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Resumo

Resumo

Algumas plantas podem ser consumidas de variadas formas, cruas ou cozidas, como
parte de refeicOes principais, aperitivos ou até como forma de sumos. Destas destacam-se
as plantas selvagens ediveis, que frequentemente desempenham um papel relevante na
dieta de populagdes mais carenciadas em todo o mundo. Entre as muitas espécies
existentes, a urtiga comum (Urtica dioica L.), uma espécie de plantas selvagens ediveis
distribuida no mundo inteiro, foi antigamente utilizada na alimenta¢cdo humana, apesar da
sua utilizacao ter caido em desuso.

O estudo desenvolvido teve como objetivo a caracterizacdo da urtiga comum, por
forma a valorizar esta espécie selvagem tradicionalmente consumida em meios rurais
Portugueses e contribuir para a recuperacdo de habitos alimentares. Para tal, procedeu-se
a avaliacdo de amostras colhidas em Portugal no que respeita o seu valor nutricional e sua
composicdo em compostos bioativos (fendis totais, flavonoides totais e composicdo em
acidos gordos) e atividades bioldgicas (atividade antioxidante e antimicrobiana). Pretendeu-
se ainda analisar o impacto da confecdo por cozimento, pois esta planta é geralmente
consumida apds processamento térmico para destruicdo do ser cardcter urticante.

As amostras de folhas cruas apresentaram um elevado contetdo proteico (variando
entre 25,01-30,22g/100 g de massa seca) e reduzido de gordura (3,17-4,03 g/100 g de massa
seca) . Contudo, esta evidenciou um valor dietético elevado, dado o seu contetdo elevado
em d4cidos gordos polinsaturados, com particular destaque para o dacido essencial a-
linolénico, que tem sido associado a protecdo contra doengas cardiovasculares. Os
resultados demonstraram que, apds a cozedura das folhas de U. dioica, ndo houve perdas
expressivas de macronutrientes. Além de serem ricas em nutrientes, as urtigas
demostraram ter uma boa atividade antioxidante devido aos compostos bioativos presentes
na planta. Contrariamente ao observado para o valor nutricional, verificou-se que o
processo de cozimento afeta negativamente o teor de compostos bioativos e potencial
antioxidante da planta, verificando-se a passagem de parte destes compostos para a agua
de cozimento. Em relacdo a atividade antimicrobiana, verificou-se uma atividade muito
elevada face a P. Aeruginosa, ja os restantes microrganismos testados, nao se verificou um
grande efeito inibitérios, com algumas exce¢des, nomeadamente face a S. aureus e B.
subtilis.

Os resultados obtidos em termos nutricionais e de potencial antioxidante permitem

destacar a U. dioica como uma espécie promissora para diferentes aplicacdes,

bY
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nomeadamente gastrondmicas, mas também como fonte de extratos/compostos bioativos

gue podem ser usados como aditivos noutros produtos alimentares.

Palavras chave: Urtiga; composicdo nutricional; atividade antioxidante; atividade

antimicrobiana.
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Abstract

Abstract

Some plants can be consumed in various forms, raw or cooked, as part of main
meals, appetizers or even as juices. These include edible wild plants, which often play a
relevant role in the diet of the most deprived populations around the world. Among the
many existing species, common nettle (Urtica dioica L.), a species of edible wild plants
distributed worldwide, was formerly used in human food, although its use has fallen into
disuse.

The objective of the study was to characterize the common nettle in order to value
this wild species traditionally consumed in Portuguese rural environments and contribute
to the recovery of eating habits. For this purpose, the samples collected in Portugal were
evaluated for their nutritional value and their composition in bioactive compounds (total
phenols, total flavonoids and composition in fatty acids) and biological activities (antioxidant
and antimicrobial activity). It was also intended to analyze the impact of confection by
cooking, since this plant is usually consumed after thermal processing to destroy the stinging
character.

The samples of raw leaves showed a high protein content (ranging from 25.01 - 30.22
g/ 100 g dry mass) and reduced fat (3.17-4.03 g / 100 g dry mass). However, it has shown a
high dietary value, given its high content in polyunsaturated fatty acids, with particular
emphasis on a-linolenic acid, which has been associated with protection against
cardiovascular diseases. The results showed that, after firing U. dioica leaves, there were no
significant losses of macronutrients. In addition to being rich in nutrients, nettles proved to
have a good antioxidant activity due to the bioactive compounds present in the plant.
Contrary to that observed for the nutritional value, it was verified that the cooking process
adversely affects the content of bioactive compounds and antioxidant potential of the plant,
with the passage of some of these compounds to the cooking water. In relation to the
antimicrobial activity, there was a very high activity against P. aeruginosa, while the other
microorganisms tested did not have a great inhibitory effect, with some exceptions,
especially against S. aureus and B. subtilis.

The results obtained in terms of nutritional and antioxidant potential allow U. dioica
to be highlighted as a promising species for different applications, namely gastronomic, but
also as a source of bioactive extracts / compounds that can be used as additives in other
food products.

Keywords: Nettle; Nutritional composition; antioxidant activity; antimicrobian activity.
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1. Introducgdo

A urtiga selvagem (Urtica dioica L.) é uma das plantas mais populares e cosmopolitas
presente na Europa, Africa, Asia e América, cujos beneficios dietéticos e terapéuticos sdo
conhecidos desde tempos ancestrais. Apesar de ser frequentemente considerada como
uma erva-daninha por muitos agricultores, esta planta tem vindo a ganhar um crescente
interesse cientifico e comercial por ser fonte de muitos produtos naturais com valor
agregado e também pelo facto de se poder explorar todas as partes da planta (caules, folhas,
raizes e sementes) (Di Virgilio et al., 2015). A semelhanca do linho e do cdnhamo, a urtiga
tem uma longa histdria na utilizacdo como fibra téxtil. O uso desta planta tem também uma
longa tradicdo na alimentacdo humana, tendo sido uma das plantas selvagens muito
utilizadas pelos indios Americanos (Phillips et al., 2014), estando igualmente descrita a sua
utilizacdo em diversos paises Europeus, em particular como parte da Dieta Mediterranica
(Guarrera & Savo, 2016). Esta dieta, reconhecida em 2013 como Patrimoénio Cultural
Imaterial da Humanidade pela Organizacdo das Nag¢des Unidas para a Educacdo, Ciéncia e
Cultura (UNESCO), apesar de apresentar alguma variabilidade de pais para pais, é
geralmente rica em vegetais (incluindo plantas selvagens, como a urtiga), produtos frescos
e pouco processados, alimentos locais e sazonais, entre outras caracteristicas. De facto,
varios estudos sugerem que, na Europa, a utilizacdo de plantas selvagens ediveis foi
recorrente como forma de complementar a alimentacdo proveniente da agricultura,
particularmente em tempos de maior escassez de alimentos, como nos periodos de guerra.
Contudo, atualmente muitas destas espécies ja ndo sdo colhidas na natureza e o seu
consumo é apenas lembrado pela populagdo mais idosa (Menendez-Baceta et al., 2012).

Apesar do uso das urtigas na gastronomia tradicional ter caido em desuso, esta planta
foi antigamente usada na confecdo de sopas e outros pratos tais como omeletes, risotos,
tartes e consumido como vegetal cozido (Menendez-Baceta et al., 2012; Guarrera & Savo,
2016; burovic” et al., 2017). Atualmente, na Peninsula Ibérica, o seu uso tem sido promovido
através da incorporacdo em sobremesas e na produgdo de queijos. Para tal, contribuiu a
criacao da Confraria da urtiga, em 2009 em Fornos-de-Algodres, bem como a realiza¢do de
diversas festividades na regido Espanhola da Galiza (Portugal de Sabores e Tradi¢es, 2017;
La Voz de Galicia, 2017).

O valor nutricional da urtiga é basicamente devido a duas partes da planta: folhas e

sementes verdes. Os caules ndao sao utilizados como alimento, devido ao facto de serem



Introducao

muito fibrosos e, como tal, o seu consumo ser desagradavel. As folhas e brotos jovens sdo
usados como alimento, pois sdo considerados como sendo uma fonte rica em
polissacarideos, ferro, potassio, manganés, calcio, proteina e aminoacidos essenciais, silicio,
fosfato e vitamina C, importante para a absorcdo de ferro. Esta planta é ainda conhecida
por apresentar um baixo teor de gorduras saturadas. Contudo, as suas folhas contém uma
ampla quantidade de acidos gordos essenciais, nomeadamente acido a-linolénico e acido
linoleico, contendo igualmente carotenoides tais como luteina e B-caroteno. Dada o seu
elevado valor nutritivo, as folhas podem ser incluidas na dieta humano para o
fortalecimento do corpo, sendo ainda consideradas uma forma natural de conferir sabor a
outros alimentos (Jan et al., 2016).

Adicionalmente, vérios estudos tém confirmado a presenca de numerosos compostos
ativos, especialmente nas folhas, com aplicacdo promissora em diferentes areas, tais como
nas industrias agroalimentar, farmacéutica e cosmética. Embora, com elevado potencial de
mercado, os produtos feitos de urtiga sdo, atualmente, mais um resultado da curiosidade
do que de uma producdo industrial em larga escala, principalmente devido a falta de
conhecimentos no que respeita a colheita e pds-colheita desta planta (Di Virgilio et al., 2015;
Fiol et al., 2016).

Por ultimo, refira-se que a urtiga apresenta como particularidade a presenca de pelos
urticantes nas suas folhas e caules, que causam uma caracteristica sensa¢do de comichdo e
ardor devido a acdo de compostos existentes no fluido destes pelos, tais como a histamina
e acetilcolina (Upon, 2013). Desde a antiguidade, o seu caracter urticante tem sido
aproveitado para estimular a circulacdo e ter um efeito termogénico nas articulacdes e
extremidades do corpo, sendo por isso usada na medicina popular como um remédio para
artrite, reumatismo e paralisia muscular (Adrikari et al., 2016). Segundo alguns autores, a
atividade terapéutica dos extratos de urtiga poderd estar relacionada com a presenca de
compostos fendlicos e respetiva atividade antioxidante (Stanojevi¢ et al., 2016).Também
por este motivo, recentemente, tem existido um grande interesse no estudo da composicao

guimica e a¢ao farmacoldgica das folhas de urtiga.
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MotivacOes e objetivos

2. Motivagdes e objetivos

De acordo com os resultados provenientes de diversos estudos epidemioldgicos, o
consumo de vegetais e fruta tem efeitos benéficos para a saude, estando associado a
prevencdo de determinadas doencgas crénicas tais como cancro, diabetes, doencas
cardiovasculares, entre outras (Liu, 2013). Pensa-se que muitos dos efeitos benéficos de
vegetais e frutos esta relacionado com o seu elevado teor em fitoquimicos, com énfase em
compostos fendlicos com elevada atividade antioxidante.

Apesar da recomendacdo da inclusdo de vegetais na dieta por parte de diversas
entidades internacionais, deve-se ter em aten¢do que em alguns paises subdesenvolvidos o
acesso a alimentos nutritivos pode ser escasso. Atualmente, uma tematica que tem tido
crescente atencao pela comunidade cientifica internacional é a questao da disponibilidade
alimentar (Food security), que se refere ao fécil acesso e disponibilidade de quantidade
suficiente de alimentos nutritivos e seguros para uma alimenta¢do base (FAO, 2003;
Mahlangeni et al., 2016). Por este motivo, é também importante estudar fontes alternativas
que permitam a obtencdo de nutrientes de uma forma acessivel, tendo em conta que a
biodiversidade alimentar é cada vez mais considerada como sendo muito relevante para a
sustentabilidade do fornecimento de alimentos a nivel global (Burlingame et al., 2009).
Neste ambito, torna-se relevante o estudo de plantas selvagens, tal como as urtigas,
antigamente utilizadas na nutricdo das populagdes rurais, mas que, entretanto, cairam em
desuso com o desenvolvimento da industria agroalimentar, sobretudo nos paises
desenvolvidos. Apesar de um declinio no habito de consumo de plantas selvagens ediveis,
nas ultimas décadas tem-se assistido a um aumento do interesse cientifico nestas plantas,
verificando-se a realizacdo de diversos estudos etnobotanicos em todo o mundo sobre o
consumo deste tipo de plantas.

Por outro lado, nos paises considerados desenvolvidos, assiste-se atualmente a um
renovado interesse social nestas plantas. De facto, tem ocorrido uma tendéncia de
recuperacgao de tradi¢bes, com diversos consumidores a estarem cada mais disponiveis para
consumir produtos de valor acrescentado, tais como alimentos com denominag¢dao de
origem protegida (DOP), bem como produtos inovadores desenvolvidos com base em
alimentos tradicionais. Neste sentido, a utiliza¢cdo da urtiga tem sido promovida na confecao
de pratos inovadores, tais como na formulagao de sobremesas e queijos devido ao seu flavor
distinto com caracteristicas herbaceas, acidicas e a frutos secos (Fiol et al., 2016). Nestes

paises, tem-se assistido ainda a uma maior propensdo para o consumo de produtos



MotivacOes e objetivos

considerados naturais, com diversos consumidores a evitarem produtos processados
adicionados de antioxidantes sintéticos. A utilizacao de aditivos em determinados produtos,
torna-se muito importante, sendo, por exemplo, uma das formas mais eficientes de inibir a
peroxidacao lipidica em produtos carneos processados (Stanojevi¢ et al., 2016; Latoch &
Stasiak, 2017). No entanto, hoje em dia, verifica-se uma demanda crescente pela utilizacdo
de produtos considerados como sendo mais “naturais”, representando os extratos de
plantas uma alternativa a utilizacdo de antioxidantes sintéticos. Desta forma, para além do
recomenddvel consumo direto de vegetais, muitas plantas tém vindo a ser estudadas pois
os seus extratos podem potencialmente ser usados como ingredientes funcionais em
alimentos e bebidas, bem como noutras areas tais como em suplementos alimentares e
cosmeéticos.

