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Resumo

O reino vegetal ¢, atualmente, uma fonte de grande diversidade de compostos bioativos
com aplicacdo medicinal e farmacéutica. Nas Ultimas décadas tem-se verificado um
ressurgimento do interesse na medicina popular e de como essa pratica se pode conciliar
com a medicina tradicional. Por outro lado, a procura de matérias naturais ediveis, com
propriedades funcionais e de melhoramento ao organismo humano tem vindo a

aumentar nas industrias alimentares.

A producdo de plantas aromaticas e medicinais, embora tenha um peso reduzido
comparado com outros setores agricolas nacionais, apresenta um crescimento notavel
nas Ultimas décadas, capetando novos produtores para esta atividade. Por outro lado, a
procura e utilizacdo das plantas aromaticas deixou de ser exclusiva para ornamentacao
ou uso culinario mas também, como forma de tratamento e prevencdo de muitas

doencas cronicas.

A composi¢do quimica da Calendula officinalis L. tem sido amplamente descrita e
associada a propriedades anti-inflamatorias, anti-espasmaodicas, emenagogas, colagogas,
sedativas, sudoricas, vulnerarias e bactericidas. Indmeros usos medicinais e
farmacéuticos sdo vinculados a caléndula, conjugados ao uso interno e externo, em
diferentes formas de preparo, desde o seu consumo in natura como em infusao,

decoccdo, tinturas, extratos, pomadas, entre outros.

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo nutricional e quimica dos
compostos extrataveis da folha de caléndula e posterior integracdo das mesmas numa

massa fresca, de forma a desenvolver um novo alimento funcional.

Foi realizada a composicdo nutricional das folhas de caléndula, da massa fresca e da
massa enriquecida com folhas de caléndula, através dos teores de humidade, cinzas,
gordura, proteinas e hidratos de carbono. Para a quantificacdo dos fitoquimicos com
propriedades bioativas, foram estudados os teores de fendlicos totais, flavonoides,

antocianidinas e carotenoides.

De forma a avaliar o grau de aceitacdo deste novo genero alimenticio, as amostras
(massa fresca e massa fresca enriquecida com folhas de caléndula) foram submetidas a
uma andlise sensorial, recorrendo a um painel de consumidores ndo treinado, onde

foram avaliados trés parametros organoléticos importantes: aparéncia, aroma e sabor.



Através dos resultados obtidos da composi¢cdo centesimal, verificou-se a que massa
enriquecida com folhas de caléndula apresentou baixo teor de gordura e um alto teor
proteico, mostrando que este novo género alimenticio poderd ser uma mais-valia na
dieta alimentar. Em relacdo aos compostos bioativos contatou-se a existéncia de
compostos fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas em todas as amostras
estudadas, onde se destaca a massa enriquecida com caléndula com elevado contetdo de
compostos biativos, demonstrando ser um alimento com poderoso potencial
antioxidante. O mesmo se verificou com o0s carotendides na massa enriquecida com

caléndula.

Apbs a analise quantitativa de resultados do inquérito efetuado, a 67 pessoas
aleatoriamente, foi possivel concluir que os inquiridos demonstraram estar recetiveis ao

novo produto alimentar, chegando até aceitar a sua compra.

Palavras-chave: Calendula officinalis L.; Composicdo nutricional; Fitoquimicos;

Alimento funcional.



Abstract

The plant kingdom is currently a source of great diversity of bioactive compounds with
medicinal and pharmaceutical application. In recent decades there has been a resurgence
of interest in folk medicine and how this practice can be reconciled with the traditional
one. On the other hand, the demand for edible natural materials with functional and

improving properties to the human body is increasing in the food industry.

The production of aromatic and medicinal plants, although it has low weight compared
to other national agricultural sectors, presents a remarkable growth attracting new
manufactures to this activity. On the other hand, the demand and use of aromatic plants,
ceased to be exclusive in the ornamental or kitchen use and started to be used as a

treatment and prevention of many diseases as well.

The chemical composition of Calendula officinalis L. has been widely described and
associated to anti-inflammatory, antispasmodic, emmenagogue, bile duct, sedative,
diaphoretic vulneraries and bactericides. Numerous medicinal and pharmaceutical uses
are linked to calendula, combined with internal and external use, in different preparation
methods, from its fresh consumption in nature as infusion, decoction, tinctures, extracts,

ointments, and others.

This study aimed the nutritional and chemical characterization of extractable
compounds of marigold leaves and the further integration of these leaves in a fresh
matter, in order to develop a functional food.

A nutritional composition of marigold leaves, fresh and enriched with marigold leaves
paste has been performed through the moisture contents, ashes, fat, protein and
carbohydrate. For the quantification of phytochemicals with bioactive properties, total

phenolic contents were studied as well as flavonoids, anthocyanin and carotenoids.

In order to assess the degree of acceptance of this new foodstuff samples (fresh and
fresh paste enriched with marigold leaves) a sensory analysis using a consumer panel
was submitted which three important organoleptic parameters were assessed on: aspect,

smell and flavour.



Through the results of the chemical composition, it was found that mass enriched with
marigold leaves showed low fat and high protein content, showing that this new
foodstuff may be an asset in the diet. In relation to bioactive compounds contacted the
existence of total phenolic compounds, total flavonoids and anthocyanins in all samples,
which includes the mass enriched with calendula with high content of compounds
bioativos, proving to be a food with powerful antioxidant potential. The same was true

with the carotenoids in the dough enriched with calendula.

After the quantitative analysis of survey results conducted in 67 random people, it was
concluded that the respondents proved to be recetiveis the new food product, coming to
accept your purchase.

Keywords: Calendula officinalis L.; Nutritional composition; Phytochemicals;

Functional food.
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Estudo da aplicabilidade de pétalas de Calendula officinalis L. em produtos alimentares enriquecidos

CAPITULO I. INTRODUCAO

As plantas constituem uma fonte de riqueza da flora de cada pais. A nivel mundial e
independentemente dos continentes onde estdo inseridas, 0 recurso as suas utilizacbes é
cada vez maior. A par da domesticacdo e da cultura das plantas para fins alimentares e
farmacéuticos, a constante procura das suas propriedades bioldgicas é um dos grandes
desafios das ultimas décadas.

Atualmente tem-se verificado um maior interesse por parte dos consumidores por
um estilo de vida mais saudavel, com uma alimentacdo mais equilibrada e diversificada,
no sentido de promover a salde (Menrad, 2003; Roberfroid, 2002). O aumento do
interesse dos consumidores ndo se limita a procura de alimentos saudaveis, como
também a uma maior diversidade de géneros alimenticios capazes de aumentar o bem-
estar fisico e mental e de forma a prevenir o aparecimento de doencas cronicas, como

cancro, diabetes e doencas cardiovasculares (Norum, 2005; Oliveira e Cardoso, 2010).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 70% a 80% da populagdo
mundial, nomeadamente nos paises mais desenvolvidos, recorrem a medicina ndo-
convencional, através da utilizacdo de plantas medicinais cujos efeitos terapéuticos sdo

ja reconhecidos (Lesniewicz et al., 2006).

Os estudos nas plantas medicinais tém vindo a aumentar, ndo somente no isolamento
de principios ativos, como também na caracterizacdo de novos compostos com atividade
terapéutica e propriedades nutracéuticas, importantes para futuras utilizacbes nas
indUstrias alimentares, bem como em cosmetologia e farmacologia (Kuppusamy et al.,
2014; Muley, 2009; Pandey et al., 2011).

A incorporacdo de plantas naturais em generos alimenticios é uma nova aposta da
indUstria alimentar, na elaboracdo de um novo conceito de alimentos, intitulados
alimentos funcionais, alimentos comuns, integrados na dieta, capazes de produzir

beneficios para saude (Moraes e Colla, 2006).

Prevé-se que até 2050 as necessidades alimentares mundiais venham a aumentar
significativamente devido ndo s6 ao aumento da populagdo mas também devido a
melhor e maior ingestdo alimentar. Para além da necessidade de aumentar a

produtividade agricola é necessario torna-la mais sustentavel. Assim, a continua procura
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de plantas naturais ediveis torna-se uma alternativa fundamentada no conceito de
sustentabilidade. A caléndula é um desses exemplos, uma vez que a mesma apresenta
propriedades medicinais reconhecidas, e a sua aplicacdo na industria alimentar como

ingrediente funcional traz beneficios para a populacdo em geral.

Calendula officinalis L. pertence a familia Asteraceae e é caracterizada como uma
planta herb&cea anual, nativa dos paises mediterranicos (Danielski et al., 2007),
reconhecida pelas inimeras propriedades terapéuticas, nomeadamente atividades anti-
inflamatéria (Khalid et al., 2010; Preethi et al., 2009; Singh et al., 2011),
antimicrobiana (Chakraborthy, 2008; Safdar et al., 2010), antioxidante (Babaee et al.,
2013; Butnariu e Coradini, 2012; Ukiya et al., 2006), antivirica (Gazim et al., 2008;
Tommasi et al., 1990) e cicatrizantes (Khalid et al., 2010; Ukiya et al., 2006).

As propriedades supracitadas estdo diretamente relacionadas diferentes grupos de
compostos quimicos, principalmente polifendis, tais como p-hidroxibenzoico, &cido
galhico, vanilico, salicilico, &cido siringico, &cido caféico, (Costa, 2009; Gong et al.,
2012), terpendides, alcaldides, saponinas, carotenoides e taninos (Duke, 1992; Neukirch
et al.,, 2004). Alguns estudos também citam os flavonoides (catequina, quercetina,
isoquercetina e rutina) (Vidal-Ollivier, 1989), as hidroxicumarinas (escopoletina,
umbeliferona e esculetina) e alguns polissacéridos hidrossoluveis (Wagner et al., 1984).

Com base nestas informacOes, este estudo que se apresenta pretende avaliar a
aplicabilidade das pétalas de Calendula officinalis L. em produtos alimentares
enriquecidos, mais concretamente na formulacdo de uma massa fresca, com o intuito de

criar um alimento funcional.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Babaee%20N%5Bauth%5D
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=De+Tommasi%2C+Nunziatina
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CAPITULO Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Calendula officinalis Linnaeus

Nas ultimas décadas, a procura de produtos naturais tem envolvido ndo s6 os
naturalistas, como também a comunidade cientifica e todos aqueles que procuram
estudar e divulgar os beneficios desses produtos. Esses, a cada dia, apresentam um
maior emprego, sendo utilizados na alimentacdo, na inddstria alimentar e farmacéutica,

na area da cosméticas, entre outros.

A Calendula officinalis L., nome que deriva da palavra latina “Calendae” que
significa “primeiro dia de cada més”, foi inicialmente descrita pelo sueco Carl Von
Linné, o qual a nomeou pelo bindbmio Calendula officinalis L. (Wulf e Maleeva, 1969;
Stuart, 1979). Atualmente € popularmente conhecida como maravilla (Gil et al., 2000),
em inglés como marigol (Mufioz, 1987) e em Portugal é conhecida como belas noites,
maravilha, bem-me-quer, caléndula hortense (Cunha et al., 2007). Noutros paises €
conhecida como ringelblume ou todtenblume (Alemanha), souci des jardins (Franca),
calendola, calendula, callandria, calenzola (Italia), galbinele (Roménia) e ringblomma
(Suécia) (Centeno, 2004; Muley, 2009).

O género Calendula inclui 25 espécies (Baciu et al., 2010), caracterizado por plantas
herbaceas aromaticas, mais ou menos pilosas e com uma altura variavel de 30 a 60 cm.
A flor apresenta capitulos florais largos com aproximadamente 4 cm de didmetro,
encontrada no alto de cada ramo, com coloragdo amarelo-alaranjada (British
Pharmacopeia, 1953), florescendo durante quase todo o0 ano. Embora seja uma planta
nativa da regido do Mediterraneo, atualmente é cultivada em todo o mundo (Danielski et
al., 2007). E uma planta que desenvolve-se a diferentes temperaturas, denotando uma
grande produtividade no inverno, uma vez que oferece resisténcia a geadas leves
(Montanari, 2000), no entanto, em temperaturas noturnas elevadas ocorre uma
diminuicdo do tamanho das suas flores (Correa et al., 1994). O fruto € um aquénio
curvo de forma irregular, que apresenta espinhos na face exterior. As flores e as folhas
tém um sabor amargo caracteristico, com odor fraco e aromatizado (Centeno, 2004;
WHO, 2002).

Embora seja considerada uma planta europeia, existem registos sobre as varias

origens da caléndula, nomeadamente no Egito (Luz et al., 2001), Europa central, leste e
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sul (WHO, 2002), llhas Canéarias e naturalmente na regido do Mediterraneo (Lorenzi e
Matos, 2008). Atualmente esta planta & considerada cosmopolita uma vez que é

cultivada em diferentes partes do mundo (Bertoni et al., 2006; Cromack e Smith, 1996)

As folhas e as pétalas da caléndula séo ediveis, sendo as pétalas adicionadas a pratos
como guarnicdo em substituicdo de condimentos, como por exemplo, o acafrdo. As
folhas sdo geralmente amargas e também podem ser utilizadas como condimentos,
principalmente em saladas (Baciu et al., 2010; Correa et al., 1994). Os caules, embora
em menor escala também sdo utilizados como condimento e temperos de alimentos na
indUstria alimentar (Luz et al., 2001). Embora todas as partes da planta sejam utilizadas,
a flor é a parte mais estudada (Hamburger, 2003). O seu uso também se estende ao
campo da indastria farmacéutica e da cosmética uma vez que esta flor € utilizada

habitualmente como planta medicinal.

2.1.1. Classificacao cientifica

Segundo CRONQUIIST (1988) a caléndula é cientificamente categorizada como:

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Asteridae
Ordem: Asterales
Familia: Astearaceae
Subfamilia Asteroideae

Tribo: Calenduleae

Género: Calendula

Figura 1: Calendula officinalis L.

Espécie: Calendula officinalis L.
Nome binomial: Calendula officinalis L.

