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Resumo

SILVA, Lorena Aguiar da. Prospeccao Quimica e Bioldgica de Flores de Viola x

wittrockiana. 2021. 69f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, 2021.

Alimentos com potencial funcional tem se expandindo comercialmente devido a
maior procura dos consumidores por alimentos que tenham um apelo
nutricionalmente saudavel ou com caracteristicas que auxiliem na manutencdo da
saude. O amor-perfeito (Viola x wittrockiana) é uma flor comestivel, que apresenta
uma ampla variedade de coloragdes. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
bioativo e nutricional de flores de Viola x wittrockiana de diferentes coloracgoes,
através da determinacdo do teor de compostos bioativos, do perfil de compostos
fendlicos e antocianinas, e das atividades antioxidante e antibacteriana, além de
avaliar o tipo de acucar presente, composicao proximal, perfil de acidos graxos,
condicdes de extracdo de compostos fendlicos e preferéncia por cor. Foram
cultivadas plantas da espécie Viola x wittrockiana, e as flores foram coletadas no
estadio de floracao, liofilizadas e armazenadas em ultrafrrezer a — 80 °C, até a
realizacdo das andlises. Foram obtidos teores de 80,27 g de carboidratos totais,
10,14 g de proteina bruta, 1,67 g de gordura e 7,92 g de cinzas por 100 g de
amostra seca. O valor de energia total foi de 376,67 Kcal por 100 g amostra seca. O
acido palmitico foi o acido graxo majoritario, seguido pelo acido linoleico. As pétalas
com coloragdes “azul e branca” e “vermelha com mancha rubi” foram as preferidas
pelos julgadores do teste sensorial de preferéncia. No processo de extracao utilizado
na quantificacdo de compostos fendlicos destas flores, foi escolhido etanol como
solvente e tempo de 24h. As flores de coloragao “laranja” apresentaram os maiores
teores de carotenoides, flavonoides e de compostos fendlicos, nado diferindo
estatisticamente das flores de coloragcdo “azul” em relacdo aos conteudo de
compostos fenodlicos. O maior teor de antocioninas foi observado nas flores de
coloracdo “vermelha com mancha rubi”. Os maiores teores de acido ascorbico foram
observados nas flores de coloragdes “roxa e branca” e “violeta e amarela”, sendo
que nesta ultima também foram observados os maiores teores de tocoferéis. O
acucar majoritario das flores de amor-perfeito foi a glicose. Nas flores de coloracao
“vermelho com mancha rubi” foram identificadas maior nimero de antocianinas. O
composto fendlico majoritario em todas as coloragdes de amor-perfeito foi a rutina. O
efeito inibitdrio do radical DPPH foi em torno 90%, e do radical ABTS variou de 41,77
a 55,17 %. Extratos das flores foram eficientes contra Escherichia coli, quando
utiizado o método de disco difusdo. Pelos resultados, conclui-se que a flor
comestivel de Viola x wittrockiana pode enriquecer um cardapio através de seu
potencial funcional, além de agir como agente antimicrobiano.

Palavras-chave: amor-perfeito; antioxidantes; acucares; atividade antibacteriana;
fitoquimicos; andlise sensorial; composi¢do centesimal; &cidos graxos



Abstract

SILVA, Lorena Aguiar da. Chemical and Biological Porpecion of Viola x
wittrockiana flowers. 2021. 69f. Thesis (Doctorate degree em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos) — Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
2021.

Foods with functional potential have been expanding commercially due to increased
consumer demand for food that has a nutritionally healthy appeal or features that
help maintain health. The amor-perfeito (Viola x wittrockiana) is an edible flower,
which has a wide variety of colors. The objective of this study was to evaluate the
bioactive potential of Viola x wittrockiana flowers from different colors by determining
the content of bioactive compounds, the profile of phenolic compounds and
anthocyanins, and antioxidant and antibacterial activities, and also to evaluate the
sugar present, proximal composition, fatty acid profile and preference for color. The
plants of the species Viola x wittrockiana were cultivated, and the flowers were
collected at flowering stage, lyophilized and stored in ultra freezer at - 80 °C, until the
analyzes were performed. The contents of 80.27 g of total carbohydrates, 10.14 g of
crude protein, 1.67 g of fat and 7.92 g of ash per 100 g of dry sample were obtained.
The total energy value was 376.67 Kcal per 100 g dry sample. Palmitic acid was the
major fatty acid, followed by linoleic acid. Petals with "blue and white" and "ruby red"
staining were preferred by judges of the sensory preference test.