Considerando que a urtiga é uma planta selvagem com distribuicdo ubiqua em Portugal,
utilizada antigamente como alimento em diversas aldeias Portuguesas, e que em trabalhos
prévios de outros autores demonstrou ter uma composi¢do interessante em compostos
fendlicos (Otles & Yalcin, 2012; Orci¢ et al., 2014), o presente trabalho pretende ser um
contributo para a sua caracterizagao. Assim, o trabalho teve como objetivo determinar o
valor nutricional da planta recolhida em diferentes localizacGes geograficas e diferentes
periodos, e proceder a sua caracterizacdo em termos de composicdo total de compostos
bioativos (fendis totais, flavonoides totais e composicdo em acidos gordos) e potenciais
atividades bioldgicas (atividade antioxidante e antimicrobiana). Considerando que esta
planta é frequentemente consumida cozinhada, por forma a eliminar o seu caracter
urticante, pretendeu-se também avaliar o impacto da confecdo por cozimento no seu valor

nutricional.
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3. Revisao bibliografica
3.1 Botanica

A urtiga (Urtica dioica L.) (Figura 1) é uma planta herbdcea selvagem de floragao
perene, caracteristica das plantas que possuem folhas durante todo ano, e cujo tempo
médio de vida pode ser superior a dois anos. O nome cientifico da urtiga, pertencente a
familia Urticaceae, é derivado do verbo latino urere que significa arder ou queimar, sendo
esse nome originado pelo caracter urticante da erva (Taylor, 2009). O nome dioico vem do
grego “oikos” que significa “duas casas”, uma denominac¢do botanica dada as espécies em
gue os sexos se encontram individualmente separados, podendo assim ser chamados de
unissexuados (Upton, 2013). Os clones masculinos florescem antes dos clones femininos e
os graos de pdlen sdo extremamente pequenos. Geralmente é polinizada pelo vento, sendo
dificilmente polinizada por insetos (Taylor, 2009). Como referido, os seus caules e folhas
encontram-se cobertos com pelos urticantes (Adhikari et al., 2016). Esta planta é raramente
comida por gado ou coelhos, sendo, contudo, atrativa para algumas espécies de caracais,
larvas de borboletas e outros insetos fitofdgicos. Moderadamente tolerante a sombra, a
urtiga desenvolve-se melhor em terrenos hiimidos e frescos. E uma planta nativa da Europa,

Asia, norte da Africa e América do Norte, atualmente encontrando-se presente no mundo

inteiro (Taylor, 2009).

g

ngufé 1. Imgens ilustrativas de U. dioica na natureza (adaptado de http://bioweb.uwlax.edu).
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2.1 Fitoquimicos

A atividade biolégica dos extratos de urtiga pode provavelmente ser atribuida a
presenca de biomoléculas do metabolismo secundario das plantas, incluindo compostos
fendlicos (Orci¢ et al., 2014). A fim de obter uma melhor compreensao do seu perfil quimico,
Orci¢ et al. (2014) desenvolveu um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a deteg¢do de massa (HPLC-MS/MS) para a quantificagdo de 45 compostos
fendlicos frequentemente encontrados em plantas comuns, em extratos hidrometandlicos
(20:80, v/v) de amostras de U. dioica provenientes de duas regides da Sérvia. O método
desenvolvido no referido estudo foi aplicado na determinagdo quantitativa de compostos
fendlicos em extratos de diferentes partes da planta, nomeadamente caules,
inflorescéncias, folhas e raizes, tendo-se concluido que apenas 21 dos 45 compostos
investigados estavam presentes em niveis acima do limite de quantificacdo confidvel.
Embora a composicdo qualitativa dos extratos investigados fosse similar entre si, observou-
se uma variacao significativa no teor de compostos fendlicos. De uma maneira geral em
todos os extratos, o composto mais abundante, contribuindo com até 3,6% de peso do
extrato, foi o acido 5-O-cafeoilquinico, seguido pela quercetina 3-O-ramnosilglucdsido
(rutina) e 3-O-glucdsido (isoquercitrina) (Orcic¢ et al., 2014).

Os precursores biogenéticos do acido clorogénico, acido quinico e acido cafeico,
também apresentaram conteudos relevantes, principalmente nas partes da planta acima do
solo. Todos os outros compostos detetados apresentaram quantidades diminutas, sendo
que o seu teor total ndo excedeu o valor de 0,19% de peso do extrato. Os autores concluiram
ainda que a composicdo das raizes difere daquela apresentada pelas partes aéreas da
planta, apresentando um conteudo significativamente menor para a maioria dos compostos
investigados (em alguns casos, em trés ordens de grandeza), e a presenca caracteristica de
secoisolariciresinol, composto este detetado apenas nos extratos de raizes (Orci¢ et al.,
2014). Nas folhas de U. dioica, o acido fendlico e flavonoide maioritarios (acido clorogénico
e rutina, respetivamente) apresentaram ambos uma grande diferenca de valores entre as
amostras provenientes de diferentes localizacdes geograficas, variando entre 1,23-28,0
mg/g de extrato seco e 0,0018- 4,6 mg/g de extrato seco. Este trabalho permitiu confirmar
dados anteriores que sugerem que o extrato de U. dioica é uma fonte rica de acido 5-O-
cafeoilquinico, rutina e isoquercitrina (Pinelli et al., 2008; Nencu et al., 2015), compostos
descritos como tendo atividades bioldgicas interessantes, tais como antioxidante e anti-

inflamatdria (Rogerio et al., 2007) e cuja estrutura quimica pode ser visualizada na Figura 2.

12



Revisdo bibliografica

Estes dados suportam a utilizacdo da urtiga como potencial fonte de compostos bioativos
bem como a sua aplicacdo na medicina tradicional, tornando-se um tema interessante de

investigacdo adicional, especialmente no que se refere a sua potencial atividade bioldgica.
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos maioritarios descritos nas folhas de U. dioica, 1: rutina, 2:

acido clorogénico, 3: isoquercitrina (adaptado de Jan et al., 2016).

2.1.1 Composicdo fendlica

As plantas sintetizam uma diversidade de compostos organicos que sdo
tradicionalmente classificados como metabolitos primdrios e secundarios. Metabolitos
primarios sdo compostos produzidos por todas as plantas e que desempenham funcgdes
essenciais, tais como na fotossintese, respiracdo, crescimento e desenvolvimento. Estes
incluem fitoesterdis, nucleotideos, aminoacidos, acidos orgéanicos, entre outros (Seigler,
2012). A composicdo fendlica, provém do metabolismo secundario, que pode sofrer
alteracdes de stress que podem ocorrer devido ao cultivo e outros fatores. Eles sdo
estruturalmente diversos e muitos encontram-se distribuidos em um numero limitado de
espécies no reino vegetal (Taiz e Zeiger, 2004). Os compostos secundarios sdo produzidos
por vias biossintéticas diferentes daquelas dos metabdlitos primarios, incluindo a glicélise,
o ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), vias dos aminoacidos alifaticos e aminoacidos

aromaticos, via das pentoses e via do acido chiquimico (Aharoni e Galili, 2011).
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Os compostos fendlicos sdo caracterizados por apresentarem pelo menos um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxilo ligados. Os fendlicos variam de compostos
simples, de baixo peso molecular, de anel aromatico Unico, a taninos grandes e complexos
e polifendis derivados. Eles podem ser classificados com base no nimero e disposicao de
seus atomos de carbono e sdo comumente encontrados conjugados com acucares e acidos
organicos. Os compostos fendlicos podem ser classificados em dois grandes grupos: os
flavondides e os ndo-flavondides (Crozier et al., 2006). A presenca destes compostos em
plantas tem sido muito estudada por estes inibirem a oxidagado lipidica e a proliferacao de
fungos, além de participarem de processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em
varios alimentos (Soares, 2002). Segundo Soares (2012) diversos pesquisadores tém
trabalhado na separacao, identificacdo, quantificacdo e utilizacdo dos compostos fendlicos
em alimentos, enfrentando muitos problemas metodolégicos, pois, além de englobarem em
uma gama enorme de substancias (fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides,
taninos e ligninas), eles sdo, na maioria das vezes, de elevada polaridade, muito reativos, e

suscetiveis a acdo de enzimas.

2.1.2 Flavonoides

Os flavonoides sdao metabolitos secundarios da classe dos polifendis, sendo
considerados dos mais abundantes no reino vegetal (Fraga et al., 2010). Eles estdo
presentes em altas concentracdes na epiderme das folhas e na pele dos frutos e tém
papéis importantes e variados como metabolitos secunddrios. As principais subclasses
de flavondides sdao as flavonas, flavondis, flavan-3-6is, isoflavonas, flavanonas e
antocianidinas (Figura 3) (Crozier et al., 2006). A distribuicdo dos flavonoides nas plantas
depende de diversos fatores, bem como da variacdo das espécies. No que respeita a sua
via biosintética, eles sdao formados da combinacdao de derivados sintetizados da
fenilalanina (via metabdlica do acido chiquimico) e da via do acetato. Os padrdes de
distribuicdo dependem do grau de acesso a luminosidade, especialmente UV-B, pois a
formacdo dos flavonoides é acelerada pela luz (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).
Consequentemente, de uma forma geral, em plantas cultivadas em estufas, onde os
raios ultravioletas sdo bloqueados, o conteudo de flavonoides é reduzido. Em pesquisas

epidemioldgicas alguns flavonoides apresentam-se associados com a protecdo contra
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doencas do envelhecimento, o que pode ser justificado pela sua acdo antioxidante
(Degdspari & Waszczynskyj, 2004).

Na natureza, os compostos fendlicos raramente sdo encontrados na forma livre,
sendo que, no caso dos flavonoides, estes ocorrem predominantemente na forma
heterosidica. Os flavonoides tém por base a estrutura flavanica, englobando um enorme
grupo de moléculas, resultado de pequenas alteragdes estruturais e,
consequentemente, diferentes mecanismos de acdo e actividades farmacoldgicas. Os
flavonoides tém vindo a ser estudados e reconhece-se hoje o seu enorme potencial de
atuacdo ao nivel de variados sistemas bioldgicos, tal como a atividade antioxidante

(Proenca da Cunha, 2005; Carvalho, 2014).

0
/ Isoflavona
4

Flavan-3-ois

Flavanona

Figura 3. Estruturas genéricas dos principais flavonoides (Fonte: adaptado Crozier et al., 2006).

2.1.3 Compostos fendlicos do tipo ndo flavonoides

Os principais ndao-flavonoides de significancia dietética sdo os acidos benzoicos, mais
notavelmente o acido galhico, que é o precursor de taninos hidrolisaveis, os acidos
hidroxicinamicos e seus derivados conjugados, e os estilbenos polifendlicos (Crozier et al.,
2006). Os 4&cidos fendlicos estdo reunidos em dois grupos: derivados do acido
hidroxicinamico e derivados do 4dacido hidroxibenzéico. Os derivados do acido
hidroxicindmico sdao compostos fendlicos de ocorréncia natural que possuem um anel

aromatico com uma cadeia carbonada, constituida por 3 carbonos ligada ao anel (estrutura
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C6-C3, Figura 4). Os acidos p-cumarico, ferulico, caféico e sinaptico sdo exemplos dos acidos
hidroxicindmicos mais comuns na natureza. Estes acidos existem nas plantas, usualmente
na forma de ésteres, como por exemplo o acido clorogénico, cuja molécula é constituida
pelo acido quinico esterificado ao acido caféico. Também sdo encontrados na forma de
glicosideos ou ligados a proteinas e a outros polimeros da parede celular e, raramente, como
acidos livres. Isdmeros do dacido clorogénico e do dacido caféico sdo descritos com

antioxidantes (Degaspari & Waszczynskyj, 2004).

: . . e e A T \]/ ok R,=OH: cido p-cumérico
Acidos hidroxicinamicos C6-C3 gk R,=R,=0H: acido cafeico

R,=0H; R,=0CH;: acido ferulico

R,=R,=Rs=H; R,=0H: acido salicilico
., .. R.=R3=0H; R,=R,=H : &cido gentisico
Acidos benzéicos C6-C1 HO R,=R,=R4=OH; R, =H: 4cido galhico

R4 Rs R,=R3= OCHj; R,=0H; R,=H : dcido siringico

Figura 4. Estrutura dos principais compostos fendlicos do tipo ndo-flavonoides de interesse (Fonte:

adaptado adaptado de Giada, 2013; Oliveira & Bastos, 2011).

No grupo dos acidos hidroxibenzdicos, compostos que possuem grupo carboxilico
ligado ao anel aromatico, destacam-se os acidos protocatéquico, vanilico, siringico,
gentisico, salicilico, elagico e galhico. Esses dois grupos de acidos fendlicos tém apresentado
propriedades antioxidantes. Embora outras caracteristicas também contribuam para a
atividade antioxidante dos acidos fendlicos e seus ésteres, esta é geralmente, determinada
pelo nimero de hidroxilos presentes na molécula. A hidroxilo do acido ferulico existente na
posicao orto com o grupo metoxilo, doador de elétrons, é um fator que aumenta a
estabilidade do radical fenoxil e aumenta a eficiéncia antioxidante do composto (Degaspari
& Waszczynskyj, 2004). A presenca de um segundo hidroxilo na posi¢do orto ou para,
também aumenta a atividade antioxidante. O &cido caféico, que apresenta essa
caracteristica, possui uma atividade antioxidante maior do que o acido ferulico (Degaspari
& Waszczynskyj, 2004). O efeito sequestrante de radicais parece estar diretamente

relacionado aos grupos hidroxilo localizados na posi¢ao para no anel aromatico. Os acidos
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sindptico, ferulico e p-cumarico sdo antioxidantes mais ativos do que os derivados do acido
benzoico, tais como acido protocatéquico, siringico e vanilico. Isso se deve a dupla ligacao
presente na molécula dos derivados do acido cindmico (-HC=CHCOOQOH), que participa da
estabilizacdo do radical por ressonancia de deslocamento do eletrdo desemparelhado,
enquanto que os derivados do dacido benzdico ndo apresentam essa caracteristica

(Degéspari & Waszczynskyj, 2004).

2.3 Analise Nutricional

A urtiga é cozida como um vegetal verde em muitas regidoes do mundo devido ao seu alto
teor de proteina, sendo igualmente rica noutros constituintes, tais como carotenoides,
vitaminas C, B2 e B5, ferro, célcio, magnésio e fosforo (Tabela 1). O processamento térmico
destréi os pelos urticantes e substancias irritantes neles contidas (Carvalho, 2014),
permitindo a sua facil integracdo na alimentacdo humana. Rutto et al. (2013) estudaram o
efeito do processamento nas propriedades nutritivas e dietéticas da por¢ao comestivel de
urtigas, demonstrando que, mesmo apds secagem ou cozedura, esta ndo perde o seu valor
nutricional, retendo minerais e vitaminas, além de permanecer bastante rica em fibra e
proteina, o que lhe confere valor a nivel alimentar. No referido estudo, as folhas (200 g)
foram lavadas e processadas por branqueamento (1 min a 96-98 °C) ou cozedura (7 min a
98-99 °C) com ou sem sal (5 g/L), tendo-se determinado os teores de macronutrientes,
minerais, aminodacidos e vitaminas. Os resultados mostraram que a urtiga processada pode
fornecer cerca de 90% a 100% de vitamina A (na forma de B-caroteno), sendo ainda uma
boa fonte de cdlcio, ferro e proteina. No mesmo estudo foi estimado o valor nutritivo com
base em porc¢des de 100 g, evidenciando o seu baixo aporte caldrico. Assim, os autores
recomendam o consumo de urtiga fresca ou processada como sendo um alimento de alto
teor proteico e fibra, de baixo teor calérico e uma fonte de nutrientes essenciais, tais como
minerais e vitaminas, sendo por isso especialmente adequado em dietas vegetarianas, para

diabéticos ou outras especializadas (Rutto et al., 2013).
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Tabela 1. Composi¢cdo de nutrientes de U. dioica (folhas escaldadas; apenas considerada a porgdo
comestivel) (adaptado da Base de Dados Nacional de Nutrientes do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA), Versdo 28).