Nome comum: Maravilha, Bem-me-quer, Caléndula


http://www.cultivando.com.br/consulta_plantas_medicinais.html

Estudo da aplicabilidade de pétalas de Calendula officinalis L. em produtos alimentares enriquecidos

2.1.2. Composic¢do quimica

Os fitoquimicos (do grego phyto, que significa planta) diferem dos nutrientes por
ndo apresentarem valor nutricional, sendo alguns desses compostos utilizados ha
séculos como principios ativos em medicamentos. Exercem fungdes antioxidantes,
protegendo as células do dano oxidativo exercido pelos radicais livres e, por esse
mesmo motivo, designados correntemente como compostos antioxidantes, agentes
importantes na prevencdo de doencas e no aumento da defesa imunoldgica (Kanter,
1998).

Até a data ja foram identificados mais de 5000 fitoquimicos, no entanto, grande
parte destes compostos ainda estdo por identificar, sendo a sua caracterizagdo essencial

para a compreensao do seu contributo para a saude (Liu, 2003).

As plantas podem ser utilizadas diretamente na dieta alimentar e na promocao da
salde, aproveitando-se assim os efeitos cumulativos e sinergéticos de todos os
compostos bioativos presentes. As plantas contém varios antioxidantes, tais como
tocoferdis  (vitamina E), 4&cido ascorbico (vitamina C) e carotenoides
(predominantemente [(-caroteno e licopeno), que podem ser utilizados como
ingredientes funcionais, contra as doencas crénicas associadas com o stresse oxidativo.
Possuem também grandes quantidades de compostos fendlicos e flavonoides com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas reconhecidas (Ferreira et
al., 2009), no entanto, os efeitos dos compostos bioativos na salde dependem das
quantidades consumidas e da sua biodisponibilidade (Crozier et al., 2010; Duarte e
Farah, 2011; Ferreira e Abreu, 2007). Segundo diversos estudos, os alimentos
provenientes de plantas sdo fontes naturais ricas em compostos fendlicos que sdo
sintetizados como agentes protetores das mesmas (Crozier et al., 2010; Soares et al.,
2013; Vinha et al., 2014; Vinha et al., 2015). O interesse inicial pelo mecanismo e
biodisponibilidade destes compostos foi estimulado principalmente pela publicacdo de
estudos epidemiologicos que indicavam uma associagao entre a ingestdo de alimentos
ricos nesses compostos e a incidéncia de doencas cronicas, como cardiovasculares,
diabetes e cancro. Segundo Crozier et al. (2010) muitos compostos fendlicos exibem

elevada atividade antioxidante in vitro e in vivo.
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Por outro lado, a Organizacdo Mundial Saude considera que o consumo/uso de
nutracéuticos obtidos pelas plantas poderosos instrumentos para melhorar a qualidade

de vida, a manutencéo e longevidade (Ferreira et al., 2009).

Através da literatura consultada constatou-se que a Calendula officinallis apresenta
um amplo espetro de diferentes compostos quimicos que estdo, na maioria das vezes,

associados as diferentes a¢Oes farmacoldgicas que a planta apresenta.

2.1.2.1. Acidos fenélicos

Os é&cidos fenolicos inserem trés grupos principais de fitoquimicos, nomeadamente
os derivados do &cido benzdicos que sdo constituidos por sete atomos de carbono, sendo
estes 0s mais simples encontrados na natureza (Lianda, 2009), os derivados do acido
cindmico constituidos por nove atomos de carbono e por Gltimo as cumarinas que sdo
derivados do &cido cindmico por ciclizacdo da cadeia lateral dos &cidos o-cumarico,
embora raramente se incluam neste grupo e aparecam na maioria da bibliografia como
uma grupo separado de compostos fendlicos (Cunha e Campos, 2010). Kaisoon et al.
(2011) avaliaram 12 flores comestiveis, incluindo a caléndula, vulgarmente utilizadas
em saladas e chas. Os principais constituintes do extrato fen6lico foram acidos fendlicos
e flavonoides, responsaveis pelo aumento da capacidade de reducdo e da atividade
antioxidante. Os principais compostos fenolicos descritos na caléndula foram o 4cido
sinapico, acido cumarico, acido ferdlico, acido vanilico e &cido clorogénico. Os mesmos
autores referiram ainda que os extratos da caléndula foram capazes de suprimir a

proliferacdo de células carcinogénicas em humanos (Kaisoon et al., 2011).

2.1.2.2. Flavonoides

A distribuicdo de substancias ativas nas plantas pode ser relativamente irregular.
Alguns grupos de substancias estéo localizados preferencialmente em partes especificas
da planta. Os flavonoides, de uma maneira geral, estdo mais concentrados na parte aérea
da planta. Entre os constituintes quimicos potencialmente ativos da caléndula, entre os
qguais 0s compostos volateis, as saponinas, os flavonoides, os carotenoides, as

mucilagens e as resinas os flavondides sdo os compostos que desempenham o papel
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mais importante na atividade farmacoldgica das flores de caléndula, principalmente, a

rutina e a quercetina (Figura 2) (Martins et al., 2014).

Figura 2: Estrutras quimicas da rutina e quercetina, respetivamente.

Outros autores também descrevem a presenca de outros flavonoides, tais como
camferol, isorramnetina e narcisina (Fonseca et al., 2010; Re et al., 2009). Segundo
Yoshikawa et al. (2001) a acdo farmacoldgica do extrato das flores de caléndula esta
associada a sua atividade bactericida, fungistaticas, virucida e tricomicida (in vitro).
Essas acOes estdo relacionadas com a presenca de certos flavonoides, principalmente os
flavonois 3-O-glicdsidos, isoharmnetina 3-glucdsido, isoharmnetina 3-rutindsido,
quercetina 3-glucosido (isoquercetina) e quercetina 3- triglucésido. Na fitoquimica
realizada com as flores da planta, que é a parte mais utilizada e também a mais
estudada, foram encontrados muitos compostos quimicos, sobretudo das classes dos
flavonoides, terpenos e carotenoides (Valdéz e Garcia, 1999). Assim, os flavonoides
podem ser considerados os metabolitos secundarios mais importantes na atividade
farmacoldgica das flores de caléndula, os quais podem ser considerados como
marcadores quimicos de espécies para aferir a qualidade da matéria-prima (Bilia et al.,
2002).

2.1.2.3. Carotenoides

Carotenoides sdo pigmentos naturais lipossolUveis, amarelos, laranjas e vermelhos,
presentes em muitos vegetais. Nas plantas superiores estdo localizados em organelos
subcelulares (cloroplastos e cromoplastos). Nos cloroplastos encontram-se associados a
proteinas e sdo, normalmente, mascarados pela presenca de outros pigmentos

clorofilicos dominantes. Atuam como pigmentos fotoprotetores na fotossintese e como
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estabilizadores das membranas. Nos cromoplastos, eles s&o depositados na forma
cristalina (ex. tomates e cenouras) ou como goticulas de 6leo (ex. manga e paprica)
(Ferreira et al., 2007; Khoo et al., 2011; Kurz et al., 2008). Os carotenoides sdo
sintetizados principalmente por algas, plantas e microrganismos. O conteldo de
carotenoides nas espécies vegetais depende de diferentes fatores, entre os quais,
variedade genética, maturacdo, armazenamento pés-colheita e processamento (Capecka
et al., 2005).

Os tecidos das plantas comestiveis contém uma ampla variedade de carotenoides. Os
exemplos mais comuns s&o o tomate (licopeno), as cenouras (o ¢ B-caroteno), o milho
(luteina e zeaxantina), o pimento vermelho (capsantina). Outras fontes vegetais ricas em
carotenoides incluem a abdbora, pimentdo vermelho e amarelo, broculo e espinafre,
alface, aipo, macd, damasco, manga, ameixa, frutas vermelhas, melancia, laranja,

tangerina e nectarina.

A nivel da sua estrutura quimica, os carotenoides sdo compostos polisoprendides e
podem ser divididos em dois grandes grupos: 0s carotenos ou carotenoides
hidrocarbonos: compostos apenas de carbono e hidrogénio (ex. o e [B-caroteno e
licopeno) e as xantofilas: que sdo derivados oxigenados dos carotenos e contém pelo
menos uma funcdo hidroxi, ceto, epoxi, metoxi ou &cido carboxilico (ex. luteina,
zeaxantina e astaxantina) (Kurz et al., 2008). Alguns dos carotenoides apresentam a
estrutura ciclica 3-ionona em suas moléculas sendo, portanto, precursores de vitamina A
(o, B e y-caroteno e B-criptoxantina) (Damodaran et al., 2008; Kurz et al., 2008; Vinha
etal., 2014).

Muitas investigacGes tém sido realizadas para identificar e quantificar os teores de
carotenoides presentes na caléndula. De acordo com muitos estudos, a caléndula possui
uma elevada diversidade destes compostos (Sausserde e Kampuss, 2014). Bako et al.
(2002) estudou a composicdo de carotenoides presentes nas pétalas da caléndula e
descreveu 14 compostos: neoxantina, (9°Z)-neoxantina, violaxantina, luteoxantina,
auroxantina, (9°2)-violaxantina, flavoxantina, mutatoxantina, (9°Z)-anteraxantina,
luteina, (9/9°Z)-luteina, (13/13°Z)-luteina, a-caroteno e B-caroteno. J& Kishimoto et al.
(2005, 2009) descreveram mais carotenoides em pétalas de caléndula laranja. Estes
autores reportaram a existéncia de (8 R)-luteoxantina, luteina-5,6-epoxido,

flavoxantina, (8R/8 R)-auroxantina, (9 Z)-luteina-5,6-epoxido, (5°Z/9°Z)-rubixantina,
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(5"2)-rubixantina, &-caroteno, licopeno, y-caroteno, (5 Z)-y-caroteno, (5Z/9Z/5Z)-
licopeno.

O namero de carotenoides presentes nesta espécie botanica é sem duvida elevado, no
entanto, independentemente dos compostos e da sua concentracdo, é do conhecimento
geral que a sua presenca em espécies vegetais conferem beneficios para o metabolismo
humano, na prevencdo do cancro e da aterosclerose (estreitamento das paredes das

artérias coronarias) (Butnariu e Coradini, 2012; Stahl e Sies, 2005).

2.2. Usos Tradicionais

A cultura é um importante elemento que compde a identidade social e por ser
dindmica apresenta alteragdes constantes. Os processos de urbanizagdo e globalizagédo
ocasionam diversas transformacbes e mudancas de valores, contribuindo para que
ocorram alteragdes culturais, resultando, muitas vezes, na perda de elementos e
conhecimentos tradicionais importantes. O conhecimento tradicional pode ser entendido
como “o conjunto de saberes e saber-fazer a respeito do mundo natural e sobrenatural,

transmitido oralmente, de geragdo em geracao” (Azevedo et al., 2006).

Assume-se hoje que a maior parte dos produtos farmacéuticos foi desenvolvida a
partir dos recursos naturais. Segundo relatos histéricos, a Calendula officinalis L. j& era
muito usada como planta medicinal, corante téxtil e alimentar e em cosméticos na
Idade Média (Gazim et al., 2008; Hamzawy et al., 2013; Khare, 2007). J& no século
XVIII, estas flores eram usadas na medicina tradicional para tratar problemas hepaticos,

ictericia, sarampo e varicela (Page, 1998).

Com o passar do tempo, 0 seu uso ndo caiu em descrédito, uma vez que ainda hoje
tem sido aplicada no tratamento de inflamagcbes de Orgdos internos, Ulceras
gastrointestinais, cOlicas menstruais € como um diurético e sudorifico em convulsdes.
Sendo também usada para inflamacdes da mucosa oral e da faringe, feridas e
queimaduras (Yoshikawa et al., 2001). As flores secas sdo utilizadas como cicatrizantes,
antipiréticas e anti-tumores (UKkiya et al., 2006). A aplicagdo topica de infusdo de flores
¢ usada como antifangico e anti-séptico em feridas, hiperpigmentacdo cutanea e

conjuntivite (Rehecho et al., 2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta_medicinal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Corante
http://pt.wikipedia.org/wiki/Corante_alimentar
http://www.hindawi.com/19702821/
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2.3. Atividades bioldgicas da caléndula

Considera-se como planta medicinal, aquela planta consumida ou administrada, que
exerca algum tipo de acao farmacologica no Homem ou nos animais (Mehrabani et al.,
2011). Uma das carateristicas da fitoquimica é a caracterizacdo cientifica das espécies
vegetais com atividade farmacoldgica associada a sua composi¢do quimica. As plantas
aromaticas tém vindo a ser submetidas a varios e intensivos estudos quimicos e
farmacologicos, que deram a conhecer as suas atividades biologicas e 0s seus
constituintes responsaveis pelas mesmas (Cunha et al., 2007). Muitos estudos tém
confirmado Vvérias atividade bioldgicas a esta flor, alguns deles com aplicacdes futuras
na area da medicina (Khalid e Teixeira da Silva, 2012).

2.3.1. Atividade antioxidante

Os estudos farmacoldgicos realizados com extratos e fracdes de caléndula tém
comprovado muitas das propriedades descritas na medicina tradicional. Um estudo
realizado por Preethi et al. (2006) descreve a capacidade antioxidante elevada em
extratos etandlicos de C. officinalis, capazes de inibir a producao de radicais superéxido
e a peroxidacdo lipidica com valores de ICsy compreendidos entre 480 e 2000 mg/ mL.
Os mesmos autores, num estudo in vivo e através da ingestdo de doses de caléndula
entre 50-250 mg/kg durante um més, verificaram um aumento da atividade da catalase
(enzima intracelular, encontrada na maioria dos organismos, que decompde o peroxido
de hidrogénio), aumento da glutationa peroxidase (enzimas que removem espécies
reativas utilizando-as na oxidacdo de outros substratos). Cordova et al. (2002) avaliou a
atividade antioxidante de um extrato hidralcodlico de C. officinalis foi avaliada devido &
sua acdo antioxidante in vitro. A fracdo inibiu a producdo de radicais superoxido com
valores de ICso de 0,5 e 1,0 mg/ mL, respetivamente. A peroxidacdo lipidica em
microssomas hepaticos induzida por Fe*? foi totalmente inibida com o valor de IC mais
baixo (0,5 mg/ mL).

