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Resumo

O consumo de fruta e horticolas, que contém compostos com acc¢ao
antioxidante, tem sido associado a reducéo do risco de incidéncia de doencas
cronicas, causados por estados de stresse oxidativo.

O espinafre (Spinacea oleracea) € um horticola muito consumido em todo o
mundo. Esta planta apresenta dificuldade em se desenvolver a temperaturas
superiores a 20 °C, por isso, tem sido comercializado outra espécie, o espinafre
da Nova-Zelandia (Tetragonia tetragonioides), muito consumido em Portugal

Neste trabalho, procurou determinar-se a composicdo centesimal do
espinafre da Nova-Zelandia, a actividade e eficiéncia anti-radicalar com o DPPH
(expressa em 1Csp) e o teor em compostos fendlicos totais (expressos em
mg EAG/ g de extracto) de extractos metandlicos de espinafres da Nova-Zelandia
provenientes de diversas zonas do pais e produzidos com recurso a diferentes
tipos de producdo: agricultura bioldégica e convencional e plantas selvagens.
Avaliou-se também a influéncia do tempo de cozedura na actividade anti-radicalar
e no teor em compostos fendlicos totais em extractos metandlicos de espinafres
de agricultura convencional.

Os valores de ICsg dos extractos metandlicos de espinafre cru situaram-se
entre 155 e 319 pg/ml. Os teores em compostos fendlicos totais variaram entre
27,98 e 4255mg EAG/g de extracto. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os modos de producao, no que respeita a estes parametros.

Registaram-se perdas significativas de actividade anti-radicalar nos
primeiros 5 minutos de cozedura, para os espinafres da Nova-Zelandia
estudados, apOs esse periodo verificou-se estabilizacdo. Nao se verificaram

diferengas significativas no teor de fendlicos totais.
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Abstract

The consumption of fruits and vegetables antioxidant rich has been
associated with reduction of the incidence of several chronic diseases, caused by
oxidative stress.

Spinach (Spinacea oleracea) is a leafy vegetable consumed world-wide.
This specie scarcely grows at temperatures above 20 °C, for that reason another
specie named New Zealand spinach is being commercialized (Tetragonia
tetragonioides), it is very consumed in Portugal.

In this study, macronutrient composition, antiradical activity (ICsp) and
efficiency with DPPH, and total phenolic content (expressed as mgEAG/g of
methanolic extract) of New Zealand spinach were determined in leaves from
different regions of the country and produced with different techniques: organic
and conventional agriculture, and wild plants. The influence of cooking time on the
antiradical activity and total phenolic content of methanolic extracts of New
Zealand spinach leaves produced conventionally was also studied.

The I1Cso values of the methanolic extracts of raw spinach range between
155 and 319 ug/ml. Total phenolic content ranged between 27,98 and 42,55 mg
EAG/g of extract. No significant differences were found between the production
methods, concerning 1Csp values and total phenolic content. Losses of antiradical
activity were found until 5 min of cooking time, after that period stabilization was
observed. Concerning total phenolic content no significant changes were

observed.
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1. Introducao

O espinafre (Spinacea oleracea L.) € uma planta herbacea pertencente a
familia Chenopodiaceae. A designacdo Spinacea deriva da forma latina spina
(espinha) e refere-se ao aspecto espinhoso do fruto; o epiteto latino oleracea, por
sua vez, significa “para cultivo”, ou “adequado para a alimentacdo” "),

Admite-se que o espinafre € originario da Pérsia, das regides que
actualmente constituem o Tajiquistdo e o Afeganistdo ®. Os Chineses foram os
primeiros a descrever a espécie como proveniente do Nepal, no ano 647 a.C.,
referindo-se a ela como a “erva da Pérsia”. Desconhecida pelas culturas Grega e
Romana, o seu cultivo na Europa iniciou-se na Peninsula Ibérica através da
expansao do Império Islamico para esta regiao. A introducdo de novas espécies,
juntamente com novas técnicas de irrigacao e seleccao de sementes,
provenientes dos trés continentes onde se registou a presenca Islamica,
contribuiu para o enriquecimento da dieta dos povos mediterranicos 9.

As primeiras variedades de espinafre tinham frutos espinhosos, descritos
também na Alemanha em 1280. As variedades de fruto liso sdo mais tardias,
resultantes de processos de selec¢ao agricola. Por volta do ano 1500, era ja uma
espécie bastante comum nos jardins e hortas em Inglaterra e Franca, sendo
cultivado principalmente em mosteiros. Foi uma das espécies que os colonos
americanos levaram consigo no século XV, e em 1806 cultivavam-se pelo menos
trés variedades diferentes de espinafre quer na Europa quer na América do Norte.
Entre o final do século XIX até metade do século XX foram desenvolvidas
inUmeras variedades, com folhas de diversos formatos (rugoso, liso) e adaptadas

as diferentes condigdes dos locais de cultivo .



Este horticola € consumido normalmente cozido, em sopas ou no prato,
podendo também ser utilizado cru, na preparacdo de saladas . O consumo de
espinafre sempre foi pouco apreciado, especialmente pelas criangcas devido ao
seu odor caracteristico e sabor ligeiramente amargo e alcalino, que se devem a
formacdo dos compostos dimetilsulfito, metanotiol, metional e 2-acetil-1-pirrolina
quando as folhas sdo cozinhadas @ .

O seu alto teor em Ferro, descrito inicialmente pelo Dr. E. Von Wolf em
1870, foi a primeira referéncia a sua riqueza nutricional. Contudo, este facto viria a
revelar-se um erro, devido a colocacao do ponto decimal um algarismo a direita, o
que levou a publicacdo de um valor dez vezes maior do que o que tinha sido
verdadeiramente quantificado. A rectificacao foi feita por investigadores alemaes,
em 1930, mas ndo impediu a propagac¢ao de um mito que atingiu o seu auge com
os desenhos animados do marinheiro Popeye, que comia espinafre enlatado para
aumentar a sua forca e vencer os seus inimigos. Gerou-se, assim, uma célebre
frase na cultura Norte-Americana: “America’s strong to finish, ‘cos they eat their
spinach”, bem reveladora do sucesso alcancado pela espécie nesse pais. Na
cidade de Crystal City, no Texas, considerada a “capital mundial do espinafre”,
ergueu-se, em 1937, uma estatua ao famoso marinheiro, considerado por
Hamblin (1981) o principal estimulador de um aumento de 33% no consumo de
espinafre, verificado apds o inicio da transmissao dos desenhos animados & ©. O
mito foi também aproveitado para a elaboracdo de propaganda durante a
Segunda Guerra Mundial, em que se verificou grande escassez de carnes
vermelhas e se apresentava o espinafre como um substituto perfeito, de forma a
garantir uma ingestdo adequada de Ferro pelas populagdes ©. Na verdade, o

espinafre apresenta quantidades de Ferro superiores as da maioria dos vegetais



folnosos, contudo, encontra-se na forma nao-heme, que apresenta baixa
biodisponibilidade. Cook, em 2001 referiu um aumento na absor¢do de Ferro ndo-
heme através da ingestdo concomitante de alimentos com niveis elevados de
vitamina C, apesar deste efeito ser menos pronunciado em dietas completas
quando comparadas com refeicdes Unicas .

A espécie Spinacea oleracea é caracteristica de climas temperados e
cresce preferencialmente no Outono e no Inverno, sendo intolerante a
temperaturas acima dos 20 °C. Existe uma outra espécie, Tetragonia
tetragonioides, conhecida como espinafre da Nova-Zelandia, que ¢é
comercializada como substituto da Spinacea oleracea nas épocas mais quentes
do ano, em que nao é possivel o cultivo deste tltimo (.