Nutrientes Unidade Valor por 100g de massa fresca
Humidade g 87,67
Energia kcal 42
Proteina g 2,71
Lipidos totais g 0,11
Carboidratos, por diferenga g 7,49
Fibra, dieta total g 6,9
Acucares, g total g 0,25
Calcio, Ca mg 481
Ferro, Fe mg 1,64
Magnésio, Mg mg 57
Fosforo, P mg 71
Potassio, K mg 334
Sédio, Na mg 4
Zinco, Zn mg 0,34
Tiamina mg 0,008
Riboflavina mg 0,160
Niacina mg 0,388
Vitamina B-6 mg 0,103
Folato, DFE ug 14
Vitamina A, RAE Mg 101
Vitamina K, filoquinona ug 498,6

2.4 Atividade Bioldgica

A utilizagdo de Urtiga dioica na medicina tradicional tem sido associada a varias
atividades bioldgicas, tais como atividade antioxidante, antidiabética, antimutagénica,
antimicrobiana e anti-inflamatodria (Jan et al., 2016). Até a presente data encontram-se
descritos na bibliografia varios estudos que visam a avaliacdo de atividades bioldgicas de
extratos de urtiga, em particular atividade antioxidante e antimicrobiana, as quais se
detalham nas seguintes subsecdes, dado que a sua avaliacdo constitui um dos objetivos

deste trabalho.

2.4.1 Atividade Antioxidante

A oxidacdo é um dos principais fatores que afetam a vida util dos alimentos, em
particular aqueles mais suscetiveis a deterioracdo lipidica. Por este motivo, é frequente a
utilizacdo de aditivos como os antioxidantes, os quais sdao substancias que retardam a
velocidade das reagdes de oxidagdo através de mecanismos diversos, tais como a inibicdo

de radicais livres intermedidrios (Almasi et al., 2016). Existem dois tipos de antioxidantes
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disponiveis, os sintéticos e os naturais, ambos devendo ser seguros para a saude por forma
a poderem serem utilizados em alimentos. Alguns dos antioxidantes sintéticos mais comuns
sdo o butil-hidroxianisol (BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), o terc-butil-hidroxiquinona
(TBHQ) e o propil galato (PG), enquanto que, entre os naturais os mais utilizados sdo o acido
ascorbico, vitamina E e o B-caroteno (Almasi et al., 2016).

Nos ultimos anos, tem-se assistido a uma preocupacdo crescente por parte dos
consumidores relativamente ao consumo de aditivos sintéticos, existindo uma tendéncia
para optar por alimentos contendo aditivos provenientes de fontes naturais, em detrimento
dos sintéticos. Assim, diversos autores tém proposto como alternativa a utilizacdo de
extratos de plantas como fonte de produtos naturais, uma vez que estas sdo
frequentemente ricas em compostos fendlicos, os quais sdo considerados, de uma forma
geral, como sendo étimos antioxidantes (Duarte et al., 2006; Stanojevi¢ et al., 2016).
Diversos investigadores tém trabalhado na separacdo, identificacdo, quantificacdo e
aplicacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de substancias, sdo, na
maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas.

Segundo Angelo & Jorge (2007), os métodos de andlise de compostos fendlicos podem
ser classificados em determinacdo de compostos fendlicos totais, quantificacdo individual
ou de um grupo ou classe de compostos fendlicos. A analise de compostos fendlicos é
influenciada pela natureza do composto, o método de extracdo utilizado, o tamanho da
amostra, o tempo e as condi¢cdes de armazenamento, o padrdo utilizado e a presenca de
interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas. Ainda ndo se desenvolveu um
método satisfatério para a extracdo de todos ou de uma classe especifica de compostos
fendlicos presentes nos alimentos, sendo que a sua solubilidade varia de acordo com a
polaridade do solvente utilizado, o grau de polimerizacdo dos compostos e suas intera¢des
com outros constituintes dos alimentos. Os solventes mais utilizados para a extracdo destes
compostos sdo o metanol, etanol, acetona, dgua, acetato de etilo, propanol, e suas
combinac¢des. Outro aspecto importante no desenvolvimento de métodos de quantificagao
de compostos fendlicos, é a dificuldade de se encontrar um padrdo especifico e
conveniente, devido a complexidade das substancias fendlicas presentes nos alimentos e as
diferencas de reatividade entre estas substancias e os reagentes (Angelo & Jorge, 2007).

Segundo alguns autores, os antioxidantes podem ser classificados em primarios,

sinergistas, removedores/sequestradores de oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e
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antioxidantes mistos (Ramalho & Jorge, 2006). Os antioxidantes primarios, nos quais se
integram os compostos fendlicos, promovem a remocado ou inativacdo dos radicais livres
formados durante a iniciacdo ou propagacao da reacdo, interrompendo assim a reacdao em
cadeia. Os sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante, mas
que podem aumentar a atividade dos antioxidantes primdrios quando usados em
combinacdo adequada com estes. Os removedores de oxigénio, como o nome indica, sdo
compostos que reagem com o oxigénio presente no meio, através de reagdes quimicas
estaveis, diminuindo desta forma as reacGes de autoxidacdo. Os antioxidantes bioldgicos
incluem varias enzimas, como a glucose oxidase, superdxido dismutase e catalase. Os
agentes quelantes complexam ides metalicos que podem catalisar as rea¢des de oxidacao

lipidica (Ramalho & Jorge, 2006).

Antioxidantes Naturais

Os antioxidantes naturais sdo moléculas presentes nos alimentos, em pequenas
quantidades, que possuem a capacidade de interromper a formacdo de radicais livres.
Sendo assim, sdo capazes de reduzir a velocidade das rea¢des de oxidagdao dos compostos
lipidicos presentes em determinado produto. Entre os antioxidantes naturais mais utilizados
na industria alimentar estdo a Vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (tocoferdis), o B-
caroteno. Os tocoferdis, por serem um dos melhores antioxidantes naturais sdo
amplamente aplicados como meio para inibir a oxida¢do dos éleos e gorduras comestiveis,
prevenindo a oxidacdo dos acidos gordos insaturados. Os antioxidantes fenélicos funcionam
como sequestradores de radicais e, algumas vezes, como quelantes de metais, agindo tanto
na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo (Ramalho & Jorge, 2006).
Os compostos fendlicos em geral, sdo amplamente encontrados em todo o reino vegetal,
contudo alguns deles podem encontrar-se mais especificamente em apenas algumas
plantas. Por apresentarem diferentes atividades farmacoldgicas, antinutricional e inibirem
a oxidacao lipidica, a presenca de compostos fendlicos em plantas vem sendo estudada, os
guais sao geralmente encontrados em todo o reino vegetal, mas as vezes podem estar
localizados em um s6 tipo de planta (Ramalho & Jorge, 2006).

O B- caroteno é um pigmento natural entre o mais abundante do grupo dos
carotenoides, presente nos alimentos. Segundo Naves (1998) é encontrado, especialmente,
em vegetais e frutas de cor amarelo alaranjado e em vegetais folhosos de cor verde-escura.

Nestes, a cor natural dos carotenoides é mascarada pela clorofila, presente nos cloroplastos
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(Naves, 1998). As fungdes bioldgicas do B-caroteno, consideradas como propriedades
essenciais para o bem-estar dos organismos, incluem transferéncia de energia na
fotossintese; transferéncia de energia para foto protecdo, e conversdo metabdlica a
retindides. A conversdao metabdlica do B-caroteno a vitamina A é quimicamente possivel
devido a sua estrutura molecular que contém anéis B—ionona ndo substituidos, ligados a
cadeia lateral poliénica. Sendo assim, os carotenoides podem, teoricamente, gerar duas
moléculas de vitamina A (Naves, 1998). O B-caroteno é encarado como a melhor eliminador
do oxigénio singleto, além de ser excelente na procura por radicais livres em uma

concentracdo de oxigénio baixa (Ramalho & Jorge, 2006).

Ensaio da Capacidade de Captacdo de Radicais DPPH

Um dos métodos mais usados consiste em avaliar a atividade sequestradora do
radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), que contém uma coloragdo purpura. Por
acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (Re), o DPPHe é reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela (Figura 5), com consequente desaparecimento
da absor¢do, podendo ser monitorada pela diminuicdo da absorbancia em 517nm. A
porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a
concentracdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentracdo eficiente (ECso), ou seja
guanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor serd a sua ECsp e maior a sua
atividade antioxidante (Angelo e Jorge, 2007).

O ensaio de DPPH apresenta vantagens por ser uma técnica simples, rapida e que
nao requer nenhum tratamento especial da amostra, porém o método também apresenta
algumas limitacdes uma vez que o reagente DPPH ndo deve ser dissolvido em meio aquoso,
sO pode ser dissolvido em meios organicos, os resultados podem ser afetados pelas
alteracOes do reagente decorrentes da acdo da luz e do oxigénio, sendo preferencialmente

preparado fresco (Karadag et al., 2009).
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I 1

N + RH —> NH + R
O,N NO, O,N NO,

NO, ' NO,

DPPH- DPPH-H

Figura 5. Esquema do mecanismo de reacdo de reduc¢do do radical DPPH.

Ensaio de poder redutor

O ensaio de poder redutor é baseado na capacidade de reducdo do Fe (lll), que
apresenta uma coloragdo amarela, a Fe (ll), que apresenta uma tonalidade entre o verde e
o azul; esta reacdo acontece em meio acido (Karadag et al., 2009). No que diz respeito as
suas limitagOes, qualquer composto (mesmo sem propriedades antioxidantes) com um
potencial redox inferior ao do par redox Fe (1) /Fe (ll) pode, teoricamente, reduzir o Fe (lIl)
a Fe (Il), influenciando e induzindo falsos resultados. Por outro lado, nem todos os
antioxidantes reduzem Fe (lIl). Outro aspeto a ter em consideracdo é a produgao simultanea
de Fe (ll), que é um conhecido pré-oxidante e pode resultar na formacdo de radicais
adicionais no meio de reacdo, tal como o radical hidroxilo a partir de H;0,. Finalmente, os
compostos que absorvem no comprimento de onda da determinacdo podem interferir,

causando sobrestimacdo do resultado (Magalh3es et al., 2008).

Ensaio da Inibicdo da descoloragdo do B-caroteno

De acordo com Laguerre et al. (2007), o método de autoxidacdo do sistema B-
caroteno/acido linoleico representa uma das estratégias para a determinagdo da atividade
antioxidante de uma molécula ou extrato frente a oxidagao lipidica. As demais incluem:
padrao de consumo de oxigénio na etapa de iniciacdo do processo oxidativo e determinagao
dos produtos primdrios e secundarios da oxidacdao, tais como os hidroperdxidos,
malonaldeido e compostos volateis (alcoois, cetonas e aldeidos). Neste método, oxigénio e

calor atuam como iniciadores da oxida¢do do acido gordo (substrato lipidico) presente no
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meio reacional, o qual é constituido por agua arejada, B-caroteno e acido linoleico.
Utilizando geralmente temperatura em torno de 50 °C durante 2 horas, radicais com
predominancia do peroxilo sdo formados e podem atacar a estrutura poliénica do
carotendide acarretando na perda de coloracigo do sistema, que ¢é
espectrofotometricamente monitorada a 470 nm.

A presenca de um antioxidante (nomeadamente, fendlico) pode impedir a extensdo
da destruicao do B-caroteno ao neutralizar o radical livre do acido gordo e quaisquer outros
radicais livres formados no interior do sistema (ou seja, utilizando o seu potencial redox).
Assim, para inibir a descoloracdo do B-caroteno basta adicionar uma amostra contendo
antioxidantes (ex: extratos vegetais) pois estes podem ceder atomos de hidrogénio aos

radicais, prevenindo assim a descoloracdo do B-caroteno (Amarowicz et al., 2004)

2.4.2 Atividade Antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas de substancias que as plantas contém como produtos
do seu metabolismo secundario tém sido reconhecidas durante séculos, porém apenas ha
relativamente pouco tempo tém sido confirmadas cientificamente. Varios grupos de
investigadores tém vindo a estudar a atividade bioldgica de plantas medicinais originarias
de diversas regides do mundo, orientados pelo uso popular das espécies nativas.
Adicionalmente, o aumento de resisténcia de alguns microrganismos patogénicos face a
maioria dos antibiéticos conhecidos, tem incentivado a procura por antimicrobianos de
origem natural. Em diversos estudos realizados até a presente data, diferentes extratos e
Oleos essenciais de plantas mostraram-se eficientes no controle do crescimento de uma
ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias
(Duarte, 2006).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antimicrobiana dos
extratos vegetais sendo que os mais conhecidos incluem ensaios in vitro utilizando técnicas
de difusdo em agar e diluicdo (macro e microdiluicdao). Enquanto que o primeiro, pela sua
simplicidade, é muito adequado a realizacao de testes de screening, os métodos por diluicao
sdo mais adequados quando se pretende a determinagdao da concentragdo minima
inibitdria. Existem outros métodos como a autobiografia, uma técnica util para determinar
compostos bioativos com atividade antimicrobiana de extratos de plantas a partir da
inibicdo do crescimento de micro-organismos através da deteccdo de anticorpos

antimicrobianos. Varias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas no
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descobrimento de novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas e
outros produtos naturais, para serem aplicados em produtos farmacéuticos e cosméticos

(Ostrosky et al., 2008).
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4. Materiais e métodos

4.1 Obtencdo e preparacao das amostras

A colheita das amostras de U. dioica utilizadas neste estudo, realizou-se em duas
localizagBes geograficas distintas e em diferentes meses do ano, tendo sido designadas
como amostras A, B e C de acordo com a regido/época de colheita. A amostra A, foi colhida
em Margo de 2017, numa propriedade situada na margem do rio Pavia na cidade de Viseu
(40° 39' 39" N, 7° 54’ 34" E), situada na regido centro de Portugal. A amostra B, foi colhida
no mesmo periodo (Margo de 2017), mas na cidade de Vila Real (41° 17’ 45" N, 7° 44’ 46")
situada na regido Portuguesa de Tras-os-Montes e Alto Douro. A amostra C, foi colhida na
mesma localizacdo da amostra A (Viseu), em Junho de 2017. As plantas foram transportadas
em sacos de plastico convencionais e trazidas de carro até o laboratério onde
posteriormente foram separadas as folhas dos caules. Parte das amostras de folhas foram
trituradas para realizacdo da analise nutricional, sendo outra parte, bem como os caules,
liofilizada, triturada e armazenada a -202C. Parte das folhas frescas (amostras A e B), foram
ainda cozidas numa proporcdo de 5 g/100 mL de agua destilada durante 5 min, apds o que
se procedeu a sua liofilizacdo. Adicionalmente, a amostra B foi submetida a cozimento
similar, mas por um periodo de tempo superior (10 min). As dguas de cozimento foram
filtradas, congeladas e liofilizadas. Todos os liofilizados foram mantidos a -20 2C até ao

momento da preparagao dos extratos.