Ercetin et al. (2002), num estudo comparativo entre as espécies Calendula arvensis e
officinalis, verificaram maior atividade antioxidante frente ao radical DPPH® na C.
officinalis. O extrato metandlico de C. officinalis e de outras espécies vegetais foi

avaliado por Pratibha et al. (2012) tendo sido demonstrado um elevado poder
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antioxidante da caléndula. Independentemente dos métodos usados, todos 0s autores
supracitados atribuem elevada capacidade antioxidante as flores de caléndula.

2.3.2. Atividade antimicrobiana

Com base nos testes in vitro, os agentes antimicrobianos sdo classificados em
bactericidas ou bacteriostaticos. Os agentes bactericidas matam os microrganimos e sdo
mais eficazes durante a fase de crescimento logaritmico, uma vez que o aumento da
atividade metabdlica proporciona susceptibilidade maxima. Os agentes antimicrobianos
bacteriostaticos apenas previnem o crescimento bacteriano e sdo clinicamente menos
desejaveis. Os ensaios da atividade antimicrobiana sdo influenciados por um grande
namero de varidveis técnicas ou fatores que podem interferir significativamente no
estudo da atividade de agente antimicrobiano, incluindo a preparacdo e o tamanho do
indculo, a formulacdo do meio e seu pH, a duracdo e temperatura de incubacdo e o
critério utilizado para a verificacdo do resultado do ensaio. Para se obter maior rigor e
uniformidade nos testes de atividade, esses fatores devem ser muito controlados.

O estudo da C. officinalis tem vindo a aumentar devido a sua diversidade em
compostos ativos, 0s quais podem apresentar atividades bioldgicas importantes para
futuras aplicagcbes na agricultura, na industria alimentar e farmacéutica, através da
ativacdo dos mecanismos de defesa da planta e, consequentemente, na producdo de
metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana (Mazaro et al., 2013). Uns desses
metabolitos secundarios sdo as fitoalexinas, agentes antimicrobianos produzidos pela
caléndula como resposta a condi¢des de stresse fisico, quimico ou biolégico (Mazaro et
al., 2013).

No entanto, convem referir que o tipo de solvente extrator usado para a avaliacdo
das diferentes atividades biologicas da caléndula exerce bastante influéncia nas mesmas.
Existem muitos estudos que reportam atividade antimicrobiana, no entanto, os solventes
usados para a obtencdo dos extratos podem influenciar o crescimento ou até a inibicdo
de bactérias, virus, leveduras e fungos. Por exemplo, Cwikla et al. (2010) comprovaram
gue os extratos etandlicos de C. officinalis inibiam bactérias enteropatogénicas,
verificando-se inibicdo total contra Campylobacter jejuni. Segundo Efstratiou et al.

(2012), os extratos metanolicos e etanolicos de C. officinalis apresentaram similiaridade
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de acdo inibitoria contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, no entanto, os halos

de inibicdo foram superiores nos extratos metanolicos.

O efeito antimicrobiano dos microrganismos  Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Propionibacterium acnes, foi descrito por Nand et al.
(2012) e por Pratibha et al. (2012), através de extratos de caléndula obtidos através dos

solventes diclorometano, metanol e éter de petréleo.

Além de extratos preparados a partir das flores de C. officinalis, o 6leo essencial
também ja foi avaliado quanto a sua atividade antibacteriana e antifungica. Fit et al.
(2009) comprovou que o 6leo essencial extraido das pétalas de caléndula era eficaz
contra Staphylococcus aureus. Ja Gazim et al. (2008) mostraram atividade antiflngica
contra Candida parapsilosis, Candida glabrata, Rhodotorulla sp. Candida albicans,
Candida dubliniensis (ATCC 777), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida
tropicalis, Candida guilliermondii e Candida krusei (ATCC 6258). Soliman et al.
(2002) comprovaram atividade antifungica contra Aspergillus flavus, Aspergillus

parasiticus, Aspergillus ochraceus e Fusarium moniliforme.

2.3.3. Atividade anti-inflamatéria

O uso de extratos vegetais, principalmente na forma de infusdes é uma pratica
corrente para o tratamento de muitas patologias. A Calendula officinalis, principalmente
na forma de infusdo, é muito utilizada no tratamento de doencas de origem
inflamatdria. Alguns estudos reportam a atividade anti-inflamatéria nesta espécie
vegetal. Saini et al. (2012) relacionaram o teor de compostos bioativos com a atividade
anti-inlfamatoéria. Segundo os mesmos autores, a quercetina, um dos compostos
bioativos com maior expressdo na caléndula, exercia atividade anti-inflamtéria contra a
proliferacdo de fibroblastos gengivais. Preethi et al. (2009) e Sartori et al. (2003)
também relataram atividade anti-inflamatéria dos extratos etandlicos das pétalas de
caléndula. De facto, como fitoterapico esta indicada em casos de inflamacdo da pele e
da membrana mucosa, queimaduras suaves, escaras, processos inflamatérios em peles
sensiveis e delicadas. A nivel do metabolismo interno, também estéo reportados efeitos
terapéuticos contra processos inflamatdrios gastrointestinais (Basch et al., 2006;
Mehrabani et al., 2011; Preethi et al., 2009; Yoshikawa et al., 2001).
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2.3.4. Atividade antitumoral

Alguns constituintes quimicos da caléndula também estdo associados a atividade
tumoral (Elias et al., 1990). Jimenez-Medina et al. (2006) relataram que o extrato de
caléndula ativado por raios laser (LACE) inibe o crescimento in vitro de varias
linhagens de células tumorais, além disso, possui atividade antitumoral in vivo num
ensaio realizado em ratos. O extrato de caléndula induz a formagdo de vasos
sanguineos, resultado importante no processo de granulacdo (Schulz et al., 2002). Matic
et al. (2012) num estudo comparativo entre infusdes de caléndula e de camomila provou
que a atividade citotoxica em diversas linhagens de células tumorais hepéaticas era mais

pronunciada com a infuséo de caléndula.

Matysik et al. (2005) avaliaram o efeito de trés extratos diferentes de C. officinalis
(acetato de etilo, heptano e metanol) sobre diferentes linhagens celulares, incluindo
celulas de fibroblastos humanos e uma linhagem de cancro da mama humano (T47D).
Neste estudo ficou provado que o extrato de acetato de etilo era o Unico que estimula a
proliferacdo celular em concentragdes acima de 25 pg/ mL apresentando, no entanto,
toxicidade com concentragGes iguais ou superiores a 75 pg/ mL. Preethi et al. (2010)
também revelou que o extrato etandlico das flores de C. officinalis tinha capacidade de
reduzir metéstases de um melanoma como tumor primario. A administracdo simultanea
por sonda do extrato (250 mg/ Kg por 10 dias) a animais inoculados (células tumorais
C57BL/6) através da veia caudal, resultando numa reducdo dos nédulos pulmonares de

74% com um aumento da sobrevida de 43,3%.

2.3.5. Outras atividades

Com o decorrer dos anos, existem cada vez mais estudos farmacol6gicos sobre a
atividade de plantas medicinais e a Calendula officinalis ndo é excessdo. Outras
atividades estudadas e avaliadas em testes pré-clinicos envolvendo extratos de C.
officinalis incluem, propriedades cicatrizantes (Fronza et al., 2009; Madrid et al., 2010;
Nitz et al., 2006), neuroprotetoras (Shivasharan et al., 2012), gastroprotetoras
(Bucciarelli et al., 2007; Mehrabani et al., 2011), hepatoprotetoras (Ercetin et al., 2012;
Rusu et al., 2005), antidiabéticas (Chakraborthy et al., 2011; Kiage-Mokua et al.,
2012;), quimioprotetoras (Ozkol et al., 2012) e cardioprotetoras (Ray et al., 2010).
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2.4. Legislagdo aplicavel em plantas medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais tem vindo a aumentar nos paises europeus,
devido ao aumento da popularidade de produtos naturais e amigos do ambiente
(Schippmann et al., 2002).

A situagdo legal e a pratica da utilizacdo de ervas medicinais tradicionais varia de
pais para pais, tornando-se assim dificil a livre circulacdo destes produtos dentro da
Unido Europeia, dificultando a distin¢do entre utilizacdo medicinal e ndo medicinal de

alguns produtos e preparagdes derivadas de ervas (Silano, 2011).

A Directiva Europeia 2001/83/CE prevé que o marketing de cada produto de erva
medicinal necessita de uma autorizacdo para ser outorgada com base em resultados de
testes e experiéncias relativas a qualidade, seguranca e eficacia (Silano, 2011). Caso se
demonstre que os constituintes do produto medicinal tém uma utilizacdo medicinal com
eficdcia reconhecida, através de referéncias pormenorizadas a literatura cientifica
publicada ou pareceres de peritos que provem que o medicamento teve uma utilizacdo
terapéutica (pelo menos durante os 30 anos anteriores, sendo pelo menos 15 anos no
territério da Comunidade Europeia), e um nivel aceitavel de seguranca dentro do ambito
da Directiva 2001/83/EC, ndo serdo solicitados testes adicionais. Mesmo assim, uma
longa tradicdo ndo exclui a possibilidade de haver preocupacGes em relacdo a seguranca
do produto. A legislacdo sobre produtos derivados de ervas medicinais foi conciliada
pela Directiva 2004/24/EC.

O Comité de Produtos de Ervas Medicinais (Committee on Herbal Medicinal
Products) foi formado dentro da European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products, com o objetivo de estabelecer registos baseados na utilizacdo tradicional e/ou
evidéncias bibliograficas, para substancias tais como ervas e outros produtos naturais
utilizados na medicina tradicional (Bast et al., 2002; Silano, 2011). Este Comité ira
facilitar a exploragdo das muitas monografias sobre plantas medicinais selecionadas,
produzidas até ao momento pela WHO (World Health Organization) (Silano, 2011). A
sua finalidade é fornecer informacdes cientificas sobre a seguranca, eficacia e controlo
de qualidade das plantas medicinais amplamente usados, a fim de facilitar a sua
utilizacdo de forma adequada (WHO, 2002).

A Calendula officinalis L. encontra-se descrita neste documento, onde existe

informacédo sobre utilizagéo a partir da farmacopeia, a partir de sistemas tradicionais de
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medicina e informacgdo sobre uso na medicina tradicional. O documento apresenta
requisitos de autenticidade com vista a assegurar a qualidade da Calendula officinalis L.

que encontram-se discriminados na Tabela 1.

Tabela 1. Critério de autenticidade para Calendula officinalis L. e produtos derivados
(adaptado de WHO, 1999).

Critérios Valor
O teste para a Salmonella spp. deve ser negativo. Os limites
maximos aceitaveis de outros microorganismos sao: bactérias
aerdbicas - ndo mais de 107/g; fungos - ndo mais de 105/g;
. Escherichia coli—ndo mais de 102/g.
Latex x . . - . x .

. Preparacao para uso interno: baicterlas_aeroblcas - ndo mais de

'S 105/g ou mL; fungos - ndo mais de 104/g ou mL;

% Enterobacteria e certas bactérias Gram-negativa - ndo mais de

'g 103/g ou mL; Escherichia coli - 0/g ou mL.

5 O teste para a Salmonella spp. deve ser negativo. Os limites

S maximos aceitaveis de outros microrganismos sdo 0s que se
seguem.

Gel Para uso externo: bactérias aerobicas - ndo mais de 102/mL;

fungos - ndo mais de 102/mL; Enterobacteria e certas
bactérias Gram-negativa - ndo mais de 101/mL;
Staphylococcus spp. - 0/mL.

Cinzas totais N&ao mais de 10%.

Cinzas insollveis em &cido N&o mais de 2%.

Extratos solGveis em agua N&o menos de 20%.

Humidade N&o mais de 10%

A ser estabelecido de acordo com requisitos nacionais.
Normalmente, o limite de residuo maximo de aldrin e dieldrin
ndo é mais de 0,05 mg/kg.

Residuos de Pesticidas Para outros pesticidas, ver as linhas de orientagdo da WHO
sobre os meétodos de controlo de qualidade para plantas
medicinais e para a ingestdo alimentar de residuos

Niveis recomendados de chumbo e cAdmio ndo sdo superiores
Metais Pesados a 10 e 0,3 mg/kg, respetivamente, na forma final de dosagem
do material da planta.

Para a anélise do estroncio-90, iodo-131, césio-134 e plutonio
Residuos Radioactivos -239, ver as linhas de orientagdo da WHO sobre métodos de
controlo de qualidade para plantas medicinais.

Ensaios quimicos N&o contém menos de 0,4% de flavondides
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A Directiva Europeia 2001/83/EC permite que o0s produtos ndo medicinais derivados
de ervas que preencham os critérios da legislacdo alimentar, de serem regulados pela
legislacdo alimentar na Comunidade, fazendo com que os produtos derivados de ervas
possam ser comercializados na Europa, tanto como produtos medicinais como produtos
alimentares. Esta Directiva refere ainda que a publicidade, rotulagem e a bula devem
conter uma mencédo que refira que o produto é um medicamento tradicional & base de

plantas para utilizacdo nas indicac6es especificadas.

2.5. Alimento funcional

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepcao de alimentos, lancados
na década de 80, como objetivo de desenvolver alimentos saudaveis para uma

populacdo envelhecida e que apresentava uma grande expectativa de vida (Anjo, 2004).