The "orange" flowers presented the highest levels of carotenoids, flavonoids and
phenolic compounds, not statistically differing from flowers of "blue" color in relation
to the content of phenolic compounds. The highest levels of ascorbic acid were
observed in the flowers of "purple and white" and "violet and yellow" staining, and in
the latter was also observed the highest content of tocopherols. The major sugar of
amor-perfeito flowers was glucose. A greater number of anthocyanins were identified
in the "red ruby stain" flowers. The major phenolic compound in all amor-perfeito
colorations was the rutine. The inhibitory effect of the DPPH radical was around 90%,
and the ABTS radical ranged from 41.77 to 55.17%. Extracts of the flowers were
efficient against Escherichia coli when using the diffusion disc method. From the
results, it can be concluded that the edible flowers of Viola x wittrockiana can enrich
a menu through its functional potential, besides acting as an antimicrobial agent.

Key-words: pansy; antioxidants; sugars; antibacterial activity; phytochemicals;
sensory analysis; centesimal composition; fatty acids
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1 Introducéo

O consumo de varios tipos de plantas comestiveis fornece excelentes
beneficios para a saude, por serem uma fonte rica de compostos bioativos, os quais
sdo responsaveis pela reducdo do risco de varias doencas, como as doencas
cardiovasculares e o cancer (KAISSON et al., 2011). A flor € uma parte importante
da planta que contém uma grande variedade destes compostos em suas pétalas,
tais como os acidos fenolicos, flavonoides, antocianinas, carotenoides, tocoferois e
outros (KAISSON et al.,, 2012). A capacidade antioxidante de muitos compostos
bioativos contidos em peétalas de flores, as tornam atrativas para consumidores
exigentes em relacdo a alimentos saudaveis (CARAZO e LOPEZ, 2009). Neste
contexto Milcek e Rop (2011), relatam que flores comestiveis de plantas ornamentais
sdo uma opcao recente como fonte usual de alimentos.

O consumo de flores é conhecido desde a antiguidade em varias civilizacdes
e estdo se popularizando em todo o mundo, o que pode ser verificado pelo aumento
de receitas que utilizam flores comestiveis, como as receitas apresentadas em livros,
revistas e programas culinarios de televisdo (KELLEY et al.,, 2003; CARAZO e
LOPEZ, 2009). O aumento da utlizacdo de flores na culinaria é devido ao
crescimento e desenvolvimento do mercado gastronémico, onde os chefes de
cozinha buscam novos produtos para inserir em seus pratos (ORR, 2011). Também
observa-se uma valorizagcédo dos alimentos regionais, naturais e por uma culinaria de
requinte, com apelo midiatico e de glamour (KINUPP e LORENZI, 2014). Flores
comestiveis apresentam varias cores, sabores e formas, e podem ser utilizadas
frescas ou como ingredientes para saladas, sopas, guarnicdo, sobremesas e
bebidas (KAISOON et al., 2012). De acordo com Carazo e Lopez (2009), a produc¢éo
de flores comestiveis pode reverter em um 6timo complemento alimentar, além de
ser uma alternativa de cultivo para melhorar a rentabilidade global de uma
exploracéo horticula, especialmente em zonas periurbanas préximas a mercados de
alta demanda e elevado poder aquisitivo, onde o consumidor busca por produtos
comestiveis diferenciados e inovadores.

No Brasil, as flores comestiveis que foram precursoras do mercado de
aplicacdo na gastronomia foram a capuchinha (Tropaeolum majus L.), flor de

coloracdo laranja com sabor levemente picante assemelhado ao do agrido, cujas
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folhas também s&o consumidas, e o amor-perfeito (Viola x wittrockiana), com
intensas e variadas cores e sabor levemente adocicado, sendo muito utilizada na
gastronomia brasileira (ORR, 2011). A Viola x wittrockiana é uma das espécies de
flores comestiveis de maior consumo, por ser uma herbacea anual com floracédo de
coloragdo variada, inclusive no outono e na primavera, uma época com menos
espécies em floracdo (CARAZO e LOPEZ, 2009).

Segundo Kinupp e Lorenzi (2014), a Viola x wittrockiana € considerada uma
PANC (plantas alimenticias ndo convencionais). As PANC sdo plantas que se
caracterizam por apresentarem nomes, formas de consumo e de preparo ndo
comuns. As PANC podem ser consumidas pelo homem tanto na forma in natura
guanto no preparo culinario, mas que apresentem potencial de cultivo e extrativismo
imediato, e que tenham indicacéo de alto valor nutricional e de compostos bioativos,
com amplo potencial como alimento funcional.

