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Resumo

A espécie Helichrysum italicum (Roth) G. Don, comumente designada por erva-caril ou
perpétua-das-areias, € uma planta caracteristica do sul da Europa, existindo também ao longo
da costa portuguesa. As flores secas sdo comumente utilizadas na medicina tradicional,
especialmente como cloréticos e diuréticos. Os metabolitos secundarios produzidos por esta
espécie dao-lhe um alto valor medicinal, nomeadamente pela sua composic¢ao, pela quantidade
de oleos essenciais, alcaloides, terpenoides, compostos fendlicos e péptidos. Varios estudos
indicam que os seus compostos fendlicos poderdo apresentar acao sobre diferentes problemas

de salde, tais como doencas coronarias, enfartes e alguns tipos de cancro.

Neste trabalho utilizaram-se diferentes extratos, em acetona a 70% e infusdes, feitos a partir da
flor de H. italicum. Verificou-se que esses extratos possuiam uma elevada capacidade
antioxidante e um alto teor de polifenéis, quando comparada com algumas especiarias
comerciais, caril e agafrdo-das-indias. Nos extratos em acetona a 70% verificou-se atividade
antimicrobiana sobre diferentes estirpes bacterianas. Também foi analisada a sua possivel
citotoxicidade, onde foram testadas diferentes concentra¢cdes de uma infusdo em células da
linha celular Caco-2, verificando-se uma baixa toxicidade. Pelas carateristicas analisadas, a H.
italicum apresenta um grande potencial de incorporacdo em novos produtos alimentares,

adicionando-lhes fitoquimicos e aromas distintos.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana; capacidade antioxidante; citotoxicidade;Helichrysum
italicum; teor de polifendis.
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Abstract

The species Helichrysum italicum (Roth) G. Don, commonly known as “curry-plant” and
“everlasting”, is characteristically from southern Europe. Although it can also be found alongside
the Portuguese coast. These dry flowers are frequently used in traditional medicine due to their
use as chlorotic and diuretics. The secondary metabolites produced by this species gives it a
high medicinal value. This is because of their composition-as well as amount of essential oils,
alkaloids, terpenes, phenolic compounds and peptides. Moreover, numerous studies show that
these phenolic compounds can act on different health issues, namely on coronary heart

disease, strokes and cancer.

In this project, we used H. italicum extracts either in 70% acetone or as infusions. We found that
these extracts possess a high antioxidant activity and a high polyphenols content when
compared to other more commercial spices, such as curry and turmeric. Furthermore, the
extracts in 70% acetone were found to have an antibacterial action against various bacterial
strains: The cytotoxicity of this species was also tested using different concentrations of infusion
extracts in a Caco-2 cell line. It was verified that its cytoxicity is low. Altogether, the
characteristics of H. italicum evince a great potential for its incorporation in food products,

providing them with phytochemicals and distinct flavor.

Key words: antibacterial action; antioxidant activity; cytotoxicity; Helichrysum italicum;
polyphenols content;
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INTRODUCAO

As plantas medicinais estao cada vez mais em voga, captando por isso mesmo a atencao de
diversas areas como a cosmética e a alimentar. A indlstria alimentar tem um papel
preponderante sobre os alimentos que chegam aos consumidores. Na sociedade atual, os
consumidores sdo cada vez mais exigentes, existindo um acréscimo na procura de alimentos

nutricionalmente adequados e provenientes de processos sustentaveis [1].

Muitos dos beneficios alimentares das plantas medicinais sdo adquiridos, maioritariamente,
pela utilizacdo das mesmas em infusées, como € o caso da Matricaria chamomilla (camomila) e
da Equisetum arvense (cavalinha). Pode-se também recorrer a producéo de fitoquimicos, com
0 intuito de desenvolver potenciais alimentos funcionais. Ultimamente, tem-se notado uma
tendéncia para aumentar a utilizacao de fitoquimicos, isto €, compostos bioativos naturalmente
presentes em muitas plantas comuns, como nas bagas, folhas e frutos por exemplo [2][3].
Algumas das plantas silvestres comestiveis podem ter um elevado valor comercial ainda por
explorar, tanto ao nivel do desenvolvimento de medicamentos, como na producéo de alimentos

e bebidas benéficas para a salde.

A espécie Helichryum ¢é comercialmente conhecida pelos seus 6leos essenciais,
maioritariamente para a introdugcdo dos mesmos em produtos de cosmeética, locdes,
farmacéuticos, protetores solares e produtos para minimizacdo dos sintomas de alergias, e
menos utilizados, na producédo de pratos na arte de culinaria. O seu cultivo € por isso uma
pratica ja comum. Em Franca séo feitas produc¢@es biolégicas que chegam aos 7,5 hectares de
H. italicum para a utilizacdo em produtos de cosmética pela sua fragancia tdo distinta [4]. A
Croécia é também um grande produtor de H. italicum, com uma grande inddstria de extracdo
dos compostos volateis das plantas, pelo que ndo é o Unico pais europeu que aposta na
producgédo de H. italicum sendo também muito estuda no mesmo.

A possibilidade de utilizacdo da H. italicum numa vertente mais alimentar economicamente
rentavel e nutricionalmente favoravel constitui assim uma oportunidade com um nicho de
mercado ainda por desenvolver. Neste trabalho pretendeu-se explorar algumas das suas
capacidades biolégicas, como o teor de polifendis totais, a capacidade antioxidante,
comparando com algumas especiarias comerciais conhecidas, A¢afréo-das-indias (curcuma) e
Caril (mistura de especiarias). Procurou-se também verificar a sua capacidade antimicrobiana e

a sua viabilidade celular com a linha celular Caco-2.
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1. TAXONOMIA:

As plantas angiospérmicas contribuem com cerca de 300000 espécies para 0 reino das
plantas, todavia, a sua utilizacdo mais comum é apenas para fim ornamental, pelo que a sua
atividade biol6gica e fitoquimica tem sido bastante negligenciada. Apenas uma pequena parte
deste nimero elevado de espécies tem sido profundamente estudado [5], existindo ainda um
grande campo por explorar, que pode contribuir para a produgéo de produtos mais sustentaveis

em diferentes areas, como a alimentar, cosmética e farmacéutica.

Uma das maiores familias de plantas com flor é a Asteraceae. Nela constam mais de 1600
géneros e perto de 23000 espécies. O género Helichrysum é relativamente conhecido. Nele
estdo contidas perto de 500 espécies distribuidas globalmente, surgindo nos continentes
africano, asiatico, australiano e europeu [6;7]. O nome Helichrysum tem origem grega, helios
significa sol e chrysos ouro, palavras que descrevem a aparéncia de muitas das flores deste

género, amarelas vivas [8].

As espécies do género Helichrysum sdo maioritariamente herbéceas, podendo ser também
perenes ou arbustos. As suas folhas podem ser densas, oblongas a lanceoladas, ou simples
[3]. Muitos dos membros desta grande familia tém um elevado valor medicinal, ornamental e
econdmico. Os extratos deste género sdo muito populares na medicina tradicional dos paises
onde ela se propaga devido a presenca de compostos fendlicos, fitoaldeidos, a-piro derivados,
terpindis, 6leos essenciais, volateis e acidos gordos [3]. InUmeros estudos indicam que os seus
compostos fendlicos poderéo apresentar acdo protetora sobre diferentes problemas de saudde,
como doengas coronarias, enfartes e alguns tipos de cancros. Exibem também atividade anti-
inflamatéria, agentes estimulantes do sistema imunitério, antialérgicos, antiteratogénicos,

antimicrobianos, anti tromboticos, antisstress, anti hiperglicemia e efeitos vasodilatadores [3;6].

Quase 25 espécies sdo nativas da zona mediterranea, sendo que 8 sado originarias da Italia.
Este trabalho pretende focar uma das suas espécies mais estudada, a Helichrysum italicum
(Roth) G. Don, estando representadas na Tabela 1.1 e Figura 1.1, a distribuicdo das

subespécies mais prevalentes da zona do Mediterraneo [7;8].



Tabela 1.1 Distribuicdo geogréafica das varias subespécies de H. italicum. (adaptado de [7]).

Taxa

Distribuicdo

Helichrysum italicum (Roth) G. Don subsp. italicum

Helichrysum italicum subsp. microphyllum (Willd.) Nyman

Helichrysum italicum subsp. picardii Franco
Helichrysum italicum subsp. pseudolitoreum (Fiori) Bacch. & al.

Helichrysum italicum subsp. serotinum (Boiss.) P.Fourn.

Helichrysum italicum subsp. siculum (Jord. & Fourr.) Galbany & al.

Bacia do Mediterraneo

Ilhas Baleares, Sardenha, Coérsega,
Creta e Chipre

Franca, Italia, Portugal e Espanha
Italia
Peninsula Ibérica

Italia

50°N
+ + 1
40°N -+ + z
-+ + 1
30°N A f &
* 7 £ o H. italicum subsp, italicum
m  H. italicum subsp. microphyllum
m  H. italicum subsp. siculum
-+ + + + + +
& H. litoreum
o  H. serotinum subsp. picardii
® H. serotinum subsp. serotinum
20°N : t t t ! 1 T T
20°W 10°W 0 10°E 20°E 30°E 40°E 50°E

Figura 1.1 Distribuicdo das espécies do género Helichrysum de acordo com as sequéncias de cpDNA.

(Adaptado de [9]).

A espécie Helichrysum italicum (Roth) G. Don é uma planta aromatica com uma altura que

varia entre 30 e 70 cm. E especialmente conhecida na Europa, onde assume varias

designacdes, como “perpétuas-das-areias”, “perpétuas-de-ltalia”, “erva-do-caril”, “immortelle”

ou “everlasting”. Possuiu um aroma intenso semelhante ao caril, mais concentrado na sua

caracteristica flor amarela que existe desde maio até ao final de setembro. E uma planta




xerdfita, o que significa que esta adaptada a ambientes onde a agua é escassa, permitindo o
seu crescimento e desenvolvimento em ambientes secos, arenosos e rochosos, perto de zonas

costeiras e até mesmo em zonas acima dos 22000 metros de altura [8-10].

Na zona de Portugal pode-se encontrar a Helichrysum italicum subsp. picardii Franco (Figura
1.2) com maior facilidade. E um subarbusto amoitado, aromético e 12 a 33 c¢cm, com caules
angulosos, folhas inteiras estreitamente lineares, esverdeadas e tomentosas a glabrescentes
ou raramente branco-tomentosas, capitulos reunidos num corimbo muito composto e denso,
involucro oblongo-cilindrico a tubuloso-campanulado, de bracteas estreitas, numerosas e
imbricadas, flores amarelas, tubulosas, as marginais femininas e as do disco hermafroditas e
em maior nimero, cipselas castanho-escuras, ou com raras glandulas brancas e brilhantes
[11].

Figura 1.2 Fotografia da Helichrysum italicum, tirada a 21/07/2018, S. Pedro de Moel.

2. UTILIZACAO TRADICIONAL:

As espécies de Helichrysum tém tido muitas aplicagdes no que toca a formulacdo de produtos
com fins medicinais e alimentares, podendo algumas das suas aplicacdes datar até 2000 anos
atrds. Um dos primeiros registos da sua utilizagcdo como potencial medicamento, aparece no
trabalho de Theophrastus de Eresos intitulado “Historia Plantarum”, no século 3-2 A.C na
Grécia, onde era utilizada no tratamento de queimaduras e picadas ou mordeduras de animais
venenosos [12]. E ainda possivel encontrar relatérios da sua utilizagdo em areas menos
expectaveis, por exemplo, para a produgdo de utensilios domésticos, como o caso de
vassouras feitas a partir de varias plantas secas, que podem incluir a H. italicum, em alguns

paises europeus, como a ltalia e a Bésnia [13].



Nos dias de hoje, o seu uso tradicional estd ainda muito associado aos paises europeus, muito
provavelmente pela sua abundancia e facil acesso. Existem registos da sua utilizacdo em
paises como a ltalia, Espanha, Bésnia e Herzegovina, Croacia e até mesmo em Portugal [8].
Nestes paises a utilizacdo destas plantas recai maioritariamente sob o desenvolvimento de
produtos com fins medicinais. Os medicamentos mais elementares tém como base tinturas,
infusBes, pds e outros tipos simples de formulagdes. As flores secas sdo comumente utilizadas
como cloréticos, diuréticos, podendo tratar também de varios problemas de salde, como
alergias, constipacdes, tosse, problemas de pele, figado e bexiga, inflamacdes, infecdes e
insénias. Esta planta possui potencialidades anti-inflamatérias, antioxidantes, antimicrobianas,
antivirais e anti-HIV [8]. A sua utilizacdo estende-se a problemas referentes ao trato-
gastrointestinal, onde as partes aéreas da planta, como as flores, sdo as mais utilizadas,

podendo ser utilizadas como alimento ou como preparacdes de remédios caseiros [7;12;14-16].