O conceito de alimento funcional foi primeiramente caracterizado no Japdo, onde foi
implementada regulamentagdo para homologar determinados alimentos que
apresentassem estudos comprovativos dos seus beneficios para a saide, para além do
seu conteddo nutricional. Estes alimentos teriam de conter substancias que
desempenhassem um papel especifico nas func¢des fisioldgicas do organismo humano,
aumentando a defesa, prevencdo e recuperacdo do organismo (Oliveira e Cardoso,
2010).

Entre as vérias funcbes atribuidas aos alimentos funcionais, destaca-se o papel
antioxidante, que pode ser entendido como a propriedade que alguns alimentos tém de
prevenir determinadas doencas ou retardar processos degenerativos. Sdo varios 0S
nutrientes, presentes nos alimentos, que tém essa acdo no organismo, tais como as
vitaminas C e E, os carotenoides (precursores da vitamina A), as isoflavonas e 0s

flavonoides (Fang et al., 2002).

Entende-se como alimentos funcionais, todos os alimentos que consumidos na dieta
alimentar, possam promover beneficios fisioldgicos especificos, gracas a presenca de

ingredientes fisiologicamente ativos.

Sao muitas as instituicdes que reconhecem o valor de um alimento funcional face
aos efeitos positivos destes na saude humana. Uma dessas instituicdes é a Food and
Drug Administration (FDA), que considera as substancias especificas contidas nestes

produtos, responsaveis pela denominagédo de alimento funcional, podem contribuir para
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a proteccdo da salude no contexto de uma alimentacdo equilibrada (Ross, 2000), o
mesmo acontece com a American Dietetic Association (ADA) que também reconhece
os efeitos positivos destes produtos na saude humana (Hasler e Brown, 2009). Na
Europa, o International Life Sciences Institute (ILSI) considera que um alimento
funcional é todo aquele que interfere de forma positiva no estado de saude e de bem-
estar e ou no tratamento e prevencao de determinadas doengas (Madsen, 2007).

Mesmo sendo reconhecido o valor dos alimentos funcionais ainda ndo tém uma
definicdo estabelecida por lei, estes produtos sdo géneros alimenticios que podem ser

naturais (convencionais) ou modificados (Siro et al., 2008).

Em Dezembro de 2006, foi aprovado o Regulamento (CE) n.° 1924/2006 do
Parlamento Europeu e do Conselho face as alega¢fes nutricionais e de saude sobre 0s
alimentos, certificando o consumidor sobre a informacdo presente nos rétulos, e
permitindo uma concorréncia leal entre os diversos produtores de géneros alimenticios,
com regras claras e uniformes, protegendo assim a inovacao por parte das industrias

alimentares (European Food Information Council, 2015).

Mesmo com todos estes entraves, os alimentos funcionais tém vindo a aumentar de
popularidade junto dos consumidores. Estes comegam a ter uma maior sensibilidade as
consequéncias de uma alimentacdo descuidada e de um estilo de vida sedentério, que o0s
leva a obter problemas graves de saude, nomeadamente, obesidade infantil, diabetes,
problemas cardiacos, entre outras doencas (International Food Information Council,
2015).
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CAPITULO I11. OBJETIVOS

A sustentabilidade € um conceito bastante complexo e que se pode resumir na nogao
de desenvolvimento econémico e social, sem provocar grandes danos ao meio ambiente
e aos recursos naturais. O reaproveitamento dos recursos naturais € uma aposta de
futuro, pois tornou-se uma necessidade valorizar os residuos ou as materias-primas

pouco valorizadas.

Este trabalho teve como principal objetivo elaborar um novo género alimenticio,
partindo de uma massa fresca com a incorporacdo de pétalas de caléndula secas. Esta
flor foi considerada para este estudo face as propriedades bioldgicas que apresenta e,

acima de tudo, pelo facto de ser edivel.

Proceder-se-a, inicialmente, a caracterizacdo nutricional, através da determinagdo do
teor de humidade, cinzas, gordura total, proteina total e, por célculo indireto, o teor de

hidratos de carbono.

Seguir-se-a 0 estudo quantitativo do teor de compostos fitoquimicos. Serédo
determinados os teores de compostos fenolicos totais, flavonoides, antocianinas e

carotenoides (clorofila a, clorofila b, licopeno e -caroteno).

Posteriormente, apds analise nutricional e quimica da nova massa alimenticia com a
incorporacdo deste ingrediente funcional, sera realizada uma andlise sensorial,
recorrendo a uma escala heddnica de 9 pontos, com painel de provadores ndo treinados,
no sentido de avaliar a possibilidade/recetividade de integracao deste novo “alimento

funcional” na dieta alimentar.
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CAPITULO IV. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios laboratoriais decorreram nos laboratorios FP-ENAS (Unidade de
Investigacdo UFP em Energia, Ambiente e Saude), CEBIMED (Centro de Estudos em
Biomedicina), Fundagdo Fernando Pessoa.

4.1. Recolha e tratamento das amostras

As folhas de caléndula (Calendula officinalis L.) secas foram adquiridas
comercialmente. Para o estudo, foram realizadas 5 amostras: folhas secas de caléndula
(FCa), massa fresca controlo (MFC), massa cozida controlo (MCC), massa fresca com a
adicdo da folha de caléndula como ingrediente adicional (MFCa) e massa cozida com a

adicdo da folha de caléndula como ingrediente adicional (MCCa).

Figura 3: Imagem das amostras realizadas. 1. Folhas secas de caléndula trituradas

(FCa); 2. Massa fresca controlo (MFC); 3. Massa fresca com caléndula (MFCa).

As massas frescas foram elaboradas por um perito na area, mais concretamente, pelo
gerente do Ristorante Pizzeria “L’artista”, Sr. Casimiro Santos, que colaborou neste
projeto. ApoOs a cozedura das massas frescas, as amostras foram trituradas e congeladas

(-20 °C) para dar continuidade a todos 0s ensaios analiticos.
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4.2. Reagentes e equipamentos

4.2.1. Reagentes

Sulfato de sodio anidro (Merck, Darmstadt, Germany)

Eter de petréleo (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)
Acido sulfurico 96% (Absolve, Odivelas, Portugal)

Etanol absoluto (Fisher Chemical, Loughborough, U.K.)
Acido galhico (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)
Reagente Folin-Ciocalteau (Merck, Darmstadt, Germany)
Carbonato de sddio (Merck, Darmstadt, Germany)
Catequina (SIGMA Aldrich, Inc., St. Louis, U.S.A.)
Nitrito de sddio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)
Cloreto de aluminio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A))
Hidroxido de sodio (Merck, Darmstadt, Germany)

4.2.2. Equipamentos

Moinho (GM 200, RETSCH, Haan, Germany)

Balanca eletronica de determinacdo de humidade (Dhaus, modelo MB35 Halogen,
Switzerland)

Mufla (Labofuge 200, Heraeus Sepatech, Germany)

Dispositivo de extracdo em Soxhlet

Digestor (BUCHI KjelFlex K-360, Flawil, Switzerland)

Placa de agitacdo (VARIOMAG, TELEMODUL 40 CT, H+P Labortechnik, Germany)
Vortex (VWR INTERNATIONAL, Darmstadt, Germany)

Leitor de microplacas (BioTek Synergy HT, GENS5)

Espectrofotémetro UV/Vis (Thermo, Genesys 10S UV-Vis, China)

4.3. Analise nutricional

A escolha de uma alimentacéo adequada é uma preocupacdo cada vez maior, dada a
correlagdo que existe entre alimentacao e saude. O conhecimento do valor caldrico e das

propriedades nutricionais dos alimentos permitem ao consumidor selecionar os
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alimentos mais adequados a sua alimentacdo. A determinacdo do teor de cada nutriente
é essencial pois estad relacionado com a qualidade do alimento, bem como a sua

composicao quimica e estabilidade.

4.3.1. Determinacéo do teor de humidade

O teor de humidade das amostras foi determinado instrumentalmente, recorrendo a
uma balanga de determinagdo da humidade. Aproximadamente 1 g de amostra seca e
moida foi sujeita a um processo de secagem (£ 100 °C) até atingir um peso constante. A
analise foi efetuada em triplicado a cada uma das amostras e 0s resultados expressos em

percentagem (%).

Figura 4: Balanca de determinacdo de humidade.

4.3.2. Determinacéo do teor de cinzas

O teor de cinzas das amostras fora obtido por incineracdo de 1 g de amostra a 500
°C, em mufla de acordo com o método AOAC 950.153. A analise foi efetuada em
triplicado a cada uma das amostras e 0s resultados em estudo foram apresentados em

percentagem (%).

Figura 5: Mufla.
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4.3.3. Determinacéo do teor de gordura

A determinagdo do teor de gordura total foi efetuada pelo método de Soxhlet
(AOAC 991.36). Aproximadamente 2,5 g de folhas secas de caléndula, massa fresca e
massa com adi¢cdo da folha seca foram misturadas com sulfato de sddio anidro para
garantir a remocao total de agua e areia para evitar a compactacdo da amostra, 0 que
impediria a extragdo. As misturas foram, posteriormente, transferidas para cartuxos de
celulose e colocadas em ampolas de extracdo do dispositivo de Soxhlet. Para a extracédo
da gordura utilizou-se éter de petroleo como solvente (8 horas para quantificacdo da
gordura total) e recolheu-se a gordura extraida para baldes previamente tarados.
Posteriormente procedeu-se a eliminacdo do solvente por evaporacdo e a secagem do
residuo em estufa (100 °C) por periodos de meia hora até a obtencdo de peso constante.
A pesagem foi feita apds arrefecimento em exsicador. A andlise foi efetuada para cada

amostra em triplicado e os resultados apresentados em percentagem (%).

Figura 6: Extracdo de gordura pelo método de Soxhlet.

4.3.4. Determinacao do teor de proteina

O teor proteico foi determinado pelo método de Kjeldahl baseado no método AOAC
2001.11. Aproximadamente 0,5 g de amostra, foram colocadas num tubo de Kjeldahl,
juntamente com duas pastilhas de mistura catalisadora (3,5 g sulfato de potéssio e 0,4 g
de sulfato de cobre por pastilha) e 20 mL de acido sulflrico a 96%. A digestdo acida foi
efetuada em manta elétrica (cerca de 2 horas, até obtencdo de liquido limpido e
transparente de tonalidade azul-esverdeada) ligada a um sistema de aspiracdo de
vapores (Digestor K-424). Procedeu-se, de seguida, a alcalinizag&o (hidroxido de sodio
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32%) e destilacdo do produto digerido. Recolheu-se o destilado em &cido borico a 4%
durante 4 minutos, periodo depois do qual deixou de ocorrer reacao alcalina. Finalmente
procedeu-se a titulacdo com acido sulfarico (H,SO4, 0,05 M) para a quantificacdo do
azoto total presente na amostra. As andlises foram efetuadas para cada uma das
amostras em triplicado e os resultados expressos em percentagem (%). O fator de
conversdo de azoto total em proteina foi 6,25.

4.3.5. Determinacédo do teor de hidratos de carbono (método indireto)

O teor de hidratos de carbono foi determinado pelo método indireto, ou seja, por
diferenga dos restantes parametros do perfil nutricional das amostras, usando a seguinte

férmula;

% Hidratos de carbono = 100 — (% humidade + % cinzas + % gordura + % proteinas)

Os resultados apresentados foram expressos em percentagem (%) de hidratos de

carbono.

4.4. Determinacéo dos compostos bioativos

Estes ensaios foram efetuados em extratos de folhas secas de caléndula, na massa
controlo (crua e cozida) e na massa fresca com adicdo da folha de caléndula (crua e

cozida).

4.4.1. Preparacao dos extratos

Prepararam-se extratos a partir de 5 g de cada amostra moida em 50 mL de solvente
(Agua desionizada), em triplicado, para as 5 amostras em estudo. Todos os extratos
foram obtidos por centrifugagdo, com agitacdo constante de 5000 rpm, durante 60
minutos, a temperatura ambiente. Os extratos foram posteriormente filtrados e

congelados a -25 °C até a analise dos compostos antioxidantes.

23




Estudo da aplicabilidade de pétalas de Calendula officinalis L. em produtos alimentares enriquecidos

4.4.2. Fenélicos totais

O teor de fenolicos totais foi determinado pelo método espetrofotométrico de Folin-
Ciocalteau, recentemente publicado por Vinha et al. (2015). Este ensaio é baseado na
oxidacdo dos grupos hidroxilo dos fenois, em meio basico pelo reagente de Folin-
Ciocalteu. A reducdo deste reagente produz uma mistura de Oxidos de tungsténio e
molibdénio de coloracdo azul caracteristica, monitorizados espetrofotometricamente a

765 nm. O acido galhico foi utilizado como padréo.

Para esta determinacdo usaram-se 500 pL de amostra, branco ou solucdo padrao aos
quais se adicionaram 2,5 mL de reagente de Folin (1:10). Posteriormente adicionaram-
se 2 mL de Na,CO;3 (7,5%) e colocaram-se os extratos em banho a 45°C, durante 15
minutos, ao abrigo da luz. Deixou-se arrefecer durante 30 minutos a temperatura
ambiente e apos repouso efetuaram-se as leituras a 765 nm em leitor de placas (BioTek
Synergy HT, GENS5).

4.4.3. Flavonoides totais

O método de determinacdo dos flavonoides seguiu a metodologia previamente
descrita por Costa et al. (2014), com ligeiras modificacBes. A absorvéncia foi
determinada a 510 nm e corresponde a0 maximo de absor¢do do complexo AIClI;-
flavonoide formado. A catequina foi o padrdo utilizada para construir a curva de

calibracdo para a quantificacdo dos flavonoides totais.

Num tubo de ensaio colocou-se 1 mL de extrato, 4 mL de dgua desionizada e 300 pL
de nitrito de sodio a 5%. Apds 5 minutos, adicionaram-se 300 puL de AICI; a 10% e
aguardou-se 1 minuto. Adicionaram-se 2 mL de solucdo de hidréxido de sédio 1 mol/ L

e 2,4 mL de agua desionizada. Agitou-se em vortex e efetuaram-se as leituras a 510 nm.