O espinafre da Nova-Zelandia é uma planta herbacea perene, endémica de
regides costeiras do Pacifico, como a Nova-Zelandia, Australia, China e Japao. A
sua primeira utilizacao foi documentada pelo capitdo Cook, como anti-escorbutico
durante as suas viagens ). Esta espécie foi introduzida na Europa no século
XVIII, pelo naturalista britanico Sir Joseph Banks, no Kews Garden, o primeiro

@ O seu cultivo nunca foi

Jardim Botanico do mundo, situado em Londres
massificado, apesar de ser uma espécie bastante popular em hortas domésticas
um pouco por todo o mundo. Assim, as variedades existentes actualmente s&o
geneticamente semelhantes as ancestrais, pois as pressdes selectivas feitas para
a melhoria das culturas agricolas ndo foram exercidas sobre esta espécie 9. A
capacidade de resistir a pragas e a altas temperaturas fazem do espinafre da
Nova-Zelandia uma espécie interessante do ponto de vista agricola, uma vez que

nao requer grandes cuidados no seu cultivo e produz folhas que podem ser

colhidas para consumo apds cinco a seis semanas da germinacdo e,



subsequentemente, de duas em duas semanas, estimulando assim a formacao de
novas folhas ®. A etapa mais exigente no seu ciclo de vida é o processo de
germinagao das sementes, normalmente irregular e sensivel a qualidade do solo,
preferindo os que sao ligeiramente salinos e com alta percentagem de matéria

organica 10

. Devido a sua grande sensibilidade a baixas temperaturas, em
regides temperadas observa-se o inicio do seu crescimento na Primavera e o
desaparecimento das plantas durante as primeiras geadas de Inverno ©. No
entanto, a espécie volta a crescer no mesmo local sem ser necessario proceder a
nova sementeira, uma vez que as sementes se encontram contidas dentro do
fruto que, ao secar, endurece, formando uma protecgcao eficaz contra condicoes
adversas. A disseminacdo das sementes é facilitada pela sua leveza e pelas
pequenas espinhas existentes no fruto, que aderem facilmente a animais "©.

Na Tabela 1 é possivel observar e comparar alguns valores relativos a
composicao nutricional das duas espécies de espinafres atras referidas, Spinacea
oleracea e Tetragonia tetragonioides, apresentados nas tabelas de referéncia do
Departamento da Agricultura dos Estados Unidos (USDA) e do Instituto Nacional
de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) (" 12 Os valores referentes a composigao do
Spinacea oleracea sdo semelhantes nas duas fontes para a maioria dos
parametros. Os valores dos carotenos (5626 ug e 3300 ug), vitamina C (28,1 e 35
mg), folatos (194 e 150 ug), Potassio (558 e 471 mg), Célcio (99 e 104 mg), Ferro
(2,7 e 2,4 mg) e Sodio (79 e 173 mg) apresentam diferengcas com alguma
relevancia, o que pode ser justificado pelas diferencas quer nos meétodos

analiticos utilizados, quer nas condicbes de producdo e armazenamento das

amostras, entre outros.



Spinacea oleracea L. Tetragonia tetragonioides

USDA INSA USDA INSA
Humidade (%) 91,40 91,8 94 n.d.
Valor Energético (kcal) 23 22 14 n.d.
Proteina (g) 2,86 2,6 1,5 n.d.
Gordura (g) 0,39 0,9 0,2 n.d.
Hidratos de Carbono (g) 3,63* 0,8 2,5" n.d.
Vitamina A (equivalentes de retinol) 469 550 220 n.d.
Vitamina C (mg) 28,1 35 30 n.d.
Carotenos (ug) 5626 3300 n.d. n.d.
Niacina (mg) 0,724 0,40 0,50 n.d.
Folatos (ug) 194 150 15 n.d.
Cinza (g) 1,72 1,30 1,8 n.d.
Ferro (mg) 2,71 2,4 0,8 n.d.
Fosforo (mg) 49 45 28 n.d.
Potassio (mgQ) 558 471 130 n.d.
Célcio (mg) 99 104 58 n.d.
Saodio (mg) 79 173 130 n.d.

Tabela 1: Composicao nutricional do espinafre comum (Sf)inacea oleracea) e do espinafre da
Nova Zelandia ( Tetragonia tetragonioides). Adaptada de "'
* valores calculados por diferenca

O espinafre da Nova-Zelandia ndo pode ser comparado entre as duas
fontes uma vez que a tabela portuguesa nado contém dados relativos a sua
composi¢ao nutricional. Contudo, na base de dados do USDA encontram-se
valores referentes a esta espécie, sendo de destacar o Sédio, presente em
quantidade ligeiramente mais elevada que na Spinacea oleracea. Os restantes
nutrientes encontram-se em quantidades inferiores na Tetragonia tetragonioides,
a excepcao da humidade, sendo, contudo, semelhantes aos verificados noutros
horticolas folhosos, quando comparados nas mesmas tabelas de referéncia, o
que o torna num alimento potencialmente benéfico para a saude. Foram ja
referidos efeitos anti-ulcerogénicos e anti-inflamatérios atribuidos a cerebrosideos
e polissacarideos presentes nesta espécie '®. A Organizacdo Mundial de Satde

(OMS) recomenda o consumo diario de, pelo menos, 400 g ou cinco porcdes de



fruta e horticolas. O consumo de fruta e horticolas tem sido associado a reducgéao
do risco e da mortalidade ligados as doencas cardiovasculares, a obesidade e a
algumas neoplasias "* 9.

O metabolismo produz, normalmente, quantidades significativas de radicais
livres, que possuem efeitos antagonicos no organismo. Os efeitos benéficos
ocorrem quando estes compostos se apresentam em baixas concentragdes,
ligados a diversos sistemas de sinalizagdo e a resposta a agentes infecciosos,
promovendo também a resposta mitogénica. Contudo, os radicais livres sdo os
principais promotores de estados de stresse oxidativo quando produzidos em
excesso, causando modificagcdes da estrutura de membranas e biomoléculas
como os lipidos, ADN ou proteinas. Estes desequilibrios encontram-se implicados
na génese de doencas cardiovasculares, neoplasias, patologias
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, bem como em complicacées

(16-18)

de diversas doencas crénicas Apesar de os mecanismos protectores

associados ao consumo de fruta e horticolas ndo estarem desvendados na
totalidade, admite-se que estes sao devidos a presenca de fibras sollveis,
oligoelementos e compostos com actividade antioxidante presentes nestes
alimentos 9.

Segundo a Directiva 95/2/CE do Parlamento Europeu, antioxidante
alimentar é uma “substancia que prolonga a durabilidade dos géneros
alimenticios, protegendo-os contra a deterioracdo causada pela oxidagao, tal
como a rancidez das gorduras e as alteragdes de cor’. Em sistemas biolégicos,
esta definicdo foi ampliada por diversos autores para “qualquer substancia que,

presente em pequenas concentragdes, comparada com as de um substrato

oxidavel, atrasa ou previne a sua oxidagdo” ®* 2. Os antioxidantes podem ser



classificados de acordo com o seu mecanismo de acgao, seja por eliminacao de
radicais livres, quelatacao de ibes metalicos que catalisam a peroxidacéo lipidica,
ou pela reaccdo com oxigénio em sistemas fechados ?®. O papel dos compostos
com actividade antioxidante tem despertado particular interesse, existindo
numerosos estudos acerca do efeito protector de compostos isolados, como as
vitaminas C e E, B- caroteno, e diversos polifenéis, como o resveratrol e varios

flavondides %320,

Admite-se, ainda, que o efeito sinérgico das diferentes
combinacdes de antioxidantes presentes nos alimentos e na dieta sera mais
significativo do que a accio isolada de um determinado composto 9.

