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APRESENTACAO

Este e-book, como seu proprio titulo explicita, tem como foco o planejamento de
acoes nas ciéncias da saude. Nao obstante, planejar denota preparar um trabalho, ou
um objetivo, de forma sistematica; ademais, a etiologia da palavra também conota uma
acao, pratica e/ou um resultado. Diante disso, a organizagdo desta obra ndo poderia
desconsiderar o contexto que envolve o planejamento estratégico em salde; desta
forma, os 106 trabalhos aqui contidos estao dispostos em 5 volumes que levam em conta
justamente o processo construtivo de um plano: a andlise cientifica e literaria do caminho
percorrido nas ciéncias da saude até o momento esta representada nos trés primeiros
volumes que, por sua vez, englobam estudos de reviséo, relatos de caso e de experiéncia,
além de pesquisas epidemioldgicas; ja os ultimos dois volumes trazem ao leitor trabalhos
que fornecem novas perspectivas de acdo em saude, desde a atengéo basica até novos
métodos de diagnéstico e tratamento, além de pesquisas qualitativas que tratam da
sociologia inerente a pratica em saude, principalmente no Brasil.

Em nome da Atena Editora, agradece-se o empenho dos autores na construgao
dessa obra e explicita-se o desejo de que esta leitura contribua para a ampliacdo do
conhecimento cientifico no intuito de inspirar novos estudos que tragam ainda mais
resultados para o dinamismo e para a clareza no planejamento em ciéncias da saude.

Boa leitural!

Luis Henrique Almeida Castro
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CAPITULO 16

FLORES EDIVEIS: UMA ALTERNATIVA
ALIMENTAR COM PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Data de aceite: 26/03/2021

Ana F. Vinha

FP-ENAS ((Unidade de Investigacao UFP

em Energia, Ambiente e Saude), CEBIMED
(Centro de Estudos em Biomedicina),
Universidade Fernando Pessoa), Porto,
Portugal. REQUIMTE/LAQYV, Departamento de
Ciéncias Quimicas, Faculdade de Farmacia,
Universidade do Porto, Porto, Portugal.

RESUMO: Atualmente, muitas espécies de
plantas que produzem flores ja fazem parte
da alimentagdo humana, salientando-se em
particular, as pétalas e sépalas ediveis. Habituais
na cozinha desde a Antiguidade, o uso das flores
nédo tem sido usual em Portugal, no entanto, as
flores comestiveis tém sido usadas na culinaria
de diversos paises, tendo hoje em dia, o0 seu uso
despertado a atencdo com o intuito de melhorar
a aparéncia, sabor e valor estético de pratos,
aspetos que o consumidor aprecia e valoriza.
Os consumidores também exigem alimentos
com propriedades benéficas para a salde,
procurando produtos com qualidade nutricional
interessante. No entanto, com as novas
tendéncias de recuperar os sabores agridoces e
das mudltiplas variantes da cozinha de fuséo, as
flores tornam-se ingredientes muito apreciados.
Nem todas as flores sdo comestiveis. Para além
da identificagcdo das mesmas, € importante saber
como foram produzidas pois, por exemplo, as
flores para decoracdo ornamental ndo devem
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ser utilizadas para consumo humano, uma vez
que ndo tém em consideragdo as regras de
seguranca alimentar. Contudo, existe pouca
informacdo sobre algumas espécies de flores
destinadas a consumo humano, homeadamente
caléndula (Calendula officinalis L.), camélia
(Camellia japonica L.) e rosa (Rosa canina L.).
Nesse sentido, o presente trabalho pretendeu
contribuir para aumentar o conhecimento neste
tema, designadamente ao nivel da caracterizacdo
quimica e das propriedades antioxidantes destas
espécies botanicas. Embora as trés espécies de
flores estudadas tenham compostos bioativos e
atividade antioxidante, a C. officinalis foi a que
apresentou o maior teor em fendlicos totais
e carotenoides e, consequentemente, maior
atividade antioxidante.

PALAVRAS-CHAVE: Calendula officinalis L.,
Camellia japonica L., Rosa canina L., composigcao
quimica, atividade antioxidante.

ABSTRACT: Currently, many plant species that
produce flowers are already part of human diet,
in particular edible petals and sepals. Usual in
the kitchen since antiquity, the use of flowers
has not been usual in Portugal, however, edible
flowers have been used in the gastronomy
of several countries. Nowadays, they are
attracting increasing attention worldwide in
order to improve the appearance, taste and
aesthetic value of dishes, aspects that the
consumer appreciates and valorizes. With new
trends in picking up the bittersweet flavors and
the multiple variants of the fusion cuisine, the
flowers become highly prized ingredients. It is
important to be aware that not all the flowers
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are edible. In addition to their identification, it is important the knowledge about their
production practices, because if they were not for human consumption the food
safety rules were not taken into account, such as in the case of ornamental decoration flowers.
Thereislittleinformation on some edible flowers species, namely calendula (Calendula officinalis
L.), camellia (Camellia japonica L.) and rose (Rosa canina L.). Thus, the present work intends
to contribute to increase knowledge on the chemical characterization and the antioxidant
properties of these botanical species. Although the studied species of flowers had bioactive
compounds and antioxidant activity, C. officinalis presented the highest total phenolics and
carotenoids content and, consequently, higher antioxidant activity.