4.4.4. Antocianinas

Este método colorimétrico baseia-se na quantificacdo das absorvéncias de duas
solugdes com acidez diferente, preparadas para cada amostra em estudo, a 520 nm,
segundo o protocolo publicado pela Farmacopeia Portuguesa (2010). A solucdo | foi
preparada atraves da adicdo de 1 mL de amostra, 1 mL de etanol com 0.1% de HCI

concentrado e 10 mL de solugéo-tampéo (pH 3,5).
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A solucdo Il foi preparada através da adicdo de 1 mL de amostra, 1 mL de etanol
com 0,1% de HCI concentrado e 10 mL de HCI a 2% (pH 6,0). O teor dos compostos

antocianicos foi calculado a partir da seguinte formula:

Antocianinas totais (mg/L) = 400 x (solucéo I —solucéo I1)

Os resultados apresentados foram expressos em equivalentes de mg de cianidina-3-
glucosido/ g.

4.4.5. Carotenoides

Os carotenoides foram quantificados por espetrofotometria sequindo a metodologia
descrita por Vinha et al. (2014). Aproximadamente 0,5 g de amostra foi submetida a um
processo de extracdo com uma mistura de acetona-hexano (4:6). Apds homogeneizagao
recolheu-se 0 sobrenadante para efetuar as leituras das absorvéncias a diferentes
comprimentos de onda (453 nm, 505 nm, 645 nm e a 663 nm) de forma a quantificar os
teores de clorofila a, clorofila b, licopeno ¢ B-caroteno, segundo as equacgdes abaixo
referidas.

= Clorofilaa (mg/100ml) = 0,999A¢63 — 0,0989A¢45

= Clorofilab (mg/100ml) = — 0,328As63 + 1,77Asss

= Licopeno (mg/100ml) = — 0,0458A¢63 + 0,204A645 + 0,372A505 — 0,0806A 453
= B-caroteno (mg/100ml) = 0,216Ag63 — 1,22A645 — 0,304As05 + 0,452A453

4.5. Procedimento da andlise sensorial

Numa primeira fase foram analisadas as estatisticas descritivas das variaveis
numéricas continuas, com a analise das medidas de tendéncia central (média, mediana e

moda) e de dispersao (desvio-padrdo e intervalo interquartil).

A estatistica descritiva permitiu estruturar a informacdo numérica, de modo a obter
uma imagem da distribuicdo das varidveis medidas. Por outro lado, foi analisada a

estatistica de frequéncias absolutas (n) e percentuais (%) das variaveis categoricas para
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procedermos a caraterizacdo da amostra e conhecermos a tendéncia das variaveis em

estudo.

A apresentacdo dos resultados foram feitos através de tabelas e graficos de
frequéncias percentuais, sendo que os grafico circulares foram utilizados para
representar varidveis nominais, os gréfico de barras para representar variaveis

intervalares e os histogramas para as variaveis continuas (como a idade).

Numa segunda fase, pretendeu-se analisar em que medida a aparéncia, o sabor e 0
aroma da massa enriquecida com caléndula influenciavam a opc¢éo de compra por parte
dos consumidores. Para tal foram recorreu-se a comparacdo dos valores médios das
variaveis intervalares (aparéncia, o sabor e o aroma) da MCCa, entre os participantes

que referiram comprar a massa enriquecida e os que referiram nao o fazer.

A anélise inferencial dos dados foi realizada com recurso ao teste ndo paramétrico

de Man-Whitney (dois grupos em analise e uma variavel dependente ordinal).

Por fim, para verificar em que medida o sabor, a aparéncia e 0 aroma da massa
enriquecida com caléndula eram variaveis preditoras da decisdo de compra da mesma,
recorreu-se & analise de um modelo de regressdo linear mltipla®, para verificar em que
medida as mesmas variaveis dependentes (ordinais) eram preditoras da compra da

massa de controlo.

4.6. Tratamento estatistico

Os dados neste estudo sdo apresentados como, média + desvio padrdo. Sendo as
andlises estatisticas realizadas em software estatistico da Microsoft Excel (Microsoft
Office Excell 2003) e para o tratamento e andlise dos dados foi utilizado o software

Statiscal Package for Social Science® versdo 21.0 (SPSS) para o Windows.

! Apesar de ndo estarmos perante uma variavel intervalar recorreu-se a anélise de regressio uma vez que
foram verificados todos os restantes pressupostos deste procedimento — nomeadamente a dimensdo da
amostra, auséncia de autocorrelacdo e multicolinearidade — e por consideramos tratar-se de uma
abordagem de analise pertinente e robusta tendo em conta os objetivos formulados.

26



Estudo da aplicabilidade de pétalas de Calendula officinalis L. em produtos alimentares enriquecidos

CAPITULO V. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise centesimal, bem como o conhecimento dos compostos bioativos existentes
no reino vegetal possuem funcdes e acbes bioldgicas importantes sendo, por isso,
reconhecidos como compostos promotores para a salde humana. Neste capitulo sdo
apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo deste trabalho, tendo como
finalidade responder aos objetivos pré-definidos e devidamente detalhados no capitulo
I

5.1. Analise centesimal

A analise centesimal das amostras foi avaliada seguindo as normas da AOAC (2005).
Foram avaliadas as amostras de caléndula seca, massa fresca controlo e massa
enriquecida com caléndula (Figura 7). Considerando que o processo de coc¢do pode
afetar significativamente os valores nutricionais e, devido ao facto da massa ser um
género alimenticio consumido apds cozedura, também foram avaliados os parametros
nutricionais da massa controlo e da massa enriquecida com caléndula cozidas (MCC e
MCCa, respetivamente), apos 10 minutos de cozedura a 100°C. Apds a cozedura das
massas, as amostras foram trituradas e congeladas (-20°C) para dar continuidade aos

ensaios analiticos.

Folhas de caléndula Massa fresca controlo Massa fresca com caléndula
(FCa) (MFC) (MFCa)

Figura 7: Folha de caléndula, massa fresca controlo e da massa fresca enriquecida com

caléndula, respetivamente.
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Os

experimentalmente. O teor de hidratos de carbono foi obtido pelo método indireto. Os

teores de humidade, cinzas, gordura e proteinas foram realizados

resultados encontram-se descritos na tabela 2.

Tabela 2: Anélise centesimal das amostras estudadas. Os resultados estdo expressos em

percentagem (%).

Amostras Humidade Cinzas Gorduras Proteinas ngarfggzge

FCa 11,88 £0,335% 3,77+ 0,41° 10,09 £0,15° 4,64 +0,04° 69,65+ 0,52°
MFC 1,40 +0,029° 2,09+0,17° 4,46+0,05° 9,38+0,44° 83,07 0,50
MFCa  2,52+0,131° 7,51+0,31* 5,09+0,15° 11,25+0,03* 73,61+ 0,45
MCC 2,79+0,110° 2,49+0,34° 6,34+0,31° 2,68+0,03% 85,68+0,77%
MCCa  1,80+0,180° 6,59 +0,45° 3,82+0,16° 10,32+0,02° 77,49 + 0,63

Resultados expressos em média + desvio padrdo. FCa- Folha de caléndula, MFC- Massa fresca controlo,
MFCa - Massa fresca com caléndula, MCC - Massa Cozida Controlo, MCCa - Massa cozida com
caléndula. **“%®|_etras diferentes na mesma coluna, relacionando as diferentes amostras com o parametro
nutricional em estudo, significam diferencas significativas no intervalo de confianca de 95%.

Na apreciacdo dos resultados obtidos da analise nutricional (tabela 2) pode-se
verificar que as folhas de caléndula contém um grande teor de humidade (11,88%) em
relacdo as massas analisadas que rondam o 1-3%. O teor de humidade € um fator
importante pois esta relacionado com a estabilidade do produto alimentar, bem como a
sua qualidade e composi¢do. Quanto menor o teor de humidade, maior o tempo de vida
atil de um alimento (Madrona e Almeida, 2008), uma vez que inibe o crescimento de

microrganismos e previne possiveis modificagdes na textura.

O teor de cinzas de um género alimenticio € 0 nome dado ao residuo inorganico que
permanece apos a queima da matéria organica, a temperaturas compreendidas entre 550
e 570 °C, a qual é transformada em CO,, H,O e NO,. Assim sendo, a cinza de um
material é o ponto de partida para a analise de minerais especificos. Estes minerais sao
analisados tanto para fins nutricionais como também por questdes de seguranca
alimentar. Os valores obtidos variaram entre 2,09 e 6,59% correspondendo a MFC e a
MCCa,

respetivamente. Pela observacdo da tabela 2, verificam-se diferencas
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significativas (p < 0,05) no residuo inorganico das diferentes amostras estudadas. De
facto, a massa enriquecida com caléndula, apresenta maior teor de cinza (7,51%) e a sua
perda, apds cozimento ndo foi significativa, tendo-se verificado apenas 12% de perda. O
teor de cinza da caléndula seca (3,77%) foi idéntico a outros descritos por Ahluwalia et
al. (2014), num estudo sobre processos de secagem de trés variedades de caléndula,
Pusa Basanti, Pusa Narangi e Solan, com valores médios de 3,50%, 3,10% e 3,02%,
respetivamente. Estudos semelhantes tém sido desenvolvidos por outros autores. Por
exemplo, na elaboracdo de massa fresca de macarrdo enriquecida com pescado
defumado, os autores descreveram um teor de cinzas inferior na massa de macarrao
(2,18%) (Maluf et al., 2010). Ja Aquino e colaboradores (2008) descreveram 3,71% de
residuo mineral fixo no macarrdo de massa fresca, tipo espaguete, elaborado com ovo

desidratado de avestruz.

O teor de lipidos observado nas amostras estudadas variou entre 3,82% e 10,09%,
correspondendo as amostras MCCa e FCa, respetivamente. Um dado curioso prende-se
com o facto do teor mais baixo de gordura corresponder a massa cozida enriquecida
com caléndula e o valor mais elevado pertencer a folha de caléndula. De facto, a
incorporacdo da caléndula na massa baixa os teores gordura tanto na massa fresca
enriquecida com caléndula (MFCa) como ap6s 0 seu cozimento. Estes resultados podem
dever-se ao facto dos acidos gordos ligarem-se as proteinas e aos hidratos de carbono
presentes nas matérias-primas constituintes da massa e, consequentemente, a sua
quantificacdo ser inferior. A extracdo de 6leo com solvente é um processo de
transferéncia de constituintes sollveis (o 6leo) de um material inerte (a matriz gorda)
para um solvente com o qual a matriz entra em contacto. Os processos que ocorrem s&o
fisicos, dado que o ¢6leo transferido para o solvente €, posteriormente recuperado sem
nenhuma reacdo quimica. A extracdo de lipidos é uma determinacdo importante em
estudos bioquimicos, fisioldgicos e nutricionais dos mais diversos tipos de alimentos e,
portanto, deve ser realizada com rigor. Algumas matrizes requerem cuidados especiais
para a obtencdo da fracdo lipidica, dado que alguns fatores como co-extracdo dos
componentes ndo-lipidicos e a oxidacdo indesejada podem influenciar a qualidade final
da fracdo lipidica (Brum et al., 2009). Por outro lado, s&o as sementes desta planta que
apresentam maior quantidade de teor lipidico. O 0leo de caléndula estad muito estudado e
as suas propriedades quimicas sdo, na maioria das vezes, associadas a cosmetica. O

acido caléndico corresponde a 60% dos 20% de Gleo extraido da planta (Dulf et al.,
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2013) e é sintetizado pela planta através de dessaturacdo do cido linoleico (Qiu et al.,
2001; Reed et al., 2002). Face a sua estrutura quimica particular, com trés duplas
ligacbes conjugadas, o acido caléndico presente nas sementes da caléndula exibe
propriedades quimicas e fisioldgicas interessantes (Dulf et al., 2013). Por outro lado, ao
longo das ultimas décadas tem-se verificado que os acidos gordos fazem, cada vez mais,
parte da alimentacdo. Estes &cidos englobam varios constituintes e cada um deles tem a
sua especificidade. Os &cidos gordos mais importantes sdao 0s essenciais, caso do
O0mega-3 e do 6dmega-6, e desempenham um papel bastante significativo na saude
humana. Além disso, é necessario referir que desempenham funcbes de protecéo,
reducdo de risco e de inflamacdo em relacdo a determinadas doencas, tais como asma,
cancro, hipertensdo, lapus, doencas de pele e oculares, depressdo, entre outras (Guiné e
Henriques, 2011). Alguns dos acidos gordos descritos nas pétalas da caléndula incluem
o0 acido laurico, miristico, palmitico, estearico, oleico (émega-9), linoleico (6mega-6) e
linolénico (6mega-3) (Muley et al., 2009).

Assim, mesmo que o teor de gordura tenha sido diminuido, mais estudos devem ser
desenvolvidos no ambito de identificar e quantificar os acidos gordos presentes na nova
massa alimentar (massa enriquecida com caléndula), uma vez que alguns dos acidos
gordos descritos nas pétalas exercem fungdes bioldgicas importantes no metabolismo.
Excluindo os 6megas 3, 6 e 9 cujos beneficios sdo, atualmente, conhecidos, beneficios
associados aos outros acidos gordos acima referidos. Por exemplo, o acido laurico é um
acido gordo livre de facil absorcdo pois ndo necessita de enzimas para a sua digestdo no
metabolismo. No figado, rapidamente transforma-se em energia, produzindo calor e
gueimando calorias, o que leva a perda de peso. De facto, por este efeito, 0 uso de dleos
vegetais ricos em &cido laurico tém sido usados em dietas de emagrecimento, pois sdo o
unico tipo de gordura que ao ser metabolizada pelo corpo, ndo é armazenada no tecido

adiposo. O &cido estearico é o acido gordo saturado que exerce menor efeito negativo
nos lipidos e nas lipoproteinas plasmaticas, o que explica o beneficio de consumo de

chocolate que, por ser constituido essencialmente por manteiga de cacau, rica neste
acido, ndo influencia de forma prejurativa os niveis séricos de colesterol. Alguns

estudos recentes aconselham o consumo de chocolate (Afoakwa, 2008; Latif, 2013).