Os polifendis sao metabolitos secundarios das plantas, constituidos por um
ou mais anéis aromaticos com diversos grupos hidroxilo ligados directamente ao

30 Podem ser classificados de acordo com o nimero de anéis

anel fendlico |
aromaticos que possuem ou em funcao dos elementos que os ligam. Assim,
podem distinguir-se em &acidos fendlicos, flavondides, estilbenos e lignanos. Os
flavondides podem ainda ser subdivididos em seis classes: flavondis, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianinas e flavandis ©"). A sua presenca é ubiquitaria
nas plantas, que os sintetizam para proteccao contra diversas fontes de stresse,
contribuindo para processos de reparagao celular em areas lesionadas. A sua
concentragdo também aumenta apds infec¢des, o que sugere que possuam
actividade antimicrobiana. Os factores ambientais a que as plantas estdo sujeitas,
(solo, exposicao a luz e chuva), bem como diversos factores de indole agricola,
(tipo de cultura, quantidade de frutos ou folhas produzidos pela planta), ou o grau

de maturagdo das estruturas onde se acumulam influenciam significativamente a

sua formagao 2.



Os efeitos protectores dos polifendis tém despertado particular atencédo em
estudos recentes, devido principalmente ao denominado “paradoxo francés”. Esta
hip6tese defende que os baixos indices de mortalidade por doenca cardiovascular
verificados na populacao francesa se devem ao consumo regular de quantidades
moderadas de vinho tinto, que apresenta na sua composicdo quantidades
elevadas de polifendis, apesar da alta ingestdo de gorduras saturadas ©2.
Quando varios estudos confirmaram a actividade antioxidante dos compostos
fendlicos presentes no vinho, a pesquisa destes compostos expandiu-se as
plantas medicinais, ervas aromaticas, especiarias e alimentos, e tem suscitado
grande interesse nos Ultimos anos ©¥.

As acgdes dos polifendis no organismo dependem essencialmente da sua
biodisponibilidade e de processos de biotransformacao. A biodisponibilidade dos
polifendis é afectada pelo conteddo de gorduras e proteinas ingeridos em
simultaneo e pelo tipo e numero de glucosideos a que 0s compostos se
encontram associados, sendo geralmente muito baixa. Apenas 1% dos polifendis
ingeridos sao absorvidos, a nivel do tracto gastro-intestinal, atingindo a
concentragdo maxima no plasma entre 15 e 30 minutos ap6s o0 seu consumo (39),
Antes de serem absorvidos, a maioria dos polifendis sofre hidrélise por enzimas
intestinais como as B-glucosidases, ou pela flora intestinal ®®. No ultimo caso, a
eficiéncia da absorcdo pode ser reduzida, pois 0s microrganismos entéricos
degradam as agliconas produzidas apds hidrélise, formando acidos aromaticos
simples, que ndo sdo absorvidos V. E também aceite, por este facto, que os
polifendis exergcam efeitos protectores mais significativos directamente no tracto

gastrointestinal. Os processos de biotransformacao sofridos pelos polifenéis dao-

se principalmente a nivel hepatico, formando glucoronatos. Alguns deles sao



metabolizados a derivados sulfonados ou sofrem metilacdo, sendo estas as

®7) Estudos realizados em modelos

principais formas encontradas na urina
animais reportaram que os polifendis tém tendéncia a acumular-se em certos
tecidos-alvo, como o intestino e o figado, enquanto que na circulagdo se
encontram ligados a albumina ®®. A excrecdo dos metabolitos com alto peso
molecular é feita através da bile, enquanto que os compostos de baixo peso
molecular sdo excretados preferencialmente na urina ©®. A grande complexidade
dos polifendis no seu estado nativo, e os extensos e variados processos de
metabolizacdo a que sao sujeitos, torna dificil a identificagdo dos seus metabolitos
e 0 estudo da sua actividade in vivo ©".

A actividade antioxidante dos polifendis deve-se aos seus grupos hidroxilo,
que sequestram radicais livres provenientes do metabolismo ou impedem a sua
formacao, através de inibicdo enzimatica ou da quelatacao de metais necessarios
para a génese das espécies reactivas. Os polifendis actuam também na reducao
ou inibicdo da agregacdo plaquetaria " 3¥. No entanto, existem estudos que
documentam accdes que ultrapassam o modelo da acg¢ao antioxidante, referindo
accgdes indirectas nos mecanismos de oxidacado e reparacao celular, através da
modulacdo de sistemas enzimaticos responsaveis pela neutralizacao de radicais
livres e da inducdo directa da apoptose em células isoladas de tumores. Alguns
estudos efectuados em modelos animais registaram um aumento do crescimento
de tumores mamarios e uterinos, bem como actividade pro-oxidante, que pode ser
resultante das concentracdes de polifendis usadas nos ensaios, significativamente

mais elevadas que as existentes numa dieta normal, que podem provocar o

desequilibrio das células usadas, induzindo estados de oxidagédo. Contudo, este
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facto também pode explicar os efeitos antioxidantes que os polifendis apresentam
em diversos estudos com modelos celulares in vitro ©®.

Existem mdultiplos métodos de avaliagdo da actividade antioxidante,
baseados nas propriedades dos compostos de interesse, tendo sido aplicados a
diversas matrizes como frutos, horticolas, plantas medicinais ou ervas aromaticas,

bem como em plasma sanguineo. As principais abordagens in vitro incluem

39-41) (39, 40, 42:44)

modelos de peroxidagdo lipidica , quelatacdo de metais
actividade radicalar usando radicais estaveis. O ensaio do radical estavel 1,1’-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) é bastante popular, devido a sua facilidade de
execucao e alta sensibilidade. Através deste ensaio, avalia-se a actividade de
compostos com capacidade dadora de hidrogénio e electroes, sendo por isso um
bom indicador da actividade antioxidante para a maioria dos polifendis ©4.
Contudo, a accéo antioxidante registada in vitro com o uso deste radical podera
nao ter correspondéncia em in vivo, uma vez que os polifendis sofrem extensas
transformacgdes antes de atingirem as células, e o DPPH é um radical sintético,
que nao ocorre em naturalmente .

As tendéncias de consumo tém revelado que existem cada vez mais
consumidores a optar por alimentos de producédo biolégica. Este modo de
producdo € caracterizado pelo recurso a técnicas de cultivo ancestrais e por néo
admitir a utilizagdo de fertilizantes sintéticos, pesticidas ou herbicidas, assentando
em praticas que visam a sustentabilidade ambiental. Em Portugal, o nimero de
agricultores bioldgicos tem vindo a crescer consideravelmente nos ultimos anos,
bem como a &rea organica cultivavel “°. As razdes que levam os consumidores a

optar por alimentos provenientes de sistemas de producgédo bioldgica variam

consoante o pais, mas sao referidas mais frequentemente questdes ligadas a
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saude e ao ambiente. Contudo, também se encontram referidas diversas razées
para os consumidores nao adquirirem produtos de agricultura biolégica, como o
preco elevado, a pouca disponibilidade e falta de tempo para encontrar
vendedores, baixa qualidade (relacionada com a aparéncia dos produtos), a
satisfacao com as suas escolhas actuais, e o facto de ndo estarem familiarizados
com o termo “bioldgico” nem com os sistemas de certificacdo “®. Os estudos
publicados que comparam alimentos produzidos com técnicas convencionais ou
de agricultura bioldégica sado parcos, e os seus resultados sao controversos,
estando referidas diferencas ao nivel da acumulacao de determinados compostos,