KEYWORDS: Calendula officinalis L., Camellia japonica L., Rosa canina L., chemical
composition, antioxidant activity.

11 INTRODUGAO

O crescente interesse em nutracéuticos e alimentos funcionais tem aumentado
nos ultimos anos, o que se reflete ao nivel da investigacdo da industria alimentar, que
tem como intuito desenvolver novos géneros alimenticios benéficos para a saude publica.
Assim, muitos estudos tém sido desenvolvidos, nomeadamente, em frutas exoéticas e pouco
conhecidas (Virgolin et al., 2017; Bailao et al., 2015; Pereira et al., 2013; Rufino et al., 2011),
plantas aromaticas (Shukla et al., 2016; Vinha et al., 2015; Kusuma et al., 2014; Ching et
al., 2012) e sementes (Montes et al., 2018; Xu et al., 2016; Vinha et al., 2014), realgando o
valor nutricional e o teor em compostos bioativos e atividades biologicas, designadamente,
0 seu potencial antioxidante.

Por outro lado, de modo a melhorar o futuro do planeta, tornando-o mais verde e
limpo, a Organizagéo das Na¢des Unidas (ONU) langou a Agenda para o Desenvolvimento
Sustentavel até 2030, tendo definido 17 objetivos, que pretendem impulsionar e restituir
um planeta mais saudavel as geragdes futuras. Nestes objetivos, também se contemplam
assuntos alusivos aos Direitos do Homem como, por exemplo, a erradicagdo da fome e
a diminuicdo de conflitos. De acordo com a FAO (1989), o desenvolvimento sustentavel
consiste na gestdo e conservacdo dos recursos naturais e na orientacdo da mudanca
tecnoldgica e institucional, de forma a assegurar a satisfagdo continua das necessidades
das geracdes atuais e futuras. O desenvolvimento sustentavel (nos setores da agricultura,
da silvicultura e das pescas) conserva a terra, a 4gua e 0s recursos genéticos das plantas
e animais; é ambientalmente ndo degradante, tecnicamente apropriado, economicamente
viavel e socialmente sustentavel. Face ao exposto, e ainda segundo a FAO (2015), uma
dieta sustentavel apresenta um baixo impacto ambiental e contribui para a seguranca
alimentar e nutricional da populagdo mundial, assim como para o seu estado de saude, tanto
no presente como no futuro. As dietas sustentaveis protegem e respeitam a biodiversidade
e 0 ecossistema; além de que permitem otimizar os recursos naturais e humanos. Para
além disso, uma dieta sustentavel € culturalmente aceite, nutricionalmente adequada,
acessivel pela populacdo, segura e economicamente justa. Estes conceitos integram a
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incorporacdo de recursos naturais nutricionalmente equilibrados e com propriedades
bioldgicas reconhecidas.

O mercado de flores comestiveis estda em expansdo, ndo s6 nos paises
industrializados, como no mundo em geral, devido a crescente utilizacdo das mesmas na
gastronomia, promovendo 0 aumento das variedades e do crescimento econémico nacional
e internacional (Guiné et al., 2017). Existe uma grande variedade de flores comestiveis.
Contudo, é importante referir que nem todas as flores sdo ediveis. Antes de utilizar
qualquer espécie de flor ou parte dela é imperativo ter alguns cuidados. Por exemplo,
uma identificagéo correta da planta € crucial, pois algumas flores apresentam toxicidade
(Newman e O’Connor, 2014). Além disso, outro aspeto a ter em consideragdo é que nem
todas as partes das flores comestiveis podem ser ingeridas. De facto, as pétalas sdo as
partes comumente consumidas. Pelo contrario, os caules, sépalas, pistilos e estames
sd@o, em geral, removidos. Além disso, a base branca existente em algumas pétalas deve
ser eliminada, devido ao seu amargor (Gongalves et al., 2020). Em relacao ao poélen, por
exemplo, este pode prejudicar o sabor da flor e causar alergias em alguns consumidores,
uma vez que se trata de um alérgeno (Carlson e Coop, 2019). Porém, é importante notar
que as flores ediveis devem ser orgéanicas e livres de agrotoxicos. Além disso, deve-se ter
em consideracdo que algumas flores sdo seguras em dosagens adequadas e, portanto,
s6 podem ser consumidas em pequenas quantidades. Embora algumas flores possam ser
consumidas como um todo, em outros casos, apenas algumas partes especificas da flor
séo apropriadas para consumo humano (Zare, 2019).