4.2 Padrdes e reagentes

O Butil-hidroxitolueno (BHT), o triflureto de boro (solu¢do de BF; em metanol a 14%), o
DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazilo), o hidréxido de potdssio e o sulfato de magnésio foram
adquiridos a empresa Sigma-Aldrich Chemical Co.; o B-caroteno foi adquirido a Cayman
Chemicals e o acido linoleico a Alfa Aesar; o cloreto de sédio e o metanol p.a. foram
adquiridos a empresa AnalaR Normapur; o n-heptano, com pureza adequada para GC, foi
comprado a Chromanorm Co. Para identificacdao dos acidos gordos utilizou-se a mistura 37
FAME (material de referéncia certificado CRM47885) e os ésteres metilicos individuais FAME
C24:0 e FAME C20:5n3 da Supelco. O padrdao usado na determinagdao de compostos
fendlicos totais foi o acido galhico, o qual foi comprado a Merck; para a determinagdo de

flavonoides totais utilizou-se a catequina como padrao, adquirida na Cayman Chemical
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Company. O reagente de Folin-Ciocalteu e o tween 80 foram adquirido a Panreac. Para a
preparacdo das solucdes de carbonato de sddio, nitrito de sddio, cloreto de aluminio,
hidroxido de sddio, tampao fosfato de sédio, ferricianeto de potdssio, acido tricloroacético,
cloreto de ferro lll, 4cido sulfurico e acido cloridrico foram utilizados reagentes de pureza

pré-analise.

4.3 Caracterizacao Nutricional

4.3.1 Teorde humidade

O teor de humidade foi determinado com base nos procedimentos AOAC (1999),
tendo-se utilizado o método de secagem em estufa (105 °C + 5°C), baseado na remocdo da
agua por aquecimento. Dois gramas (2 g) de cada uma das amostras foram rigorosamente
pesados em capsulas de porcelana previamente taradas e colocadas na estufa. Apds
secagem, as capsulas contendo as amostras foram arrefecidas a temperatura ambiente, em
exsicador, determinando-se novamente a sua massa. Este procedimento foi repetido até a
obtencdo de massa constante (por aproximadamente 6 h). As determinac¢bes foram

realizadas em duplicado e o teor de humidade (%) foi determinado usando a Equacdo 1.

Teor de humidade (%) = 100-(m1*100) /m2 (1)

Onde m1 é a massa de dgua obtida por diferenca entre a massa inicial e final da amostra, e

m2 é a massa inicial da amostra de urtiga.

4.3.2 Teor de proteina bruta

A determinacdo da quantidade de proteina bruta foi realizada pelo método de
Kjeldahl, como descrito na norma AOAC 920.152 (AOAC, 1999), tendo por base a
determinacgao do teor de azoto na amostra a partir da mineralizacdao da matéria orgénica
por acido sulfurico, na presenca de um catalisador, fazendo a transformacao do azoto em
sal de amodnio. O amoniaco é libertado em meio alcalino, destilado, recolhido em meio acido
e titulado. Aproximadamente 2,0 g de amostra triturada foram rigorosamente pesados e

transferidos para o baldao de mineralizagao para digestdo, sendo adicionadas duas pastilhas
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de catalisador (2,5 g de selénio), algumas esferas de vidro ou porcelana e 15 mL de acido
sulfurico concentrado. A digestao foi feita a uma temperatura de aquecimento regulada de
modo a que a ebulicdo fosse suave. A mineraliza¢do foi interrompida cerca de 30 minutos
depois do liquido ficar claro ou limpido e se verificar a auséncia de fumo branco. O baldo foi
arrefecido, colocado no aparelho de Kjeldahl e adicionou-se cuidadosamente 50 ml de dgua
destilada e 50 ml de NaOH a 40% para neutralizar o acido e deslocar o amoniaco. O destilado
foi recolhido durante 20 minutos num Erlenmeyer de 200 ml contendo 50 ml de acido bdrico
a 4% e 4 gotas de indicador misto (vermelho de metilo/azul de metileno) e em seguida
titulado com 4cido cloridrico 0,1M. Para célculo do teor total de proteina utilizou-se o fator

de conversao de 6,25.

4.3.3 Teor de cinzas bruta

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla, com base no método da
AOAC (1999). Dois gramas (2g) de amostra foram rigorosamente pesados num cadinho de
porcelana previamente tarado, o qual foi colocado em mufla a uma temperatura inicial de
100 °C. A temperatura foi gradualmente aumentada diariamente, tendo os cadinhos
permanecido na mufla (550 2C + 5°C) até total incineracdo da matéria organica.
Posteriormente, foram arrefecidos num exsicador até temperatura ambiente e a sua massa

registada. O teor de cinzas (%) foi determinado utilizando a Equagao 2.

Cinzas (%)= ((m1-m2) *100) /m3 (2)

Onde m1 é a massa do cadinho + cinzas, em g, e m2 é a massa do cadinho vazio, em g, e m3
é a massa inicial da amostra de urtiga, em g. As determinacdes foram realizadas em

duplicado.

4.3.4 Teor de gordura bruta

O teor de gordura foi determinado pelo método de extracao em Soxhlet descrito na
norma AOAC (1999). Cada amostra (aproximadamente 2,0 g) foi pulverizada com sulfato de
sddio anidro, colocada numa cartucha apropriada e extraida durante 4 horas com cerca de
160 ml do solvente n-hexano. Em seguida, o solvente foi evaporado em rotavapor (Biichi) e

o baldo contendo a amostra de gordura foi levado a estufa a 105 £ 5 °C durante 1 hora.
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Posteriormente, o baldo foi arrefecido num exsicador até temperatura ambiente, pesado e
este procedimento repetido até a obtencdo de massa constante. As determinac¢des foram

realizadas em duplicado.

4.3.5 Hidratos de carbono

Os hidratos de carbonos foram determinados, em percentagem, por diferenca,
utilizando a equacdo 3, se as amostras estiverem em peso seco, ou a equacado 4, se as

amostras estiverem em peso humido:
HC (%) = 100 — (% cinzas + % lipidos + % proteinas) (3)

HC (%) = 100 — (% dgua +% cinzas + % lipidos + % proteinas) (4)

O valor energético das amostras foi calculado com base no sistema de Atwater, baseado
na determinacdo hidratos de carbono, gordura total e proteinas. O valor de cada nutriente
foi multiplicado por seu equivalente caldrico e o somatério expressou a quantia de calorias
na amostra. Os fatores utilizados foram relativos aos hidratos de carbono (4 kcal/g),

proteinas (4 kcal/g) e lipidos (9 kcal/g) (Santos, 2010).

4.4 Acidos gordos

Para a andlise da composicdao em acidos gordos procedeu-se a extracdo da gordura com
n-hexano em aparelho de Soxhlet. Para minimizar eventuais reacdes de oxidacdo,
adicionaram-se 100 pL de solu¢do BHT (10mg/ml) a amostra antes da extragdo. Inicialmente,
procedeu-se a maceracdo da amostra em n-hexano a frio durante 1 hora, seguida de
extracdo a quente durante 1 hora. Depois da extracao da gordura, a maioria do n-hexano
foi eliminado em rotavapor (Biichi) seguida de secagem em corrente de azoto. As amostras
foram imediatamente utilizadas para a preparacao de ésteres metilicos de acidos gordos
(FAMEs) ou guardadas em atmosfera de azoto e protegidas da luz. Cada amostra foi
submetida a extra¢cdo em duplicado. Para proceder a reagao de transmetilagao, adicionou-
se diretamente no baldo aproximadamente 2 mL de n-heptano para solubilizar a gordura e

transferi-la para um vial de vidro. Apds evaporacdo em corrente de azoto do n-heptano
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adicionado, adicionaram-se 4 mL de solucdo metandlica de KOH (11 g/L), tendo-se
homogeneizado a mistura obtida por agitacdo vigorosa em voértex. Em seguida, o vial foi
colocado na estufa a 90°C, durante 15 minutos, proporcionado a ocorréncia da reagao de
transesterificacdo dos acidos gordos. Apés este periodo, as amostras foram retiradas da
estufa e arrefecidas, adicionou-se 1 mL de solu¢cdo metandlica de BF3 e levou-se novamente
o vial a estufa a 90 °C, durante um periodo de 30 min. Apéds arrefecimento do vial, adicionou-
se 2 mL de n-heptano e 2 mL de solu¢do saturada de NaCl, seguindo-se uma agitacao
vigorosa em vortex. Apds centrifugacao (1 min a 4000 rpm) para separacgao de fases, retirou-
se a fase superior para um novo vial, ao qual foi adicionado sulfato de sédio anidro. Apds
diluicdo da amostra em n-heptano (1:2), estas foram analisadas num sistema de
cromatografia gasosa (GC) Bruker SCION 436-GC, equipado com um injetor split-splitless,
um detetor de ionizagdo em chama (FID) e um amostrador automatico Bruker CP-8410. A
separacdo de acidos gordos foi realizada numa coluna cromatografica de silica CP-Sil 88
(50m x 0.25mm i.d x 0.39mm e.d., Agilent J&W). O injetor foi colocado a 260°C, o volume
de injecdo foi de 1 pL de amostra. O gas de arraste utilizado foi o hélio com um caudal na
coluna de 1 mL/min e utilizou-se uma razdo de split de 1:25. O forno foi colocado a uma
temperatura inicial de 160°C, a qual foi mantida durante trés minutos, apdés o que foi
programada para aumentar a 3°C/min até atingir a temperatura final de 229 °C, sendo esta
mantida durante dois minutos. A temperatura do detetor FID foi fixada em 270°C com os
seguintes fluxos de gases: Ar= 350mL/min, Hidrogénio= 35mL/min e Azoto= 30mL/min. A
recolha e tratamento dos dados obtidos foram efetuados utilizando o software CompassCDS
3.0 (Bruker, Alemanha). Os picos de FAMEs foram identificados por comparacdo dos tempos
de retencdo com os obtidos com a mistura de 37 FAMEs (material de referéncia certificado
CRM47885da Supelco) e os padrdes individuais (FAME) de C20:5n3 e C24:0. O &cido
vacénico (C18:1n7) foi identificado com base nas informagdes obtidas na literatura (Bicalho
et al., 2008; Rodrigues et al., 2015). As amostras foram analisadas em triplicado e os

resultados expressos em percentagem relativa de cada composto identificado.

4.5 Determinacao dos compostos bioativos

4.5.1 Extracdo das amostras

As amostras estudadas no presente trabalho foram extraidas com etanol absoluto.

Para tal, foram adicionados 50 mL de etanol a 2,0 g de cada uma das amostras previamente
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liofilizadas e moidas, sendo a mistura agitada durante 2 horas, a temperatura ambiente e
320 rpm. Ap0s esse periodo, as amostras foram colocadas num banho de ultrassons (J. P.
Selecta, 50 Hz) durante 15 min, foram filtradas e os residuos obtidos foram ré-extraidos sob
as mesmas condicdes. Apds juncdo dos extratos de cada amostra, procedeu-se a evaporagao
do solvente em rotavapor Buchi, a 40 °C. O residuo obtido foi redissolvido em metanol e
utilizado apds diluicdo adequada para as determinagdes seguintes. Todas as amostras de

folhas e caules foram extraidas em duplicado.

3.5.2 Compostos fendlicos totais

A determinacado do teor de compostos fendlicos totais dos extratos metandlicos das
folhas e caules de U. dioica foi efetuada por um método espectrofotométrico, utilizando o
reagente Folin—Ciocalteu. Para a obtencdo da curva de calibragao, utilizou-se uma solugao
metandlica de acido galhico, composto fenélico usado como padrao, com concentragdes de
0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,125 e 0,25 mg/ml (Figura 6). Foram preparadas diferentes
concentragoes dos extratos das amostras, tendo-se usado dilui¢gdes seriadas 1:2. Misturou-
se 500 pl de extrato com 2,5 ml de reagente de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v, em agua) e 2 ml
de carbonato de sddio (75 g/l). Os tubos foram vortexados por 15 s e colocados a repousar,
no escuro, durante 30 min a 40 ° C, para o desenvolvimento de cor. Em simultaneo, foi
preparado um branco contendo apenas solvente. Seguidamente, foi medida a absorvancia
a 765 nm num espetrofotometro de feixe duplo (Jasco V-530) e calculada a concentragdo
utilizando uma curva padrao obtida com acido gélhico. Os resultados foram expressos em
equivalentes de acido galhico por grama de extrato (mg EAG/ g extrato). Todos os extratos

foram analisados, pelo menos, em duplicado.
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Figura 6. Fotografia da determinacdo de fendlicos totais da solucdo padrdo de acido galhico com

concentracGes decrescentes (da esquerda para a direita).

4.5.2 Flavonoides totais

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada por espectrofotometria segundo
a metodologia descrita por Jia et al. (1999), tendo-se utilizado uma solugdo padrdo de
catequina com concentrag¢des de 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 0,5 mg/ml para obtencdo da
curva de calibracdo (Figura 7). Prepararam-se diferentes concentragées (1:2) dos extratos
das amostras por diluicio em metanol. Misturou-se 500 pl da solugdo de extrato ou padrao
com 2 ml de agua destilada e, posteriormente, com 150 pl da solugdo de NaNO2 (5%). Os
tubos foram vortexados por 15 s e deixados repousar por 6 min; apds adicdo de 150 pl de
solucdo de AICI3 (10%), os tubos foram levados ao vortex por 15 s e deixados repousar por
mais 6 minutos. Misturou-se 2 ml da solucdo de NaOH (4%), 200 ul de agua destilada,
vortexou-se por 15 s e deixou-se repousar por mais 15 min. No final, caso a solugao se
apresente turva/com particulas em suspensdo, procedeu-se a sua centrifugacdo. Por ultimo,
mediu-se a absorvancia a 510 nm e calculou-se a concentracdo de flavonoides totais
utilizando uma curva padrao obtida com catequina, sendo os valores expressos como mg de

catequina por g de extrato. Todos os extratos foram analisados, pelo menos, em duplicado.