46, 47

como pesticidas ou nitratos “® *”). A informacdo relativa ao valor nutricional e

actividade antioxidante também n&o é conclusiva "),

Na Tabela 2 apresentam-se de uma forma resumida, varios estudos
aplicados a diversos vegetais, nos quais se inclui o espinafre comum, com o
objectivo de avaliar a sua actividade antioxidante e o seu contetdo em polifendis,
bem como os métodos analiticos usados. No que se refere ao espinafre da Nova-
-Zelandia os estudos sao escassos, como evidenciado na Tabela 3, onde séo
referidos apenas dois estudos, nos quais foram doseados os carotendides e dois
flavondides presentes nesta espécie. O facto de haver niveis de consumo
significativos, principalmente no norte do pais, justifica um estudo mais
aprofundado do espinafre da Nova-Zelandia. Assim, com este trabalho pretendeu-
se estudar as diferengas na actividade anti-radicalar e no teor em compostos
fendlicos totais do espinafre da Nova-Zelandia de producao bioldgica e

convencional, e explorar as alteragdes provocadas pelo processamento térmico

nestes dois parametros.
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2. Objectivos

1. Conhecer o valor centesimal do espinafre da Nova-Zelandia (Tetragonia
tetragonioides);
(i) determinar composicao centesimal do espinafre da Nova-Zelandia; (ii)
Identificar diferencas na composicdo centesimal entre espinafres selvagens e
cultivados em agricultura biolégica e convencional.
2. Avaliar a eficiéncia anti-radicalar pelo método de captacao do radical estavel
DPPH e o teor em compostos fendlicos totais através de um ensaio colorimétrico
usando o reagente de Folin-Ciocalteu, de extractos metandélicos de amostras
cruas de espinafre da Nova-Zelandia selvagens e provenientes de agricultura
biolégica e convencional;
(i) Optimizar o método de captagdo do radical estdvel DPPH para aplicacao
na avaliacdo da eficiéncia anti-radicalar dos extractos em estudo; (ii) elaborar
uma curva de calibragdo com acido galhico para expressao dos resultados do
ensaio de avaliagdo dos teores de compostos fendlicos totais em EAG; (iii)
Avaliar a eficiéncia anti-radicalar e do teor em compostos fendlicos totais dos
extractos metandlicos dos espinafres crus; (iv) Avaliar o teor em compostos

fendlicos totais dos extractos metandlicos dos espinafres crus;

3. Avaliar a influéncia do tempo de cozedura na eficiéncia anti-radicalar pelo
método de captacdo do radical estavel DPPH e no teor em compostos fendlicos
totais através de um ensaio colorimétrico usando o reagente de Folin-Ciocalteu,
de amostras de espinafre da Nova-Zelandia, provenientes de agricultura

convencional.
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3. Material e métodos

3.1. Reagentes e equipamento

Metanol, 1,1’-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), Rutina, reagente de Folin-
Ciocalteu da Sigma-Aldrich®; sulfato de soédio anidro, pastilhas de Kjeldahl,
NaOH, &cido ascorbico, carbonato de Sédio da Merck®; éter de petréleo, acido
sulfirico da Pronalab e acido galhico da Fluka®. Todos os reagentes usados sdo
de grau analitico.

Para a determinacdo da composicdo centesimal: Humidade: Balanga
equipada com lampada de infra-vermelhos Scaltec® SMO 01; Proteinas:
Destilador Biichi® B-321; Gordura: mantas eléctricas e extractor de Soxhlet da
Biichi®.

Para a obtencdo de extractos metandlicos: evaporador rotativo Biichi®
Rotavapor RE 111 equipado com banho de agua Biichi® 461 e bomba de vacuo
Biichi® Vac V-500; Liofilizador Telstar® Cryodos — 80 equipado com bomba de
véacuo Varian ® DS 102; filtros de borossilicato Robu® 3.3, 30 ml, poro 4.

Para determinar a eficiéncia anti-radicalar.; Banho de ultrassons Bandelin
® Sonorex RK 100 H; microplacas de 96 pogos Orange Scientific® Cat. n.C
5530100; Balanca Mettler Toledo® AG 245; leitor de microplacas Biotek® ELX808

Para quantificacdo dos compostos fendlicos totais: espectrofotdmetro
Jasco® V-650.

3.2. Amostragem:

3.2.1. Estudo da variabilidade entre o0s tipos de agricultura

Foram recolhidas dez amostras, nove de espinafre da Nova-Zelandia
(Tetragonia tetragonioides) e uma de espinafre variedade Folha Larga (Spinacea

oleracea), colhidas entre 27 de Fevereiro e 9 de Marco de 2009, com
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aproximadamente 1,5 kg cada. Seis amostras de espinafre da Nova-Zelandia
provenientes de produtores certificados de agricultura biolégica foram obtidas em
S. Pedro do Sul (Vasco Pinto), Aguada de Baixo (Quinta Biol6gica de Aguada de
Baixo), Brejos de Azeitdo (Silvério Branco), Aljezur (Bioalcagoita), Ponte de Lima
(Biodiversus) e Roriz (Biocelos) e foram designadas de B1 a B6,
respectivamente. Duas amostras de espinafre da Nova-Zelandia provenientes de
agricultura convencional foram obtidas no Cartaxo (Fernando Marques Gouveia,
Lda) e na Pévoa de Varzim (PAM, SA) e foram designadas de T1 e T2. Uma
amostra selvagem foi recolhida na Ilha do Pico e foi designada de S1. Uma
amostra de espinafre comum, variedade Folha Larga (Spinacea oleracea) foi
obtida em S. Pedro do Sul (Vasco Pinto) e foi designada de O. Todas as
amostras foram colhidas e transportadas para o laboratério em ambiente
refrigerado no mesmo dia, com excepcado da amostra proveniente dos Acores,
que foi colhida em terreno situado a beira-mar, transportada de avido em
ambiente refrigerado e entregue dois dias apos a colheita.

As amostras, depois de recolhidas e transportadas para o laboratério,
foram lavadas em agua da rede publica, eliminando-se o excesso de agua por
agitacao e com papel absorvente. Seguidamente, as folhas foram separadas dos
caules, armazenaram-se em sacos de polietileno de baixa densidade e
congelaram-se a -15°C.

3.2.2. Estudo do efeito do processamento térmico na eficiéncia anti-radicalar e
no teor em compostos fendlicos totais

Os espinafres da Nova Zelandia utilizados para estudar o efeito do
processamento térmico na eficiéncia anti-radicalar e no teor em polifenois foram

recolhidos em Oliveira de Azeméis, provenientes de agricultura convencional.
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Os lotes foram submetidos a diferentes tratamentos térmicos, nas
seguintes condicoes: aqueceram-se 2 litros de agua da rede publica a 100°C
numa panela, colocaram-se as folhas na dgua em ebulicédo, tapando de seguida.

Um dos lotes foi designado por E1 e ndo sofreu qualquer tratamento
térmico, tendo sido usado como controlo. Os restantes lotes foram imersos em
agua sujeita a ebulicdo durante 1 minuto (branqueamento), 2 minutos e 30
segundos (mal cozidos); 5 minutos (cozidos) e 10 minutos (demasiado cozidos),
e designados respectivamente por E2, E3, E4 e E5. No final do processamento
de cada lote, a agua da cozedura foi rejeitada, escorreram-se as folhas, que
foram arrefecidas em banho de gelo durante 5 minutos e, posteriormente,

submetidas a liofilizacdo durante 36horas, no minimo.

3.3. Metodologias

3.3.1. Avaliagdo da composicdo centesimal utilizando metodologias
normalizadas em Portugal (NP)

No sentido de se determinar o valor nutricional das amostras de espinafre
da Nova-Zelandia em estudo, procedeu-se a caracterizacdo dos constituintes
maioritarios: Humidade — NP — 1614 (1979); Cinzas — NP — 1615 (1979);

Proteina — NP -1612 (1979); Matéria Gorda — NP 1613 (1979).

3.3.2. Avaliacdo da eficiéncia anti-radicalar e quantificacdo do teor em
compostos fendlicos totais

Para avaliar a eficiéncia anti-radicalar e o teor de compostos fendlicos
totais, foi necessaria a preparacado de extractos metandlicos a partir das folhas
dos espinafres.

