. A vitamina E é composta por oito compostos quimicos: a-, -, y- € o-
tocoferois e quatro tocotriendis correspondentes. E um antioxidante natural importante
nos alimentos, especialmente nos ricos em acidos gordos polinsaturados. Devido ao seu
papel como agente bloqueador de radicais livres, a vitamina E protege o corpo humano
contra anomalias degenerativas, e principalmente o cancro, bem como em doencas
cardiovasculares (Ferreira et al. 2009).

A vitamina E reage com os radicais peroxilo produzidos a partir de acidos
gordos polinsaturados dos fosfolipidos da membrana ou lipoproteinas para produzir um
hidroperoxido lipidico estavel. Agem como antioxidantes, dando um atomo de
hidrogénio aos radicais peroxilo das moléculas de lipidos insaturados, formando um
radical hidroperdxilo e tocoferoxilo, que reage com outros radicais formando ligagdes

estaveis (Ferreira et al. 2009).

LH + Oxidante iniciador — L
L+ o, — LOO’

LOQO’ + Tocoferol — LOOH + Tocoferol’
30
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O é&cido ascorbico, também conhecido como vitamina C é um nutriente
necessario para alguns animais, incluindo o ser humano, que € incapaz de a sintetizar.
Além disso, o &cido ascorbico parece exercer um papel protector contra varias doencas
associadas ao stress oxidativo, tais como doenca cardiaca, acidente vascular cerebral,
cancro, doencas neurodegenerativas e cataratogénese. A vitamina C pode proteger
contra os danos da peroxidacéo lipidica biomembranar, eliminando os radicais peroxilo
na fase aquosa antes que este possa iniciar a peroxidagdo lipidica (Ferreira et al. 2009).

A vitamina C é eficaz contra o superoxido, peroxido de hidrogénio, radical
hidroxilo, oxigenio singleto e radical peroxilo. Existe uma interac¢édo entre a vitamina C
e vitamina E, que interagem sinergicamente na interface membrana-citosol. A vitamina
E oxidada pode ser reduzida de volta a sua forma antioxidante na fase aquosa, por ac¢édo
do acido ascorbico. O &cido ascorbico reage rapidamente com o radical tocoferol

através da reducdo do acido ascorbico ao radical ascorbato.

Acido ascorbico + VitaminaE' ——  Ascorbato’ + Vitamina E
Ascorbato" + NADH —» Ascorbato + NAD’

As interacgdes entre esses nutrientes antioxidantes sdo provavelmente muito
importantes na protec¢do das células, pois a concentracdo de cada antioxidante sozinho
pode ndo ser adequada para efectivamente proteger as células contra a peroxidacdo
lipidica (Ferreira et al. 2009).

Os carotendides sdo pigmentos mais generalizados na natureza e também tém
recebido atencdo consideravel devido ao seu papel antioxidante. Os carotendides sdo
sintetizados por plantas e microrganismos, mas ndo por animais. Frutas e vegetais
constituem as principais fontes de carotendides na dieta humana. Cerca de 90% dos
carotendides na dieta e no corpo humano séo representados pelo -caroteno, a-caroteno,
licopeno, luteina e B-criptoxantina (Ferreira et al. 2009).

Todos o0s carotendides possuem 40-carbonos numa estrutura de poli-
isoprendides, uma longa cadeia de duplas ligagfes conjugadas que formam a parte
central da molécula e uma simetria bilateral em torno da ligacdo dupla central, como
caracteristicas quimicas comuns. Estas caracteristicas sdo responsaveis pela sua
reactividade quimica e propriedades de absorc¢do da luz. O licopeno e o -caroteno sao
exemplos de carotendides ndo-ciclicos e ciclicos, respectivamente. Devido a presencga

das ligacOes conjugadas, os carotenodides podem sofrer isomerizacéo cis-trans. Embora
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0s isémeros trans sejam mais comuns nos alimentos e mais estaveis, muito pouco é
conhecido sobre o significado bioldgico da isomerizacdo de carotendides para a satde
(Ferreira et al. 2009).

Os carotenoides sdo conhecidos pelas suas propriedades benéficas na prevencéo
de doencas, incluindo as doencas cardiovasculares, cancro e outras doengas cronicas.
Sdo importantes fontes alimentares de vitamina A, sendo o B-caroteno, 0 a-caroteno, o
B-criptoxantina capazes de funcionar como provitamina A. Os carotendides podem
reagir com os radicais livres interrompendo reac¢Ges em cadeia num ambiente lipidico.
Os radicais peroxilo (ROQO") formados a partir dos lipidos (fosfolipidos polinsaturados)
sdo muito prejudiciais para as celulas. Os sistemas extensivos de duplas ligagdes fazem
o0s carotendides susceptiveis ao ataque de radicais peroxilo, resultando na formacao de

produtos inactivos (Ferreira et al. 2009).