O teor de proteinas observado na massa fresca controlo (9,38%) e na massa fresca
enriquecida com caléndula (11,25%) foi considerado satisfatorio e superior ao indice

minimo de proteinas exigido pela legislacdo para massas que é de 8%. A massa
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enriquecida com caléndula apresentou um decréscimo de 0,93% (10,32%), no entanto
ainda se encontra acima dos limites minimos legais. O processo de coccao interfere no
teor proteico dos alimentos, uma vez que estas macromoléculas sdo termolabeis, ou
seja, desnaturam com o aumento da temperatura. No entanto, o teor proteico da massa
enriquecida com caléndula assume valores superiores ao da folha de caléndula e ao da
massa fresca controlo, o que evidéncia a importancia deste novo género alimenticio
como uma mais-valia na integracdo do padrédo alimentar atual. Por outro lado, o tipo de
cereal usado na manufaturacdo de massas influencia o teor proteico das mesmas. Em
todos os graos de cereais, as proteinas do trigo sdo as Unicas que apresentam capacidade
de formar massa. Essa capacidade esta diretamente associada a formacao do glaten que
tem um papel fundamental na qualidade tecnologica do trigo (Gianbelli et al., 2001). As
propriedades viscoelasticas da massa de trigo sdo o fator principal na determinacdo da
qualidade da panificacdo, sendo estas propriedades resultantes da estrutura e das
interacOes das proteinas do glaten (Shewry e Tatham, 1997). Segundo Dobraszczyk e
Morgenstern (2003) o balango preciso das propriedades viscoelasticas da massa é um
fator essencial para a determinacdo do seu uso. Os mesmos autores refor¢cam ainda que
a presenca de gluten elastico é necessaria tanto nas farinhas usadas na panificacdo como
em massas alimenticias, enquanto um glaten menos elastico é mais utilizado em
farinhas para bolos e biscoitos. Assim, o recurso ao uso de diferentes tipos de farinhas
ird influenciar o teor proteico dos géneros alimenticios que as contém. Por exemplo, as
farinhas de arroz, milho, batata e mandioca sdo isentas de glaten. Independentemente da
perda proteica que possa ter ocorrido durante o processo de cocgédo (quando comparadas
com as mesmas amostras cruas), deve-se realcar a importancia do consumo de proteinas
na dieta alimentar, sendo que a Direcdo Geral de Saude (DGS), bem como a Associacao
Portuguesa de Nutricionista (APN) recomenda um valor energético total (% do VET) de

proteinas entre 10 a 15% diarias.

Os hidratos de carbono representam a mais importante fonte de energia para o
organismo e sdo essenciais para uma dieta variada e equilibrada. S&o constituidos por
acucares e podem ser classificados de acordo com o ndmero de unidades de agUcar

combinados entre si, formando uma molécula.

No caso do teor de hidratos de carbono nas amostras analisadas ndo se verifica uma
grande variagédo, nas FCa rondam os 70%, nas MFCa e MCCa rondam os 73-78%,

havendo um ligeiro aumento em relagdo & FCa e também com o processo de cozedura
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da massa. O mesmo acontece com a MFC e a MCC com valores compreendidos entre
0s 83-86%, um pouco mais elevados que as outras amostras (FCa, MFCa e MCCa),
embora também se verifica um ligeiro aumento na cozedura (~ 2,6%), devido ao
aumento da temperatura e possivel hidrolise das moléculas mais complexas. Muito
embora a quantificacdo tenha sido feita pelo método indireto, colocando a hipotese dos
resultados obtidos ndo serem tdo reprodutiveis, os valores expressos na Tabela 2
permitem dar uma aproximagdo dos seus teores. Por outro lado, neste trabalho nao
foram quantificadas as fibras alimentares, o que permite ter um valor acrescido dos

resultados.

As fibras alimentares sdo classificadas, de acordo com a sua solubilidade na dgua, em
soltveis ou insoltveis (Elleuch et al., 2011). S&o polimeros de hidratos de carbono com
grau de polimerizagcdo nédo inferior a 3 (exclui monossacarideos e dissacarideos), que
ndo sdo digeridos nem absorvidos no intestino delgado. A fibra alimentar é constituida
pelo menos por um dos seguintes polimeros: polimeros de hidratos de carbono
comestiveis presentes naturalmente no alimento consumido; polimeros de hidratos de
carbono obtidos de alimentos brutos através de método fisico, enzimatico, ou quimico;
polimeros de hidratos de carbono sintéticos. A solubilidade da fibra exerce grande
influéncia sobre a sua funcionalidade. Ao nivel do metabolismo, Guillon e Champ
(2000) referem que os polissacarideos viscosos soluveis podem dificultar o processo da
digestdo e, consequentemente, a absor¢cdo de nutrientes pelo intestino. No
processamento de alimentos, a fracdo sollvel, quando comparada com a insoluvel
demonstra maior capacidade para fornecer a viscosidade e formar géis. Assim, a fracdo
soltivel atua como emulsionante, proporcionando uma boa textura e bom sabor para
além de ser mais facil de incorporar em alimentos processados. Varios trabalhos tém
sido realizados sobre os efeitos dos alimentos ricos em fibra alimentar e o isolamento
dos componentes (Malkki, 2004). A fibra alimentar estd naturalmente presente nos
vegetais e a quantidade e composicdo de fibras difere de alimento para alimento.
Alimentos ndo amilaceos fornecem até 20-35 g de fibra/100 g (massa seca), enquanto o
gue possuem amido cerca de 10 g/100 g e nas frutas e horticolas é de 1,5-2,5 g/ 100 g
(Selvendran e Robertson, 1994). Entre os diferentes alimentos ricos em fibra, os cereais
sdo uma das principais fontes de fibra alimentar, contribuindo para cerca de 50% do
consumo de fibra em paises ocidentais. Dos vegetais provém 30 - 40% fibras
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alimentares, das frutas 16% e os restantes 3% de outras fontes secundarias (Cummings,
1996).

Pela andlise dos resultados verificou-se que ambas as massas, apds processo de
coccdo, aumentaram o seu teor em hidratos de carbono, tenho-se verificado um aumento
percentual de ~3,0% para a massa controlo cozida e de ~5,0% para a massa cozida com
caléndula. Segundo a FAO (1998) o aquecimento pode modificar consideravelmente a
textura dos tecidos vegetais. Esta alteracdo depende da composicdo e estrutura dos
componentes da fibra. Um aumento da temperatura leva a uma quebra das ligacOes
fracas entre as cadeias de polissacarideos causando alteracfes importantes do ponto de
vista analitico, funcional e nutricional. Estes resultados estdo de acordo com o estudo
publicado por Caprez et al. (1986) onde os autores concluiram que no farelo de trigo os
tratamentos térmicos (fervura, cozimento ou assar) originam um aumento de fibras
totais que nao se deveram a nova sintese, mas a formacao de complexos fibras-proteinas

que sao resistentes ao aquecimento e que é quantificada como fibra alimentar.

Mais ensaios sdo propostos para as amostras em estudo. A nivel centesimal sugere-se
que sejam realizados o perfil de &cidos gordos, as fibras sollveis e insollveis, 0s

minerais e os hidratos de carbono (por exemplo, pela metodologia de Munson-Walker).

5.2. Andlise dos compostos bioativos

Polifendis sdo substancias naturais encontradas em plantas, como por exemplo, 0s
flavonoides, taninos, lignanas, derivados do éacido cafeico, entre outras. Muitas destas
substancias sdo classificadas como antioxidantes naturais e possuem propriedades

terapéuticas, estando presentes em alimentos e plantas medicinais.

Os compostos bioativos que se encontram naturalmente nas plantas, atuam como
antioxidantes no organismo, por meio de sequestro de radicais livres, que estdo
relacionados com a maioria de doengas crénicas ndo-transmissiveis (Hamid et al.,
2010).

Nesta analise os compostos bioativos analisados foram os teores em fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianidinas e carotenoides (clorofila a, clorofila b, licopeno e -
caroteno), recorrendo & técnica de espetrofotométrica. Os valores obtidos nesta analise

estdo contidos na tabela seguinte (tabela 3).

33



Estudo da aplicabilidade de pétalas de Calendula officinalis L. em produtos alimentares enriquecidos

Tabela 3: Resultados obtidos na quantificacdo dos compostos bioativos (fendlicos

totais, flavonoides totais e antocianinas) nas cinco amostras estudadas.

Compostos bioativos (mg/ g)

Amostras Fenolicos totais Flavonoides totais Antocianinas
FCa 18,66 + 0,905 18,75 + 1,137 0,48 + 0,031
MFC 1,95 + 0,168 1,67 + 0,144° 0,06 + 0,001°
MFCa 2,47 40,015 2,86 +0,153¢ 0,49 £ 0,037
MCC 1,00 + 0,089° 5,03 £ 0,264° 0,04 +0,001°
MCCa 2,08 +0,193° 19,05 + 0,258° 0,43 + 0,009"

Resultados expressos em média + desvio padrdo. FCa- Folha de caléndula, MFC- Massa fresca controlo,
MFCa - Massa fresca com caléndula, MCC - Massa cozida controlo, MCCa - Massa cozida com
caléndula. **“%®|_etras diferentes na mesma coluna, relacionando as diferentes amostras com o0 compostos
bioativo em estudo, significam diferencas significativas no intervalo de confianca de 95%.

Mediante uma breve observacdo a tabela 3 parece evidente que as folhas da
caléndula (FCa) contém elevados teores de compostos bioativos, em compara¢do com
os teores das outras amostras estudadas. No entanto, a incorporacdo da caléndula na
massa mostrou ser um dado relevante para o aumento dos teores de bioativos neste

género alimenticio.

No que concerne aos fenolicos totais, a Figura 8 ilustra graficamente os teores
encontrados nas cinco amostras estudadas. Pela analise da mesma verifica-se que as
massas enriquecidas com caléndula sdo beneficiadas em relacdo a massa controlo, uma

vez que as FCa contém altos teores de fendlicos.
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Figura 8: Valores de fendlicos totais (mg EAG/ g) encontrados nas cinco amostras

estudadas.

Os compostos fendlicos possuem a capacidade antioxidante e, portanto, podem
assumir papel relevante na diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares, alguns
tipos de cancro, Alzheimer e Parkinson. No entanto, entre os compostos fendlicos, os
taninos sdo considerados como antinutrientes por causa do efeito adverso na
digestibilidade das proteinas (Delfino e Canniatti-Brazaca, 2010). Neste estudo ndo
foram quantificados os taninos, no entanto, a metodologia usada (reagente de Folin-
Cioucalteu) muitas vezes quantifica-os como compostos fenolicos totais. A perda
significativa de fendlicos totais entre a folha de caléndula e a massa enriquecida com a
mesma pode dever-se as ligagdes quimicas ocorridas entre as proteinas da matrix da

massa e 0s proprios compostos presentes na folha da caléndula.

Por outro lado, a extracdo dos compostos bioativos é uma das etapas mais criticas e
estudadas, uma vez que a eficiéncia da extracdo depende de diversos fatores,
nomeadamente, do tipo de amostra, tipo de analitos, localizacdo e distribuicdo dos
mesmos na amostra em estudo, do solvente extrator, do método e da temperatura de
extracdo (Galanakis et al., 2010; Mustafa e Turner, 2011; Xynos et al., 2012).
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Obviamente que os resultados experimentais foram sujeitos a alguns fatores que
estdo supracitados. O facto de as massas (controlo e enriquecida) terem sido cozidas a
altas temperaturas antes de se efetuar a analise dos compostos fendlicos foi um dos
grandes fatores interferentes. Por outro, € do conhecimento geral que os compostos
fendlicos sdo polares e termoldbeis. No entanto, os resultados mostram que 0 novo
género alimenticio proposto neste trabalho (massa com caléndula) contem niveis
superiores aos das massas controlo, mesmo ap0s cozimento. Esses resultados sustentam
a hipotese de que este novo alimento podera ser uma via alternativa de ingestdo de
compostos benéficos para a salde, sem alterar as propriedades nutricionais da propria

massa em Si.

Muitas das func@es fisioldgicas dos principios ativos presentes nas plantas incluem a
acao protetora contra as condicGes edafo-climaticas dastricas, como aquelas associadas
com as mudancas de temperatura, conteldo de &gua, intensidade da luz, exposicdo a
radiacdo UV e défice nutricional. Os flavonoides sdo a classe de compostos mais

associados a estas funcgdes.

Pela analise dos resultados (Tabela 3 e Figura 9) verifca-se que o teor de flavonoides
obtido nas cinco amostras é muito idéntico ao teor de fenolicos totais. A caléndula,
sendo uma espécie vegetal, apresenta valores bastante elevados e substancialmente
superiores aos da massa crua e massa enriquecida com caléndula. Relativamente ao

processamento térmico, os resultados mostrarm-se pertinentes.

Comparando a folha de caléndula com a massa enriquecida com a mesma, verificou-
se que o efeito térmico exerceu uma influéncia significativa. O teor de flavonoides na
massa enriquecida com caléndula ap6s o cozimento subiu ~ 85%. Também na massa
controlo verificou-se um aumento da quantidade de flavonoides, embora com um valor
percentual mais reduzido do que a massa enriquecida (~ 68%). Uma das possiveis
explicacBes para esta ocorréncia prende-se com o efeito térmico. De uma maneira geral,
os flavonoides estdo ligados a moléculas de acucar, o que significa que a sua
quantificacdo pode ndo ser tdo rigorasa nas massas cruas. ApOs 0 processamento
térmico, a ocorréncia de hidrélise das mesmas moléculas e consequente libertacdo dos

flavonoides existentes nos organelos celulares, permitem uma quantificacdo superior.
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Figura 9: Valores de flavonoides totais (mg EC/ g) encontrados nas cinco amostras

estudadas.