Atualmente, as flores comestiveis sdo utilizadas em preparagdes culinarias, infusdes
e/ou bebidas, visando o melhoramento dos atributos sensoriais e promovendo aromas e
cores mais atrativas ao consumidor (Pires et al., 2018; Benvenuti et al.,, 2016). De uma
maneira geral, as flores sdo usadas em molhos, geleias, xaropes, licores, vinagres, mel,
Oleos, flores cristalizadas, cubos de gelo, saladas, infusdes e outras bebidas e sobremesas
(Takahashi et al., 2020; Tundis et al., 2015; Swithinbank, 2015). Além disso, as flores
comestiveis sdo importantes para a satde humana devido a sua riqueza em macronutrientes,
micronutrientes e compostos bioativos, sugerindo oportunidades adicionais de estratégias
de marketing alimentar (Pires et al., 2018; Fernandes et al., 2017; Anderson et al., 2012).
Por outro lado, a medida que séo descritos os beneficios para a saude dos diferentes
componentes fisiologicamente ativos presentes nas flores, este Ultimos podem ainda
exercer um papel importante como aditivos naturais em alimentos, como conservantes e
agentes antioxidantes.

Embora a composicdo nutricional seja altamente variavel de acordo com o tipo de
flor edivel, o componente mais abundante presente nas mesmas é a 4gua (variavel de 70
a 95% em base humida); no entanto, outros macronutrientes também estdo presentes,
incluindo-se hidratos de carbono (40-90% em base seca), proteinas e cinzas e baixos
teores em lipidos. Além disso, constituem uma fonte de micronutrientes, como vitaminas
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(A, C, B2 e B3) e diferentes minerais (K, P, Ca e Mg, Na, Zn, Mn e Cu) (Pires et al., 2018;
Chen e Wei 2017; Fernandes et al., 2017; Petrova et al., 2016).

Os polifendis sdo compostos bioativos, geralmente envolvidos na defesa da planta
contra a radiacao ultravioleta e ataques de agentes patogénicos ou predadores (Dai e
Mumper, 2010). Estes compostos podem distribuir-se de forma heterogénea por todas
as partes da planta (madeira, casca, talos, vagens, folhas, frutas, raizes, flores, pélen e
sementes), no entanto, a concentragdo em fitoquimicos tende a ser superior nas flores,
uma vez que estas sédo o 6rgdo reprodutor da planta (Vinha et al., 2020; Hassan et al.,
2015). Por esse motivo, a flor € uma parte importante da planta para a sua reproducéo
e para a propagacao da espécie, e tratando-se de flores nédo tdxicas, estas podem ainda
integrar a dieta alimentar, uma vez que contém uma grande variedade de antioxidantes
naturais (Zheng et al., 2018). Nas plantas ediveis, os polifeno6is contribuem para a amargura,
adstringéncia, cor, sabor, odor e estabilidade oxidativa (Zheng et al., 2018; Hassan et al.,
2015). Por exemplo, alguns compostos fendlicos contribuem para o amargor e adstringéncia
dos vegetais e frutas, causada essencialmente pela interagdo entre as proantocianidinas
e as glicoproteinas presentes na saliva (Skrajad, 2017; Perez-Gregorio et al., 2014). As
antocianinas, um dos seis subgrupos do grande grupo de componentes de polifenodis das
plantas, conhecidas como flavonoides, sdo responsaveis pela coloracdo das mesmas,
promovendo tonalidade que varia desde o amarelo, laranja, vermelho, azul até ao negro
(Vinha et al., 2020; Dabas, 2016). No entanto, a atual importancia da composi¢ao fenoélica
de cada espécie vegetal prende-se com o seu contributo para a manutengcédo da saudde.
Embora muitos estudos abordem a escassez de informacdo sobre a biodisponibilidade
dos compostos fendlicos no metabolismo humano, muitos investigadores associam esses
compostos bioativos aos seus beneficioscontra doencas cardiovasculares, efeitos benéficos
contra ansiedade, neoplasias, diabetes e obesidade. Outras propriedades descritas incluem
efeitos anti-inflamatérios, diuréticos, anti-helminticos, moduladores da resposta imune,
antimicrobianos e neuroprotetores (Zare, 2019; Rasouli et al., 2017; Benvenuti et al., 2016;
Dai e Mumper, 2010).

Apesar das varias caracteristicas supracitadas e do seu potencial agronémico, a ideia
de comer flores ainda é vista com relutancia. De facto, atualmente existe um notério tipo de
neofobia, uma vez que, na maioria das vezes, um novo alimento cria uma desconfianca inata
(Chen e Wei, 2017), especialmente em criangas (Dovey et al., 2008). Consequentemente, é
necessario, em primeiro lugar, desenvolver a educacgao nutricional, avaliar as preferéncias
do consumidor e introduzir as flores como alimento comum na populagdo em geral. Por
outro lado, a constante procura de recursos naturais benéficos a satde tem ganho énfase
e interesse, concretamente no estudo qualitativo e quantitativo dos compostos bioativos
das plantas/flores. Esses compostos possuem grande apelo comercial devido, ndo so6, a

sua acgéo biolégica, como também na sua utilizacdo para o desenvolvimento de alimentos
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funcionais e também para se tornar uma alternativa como aditivos sintéticos (corantes,
aromatizantes,antioxidantes e conservantes) (Vinha et al., 2020).