Como referido anteriormente, a subespécie H. italicum (Roth) G. Don subsp. picardii Franco é
uma planta haldfila facultativa encontrada no Sul da europa, nomeadamente, em Portugal. Na
medicina tradicional é utilizada sob a forma de infusdes e decoc¢Bes como analgésico, atuando
sobre problemas dermatolégicos, respiratérios e digestivos que tenham a ver com alergénios,
infecdes ou inflamacdes. No Algarve, esta planta € utilizada para diferentes fins. No mundo da
culindria, sdo muito utilizadas para a aromatizacdo de saladas, refeicdes e, mais
especificamente, para temperar azeitonas. Os seus 0leos essenciais sao muito utilizados para
realcar o sabor das frutas em doces, em produtos de panificacdo e, em alguns casos,
refrigerantes [11]. Como nas outras partes da Europa, alguns Portugueses também beneficiam
das suas propriedades medicinais, em particular, dos seus 6leos essenciais. Estes tém acéo
antialérgica, anti-inflamatéria e cicatrizante, e sdo também utilizadas para o tratamento de

eczema, psoriase, acne, inflamagé&o cutanea, urticaria, escaras e como protetor solar [17].

A H. italicum subsp. Picardii podera ter um elevado valor comercial ainda por explorar, quer no
desenvolvimento de medicamentos, quer na producdo de alimentos e bebidas com potenciais
beneficios para a saude. No entanto, € de notar que a maioria dos beneficios relacionados com
as utilizacBes tradicionais ainda néo foram testadas in vivo, pelo que ndo se sabe ao certo se

funcionam, o que os influencia e se sédo seguros e livres de toxicidade [17;8].

3. CoMPOSICAO QUIMICA:

As plantas produzem um vasto reportorio de metabolitos secundarios como 6leos essenciais,
alcal6ides, terpendides, compostos fendlicos (Figura 1.3) nos processos metabdlicos normais.
Estes metabolitos sdo muito importantes para a sobrevivéncia da propria planta, protegendo-a
de infecdes microbianas, pragas e radiacdo, enquanto atraem animais polinizadores e
dispersores de sementes. Alguns deles sdo também importantes para promover o crescimento

da prépria planta. Até ao momento conhecem-se mais de 100000 metabolitos secundarios,



sendo que, uma maioria tem funcdes ao nivel do sistema imunitario da planta e exibindo
atividade antimicrobiana. Os beneficios associados ao consumo de fitoquimicos estédo
relacionados com acdes de sinergia entre os componentes bioativos da alimentacéo,
micronutrientes e fitoquimicos. Por esta razdo, existe muito interesse no seu estudo para a
formulacdo de novos e mais eficazes medicamentos, que permitam ultrapassar o problema
atual dos antibioticos e o desenvolvimento de patogénicos resistentes, diminuam a toxicidade
na sua aplicacéo, que possa trazer uma diminuicdo de efeitos secundarios comparativamente a

medicamentos de sintese [15;18].

Compostos Fendlicos

Acidos Fendlicos Flavonoides Stilbenos/Lignanos

Antocianinas, Flavonas, Flavonol Flavanol
Flavononas, Isoflavonas

Catequinas e Proantocianidinas
Epicatequina

Procianidinas Prodelfinidinas

Figura 1.3 Tipos de Compostos Fendlicos, adaptado de [18].

As plantas haldéfilas sobrevivem e prosperam em bidtipos salinos, geralmente, incompativeis
com a vida da maioria das plantas. Para sobreviverem a estas condicbes austeras
desenvolveram um conjunto de respostas adaptativas. Nestas estdo incluidas, a producéo de
moléculas bioativas com elevada capacidade antioxidante, os compostos fendlicos, os
terpendides e vitaminas, metabolitos secundarios que inibem a producdo e acumulacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) protegendo as estruturas e fungbes celulares. Estes
antioxidantes naturais exibem uma forte atividade biolégica, como coletores de radicais,
agentes quelantes e propriedades de inibigcdo enzimética, que podem promover propriedades
terapéuticas benéficas, que explicam a utilizagdo deste tipo de plantas na medicina tradicional
e justifica o interesse de um consumo em maior quantidade deste tipo de produtos pela
promessa de amenizar alteracdes degenerativas e patologicas, como o envelhecimento, o
cancro e a diabetes [2;17].



3.1. COMPOSTOS FENOLICOS:

Os flavonéides pertencem ao maior grupo que compde os fitoquimicos, como é o caso dos
compostos fendlicos. Sao especialmente conhecidos pelas suas acdes antiviral, anti-
inflamatéria, citotéxica, antimicrobiana e antioxidante. Estas resultam da interacdo dos
fitoquimicos com os mecanismos fisiologicos, e podem inibir ou atenuar o stress oxidativo

podendo-se traduzir numa agéo anticancerigena [17;18].

Através de extragcdes com solventes organicos como acetona, metanol, etanol, cloroférmio, éter
de petréleo, diclorometano e éter dietilico, foi possivel isolar e identificar varios compostos
presentes na H. italicum, entre eles, flavonoides, acetofenonas, floroglucinois, tremetonas,
coumarina e coumaratos, acidos fendlicos e esteres. O arzanol (Figura 1.4) € o composto
fendlico mais notdrio da H. italicum. Foi demonstrada a sua acdo anti-inflamatéria e antiviral
através da inibicdo do fator nuclear Kappa B (NF-kB) ativacéo pela luciferase e libertacéo de
mediadores pro-inflamatoérios, a interleucina-6 (IL-6), a interleucina-1(IL-1), o fator de necrose
tumoral (TNF) e a prostaglandina E2 (PGE2), no lipopolissacarido (LPS) estimulados por
mondcitos isolados de sangue de dadores humanos saudaveis [9;19]. O arzanol inibe também
o ciclo-oxigenasel (COX-1), Prostaglandina E Sintase Microssomal-1 (mPGES-1) e a 5-
lipoxigenase de araquidonato (5-LO), a atividade anti-inflamatéria ja foi provada e teste in vitro

e in vivo em células epiteliais intestinais humanas [8].

OH OH

Figura 1.4 Estrutura quimica do arzanol [22].

A partir de infus6es dos 6rgdos vegetativos aéreos foram encontrados em maior quantidade os
acidos quinico e clorogénico (Figura 1.5 a) e b), respetivamente). Em contrapartida, em
infusBes onde a flor foi utilizada, obtiveram-se compostos maioritarios diferentes. Nas flores
sdo encontrados astragalino, isoquercitrino e o &cido cafeico (Figura 1.5 c) em maior
quantidade. Os polifenéis encontrados tém uma grande capacidade antioxidante pelo que
supera em alguns campos as atividades antioxidantes de algumas infusées conhecidas, como
o chéa verde [17]. Muitos dos compostos isolados a partir dos extratos ja foram testados in vitro,
no entanto ainda existe a necessidade de ensaios clinicos para os compostos isolados e para a

planta em si [19].



O acido clorogénico é um éster do acido cafeico e quinico. Este composto é muito conhecido
pela sua atividade antioxidante e pela diminuicdo da velocidade de absorcéo da glicose para a

corrente sanguinea [20].

O &cido cafeico é biodisponivel oralmente, sendo facilmente assimilado pelo organismo. E um
composto polifendlico com potenciais atividades antioxidantes, anti-inflamatéria e
antineoplasica. Este acido reconhece e inibe o gene da oncoproteina da histona demetilase
(HDM) que esteja amplificado em células cancerigenas 1(GASC1; JMJD2C; KDM4C) e impede

a proliferacdo das mesmas [21].

Figura 1.5 Estrutura quimica do acido quinico (a), acido clorogénico (b) e acido cafeico (c) [20;21;23].

3.2. OLEOS ESSENCIAIS:

A Helichrysum italicum é uma planta aromatica, como tal, é rica nos chamados 6leos
essenciais (OEs). Esses 6leos sao utilizados em técnicas de aromaterapia, possuindo
propriedades cicatrizantes que auxiliam a regeneracdo da pele. Através da extragdo por
destilacdo e extracdo supercritica, é possivel extrair os OEs das plantas isola-los e identifica-
los. Os OE apresentam composicdes diferentes de acordo com o ambiente onde a planta
cresceu, isto €, aos fatores ambientais a que foi exposta. A composicdo de 6leos essenciais é
altamente influenciada por diversos fatores ambientais, sendo que a sua composicao pode
variar consoante as técnicas de gestdo, condiges ecoldgicas, climaticas, a fase do seu ciclo
vegetativo em que € colhida e varia também com a sua localizagdo geogréafica. Estas
diferencas tém maior notoriedade quanto maior for o seu teor de 6leos essenciais, no entanto,
segundo a bibliografia existente, os 6leos essenciais principais da parte aérea da H. italicum

sdo monoterpenos (Figura 1.6): alpha-pineno (1), limoneno (2), nerol (3), nerilacetato (4) e
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nerilpropanoato (5) e sesquiterpenos (Figura 1.7): alpha-selino (1), beta-selino (2), gama-

curcumeno (3), trans-beta-cariofileno (4), eudesm-5-en-11-ol (5), [7;8;17;19;23].

S 0 A

1 2

OYOV\%/ oj)

Figura 1.6 Estrutura quimica a8 alpha-pineno (1), limoneno (2), nerol (Sﬁ nerilacetato (4) e nerilpropanoato

OH

Figura 1.7 Estrutura quimica de alpha-selino (1), beta-selino (2), gama-curcumeno (3), trans-beta-
cariofileno (4), eudesm-5-en-11-ol (5) [19].

O limoneno é um monoterpeno ciclico natural com propriedades quimio-preventivas e anti
tumorais. Este metabolito podera inibir o crescimento tumoral através da inibicdo da p21Cip 1,
inibidor da cinase ciclo-dependente 1, induzindo a apoptose pela alteracdo da via de
sinalizacao do fator de crescimento, que impede as modificagdes pos-traducionais de proteinas
e resulta na manutencéo da célula na fase G1 do ciclo celular e na alteracdo da expressédo do

ciclo celular e de genes associados a apoptose [24].

O nerol é 0 composto que estd na origem das propriedades inseticidas e repelentes de insetos.
Apesar da capacidade de afastar mosquitos, moscas, pulgas, baratas, formigas e carracas, é

também produzida por abelhas para marcacao de flores polinizadas [25].
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3.3. MINERAIS:

Os i6es metdlicos tém um papel importante no metabolismo de todos os organismos vivos, por
isso, sdo também parte integral das plantas. As plantas absorvem minerais presentes no solo e
concentram-nos na sua biomassa. Todavia, ndo sdo apenas absorvidos elementos essenciais -
elementos ndo-essenciais, como alguns metais pesados conseguem ser assimilados pelas
plantas através dos sistemas de transportes de nutrientes pela sua semelhanca quimica aos
mesmos. Para a producdo controlada de plantas medicinais € necessaria a criacdo de um
limite ou concentra¢@es ideais de minerais, para garantir a qualidade do produto [26;27] e evitar

possiveis riscos para a salde publica.

Nas plantas podem ser encontrados em maior concentracéo os ides potassio (K), célcio (Ca) e
magnésio (Mg), uma vez que estes elementos sdo necessarios em grandes quantidades para o

crescimento das plantas [27].

O K é o mineral encontrado com maior concentragdo nos tecidos da planta, cerca de 13,5 g/Kg
na H. italicum. Este estd muito envolvido nas fun¢cdes metabdlicas, principalmente ativagao

enzimatica, sintese de proteinas, fotossintese, transporte de floema e osmorregulacao [27].

O Ca esta presente nas paredes celulares e nos vacuolos e pode encontrar-se cerca de 7 g/Kg
na H. italicum. Esta envolvido na estabilizacdo da parede celular e em processos secretores,

também agindo como mensageiro secundério na transducgéo de sinais [27].

O Mg é um dos constituintes da clorofila e na H. italicum pode ser encontrado cerca de 1,9
g/Kg. O magnésio esta envolvido na ativagdo de muitas enzimas dependentes de ATP e

separacao/quebra de hidratos de carbono [27].

As plantas também requerem a assimilacdo de alguns outros elementos metdlicos, os
chamados micronutrientes essenciais, ferro (Fe), manganés (Mn), cobre (Cu), zinco (Zn),
niquel (Ni) molibdénio (Mo), que como o nome indica, sdo elementos essenciais, mas em
pequenas quantidades e que em doses excessivas se tornam toxicos. Existem também
elementos benéficos, que correspondem a minerais que ndo sdo essenciais para todas as
espécies, sendo obrigatérios para outras pois estimulam o crescimento de desenvolvimento da

planta, como por exemplo, o silicio (Si), o cobalto (Co) e o sédio (Na).