RH + Oxidante iniciador —» R’
R+ o, — ROO’

ROQ’ + Carotendides =~ —  Formacdo de produtos inactivos

As trés plantas silvestres estudadas contém varios antioxidantes, tais como
tocoferdis, acido ascorbico e carotendides, que podem ser utilizados como ingredientes
funcionais ou seja, contra as doencas cronicas relacionadas com o stress oxidativo. Por
outro lado, as plantas podem ser usadas directamente na dieta e na promocdo da salde,
aproveitando os efeitos cumulativos e sinergéticos de todos os compostos bioativos
presentes. As autoridades de satde publica consideram a prevencdo com nutracéuticos
um poderoso instrumento para a manutencdo e promocdo da salde, da longevidade e
qualidade de vida. Para além dos compostos mencionados, possuem também grandes
quantidades de compostos fendlicos, poderosos antioxidantes (Ferreira et al. 2009).

O efeito farmacoldgico dos polifendis, uma classe diversificada de produtos
naturais fundamentais nas propriedades bioactivas de plantas comestiveis, parece estar
relacionado com as suas propriedades antioxidantes (isto é, actividade bloqueadora de
radicais livres e ROS), actividade antioxidante indirecta (p.e. inibicdo enzimatica),
actividade anti-inflamatdria e com efeitos modificadores da expressdo de determinados
genes (The Local Food-Nutraceutical Consortium 2005). Os compostos fendlicos séo
um grupo extenso e complexo de fitoquimicos e sdo encontrados em grandes

quantidades nos vegetais, frutas e plantas. A presenca dos compostos fendlicos em
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plantas tem sido muito estudada por apresentarem actividade farmacoldgica e tambem
por inibirem a oxidacgdo lipidica e a proliferagdo de fungos. Além das propriedades
antioxidantes, a sua presenca contribui para a parte sensorial dos alimentos, como a cor,
0 sabor e 0 aroma (Snapos et al. 1992; Falcdo 2008).

Devido as recentes restricGes colocadas ao uso de antioxidantes sintéticos como
0 BHA (2- e 3-terc-butil-4-metoxifenol) e o BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol), o
interesse por antioxidantes de origem natural aumentou significativamente. Muitas
industrias cosmeéticas, farmacéuticas e alimentares usam-nos na formulacdo dos seus
produtos, porque além de possuirem valor medicinal, previnem o envelhecimento e
degradacéo dos produtos (Ames 1983; Briante et al. 2003; Falcao 2008).

Os compostos fenolicos tém na sua constituicdo basica um ou mais anéis
benzénicos hidroxilados e as suas propriedades redox estdo relacionadas com as suas
caracteristicas estruturais: o numero e posi¢do dos grupos hidroxilo e metoxilo no anel,
a extensao da conjugacao e a presenca de grupos dadores ou aceitadores de electrdes no
anel aromatico. Nas reaccfes em que estdo envolvidos como antioxidantes actuam como
dadores de electrdes, em meios aquosos, e dadores de protdes, em meios ndo polares,
como no caso da peroxidacdo lipidica, na qual se véo ligar aos radicais alquilperoxilo
(ROO"), formando um radical estabilizado pela ressonancia do anel aromatico (Belitz et
al. 1987; Jovanovic et al. 1996; Falcdo 2008).

Dois grupos importantes de compostos fendlicos sdo os acidos fendlicos e 0s
flavonoides. Os acidos fendlicos dividem-se em derivados do acido benzoico (p.e. acido
galico) e derivados do &cido cindmico (p.e. acido cafeico, acido clorogénico). A
actividade antioxidante dos acidos fendlicos e dos seus ésteres depende do numero de
grupos hidroxilo existentes na molécula. A presenca do grupo carboxilato, um aceitador
de electrdes por efeito mesomérico, confere aos derivados hidroxilados do acido
benzdico uma menor tendéncia para se comportarem como dadores de protdes,
comparativamente aos derivados hidroxilados do &cido cindmico (Rice-Evans et al.
1996; Falcao 2008).