Atualmente ainda existe uma escassez de informagédo sobre a caracterizagédo
nutricional, e quimica das diferentes flores ediveis. Por esses motivos, este trabalho
experimentalteve como objetivo estudar oteor de compostos ndo-nutrientes, nomeadamente,
fendlicos totais, flavonoides totais e carotenoides totais, de diferentes flores cultivadas para
consumo: caléndula (Calendula officinalis L.), camélia (Camellia japonica L.) e rosa (Rosa
canina L.), bem como avaliar a atividade antioxidante das mesmas.

21 CARACTERIZACAO DAS ESPECIES

2.1 Calendula officinalis L.

Calendula officinalis L. (Figura 1), comumente conhecida em Portugal como
maravilha, caléndula ou boas-noites, € uma planta do género Calendula pertencente a
familia Asteraceae. O género inclui 25 espécies (Baciu et al., 2010) e é nativa da regidao
do Mediterréneo. Esta espécie caracteriza-se como uma planta herbacea aromatica anual
ou binual, cuja flor apresenta capitulos florais largos, com 3 a 5 cm de diametro, e cuja cor
varia entre o amarelo e o laranja.

Hoje em dia é muito cultivada em todo o Mundo, em zonas temperadas, adaptando-
se com facilidade a diferentes temperaturas e apresentando como mais valia o facto de

florescer durante todo o ano.

Figura 1: llustragdo da caléndula (Calendula officinalis L.).

Relativamente aos compostos bioativos presentes na C. officinalis, destacam-se os
que apresentam atividade antioxidante, tais como tocoferois (vitamina E) (Soltani et al.,
2012), compostos fendlicos e carotenoides (Tung et al., 2019), que podem ser utilizados
como ingredientes funcionais, contra as doengas cronicas formadas a partir do stresse
oxidativo. Estudos farmacolégicos realizados com extratos metandlicos, hidroalcodlicos e
aquosos de caléndula tém comprovado muitas das suas propriedades bioldgicas, incluindo
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propriedades cicatrizantes (Olennikov et al., 2017; Sabir et al., 2015), antimicrobianas (Tung
et al., 2019; Efstratiou et al., 2012), anti-inflamatorias (Jan et al., 2017), neuroprotetoras
(Alsaraf et al., 2019), gastroprotetoras (Olennikov et al., 2017), hepatoprotetoras (Tung
et al., 2019), antidiabéticas (Tung et al., 2019), quimioprotetoras (Jan et al., 2017) e
cardioprotetoras (Verma et al., 2018).

2.2 Camellia japonica L.

Camellia € um género de plantas da familia Theaceae, que abrange mais de 200
espécies (Ming et al., 2007), entre elas, a Camellia japonica (Figura 2), conhecida como
camélia, cameleira ou japoneira. O género é nativo do continente asiatico, sendo que a C.
japonica esta amplamente distribuida no Japéo e Coreia (Piao et al., 2011). Esta espécie
caracteriza-se por um arbusto perene de folhas largas, cujas flores podem apresentar
varias cores, sendo que as principais sdo vermelho, branco e bicolores (Lee et al., 2011).

Figura 2: llustracdo da camélia japénica (Camellia japonica L.).

Na medicina tradicional oriental, as flores da C. japonica sao usadas no tratamento
de vomitos, bem como agente digestivo, anti-inflamatério e ténico (Fujimoto et al., 2012).
Atualmente o seu uso é comum, uma vez que as flores e as folhas sao utilizadas em
infusdes, enquanto das sementes sdo extraidos 6leos usados na cosmética (Shin et al.,
2016).

Como compostos bioativos presentes nas flores desta espécie, ja foram identificados
triterpenos, flavonoides e compostos fendlicos (Saenjum et al., 2020). Quanto as atividades
biolégicas da flor da C. japonica, varios estudos demonstraram atividades antimicrobianas
(Moon e Kim, 2018), antioxidantes (Saenjum et al., 2020; Marstrand e Campbell-Tofte,
2015), cicatrizantes (Hu e Yang, 2018) e gastroprotetoras (Saenjum et al., 2020).

2.3 Rosa canina L.

O género Rosa abrange mais de 100 espécies, espalhadas pela Europa, Asia,
Médio Oriente e América do Norte (Ercisli, 2005). Este género, pertencente a familia das
Rosaceae, inclui a Rosa canina L. (Figura 3), vulgarmente conhecida em Portugal como

rosa-brava, rosa canina ou rosa-de-cao.
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A rosa canina € um arbusto vivaz, que pode atingir os 3,5 metros de altura, e cujas
flores apresentam pétalas de cor branca ou rosa palido (Ercisli, 2005). Esta espécie produz
pseudofrutos vermelhos, também denominados cinérrodos (Demir et al., 2014).

Figura 3: llustragéo da rosa canina (Rosa canina L.).