As antocianinas, inseridas no grupo dos flavonoides, pertencem ao grupo de
pigmentos naturais visiveis ao olho humano e as suas transformacdes estruturais,
causadas pelas variacGes de pH, sdo acompanhadas pela mudanca de coloracdo das
solucBes devido ao equilibrio acido/base das diversas espécies (Rossi e Shimamoto,
2010). O comportamento dos compostos antocidnicos € muito varidvel com as
alteracdes da acidez do meio. Em pH entre 1-2, as antocianinas apresentam coloracéo
vermelha, tipica do catido flavilico e tornam-se incolor em pH ~ 6, devido a estrutura
carbinol. Com o aumento do pH, a coloracédo violeta surge para valores de pH entre 6,5
e 8) e 0 azul quando o pH variea entre 9 e 12. Em meio fortemente alcalino, pH 13 a 14,
ocorre a ruptura do anel heterociclico e formam-se chalconas, que ddo cor amarela a
solucdo e podem precipitar, tornando o processo irreversivel. Esta explicacdo pode
explicar o aumento do teor de flavonoides, uma vez que a sua quantificacdo foi feita
recorrendo a um método colorimétrico. No entanto, ndo se pode excluir a hipotese que o
teor de flavonoides inclui diferentes classes, sendo as principais os flavonois, flavonas,
flavanonas, flavanas, isoflavonoides e antocianinas, as quais apresentam estruturas

quimicas idénticas e cuja quantificacdo insere-se na metodologia dos flavonoides totais.
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Relativamente as antocianinas, o estudo evidencia que as massas enriquecidas com
caléndula (MFCa e MCCa) contém um elevado teor de antocianinas, idénticos ao valor
encontrado nas FCa (Figura 10). Em relacdo a temperatura denota-se uma peguena
diminuicdo das antocianinas com a cozedura, em ambas as massas, mas nada que revele
ser de grande importancia na influéncia da temperatura em relacdo ao teor de

antocianinas.
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Figura 10: Teor de antocianinas (mg eg. cianidina-3-glucésido/ g) nas 5 amostras

estudadas.

Através da Figura 10, é possivel verificar que as antocianinas, embora entreguem a
classe dos flavonoides, ndo apresentam tanta sensibilidade ao efeito térmico, uma vez

que a perda é pouco significativa entre os seus teores nas massas cruas e nas cozidas.

Alguns estudos indicam muitas modalidades terapéuticas, através da utilizacdo da
Calendula officinalis (fitoterapico), devido as suas acles clinicas (Prommier et al.,
2004; Sartori et al., 2003; Schneider et al., 2015). Este é um fitoterapico dotado de
propriedade antisséptica, bactericida, fungistatica, virucida, antiulcerativa, antiflogistica,
antialérgica, restauradora da pele de dificil cicatrizacdo, antiedematosa, calmante e

refrescante para peles sensiveis (Sartori et al., 2003).
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A caracteristica estrutural comum dos carotenoides é a cadeia polieno, um longo
sistema de ligagdes duplas conjugadas, que formam a “espinha dorsal” da molécula e
que influéncia as suas propriedades quimicas, fisicas e bioguimicas. Esta cadeia pode
apresentar grupos terminais ciclicos, que apresentam substituintes com oxigénio. O
sistema conjugado e rico em eletrdes do polieno € o responsavel pela reconhecida
atividade antioxidante dos carotenoides. E como j& foi referido anteriormente os
antioxidantes sdo essenciais para prevencdo de doencas, tais como, cancro, diabetes,

ateriosclerose e envelhecimento precoce (Shikora et al., 2008).

Atendendo a tonalidade da caléndula (laranja) tornou-se importante quantificar
alguns carotenoides de forma a caracterizar quimicamente a planta e, averiguar se a sua
aplicacdo no desenvolvimento do novo género alimenticio (massa enriquecida com
caléndula) teria beneficios para a satde humana.

Os resultados dos carotenoides quantificados por espectofotomeria encontram-se
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Teores de clorofila a, clorofila b, B-caroteno e licopeno presentes nas
amostras estudadas.

Carotenoides (mg/ g)

Amostras Clorofila a Clorofilab B-caroteno Licopeno
FCa — — 0,082 + 0,001 —
MFC — — — _
MFCa 0,004+0,001 0,005+0,001 0,004+0,001 —
MCC 0,059+0,022 0,094+0,033 — —
MCCa 0,02740,013 0,041+0,020 0,046+0,018 0,012+0,006

O B-caroteno foi o carotenoide mais abundante nas folhas de caléndula, dando-lhe o
pigmento responsavel pela sua cor alaranjada. Apenas foi quantificado p-caroteno nas
massas enriquecidas com caléndula (MFCa e MCCa), uma vez que a fonte principal
eram as pétalas desta flor. Curiosamente, e tal como o comportamento dos flavonoides

face ao tratamento térmico, constatou-se que a temperatura influéncia o aumento de B-
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caroteno na MCCa, aumentando neste caso 10 vezes mais que na MFCa, valorizando
assim a massa cozida enriquecida com caléndula (MCCa).

Quanto a clorofila a e clorofila b, estas ndo foram detetadas nas folhas de caléndula
nem na massa fresca controlo, tendo sido possivel a sua quantificacdo nas amostras de
MFCa, na MCCa e na MCC. Estes valores, embora quantificados como clorofilas
podem corresponder a outras xantofilas, mais concretamente a luteina e zeaxantina
resultantes do processo de hidroxilacdo do a-caroteno ¢ do B-caroteno, respetivamente,

e que possuem atividade provitamina A (Silva et al., 2010).

O licopeno ¢ um isémero aciclico do B-caroteno, com atividade pré-vitamina A.
Devido ao grande numero de ligacdes dienos conjugadas, o licopeno é um dos mais
potentes sequestradores de oxigénio singleto entre os carotenoides naturais e funciona
como um agente antioxidante forte. Apenas foram encontrados vestigios de licopeno na
massa cozida enriquecida com caléndula (0,012 mg/ g). Este valor, para além de ser
pouco representativo pode ter sido quantificado como licopeno face a intensidade da
massa apds cozimento (cuja tonalidade é mais avermelhada). No entanto, os resultados
sdo pouco conclusivos e seria necessario efetuar mais ensaios analiticos,

nomeadamente, caracterizar o perfil de catotenoides para ter mais garantias.

Relativamente ao efeito térmico, uma vez mais constatou-se que a temperatura
influéncia 0 aumento de carotenoides na massa enriquecida com caléndula, fazendo com
gue a MCCa em todos os casos estudados (B-caroteno, clorofila a e b) apresente uma

maior quantidade de antioxidantes que propriamente a MFCa.

Este estudo evidencia que a massa cozida enriquecida com caléndula (MCCa) é um
potencial género alimenticio rico em fendlicos totais, flavonoides, antocianinas e
carotenoides. A MCCa para além de conter o teor de compostos bioativos mais elevados
parece também ser a melhor forma de obter fitoquimicos naturais e de valor

acrescentado, sendo muito promissora a sua introducéo na dieta alimentar.

5.3. Analise sensorial da nova massa alimenticia

Na area alimentar, a analise sensorial tem vindo a revela-se de grande importancia
para avaliar a aceitabilidade e a qualidade do produto, sendo parte inerente ao plano de

controlo de qualidade de uma inddstria.
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Foi por meio dos 6rgdos dos sentidos que se procederam a tais avaliacdes, e por um
painel de pessoas, ditos provadores, que foram submetidos a um inquérito simples mas
conciso (ver anexo). Na realizacdo do inquérito do novo produto foram recrutadas
aleatériamente 67 pessoas (Figura 11), onde efectuaram uma andlise sensorial a duas
massas alimenticias, a massa cozida controlo (MCC) e a massa cozida com caléndula
(MCCa).

mFeminino ™Masculino

Figura 11: Percentagem de pessoas recrutadas para o inquérito, divididas em géneros.

As idades dos participantes variaram entre os 18 anos (minimo) e os 74 anos

(méximo), com uma média aproximadamente de 33 anos.

Esta andlise sensorial esteve associada as principais caracteristicas organoléticas das
massas alimenticias: aparéncia, aroma e sabor, recorrendo a uma escala hedoénica de 9

pontos, sendo 1: extremamente desagradavel e 9: extremamente agradavel.

Estudo da avaliacdo da MCC

No que diz respeito a andlise da massa cozida controlo (MCC), verificou-se que 0s

inquiridos num modo geral ficaram suscetiveis a massa em questao.

Aparéncia

Numa pequena analise a cada uma das caracteristicas organoléticas, relativamente &
massa cozida controlo, pode-se constatar que em relagdo & aparéncia a maioria dos
participantes (n=22) consideraram a massa como tendo uma aparéncia ligeiramente

agradavel (32,8%), seguindo-se com 25,4% participantes (n=17) com um opinido
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neutra, e 16,4% consideraram esta massa moderadamente agradavel (n=11). Menos
frequentes foram os inquiridos (n=2) com uma classificacdo de 3% considerando a

massa muito desagradavel e extremamente agradavel (Figura 12).
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Figura 12: Avaliacdo dos inquiridos em relacdo a aparéncia da MCC.

Aroma

Em termos de aroma, a maioria dos inquiridos revelou uma avaliagdo muito
favoravel, uma vez a maioria dos inquiridos (94%; n=63) classificou 0 aroma da massa
cozida controlo acima do valor 6 (escala hedonica de 9 pontos, sendo 1: extremamente

desagradavel e 9: extremamente agradavel).

Sendo 23,9% dos inquiridos (n=16) a considerarem o aroma da MCC ligeiramente
agradavel e em igual nimero consideram-na moderadamente agradavel. Com 29,9%

consideraram o aroma nem agradavel nem desagradavel (n=30), ja com 10,4% (n=7)
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consideraram muito agradavel e com 6% dos inquiridos (n=4) consideraram ter um
aroma extremamente agradavel. S6 6% dos inquiridos consideraram o aroma da MCC
desagradavel (Figura 13).
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Figura 13: Avaliacdo dos inquiridos em relacdo ao aroma da MCC.

Sabor

No que diz respeito ao sabor da MCC, as opinides dos inquiridos sdo favoraveis, uma
vez que se concentram mais (n=20) na classificacdo de moderadamente agradavel com
28,4%, com um pouco menos 22,4% dos inquiridos (n=15) consideraram a massa

ligeiramente agradavel e em igual numero nem agradavel nem desagradavel.

Com 4,5% dos inquiridos (n=3) avaliaram o sabor da MCC como extremamente
agradavel. Apenas 1,5 % de inquiridos (n=1) considerou a massa muito desagradavel
(Figura 14).
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Avaliacio do Sabor da MCC
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Figura 14: Avaliacdo dos inquiridos em relacdo ao sabor da MCC.

Diagrama de caixa da MCC

O diagrama de caixas permitiu observar que a avaliagio da MCC foi muito

semelhante no que se refere a aparéncia, ao aroma e ao sabor (Figura 15).

=] 1 -
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Figura 15: Diagrama de caixa que relaciona a preferéncia dos consumidores da MCC,
pelos 3 parametros organoléticos avaliados.

A mediana igual a 6 revelou que 50% dos participantes consideraram a MCC entre
ligeiramente a extremamente agradavel.
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Estudo da avalia¢cdo da MCCa

Em relacdo ao estudo da avaliagdo da massa cozida com caléndula por parte dos

inquiridos, num modo geral ficaram bastante recetiveis a massa em questao.

Aparéncia

Os inquiridos avaliaram a aparéncia da massa enriquecida com caléndula de forma
muito favoravel, com 22,4% dos inquiridos (n=15) a considerarem a aparéncia da massa
em questdo muito agradavel, com um pouco menos 20,9% (n=14) consideraram-na
moderadamente agradavel, ligeiramente agradavel com 19,4% (n=13) e com 17,9%
(n=12) classificaram a aparéncia da MCCa como extremamente agradavel. Verificou-se
que 11,9% (n=8) dos inquiridos fizeram uma avaliacdo neutra (nem agradavel nem
desagradavel). Sendo apenas 6% (n=4) e 1,5% (n=1) dos inquiridos que consideraram a

aparéncia da MCCa desagradavel (Figura 16).

Avaliacio da Aparéncia da MCCa
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Figura 16: Avaliacdo dos inquiridos em relacédo a aparéncia da MCCa.

45



Estudo da aplicabilidade de pétalas de Calendula officinalis L. em produtos alimentares enriquecidos

Aroma

Em relacdo ao aroma da massa cozida com caléndula registou-se respostas optimistas
por parte dos inquiridos, uma vez que 35,8% dos inquiridos (n=24) a avaliou como
muito agradavel, com 19% (n=13) dos inquiridos consideraram 0 aroma da massa em
questdo como moderadamente agradavel, e 11,9% (n=8) consideraram como
extremamente agradavel. Veio-se a verificar que 16,4% dos inquiridos (n=11) fizeram
uma avaliagdo nem agradavel nem desagradavel. Sendo apenas 1,5% (n=1) dos

inquiridos que consideraram a aparéncia da MCCa muito desagradavel (Figura 17).
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Figura 17: Avaliacdo dos inquiridos em relacdo ao aroma da MCCa.

Sabor

No caso do sabor da massa cozida enriquecida com caléndula, registou-se também
uma maior prevaléncia das opinides favoraveis, onde 85,5% das classificagdes dos

inquiridos (n=57) séo favoraveis em relacdo ao sabor da MCCa, e que 10,4% (n=7) sdo
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neutras, somente 4,5 % (n=3) ndo sdo favoraveis, classificando o sabor como
moderadamente desagradavel (Figura 18).
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Figura 18: Avaliacdo dos inquiridos em relagdo ao sabor da MCCa.