Os flavondides englobam compostos encontrados com grande frequéncia na
natureza, unicamente em vegetais, que além de possuirem propriedades antioxidantes
sdo considerados pigmentos. Todos os flavonoides possuem uma estrutura base Cg-Cs-
Cs, em que dois dos anéis da molécula sdo anéis aromaticos (Bobbio et al. 1989; Brett et
al. 2003; Falcao 2008).
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Figura 9. Estrutura genérica de flavonoides.

Estes compostos possuem como estrutura base a flavona, ou uma forma
hidrogenada dessa estrutura. Podem ser agrupados em Vvarios grupos como: flavonas
(p.e. luteolina), flavondis (p.e. quercetina), flavanonas (p.e. naringina) e isoflavonas. Os
flavonois sdo um grupo abundante e ocorrem geralmente esterificados com glicosideos
e/ou glicurénidos. Normalmente, o glicosideo encontra-se na posi¢cdo 3, podendo
também surgir na posicdo 7. A glicose é o glicosideo mais comum, mas também
ocorrem a rutinose, galactose, arabinose ou a xilose. A rutina (quercetina-3-o-rutinose) é
um dos flavonoides mais bioactivos, também conhecida por vitamina P, e ja descrito
como um factor activador para a vitamina C (Ghica et al. 2005; Falcao 2008).

Neste trabalho, a quantificacdo de fendis foi feita por um método fundamentado
na reaccao de oxidacao-reducdo entre os polifendis e o reagente de Folin-Ciocalteu, da
qual resulta um complexo de cor azul que absorve radiacdo a 765 nm. A desvantagem
deste procedimento é que pode sobrestimar-se o contetido em fenais totais, ja que varias
substancias como, o dioxido de enxofre, acido ascorbico ou aglcares redutores, podem
interferir na medicdo (Blasco et al. 2005; Falcdo 2008). Para a quantificacdo dos
flavonoides foi usado o método do tricloreto de aluminio (AICI3), onde foi medido
espectrofotometricamente o produto rosa avermelhado a 510 nm.

A quantidade de fendis encontrada no extracto metanolico de poejo silvestre
(331,69 mg GAE/g) foi superior a quantidade encontrada numa amostra, também
portuguesa, comprada num mercado tradicional (extracto etandlico 71,7 mg/g; extracto
aquoso 57,9 mg/g) (Mata et al. 2007). Pelo contrério, a quantidade de fendis encontrada
no extracto metanolico de tomilho-dos-prados (210,49 mg/g) foi inferior a quantidade
encontrada num extracto etandlico duma amostra de Italia (435,1 mg/g) (The Local
Food-Nutraceutical Consortium 2005) (Tabela 5). Estas moléculas foram também

encontradas em quimiotipos de Thymus pulegioides da Lituania (Loziene et al. 2007) e
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em amostras da Argélia (Stocker et al. 2004). A amostra de tomilho-branco (Thymus

mastichina) revelou a menor concentracao de fendis (165,29 mg/g).

Tabela 5. Rendimento de extraccdo, composi¢cdo em fendis e flavondides, e valores de
ECso (mg/ml) relativos a actividade antioxidante de trés Lamiaceae (média = DP, n = 3).

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

Mentha pulegium Thymus pulegioides Thymus mastichina

n (%) 54,62 £ 4,26 a 24,61 +£0,60 b 21,61 £0,52¢c
Fendis (mg GAE/g extracto) 331,69+19,63a 210,49+21,16b 165,29 +1,11¢c
Flavondides (mg CE/g extracto) 39,85+1,27¢c 128,24 + 6,00 a 83,85+1,42hb
Actividade bloqueadora de DPPH 0,56 + 0,05 ¢ 0,68 +0,03 b 0,69+0,04a
Poder redutor 0,12+0,01c 0,49 +0,03 a 0,23+0,00 b
Inibicao da descoloragao do B-caroteno 0,01+£0,00c 0,03+0,00 b 0,90 £ 0,09 a
Inibicdo de TBARS 0,08 +0,00c 0,22+0,01b 0,43+0,02a

Os extratos metanolicos das plantas silvestres estudadas mostraram possuir
actividade antioxidante, que foi avaliada, por quatro ensaios in vitro diferentes. N&o
existe um método universal que possa avaliar a capacidade antioxidante de todas as
amostras quantitativamente e com precisdo. A origem dos radicais e 0 mecanismo de
reaccdo dos antioxidantes é fundamental na escolha adequada dos métodos para
avaliacdo da capacidade antioxidante (Prior et al. 2005; Guimardes et al. 2010). Assim,
foram realizados quatro ensaios in vitro diferentes: actividade bloqueadora de radicais
de DPPH, poder redutor, inibicdo da descoloracdo do [-caroteno e inibicdo da
peroxidacdo lipidica na presenca de substancias reactivas do &cido tiobarbitirico
(TBARS).