Os seus pseudofrutos ediveis sdo tradicionalmente utilizados na culinaria, no fabrico
de sumos, vinho, compotas, geleias e infusdes (Daneshfar et al., 2018) e no tratamento
de varias doencas inflamatérias e dor crénica (artrite, reumatismo, gota e dor ciatica)
(Demir et al., 2014; Roman et al., 2013; Barros et al., 2011). Muitas vezes, sdo também
utilizados como agentes diuréticos, na prevencédo da inflamacdo da mucosa gastrica ou
como laxantes (Polumackanycz et al., 2020). Esta espécie vegetal é reconhecida pelos
seus elevados teores de acido ascérbico (vitamina C) e compostos fendlicos, reconhecidos
pelo seu potencial antioxidante (Cunja et al., 2015; Demir et al., 2014, Tumbas et al., 2012).

A espécie R. canina € bastante conhecida pelo seu conteddo em compostos
fendlicos (Koczka et al., 2018). Estudos efetuados com sementes, folhas e frutos desta
espécie botanica tém comprovado muitas das suas atividades biol6gicas (Polumackanycz
et al., 2020; Marstrand e Campbell-Tofte, 2016). No caso especifico das pétalas, estas
foram ainda pouco estudadas, no entanto, foram ja descritas propriedades antimicrobianas
e anti-inflamatérias, ambas diretamente relacionadas com a presenga de compostos
bioativos (Polumackanycz et al., 2020; Nybom e Werlemark, 2017; Lattanzio et al., 2011).
Tendo em conta que todas as atividades biolégicas estdo diretamente relacionadas com
a presenca de compostos ndo nutrientes (compostos bioativos) na planta, e que estes
se encontram distribuidos uniformemente na mesma, prossupde-se que 0s compostos
bioativos identificados nas sementes, folhas e frutos estejam igualmente presentes nas
pétalas da R. canina.
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31 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparacao das amostras

Os estudos nas plantas medicinais tém vindo a aumentar, ndo somente no isolamento
de principios ativos, como também na caracterizagdo de novos compostos com atividade
terapéutica e propriedades nutracéuticas, importantes para futuras utilizagdes nas industrias
alimentares, bem como em cosmetologia e farmacologia. Com base nestas informacoes,
este estudo que se apresenta pretende avaliar a aplicabilidade das pétalas de de Calendula
officinalis, Camellia japonica e Rosa canina com vista a novas aplicagdes. Face ao exposto,
as pétalas destas espécies botanicas foram adquiridas secas na empresa certificada de
venda de produtos naturais online “Circulo Bio”. Inicialmente, as pétalas foram trituradas
e homogeneizadas durante 30 a 60 segundos, utilizando um moinho Grindomix GM 200
(Retsch, Haan, Alemanha), a 2000 rpm. De seguida, foram acondicionadas em frascos de
amostragem de pléastico opaco, protegidas da luz e mantidas a temperatura ambiente até

serem analisadas (~ 2 semanas ap0s rececao).

3.2 Determinacéo do teor de carotenoides totais

Foram pesadas 5 g de cada amostra, adicionando-se-lhe 40 mL de acetona pura.
Apos agitagcdo constante durante 15 minutos ao abrigo da luz, filtrou-se sob vacuo,
adicionando-se, posteriormente ao filtrado 30 mL de éter de petrdleo, com agitacdo. A
solucdo resultante foi transferida para uma ampola de decantacao, realizando-se uma
lavagem com 3 x 50 mL de 4gua desionizada. A quantificagéo dos carotenoides, obtidos na
fase organica, e cujo volume foi medido rigorosamente, foi realizada por espectrofotometria
de UV/Vis, a um comprimento de onda de 450 nm, usando éter de petréleo como branco,
de acordo com a férmula abaixo representada (1), sendo E1 o coeficiente de extingdo molar
com o valor de 2592 mol'cm 'L (Almeida e Penteado, 1988).

Abs x Volume x 10°

ug de carotencides/'z amostra= o
100x E1™; , x Peso da amostra

(1)

3.3 Preparacao dos extratos

A avaliacdo dos compostos bioativos de natureza hidrossolavel (polifendis totais
e flavonoides totais), bem como da atividade antioxidante foi determinada em extratos
hidroalcodlicos, utilizando-se como solvente uma mistura agua:etanol (50:50). Prepararam-
se os extratos com 1 g de amostra e 50 mL de solvente. A extracao foi efetuada em placa de
aquecimento com agitacdo constante de 600 rpm (Variomag, Telemodul 40 CT, Alemanha),
durante 60 minutos, a 40 °C. Comparando com outros estudos efetuados com diferentes
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matrizes, verifica-se que estas condi¢cbes sdo das mais eficientes e sustentaveis para a
obtencdo de extratos, tal como descreve Costa et al. (2014). Seguidamente, os extratos
obtidos foram filtrados e congelados a -25 °C, para posterior analise. Todos os extratos
(trés de cada amostra), referentes as espécies estudadas, foram realizados em triplicado.