Na H. italicum podem ser encontrados 11,8 mg/Kg de cobre, 196 mg/Kg de ferro, 267 mg/Kg de

manganés e 58 mg/Kg de zinco [27].

Como referido anteriormente, as plantas ndo absorvem apenas aquilo de que precisam, sendo
por isso frequente encontrar compostos toxicos, como metais pesados, em plantas medicinais
e especiarias. Estas contamina¢fes podem resultar de diferentes fatores como a poluigdo
ambiental, a composicao do solo e a utilizacdo de alguns tipos de fertilizantes. A atividade

humana é a causa principal dessas contaminacdes, como por exemplo, pela atividade
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metallrgica ou mais diretamente pela utilizacdo de pesticidas com arsénio e mercirio sobre as

plantas ou pela contaminacédo dos lencois freaticos [27].

4. ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS DA H.
ITALICUM:

Pela analise dos constituintes da perpétua-das-areias verifica-se as suas potenciais atividades
biolégicas. Foi possivel identificar varias atividades biolégicas por testes in vitro e in vivo, como
as atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antiviral, inseticida e repelente, antidiabética e

antimicrobiana.

4.1. ANTIOXIDANTE

Grande parte da sua atividade antioxidante esta relacionada com o elevado teor de polifendis.
Um outro fator que também ajuda no aumento de poder antioxidante € a existéncia de uma
grande variedade de compostos fendlicos [17]. Varios tipos de extratos foram testados quanto
a sua capacidade antioxidante, e esta capacidade esta intimamente ligada com a capacidade
anti-inflamatoria [23]. Estudos comparativos entre infusdes e decocgbes de H. italicum,
demonstram o seu valor antioxidante em relagdo a produtos conhecidos e comercializados,

como o cha verde [17].

4.2. ANTI-INFLAMATORIA

A atividade anti-inflamatéria encontrada em extratos da planta pode-se dever ao efeito
sinérgico da inibicdo de enzimas pro-inflamatdrias, efeitos semelhantes aos corticoides ou pela
recolha de radicais livres, estando muito associada a atividade antioxidante. A acdo pode
dever-se a existéncia de compostos especificos presentes na planta, como é o caso de arzanol
através da inibicAo de complexos enzimaticos de ativacdo da resposta inflamatoéria.[9] Num
estudo realizado por Sala [28], foi encontrada atividade anti-inflamatéria utilizando extratos de
metanol, hexano, diclorometano, etilacetato e butanol aquando a realizagdo de testes in vivo
em ratinhos em diferentes modelos, 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA) e etil

fenilpropiolato (EPP).

4.3. ANTIVIRAL

Testes que procurem a capacidade antiviral da H. italicum ainda sdo escassos, ho entanto,
atividades contra o HSV-1 e HIV ja foram encontradas [23]. Extratos de acetona de H. italicum
subps. Mycrophyllum e arzanol foram utilizados para testar uma possivel acao anti-HIV pela
inibicdo da transativacdo da HIV-1-LTR nas células T com o plasmideo que contém o gene

para a luciferase cujo promotor é o HIV-1 LTR [9].
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4.4, ANTIDIABETICA

Estudos comparativos entre cha verde e infusdes de H. italicum, demonstraram que esta planta
pode ter alguma atividade antidiabética pela inibicdo da alfa-glucosidase que ajudaria no
tratamento da diabetes tipo 2. Todavia, a utilizacao de infusdes podera ndo ser o mais eficaz, a
utilizacdo de extratos com os compostos mais concentrados deve obter melhores resultados
[17].

4.5. INSETICIDA E REPELENTE

A procura de pesticidas e repelente com origem natural contribui para a exploracdo das acdes
de varios compostos que possam ser extraidos das plantas, como os 6leos essenciais. Varias
doencas como o dengue e a febre amarela, requerem a ajuda de vetores (mosquitos) para que
se possam propagar. Os 6leos da H. italicum foram testados contra larvas de Aedes albopictus,
revelando que os seus Oleos essenciais sdo toxicos para as larvas com um DL50 de 178,1
ppm. Foi testada também a sua atividade como repelente e verificou-se que 30% dos
mosquitos (Aedes aegypti) foram repelidos. Estes resultados sugeriram uma possivel adi¢cdo

destes compostos na formulacdo de repelentes e pesticidas [29].

4.6. ANTIMICROBIANA

A H. italicum apresenta um grande potencial antimicrobiano. Foram feitos varios estudos a
compostos isolados e a diferentes extratos, como dos 6leos essenciais, onde se verificou

atividade antimicrobiana e antifingica.

Bouzid Djihane testou os éleos essenciais de Helichrysum italicum (Roth) G. Don quanto a sua
atividade antimicrobiana para bactéria Gram-negativas, Gram-positivas, fungos filamentosos e
Candida albicans. Através do método de difusdo em agar concluiu-se que a bactéria mais
sensivel foi a Enterococcus cereus ATCC 2035, com um minimo bactericida e inibitério em
concentracdes de 0,79 pyg/mL. Para obter atividade fungicida e atividade inibitéria em fungos,
foram utilizadas concentracdes minimas de 6,325 pg/mL e 12,65 ug/mL, respetivamente para
Candida albicans ATTCC 10231 e Saccharomyces cerevisiae ATCC 97 63 [14].

Outros autores, focaram-se no estudo da atividade antimicrobiana da H. italicum contra a
Staphylococcus aureus. No estudo realizado em 2001 por Nostro et al. [30], foram encontrados
efeitos inibidores sobre a estirpe de S. aureus, com reducédo do seu crescimento e diminuicdo
de producgdo de enzimas como a coagulase, DNAse, termonuclease e lipase, sendo que esta
atividade antimicrobiana se podera dever aos compostos 14 flavondides existentes na planta,
como a apigenina, luteolina e carringenina. Em 2002, Nostro et al. [31], tentaram compreender

a acdo dos extratos de H. italicum sobre a S. aureus, tendo desta vez como foco, a inibicdo na
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producéo de enterotoxinas A-D. Para concentragcfes de 250-125 ug/mL de extrato, verificou-se
inibicdo de crescimento de S. aureus e diminuicdo na producdo de todos os tipos de
enterotoxinas. Em concentracbes de 62,5-31,25 ug/mL apenas se verificou efeito sobre as

enterotoxinas B e C, que tiveram uma reducédo na sua producéo.

5. TOXICIDADE:

No que toca a toxicidade da H. italicum foram realizados testes aos seus OEs para averiguar a
citotoxidade, a genotoxicidade e antigenotoxicidade, para os quais ndo foram encontrados
niveis significantes de toxicidade em varias linhas celulares de mamiferos [8]. Em estudos mais
recentes, a toxicidade de infusGes de vérias partes da H. italicum subsp. Picardii foi testada
tendo em conta a viabilidade de trés linhas celulares diferentes, células da microglia murina
(células N9), carcinoma hepatocelular humano (células HepG2) e células do estroma da
medula (células S17). Esta dltima linha celular foi a mais sensivel, principalmente & infusdo das

raizes da planta, todavia a H. italicum subsp. Picardii apresentou baixa toxicidade no geral [17].

6. PRODUGAO:

A procura de plantas medicinais tem vindo a aumentar, pelo que a simples recolha de plantas
no seu habitat natural ndo é viavel, ndo s6 pela incapacidade de satisfazer as quantidades
necessarias de produto, mas também pela sobre exploragédo dessas areas e possivel perda de
biodiversidade [32;33]. Assim, para poder responder as necessidades do consumidor, a melhor
solucdo é o cultivo. Como referido anteriormente, ja existem na Europa culturas de H. italicum
para fins diversos. Todavia, nem todas as plantagbes seguem o0s principios da agricultura
biolégica, pelo que a planta pode adquirir compostos téxicos ou potencialmente toxicos

aquando da utilizacdo de pesticidas, herbicidas e outros produtos sintéticos[34].

Nos dias de hoje, a populacdo esta cada vez mais esclarecida, pelo que apesar de uma grande
parte da producéo ter origem em plantac6es de cultivo intensivo, a procura de produtos com
origem em agricultura sustentavel estd a aumentar. Como referido anteriormente, a H. italicum
€ muito procurada pelos seus 6leos essenciais sendo a obtencdo dos mesmos a principal
finalidade. Nao obstante a producdo de produtos de maior qualidade e maior seguranca, a

producéo bioldgica acaba por encarecer os produtos, tornando-os menos acessiveis.

Para o crescimento adequado da planta é necessario um solo equilibrado com as quantidades
de nutrientes essenciais, sendo o azoto um nutriente de elevada importancia para o
desenvolvimento da planta [31]. Os fertilizantes tém também um papel relevante que aumenta
a flexibilidade no local de producédo, sendo que os fertilizantes orgénicos de origem industrial
tém aumentado o interesse na producdo de H. italicum [34]. Outra maneira mais eficaz de

propagacdo da H. italicum é através da producdo de plantulas, que é uma condicao essencial
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para uma producéo de sucesso.
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Capitulo Il = MATERIAIS E METODOS
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AMOSTRAGEM

As amostras foram recolhidas em territério portugués, mais especificamente na regido costeira
de Leiria, podendo corresponder as subespécies Helichrysum italicum (Roth) G. Don subsp.
Italicum e/ou Helichrysum italicum subsp. Picardii Franco [8]. As amostras foram recolhidas em
diferentes praias: Vigéo; Pedrogéo; Praia velha, durante os meses de julho, agosto e setembro
de 2017. Este trabalho teve como foco a utilizacdo das flores. Escolheu-se, preferencialmente,
as flores que aparentavam ser mais novas e estar em melhor estado. As plantas foram
separadas quanto a zona de recolha, duna ou pinhal.

As amostras recolhidas foram lavadas com agua destilada para retirar areia e outros residuos.
Para evitar o excesso de agua, as plantas foram enxutas com papel absorvente antes de

serem colocadas em sacos de congelagéo devidamente identificados e congeladas a -16°C.

As flores da H. italicum foram previamente desidratadas para a realizacdo dos vérios testes.
Secou-se a amostra utilizando uma estufa (Heraeus D-6450 Hanau) a 60°C durante pelo
menos 8 horas. Garantiu-se a auséncia de agua recorrendo a multiplas pesagens do material
saido da estufa apds repousar 30 minutos num exsicador, numa balanca digital (Mettler Toledo
AB204-S). Trituraram-se as amostras utilizando um moinho de café (Kunft). De seguida foram
colocados em frascos especificos para armazenamento de amostras alimentares, para serem

posteriormente usados para a formacao de extratos ou para testar a amostra seca.

Foram utilizados para comparagdo o acafrao-das-indias (curcuma) e o caril (curcuma, gréo de
coentros, feno-grego, amido de batata, grdo de mostarda, cebola desidratada, cardamomo, sal,
gengibre, anis, funcho, cravo, alho desidratado, especiarias e plantas arométicas) comerciais
da Margao, adquiridos secos e em p6 no mercado nacional

PREPARACAO DE EXTRATOS:

Para a realizagc&o dos testes fizeram-se dois tipos de extratos:
e Aquosos (infusdes) para a H. italicum baseado em [17];
Foram feitos dois extratos aquosos com concentracdes diferentes

Para estes estratos aquosos, utilizaram-se amostras desidratadas e trituradas de H. italicum.
Para o extrato de menor concentragdo foi pesado num goblé de vidro cerca de 1 g de flor, ao
qual foram adicionados 200 mL de agua destilada medidos recorrendo a uma proveta de vidro.
Para o de maior concentracéo foi pesado 2 g de flor para 100 mL de agua destilada. Ambas as
solugdes foram de seguida mantidas, durante 15 minutos, numa placa de aquecimento em

agitacdo a temperatura de aproximadamente 90°C, verificada com um termémetro analdgico.
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Esperou-se que arrefecessem e filtrou-se o produto, com um filtro de 90 mm (xinxing- 202

moderate) e um funil de vidro, para um frasco de vidro graduado.
e Em acetona para a H. italicum e as especiarias comerciais adaptado de [19].

Retirou-se, aproximadamente, 1 g de cada amostra de H. italicum desidratada e triturada e das
especiarias comerciais. Em seguida, adicionaram-se 10 mL de acetona a 70% a cada amostra
num frasco para a seguinte agitacdo. Com o auxilio de placas magnéticas de agitacao,
colocou-se um magneto em cada frasco, deixaram-se as solu¢des com as diferentes amostras
em agitagdo de 500 a 700 RPM num ambiente escuro até 2 horas. Em seguida, as solugdes
foram transferidas para tubos de Falcon identificados e colocados numa centrifuga durante 20
minutos a 4000 RPM. Transferiu-se para outros tubos de Falcon através de um funil e um filtro
de 90 mm (xinxing- 202 moderate). Os tubos das diferentes amostras foram refrigerados a -

16°C até a sua utilizag&o.