Preparacao dos extractos metandlicos: Aproximadamente 60 g de folhas de

cada amostra foram liofilizadas. Seguidamente, reduziram-se a pé com um
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triturador. O p6 foi tamisado por tamis de abertura de malha de 500 uym e
armazenado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

A extraccéao foi feita adicionando 100 ml de MeOH a 4 g de pé. A mistura

foi mantida em agitacdo constante a 500 rpm durante 15 min em agitador
magneético. Seguidamente, a mistura foi filtrada sob pressdo em kitasato, com
filtro de borosilicato. O processo foi repetido trés vezes para melhorar a eficacia
da extraccdo. Reuniram-se as solugdes extractivas e o MeOH foi evaporado em
evaporador rotativo a 40 °C e a mistura resultante foi liofilizada, e armazenada
dentro de frascos de vidro @mbar em exsicador. As amostras ndo estiveram em
contacto directo com luz ao longo de todos os processos.
Determinacdo da eficiéncia anti-radicalar: O DPPH (1,1’-difenil-2-
picrilhidrazilo) é um radical estavel, centrado no atomo de Azoto, cujo pico de
absorvéncia maximo se situa nos 517 nm. Na presenca de antioxidantes dadores
de hidrogénio ou de electrées, o radical DPPH é reduzido originando um produto
incolor, a hidrazina, com o consequente decréscimo de absorvéncia. O grau de
descoloracdo do radical DPPH constitui assim uma medida de capacidade
antioxidante. Esta metodologia foi inicialmente desenvolvida por Blois €', sendo
posteriormente adaptada a microplacas.

Solugdes etandlicas (EtOH 70%) dos extractos, com concentragdes entre
15,53 — 1000 pg/ml, foram adicionadas a uma solugéo etandlica (EtOH 70%) de
DPPH (190 uM) preparada extemporaneamente e a absorvéncia foi lida em 515
nm apos 3 h em leitor de microplacas. O acido ascorbico e a rutina foram usados
como controlos positivos. Cada ensaio efectuou-se em duplicado e foi repetido

quatro vezes.
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O efeito captador de DPPH foi expresso sob a forma de percentagem de

reducédo do DPPH, de acordo com a férmula:

A -A

amostra

Efeito captador de DPPH (%)=100 —[ brancol w4 OOJ

controlo ~ /branco2
sendo Aamostra O valor de absorvéncia do ensaio realizado na presenca do
extracto em estudo, Aconroic © Valor de absorvéncia do ensaio realizado na
auséncia de extracto, Apancor 0 valor de absorvéncia do ensaio realizado na
auséncia de DPPH e Apancoz 0 valor de absorvéncia do ensaio realizado na
auséncia de extracto e DPPH.

Sanchez-Moreno e colaboradores propuseram uma nova medida de
actividade contra o DPPH, a eficiéncia anti-radicalar, que tem em conta o tempo
necessario para ser obtida uma leitura de absorvéncia estavel e é dada pela

formula:

Eficiéncia anti-radicalar=——
IC,, xTC,,

em que TCso representa o tempo decorrido até que as leituras de absorvéncia
sejam constantes para uma concentracdo proxima do 1Cs 2.
Quantificacao dos compostos fendlicos totais: A determinacdo dos
compostos fendlicos totais baseia-se na reac¢ao dos grupos hidroxilo fendlicos
com o reagente de Folin-Ciocalteu. Este método envolve uma reaccdo de
oxidagao-reducdo, em meio alcalino, na qual o ido fenolato € oxidado e o
composto fosfotungstico-fosfomolibdénico existente no reagente é reduzido a
uma mistura de éxidos de tungsténio e molibdénio com cor azul, que apresenta o
maximo de absorcédo entre 725 e 750 nm.

Adicionaram-se 300 pl de cada solucéo hidroalcodlica (EtOH 70%) dos

extractos (2 mg/ml) a 1 ml de reagente de Folin-Ciocalteu e em seguida 5 ml de
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solucdo de carbonato de Sédio a 20% (m/v), agitando-se vigorosamente.
Completou-se o volume de 10 ml com agua desionizada e, apdés 20 min, a
absorvéncia foi lida em 735 nm contra a agua.

O teor de compostos fendlicos totais exprimiu-se em miligramas de
equivalentes de acido galhico (EAG), presentes em 1 g de extracto liofilizado
calculado através de uma curva de calibracdo elaborada para o acido galhico
(30-175 pg/ml). Cada ensaio foi efectuado em duplicado e repetido duas vezes.
Tratamento de dados: os dados obtidos foram sujeitos a tratamento estatistico
através da analise de variancias (ANOVA), utilizando o teste de Duncan (nivel de

significancia igual a 0,05), com o software SPSS, verséo 17.0.
4. Resultados e discussao

4.1. Composicao centesimal do espinafre da Nova-Zelandia

No sentido de se conhecer a composicdo centesimal das amostras em
estudo, procedeu-se a caracterizacdo dos macronutrientes como a humidade, a
proteina, a gordura e os hidratos de carbono, que se encontram sumarizados na
Tabela 4.

Relativamente a humidade, ndo se encontram diferencas relevantes entre
as amostras de espinafre da Nova Zelandia; os valores encontram-se entre
88,92 e 94,51% para todas as amostras. No entanto, a amostra S1 e o espinafre
comum (amostra O) apresentaram valores mais baixos que as restantes
amostras. A média dos valores da humidade do espinafre da Nova Zelandia é
igual a 92,7% para n=9. Este valor corresponde ao encontrado na tabela da

USDA ") para a mesma espécie, como evidenciado na Tabela 1.
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Humidade

Amostra (%) Proteina (g) Gordura(g) HC (g) Cinza (g)
B1 91,2440,59 1,87+0,10 0,12+0,04 5,26% 1,51+0,08
B2 93,19+0,27 1,79+0,11 0,05+0,03 3,57* 1,40£0,00
B3 94,69+0,10 1,16+0,08 0,20+0,04 2,58* 1,3710,00
B4 93,80+0,03 1,2110,15 0,32+0,03 3,20% 1,47+0,02
B5 94,22+0,12 1,7610,12 0,10+0,01 2,48* 1,4310,05
B6 91,44+0,71 1,94+0,05 0,21+0,07 5,62* 1,1940,09
St 90,45+0,48 1,62+0,12 0,20+0,05 6,06* 1,66+0,08
T1 91,34+0,27 1,35+0,05 0,15+0,02 5,59* 1,57+0,06
T2 94,51+0,36 1,68+0,09 0,19+0,03 1,77* 1,85+0.01
0 88,92+0,36 2,91+0,12 0,19+0,04 6,06* 1,92+0,03

Tabela 4. Composicao centesimal das amostras de espinafre da Nova-Zelandia e espinafre
comum. * valores calculados por diferenga.