Diagrama de caixa da MCCa

A avaliacdo da MCCa através do diagrama de caixa pode-se verificar que foi mais

dispar no que se refere a aparéncia, ao aroma e ao sabor (Figura 19).
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Figura 19: Diagrama de caixa que relaciona a preferéncia dos consumidores da MCCa,
pelos 3 parametros organoléticos avaliados.
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A avaliacdo da aparéncia variou entre 4 (ligeiramente desagradavel) e 9
(extremamente agradavel) com a observagdo de um outlier (como muito desagradével).
50% dos participantes consideraram a aparéncia da MCCa entre moderadamente a
extremamente agradavel, a mesma avaliacdo observada em relacdo ao aroma. Sendo o
sabor a componente de avaliagdo da MCCa que registou uma maior variabilidade de
dados, apesar da maioria das avaliagcdes (72%) se concentrar entre moderadamente e

extremamente agradavel.

Adesao a compra das massas avaliadas

Na realizacdo deste inquérito todos inquiridos foram submetidos ndo s6 a avaliarem
as massas alimenticias sobre andlise sensorial associada as principais caracteristicas

(aparéncia, aroma e sabor), como também se aderiam & compra das massas avaliadas.

E no que se refere a compra das massas avaliadas, pode-se observar que 64,2% dos
inquiridos (n=43) compraria a MCC, enquanto 35,8% (n=24) referiram ndo o fazer. No
caso da MCCa também se registou que a maioria dos inquiridos (n=55) mostrou-se
recetiva a compra desta massa com 82,1%, enquanto 17,9% referiram que ndo o fariam
(Figura 20).

mSim ®Nio ®Sim ENio
18%

MC MCC

Figura 20: Avaliagdo dos inquiridos em relacdo a adesdo de compra das massas MCC e
MCCa.

No sentido de tentar perceber melhor se, as caracteristicas organoléticas
influenciaram os inquiridos na decisdo de compra das massas avaliadas, efetuou-se a

avaliacdo a aparéncia, 0 aroma e o sabor (Tabela 5).
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Tabela 5 — Avaliacdo das influéncias organoléticas na decisdo de compra por parte dos

inquiridos.
Massas Andlise Compra Nao Compra
analisadas sensorial (N=55) (N=12) Z

Ordem Média  Ordem Média

Aparéncia 41,24 1,02 -4,19**

MCC Aroma 39,76 23,69 -3,32%*

Sabor 42,26 9,21 -4, 75%*

Aparéncia 37,19 19,38 -2,92*

MCCa Aroma 38,00 15,67 -3,72%*

Sabor 38,85 11,75 -4 48**

Legenda: MCC — Massa Cozida de Controlo; MCCa — Massa Cozida com Caléndula. *p < 0,05;
**p < 0,001.

Observou-se assim que as trés componentes avaliadas tiveram uma influéncia
significativa na decisdo de compra, quer na massa cozida controlo (MCC), quer na

massa cozida enriquecida com caléndula (MCCa).

Na MCC a aparéncia (Z = -4,19; p < 0,001), o aroma (Z = -3,32; p < 0,001) e o sabor
(Z = -4,75; p < 0,001) revelaram influenciar a decisdo de compra dos inquiridos sendo
que foram observados valores médios de classificacbes superiores entre 0s que

referiram comprar a massa.

Em relacdo MCCa, a aparéncia (Z = -2,92; p < 0,05) revelou ser um fator
influenciador da opcdo de compra da massa enriquecida, assim como o aroma (Z = -
3,72; p < 0,05) e o sabor (Z = -4,48; p < 0,001), com classificacdes medias superiores

entre os inquiridos que referiram comprar a respetiva massa.

Analise de regressdo multipla

Por forma a clarificar se a aparéncia, 0 aroma e o0 sabor predizem a op¢do de compra
da massa cozida enriquecida com caléndula, recorreu-se a analise de um modelo de

regressao linear multipla.
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O modelo obtido (Tabela 6) permitiu explicar de forma significativa 42% da
variancia da opg¢do de compra da massa enriquecida com calendula (R? = 0,393; p <
0,001) (F(3,63) = 15,26; p < 0,001).

Tabela 6 - Preditor da opgédo de compra da massa experimental (MCCa).

Analise Sensorial R? (R2A)) F (3,63) B t
Aparéncia -0,12 -1,01
Aroma -0,05 -0,38
0,42 (0,39) 15,264***
Sabor -0,54 -4,09
***p < 0,001

De acordo com os valores de Beta (B) obtidos, pode-se verificar que nem a aparéncia
(t=-1; p=0,312), nem o aroma (t = -0,382; p = 0,704) sdo preditores significativos da
opcao de compra. Observou-se que o sabor é a Unica componente que influencia de
forma significativa a op¢do de compra dos inquiridos (t = -4.09, p < 0,001), com 54% (B
=-0,54).

O Histograma e o plot que representam graficamente o resultado do modelo de

regressdo podem ser visualizados na Figura 21, respetivamente.
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Figura 21 — Histograma e Plot da massa cozida enriquecida com caléndula.
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CAPITULO VI. CONCLUSAO

Cada vez mais, existe uma maior preocupacao com a saude por parte do consumidor,
tendo os alimentos funcionais um papel importante para a diminuicdo de certas doengas.
Face a estes problemas de saude, este estudo permitiu concluir que é possivel obter
medidas de combate a certos tipos de doencas através da incorporacdo de plantas na
dieta alimentar, como neste caso a incorporacdo da Calendula officinalis L. numa massa

alimenticia.

A relacdo entre a concentracdo de compostos com atividade antioxidante em
alimentos e a capacidade antioxidante de cada um dos compostos presentes num
determinado alimento ainda ndo esta completamente esclarecida. No entanto, é um facto
assumido que a ingestdo continuada de alimentos ricos em carotenoides e compostos
fendlicos, de uma maneira geral, estd associada a prevencdo de diversos tipos de
doengas degenerativas. O estudo da presenca e concentracdo desses compostos nos
alimentos de origem vegetal devera ser ampliado, de modo a permitir uma melhor
avaliacdo de seus efeitos, possibilitando uma compreensdo mais ampla para uma

recomendagdo de uma dieta mais equilibrada.

Todos estes dados sdo importantes atendendo ao facto de poderem fornecer um estilo
de vida saudavel ao consumidor. Assim uma dieta adequada que envolva o consumo de

antioxidantes e fitoquimicos pode minimizar os riscos de certas doencas.

No ambito deste trabalho empirico de suporte a esta dissertacdo, foi efetuado um
inquérito de andlise quantitativa, a 67 pessoas aleatoriamente, onde os inquiridos
revelaram a sua opinido sobre o subproduto e se o comprariam. Apo6s a analise de
resultados foi possivel concluir que os inquiridos demonstraram estar recetiveis ao novo

produto, chegando até aceitar a sua compra.

Apesar de a larga maioria dos inquiridos aceitar este produto alimentar, foi possivel
verificar que o sabor é o principal fator que os encaminhara a uma futura decisdo de

compra (54%).

Este estudo pretendeu acima de tudo explorar uma nova &rea no setor alimentar e
assim criar um novo género alimentar, com propriedades quimicas e beneficios

reconhecidos.

51



Estudo da aplicabilidade de pétalas de Calendula officinalis L. em produtos alimentares enriquecidos

Para futuras investigacOes sugere-se a analise da atividade antimicrobiana na
Calendula officinalis L. de modo a clarificar o contributo desta na satde humana e
potenciar o seu uso como aditivo natural. Considerando que Portugal é rico em plantas
medicinais seria de grande relevancia alargar este trabalho e tentar extrair e quantificar

outras matrizes.

N&o obstante, tratou-se de um processo muito enriquecedor quer a nivel pessoal

como académico.
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Introducgao

A biodiversidade de plantas medicinais pode ser estudada através do seu cultivo e
evolucdo, impacto ecolégico ou como recurso biolégico, sendo este Uultimo
extremamente importante para a identificacdo e extracdo de compostos bioativos que
apresentam beneficios para a saude. A caléndula é uma planta medicinal de origem
mediterranea, cujos principais efeitos terapéuticos se relacionam com processos de
cicatrizacdo do tecido cutaneo, tratamento de abcessos gdstricos e de inflamacgdes
vasculares e propriedades antidiabéticas e anti-hiperlipidémicas. A integracdo de
plantas naturais ediveis em géneros alimenticios € uma nova aposta da industria
alimentar na elaboragdao de um novo conceito de alimentos, denominados alimentos
funcionais, que sdao alimentos comuns, integrados na dieta, mas capazes de produzir
beneficios especificos para saude.

Objetivo

Neste trabalho foram estudados os teores de compostos bioativos presentes nas
folhas secas de caléndula com um propdsito futuro da sua integracdo no
desenvolvimento de um género alimenticio que sustente a importancia dos alimentos
funcionais.

Métodos

A partir de extratos aquosos das folhas secas foram quantificados
espectrofotometricamente os teores de fendlicos totais (método de Folin-Ciocalteu) e
lavondides totais (método do cloreto de aluminio (AICl3)). Os carotendides foram
quantificados através de uma mistura de solventes apolares (acetona: n-hexano; (4:6;
v/v)) e quantificados a diferentes comprimentos de onda (453, 505, 645 e 663 nm).
Resultados

Este estudo, embora preliminar, indicou por meio de uma abordagem fitoquimica in
vitro, a presenca de fitoquimicos com propriedades bioldgicas. Foram encontrados
elevados teores de lavondides, nomeadamente de licopeno e -caroteno > clorofilas
(mg/g). O teor de fendlicos totais (mg eq. Acido galico/ g) foi superior ao teor de
lavonodides (mg eq. Rutina/ g).

Conclusao

Prevé-se que até 2050, as necessidades alimentares mundiais venham a aumentar
significativamente, devido ao aumento da populacdo mas também a melhor e maior
ingestao alimentar. As folhas de caléndula demonstram elevado interesse para a sua
aplicacdo numa vertente alimentar e farmacéutica para a elaborac¢do de novos géneros
alimentares naturais com atividade farmacoldgica e terapéutica.
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Massa alimenticia enriquecida com polifendis de folha de videira vermelha: um novo
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Introducgao

Durante o processo de vinificacdo sdo gerados imensos desperdicios, entre os quais a
folha de videira, que apresenta elevada riqueza em polifendis. O desenvolvimento de
géneros alimentares utilizando ingredientes funcionais obtidos de extratos de videira
permite, simultaneamente, valorizar um subproduto da industria vinicola e obter um
alimento funcional.

Objetivos

Prepararam-se massas alimentares enriquecidas em folha de videira (MFV), em extrato
de folha de videira (MEV) e uma massa controlo (MC). Estas foram caraterizadas por
parametros fisicos (tempo de cozedura, absor¢do de agua, atividade de agua, indice de
inchamento, humidade, textura e cor) e nutricionais (cinzas, proteina, gordura,
hidratos de carbono, energia). A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do
DPPH e o teor de compostos fendlicos totais (CFT) pelo método de Folin-Ciocalteau.
Resultados

A massa é constituida por 69,5% de sémola de trigo, 20% de 4dgua e 0,5% de sal.

Os parametros de qualidade indicam que a absorcdo de agua (AA) e indice de
inchamento (Il) das massas enriquecidas sao maiores (AA: 169-190%; Il: 2,58-2,87
mL/g) que na MC (AA=154%; 11=2,43 mL/g).

As massas enriquecidas apresentam uma atividade antioxidante superior a MC. Apds
cozedura, verifica-se que a MFV tem maior teor de CFT (159 mg/100g de massa) e
atividade antioxidante (67,8% inibicdo do DPPH), indicando que estes compostos sdo
preservados pela matriz da folha.

Relativamente a composicdo centesimal e valor energético (VE), observa-se que todas
as massas possuem valores semelhantes (Proteina: 7,62-8,50%; Gordura: 0,71-1,39%;
Cinza: 0,80-1,75%; Humidade: 28,17-35,22%; VE: 261-287 Kcal/100g). Verificou-se que
a MFV permite o consumo de CFT em quantidade equivalente a de 250 mL de vinho
tinto.

Conclusoes

As massas desenvolvidas constituem um alimento funcional com beneficios para a
saude, rico em antioxidantes, nomeadamente compostos fendlicos.
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Introducio
0 consumo de uvas e seus derivados, com elevada riqueza em polfendis, que ¥m uma extensa atividade antioidante, & benéfico

para a salde. Durante 0 processo de viniicagdo sdo gerados imensos desperdicios, entre os quals a folha de videka, que
agresenta também elevada riqueza em pollends. O desemolvimento de géneros alimentares utiizando ingredientes funcionais
obtidos de extratos de videkra permile, simultaneamente, valorizar um subproduto da inddstra vinicola e obter um alimento
funcional,

Obieti
Prepararam-se massas akmentares enviguecdas em folha de videra (MFV) e em extrato de folha de videwa (MEV), para além
duma massa controlo (MC). Estas foram caracterizadas por parmetros fisicos (tempo de cozedura, absosgdo de dgua, atividade
de agua, indice de inchamento, humidade, textura e cor) e quimicos {cinzas, proteina, gordura, hidratos de carbono, energia). Por
dtimo, a atiedade antiondante das massas foi testada pelo método do DPPH e o teor de composios fendicos totas (CFT)
avakado pelo método de Folin-Clocalteau.

Materiais e métodos

FormulagBes das mass as Avaliagio daqualidade da cozedura das massas
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Resultados e discussdo
Tempo de cozedura de 1odas as massas: 6mn.

Massas com videra vermeiha: absos 3o de agua e Indice de inchamento superiores ao controlo - capaadade da folha absorver e
reter a agua durante 0 processo de amassacura.
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Tabela 1. Fendlicos totals e ativdade
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Agura 1.Compodglo centedmal das massas Fgwa 2 Padmevros da cor fcokdmeto CR 300
(Mircka) (MCortrolo, MECedrato comerdal MFV-
folha)

Conclusao

As massas desemolvidas neste trabalho constiuem um akmento funconal com beneficios para a salide, nco em antioadantes,
nomeadamente, composios fendicos.
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