De modo a garantir a leitura através da espectrofotometria diluiram-se os extratos em acetona

a 70% em duplicado.

Para os extratos com a amostra da H. italicum, fizeram-se diluicdes de 1:10 (0,5 mL de extrato

em 4,5 mL de acetona a 70%).

Para as especiarias comerciais fizeram-se diluicdes de 1:20 (0,25 mL de extrato em 4,75 mL de

acetona a 70%).

1. DETERMINAGAO DO TEOR DE HUMIDADE:

Para a verificagcdo do teor de humidade das amostras de H. italicum foi realizado o método
descrito em AOAC (2000), ao qual foram feitas algumas adaptacdes. O procedimento consistiu
na pesagem aproximada de 1 g de flores congeladas num cadinho de porcelana. De seguida,
as amostras foram secas na estufa a 100°C por um periodo de 3,5 horas. ApOs a secagem, as
amostras foram colocadas no exsicador e pesadas até obtengdo de peso constante. De modo
a calcular o teor de humidade seguiu-se a equacao (1), onde AP corresponde a diferenca entre

0 peso inicial (Pi) e o peso final. O teste foi realizado em triplicado [35].
D Teorde Humidade (%) = % x 100

AP — diferenca entre o peso inicial e o peso final;

Pi — peso inicial.
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2. DETERMINACAO DO TEOR TOTAL DE POLIFENOIS (TPC):

A determinagdo do teor total de polifenéis das amostras foi realizada através do método Folin-
Ciocalteau, que se baseia na reducao do complexo molibdénio-tungstato-fésforo pelos grupos
fendlicos, dando origem a uma reacdo de produto azul que pode ser quantificado

espectrofotometricamente [3].

O método foi feito em duplicado para cada extrato. Colocara-se 0,250 mL de amostra,
correspondentes aos varios extratos anteriormente referidos, em seguida, adicionaram-se
0,250 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (Scharlau). Agitou-se a solucdo durante alguns
segundos com o auxilio de um vortex. Adicionou-se a mesma solugdo 5 mL de Carbonato de
Sadio (Scharlau), (70 g/L) de 7 mL agua destilada, agitou-se novamente no vortex e deixou-se
repousar durante 1 hora na auséncia de luz. Por fim, fez-se a leitura da absorvancia a 760 nm,
num espectrofotometro (Varian Cary modelo 50 Scan UV Visible) obtendo-se resultados
expressos em gramas de equivalentes a acido gélico (GAE), por 100 g de extrato seco,
utilizando a reta da curva de calibracdo correspondente a equagédo (2), com R? de 0,99288. A
solugéo correspondente ao branco foi realizada seguindo o mesmo procedimento, substituindo
a amostra por agua destilada [38].

(2) y=1,9779x + 0,0825
y — absorvancia,

X — concentracao de acido galico.

3. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE:

A determinagcdo da capacidade antioxidante baseia-se na transferéncia de eletrdes por um
dador de eletrdes ou por um radical como o radical de hidrogénio (H*) para um antioxidante

segundo a seguinte reacdo R" + Aox-H > RH + Aox’. [37]. Neste trabalho, a capacidade
antioxidante total obteve-se através da medicdo da capacidade antioxidante da H. italicum de
inibir a atividade do ABTSe<+ comparando com o acido ascorbico (Panreac), calculando a
percentagem de inibicdo segundo a equacao (2) [39], onde Ag corresponde ao valor da
absorvancia inicial da solucdo de ABTS e Ag corresponde a absorvancia do radical ap6s 6
minutos em contacto com a amostra. Na reacdo com o ABTSe«+ é originado um produto de cor
azul, que muda de intensidade consoante a atividade antioxidante do composto a testar, isto &,

quanto mais intensa for a cor azul menor a capacidade antioxidante do composto [40].
oo [As — As
3 %inibicao = [A—] * 100
B

Ag — absorvancia inicial da solucéo de ABTS;
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Ag — absorvancia do radical ap6s 6 min em contacto com a amostra.

Prepararam-se as solucées de ABTS concentrado com persulfato de potassio (K,S,Og).
Deixou-se reagir a solucdo durante pelo menos 16 horas a temperatura ambiente, em auséncia
de luz. ApGs este periodo, a solucéo foi retirada do escuro e filtrou-se a mesma recorrendo a
uma bomba de vacuo, um filtro (n.° 1, Whatman). A solucéo filtrada foi diluida com agua
destilada até se obter uma absorvancia de 0,700 + 0,020, a 734 nm. Para avaliar a atividade
antioxidante das amostras foi adicionado 1 mL do radical diluido estabilizado numa cuvete
descartavel (Brand standard — PMMA semi-micro, Sigma-Aldrich) e 20 yL de solucdo das
diferentes amostras. Fez-se a leitura no espectrofotémetro (Varian Cary modelo 50 Scan UV

Visible), 734 nm, apds deixar reagir a solugao na cuvete durante 6 minutos [41;9].

O célculo da atividade antioxidante foi feito em equivalente de vitamina C (VCEAC). A curva de
calibracéo foi preparada com o padréo, &cido ascérbico (vitamina C, Panreac), correlacionando
a sua concentragdo com a reducdo da absorvancia que ocorre durante o ensaio VCEAC
utilizando o radical ABTS, equacgédo (4) com R? de 0,99613.

(4) y=429,04x + 2,7555
y - % inibi¢&o;

X — concentracdo de acido ascorbico.

4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA:

Estirpes microbianas

A possivel atividade antimicrobiana dos extratos foi testada em cinco estirpes bacterianas:
Escherichia coli (B1); Staphylococcus epidermidis (B2); Pseudomonas aeruginosa (B3);

Enterococcus faecalis (B4); Staphylococcus aureus (B5).

As estirpes bacterianas estudadas fazem parte da colegcéo de estirpes do Instituto Politécnico

de Leiria.
Método de difusdo em Agar

Para a averiguacgéo de atividade antimicrobiana dos extratos, recorreu-se ao método de difusdo
em meio Agar Muller-Hinton (MHA), adaptado de [14]. O meio utilizado foi preparado de acordo
com as indicagdes do fabricante, e esterilizado a 121°C e a 1 atm durante 15 minutos. Apds
arrefecimento até 50 °C, 15 mL do meio foram vertidos em placas de Petri estéreis, deixadas

em repouso numa camara de fluxo laminar até o meio solidificar.
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As colonias de bactérias isoladas foram transferidas para tubos de ensaios devidamente
identificados, com uma ansa, com 3 mL de soro fisiolégico (NaCl 0,9%). Foram adicionadas

bactérias até a obtencdo de uma solucio turva de acordo com a estandardizacdo de 10°
UFC/mL (escala de 0,5 de Mac Farland).

1 mL de cada suspensao foi transferido para placas de Petri com meio MHA ja endurecido. Foi
espalhado por toda a superficie da placa recorrendo a um espalhador estéril. Em seguida,
foram distribuidos na superficie do agar inoculado, discos esterilizados (Xinxing quantitative

filter paper) com um didmetro de 8 mm em cada placa, a distancias equitativas.

Foram colocados cinco discos esterilizados (Xinxing quantitative filter paper) com um diametro
de 90 mm em cada placa. De seguida, os discos foram impregnados, utilizando uma
micropipeta, com dois volumes diferentes, 10 pL e 20 pL, dos extratos previamente

preparados, extrato em acetona 70% e infusdo 1/200 g/mL.

O disco impregnado somente com acetona a 70% foi utilizado como controlo negativo, para
averiguar a sua influéncia na atividade antimicrobiana e para verificar a sua possivel influéncia
na atividade do extrato com acetona a 70%. Foi também feito o controlo positivo em duplicado
para quantificar os halos de inibicao, onde se utilizou vérios tipos de antibiéticos especificos:
Ciprofloxacina 5 pg (CIP); Polimixina B 300 units (PB); Colistina 10 pug (CT); Amplicilina 10 g

(AMP) e placas apenas com o meio.

Para o controlo do desenvolvimento bacteriano, colocaram-se placas de Petri somente
inoculadas com as bactérias na estufa e duas placas de Petri sem inoculo. As placas de Petri
inoculadas com as estirpes bacterianas foram colocadas com os discos numa estufa a 37°C

durante 24h para que ocorra a difusdo do disco de papel para o meio solido.

Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado.
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5. DETERMINACAO DO CONTEUDO MINERAL POR u-FLUORESCENCIA
DE RAIOS-X:

Para andlise do conteldo mineral, amostras desidratadas previamente de H. italicum das
dunas e do pinhal, reduziram-se a p6 em almofariz de agata. Em seguida, foram pressionadas
por uma forca equivalente a 10 toneladas e transformaram-se em pastilhas de 2 cm de
didmetro e 1 mm de espessura. Utilizou-se um minimo de 3 pastilhas por cada amostra para se
poder inferir incertezas estatisticas relativas a homogeneizacao do processo de moagem. Cada
pastilha com um peso de aproximadamente 0,3 mg, foi colocada num filme de Mylar e inserida
no respetivo slide, tal como mostra a Figura 2.1. O slide foi entdo colocado diretamente em
frente do feixe de raios-X para determinacdo elementar. Trés analises foram efetuadas por

cada amostra, uma em cada pastilha. Para cada espectro o tempo de aquisicdo foi de 1000 s.

Figura 2.1 Pastilha colocada no filme de Mylar e inserida no respetivo slide.

A determinagcdo mineral foi realizada utilizando diversos equipamentos/software,
principalmente, como base de todo o estudo, o aparelho de Espectrometria por u-XRF M4
Tornado da Bruker, como o representado na Figura 2.2. Este aparelho encontra-se equipado
com um alvo de Rh como anodo do tubo de raios-X. A sua oOtica policapilar de raios-X foca a
radiacdo do tuvo em areas muito pequenas, gerando pontos focais de radiagdo de elevada
intensidade numa superficie de cerca de 25 ym de diametro. O arranjo convexo de micro-
capilares de vidro que apresenta foca a radiacdo do tubo num ponto focal muito pequeno
através de reflec¢cdes mudltiplas. Isto resulta num aumento da intensidade focal de até 10000
vezes relativamente a um colimador. A elevada intensidade da radiacdo combinada com uma
excelente resolugcédo espacial conferem a este aparelho a capacidade de executar medicBes

rapidas e com grande detalhe.
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Este aparelho possui também, colimadores de Zircénio (Zr) que se encontram entre a amostra
e o detetor. E ainda composto por um SDD XFlash® que lhe confere uma excelente resolucéo
energética mesmo para contagens elevadas. Este tipo de detetor apresenta resolucdes
energéticas melhores que 145 eV, o que se traduz numa excelente capacidade de separacéo

de picos.

A quantificacdo absoluta dos vérios elementos foi realizada com o método dos parametros
fundamentais. Este método permite obter a concentragdo relativa de cada elemento presente
na amostra com a ajuda de parametros atomicos de interacdo de radiacdo com a matéria,
como por exemplo os rendimentos de fluorescéncia ou secges eficazes de absor¢éo. Validou-
se o presente método através da comparacgdo das concentragdes obtidas com concentracdes
conhecidas presentes em materiais de referéncia padrdo de matrizes de tipo organico. Entre
estes materiais de referéncia estdo as folhas de pomar (NIST-SRM1571), folhas de Choupo
(GBWO07604) e ramos de arbusto (GBWO07603). Estes materiais contém matrizes organicas
leves com vérias concentracdes dos elementos de interesse, 0 que permite a avaliacdo do
presente método para diferentes regimes de concentracdo. A preparacdo de pastilhas dos
materiais de referéncia padrdo seguiu o mesmo procedimento que as outras amostras
testadas. No geral, o método de parametros fundamentais é capaz de obter as mesmas

concentracdes elementares que os valores certificados, dentro do nivel de incerteza. No caso,

a incerteza corresponde a limites de confianca de 68 %, isto €, a um desvio padréo.

Figura 2.2 Sistema M4 Tornado (Espectrometria por Fluorescéncia de Raios-X).
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6. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR:
Preparacéo do extrato:

Para este teste foi utilizada a infusédo da flor da H. italicum com concentracdo de 0,02 g/mL, 2g

de flor seca em 200 mL de agua destilada.