A actividade blogueadora de radicais de DPPH foi maior na amostra de poejo
(ECs0 = 0,56 mg/ml; Tabela 5). O 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) é um radical de
azoto estavel, esta disponivel comercialmente e tem uma cor roxa. Neste metodo, 0s
radicais de DPPH, que absorvem a 515 nm sdo, em parte, neutralizados pelos
compostos antioxidantes, resultando uma diminuicdo da absorvancia do sistema
reaccional ao referido comprimento de onda (Antolovich et al. 2002; Amarowicz et al.
2004; Guimaraes et al. 2010). Quando uma solugéo de DPPH (X) é misturada com uma
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substancia que pode ceder um atomo de hidrogénio (AH), ocorre a seguinte reaccao que

explica a perda da cor (Ali et al. 2008; Guimaraes et al. 2010).

X' +AH > XH+ A’

A amostra de poejo também apresentou os melhores resultados de poder redutor
(ECs0 = 0,12 mg/ml; Tabela 5).

Neste ensaio, foi medida a transformacdo do Fe®* a Fe?*. Os antioxidantes
presentes causam a reducdo do Fe**/complexo ferricianeto (FeCls/KsFe(CN)g) & forma
ferrosa (Fe?*). Assim, em funcdo do poder redutor das amostras, a coloracdo amarela da
solugdo sofre alteracdo entre os tons de verde ou azul (Amarowicz et al. 2004;
Guimardes et al. 2010), o que pode ser medido espectrofotometricamente a 700 nm.
Para determinar o poder redutor (ciclo redox) das substancias testadas, estas sdo postas
em contacto com um determinado metal responsavel pela producgéo de radicais livres e,

em alguns casos, pela regeneracdo dos antioxidantes:

Fe®* — L + antioxidante > Fe?* — L + antioxidante oxidado

Onde L ¢ o ligante selectivo ndo ferroso cromogénico que produz a coloragdo
(azul da prussia) da espécie Fe?* - L como resultado da reacdo redox em questdo; a
espécie oxidante é Fe**-L ou Fe(CN)*s (quando se utiliza ferricianeto como reagente)
(Berker et al. 2007; Guimarées et al., 2010).

A mesma amostra de poejo revelou a maior capacidade para inibir a
descoloracdo do B-caroteno (ECsp = 0,01 mg/ml; Tabela 5). Uma outra amostra de
poejo, também proveniente de Portugal mas adquirida num mercado tradicional, e
estudada por outros autores, originou piores resultados no ensaio do DPPH (valor ECsg
de extracto etandlico: 24,9 mg/ml) e no ensaio de inibicdo da descoloragédo do f-
caroteno (165 mg/ml) (Mata et al. 2007).

A descoloracao do B-caroteno pode ser medida por espectrofotometria a 470 nm.
O B-caroteno sofre uma descoloragéo rapida na auséncia de um antioxidante, uma vez
que o radical livre acido linoleico ataca a molécula do B-caroteno, que perde as ligacoes
duplas e, consequentemente, perde a sua cor alaranjada caracteristica. O -caroteno €
extremamente sensivel a oxidacdo mediada por radicais livres de acido linoleico

(Gutierrez et al. 2006; Guimardes et al. 2010). Os antioxidantes podem dar
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atomos de hidrogénio para eliminar os radicais e impedir a descoloracdo de

carotenoides:

B-caroteno-H + ROO" - B-caroteno” + ROOH
B-caroteno-H+ ROO" + AH - B-caroteno-H + ROOH + A’

Os antioxidantes podem neutralizar qualquer radical livre que se formem no
ambito do sistema (p.e. o radical livre linoleato), inibindo a descoloragdo do B-caroteno
(Jayaprakasha et al. 2001; Amarowicz et al. 2004; Guimardes et al. 2010). Assim, a
absorcéo diminuiu rapidamente nas amostras desprovidas de antioxidantes, enquanto na
presenca de um antioxidante, mantém a cor aumentando, assim, a absor¢do por um
periodo maior de tempo.