33



Materiais e métodos

Figura 7. Fotografia da determinacdo de flavonoides totais da solu¢do padrdo de catequina com

concentracGes decrescentes (da esquerda para a direita).

4.6 Determinacao de atividade antioxidante

4.6.1 Poder redutor

O poder redutor dos extratos foi determinado de acordo com o método descrito por
Miceli et al. (2009), com ligeiras modificacdes. Prepararam-se diferentes diluicdes dos
extratos das amostras ((0,0195mg/ml a 2,5 mg/ml). Misturou-se 500 ul de extrato com
500pL de tampdo de fosfato de sédio (0,2 M a pH=6,6) e 500uL de solugdo a 1% de
ferricianeto de potdssio. A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min e, apds
arrefecimento, adicionou-se 500 uL de acido tricloroacético (10%). Foi retirado 1 mL do
sobrenadante e adicionado 1 mL de agua desionizada e 0,4 mL de FeCl3 (0,1%). A
absorvancia da mistura obtida foi medida a 690 nm com um espectrofotémetro de feixe
duplo (Jasco V-530,2004). A concentragdo de extrato correspondente ao EC50 foi calculada
a partir do grafico de absorvancia a 690 nm em fung¢do da concentragdo do extrato. Como
padrdo de referéncia utilizou-se uma solugao de trolox em metanol com concentracdes
entre 9,75x10-3 - 2,5 mg/ml (Figura 8). Todos os extratos foram analisados, pelo menos, em

duplicado.
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Figura 8. Fotografia da determinagdo do poder redutor da solugdo padrdo de Trolox com concentragdes

decrescentes (da esquerda para a direita).

4.6.2 Captacao do radical DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH foi executada num
espectrofotometro de feixe duplo (Jasco V-530,2004) tendo-se utilizado Trolox como
padrio de referéncia (com concentracdes de 4,88x10-3 a 0,625 mg/mL) (Figura 9). Para as
amostras de folhas de Urtiga dioica (A, B e C) foram preparadas diferentes diluicdes
(correspondendo as concentragdes 0,195 mg/mL, 0,3125 mg/mL, 0,625 mg/mL, 1,25
mg/mL, 2,5 mg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL), enquanto que para as amostras de caules foram
utilizadas as seguintes diluicdes 0,078 mg/mL, 0,156 mg/mL, 0,3125 mg/mL, 0,625 mg/mL,
1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL. Misturou-se 100 pL de cada uma das diferentes concentracdes de
extrato com 900 pL de solugdo metandlica de DPPH (6 x 10-5M), colocando-se a mistura
obtida ao abrigo da luz durante 1 hora. Procedeu-se de forma similar utilizando metanol
para a preparacao do branco de reacdo. A reducdo do radical DPPH foi avaliada através da
medicdo da absorvancia a 517 nm. A atividade captadora de radicais livres (ACR) foi

calculada em func¢do da percentagem de descoloragdo do DPPH usando a equacgao:

% ACR = [(AbS DPPH — Abs so|)/AbS DppH] x 100

Onde Abs Sol representa a absorvancia da solu¢do na presenca de extrato numa
determinada concentracdo, e Abs DPPH representa a absorvancia da solu¢do de DPPH
(branco de reacdo). A concentracdo de extrato correspondente a 50% da atividade
captadora de radicais (EC50) foi calculada por interpolagdo a partir do grafico de
percentagem de ACR em func¢do da concentracdo da amostra. Todos os extratos foram

analisados, pelo menos, em duplicado.
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Figura 9. Fotografia da determinagdo da % de captagdo do radical DPPH utilizando a solugao padrao de

Trolox com concentragdes decrescentes (da esquerda para a direita).

4.6.3 Inibicdo da descolora¢do do B-caroteno

A determinacdo da inibicdo da descoloracdo do B-caroteno realizou-se com base no
método descrito por Barreira et al. (2008), com algumas modificacGes. Preparou-se uma
solucdo de B-caroteno (2 mg/ml) em cloroférmio e transferiu-se 1,5 ml desta solucdo para
um baldo de fundo redondo. Procedeu-se a evaporacao do solvente em corrente de azoto,
adicionou-se acido linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400 mg) e agua destilada (100
ml), agitando-se vigorosamente. Seguidamente, transferiram-se 4,8 ml de emulsdo obtida
para tubos de ensaio contendo 0,2 ml de diferentes concentragdes de extrato.
Imediatamente apds a adicao da emulsdo, procedeu-se a homogenizagdo da mistura e leu-
se a absorvancia a 470 nm (correspondente ao tempo zero, T0). Os tubos foram protegidos
da luz e apds 2 horas de incubagdo a 50 2C com agitacdo (100 rpm), mediu-se novamente a
absorvancia (Figura 10). Em simultaneo, foi preparado um branco de reagdo utilizando 0,2
ml de metanol. Foi ainda preparada uma emulsdo sem B-caroteno para obtencdo do zero
de absorvancia no espetrofotdmetro. A inibicdo da descoloragédo do B-caroteno foi calculada

utilizando a equacao 3:

(conteudo de 8-caroteno apds 2 h de ensaio/contetdo inicial de 8-caroteno) x 100 (3)

A concentracdo de extrato que origina 50% de atividade antioxidante (EC50) foi
calculada por interpolagdo a partir do grafico de percentagem da inibicdo da descoloragdo

do B-caroteno em fung¢do da concentracdo de extrato.
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Figura 10. Fotografia da determinagao de Inibicdo da descoloragdo do B-caroteno utilizando a solugdo

padrdo de Trolox com concentragdes decrescentes (da esquerda para a direita, T=2 horas).

4.7 Determinacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos de folhas frescas e caules de urtiga foi avaliada
pelo método da difusdo em disco em placas de agar. A atividade antimicrobiana foi avaliada
face aos seguintes microrganismos de referéncia: Bacillus cereus (NCTC 10320), Escherichia
coli (ATCC 10536), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Proteus mirabilis (ATCC 14153),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus
faecalis (ATCC 33186), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Candida albicans (obtido por
isolamento, colegdo ESAB). As culturas foram obtidas por crescimento em caldo nutritivo ou

caldo BHI, durante 24 horas, a 37°C.

4.7.1 Método da difusdo em placas

Os ensaios foram realizados em placas de petri esterilizadas contendo meio Muller-
Hinton (LiofilChem). Apds ajustar os indculos a 0,5 McFarland (aproximadamente 108
UFC/mL), as placas foram inoculadas por sementeira a superficie utilizando uma zaragatoa
estéril. Procedeu-se a impregnacdo dos discos de papel (6 mm de didmetro), previamente
esterilizados, utilizando-se 10 pL de cada um dos extratos (25 mg/ml) . Deixou-se evaporar
o solvente, adicionou-se mais 10 plL de extrato e deixou-se evaporar novamente o solvente.

Utilizou-se a penicilina (10 pg) ou canamicina (30 pg) como controlo positivo e discos
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impregnados com 10 pL + 10 pL de metanol como controlo negativo. Os discos foram
transferidos para a superficie do agar e as placas foram colocadas na estufa a 37°C durante
24 horas. Apds o periodo de incubacdo, mediram-se os halos de inibigdo (mm). Todos os
processos descritos foram realizados em camara de seguranga biolégica (Telstar Bio Il

Advance) de modo a garantir o maximo de condicGes de esterilidade.
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5. Resultados e discussao

5.1 Analise nutricional

A escolha por uma alimentag¢ao mais adequada, é uma preocupacao cada vez maior dos
consumidores, uma vez que existe uma correlacdo entre alimentacdo e saude. O
conhecimento do valor caldrico e das propriedades nutricionais dos alimentos, permitem
ao consumidor selecionar aqueles mais adequados a sua alimentacdo. Apesar de U. dioica
ter sido utilizada na alimentacado, desde ha séculos, em algumas regides do mundo, como
descreve Otles e Yalcin (2012), existe pouca informagdo disponivel no que diz respeito ao
seu valor nutricional. No presente estudo, as amostras foram caracterizadas relativamente
a sua humidade, proteinas, cinzas, teor de gordura e hidratos de carbono. Os resultados da

composicdo em macronutrientes e minerais (cinzas) obtidos, apresentam-se na Tabela 2.

Tabela 2. Humidade (g/100 g de amostra fresca) e composi¢do nutricional (g/100 g de massa seca) das

amostras de U. dioica estudadas (média + DP, n=2).

Amostra Humidade *Proteina *Cinzas *Gordura *Hidratos de Energia
carbono (kcal)
Crua A 83,7210,36 26,72+0,21 20,53+0,09 4,0340,72 48,72+0,22 55,06
Crua B 79,75+0,08 30,22+0,48 16,0510,01 3,7310,02 50,00+0,06 81,68
CruaC 78,49+0,10 28,85+0,04 20,14++0,02 3,31+0,01 47,70+0,00 72,27
Cozida A
81,89+0,66 25,01+0,06 16,82+0,13 3,9740,13 54,20+0,07 63,85
5min
Cozida B
80,20+0,18 29,54+0,02 13,89+0,02 3,17+0,46 53,40+0,01 71,34
5 min

*Valores expressos em g/100g de massa seca

Em todas as amostras, a dgua foi o componente que apresentou maior abundancia,
tendo os seus valores variado entre 78,49-83,72 g/100 g amostra fresca. Observou-se
também que n3o houve um aumento expressivo no teor de humidade depois da cozedura
da amostra, o que pode dever-se ao facto da amostra ter sido muito bem escorrida, quando
retirada da dgua de cozedura e antes da determinacdo de humidade. De uma forma geral,
os valores de humidade obtidos para as folhas cruas foram inferiores aos descritos na
literatura, os quais variaram entre 84,5-89,0% (Rutto et al., 2013; Pradhan et al., 2015; Jan
et al., 2016), a excecdo de uma amostra colhida na Primavera que apresentou um valor

inferior (75,1%) o que sugere a influéncia da altura de colheita neste parametro (Rutto et
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al., 2013). De forma similar, as amostras cozidas apresentaram valores ligeiramente
inferiores aos descritos na literatura, tendo estes Ultimos variado entre 84,6 e 87,7% (Rutto
et al., 2013: Phillips et al., 2014). Tal como para diversos outros vegetais, é sabido que os
valores altos de humidade contribuem para uma facil degradagdo/ma conservacdo das
plantas, o que pode acarretar a possibilidade de facil crescimento de microrganismos.

A proteina foi o terceiro componente mais abundante em todas as amostras estudadas,
variando entre 25,01-30,22 g/100 g de massa seca (correspondendo a 4,4 a 5,9% em
amostra fresca), o que esta de acordo com o descrito na literatura (26,9 a 33,8% em massa
seca) (Jan et al., 2016; Adrikari et al., 2016). Dependendo da época de colheita (Outono ou
Primavera), Rutto et al. (2013) reportaram valores de proteina entre 3,7% e 6,3% e entre
3,6% e 3,8% (g/100g amostra fresca), para folhas cruas e cozidas respetivamente.

Os resultados obtidos demonstram que ndo houve perdas expressivas de proteinas
devido ao processo de cozedura, e ainda que o conteldo de proteina foi similar para as
amostras provenientes de diferentes regides geograficas (A e B) e épocas de colheita (A e
C). Adrikari e co-autores (2016) avaliaram a composicdo nutricional de urtigas colhidas no
Nepal e farinhas de trigo e cevada, tendo concluido que o teor de proteina em U. dioica
pode apresentar valores em massa seca (33,8%) de até cerca de 3 vezes superior
comparativamente com os existentes nos cereais tradicionais, como o arroz, trigo e cevada
(33,8% vs. 10,6-11,8%). Os autores referem ainda que, considerando o elevado teor proteico
da urtiga, é expectdvel que esta fornega concentracdes superiores de aminodcidos
essenciais. O mesmo foi descrito num estudo anterior, no qual U. dioica foi descrita como
tendo um melhor perfil de aminodcidos do que a maioria de outros vegetais de folha verde
(Rutto et al., 2013).

O quarto componente mais abundante nas amostras estudadas foram os minerais
(cinzas). As amostras cruas (A e C) apresentaram valores de cinzas superiores aos da amostra
B, o que sugere a influéncia do tipo de solo/regido geografica onde elas foram colhidas. Ja
o parametro “época de colheita” ndo conduziu a existéncia de diferencas relevantes nos
valores obtidos. Adicionalmente, observou-se uma perda ligeira de minerais apds a
cozedura das amostras A e B, o que estd de acordo com o reportado por Mahlangeni et al.
(2016). Contudo, os valores obtidos para as amostras cozidas (2,7-3,1% em massa fresca)
sdo, assim mesmo, superiores aos descritos para outros vegetais de folha verde crus tais

como o agrido (0,94% em massa fresca) (Pinela et al., 2016) e o espinafre (1,96%) (Murcia
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et al., 1992) e idénticos ao descrito por Adrikari et al. (2016) para amostras de urtiga crua
(16,2% em peso seco).

No que respeita os teores de gordura total, todas as amostras apresentaram valores
baixos, variando entre 3,17-4,03% em peso seco, o que estd de acordo com o descrito
noutros trabalhos (Upton, 2013; Adrikari et al., 2016; Jan et al., 2016). As amostras de folhas
de urtiga estudadas apresentaram um elevado valor nutricional, sendo uma fonte rica em
proteinas e minerais, mas de baixa contribuicdo caldrica, dado o seu reduzido teor em
gordura. Apds cozedura, as folhas de urtiga ndo perderam o seu valor nutricional de modo
expressivo, permanecendo bastante rica em proteinas e minerais, o que Ihe confere valor a
nivel alimentar, sendo por isso adequado/saudavel a sua inclusdo na dieta.

A Tabela 3 apresenta a comparacdao da composicdo em macronutrientes de alguns
vegetais consumidos usualmente, com os valores obtidos neste estudo para U. dioica.
Comparativamente com os restantes, a urtiga é o alimento que apresenta o teor de
proteinas superior (sendo cerca de duas vezes superior ao do agrido e do espinafre,
frequentemente usados na confecdo de sopas), assim como de cinzas, indicando que
possivelmente terd um conteldo superior em minerais essenciais. Devido ao seu superior
teor proteico e em hidratos de carbono, o seu valor caldrico é superior ao dos restantes
vegetais, sendo contudo um valor relativamente baixo.

Na Tabela 4 apresenta-se a composi¢des em macronutrientes de alguns vegetais
cozidos e escorridos (sem adigdo de sal), incluindo as informag0es para as folhas de urtiga
obtidas no presente trabalho e as provenientes da base de dados do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA Food Composition Databases) (folha de urtiga,
escaldada). Podemos observar que as amostras de urtiga estudadas neste trabalho
apresentaram valores superiores aos da USDA, em parte devido ao seu teor inferior em
agua.