Liofilizou-se a infusdo obtida durante 5 dias. Ressuspendeu-se o residuo resultante, cerca de
0,156 g de matéria sélida, em 2 mL de meio DMEM, ficando 50 vezes mais concentrado,
preparando-se uma solucéo stock com cerca de 78 mg/mL. Este teste foi realizado para 11
concentragcdes (mg/mL) diferentes de infuséo: 3; 4; 6; 9; 13; 20; 30; 45; 68; 101; 152 (Tabela
2.1). As concentra¢gfes foram maximizadas para entender a partir de qual concentragédo se

torna toxico.
Teste MTT:

O teste MTT foi utilizado com o objetivo de avaliar a citotoxicidade da infusdo de H. italicum.
Este teste baseia-se na reducdo do reagente amarelo de MTT (Thiazolyl blue tetrazolium
bromide) pela desidrogenase mitocondrial das células viaveis, dando origem a um composto
insolavel azul-arroxeado de formazan [42]. Esse composto formado foi quantificado recorrendo
a espectrofotometria com um comprimento de onda a 570 nm, refletindo a atividade metabdlica

existente [43].

Neste trabalho, utilizaram-se as células Caco-2, uma linha celular de origem em células
humanas de adenocarcinoma no célon [43]. Este teste foi realizado em duplicado, em placas
de 96 pocos com as 11 concentracdes em triplicado, 12 pocos de controlo (sem infusdo) e 51
pocos vazios. As células foram cedidas pela Universidade de Coimbra e cresceram em frascos
75 mL com humidade 5% e ar atmosférico CO,/95% a 37°C (DMEM- meio de cultura celular,
suplementado com 10% de FBS, 1% I-glutamina, 1% de aminoacidos ndo essenciais e 1% de

penicilina/estreptomicina, mudado a cada 2 dias durante 7 dias).

As células foram levantadas utilizando tripsina e de seguida foram centrifugadas, seguindo-se a
sua contagem recorrendo a uma camara de Neubauer para ser possivel fazer o seu
plagueamento com, aproximadamente, 10000 células em cada po¢co com 300 pL de meio. As
placas foram deixadas em incubacdo durante 5 dias a 37°C (incubadora-Thermo Scientific
BB15), tendo-se mudado o meio ao fim de 3 dias, até que as células tivessem uma distribuicéo
confluente nas placas. O meio dos pocos foi substituido pelas diferentes concentracbes de
infusdo liofilizada e pelos controlos como representado na Tabela 2.2. As placas foram
incubadas durante 6 horas a 37°C. De seguida, retirou-se o meio e a infusdo liofilizada das
placas. As células foi-lhes adicionada a solugcdo de PBS (solugdo de lavagem) enquanto se

preparava a solucdo de MTT. Foi retirado o tampé&o fosfato salino (PBS) e foram colocados 50
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ML de MTT, deixando-se novamente as placas em incubacdo durante, aproximadamente, 3

horas. Apds a incubacéo foi verificado o estado das placas, isto é, se houve a formacédo de

cristais de cor azul-arroxeada nos varios pocos. Foi adicionado dimetilsulféxido (DMSO) aos

diferentes pocos para solubilizar

0S cristais existentes, e procedeu-se a leitura

espetrofotométrica utilizando um leitor de Elisa (Bioteck) capaz de ler a absorvancia a 570 nm

[44;45].

Tabela 2.1 Concentragdes de extrato de H. italicum utilizadas

no teste de viabilidade celular.

Concentracédo
Concentracéo (%) (mg/mL)

15 3

20 4

30 6

45 9

65 13
100 20
150 30
225 45
340 68
505 101
760 152

Ndmero na
placa

11
10

©

P N W~ 01O N

Tabela 2.2 - Representacdo da
distribui¢c@o da infuséo liofilizada na placa
de 96 pogos, com as diferentes
concentragBes (representadas com o0s
nameros de 1 a 11), os controlos (c) e os
pocos em branco vazios.

Retiraram-se os valores das absorvancias para as diferentes concentraces de extrato

liofilizado e procedeu-se ao calculo da viabilidade segundo a seguinte equacéo (3):

3

Abs — absorvancia

Abs(extrato)

Viabilidade Celular (%) = —— = x 100

Abs(controlo)

26




7. INCORPORACAO DE H. ITALICUM EM PRODUTOS PARA CONSUMO
HUMANO:

Para tentar compreender a aceitabilidade do sabor distinto da flor da H. italicum, desenvolveu-
se um produto alimentar comum, ao qual foi incorporado a flor desidratada. Como o chocolate
€ um produto muito apreciado por uma grande parte da populacdo mundial e na Europa tem
uma das taxas de consumo mais elevadas, mais especificamente, nos paises do norte da

Europa, foi o produto escolhido para testar a incorporacéo da flor de H. italicum [46].
Formulac&o do produto:

Para a formulacdo do produto derreteu-se chocolate pantagruel 70% de cacau, em banho-
maria até 45-60 °C. De seguida, ao chocolate foram adicionadas flores secas e trituradas de H.
italicum de modo a obter uma formulacdo com 0,45% da planta, tendo cada chocolate 5 g. Para
a prova dos consumidores foram apresentados mais trés tipos de chocolate com 5 g, um
controlo com apenas pantagruel 70%, e outros dois com outras plantas silvestres comestiveis,

chocolate com Callendula officinalis (2%) e chocolate com o fruto da Corema album (0,6%).

TESTE DE CONSUMIDOR:

De forma a avaliar a aceitacdo dos chocolates e a intencdo de compra dos mesmos foram
realizados testes de consumidor a individuos de diferentes nacionalidades. Neste estudo
participaram 60 individuos, com idades compreendidas entre os 19 e 63, com uma média de
idades de 42 anos. A amostra inclui 47 individuos do sexo feminino (87,5%) e 13 individuos do
sexo masculino (12,5%). A amostra € composta por individuos provenientes dos seguintes
paises: Alemanha (5%), BOsnia-Herzegovina (1,7%), Brasil (3,3%), Bulgéria (6,7%), Croacia
(3,3%), Eslovaquia (6,75), Eslovénia (3,3%), Finlandia (11,7%), Franca (1,7%), ltalia (3,3%),
Leténia (3,3%), Lituania (5%), Poldnia (8,3%), Portugal (20%), Republica Checa (5%), Roménia
(3,3%), Turquia (8,3%).

O teste continha 2 perguntas, uma referente a prova hedoénica (escala de 1 a 9 do U.S. Army
and Food Container Institute [47], onde o nimero 1 corresponde ao desagrado relativamente
ao produto e 0 9 corresponde ao agrado total) e a outra a intencdo de compra (escalade 1 a5
(7), nimero 1 corresponde a compra do produto e o nimero 5 corresponde a nao aquisigédo do
produto). Os chocolates foram dispostos em pratos devidamente assinalados com cédigos de

identificacdo, acompanhados com uma bolacha de agua e sal e um copo de agua.

ANALISE ESTATISTICA:

A analise estatistica foi realizada através de ANOVA factor Unico (P<0.05) - método de Tukey,
por comparacdao de médias (intervalo de confianca de 95%). Utilizacdo do programa
GraphPadPrism® e Microsoft® Excel.
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Capitulo Ill : RESULTADOS E DISCUSSAO
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7. DETERMINAGAO DO TEOR DE HUMIDADE:

O valor médio para o teor de humidade das flores de H. italicum obtido foi de 39,14% com um
desvio padrdo de 1,34. As plantas foram colhidas durante o ver&o, pelo que é expectavel um
reduzido teor de humidade [48].

2. DETERMINAGAO DO TEOR TOTAL DE POLIFENOIS:

Neste trabalho procurou-se identificar qual o teor de polifendis totais existente nas amostras de
flor H. italicum colhidas em diferentes zonas, dunas e do pinhal. Utilizaram-se extratos com
acetona a 70% e extratos aquosos (infusao) pelo método de Folin-Ciocalteau. Os resultados
dos extratos em acetona a 70% encontram-se resumidos na Tabela 3.1, enquanto que na
Tabela 3.2 encontram-se o0s resultados para as infusdes de concentragdo 0,005 g/mL (1g de
flor seca por 200 mL de &gua destilada). Foi também calculado o teor de polifendis totais para
especiarias comerciais comuns, Acafrdo-das-indias e Caril da Margdo. Os seus resultados em
extratos de acetona a 70% estao apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.1 Resultados do teor total de polifendis obtidos pela técnica Folin-Ciocalteau em mg GAE/g flor
para as diferentes amostras de flor de H. italicum em extratos de acetona a 70%

Origem da amostra (H. italicum) Data de recolha Média e desvio padréo (mg GAE/g
flor)

Praia do Pedrogéo (Dunas) 24/07/17 37,77 + 7,36

Praia do Vigéo (Dunas) 31/08/17 34,58 + 1,55

Praia do Vigao (Dunas) 28/09/17 30,96 + 3,12

Praia do Pedrogéo (Pinhal) 24/07/17 36,32 + 0,67

Praia do Vigao (Pinhal) 31/08/17 31,95+ 1,27

Praia do Vigé&o (Pinhal) 28/09/17 27,24 +1,17

Dunas (Total) - 34,43+1,49 a

Pinhal (Total) - 31,87 +0,87 a

Valores médios, na mesma linha, que ndo seguidos por letras comuns, sdo significativamente diferentes
para um nivel de significancia de 95%
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Tabela 3.2 Resultados do teor total de polifenois obtidos pela técnica Folin Ciocalteau em mg GAE/g
flor para as diferentes amostras de flor de H. italicum em extratos aquosos (0,005 g/mL).

Origem da amostra (H. italicum) Data de recolha Média e desvio padréo
(mg GAE/200 mL de infuséo)
Praia do Vigéo (Pinhal) 31/08/17 35,35£1,39b

Praia do Vig&o (Dunas) 31/08/17 44,09+ 3,85a

Valores médios, na mesma linha, que ndo seguidos por letras comuns, sdo significativamente
diferentes para um nivel de significancia de 95%

Tabela 3.3 Resultados do teor total de polifendis obtidos pelo metodo Folin-Ciocalteau em mg GAE/g
especiarias para as diferentes especiarias testadas (Acafrdo-das-Indias e Caril) em extratos de acetona
a 70%.

Amostra Média e desvio padrao (mg GAE/g especiarias)
Acafrdo-das-indias 23,44+238h
Caril 16,53+4,58 b

Valores médios, na mesma linha, que ndo seguidos por letras comuns, s@o significativamente
diferentes para um nivel de significancia de 95%)

Numa tentativa de averiguar se existem diferencas significativas entre as flores recolhidas na
duna ou no pinhal foi realizada a comparacéo dos valores médios obtidos. Para as recolhidas
nas dunas obteve-se uma média e desvio padrdo de 34,43 + 1,49 mg equivalentes em acido
galico/g (mg GAE/Q) de flor, enquanto para as do pinhal 31,87 + 0,87 mg GAE/g de flor. Apesar
de uma maior média para as plantas da zona dunar, quando aplicado o método de Tukey, ndo

se verificaram diferencas significativas quanto a zona de recolha (P > 0,05), Figura 3.1-b).

Na comparacdo com as especiarias comerciais obtiveram-se as seguintes médias: 33,88 +
4,43 mg GAE/g de nas flores de H. italicum, 23,44 + 2,53 mg GAE/g no acafrdo-das-indias e
16,5345,58 mg GAE/g no caril Figura 3.1-a). As amostras de especiarias comercias
apresentam uma diferenca significativa no que toca ao teor de polifendis totais em relagédo a
flor de H. italicum (P > 0,05).

Para as infusGes também foram feitas comparagdes entre a duna e o pinhal, e tal como nos
extratos com acetona 70%, o teor de polifendis da zona dunar foi superior Figura 3.1-c). Para
as recolhidas nas dunas obteve-se uma média e desvio padrédo de 44,09 + 1,92 mg GAE/200
mL de infusdo, enquanto que para as do pinhal 35,35 = 0,69 mg GAE/g em 200 mL de infuséo.

Neste teste a diferenca entre ambas as zonas foi significativa (P < 0,05)).
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mg GAE/g amostra

Teor Total de Polifendis Teor Total de Polifendis Teor Total de Polifendis

Figura 3.1 Teor de Polifendis Totais. a) comparagcdo entre H. italicum, caril e acafrdo-das-indias; b)
comparacgdo entre extrato em acetona 70% de H. italicum das dunas e pinhal; ¢) comparag¢édo entre as
infusdes de H. italicum das dunas e pinhal. (Quando assinalado com a mesma letra a, significa que nao
existe diferenca significativa (P>0.05), enquanto que quando tem a letra b, a diferenca € significativa

(P<0.05)).