Também no ensaio TBARS foi 0 poejo que originou melhores valores de ECsg
(0,08 mg/ml; Tabela 5). Este ensaio mede o malonaldeido (MDA) formado a partir da
oxidacdo de acidos gordos insaturados. Postula-se que a formagdo de MDA a partir de
acidos gordos com menos de trés duplas ligacbes (p.e. o acido linoleico) ocorre através
da oxidacdo secundaria de compostos carbonilicos (p.e. non-2-enal) (Fernandez et al.
1997; Guimaraes et al. 2010). O MDA reage com 0 acido tiobarbiturico (TBA) para
formar um pigmento rosa (TBARS), que é medido espectrofotometricamente a 532 nm
(Ng et al. 2000; Guimardes et al. 2010).

Apesar da sua menor actividade antioxidante (Tabela 5), o valor de ECs, obtido
no ensaio de TBARS para o tomilho-branco (0,43 + 0,02 mg/ml) foi muito melhor do
apresentado por Miguel et al. (2004) em dGleos essenciais da mesma espécie (38,9 +
1,3% a 500 mg/ml). A peroxidacao lipidica, uma consequéncia do stress oxidativo, esta
associada a perda progressiva do potencial da membrana aumentando, assim, a
permeabilidade da membrana e, conduzindo, finalmente, a morte celular. A formacéo de
TBARS em homogeneizados de cérebro é uma consequéncia da peroxidacao lipidica.
Portanto, os valores ECs, extraordinariamente baixos (Tabela 5) obtidos para o ensaio
de TBARS na presenca das plantas estudadas sdo muito promissores. De facto, o
cerebro é considerado altamente sensivel ao danos oxidativos, uma vez que: consome
uma quantidade significativa de oxigénio, é relativamente deficiente em defesas
antioxidantes, é rico em substratos oxidaveis como &cidos gordos polinsaturados e
catecolaminas (Chong et al. 2005) e € rico em iGes de metais de transicdo como o ferro,

geralmente envolvidos em reacgOes catalisadas por metais que levam a formacédo de
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especies reactivas de oxigénio (Ali et al. 2004).

Em suma, o poejo demonstrou maior capacidade antioxidante (valores de ECsg <
0,56 mg/ml), o que esté de acordo com a sua maior concentracdo de fendis (Tabela 5) e
de outros antioxidantes tais como acUcares redutores (Tabela 2) e tocoferois (Tabela
4). Outros autores correlacionam também a actividade antioxidante encontrada em
Thymus pulegioides da Lituania (Loziene et al. 2007) e em Mentha pulegium de
Espanha (L6pez et al. 2009) com a concentragdo de compostos polifendlicos,
nomeadamente &cidos fendlicos e flavonoides.

Apesar dos bons resultados obtidos em comparacdo com outras fontes naturais,
os valores de ECsy obtidos para as plantas estudadas foram superiores aos valores
obtidos para o padrdo Trolox (0,04 no ensaio de DPPH; 0,03 no ensaio de poder
redutor; 0,003 no ensaio da descoloracdo do B-caroteno; 0,004 no ensaio TBARS).
Compostos puros revelam, geralmente, mais actividade do que extractos, sobretudo este
padrdo especifico que é um derivado hidrossoltvel da vitamina E com extraordinaria
actividade antioxidante (Figura 10). E, pois, importante realcar que estes valores de
ECso das Lamiaceae representam concentracdes de extracto, onde cada um dos

compostos antioxidantes esta presente em menor concentracao final.

HO O

OH

Figura 10. Estrutura quimica do trolox: &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-

carboxilico.

Para além do presente estudo, apenas foi descrita na literatura a actividade
antioxidante de extractos etanoélicos de tomilho proveniente de Italia (The Local Food-
Nutraceutical Consortium 2005), de extractos metandlicos de poejo proveniente de
Espanha (LoOpez et al. 2009) e de oleos essenciais de tomilho-branco também
proveniente de Portugal (Miguel et al. 2004).
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IV. CONCLUSAO

Através deste trabalho pretendeu-se explorar o potencial nutricional e
nutracéutico de trés espécies de Lamiaceae silvestres comestiveis provenientes da regido
de Tras-os-Montes: Mentha pulegium (poejo), Thymus pulegioides (tomilho-dos-
prados) e Thymus mastichina (tomilho-branco).

A andlise referente a composi¢do nutricional incluiu a determinacdo de
humidade, proteinas, lipidos, cinzas e glicidos e os perfis individuais de acucares e de
acidos gordos. A determinacdo da composicdo nutracéutica incluiu a analise de
tocoferdis, &cido ascorbico, carotendides e fendis totais. A avaliacdo da actividade
antioxidante foi feita através de quatro ensaios diferentes: actividade bloqueadora de
radicais livres de DPPH, poder redutor, inibicdo da descoloracao do [-caroteno e
inibicdo da peroxidacdo lipidica na presenca de substancias reactivas do &cido
tiobarbitdrico (TBARS).