Comparando os valores de amostras cruas (Tabela 3) e cozidas (Tabela 4), verifica-
se que, no caso da couve, ocorre uma perda consideravel de proteina e minerais apds o
aquecimento. Tal ndo acontece na urtiga, que parece apresentar uma caracteristica mais
eficiente de retencdo de nutrientes, sendo por isso mais adequado o seu consumo em sopas
e outros pratos confecionados com processamento térmico, comparativamente com a

couve.
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Tabela 3. Composi¢cdo em macronutrientes (g/100g matéria fresca) e valor caldrico de vegetais crus.

Amostras Humidade Proteina Minerais Gordura Hidratos Energia
(Cinzas) de carbono (kcal)
U. dioica @ 79,75 5,77 3,34 0,71 10,43 71
Agriéo® 95,12 2,29 0,57 0,09 1,29 12
Couveb 84,04 4,28 0,82 0,93 8,75 49
Espinafre® 91,40 2,86 0,87 0,39 3,63 23
Repolho? 92,18 1,28 0,27 0,10 5,80 25

@ Dados do presente trabalho; ® Adaptado da Base de Dados Nacional de Nutrientes da USDA, Versédo 28 (2016). Os
valores e massas de nutrientes sGo para a por¢do comestivel.

Comparativamente com os restantes vegetais cozidos apresentados na Tabela 3, e com
base na sua composicdo nutricional, a urtiga apresenta-se como uma opc¢ao interessante
podendo ser usada como substituto destes/fonte alternativa de nutrientes. Por ser
considerada uma “erva daninha” de facil crescimento e se encontrar espalhada pelo mundo
inteiro, a urtiga pode ser uma fonte de proteina em populacdes de baixos rendimentos

monetdrios, contribuindo para o combate a desnutricio em populac¢des carenciadas.

Tabela 4. Composicdo em macronutrientes (g/100g matéria fresca) e valor caldrico de vegetais cozidos.

Amostras Humidade Proteina Minerais Gordura total Hidratos Energia
(Cinzas) de carbono (kcal)
U. dioica® 81,05 5,21 2,89 0,67 10,19 68
U. dioica® 87,67 2,71 0,95 0,11 7,49 42
BrocolosP 89,25 2,38 0,40 0,41 7,18 35
Couveb 91,20 1,90 0,37 0,40 5,63 28
Espinafre® 91,21 2,97 0,82 0,26 3,75 23
Repolho® 92,57 1,27 0,30 0,06 5,51 23

@ Dados do presente trabalho; ® Adaptado da Base de Dados Nacional de Nutrientes da USDA, Versédo 28 (2016). Os
valores e massas de nutrientes sdo para a por¢éo comestivel.

5.2 Composicado de acidos gordos

Os resultados da composicao em acidos gordos em percentagem relativa dos
compostos identificados, incluindo acidos gordos saturados (SFA), acidos gordos
monoinsaturados (MUFA), acidos gordos polinsaturados (PUFA), e as razdes de PUFA/SFA e

n-6/n-3, apresentam-se na Tabela 5.
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Tabela 5. Composi¢do em acidos gordos (percentagem relativa) das amostras estudadas.

Acido gordo Amostra A Amostra B Amostra C Amostra B cozida
C12:0 1,01 + 0,111 0,39 = 0,00 049 + 0,01 061 + 0,03
C14:0 2,44 + 0,65 0,74 + 0,05 083 + 0,01 1,18 + 0,04
C15:0 0,10 + 0,01 0,04 + 0,00 0,07 + 0,01 011 0,02
C16:0 9,30 + 0,67 10,33 + 0,17 14,09 + 0,11 1289 + 047
C16:1 1,32 + 0,05 0,34 = 0,01 0,34 + 0,00 09 + 008
C17:0 0,16 + 0,01 0,09 + 0,01 0,16 + 0,01 014 + 0,02
C18:0 1,20 + 0,01 1,22 + 0,07 3,25 + 0,00 154 + 0,06
C18:1n9¢c 3,31 + 0,15 1,55 + 0,07 539 + 0,03 199 & 007
C18:1n7 0,46 * 0,09 0,53 = 0,00 026 + 0,05 050 + 0,08
C18:2n6c¢ 19,91 + 1,02 30,17 + 0,50 22,97 + 0,11 23,25 + 0,36
C20:0 1,67 = 0,02 2,57 + 0,00 2,65 + 0,04 207 & 027
C18:3n3 51,29 = 2,72 42,78 + 0,50 41,92 + 0,29 4726 1 043
C21:0 0,17 + 0,00 0,25 + 0,04 035 + 0,01 027 & 001
C20:2n6 0,54 * 0,00 1,04 + 0,02 0,52 + 0,02 068 + 0,06
C22:0 1,12 + 0,75 2,52 + 0,34 2,70 + 0,09 220 + 026
C20:3n3 0,21 + 0,00 0,33 + 0,01 0,15 =+ 0,02 037 + 003
C20:4n6 1,02 + 0,02 2,07 + 0,02 1,73 + 0,02 157 + 0,04
C23:0 0,00 + 0,00 0,22 + 0,03 028 + 0,01 029 1 001
C20:5n3 0,26 + 0,01 029 + 0,01 0,13 + 0,02 030 + 0,03
C24:0 1,59 + 0,03 2,56 + 0,08 027 + 001 174 + 001
C22:6n3 0,55 * 0,04 0,65 = 0,09 1,67 + 003 035 0,06
2 SFA 212 + 03 206 + 0,4 25,1 0,1 224 1+ 05
2 MUFA 51 + 0,2 21 + 03 60 + 0,1 34 + 01
¥ PUFA 73,8 + 0,3 773 + 0,2 69,0 + 0,1 729 + 08
PUFA/SFA 3,5 3,8 2,8 3,3
w6/w3 0,41 0,76 0,57 0,53

Meédia + DP de 3 inje¢Ges cromatogrdficas para cada extrato (n=6).

No total, foram identificados 21 acidos gordos com base na informacdo obtida da
analise por GC-FID da mistura padrdo contendo 37 FAMEs (Figura 11). Como referido, os
compostos foram quantificados em % relativa. Nas amostras de folhas cruas de urtiga, os
compostos maioritarios foram os acidos a-linolénico (com uma variagao entre 41,9-51,3%),
linoleico (19,9-30,2%) e palmitico (9,3-14,1%). Trabalhos anteriores realizados com urtigas
colhidas nos EUA, Espanha e Sérvia, descrevem igualmente o acido a-linolénico como sendo
o composto predominante (22,6-49,55%), contudo apresentando o acido palmitico valores
ligeiramente superiores aos do acido linoleico (16,30-20,2% e 11,7-23,4%, respetivamente)

(Guil-Guerrero et al., 2003; Rutto et al., 2013; Durovic” et al., 2017). A nivel qualitativo,
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verificou-se a presenca de diversos acidos gordos cuja presenca em plantas foi ja descrita
(Guil et al., 1996), sendo que o perfil obtido esta de acordo com o descrito por Burovic” et

al. (2017) para U. dioica.
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Figura 11. Cromatograma obtido pela analise por GC-FID da mistura Supelco de 37 FAMEs concentrada

(A) e de uma amostra de folhas cruas de U. dioica (B).

De uma forma geral, as trés amostras de folhas de urtiga cruas revelaram uma nitida
prevaléncia de PUFA (Tabela 5). Contudo, apesar das trés amostras apresentarem um perfil
qualitativo similar entre si, as diferengas quantitativas foram notérias. Quando comparadas
as amostras A e B, ambas colhidas no més de Margo, mas em regides geograficas distintas,
verifica-se que a amostra proveniente de Viseu apresentou um teor muito superior em acido
a-linolénico e menor em acido linoleico, comparativamente com a amostra colhida em Vila
Real. Quando comparadas as amostras A e C, ambas colhidas no mesmo local, mas em

meses diferentes (Marco e Junho), verifica-se a diminuicdo do teor de acido a-linolénico e
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um aumento dos 4acidos palmitico, estearico, oleico e linoleico. Apesar dos resultados
sugerirem a influéncia quer da localizagdo geografica/tipo de solo, quer da época de colheita
na composicdao em dacidos gordos da folha de urtiga, refira-se que outros fatores podem
também conduzir a variacdes, nomeadamente o grau de maturacdo das folhas. Guil-
Guerrero et al. (2003) estudou a composicdo de folhas jovens e maturas de urtiga, tendo
descrito valores muito dispares entre estas, nomeadamente no que se refere ao composto
maioritdrio, acido a-linolénico, o qual apresentou um teor de 40,7+3,2 % e 29,6%+2,1 % nas
folhas maturas e jovens, respetivamente. Na colheita e separacdo das folhas de urtiga,
observou-se que de facto algumas folhas eram muito grandes e desenvolvidas
comparativamente a outras, mas este fator ndo foi tido em consideracdo, podendo ser
também um parametro influenciador dos resultados. Neste tipo de estudo, é sempre
aconselhdvel proceder ao estudo de um maior nUmero de amostras, se possivel, colhidas
em 3 anos distintos, por forma a minorar a influéncia das variacdes (temperatura,
pluviosidade, radiacdo solar, etc.) que ocorrem naturalmente em cada ano. Assim, com base
nos resultados obtidos, em estudo subsequentes, as folhas deverdo ser separadas em folhas
jovens e maturas ou por escalas de tamanho diferentes, por forma a eliminar a influéncia
deste pardmetro e confirmar a influéncia da localizacdo geografica e época de colheita na
composicao da urtiga.

No que se refere as amostras cozidas, o estudo foi apenas efetuado para as amostras
colhidas no més de Marg¢o (amostras A e B). No entanto, devido a escassez de quantidade
da amostra A disponivel, recorreu-se a uma amostra triturada e congelada. Para as duas
amostras, verificou-se um comportamento muito distinto o que podera estar relacionado
com o facto referido. A amostra B cozida apresentou um perfil quantitativo similar a amostra
crua, com algumas variacdes, nomeadamente um decréscimo da percentagem de acido
linoleico, com a consequente aumento da maioria dos restantes compostos, refletindo-se
em particular no composto maioritario, acido a-linolénico. Similarmente, Rutto et al. (2013)
descreveu a ocorréncia de um aumento do teor de acido a-linolénico com o processamento
térmico da folha de urtiga (48,8% para 55,5%, valor médio) e uma diminui¢do do teor de
acido linoleico (23,6% para 20,9%, valor médio), sendo estas variagdes mais intensas no caso
das folhas cozidas durante 7 min comparativamente a folhas escaldadas em agua fervente.
No caso da amostra A, verificou-se um comportamento totalmente distinto, com uma
reducdo de cerca de 3 a 4 vezes o teor de acido a-linolénico e o consequente aumento da

maioria dos restantes compostos, com particular enfase para os compostos saturados, os
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quais aumentaram de 21,2% para 61,3%, ao passo que o total de PUFA diminui de 73,8%
para 32,1%. Este resultado poderd muito possivelmente a diferenca de procedimento
referida no cozimento da amostra A face a amostra B.

De uma maneira geral, é sabido que a gordura saturada (particularmente acidos gordos
de cadeia curta, e especialmente o acido miristico) estdo associados a um aumento da
concentracdo plasmatica de colesterol, ocorrendo uma associacao contraria para os PUFA
e, também, para os MUFA. Por outro lado, o consumo de &acidos gordos émega-3,
especialmente de origem marinha, sendo precursores de eicosanoides e outros mediadores
anti-inflamatérios, podem ter possiveis beneficios para indumeras condi¢des patoldgicas,
incluindo as cardiovasculares (Santos et al., 2013). No que se refere aos acidos gordos dmega-
3 de origem vegetal, como o acido gordo essencial a-linolénico, a maior parte dos estudos
sugere que 0 seu consumo pode proteger contra eventos cardiovasculares. No que respeita o
papel da razdo dmega-6/0mega-3 na dieta na patogénese de doengas cardiovasculares,
inflamatdrias e autoimunes, este tem sido algo controverso (Santos et al., 2013), contudo
alguns autores referem que a razio émega-6/6mega-3 mais adequada deve ser inferior a
4,0 e que a razdo PUFA/SFA deve ser superior a 0,45 (Guil et al., 1996). Considerando esta
informacdo e tendo em conta o perfil de acidos gordos obtido para a maioria das amostras,
a urtiga apresenta uma gordura com um perfil interessante e cujo consumo pode ser

potencialmente benéfico para a saude.

5.3 Compostos bioativos

Nas ultimas décadas, diversos extratos de plantas aromaticas e ervas medicinais tém
sido estudados devido a sua atividade antioxidante, a qual é geralmente atribuida ao
contetdo em compostos fendlicos. Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos
como sendo substancias que possuem pelo menos um anel aromdatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos. Até a presente data, existem cerca de cinco mil compostos
fendlicos descritos, destacando-se os flavonoides, acidos fendlicos e fendis simples, entre
outros (Angelo e Jorge, 2007).

Neste trabalho, o teor total de fendis foi determinado por espectrofotometria pelo
método de Folin-Ciocalteu, com base na constru¢ao de uma curva de calibragdao usando uma
solugdo padrao de acido gdlhico com concentracdo definida e respetivas diluicdes. O teor

total de flavonoides foi igualmente determinado por espectrofotometria e expresso em
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equivalentes de catequina. Para determinacdes realizadas em diferentes dias foram
calculadas novas curvas de calibracdo. Nas Figuras 12 e 13 apresentam-se uma das curvas
obtidas para a determinacdo do teor total de fendis e de flavonoides, respetivamente, onde

se pode verificar a elevada correlagdo obtida.
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Figura 12. Curva de calibragao para a determinagdo do teor total de fenodis expressos em acido galhico.
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Figura 13. Curva de calibracdo para a determinacgdo do teor total de flavonoides expressos em catequina.

Na Tabela 6 apresentam-se os resultados obtidos para o teor total de compostos
fendlicos e flavonoides das amostras estudadas. Atualmente, muitos subprodutos
alimentares (folhas, cascas, etc.) tém vindo a ser estudados com vista ao seu eventual
aproveitamento. Assim, para estas determinacgdes, incluiram-se os caules das 3 amostras de
urtiga avaliadas, pois, apesar desta parte da planta ser geralmente descartada, pode,
contudo, ser uma fonte interessante de compostos bioativos. Considerando que as
amostras podem ser consumidas em sopas, mas também cozidas e consumidas como

vegetal, descartando a agua, a determinacdo de compostos bioativos foi igualmente
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realizada para as aguas de cozimento das amostras A e B. Atendendo a que as urtigas cozem
muito facilmente, selecionou-se um periodo curto de cozimento (5 min). Adicionalmente, a
amostra B foi submetida a um cozimento de 10 min, sendo que as folhas ficaram demasiado
cozidas e desfeitas. Desta forma, optou-se por realizar as determina¢ées apenas na dgua de

cozimento.