Os valores de proteina nos espinafres da Nova-Zelandia ndo apresentam
diferencas significativas no que se refere ao tipo de agricultura, mas comparando
o espinafre da Nova-Zelandia com o espinafre comum (1,60 e 2,91 g de
proteina/100 g de alimento, respectivamente), encontram-se diferencas
significativas entre as duas espécies, para p<0,05. Estes resultados estdo de
acordo com os dados recolhidos na Tabela Americana (1,5 e 2,86 g/100g para o
espinafre da Nova-Zelandia e para o espinafre comum, respectivamente), como
podemos observar na Tabela 1. Relativamente aos teores de gordura, também
nao se encontram diferencgas significativas, quer entre tipos de agricultura, quer
entre as espécies de espinafre em estudo. Os valores dos hidratos de carbono
foram calculados por diferenca, o que pode justificar algum erro analitico, devido
as discrepancias notadas em relacao aos valores de referéncia. No que se refere
as cinzas, obtiveram-se valores ente 1,19 e 1,92 g/100 g de alimento, que vao ao
encontro dos valores encontrados nas tabelas de referéncia " 12,

Os elevados niveis de consumo do espinafre da Nova-Zelandia ao longo

de todo o ano, principalmente no Norte do pais, bem como as diferencas

encontradas relativamente ao espinafre comum, justificam a necessidade da
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inclusdo da primeira espécie na Tabela da Composicado dos Alimentos do INSA,
a semelhancga do que acontece na Tabela da USDA.
4.2. Avaliacao da actividade anti-radicalar pelo método de captacao do

radical DPPH e do teor em compostos fendlicos totais no espinafre da
Nova-Zelandia

4.2.1. Optimizagdo do método de captacdo do radical DPPH e do solvente
extractivo

O controlo positivo do método foi efectuado com solucbes de acido
ascorbico e rutina dissolvidos em EtOH 70%, com concentragdes compreendidas
entre 1,5625 e 25 ug/ml. As absorvéncias foram lidas em intervalos de um
minuto, ao longo de 20 minutos, para conhecer a cinética da reaccao. Calculou-
se o valor do ICs, para cada ensaio por regressao linear (Microsoft® Excel®). Os

valores do ICsq para os dois padrées podem ser analisados na Tabela 5.

Extractos
Teste Liofilizados Extractos Secos

Ensaio Acido

Ascorbico Rutina MeOH MeOH/H.0 MeOH MeOH/H.O
1 7,75 15,63 523,45 n.c. 334,27 625,23
2 7,79 17,37 479,69 897,74 235,30 530,94
3 7,34 18,45 488,40 199,12
4 6,47 18,20

Tabela 5. Actividade anti-radicalar das solugdes de acido ascorbico, rutina e amostras de teste
com o DPPH. Valores expressos em ICs, (Hg/ml). n.c.: ICsq ndo calculado; extractos ndo captaram
50% do radical DPPH.

As médias dos resultados obtidos para as solucdes hidroalcodlicas de
acido ascérbico e rutina foram de 7,41 e 17,34 ug/ml para o acido ascorbico e
para a rutina, respectivamente. Apds elaborar um grafico com as percentagens
de inibicao para todas as concentragbes das solucbes de acido ascérbico e
rutina estudadas, verificou-se que o acido ascorbico apresenta uma actividade
anti-radicalar superior a da rutina, verificado quer pelo menor ICsy, quer pela
maior percentagem de inibicdo de DPPH ao fim de 20 minutos, indo de encontro

aos dados de Sanchez-Moreno e colaboradores.??
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Figura 1. Actividade das solu¢des de teste com o DPPH.

Para testar os solventes de extraccdo mais apropriados, seguiu-se o

organigrama apresentado na Figura 2.

Amostras
iniciais
|

Liofilizadas

Secas

MeOH [ MeOH/ } [ MeOH } [ MeOH/ }
H,O H,O

Figura 2. Organigrama representativo dos processos utilizados para estudar a eficiéncia da

extraccdo. Os elementos em realce representam os passos escolhidos para a elaboragéo do
protocolo.

Dividiram-se as amostras de teste em dois grupos: o primeiro foi
liofilizado, o segundo foi seco ao ar e ao abrigo da luz. Cada um destes grupos
foi, por sua vez, dividido em dois. Um deles foi sujeito a extraccdo com MeOH e
0 outro a uma extraccdo com solucao MeOH:H,O (50:50). Seguidamente,
efectuou-se um teste de solubilidade com EtOH 70% e EtOH 96%, em que se
concluiu que os extractos apresentavam maior solubilidade em EtOH 70%,
permitindo a utilizacdo de concentracbes mais elevadas das amostras em

estudo. Apds testar os extractos com o DPPH, verificou-se que os extractos
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obtidos com MeOH apresentaram valores de |ICsy mais baixos que os extractos
obtidos com MeOH:H,O (497,18+23,16 e 898 pg/ml, respectivamente). Em
relagdo as amostras secas, foi confirmada a melhor eficiéncia de extracgdo com
o MeOH. Verificou-se que os valores de |Cs para extractos secos e solubilizados
em EtOH 70% sao os mais baixos, revelando maior actividade anti-radicalar. No
entanto, neste trabalho, optou-se por amostras liofilizadas pelo facto de se
obterem extractos mais rapidamente.

Posteriormente, estudou-se a cinética das absorvéncias para os extractos
testados, concluindo-se que para as leituras de absorvéncia apresentarem
valores constantes para a maioria das concentracdes em estudo era necessario
prolongar o tempo de leitura para 3 horas. A literatura aponta para ensaios com
duracdo média de cerca de uma hora ©®9*". Contudo, as concentracdes referidas
nesses estudos sdo consideravelmente mais elevadas do que as usadas no
presente trabalho.

Como resultado destes ensaios de optimizagdo do método para
determinar a eficiéncia anti-radicalar, foram seleccionados o MeOH para o
processo de extraccao e o EtOH 70% para solubilizar os extractos, e um tempo
de reaccao de 3 horas. Varios autores de estudos semelhantes efectuados em
horticolas, entre os quais o espinafre comum, seleccionaram 0S mesmos
solventes (4043 55°57)

4.2.2. Preparagdo da curva de calibragao de acido galhico

Foram preparadas 3 solucbes-mae de acido galhico, utilizado como
padrao, com concentracdo de 2 mg/ml, realizadas em trés dias diferentes. De
cada solucao-mae, foram feitas sete diluigdes compreendidas entre 30 e 175

pug/mil.
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Figura 3. Curva de calibragao para o acido galhico (n=6)

Apbs execucgao do ensaio com o reagente de Folin-Ciocalteu, obtiveram-
se 6 leituras de absorvéncia para cada concentracdao, uma vez que cada ensaio
foi efectuado em duplicado. Tragou-se uma curva de calibragdo com os valores
médios dos ensaios, apresentada na Figura 3.

Os valores de absorvéncia encontram-se situados entre 0,1704 e 0,5893
(UA) e correspondem as concentracées de 30 e 175 pg/ml de acido galhico,
respectivamente, e abrangem os valores encontrados nas amostras dos
extractos. A equacéao obtida graficamente foi utilizada para o calculo do teor em
compostos fendlicos totais das amostras em estudo, expresso em mg EAG / g de
extracto.

4.3. Avaliacao da actividade anti-radicalar e do teor em compostos

fendlicos totais de espinafre da Nova-Zelandia selvagem, de
agricultura biolégica e convencional

A actividade anti-radicalar dos extractos foi avaliada através da
concentracdo de extracto necessaria para reduzir 50% do radical DPPH,
designada por ICsg, € que se expressa em pg/ml.

Os valores do ICsy das amostras em estudo encontram-se resumidos na
Tabela 6, onde se pode verificar que o extracto que apresentou ICsy mais baixo

(logo actividade anti-radicalar mais elevada) foi a amostra B4 com o valor de
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155,8 pg/ml, proveniente de agricultura biolégica (Aljezur) e o extracto que
apresentou o valor de 1Csy mais elevado foi a amostra O com o valor de 460,9
ug/ml, proveniente de agricultura bioldgica (S. Pedro do Sul).

A andlise estatistica mostrou que, quando se compararam todas as
amostras, as Unicas que apresentaram diferencas significativas para p<0,05
foram a B2 e a O, com valores de ICsy de 319,17 e 460,98 ug/ml,
respectivamente.

Esta diferenca pode ser explicada pelo facto de as folhas da amostra B2
estarem num estado de maturacdo mais jovem que as restantes, verificado no
momento da recolha, o que pode ser interpretado a luz do trabalho de Pandjaitan
e colaboradores, que referem que o estado de crescimento das folhas influencia
os valores da actividade antioxidante ©”.