Pelos estudos de avaliagdo da composicdo nutricional, demonstrou-se que a
amostra de Mentha pulegium revelou maior valor de humidade, cinzas, proteinas,
acucares totais, aclcares redutores e acidos gordos saturados. A amostra de Thymus
pulegioides revelou maior concentracdo de glicidos e acidos gordos monoinsaturados,
enquanto que a amostra de Thymus mastichina revelou maior quantidade de lipidos,
energia e acidos gordos polinsaturados. Nos estudos da determinacdo da composicdo
nutracéutica, a amostra de Mentha pulegium revelou maior valor de tocoferois e fendis.
A amostra de Thymus pulegioides apresentou maior concentracdo de carotendides e
flavonodides, enquanto que a amostra de Thymus mastichina revelou maior quantidade
de acido ascorbico. Das trés amostras estudadas, a de Mentha pulegium foi a que
apresentou maior actividade antioxidante.

As plantas estudadas poderao ter potencial na inddstria alimentar devido as suas
propriedades condimentares e composi¢cdo nutricional (incluindo aglcares e acidos
gordos dmega-3 e 6mega-6), mas também na industria farmacéutica, devido aos seus
beneficios bioldgicos e medicinais. Os efeitos sinérgicos dos diferentes compostos
encontrados nas plantas (nomeadamente fendis, vitaminas e carotendides) contribuem
para a explicacdo dos seus usos tradicionais como anti-septicos e anti-inflamatdrios
(actividades relacionadas com o stress oxidativo). Além disso, a presenca de
antioxidantes pode explicar o uso do poejo como conservante alimentar. O valor

nutritivo do tomilho-dos-prados caracterizado por elevados niveis de glicidos, podera
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explicar a sua utilizacdo para melhorar o valor nutricional de sopas confeccionadas a
base de batata e de caldos engrossados com farinha de centeio, consumidas ha muito
tempo atras em Tras-os-Montes durante os periodos de fome (Pardo de Santayana et al.
2007; Carvalho 2010).

A importancia de se estudar o conhecimento e o uso tradicional das plantas
medicinais pode ter implicagdes distintas, tais como recuperar o patrimonio cultural
tradicional e assegurar a sua sobrevivéncia e continuidade; optimizar os usos populares
desenvolvendo preparados terapéuticos (remédios caseiros) de baixo custo e organizar
0os conhecimentos tradicionais de maneira a utiliza-los em processos de
desenvolvimento tecnolégico (Amorozo 1996; Elisabetsky et al. 2001; Fonte et al.
2005). Segundo estimativa da OMS (2002), um terco da populacdo mundial ndo tem
acesso periodico a medicamentos essenciais, sendo necessario que se invista na
medicina tradicional como alternativa. Estas directrizes apontam para a necessidade de
se identificar préticas seguras e eficazes, a fim de proporcionar uma base solida que
fomente a medicina tradicional.

Uma alternativa que podia ser incentivada, era que cada pais procedesse a um
levantamento regional das plantas utilizadas na medicina popular tradicional,
estimulando e recomendando o uso das que tiverem eficdcia comprovada,
desaconselhando as que podem ser prejudiciais e, acima de tudo, desenvolver projectos
de cultivo e uso das plantas seleccionadas (OMS 1978; Tomazzoni 2004).

Numa época em que saberes e usos da flora, na medicina e na alimentacéo, estéo
a desaparecer do dia-a-dia das comunidades rurais, a sua preservacao e reabilitacdo,
adaptada as necessidades actuais, s6 sera possivel a partir do reconhecimento da
importancia das culturas locais, da realizacdo de um inventario a escala local e do seu
uso sustentado. Com este trabalho, que entrelaca o saber empirico e o conhecimento
cientifico, pretendemos contribuir para a divulgacdo de espécies localmente utilizadas
para fins medicinais e alimentares e estimular a reflexdo em torno de uma importante
estratégia que vise a gestdo, conservagdo e utilizacdo dos recursos naturais locais, numa

perspectiva de desenvolvimento sustentavel.
Os resultados desta dissertagdo foram reunidos numa publicacdo cientifica

submetida a uma revista internacional da especialidade e ainda apresentados numa

comunicagéo internacional.
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