Na recolha da amostra é de notar que a disperséo de H. italicum pelo pinhal era muito mais
reduzida, sendo que, no pinhal, as flores apenas se encontravam em locais com maior
exposicdo solar, zonas de clareiras ou perto das estradas. Ndo foram por isso esperadas
diferencas significativas na composi¢do destas plantas, uma vez que, 0s meios onde se

propagavam estavam em condi¢cbes semelhantes e ndo se encontravam muito distantes.

A H. italicum é uma conhecida produtora de metabolitos secundarios, entre 0os quais estdo os
polifendis [9]. A maioria dos estudos relativos aos compostos fendélicos focam-se no isolamento
de compostos especificos, para a sua quantificacdo e para a realizacdo de outros estudos,
como estudo de potenciais atividades antivirais [9], antimicrobianas e antioxidantes [8]. Por
esta razdo, os valores totais elevados obtidos neste ensaio sdo expectaveis. Os valores
significativamente superiores em relacdo ao acafrdo-das-indias e ao caril, validam o potencial

da incorporacgdo da flor em diferentes produtos alimentares para beneficios nutricionais.

Num estudo realizado em 2017 [17], foi testada uma infusdo com 1g de flor seca de H. italicum
em 200 mL de &gua ultrapura, que esteve em aquecimento durante 5 minutos a 90°C. Nesse
estudo, foi utilizada a mesma metodologia para a quantificagéo do teor de polifendis totais, para
0s quais obtiveram o resultado de 69,9 + 3,88 mg GAE/200 mL. O resultado que obtiveram é
superior ao resultado obtido neste ensaio para as infusGes, que apresentam uma média de
37,59 + 0,65 mg GAE/200 mL. O local e a data de recolha das flores para as infusdes foram

diferentes. Neste ensaio, as flores foram colhidas na costa do distrito de Leiria no final de
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agosto, enquanto para o estudo de 2017 foram recolhidas no sul de Portugal (Tavira), no més
de junho. Pela analise da Tabela 4, pode-se verificar uma tendéncia para a diminuicdo dos
compostos fendlicos ao longo dos meses, o que justificaria esta diferenca de valores. O teor de
polifendis total de uma flor varia ao longo do ano [49], e de acordo com o seu grau de
maturacdo e a sua espécie [50]. Todavia, essas diferencas ndo s&8o necessariamente
significativas. Para a Bellis perennis, ndo ocorre grande flutuacédo do valor durante o ano [49].
Para os diferentes estadios de desenvolvimento da Opuntia stricta (vegetativo, floracao inicial,

floracdo maxima e pos-floragao) [50].

Tendo em conta que a flor desta planta comeca a aparecer em maio e junho [8], para verificar
se esta seria uma justificacdo valida teria de se testar flores de diferentes alturas e estadios de
desenvolvimento, para ver o quanto este influencia o teor total de polifendis e qual seria a

melhor altura de colheita de acordo com teor de polifendis total desejado.

3. DETERMINAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE:

Neste trabalho foi utilizado o método ABTS, em que foram preparados extratos de acetona a
70% e extratos aquosos (infusdes) das amostras de flor H. italicum colhidas em diferentes
meses e localidades. Os resultados dos extratos em acetona a 70% encontram-se resumidos
na Tabela 3.4, na Tabela 3.5 encontram-se os resultados para as infusbes com 1 g de flor
seca em 200 mL de agua destilada. Como o calculado no teor de polifendis para a H. italicum,
também foi feita uma caraterizacdo da atividade antioxidante para especiarias comerciais
comuns, Acafrdo-das-indias e Caril da Margdo. Os seus resultados em extratos de acetona a

70 % estdo apresentados na Tabela 3.6.

Tabela 3.4 Resultados da atividade antioxidante obtidos pelo método ABTS em mg/VEAC/g para as
diferentes amostras de flor de H. italicum em extratos de acetona a 70 %.

Origem da amostra (H. italicum) Data de recolha Média e desvio padrdao (mg/VEAC/Q)
Praia do Pedrogéo (Dunas) 24/07/17 16,28 £ 0,77

Praia do Vigao (Dunas) 31/08/17 15,22 £ 0,19

Praia do Vigao (Dunas) 28/09/17 14,56 £ 0,17

Praia do Pedrogéo (Pinhal) 24/07/17 15,65 £ 0,10

Praia do Vigao (Pinhal) 31/08/17 13,85+ 1,96

Praia do Vigéo (Pinhal) 28/09/17 13,95+ 0,04

Dunas (Total) - 15,35+ 0,86 a

Pinhal (Total) - 14,48 + 1,26 a

Valores médios, na mesma linha, que ndo seguidos por letras comuns, sdo significativamente
diferentes para um nivel de significancia de 95%
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Tabela 3.5 Resultados da atividade antioxidante obtidos pelo método ABTS em mg VCEAC/200 mL para
as diferentes amostras de flor de H. italicum em extratos aquosos (0,005 g/mL).

Origem da amostra (H. italicum) Data de recolha Média e desvio padrao
(mg VCEAC/200mL)

Praia do Vigao (Pinhal) 31/08/17 37,69+0,98 a

Praia do Vigéo (Duna) 31/08/17 37,49 +0,50 a

Valores médios, na mesma linha, que nao seguidos por letras comuns, sado significativamente diferentes
para um nivel de significancia de 95%)

Tabela 3.6 Resultados da atividade antioxidante obtidos pelo método ABTS em mg/VEAC/g de

especiarias para as diferentes especiarias testadas (Acafrdo-das-indias e Caril) em extratos de acetona a
70%.

Amostra Média e desvio padréo
(mg/VCEACIQg)

Acafrdo-das-indias 8,45+0,12 b
Caril 6,44 +0,78 b

Valores médios, na mesma linha, que ndo seguidos por letras comuns, sédo significativamente diferentes
para um nivel de significancia de 95%

Recorrendo ao método da capacidade de remocéo do radical livre ABTS foi feita a comparacao
da atividade antioxidante entre as flores recolhidas na duna e no pinhal, através dos valores
médios obtidos. Para as retiradas da duna obteve-se uma média e desvio padrdo de 15,35 +
0,86 mg/capacidade antioxidante em equivalentes de vitamina C (VCEAC)/g) de flor, enquanto
que para as do pinhal 14,48 + 1,26 mg/VCEAC/g de flor. Apesar de uma maior média para as
plantas da zona dunar, quando aplicando o método de Tukey, ndo se verificaram diferencas

significativas quanto & zona de recolha (P > 0,05), como se pode ver pela Figura 3.2-b).

Na comparagdo com as especiarias comerciais obtiveram-se as seguintes médias: 14,92 + 1,
mg/VCEAC/g nas flores de H. italicum, 6,44 + 0,78 mg/VCEAC/g no agafrdo-das-indias e 8,45
+ 0,12 mg/VCEAC/g no caril, Figura 3.2-a). As amostras de especiarias comercias apresentam
uma diferencga significativa no que toca a atividade antioxidante em relacéo a flor de H. italicum
(P >0,05).

Para as infusGes também foram feitas comparagcdes entre a duna e o pinhal, e tal como nos
extratos com acetona 70%, o teor de polifendis da zona dunar foi superior, como se pode
verificar no Figura 3.2-c). Para as retiradas das dunas obteve-se uma média e desvio padréo
de 37,70 £ 0,70 mg VCEAC/200mL, enquanto que para as do pinhal 37,49 + 0,36 mg
VCEAC/200mL. Neste ensaio a diferenca entre ambas as zonas ndo foi significativa (P >
0,05)).
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Figura 3.2 Atividade antioxidante. a) comparacdo entre H. italicum, caril e acafrdo-das-indias; b)
comparagdo entre extrato em acetona 70% de H. italicum das dunas e pinhal; c) comparagéo entre as
infusdes de H. italicum das dunas e pinhal. (Quando assinalado com a mesma letra a, significa que ndo
existe diferencga significativa (P>0.05), enquanto que quando tem a letra b, a diferenca é significativa
(P<0.05).

Uma vez que os compostos fendlicos apresentam uma atividade antioxidante associada, isto é,
maior nimero de polifendis, maior atividade antioxidante [8;51], com os valores obtidos
anteriormente pelo método de Folin-Ciocalteu, seria de esperar que o valor antioxidante
também fosse elevado. O valor antioxidante das flores de H. italicum obtido é bastante elevado,
sendo superior ao das especiarias testadas. No estudo de 2017 [17], também foi feita a
comparacdo com produtos de consumo mais comum, verificando-se que a atividade
antioxidante da H. italicum era igual ou superior a atividade antioxidante do cha verde
comercial. A H. italicum apresenta possiveis vantagens de substituicdo ou utilizacdo

complementar de alguns produtos alimentares ja muito utilizados.

4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA:

As placas de Petri que continham unicamente o meio Agar Muller-Hinton mantiveram-se sem
crescimento bacteriano, pelo que ndo se verificaram contaminacdes e comprovou-se a

esterilidade do meio e das condi¢des do ensaio.

Nas placas em que foram incorporados os antibiéticos verificaram-se halos de inibigdo para
todos os antibi6ticos com as 5 estirpes de bactérias diferentes. Verificaram-se a atividade
antibacteriana dos antibiéticos utilizados nas diferentes estirpes utilizadas, Tabela 3.7. Sendo o
CIP e AMP os que tiveram maior capacidade inibitéria. O CIP teve maiores halos na B1, B3 e
B5 (30 +1,41 mm, 26 +1,41 mm e 33,5 + 0,71 mm, respetivamente), enquanto que a AMP

formou halos maiores para a B2 e B4 (>40mm e 22mm, respetivamente). (Figura 3.3)
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Tabela 3.7 Avaliacédo da atividade antibacteriana dos antibi6ticos utilizados nas estirpes selecionadas.

E. coli S. epidermidis P. E. faecalis S. aureus
aeruginosa
Ampicilina 17,00 £ >40,00 8,00 £ 0,00 22,00 + 0,00 18,50 +
AMP) (halo d . . . i
i(nibi (;2?\(() (i]?n)i 0,00, Susceptivel Resistente Susceptivel 0 0’
desvio padrao) Susceptivel Susceptivel
Polimixina B 12,00 £ 15,00 + 0,00 9,00 £ 0,00 8,00 £ 0,00 13,00
(PB) 0.00 Susceptivel Intermédia Resistente 141
(halo de Susceptivel Susceptivel
inibicdo (mm) +
desvio padrédo)
Colistina (CT) 11,00 £ 11,00 + 0,00 8,00 £ 0,00 8,00 £ 0,00 9,50 £ 0,70
(halo de 0,00 Susceptivel Resistente Resistente Intermédia
inibicdo (mm) £+  Susceptivel
desvio padrao)
Ciprofloxacina 30,00 + 30,50+ 0,71 26,00 £1,41 20,00 + 0,00 35,50 %
CIP .
(CIP) 141 Susceptivel Susceptivel Intermédia 0.70
(halo de Susceptivel Susceptivel

inibicdo (mm) =
desvio padrédo)

22 g /coltt 5 <

Figura 3.3 Halos de inibicdo do crescimento bacteriano das diferentes estirpes (Escherichia coli
(B1); Staphylococcus epidermidis (B2); Pseudomonas aeruginosa (B3); Enterococcus faecalis (B4);
Staphylococcus aureus (B5)) com os discos com os diferentes antibidticos Ciprofloxacina (CIP);
Polimixina B (PB); Colistina (CT); amplicilina (AMP), 24h ap6s a inoculagéo numa estufa a 37°C.
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Na Tabela 3.8 e Figura 3.4, encontram-se os resultados do efeito dos diferentes extratos
testados nas diferentes estirpes bacterianas. Os halos de inibicdo foram dificeis de medir pois
os extratos foram colocados com uma micropipeta nos discos ja colocados na placa, pelo que
0S mesmos ndo absorveram o extrato na sua totalidade e este se afastou da zona do disco.

Tabela 3.8 Descricdo dos efeitos inibitorios do extrato aquoso (infusdo) e do extrato com acetona no
desenvolvimento das bactérias (Escherichia coli (B1); Staphylococcus epidermidis (B2); Pseudomonas
aeruginosa (B3); Enterococcus faecalis (B4); Staphylococcus aureus (B5)) 24h apds a inoculagdo numa
estufa a 37°C.