3.3.1 Fendlicos totais

Os compostos fenodlicos totais dos extratos foram determinados pelo método
espetrofotométrico, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (RFC). Segundo metodologia
previamente descrita por Vinha et al. (2015), colocaram-se num tubo de ensaio 500 pL de
extrato, branco ou padréo (solugdo de acido galhico 1000 ppm), aos quais se adicionaram
2,5 mL de RFC diluido em agua desionizada (1:10) e 2,0 mL de solugcéo de carbonato de
sodio (Na,CO,) 7,5% (m/v). Os extratos foram mantidos a 45 °C, durante 15 minutos, ao
abrigo da luz. Posteriormente, deixaram-se em repouso, a temperatura ambiente, durante
30 minutos. Foram efetuadas leituras das absorvéncias a 765 nm em leitor de microplacas
(BioTek Synergy HT, GENS5, EUA). Os resultados s@o expressos em equivalentes de 4cido
galhico (EAG) em mg EAG/g de amostra.

3.3.2 Flavonoides totais

A andlise para a quantificagdo dos flavonoides totais seguiu a metodologia
previamente descrita por Costa et al. (2014), com ligeiras modificagcdes. A absorvéncia
foi determinada a 510 nm e corresponde ao méaximo de absorgdo do complexo AICI,-
flavonoide formado. A catequina (EC) foi o padréo utilizado para a constru¢éo da curva de
calibracéo e respetiva quantificacao dos flavonoides totais. Foram misturados rapidamente
1 mL de cada extrato, 4 mL de 4gua desionizada e 300 pL de nitrito de sodio a 5% (m/v).
Apo6s uma homogeneizagéo de 5 minutos, adicionaram-se 300 L de AICI, a 10% (m/v).
Posteriormente, adicionaram-se 2 mL de solu¢do de hidroxido de sédio (1 mol/L) e 2,4 mL
de agua desionizada. A mistura resultante foi homogeneizada em voértex, imediatamente
antes de proceder a leitura da absorvéncia num espectrofotdmetro UV/Vis (Thermo,
Genesys 10S UV-Vis, China). Os resultados, obtidos em triplicado, foram expressos em
equivalentes de catequina (mg EC/g de amostra).

3.4 Atividade antioxidante

Os compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que, quando
presentes em pequenas concentracées em relagcdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de
retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidacao do substrato (Niki, 2010).

3.4.1 Inibic&o do radical livre DPPH-

O método usado para a determinagédo da capacidade de neutralizagdo do radical
DPPH mede a captacédo deste radical através da diminuicdo da absorvéncia, medida a

Dinamismo e Clareza no Planejamento em Ciéncias da Saude 4 Capitulo 16




525 nm, que resulta da redugdo de um antioxidante (AH) ou de uma reacéo com radicais
livres. A metodologia consistiu em adicionar 20 L de cada extrato hidroalcodlico a 280 pL
de solucéo etandlica de DPPH' (6,0 x 10 mol/L), preparada no préprio dia, e efetuar as
leituras a 525 nm em leitor de microplacas (BioTek Synergy HT, GENS5, EUA) (Vinha et al.,
2015). O decréscimo de DPPH-" foi determinado de 2 em 2 minutos, até a reagéo estabilizar,
contabilizando-se 30 minutos no total. Os resultados sdo expressos em % de inibigéo. A
percentagem de inibicdo do radical DPPH?- foi calculada mediante a seguinte equagéo: % |
= [(Appp—As)/Apep,]X100, sendo A  a absorvéncia da solugéo amostra e A a absorvéncia
da solucéo de DPPH'.

3.5 Anadlise estatistica

DPPH

Para o tratamento e anélise dos dados utilizou-se o software IBM® SPSS Statistics
versao 23.0 para Windows. Os resultados dos compostos bioativos foram apresentados
na forma de média + desvio-padrdo, por apresentarem comportamento aproximadamente
normal (aproximadamente simétricas e com achatamento mesocurtico). A diferenga entre
valores médios dos compostos fendlicos totais, flavonoides totais e carotenoides totais,
e da atividade antioxidante nas trés amostras, foi avaliada através de ANOVA e, apos
detecao de diferencas significativas, estas foram identificadas com o teste de comparacéo
a posteriori de diferencas minimas significativas (LSD). A relagdo entre concentracao de
fendlicos totais, flavonoides totais e carotenoides totais com a atividade antioxidante foi
avaliada através do coeficiente de correlagdo de Spearman. Diferengas significativas foram
definidas para p < 0,05.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os radicais livres (espécias reativas de oxigénio e de azoto) sdo moléculas
produzidas continuamente durante os processos fisiolégicos a partir de modificacoes
quimicas de proteinas, lipidos, hidratos de carbono e acido desoxirribonucleico (ADN), e
atuam como mediadores para a transferéncia de eletrbes em varias reacbes bioquimicas.
As fontes principais de radicais livres sdo as organelas citoplasmaticas que metabolizam
0 oxigénio, nitrogénio e o cloro, gerando grande quantidade de metabdlitos e resultam em
uma variedade de consequéncias bioldgicas negativas Os compostos bioativos analisados
nas pétalas secas dos trés géneros florais foram os compostos fenélicos (fendlicos totais),
flavonoides totais e carotenoides, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 1.
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*

Calendula officinalis ~ Camellia japonica  Rosa canina p

Fendlicos totais

a c b
o EAGYG) 13,7 £0,1 0,40 = 0,01 1,86£0,02°  <0,001
Flavonoides totais 35,4 +0,3° 35,0 +0,5° 945+06°  <0,001
(mg EC/g)
Carotenoides totais 15,6 +0,3° 0,16 £ 0,02° 11£03  <0,001

(bg/9)

* ANOVA; abe | etras diferentes em cada linha/composto indicam diferencas significativas nas
amostras de pétalas, de acordo com o teste de comparacgéo a posteriori de diferencas minimas
significativas (LSD).