A amostra de Spinacea oleracea (O) apresenta os valores de actividade e
eficiéncia anti-radicalar mais baixos, com diferencas significativas relativamente
a todas as outras amostras. Pandjaitan e colaboradores, ao comparar espinafres
comuns de variedades comerciais e provenientes de linhas avancadas de
seleccado genética, concluiram que a actividade antioxidante é influenciada pela
variedade da espécie, o que pode justificar pequenas variacbes dos valores
obtidos neste trabalho relativamente a outros estudos publicados ©”

Ao comparar os valores de ICsp das amostras de espinafre da
Nova-Zelandia relativamente ao método de cultivo, verificou-se que as amostras
selvagens e provenientes de agricultura biolégica e convencional nao
apresentaram diferencas significativas. No entanto, comparando as amostras de
espinafre da Nova-Zelandia com a de espinafre comum (O) encontraram-se

diferencas significativas entre as duas espécies para p<0,05. O valor do ICsg
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para a espécie Spinacea oleracea (amostra O), apesar de ser uma amostra

representativa de apenas uma localizagéo, encontra-se de acordo com estudos

publicados por diferentes autores 3% 40 42.44.56)

icidnci i_radi Compostos fendlicos totais
Amostra ICso (ug/ml) Eficiéncia anti-radicalar P

(x10°) (mg EAG/g de extracto)

B1 2244322 0,025 33,28+1,25™
B2 319+36° 0,017 27,98+1,682
B3 176+7% 0,032 40,89+1,36°
B4 155322 0,036 41,86+1,42°
B5 242+27° 0,023 39,94+2 12°
B6 190+38% 0,029 42,55+2,86°
S1 229+48%° 0,024 32,41+2,20°
T1 169+23%° 0,033 35+4,40°

T2 2044182 0,027 40,92+1,37°
o} 460+58° 0,012 32,95+1,02°

Tabela 6. Actividade e eficiéncia anti-radicalar, e teor em compostos fenolicos das amostras de
espinafre da Nova Zelandia e espinafre comum. Médias em colunas sem letras comuns (*%)
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; n=4).

A eficiéncia anti-radicalar dos extractos foi calculada a partir do ICso € do
TCso. Os valores de eficiéncia apresentados na Tabela 6 sugerem que os
compostos com actividade anti-radicalar presentes nos extractos séao
caracterizados por uma reacc¢ao lenta com o radical DPPH.

A eficiéncia anti-radicalar obtida para os extractos é baixa, quando
comparada com valores obtidos por Sanchez-Moreno utilizando compostos
isolados, 0 que pode ser justificado pelas concentracdes mais elevadas das
solugbes usadas pela autora, quando comparadas com as que foram
determinadas no presente trabalho, bem como pelo tipo de polifendis presentes

22)

nos extractos metandlicos analisados ??. Huber e colaboradores identificaram

dois flavondides no espinafre da Nova-Zelandia, a quercetina e o campferol, e
registaram menores acumulacées destes quando o cultivo era feito a

(60

temperaturas mais baixas ©”. No presente estudo, o cultivo decorreu entre

Dezembro e Fevereiro, meses em que as temperaturas médias sao mais baixas
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em todas as regides onde se recolheram amostras. Pela andlise dos resultados
obtidos nas amostras em estudo, justifica-se a necessidade de repetir esta
analise com amostras recolhidas no Verdo, controlando rigorosamente as
condicbes ambientais durante o cultivo, de modo a estudar possiveis diferencas
sazonais para a actividade anti-radicalar e para o teor em compostos fenélicos
totais. No espinafre comum, foram identificados por Bajpai e colaboradores, o
acido cafeico, o é&cido ferulico e o &cido protocatecuico através de MS

(39)

(Espectrometria de massa) Sanchez-Moreno classificou a actividade

anti-radicalar da quercetina e do acido ferulico como baixa, e a do acido cafeico
como alta @,

Na Tabela 6, estdo apresentadas as quantidades totais de compostos
fendlicos quantificados nos extractos metandlicos das amostras de espinafre em
estudo, expressos em miligramas EAG (Equivalentes de Acido Galhico) / grama
de extracto. ApOs a analise estatistica, verificou-se mais uma vez que a amostra
B2 apresentou diferencas com significado estatistico, que poderdao ser devidas
ao estado de maturagdo das folhas, como referido por Pandjatain e
colaboradores ©”. A semelhanca do que foi encontrado para a actividade anti-
radicalar, as amostras ndo apresentam diferencas significativas quanto ao tipo
de agricultura.

Quando se compararam os teores em compostos fendlicos totais dos
espinafres entre espécies, ndo foram encontradas diferencas significativas; no
entanto, os valores de actividade anti-radicalar apresentaram diferencas
significativas, para p<0,05, entre as mesmas amostras,. Resultados semelhantes

foram obtidos por varios autores, em que ao identificar os compostos fendlicos

verificaram que as diferencas podem estar de acordo com o tipo e a eficacia dos
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compostos identificados % %% % %) Ao analisar os resultados, verificou-se que
as amostras B1 e O, recolhidas na mesma exploracdo agricola se agruparam
relativamente ao teor em compostos fendlicos totais, que pode ser devido a uma
forte influéncia dos factores ambientais na sua acumulacdo nas plantas, como
referido por diversos autores 48 %':93.99.62)

Segundo alguns estudos, a correlacdo dos valores de 1Cso com o teor em
compostos fendlicos totais é forte, parecendo indicar que a quantidade de
compostos fendlicos nos extractos é determinante da actividade anti-radicalar,
enquanto outros autores referem correlagdes fracas. No presente trabalho
encontrou-se uma forte correlacao entre os valores de 1Csp e teor em compostos
fendlicos totais. No entanto, para o caso da amostra O, que apresenta uma baixa
actividade anti-radicalar, o teor em compostos fendlicos totais é semelhante ao
das amostras B1 e S1, sugerindo mais uma vez a existéncia de diferencas
qualitativas dos compostos presentes nas amostras.

E necessario, apds esta caracterizacdo inicial, identificar e quantificar os
compostos fenodlicos no espinafre da Nova-Zelandia usando técnicas analiticas
como o HPLC ou MS, bem como avaliar a sua eficiéncia anti-radicalar.

Os estudos comparativos entre vegetais provenientes de agricultura
bioldgica e convencional sdo escassos e 0s seus resultados sao controversos.
Alguns trabalhos encontraram diferencas significativas, registando valores mais
elevados de actividade antioxidante e teor em compostos fendlicos totais em
alimentos como brécolos e tomate produzidos em agricultura bioldgica. Por outro
lado, outros estudos demonstraram que as amostras provenientes de agricultura

convencional apresentavam melhores indices de actividade antioxidante,

enquanto outros nao registaram diferencas significativas. Existem mudltiplos
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factores que influenciam os resultados deste tipo de estudo, como a localizagcao
das exploragdes agricolas, que determina o tipo de solo e o clima em que as
culturas sao efectuadas, a estacdo do ano em que as amostras sao plantadas, a
data de colheita e o processamento pos-colheita.