H.italicum Escherichi Staphylococcus Pseudomonas Enterococcus Staphylococcu
acoli (B1) epidermidis (B2) aeruginosa (B3) faecalis (B4) s aureus (B5)
Infusdo 10 Sem Efeito Sem Efeito Sem Efeito Sem Efeito Sem Efeito
puL e 20 pL
Extrato com  Sem Efeito Inconclusivo  Halo de pequena Halo de Halo de
acetona dimensao pequena pequena
70% 10 pL dimenséo dimenséo
Extrato com Halo de Inconclusivo Halo de maior Halo de maior Halo de maior
acetona 20 pequena dimenséo dimenséo dimenséo
pL dimenséo
-
/A
/. g

B1

Figura 3.4 Efeitos do diferentes extrados (I- infusdo 10 pL, II- Infus&o 20 L, Ill- Extrato com acetona 70% 10
pL, IV- Extrato com acetona 70% 20 pL) nas bactérias (Escherichia coli (B1); Staphylococcus epidermidis
(B2); Pseudomonas aeruginosa (B3); Enterococcus faecalis (B4); Staphylococcus aureus (B5)).
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Nos extratos aquosos (infusdes | e 1) ndo se verificou qualquer efeito inibitério, quer com uma
quantidade de 10 pL quer com 20 pL. Todavia, como se verifica atividade inibitéria em extratos
com maior concentracdo de compostos, comos 0s 6leos essenciais cuja atividade foi referida

anteriormente, uma infusdo mais concentrada podera ter algum efeito.

A atividade inibitéria também se verifica nos extratos com acetona 70% (lll e IV), com a
excecao da S. epidermidis cujos resultados foram inconclusivos nas placas em triplicado.
Sobre a Gram - E. coli, existem estudos onde nado foi encontrada qualquer atividade inibitéria
ou bacterioestatica [52] ou apenas se verificou alguma inibicdo, mais notoria a maiores
concentracdes [3]. Nos extratos com acetona a 70% (lll e 1V) observou-se pouca atividade
inibitéria contra a E. coli, verificando-se apenas no disco com maior quantidade de extrado (V).
Os 6leos essenciais tém menor efeito sobre bactérias Gram — pelo que também demonstram
uma atividade inibitéria mais reduzida para a Gram - P. aeruginosa. Todavia, ambos os
extratos com actetona a 70% (Il e 1V) apresentam atividade inibitria, podendo significar que
0s compostos presentes no Oleos essenciais como 0s terpenos e esquiterpenos ndo tém
grande efeito inibitério para estas bactérias podendo a resposta estar nos compostos fendlicos
da H. italicum.

Estudos anteriores demonstraram atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais em todas as
bactérias testadas. Alguma atividade inibitoria e bacterioestatica na Gram+ S. epidermidis e
atividade inibitéria na S. aureus [52] e na E. faecalis [14]. Segundo a bibliografia disponivel a H.
italicum possui variadas acdes bioldégicas como anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral e
antimicrobiana. No que toca aos compostos fendlicos, estes apresentam uma elevada atividade
antioxidante e anti-inflamatéria, principalmente devido a compostos como o arzanol [53].
Apesar de ndo serem 0s mais estudados, alguns testes demonstram atividade antibacteriana
de compostos fendlicos como floroglucinol e derivados de acetofenonas [30]. A atividade
antimicrobiana tem sido muito estudada no que toca aos seus 6leos essenciais e 0s seus
componentes. Estudos feitos revelam atividade inibitéria no crescimento de fungos como
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae [14], e em muitas bactérias, sendo a mais

estudada por varios autores a sua atividade contra a Staphylococcus aureus [14][52][23].

5. DETERMINACAO DO CONTEUDO MINERAL POR pu-FLUORESCENCIA DE
RAI0S-X:

A composi¢cdo mineral da flor da H. italicum recolhida em dois locais diferentes (dunas e pinhal)

encontra-se indicada na Tabela 3.9.
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Tabela 3.9 Concentracdo dos diferentes elementos na flor de H. italicum recolhida em dois
diferentes habitats. Os teores sdo expressos mg/kg+ desvio padrdo ou em %, caso do Ca e K;
n=3.

Elemento Duna Pinhal
P 215+ 8,20 b 506+ 17,4 a
S 391+ 159 b 537+ 23,1a
Mn 216+ 5,70 a 239+ 4,80 a
Fe 586+ 18,1 b 1068+ 32,30 a
Cu 92,0+ 4,30 a 100+ 3,10 a
Zn 310+ 10,2a 210+ 7,60 b
Ni 23,6+0,90b 37,8t 1,10 a
Sr 109+ 4,80 a 89,8+ 4,10 a
Rb 17,4+ 0,60 b 43,6x 2,00 a
K 3,10+ 0,14 a 3,40+ 0,18 a
Ca 3,20+ 0,15 b 4,30+ 0,20 a

Valores médios, na mesma linha, que ndo seguidos por letras comuns, sdo significativamente
diferentes para um nivel de significancia de 95%

As concentracdes de P, S, Fe, Ni, Rb, e Ca, observadas nas flores provenientes do pinhal eram

claramente superiores as observadas nas flores recolhidas nas dunas. Os teores de Mn, Cu e

K, mais elevados foram igualmente detetados nas flores com origem no pinhal, embora estes

valores ndo sejam significativamente diferentes para um nivel de significAncia de 95%. Os

teores de Zn e de Sr mais elevados por sua vez foram encontrados nas amostras dunares.

Ao estudarem a composicao mineral de Helichrysum italicum em 2009 [54], apenas da parte

aérea, recolhido na ilha da Cérsega em 48 locais diferentes, observaram uma enorme

variabilidade a que ndo deve ser alheio os diferentes estados de desenvolvimento das plantas

em questdo. De facto, no que respeita aos micronutrientes as concentracdes de Fe, Mn, Zn e
Cu variavam entre 88,5-950 mg/kg, 74-487,5 mg/kg, 20,1-240,4 mg/kg e 3.8-35,5 mg/kg,

respetivamente.

No presente trabalho que analisou unicamente a parte floral, os teores encontrados sdo no

caso do Cu e em grande parte para o Zn, superiores aos detetados por Bianchini et al. [54]

sendo que o valor maximo de Fe por nos observado esta proximo do maximo verificado por

Bianchini (op. cit.). No caso do Mn os nossos valores médios estdo dentro do intervalo definido
por [54].

Num estudo realizado em 2014 [55], foram analisadas 6 espécies tipicas da zona Mediterranica

pertencentes a familia Asteraceae (Taraxacum obovatum, Chondrilla juncea L., Sonchus

oleraceus L., Cichorium intybus L., Scolymus hispanicus L. e Silybum marianum L.), tendo-se

observado que os niveis de K variavam entre 375 e 1772 mg/100 g de peso fresco e para o Ca
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entre 16 e 472 mg/100 g, teores claramente inferiores aos observados no presente trabalho —
os valores de K variavam entre 3,10 % e 3,40 % e de calcio entre 3,20% e 4,30%. Alis, os
nossos resultados sdo igualmente superiores as concentracdes observadas em Bianchini et al.
[54], na parte aérea de H. italicum — 0,45%-1,01% para o caso do Ca e 0,43%-2,83% para o
caso do K.

Independentemente das variacdes de concentracdo, a presenca elevada do Ca e K nas plantas
deve-se ao seu papel no crescimento das mesmas. O K costuma ser encontrado entre
concentragdes de 2% a 5% (peso seco) estando envolvido no processo de fotossintese, no
balanco i6nico, na osmorregulacdo, entre outros. O Ca esta presente entre 0,1% a 5%,
participando na estabilizagdo da membrana, em processos secretores e funcionando também
como mensageiro secundario [27], embora a concentracdo considerada adequada em tecidos

vegetais esteja fixada em 0,5% [56].

O ferro (Fe) € um elemento nutricional universal para praticamente todos os organismos,
funcionando como transportador de eletrbes na respiracdo e fotossintese. E também
componente essencial da hemoglobina, ferritina, para além de outras fun¢des relacionadas
com o normal funcionamento celular. O ferro existe sob duas formas - ferro heme que se
encontra em alimentos de origem animal (carne vermelha, peixe e carne de aves), e ferro ndo

heme que se encontra principalmente em alimentos de origem vegetal [57].

O Fe é o elemento presente em grande quantidade nas amostras das flores de H. italicum,
quer com origem nas dunas quer com origem no pinhal, com valores médios de 586 mg/kg e
1068 mg/kg, respetivamente. Estes valores, ndo Sao preocupantes quer em termos da
acumulacéo tecidular nos vegetais, quer em termos da salde humana, pois o Fe apresenta

baixa toxicidade.

Tal como o Fe, o Mn também desempenha um papel importante nos sistemas biolégicos no
caso das plantas com func8es ligadas a fotossintese, respiracdo e assimilacdo do azoto,
enquanto para o metabolismo humano com um papel fundamental na manutencéo dos 0ssos,
sistema nervoso, cérebro, para além de sistemas enziméticos. No presente trabalho os teores
de Mn na flor variaram entre 216 a 239 mg/kg de Mn, valor inferior a concentracdo verificada
em Bianchini et al. [54] na parte aérea de H. italicum que foi de 267 mg/kg, mas muito acima da

concentracdo considerada adequada para tecidos vegetais, fixada em 50 mg/kg [56].

O Zn é um ativador de um grande nimero de enzimas e componente importante para a
integridade estrutural dos ribossomas e essencial para a integridade da membrana. As
concentracdes de Zn observadas nas flores de H. italicum do presente estudo variavam entre
210 a 310 mg/kg, acima da concentracdo critica em plantas [58] que se situa entre 150 e 200
mg/kg. Como anteriormente referido, [54] observaram uma ampla variacao (20,1-240,4 mg/kg)
nos teores de Zn na parte aérea de H. italicum, embora dos 48 locais de amostragem, apenas

4 forneceram teores superiores 100 mg/kg, o que significa que a esmagadora maioria dos
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teores encontrados abaixo do limite minimo definido [58].

Rb e Sr sdo considerados elementos metdlicos vestigiais [27] apesar de serem comuns
nalgumas plantas utilizadas para fins medicinais. No presente trabalho, a quantidade de Rb
variou entre 17,4 e 43,6 mg/kg, enquanto os teores de Sr variaram entre 89,8 e 109 mg/kg,
valores muito superiores aos obtidos para outras plantas medicinais que se situavam entre 2.2
e 23.1 mg/kg no caso do Sr, ou no caso do Rb entre 0,7 e 3,2 mg/kg [59]

O cobre é um elemento essencial para as plantas e animais estando envolvido em numerosas
reac6es metabdlicas. Nas plantas a concentracdo considerada adequada para tecidos numa
base de peso seco, é de 6 mg/Kg [56] ocorrendo sob forma reduzida (Cu®) e oxidada (Cu2+)
com funcdes tao distintas como ativador ou componente estrutural de enzimas envolvidos em

processos de oxidacéo/reducéo [60].

As fontes de contaminacdo dos ecossistemas podem ser distintas, desde a atividade industrial
como por exemplo a exploracdo mineira até as praticas agricolas onde se destaca o uso de
fertilizantes. De facto, ao estudar a concentracdo de metais pesados em diferentes fertilizantes
inorgéanicos (ureia, superfosfato de célcio, sulfato de ferro e sulfato de cobre) concluiu-se que o
superfosfato era o fertilizante que continha as concentracdes mais elevadas de metais de Cd,
Co, Cu e Zn, como impurezas [61]. Em 2016 verificou-se que as hortalicas e frutas cultivadas
em redor de uma é&rea de mineragdo na Roménia continham, em geral, concentracdes
excessivas de Cd, Cu, Pb e Zn, muito acima dos limites maximos admissiveis, indicando que o

consumo deveria ser altamente restringido [62].

No nosso caso, a detecdo de tdo elevadas concentracdes de Cu nas flores de Helichrysum
italicum com valores que variavam entre 92 e 100 mg/kg, em areas dunares ou de pinhal sendo
gue o proprio pinhal esta implantado em solos arenosos, desafia qualquer explicacdo, por mais
I6gica que ela seja. Esta ampla zona dunar ndo parece estar sujeita a poluicdo antrdpica, a nao
ser que a deposicado atmosférica do elemento seja a causa principal. Neste contexto, alguns
estudos apontam para um transporte de longa distancia de varios elementos, como o Cu, Cd,
Mn, Pb e Zn, a partir de zonas urbanas para zonas rurais [63], enquanto outros realgcam o
contributo de fogos florestais na emissdo de varios elementos metalicos [64] associados a

material particulado (PM2,5) com risco para a salde publica.