Tabela 1. Conteudo em compostos bioativos presentes nas pétalas das flores ediveis em
estudo.

Através da anélise dos resultados, verificam-se diferencas significativas entre as
pétalas das trés flores estudadas, no que diz respeito aos fendlicos totais, com variagcoes
entre 0,40 e 13,7 mg EAG/g. C. officinalis apresentou um elevado teor de fenoélicos totais
(13,7 mg EAG/g), comparativamente a R. canina e C. japonica (1,86 e 0,40 mg EAG/g,
respetivamente). Em relagcéo aos flavonoides totais, R. canina apresentou o maior contetdo
(94,5 mg EC/g), enquanto C. japonica e C. officinalis apresentaram valores muito idénticos
(35,0 mg EC/g e 35,4 mg EC/g, respetivamente). Quanto ao teor em carotenoides totais,
também se observam grandes diferengas, detetadas como significativas (p < 0,05) entre as
trés amostras. Os resultados sdo apresentados em ordem decrescente: C. officinalis (15,6
ug/g) > R. canina (1,1 ug/g) > C. japonica (0,16 ug/g). Tendo em conta a tonalidade das
pétalas da C. officinalis (laranja), era expectavel que esta amostra apresentasse 0 maior
teor em carotenoides.

O ensaio de reducédo do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH-) tem sido
amplamente utilizado como método quimico para investigar o potencial antioxidante de
produtos naturais, particularmente em extratos de plantas medicinais. Os resultados da
andlise da atividade antioxidante nas trés flores encontram-se representados na Figura 4,
expressos em % de inibi¢cdo do radical DPPH..
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Figura 4. Atividade antioxidante (% de inibicao do radical DPPH-) média obtida nas trés flores
estudadas. Barra de erro corresponde ao desvio padrao.

De acordo com a Figura 4, a C. officinalis foi a que apresentou maior atividade
antioxidante (78,0%), seguida da R. canina (64,5%) e C. japonica (38,3%) (ANOVA, p
<0,001), respetivamente.

Tendo em conta que os compostos bioativos estudados contribuem para a atividade
antioxidante, e dado que as trés amostras ndo apresentaram um comportamento idéntico
face ao conteldo em compostos bioativos, foi estudada a correlagéo entre cada composto
e a sua atividade antioxidante, através do coeficiente de correlagcdo de Spearman (Tabela
2).

rg p
Fenodlicos totais vs. DPPH 0,917 0,001
Flavonoides totais vs. DPPH' 0,267 0,488
Carotenoides totais vs. DPPH' 0,900 0,001

Tabela 2. Valores obtidos pela andlise estatistica da correlacdo (rS, coeficiente de correlagao
de Spearman) entre os compostos bioativos e a atividade antioxidante (% de inibicéo do radical
DPPH-).

Os fendlicos totais e os carotenoides totais revelaram uma correlagdo positiva

muito boa com a atividade antioxidante ((ry = 0,917 (p=0,001) e ry = 0,900 (p=0,001),
respetivamente). Por outro lado, contrariamente ao expectavel, os flavonoides totais ndo
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apresentaram correlagdo com a atividade antioxidante, com base nos valores de coeficiente
de correlagéo baixos e n&o significativos ((rg = 0,267 (p=0,488)). Estes resultados sugerem
que, quanto maior o teor em fenolicos totais ou em carotenoides totais, maior a percentagem
de inibi¢cdo do radical DPPH', ou seja, maior a atividade antioxidante, conforme representa

a Figura 5.
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Figura 5. Correlagéo entre a atividade antioxidante (% inibicao do radical DPPH-) e os
compostos fenodlicos (A), flavonoides (B) e carotenoides (C).

Relativamente ao teor de compostos bioativos encontrados na C. officinalis, os
resultados n&o estdo de acordo com outros estudos publicados. Por exemplo, Velickovic et
al. (2014), usando extratos hidroalcodlicos, obtiveram teores de fendlicos totais superiores
e inferiores de flavonoides totais (29,79 mg/g e 0,17 mg/g, respetivamente). A atividade
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antioxidante obtida foi superior (96,85%) e, tal como no presente estudo, os autores
encontraram uma forte correlacdo entre o conteddo em fendlicos totais e a atividade
antioxidante. Sabir et al. (2015) também relataram teores de fenoélicos totais superiores e
flavonoides totais mais baixos (72,91 mg/g e 15,2 mg/g, respetivamente), contudo estes
valores dizem respeito a extratos aquosos. Quanto a atividade antioxidante, estes autores
obtiveram percentagens de inibicdo do radical DPPH inferiores a 56% (em diferentes
concentracbes de DPPH). No presente estudo, C. officinalis apresentou uma atividade
antioxidante superior (78,0%). No caso de Petrova et al. (2016), os teores de fendlicos
totais e flavonoides totais em extratos hidroalcoo6licos das pétalas foram bastante inferiores
(3,30 mg/g e 1,40 mg/g, respetivamente).