Para contornar esta multiplicidade de factores, varias abordagens tém
sido delineadas, embora todas elas apresentem limita¢des proprias:

- Estudos que utilizam amostras provenientes do comércio. sa0 0s que
existem em menor numero, e, apesar de se referirem ao produto nas condi¢des
em que chega ao consumidor e de serem faceis de executar, raramente
apresentam conclusdes relativamente ao método de producao, uma vez que 0s
factores pds-colheita, como a exposicdo a luz ou as condicdes de
armazenamento enviesam os resultados de forma significativa “” ** %) No
presente estudo, procurou-se contrariar este tipo de factores através do controlo
do momento da colheita recolhendo as amostras directamente dos produtores e
assegurando as mesmas condi¢des pos-colheita para todas as amostras;

- Estudos desenvolvidos directamente em exploragcées agricolas: nesta
abordagem, todo o ciclo da producdo € monitorizado e o controlo de factores
ambientais e do tipo de solo € assegurado através da comparagdo entre
exploragdes vizinhas com modos de produgédo diferentes. Nestes casos, as
maiores dificuldades emergem na escolha de exploracées que reflictam os
sistemas de producdo. Barrett e colaboradores encontraram diferencas
significativas no teor em compostos fendlicos totais em tomates provenientes de
sistemas de producéo biolégicos e convencionais. Contudo, os resultados foram
inconsistentes, pois em algumas exploracées, as amostras provenientes de

agricultura bioloégica apresentavam maiores quantidades de compostos fendlicos
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totais, e noutras localizacbes eram as amostras cultivadas no modo
convencional que continham maiores quantidades, sugerindo uma maior
influéncia de factores ambientais e da qualidade do solo na sua formacéo e
acumulacéo “¥;

- Estudos de cultivo: neste tipo de abordagem, o investigador estuda a
influéncia dos factores de interesse, controlando todas as condicbes e
modulando apenas os factores em estudo, através do cultivo do mesmo tipo de
amostra, em vasos com o mesmo tipo de solo e expostos as mesmas condi¢des
ambientais. Sdo estes o0s estudos que reflectem mais precisamente as
diferencas encontradas relativamente ao modo de producao, em que € possivel
identificar claramente os factores que influenciam as diferencas entre os
parametros analisados ©?.

No presente trabalho, ndo foi possivel seguir as metodologias descritas
para os dois ultimos tipos de estudo, devido a limitagdes de tempo.

4.4. Avaliacao da actividade anti-radicalar e do teor em compostos

fendlicos totais de espinafre da Nova-Zelandia de agricultura convencional,
cozinhado em agua a temperatura de ebulicao durante tempos diferentes

Os valores de actividade anti-radicalar das amostras de espinafre da
Nova-Zelandia sujeitas a processamento térmico encontram-se resumidos na
Tabela 7. O grupo de controlo (E1), espinafres crus, apresenta o melhor valor de
actividade anti-radicalar, com um ICsg igual a 97,52 pg/ml.

As amostras sujeitas a processamento térmico durante 1 minuto, 2,5
minutos, 5 e 10 minutos apresentaram diferencas significativas para p<0,05, em
relagdo a amostra controlo, revelando valores de |ICsp menos eficazes situados

entre 140,62 e 257,52 pg/ml.



33

Tecl’npo Eficiér-\cia Compostos fendlicos
e Amostra  ICs (ug/ml) anti-radicalar totais
cozedura -3

(min) (x107) (mg EAG/g de extracto)

0 E1 97,52+10.872 0,057 58,21+2,462

1 E2 140,62+8.66° 0,040 55,44+3,122

2,5 E3 189,39+15.65° 0,029 57,7312 522

5 E4 257,16115.11d 0,022 59,19+7,312

10 E5 257,52i20.78d 0,022 59,26+6,192

Tabela 7. Actividade anti-radicalar, e teor em compostos fendlicos das amostras de espinafre da
Nova Zelandia sujeitas a diferentes tempos de cozedura em agua em ebulicdo. Médias sem
letras em comum (a'd) apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; n=4).

Observaram-se ainda diferencas significativas entre 0os grupos sujeitos a
diferentes tempos de processamento térmico, com excepcao dos extractos E4 e
E5, que apresentaram valores de ICso muito préximos. Ao analisar os resultados
dos valores de ICsp ao longo de 10 minutos, a eficiéncia anti-radicalar dos
extractos metandlicos das folhas de espinafre da Nova-Zelandia diminuiu
linearmente até aos 5 minutos de cozedura (amostra E4), como pode ser
observado na Figura 4.

As amostras E4 e E5 ndo apresentaram diferengas significativas entre si,
sugerindo que as perdas de actividade anti-radicalar e do teor em compostos
fendlicos totais se estabilizem, apos determinado tempo de cozedura.

O teor em compostos fendlicos totais dos diversos grupos nao variou
significativamente, apesar da perda da actividade anti-radicalar. Estes resultados
podem dever-se a perda de elementos, incluindo os compostos fendlicos, para a
agua da cozedura, ou destruicio dos mesmos, levando a que os valores
expressos em concentracao fossem semelhantes para todas as amostras. Ismail
e colaboradores referiram perdas significativas de compostos fendlicos em folhas

64)

de espinafre comum apds 1 minuto de cozedura Y. Na Tabela 7 observa-se
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uma tendéncia semelhante entre valores médios dos grupos E1 e E2, embora

sem significado estatistico.

300

| |

100 4

50

0 2 4 6 8 10 12
tempo (minutos)

Figura 4. Actividade anti-radicalar de extractos metandlicos de espinafre da Nova-Zelandia
sujeitos a diferentes tempos de cozedura.

A diferenca entre a actividade anti-radicalar das amostras de espinafre da
Nova-Zelandia analisadas na seccédo anterior (B1 a B6, S1, T1 e T2) e da
amostra E1 pode ser devida a diferencas no tempo de congelacdo antes da
liofilizacdao. Assim, a amostra E1 foi imediatamente processada para liofilizar,
enquanto os outros lotes estiveram cerca de 70 dias armazenados a -15°C.

Hunter e colaboradores, utilizando o método ORAC, referiram perdas de
actividade antioxidante decorrentes do congelamento de folhas de espinafre
comum, atribuindo-as as perdas de acido ascorbico ®*. Este efeito podera ter-se
verificado no presente estudo, pois as folhas do espinafre comum e do espinafre
da Nova-Zelandia partilham caracteristicas matriciais, apesar de pertencerem a
espécies diferentes, e poderao sofrer modificacées estruturais semelhantes apds
congelagéo ou cozedura, observadas em alguns trabalhos relativos a condigbes
de armazenamento e processamento culindrio, onde foram registados

comportamentos semelhantes em folhas de espécies diferentes na analise de
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diversos compostos como polifendis, vitamina C, nitratos, nitritos, oxalatos,

clorofila, chumbo, e cadmio % 58 85-67)

5. Conclusoes

O espinafre da Nova-Zelandia apresentou actividade anti-radicalar
significativamente mais elevada do que o espinafre comum, o que o0 torna num
alimento com maiores potencialidades benéficas relativamente a efeitos
protectores atribuidos a compostos com accdo antioxidante. Os valores de
actividade anti-radicalar encontrados correlacionaram-se com o0s teores em
compostos fendlicos totais das amostras.

Nao foram encontradas diferencas significativas quer na actividade
anti-radicalar quer no teor em compostos fendlicos totais entre as amostras de
agricultura bioldgica, convencional ou selvagem, quanto ao modo de producao.
As poucas diferengcas encontradas sugerem a maior influéncia dos factores
ambientais e de crescimento na acumulacdo de compostos fendlicos pelo
espinafre da Nova-Zelandia.

O tempo de cozedura até 5 minutos reduziu significativamente a
actividade anti-radicalar do espinafre da Nova-Zelandia. Apés 5 minutos, nao ha
alteracoes significativas deste parametro.

Ap6s esta analise inicial, sera importante identificar e quantificar os
polifendis existentes no espinafre da Nova-Zelandia, bem como a realizacao de
um estudo da sua actividade antioxidante integrando varias metodologias de
avaliacdo, incluindo ensaios de captacdo de espécies reactivas fisiolégicas, e
usando amostras recolhidas em diferentes alturas do ano, de forma a obter uma
caracterizacdo mais aprofundada dos compostos fendlicos presentes nesta

espécie.
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