Podemos estar em presenca de uma espécie com elevado potencial de acumulacdo de Cu
sem gue 0s seus mecanismos fisiol6gicos sejam por isso afetados. A concentracdo critica em
plantas de acordo com [58] varia entre 15 e 20 mg/kg, muito abaixo dos valores por nés
observados. Na maioria dos casos 0 excesso de Cu interfere com a absorcdo de outros
macronutrientes para além da fotossintese e consequente redugdo da producao de biomassa
[65], [66]. A nivel celular, induz danos a nivel cloroplastidial com a concomitante disfuncao dos

fotossistemas [67] com reflexos ébvios na producdo de biomassa, como anteriormente referido.
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Interessa futuramente confirmar, se a restante flora da area em estudo apresenta igualmente
concentracdes elevadas de Cu nos diferentes 6rgdos ou se se trata de uma singularidade
especifica desta espécie, que inclusive ja esta a ser avaliada em processos de fitoremediacao
[68]. De facto, observou-se que H. italicum apresentava uma grande capacidade de
acumulacéo de Cu quando cultivada em solos contaminados — ao fim de um ano as raizes
continham 60,1 mg/kg enquanto as plantas controlo 12,2 mg/kg. No que dizia respeito as
folhas, os teores eram préximos, situando-se em redor dos 30 mg/kg, indicando que o sistema

radicular foi particularmente eficiente em processos de remediacéo.

6. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR:

Neste trabalho verificou-se que a H. italicum apresenta valores elevados de polifendis,
atividade antioxidante e alguma atividade antimicrobiana. Com o teste MTT foi procurada a
relagdo entre a concentracdo do extrato e o seu efeito citotoxico na linha celular Caco-2. O

MTT é um composto amarelo hidrossolivel, que € metabolizado por células ativas

transformando-se num composto insollvel de cor azul-arroxeado.

A infuséo liofilizada foi testada com 11 concentracdes diferentes, desde 3 a 152 mg/mL (Figura
3.5). A infusdo esteve em contacto com as células durante 6 h em incubagéo a 37°C, e foi
retirada e s6 entdo foi adicionado o MTT as células. Fez-se o célculo da viabilidade e verificou-

se gque a concentragfes mais elevadas a infusao apresentou citotoxicidade nas células Caco-2.

Para as concentragfes 13, 20, 30, 45, 68, 101 e 152 mg/mL obtiveram-se valores abaixo de
50% de viabilidade, 43,40% 6,64% 0,96%, 1,16%, 1,64%, 3,02% e 3,59%, respetivamente

Figura 3.5 Placas analisadas no leitor de Elisa. 1-11 corresponde as diferentes concentragdes do extrato, 1
mais concentrado, 11 menos concentrado. C corresponde aos pogos de controlo.

Os pocos com as infusdes mais diluidas obtiveram valores mais elevados de viabilidade.
Todavia, apenas 0s po¢cos com a concentracdo de 6 mg/mL chegam a 90,95% de viabilidade,
todos os outros apresentam valores inferiores. A partir do Figura 3.6 e Tabela 3.11, é possivel
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verificar maior citotoxicidade aquando niveis de concentracdo mais elevados. No entanto,
esperar-se-ia uma relacdo mais linear, isto €, quanto menor a concentracédo, maior a viabilidade
[42].

R ” Tabela 3.10 Percentagem de viabilidade
Viabilidade das células Caco-2 celular das células Caco-2 obtidas para

cada concentragdo de extrato testada.

S
5 Concentracéo Viabilidade (%)
3 (mg/mL)
(]
S
E 3 80,53 + 0,06
g 4 89,20 + 4,48
6 90,95+ 2,77
9 82,98 + 0,68
+
" % 0 O 00D B P \Q\ \(,;» 13 43,40 + 0,90
= 20 6,67 *+ 3,26
Concentracao do extrato (mg/mL)
30 0,94 £ 0,31
Figura 3.6 Viabilidade celular obtida para as células Caco-2, 45 1,59£1,47
avaliada pelo teste MTT, quando submetidas a presenca 68 1,63 + 0,40
(durante 6 horas de incubacéo) de diferentes concentragdes
de extrato de H. italicum. 101 3,01£0,96
152 3,59+ 0,13

No estudo realizado em 2017 sobre infusdes e decocgdes de H. italicum subsp. picardii [17], foi
testada a sua toxicidade em trés linhagens celulares diferentes, células da micréglia murina
(células N9), carcinoma hepatocelular humano (células HepG2) e células do estroma da
medula (células S17). Apenas a concentracdo de 100 pg/mL foi testada, uma concentragao
cerca de 30 vezes menor que a menor concentracdo utilizada para este ensaio. As infusGes
das flores ndo apresentaram toxicidade para as células HepG2, baixa toxicidade para as
células N9 e S17 >80% e 66%, respetivamente. Tal como neste ensaio, a infusdo de H.
italicum apresenta baixa toxicidade em concentracdes mais baixas, mais proximas do valor real
da concentracdo consumo, sendo valores promissores no que toca a producgdo de alimentos

com a incorporacéo de flor de H. italicum.
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7. INCORPORAGAO DE H. ITALICUM EM PRODUTOS PARA CONSUMO
HUMANO:

Prova Hedo6nica:

Apés a realizacdo da analise estatistica dos dados, verificou-se que apenas a formulacdo da H.
italicum apresentou diferencas significativas aquando comparada com as restantes
formulagcbes. O chocolate controlo, o chocolate com Callendula officinalis (Caléndula) e o
chocolate com Corema album (Camarinha) apresentaram uma média de 7, correspondendo a
resposta “gosto moderadamente”, estando os resultados representados no Figura 3.7. No caso
da H. italicum (Perpétua-das-areias) a média foi 5, correspondendo a resposta “ndao gosto, nem

desgosto”.
Intencdo de Compra:

Foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre a formulag&o controlo e todas
as outras formulagcdes. A média no caso da formulagdo controlo foi 2, correspondente a
resposta “Provavelmente iria comprar”, enquanto que todas as restantes formulagbes
obtiveram a classificagdo de 3, correspondente a resposta “talvez comprasse, talvez nao”, os
resultados encontram-se representados no Figura 3.8.

Teste Hedodnico

10
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< 84 | [ [ ] Caléndulas
1] -
g 6 [C1 Camarinha
'§ | | [ Perpétua
I 44
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§ 2+ ® oa A
w ) o & e

0

Conirolo Calén'dulas Camalrinha Perp.étua

Chocolate
Figura 3.7 Resultado do teste Hedonico para o controlo (Pantagruel 70%) C. officinalis (Caléndulas), H.
italicum (Perpétua) e C. album (Camarinha).
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Figura 3.8 Resultado do teste de intensdo de compra para o controlo (Pantagruel 70%) C. officinalis
(Caléndula), H. italicum (Perpétua) e C. album (Camarinha).

Apb6s analise das observacdes do questionario verificou-se que o painel de consumidores
conseguiu identificar alguns atributos presentes na H. italicum como o sabor amargo, que se
destacava. O sabor amargo dos alimentos de origem vegetal estd muito associado a presenca
de compostos fendlicos, flavonoides, isoflavonas, terpenos e glucosinolatos, que podem agir
como defesa da prépria planta, pois torna-as pouco atrativas como alimentos. N&o obstante de
muitos destes compostos serem benéficos para o Homem, em elevadas quantidades poderao
tornar-se toxicos, assim, através da nossa sensibilidade para o amargo, as doses que séo
ingeridas destes alimentos serdo mais reduzidas quanto mais amargos forem [69]. Este
comportamento acaba por justificar a dificil aceitacdo deste produto que utilizou chocolate
amargo (70% de cacau) e H. italicum, que possui um elevado valor de polifenois, aumentando

0 seu cariz amargo.
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Capitulo IV : CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS
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CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS:

As plantas séo parte essencial de um ecossistema e constituem uma grande por¢édo da nossa
dieta. No entanto, apenas uma pequena parte do reino das plantas é valorizada. Segundo a
FAO, 95% da totalidade de plantas consumidas corresponde apenas a 30 culturas. E
importante apelar ao consumo mais variado, para garantir uma maior biodiversidade nos

ecossistemas no futuro.

A area das plantas silvestres comestiveis tem muitas espécies ainda por explorar. A H. italicum
€ pouco conhecida entre a popula¢éo, sendo que quando o é, é utilizada com maior frequéncia
numa vertente medicinal sob a forma de 6leos essenciais. A promocdo da utilizacdo desta
planta sob a forma de diferentes produtos para a alimentacdo, como bebidas, infusdes,
especiarias, entre outros, torna-se muito pertinente, tanto a nivel nutricional como a nivel
econdmico. A utilizacdo da H. italicum na alimentagdo humana é uma mais-valia devido aos
seus elevados teores de polifendis, as suas caracteristicas antioxidantes e ao seu reduzido

nivel de citotoxicidade.

As plantas com elevados teores de polifendis e atividade antioxidante, podem ser uma
alternativa aos conservantes sintéticos utilizados pelas industrias alimentares, para evitar a
deterioracdo oxidativa dos alimentos, que, quando consumidos em elevadas quantidades,
estdo associados a atividades mutagénicas e cancerigenas. Plantas compostas por
fitoquimicos como a H. italicum, sdo uma solucdo apelativa para muitos consumidores, uma
vez que poderiam atuar como aditivos de origem natural, em detrimento dos artificiais (BHA e
BHT) e estdo relacionados a beneficios promotores da salde, como antioxidantes, anti-
inflamatérios, anticancerigenos, anti obesidade, hipoglicémicos e substancias com

propriedades protetoras do sistema neurolégico, hepético e gastro respiratério [70].

Aumentar o tempo de prateleira dos produtos alimentares tem sido um dos grandes objetivos
da industria alimentar. Muitos dos métodos de conservacao recaem sobre o uso de aditivos de
origem sintética, embalamento mais eficazes, e criacdo de barreiras fisicas que evitem a
degradacéo oxidativa de produtos e o contacto com microrganismos contaminantes. Através
deste trabalho e da bibliografia existente, verificou-se que para além da atividade antioxidante,
existe atividade antimicrobiana de vérios extratos de H. italicum e de alguns dos seus
compostos isolados sobre diferentes tipos de microrganismos. O potencial desta planta cativa
investigadores para a utilizacdo destas suas propriedades. Num estudo de 2018 [71],
procuraram averiguar a possibilidade de serem introduzidos extratos aquosos de H. italicum em
filmes comestiveis biodegradaveis (pelicula fina colocado sobre ou entre os produtos

alimentares) reforcados com proteinas e particulas de hidrogel. Os resultados foram
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promissores, todavia, sera necessaria mais investigacao para a criacao deste tipo de produtos.

Um dos problemas do consumo de flores é garantir a auséncia de toxicidade. Como referido
neste trabalho, extratos de H. italicum apresentam niveis de citoxicidade muito reduzidos para
concentracdes normais de consumo, pelo que a sua introducdo na area alimentar tera maior
aceitabilidade. Apesar do elevado teor de polifendis, para verificar os seus efeitos reais quando
consumidos € necessario realizar testes de biodisponibilidade. A biodisponibilidade varia
consoante o polifenol, pelo que o facto da H. italicum ter um elevado nimero de polifendis, ndo
significa necessariamente que eles sejam ativos e que cheguem aos tecidos alvos. O acido
galico e as isoflavonas séo os polifenéis absorvidos pelo organismo, seguido pelas catequinas,
em contraste com as antocianinas que tém dificuldade em ser absorvidas [72]. Para além dos
compostos em si, a matriz alimentar também é importante para garantir a biodisponibilidade
dos varios elementos.

A procura de matérias-primas benéficas para a salde que ndo causem alteracbes sensoriais
indesejaveis ao produto alimentar tem vindo a aumentar o interesse de produtos que possuem
compostos bioativos de origem vegetal. A introducdo de novos ingredientes em produtos
alimentares promove a diversificacdo alimentar individual e a introducdo de novos sabores.
Sendo também uma planta comum na zona costeira de Portugal, o cultivo desta espécie pode

ser economicamente vantajoso e sustentavel.

Para que haja a aceitacdo da populagdo em geral, é preciso divulgacdo da planta e da sua
potencial utilizacdo quer em infusBes ou como especiarias, pelo que estudos como este sdo um
passo em frente na promocdo de plantas silvestres comestiveis. Neste trabalho foi possivel
realizar provas hedoénicas de um produto que incorporava flores secas de H. italicum a um
painel de consumidores de diferentes nacionalidades. O sabor desta planta destacou-se pela
sua singularidade, um sabor amargo que ndo agrada a todos os consumidores nem combina
com todos os produtos alimentares, no entanto merecedor de ser explorado visto ter um flavour
semelhante ao do caril. Esta planta devera ter mais sucesso quando introduzida como mistura
de especiarias que possam ser adicionadas, por exemplo, em arroz, como substituicio ou em
conjunto com o caril e o acafrdo das indias, diversificando o teor de nutrientes e dando
distingdo ao prato. Para produzir alimentos que a incorporem serdo necessarios estudos de

mercado para entender em que nicho se enquadrard melhor.
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