Tabela 6. Determinagdo dos compostos fendlicos totais e flavonoides totais estudadas nas amostras de U. dioica.

Amostras Fendlicos totais Flavonoides totais

(mg EAG/g extrato) (mg EC/g extrato)
Caule A 29,33+2,90 19,97+1,52
Caule B 26,5743,17 21,93+1,49
Caule C 50,73+5,10 24,37+2,09
Folhas A 35,6943,16 31,3143,27
Folhas B 53,44+3,97 34,38+1,07
Folhas C 67,09+9,80 29,63+13,56
Cozida A 20,61+2,50 11,58+2,00
Cozida B 18,50+2,33 18,05+2,11
Ac. A5 min 2,15%0,10 1,54+0,09
Ac. B 5 min 4,45+0,55 2,94+0,47
Ac. B 10 min 14,72+1,8 4,64+0,37

EAG: equivalentes de acido gélhico; EC: equivalentes de catequina; Média + DP de duas determinag¢des para cada

extrato (n=4).

Em trabalhos prévios, tém sido varios os solventes descritos na extracdo de compostos
bioativos de U. dioica, sendo os mais comuns o metanol ou misturas metanol/agua
(Stanojevi¢ et al., 2016), etanol (Sarikurkcu et al., 2017) e agua (Belscak-Cvitanovi¢ et al.,
2015). Neste trabalho optou-se por ndo utilizar metanol, uma vez que se trata de um
solvente organico téxico, ndo sendo por isso adequado o seu uso em na extragdo de
bioativos destinados, por exemplo, a fortificacdo de alimentos (Bel$¢ak-Cvitanovi¢ et al.,
2015). Tendo-se selecionado etanol absoluto para a preparacdo dos extratos, a realizacdo
das determinagbes de compostos bioativos e atividade antioxidante nas aguas de
cozimento, permite também fazer a comparacdo da eficiéncia de extragdo de compostos
bioativos quando a amostra é submetida a decoccdo por 5 min.

O teor de compostos fendlicos nas folhas variou entre 35,7-67,1 mg EAG/g extrato, sendo

superiores ao valor reportados por Sarikurkcu et al. (2017), que obteve 16,6 mg EAG/g
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extrato etandlico. A amostra de folhas C, colhida em Junho, foi a que apresentou valores
mais elevados de fendlicos totais, seguindo-se as folhas B e os caules C. Ja no que respeita
os valores de flavonoides totais, estes foram similares entre as 3 amostras de folhas e entre
as amostras de caules, sendo superiores nas primeiras. Em ambas as partes analisadas da
planta C, observou-se um teor muito superior de compostos fendlicos face ao de
flavonoides. Ja nas folhas A, os resultados sugerem que a maioria dos compostos fendlicos
seja do tipo flavonoide, sendo a amostra que apresenta os valores inferiores de fendis totais
o que pode ser indicativo de uma atividade antioxidante inferior, uma vez que os compostos
fendlicos contribuem para esse tipo de mecanismo.

Como referido, neste trabalho n3o foi levado em consideracdo a idade das plantas, nem
o grau de maturacao das folhas para o consumo, apenas a variacdo do més de colheita. No
entanto, como as plantas foram colhidas exatamente na mesma localizagdo, é expectavel
que a idade das plantas fosse superior na amostra C face a amostra A. Segundo Gobbo-Neto
& Lopes (2007) a época em que uma planta é colhida é um dos fatores de maior importéancia,
visto que a quantidade, e até mesmo a natureza dos constituintes ativos, ndo é constante
durante o ano inteiro, havendo varia¢cGes sazonais no contelddo de praticamente todas as
classes de metabdlitos secundarios como acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, taninos,
entre outros.

Outro ponto abordado no trabalho de Gobbo-Neto & Lopes (2007), é a correlagdo
positiva entre intensidade de radiacdo solar e a producdo de compostos fendlicos, tais como
flavonoides, taninos e antocianinas. Tal pode ser explicado, principalmente no caso de
flavonoides e fenilpropandides relacionados, pela protecdo contra a foto-destruicdo
proporcionada por estes metabdlitos ao absorver e/ou dissipar a energia solar, dificultando
assim a danificacdo dos tecidos mais internos pela radiagdo UV-B. No caso especifico dos
flavonoides, estes sdo acumulados principalmente em tecidos superficiais e utilizados pela
planta como filtros UV, pois absorvem radiacdo UV-B sem alterar a radiacdo
fotossinteticamente ativa (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Comparando os valores das
amostras A e C, verifica-se um aumento do teor total de fendis, sendo os valores de
flavonoides algo similar o que poderd dever-se ao facto das plantas terem sido colhidas num
local de sombra, protegidas pela copa de arvores.

No que respeita o processamento térmico, pode-se observar que as amostras perdem
uma quantidade consideravel de compostos bioativos devido ao processo de cozimento,

uma vez que as amostras cozidas apresentam teores muito inferiores comparativamente
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com as cruas (perda entre 42-65% no caso dos fendis e 63-79% nos flavonoides) e o teor
encontrado nas aguas de cozimento é diminuto. BelS¢ak-Cvitanovic et al. (2015) comparou
a eficiéncia de extracdo de compostos fendlicos de folhas de urtiga quando submetidos a
maceragdo com agua, infusdo e decoc¢do por 20 min, sendo que as concentracdes mais
baixas foram detetadas no decocto (cozimento). Os resultados obtidos permitem concluir
ainda que o tempo de cozimento é provavelmente um fator que deve ser levado em
consideragdo, uma vez que ocorreu uma extragdo superior de compostos com o aumento
do tempo. Como mencionado, as amostras cozidas por 10 min ndo apresentaram,
visualmente, uma textura apelativa ao seu consumo como vegetal cozido. Assim, tempos
mais longos de cozimento serdo provavelmente usados apenas na confeccdo de sopas;
neste caso, apesar de ocorrer uma maior extracdo de compostos com o periodo maior de
cozimento, estes permanecem na solugdo aquosa, sendo consumidos. No caso da urtiga ser
consumido como vegetal cozido, os resultados sugerem que se deve utilizar um curto tempo
de cozimento, por forma a reduzir a perda de compostos bioativos para a agua de

cozimento.

5.4 Atividade antioxidante

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos
de plantas. Foram escolhidos trés métodos para avaliar a atividade antioxidante das
amostras, de forma a englobar mecanismos diferentes. Um dos mais usados consiste em
avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), que
contém uma coloragdo purpura. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (Re),
o DPPHe ¢ reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo ser monitorada pela diminuicdo da
absorbancia. A porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de DDPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para
diminuir a concentragdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentragdo eficiente
(ECso0), ou seja quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor serd a sua ECsp e
maior a sua atividade antioxidante (Angelo e Jorge, 2007).

Outro método utilizado foi o poder redutor que tem como principio da reacgao, a
doacdo direta de eletrdes na reducdo de ferricianeto ([Fe(CN)s]s) em ferrocianeto
([Fes(CN)e]a), em meio neutro (pH = 6,6). O produto foi visualizado por adi¢do de iGes livres

de Fe3* apds a reacdo de reducdo, que resulta na formagdo de um complexo com coloracdo
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azul intensa, Fes[Fe?* (CN)s]s. Uma maior absorvéncia da mistura de reacdo indica maior
poder redutor da amostra.
As amostras de U. dioica mostraram atividade antioxidante em todos os métodos

aplicados e os resultados, encontram na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados da atividade antioxidante (valores de ECso, mg/mL) determinada por diferentes
métodos.

Amostra DPPH ? Poder redutor ? Descoloragao do

B-caroteno*

Trolox 0,03+0,00 0,05+0,01 0,28+0,07
Caule A 1,58+0,04 0,64+0,07 2,10+0,28
Caule B 1,32+0,03 0,72+0,08 2,17+0,30
Caule C 0,53+0,01 0,46+0,03 1,05+0,08
Folhas A 1,03+0,11 0,62+0,04 0,86+0,09
Folhas B 0,67+0,08 0,34+0,02 0,55+0,03
Folhas C 0,61+0,07 0,31+0,01 0,65+0,05
Cozida A >5,0 6,98+0,68 1,00+0,08
Cozida B >5,0 4,12+0,41 0,97+0,07

Ac. A5 min 11,09+0,27 7,11+0,02 10,72+1,94
Ac. B 5 min 8,51+0,50 3,12+0,05 5,33+0,34
Ac. B 10 min 7,23+0,08 4,45+0,20 2,29+0,25

2 ECso - Concentragdo para uma captag3o do radical DPPH de 50%; ° ECso - Concentrag3o efetiva na qual
a absorvancia é 0,5; ? ECso - Concentragdo correspondente a 50% de descoloragdo em comparagdo com
o sistema de referéncia (branco); Ac.: dgua de cozimento. Média + DP de duas determinagdes para cada
extrato (n=4).

O valor de EC50 para o ensaio com o radical DPPH, para as amostras de folhas frescas
variou entre 0,61-1,03 mg/mL, sendo superiores aos descritos por Stanojevi¢ et al. (2016)
em extratos preparados com metanol/agua (50%, v/v), que apresentaram um valor de 0,33
mg/mL. Por outro lado, as amostras apresentaram atividade antioxidante muito superior ao
descrito por Yildirim et al (2013) em extratos metandlicos de U. dioica colhidas em diversas
localizagbes da Turquia (12,6-33,7 mg/mL)

As Figuras 14 e 15 apresentam as curvas de percentagem de inibicao do radical DPPH
para as amostras de folhas e caules e para as amostras cozidas e de dguas de cozimento,

respetivamente. Como expectdvel, as amostras de caules e folhas cruas apresentaram uma
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atividade superior as amostras cozidas e respetivas dguas de cozimento, o que estd de
acordo com os teores mais elevados de fendis e flavonoides dessas amostras. De todas as
amostras, o caule da amostra C foi o que apresentou o melhor resultado, o que podera ser
explicado pelo evelado contetido em fendis totais desta amostra. As folhas frescas B e C
tiveram uma atividade muito similar entre si e superior as folhas A, enquanto que nos caules,
as amostras A e B apresentaram uma atividade menor comparativamente ao caule C, como
se pode observar analisando o grafico da Figura 14.

Se compararmos as amostras da mesma regido geografica, mas de alturas diferentes (A
e C) podemos concluir que o més de Junho sera mais adequado para colheita de U. dioica

(na regido de Viseu), no que diz respeito a atividade antioxidante da planta.
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Figura 14. Percentagem de inibicdo do radical DPPHe de diferentes concentracGes de extratos das
amostras de folhas e caules de U. dioica.

No grafico da Figura 15, podemos observar que a concentra¢do utilizada para que a
captacdo de radical DPPH das amostras cozidas e dgua de cozimento (A e B) fosse maior que

50 %, foram concentracdes elevadas se comparadas com a das folhas frescas e os caules.
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Figura 15. Percentagem de inibicdo do radical DPPHe de diferentes concentragdes de extratos das
amostras de folhas cozidas e agua de cozimento A e B de U. dioica.

Mais ainda, verificou-se que, mesmo com concentracdes mais elevadas, houve um
decréscimo na atividade antioxidantes das amostras cozidas A e B, ndo chegando a atingir
50% de captacdo. Este resultado pode ser explicado pelo fato da pigmentacdo verde dos
extratos mais concentrados ser tdo intensa que conduziu a leitura de aborvancias elevadas
e acabou por mascarar a leitura da cor amarela, como podemos observar na Figura 16. Pela
observagdo das Figuras 9 e 10, pode-se inferir que possivelmente os valores de ECsp estejam
situados entre 2,5-10 mg/mL. Assim, nestas amostras em especial, torna-se muito
importante proceder a avaliacdo da atividade antioxidante por outras metodologias.

Refira-se ainda que o fator que pode ter sido determinante para a ocorréncia deste
problema, foi a escolha do solvente usado na extragcdo (etanol), que se mostrou muito
eficiente na extracao das clorofilas, prejudicando a leitura das amostras cozidas. Uma forma

de resolver esse problema seria separar a clorofila antes da preparacdo dos extratos.

Figura 16. Fotografia da determinagdo da % de captag¢do do radical DPPH utilizando extratos da amostra

cozida B com concentragGes decrescentes de extratos (da esquerda para a direita).
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Os resultados obtidos para o ensaio do poder redutor, para as amostras de folhas e caules
de urtiga, podem ser visualizados no grafico da Figura 17. Entre os caules a que apresentou
melhor atividade foi a amostra C, seguido do caule A. Quanto as folhas seguiram a mesma

ordem de atividade do ensaio de captagao do radical DPPH, nomeadamente C>B > A,
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Figura 17. Poder redutor de diferentes concentracdes de extratos das amostras de folhas e caules de U.
dioica.

No ensaio de poder redutor as amostras cozidas A e B, apresentaram uma baixa
atividade comparada com as amostras frescas, uma vez que foi necessaria uma
concentracdo superior para obter absorvancia de 0,5 como podemos observar no grafico da

Figura 18.
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Figura 18. Poder redutor de diferentes concentragdes de extratos das amostras de folhas cozidas (A e B)

e aguas de cozimento de U. dioica.
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O extrato de agua de cozimento A, apresentou pior atividade como ja era esperado,
ja que a amostra A foi a que apresentou pior atividade em folhas frescas e cozidas. Podemos
observar também que o tempo de cozimento da amostra B, ndo influenciou de maneira
muito expressiva o poder redutor. No entanto, a amostra com o tempo de 10 minutos foi a
que apresentou pior atividade, diferindo neste ponto do ensaio de captacdo do radical DPPH
(onde a amostra Ac. B 10 min apresentou melhor desempenho). Isso pode ser explicado
pelo fato dos dois ensaios apresentarem mecanismos diferentes, e alguns compostos
bioativos podem ser degradados de maneiras distintas com o tempo de aquecimento.

O terceiro e Ultimo método utilizado, foi a inibicdo da descoloragdo do B-caroteno.
Este método permite avaliar a capacidade que uma determinada substancia tem de prevenir
a oxidacao do B-caroteno, protegendo-o dos radicais livres gerados durante a peroxidacao
do acido linoleico a 50 2C. A reagdo pode ser monitorizada espectrofotometricamente pela
perda da coloracdo do B-caroteno a 470 nm, com leitura no tempo 0 segundos e 2 horas.
Na Tabela 4, onde sdo apresentados os resultados de ECsp obtidos, podemos observar que
de uma forma geral os resultados sdo algo coerentes, para a maioria das amostras. A
diferenca mais marcante é que, contrariamente aos outros ensaios, as amostras cozidas ndo
perdem a sua capacidade antioxidante de forma drdstica se comparadas com as folhas
frescas. A dgua de cozimento B de 10 minutos apresentou melhor atividade, que a dgua de
5 minutos, de forma idéntica ao obtido no ensaio do radical DPPH. Ja as amostras de caules
parecem apresentar uma pior atividade comparativamente as folhas, de forma mais
evidente do que a observada no ensaio do radical DPPH.