Em relagédo a C. japonica, os resultados obtidos, no que diz respeito a atividade
antioxidante, estdo em concordancia com o estudo de Piao et al. (2011). A atividade
antioxidante obtida pelos autores variou entre os 28% e 60%, em diferentes concentracoes
de extrato etandlico. No presente estudo, C. japonica apresentou 38,3% de atividade
antioxidante. Por outro lado, num estudo realizado com diferentes variedades de C.
japonica, Kanth et al. (2014) relataram teores de fendlicos totais entre 4,8 e 19,6 mg/g
e teores de flavonoides totais entre 4,5 e 16,1 mg/g, de acordo com a cor das pétalas.
Estes resultados, em comparag¢do com o presente estudo, demonstram que o contetdo em
fendlicos totais é superior, enquanto o contetdo em flavonoides totais é bastante inferior,
facto que esta diretamente associado a tonalidade das pétalas desta espécie botanica que
pode variar entre branco e vermelho. As pétalas estudadas neste trabalho apresentavam
uma tonalidade rosa claro.

Quanto ao conteudo em compostos bioativos presentes na R. canina, os resultados
nao estao de acordo com Barros et al. (2011) e Cunja et al. (2015). Estes autores apresentam
resultados bastantes superiores aos encontrados neste estudo (270,28 mg/g e 310 mg/g,
respetivamente), ndo acontecendo o mesmo em relagéo ao contetdo de flavonoides totais,
que foram mais baixos (18,41 mg/g). Estas diferengas podem ser explicadas pelo facto de
terem usado extratos metandlicos das pétalas, sabendo-se que a natureza do solvente
extrator influencia significativamente o rendimento da extragdo. Os carotenoides foram
também estudados, contudo, apenas o licopeno e clorofilas foram quantificados, tendo os
autores relatado elevadas concentrag6es dos mesmos (Barros et al., 2011).

Devido a escassez de estudos com pétalas de R. canina, os resultados experimentais
foram também comparados com as folhas e frutos desta espécie. Em relacdo as folhas,
Ghazghazi et al. (2010) relataram teores de fendlicos totais superiores (5,42-9,21 mg/g) e
teores de flavonoides totais bastante inferiores (0,11-0,44 mg/g) as pétalas, tendo extraido
o material vegetal seco com hexano, seguido de diclorometano e metanol. Quanto aos
carotenoides, estes autores apenas quantificaram o licopeno e (3-caroteno. Relativamente a

extratos aquosos dos frutos, Demir et al. (2014) obtiveram um maior contetudo de fenélicos
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totais (31,08 mg/g) e um teor mais baixo de flavonoides totais de solu¢des hidroalcodlicas
(9,48 mg/g).

As diferencas observadas face ao teor de compostos bioativos entre o presente
estudo e os estudos supracitados podem ser essencialmente devidas as condi¢des edafo-
climéaticas e aos métodos analiticos adotados, nomeadamente, a escolha dos solventes
para a preparagdo de extratos. Contudo, os extratos hidroalcoélicos das pétalas das trés
espécies botanicas apresentam um quantidade de compostos polifendlicos consideravel,
exibindo atividade antioxidante. Os compostos fenolicos exercem maior relagdo com a
atividade antioxidante, pois incluem diferentes grupos de metabolitos secundarios (acidos
fendlicos, proantocianidinas, cumarinas, quinonas, entre outros). Existem correlagbes

significativas da atividade antioxidante com o contetdo de fendis e flavonoides.

5] CONCLUSAO

No presente trabalho experimental, foi reconhecida a presenca de compostos
bioativos e atividade antioxidante nas pétalas de C. officinalis, C. japonica e R. canina. De
um modo geral, as determinacdes efetuadas demonstraram que C. officinalis apresentou
o maior teor em fendlicos totais e carotenoides e, consequentemente, maior atividade
antioxidante. Por outro lado, R. canina foi a espécie floral mais rica em flavonoides totais.
C. japonica apresentou o menor conteudo em todos os compostos bioativos estudados,
assim como menor atividade antioxidante.

De acordo com estes resultados, os efeitos bioldgicos dos compostos bioativos
quantificados neste estudo tém o potencial de promover a saude, se as pétalas forem
incorporadas diretamente na alimentacéo. E importante ter em conta que as propriedades
dos compostos bioativos dependem da quantidade ingerida e da sua biodisponibilidade.
Torna-se assim interessante mostrar o potencial destes géneros florais, na perspetiva de os
integrar mais habitualmente na dieta alimentar, bem como em suplementos alimentares ou

produtos farmacéuticos, sendo, no entanto, necessario realizar mais estudos.
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