Os resultados obtidos, sdo coerentes com dados de estudos anteriores. Jan & Singh
(2016) reportaram a atividade antioxidante do extracto de acetato de etilo de Urtiga dioica
demonstrada pela inibicdo em 76% da peroxidacdo lipidica da emulsdo de acido linoleico
em comparagdo com a obtida para o a-tocoferol (65%). Resultados muito similares foram
também descritos por Sarikurkcu et al. (2017), que obtiveram uma inibicdo de 63,2% no
ensaio de descoloragdo do B-caroteno ao utilizarem um extrato etandlico de urtiga com a
concentragdo de 2mg/mL. Jan & Singh (2016) referem ainda a realiza¢gdo de experiéncias
com ratos wistar albinos tratados com tetracloreto de carbono (CCls) por 60 dias, o que
resultou no aumento da peroxidacdo lipidica e na diminuicdo dos niveis de enzimas
antioxidantes. O tratamento com Urtiga dioica durante 60 dias diminuiu a peroxidacao
lipidica elevada e também aumentou os niveis reduzidos de enzimas antioxidantes em ratos

tratados com CCls. Noutro estudo, também referido por Jan e Singh (2016), ratos saudaveis
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wistar foram alimentados com urtiga seca e picada, misturada com comida normal de
laboratdrio. A ressonancia de spin eletronico foi usada para medir o nivel de stress oxidativo.
Verificou-se que a suplementacdo de urtigas diminui a concentracdo de radicais livres no
cerebelo, bem como o Iébulo frontal do cérebro do rato e, portanto, foi considerado como
um antioxidante efetivo (Jan e Singh, 2016).

Alguns estudos evidenciam a urtiga como um bom antioxidante principalmente no
que diz respeito a oxidacdo lipidica, como descreve Latoch e Stasiak (2015) no estudo que
fizeram sobre o efeito do extrato de dgua de cozimento de U. dioica sobre oxidagdo lipida e
cor de salsicha de porco cozida. Neste trabalho, foram preparadas variantes de salsichas:
controlo (sem urtiga), e salsichas com 300 ppm e 600 ppm de extracto de agua de urtiga. O
estudo demonstrou que a adicdo do extracto de agua de urtiga ndo afetou o pH, a atividade
de agua e potencial de oxirredugcdo das salsichas, diminuiu ainda o valor de substancias
reativas ao dacido tiobarbiturico (TBARS), isto é, da oxidacdo lipidica, aumentando a
estabilidade de cor das salsichas durante o armazenamento. A qualidade sensorial das
amostras com extracto de agua adicionado foi superior a das amostras restantes. Este
estudo sugere que o extrato de agua de urtiga pode ser usado na culinaria para reduzir a
oxidacdo lipidica e aumentar a estabilidade da cor de salsichas, demonstrando a

aplicabilidade pratica de extratos desta planta na industria agroalimentar.

5.5 Atividade antimicrobiana

O desenvolvimento de resisténcias contra antibidticos de uso comum por
microrganismos patogénicos, tem vindo a estimular a procura de novas substdncias
antimicrobianas provenientes de outras fontes, incluindo plantas. As plantas usadas na
medicina tradicional contém uma ampla gama de substancias que podem ser usadas para
tratar doencas crénicas e infecciosas. As substancias que podem inibir o crescimento de
microrganismos ou matd-los sdo consideradas candidatas ao desenvolvimento de novas
drogas para o tratamento de vdrias doencas (Erdog rul, 2002).

Os resultados da atividade antimicrobiana face aos diferentes microrganismos em
estudo, apresentam-se na tabela 7. As imagens dos testes feitos em placas de petri podem
ser visualizadas no anexo |. Os resultados obtidos sugerem, com algumas excepg¢des, que a
maioria dos extratos de urtiga, na concentrac¢ao aplicada (500 ug por disco), ndo tém efeito
inibitdrio no crescimento da maioria dos microrganismos testados. Uma das excep¢des foi

P. aeruginosa, para a qual todos os extratos apresentaram resultados positivos, B. subtilis e
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S. aureus, sendo que para estas Ultimas bactérias apenas alguns extratos apresentaram

inibicao.

Tabela 8. Diametro da zona de inibi¢do (mm) obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana face a

distintos microrganismos

Indculo Branco Controlo FolhaA FolhaB FolhaC CauleA CauleB CauleC

(MeOH) positivo®

B. cereus S| 20 SI SI SI SI Sl S|

B. subtilis S| S| 14 S| 7 11 7 S|

C. albicans S| 13 S| S| S| S| S| S|
E. coli SI 12 SI SI Sl 7 Sl SI

E. faecalis S| 18 S| S| S| S| S| S|
K. pneumoniae SI 30 SI SI Sl Sl Sl Sl
P. aeruginosa SI Sl 15 24 20 12 12 9
P. mirabilis S| 21 S| S| S| S| S| S|
S. aureus S| 20 S| S| SI 10 SI S|

SI- sem inibigao; @ Penicilina, Canamicina e Nistatina.

Tendo por base a classificacdo aplicada por Dar et al. (2013) num trabalho semelhante,
nomeadamente: inativo (diametro da zona de inibicdo <7 mm), atividade moderada
(diametro da zona de inibicdo <10 mm), boa atividade (diametro da zona de inibicdo <15
mm) e excelente atividade (diametro da zona de inibigdo >15 mm), podemos concluir que
apenas o extrato do caule C apresentou atividade moderada contra P. aeruginosa, com
todos os restantes extratos a evidenciarem boa a excelente atividade. No caso de B. subtilis
os extratos de folha e de caule A apresentaram boa atividade inibitoria; para S. aureus
apenas o extrato do caule A apresentou uma atividade moderada. Desta forma, a amostra
A, no geral, parece demonstrar uma atividade superior as restantes.

Comparativamente com estudos anteriores, alguns sugerem que U. dioica possui uma
atividade elevada face a diversos microrganismos (Bobis et al., 2015; Modarresi-Chahardehi
et al., 2012), ao passo que outros referem resultados mais similares aos obtidos. Tal pode
dever-se a metodologia utilizada, uma vez que Bobis et al. (2015) e Modarresi-Chahardehi
et al. (2012) utilizam os extratos (hidroalcodlicos e preparados com diversos solventes
organicos) diretamente nos ensaios. No estudo de Giilgin et al. (2004), foram aplicados 250
pg de extrato aquoso de urtiga em cada disco, tendo obtido boa atividade (10 mm < halo <

15 mm) apenas para Micrococcus luteus e Staphylococcus eoidermidis, atividade moderada

59



Resultados e discussdao

(7 mm < halo £ 10 mm) para E. coli, P. mirabilis, S. aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterobacter aerogenes e C. albicans, ndo tendo, contudo, apresentado poder inibitério
face a P. aeruginosa. Erdogrul (2002) testou os extratos de U. dioica obtidos com acetato de
etilo, metanol, cloroférmio ou acetona, face a diversas bactérias, incluindo quatro espécies
comuns ao nosso trabalho, ndo tendo verificado a ocorréncia de inibigdo para nenhuma
delas. Dar et al. (2013) testou varios extratos obtidos com solventes diferentes (discos
impregnados com 2mg de extrato dissolvido em solucdo aquosa a 50% de dimetolsulféxido)
tendo verificado a existéncia de boa atividade contra todas as sete bactérias testadas
apenas para os extratos preparados com hexano; os extratos aquosos e metandlicos
mostraram-se inativos face a todos os microrganismos avaliados.

Adicionalmente, tém sido realizados estudos com o objetivo de testar os efeitos de
extratos aquosos de U. dioica no tempo de prateleira de produtos alimentares quando
comercializados em embalagem de atmosfera modificada (MAP) (Alp & Aksu, 2010). Num
estudo que pretendeu avaliar os efeitos do extracto de dgua de U. dioica liofilizado (LUWE)
e de MAP, sobre a qualidade e a vida util da carne moida, a carne moida foi armazenada
como controle aerébico, e avaliaram-se as ampstras: MAP (80% O + 20% CO;), MAP + 250
ppm LUWE e MAP + 500 ppm LUWE, todas colocadas a 2 + 0,5 ° C por 14 dias. MAP e LUWE
tiveram efeitos significativos sobre bactérias mesofilicas, psicotrépicas e acido-laticas, bem
como na contagem de Pseudomonas sp. dependendo do nivel de LUWE, observou-se uma
diminuicdo da contagem de Pseudomonas e de bactérias psicrofilas. O tratamento com 500
ppm de LUWE + MAP mostrou ainda os valores mais baixos de TBARS em comparacdao com

outros grupos durante o armazenamento.
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6. Conclusoes e perspectivas futuras

Neste trabalho, verificou-se que a urtiga é uma planta com elevado teor de humidade,
como expectavel, apresentando um elevado contelddo proteico e um valor de gordura
relativamente baixo. Mesmo apresentando um valor caldrico superior a outros vegetais
referidos neste trabalho, ainda assim este valor é relativamente baixo. Os resultados obtidos
demonstram que, apds a cozedura das folhas de U. dioica, ndo houve perdas expressivas de
macronutrientes, em comparagdo com o que ocorre em alguns vegetais usualmente
consumidos cozidos, como a couve e o espinafre. Apesar de presente em baixo teor, a
gordura das folhas de urtiga, evidenciou um valor nutricional elevado, dado o seu contetudo
elevado em 4cidos gordos polinsaturados, com particular destaque para o acido essencial
a-linoleico. O consumo deste acido gordo na dieta tem sido associado a diversos efeitos
benéficos para a salde, especialmente a nivel cardiovascular. Verificou-se alguma
variabilidade no que respeita o perfil em acidos gordos, o que poderda também estar
relacionado com o grau de maturidade das folhas, parametro este que nao foi controlado
neste trabalho. Neste estudo, procedeu-se apenas a quantificacdo em percentagem relativa
dos acidos gordos identificados. Principalmente, para uma melhor avaliacdo dos efeitos do
cozimento na composicdo da gordura da urtiga, seria interessante em estudos futuros
proceder a quantificacdo dos compostos utilizando padrées dos mesmos e a adicdo de um
padrdo interno (FAME ndo existente na composi¢do natural da gordura, como por exemplo
o C19:0).

No que se refere a sua composicdo em compostos bioativos, estudaram-se amostras
com proveniéncia distinta e colhidas em diferentes meses, bem como duas partes da planta:
as suas folhas (parte edivel) e caules. Além de serem ricas em nutrientes, as urtigas
demostraram ter uma boa atividade antioxidante devido aos compostos bioativos presentes
na planta. Verificou-se que a concentracdo de fendis totais é superior nas folhas
comparativamente aos caules. Os resultados obtidos sugerem a existéncia de influéncias,
quer da data de colheita, quer da localizagdo geografica na composicdo de compostos
bioativos da folha de urtiga. Contudo, seria necessario a realizagcdo de andlises num nimero
superior de amostras, colhidas ao longo de anos distintos, para a confirmagao de tal
hipotese. Contrariamente ao verificado para o valor nutricional, verificou-se ainda que o
processo de cozimento afeta negativamente o teor de compostos bioativos na planta,
contudo verificando-se a passagem de parte destes para a agua de cozimento. Assim, se a

planta for consumida em sopas, esta perda, a nivel da dieta, ndo sera tao expressiva.
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Verificou-se ainda uma maior extracdo de compostos bioativos para a agua de cozimento
com o aumento do tempo de cozedura, pelo que os resultados sugerem que, no caso de
consumo da planta como vegetal cozido, se deva utilizar tempos de cozimento curtos.

Os alimentos funcionais enriquecidos com ingredientes a base de plantas ndo sdo novos
no mercado, ja que existe uma preocupacao crescente na generalidade dos consumidores
por consumir alimentos mais saudaveis, sendo que existe uma preferéncia clara por aditivos
a base de plantas em detrimento dos sintéticos. A urtiga, para além de apresentar um teor
interessante de compostos bioativos nas suas folhas, a parte edivel, apresentou também
resultados interessantes para as amostras de caules estudadas. Assim, estes podem
potencialmente ser uma fonte de compostos que possam ser utilizados no enriquecimento
de outros alimentos convencionais.

No seguimento de alguns estudos ja descritos na literatura, como trabalho futuro, seria
interessante proceder a incorporacdo de diferentes extratos da planta, em alimentos
propensos a sofrer oxidacdo lipidica, e estudar as propriedades organoléticas como o
aroma, coloragao, textura, entre outros. Adicionalmente seria interessante estudar a
formulagdo de diferentes extratos adicionados e comparar as alteragdes ocorridas durante
o armazenamento face as propriedades nutricionais, antioxidantes e de seguranca
microbioldgica dos alimentos.

No que respeita a atividade antimicrobiana das amostras estudadas, verificou-se uma
atividade muito elevada face a P. aeruginosa. Ja para os restantes microrganismos testados,
nao se verificou um grande efeito inibitérios, com algumas excecdes, nomeadamente face
a S. aureus e B. subtilis. Neste caso, interessantemente, foram sempre os extratos da planta
A (folhas e/ou caules) que conduziram a melhores resultados. Interessantemente também,
de uma maneira geral, a amostra A foi a que apresentou teores mais reduzidos de bioativos
e menor potencial antioxidante. Desta forma, seria util proceder a uma caracterizacao
guimica mais exaustiva desta planta, uma vez que P. ageruginosa é uma bactéria
frequentemente associada a infe¢des nosocomiais e que tem vindo a apresentar um
aumento de resisténcia a antibioticos.

Dado o potencial antioxidante observado, em trabalhos futuros seria ainda importante
proceder ao estudo de outros compostos bioativos, nomeadamente Vitaminas C e E, e
proceder ao estudo do perfil de compostos fendlicos através de HPLC.

Em suma, este trabalho pretendeu salientar a importancia de se conhecer e utilizar

plantas selvagens, como a urtiga, na dieta humana. A urtiga é atualmente considerada pela
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maioria das pessoas como sendo uma “erva daninha”. Contudo este trabalho demonstrou
gue esta planta pode ser utilizada como uma alternativa interessante aos vegetais de folha
verde mais comuns; mais ainda, sendo de facil crescimento e sendo encontrada pelo mundo
inteiro, a urtiga pode ser uma fonte de proteina em popula¢des de baixos rendimentos e

ainda contribuir para o combate a desnutricdo em populagdes carentes.
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Anexo |: Resultados da atividade antimicrobiana face aos diferentes microrganismos em

estudo.
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