Vukics et al. (2008) relatam que devido ao contetdo de compostos bioativos,
como de compostos fendlicos presentes no amor-perfeito, estas flores podem
representar uma fonte promissora de antioxidantes, e que a medida que estas
informacdes se tornem mais comum, podem agregar valor e torna-las mais atrativas
aos consumidores. Na literatura encontram-se alguns estudos sobre o contetdo de
compostos fendlicos, antocianinas, carotendides e vitamina C de algumas espécies
de flores comestiveis; no entanto, at¢é o0 momento pouco é conhecido sobre o
conteddo de compostos bioativos no amor-perfeito. Kinupp e Lorenzi (2014)
constatam que no Brasil existem poucos trabalhos cientificos ou mesmo de
divulgacdo sobre PANC, e que mais pesquisas sao importantes, para que as
mesmas sejam valorizadas e que sejam mais utilizadas para se obter uma

alimentacdo mais saudavel.

1.2 Objetivo Geral

Os objetivos do presente estudo foram realizar uma caracterizagéo fisico
quimica, com enfase nos principais grupos de compostos bioativos, e avaliar a
atividade antioxidante e antimicrobiana de diferentes coloragdes de flores de Viola x

wittrockiana.
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1.3 Objetivos especificos

Caracterizar em uma mistura de flores de Viola x wittrockiana de diferentes

cores, quanto a determinacao proximal e perfil de acidos graxos;

Determinar os teores de compostos fenolicos, flavonoides e antocianinas de

22 flores de Viola x wittrockiana com coloracgoes diferentes;

Avaliar sensorialmente a preferéncia de consumidores pelas 22 flores com

coloragOes dieferentes de Viola x wittrockiana;

Avaliar diferentes condi¢des de extracdo, variando solvente (etanol, metanol e
agua) e tempo (1, 3 e 24h), na quantificacdo de compostos fendlicos de flores de

Viola x wittrockiana;

Determinar os teores de compostos fendlicos, antocianinas, carotendides,
acido ascoérbico, tocoferdis e aclucares presentes em flores de Viola x wittrockiana

com cinco coloracdes diferentes;

Identificar os compostos fendlicos e antocianinas presentes em flores de Viola

X wittrockiana de cinco coloracdes diferentes;

Determinar a atividade antioxidante in vitro de flores com diferentes

coloracdes de Viola x wittrockiana, frente aos métodos DPPH e ABTS;

Avaliar o potencial antimicrobiano de flores com diferentes coloracdes de

Viola x wittrockiana contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

2 Revisdo da Literatura

2.1 Flores Comestiveis

A flor é o 6rgédo da reproducdo sexuada das plantas superiores. O néctar, que
consiste na secrecdo adocicada das flores, faz com que elas sejam agradaveis ao
paladar, e os 6leos essenciais conferem aroma distinto, assim muitas flores fazem
parte de pratos culinarios por conferir perfumes e sabores, aléem de uma bela
decoracao. As flores a serem utilizadas na alimentagédo devem ser cultivadas para

esse proposito, devido ao controle do que é utilizado em seu cultivo, ou adquiridas



14

de produtores que se dedicam ao cultivo organico, mas nunca devem ser adquiridas
no comércio para decoracdo de casas, pois geralmente na sua producédo é utilizado
produtos quimicos (fertilizantes sintéticos e pesticidas), que sdo prejudiciais a saude
(FELIPPE, 2004; FERNANDES et al., 2017).

As flores comestiveis sdo consideradas PANC (plantas alimenticias nao
convencionais), segundo Kinupp e Lorenzi (2014), ou seja, sdo plantas ou parte de
plantas ndo comuns. Porém, nos ultimos anos houve um crescente interesse na
utilizacdo de flores comestiveis na culinaria, como decoragédo ou ingredientes de
saladas, sopas, bolos, sobremesas e bebidas (FRIEDMAN et al., 2010;
GONGALVES et al. 2012; CHEN et al., 2017; EGEBJERG et al., 2018). Na Tailandia
muitas flores sdo consumidas desde a antiguidade, e recentemente foram
consideradas como alimentos funcionais (WONGWATTANASATHIEN et al., 2010).
Nos Estados Unidos, as plantas como a borragem (Borago officinalis), violeta (Viola
tricolor) e capuchinha (Tropaeolum majus) sao muito utilizadas como temperos
(MLCEK e ROP, 2011). A capuchinha (Tropaeolum majus L.) e o amor-perfeito
(Viola x wittrockiana) sao flores utilizadas atualmente na gastronomia brasileira
(ORR, 2011). A variedade de cores e sabores encontrados em flores comestiveis

estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Cor e sabor de diferentes espécies de flores comestiveis

Flor Nome comum Cor Sabor

Begonia x tuberhybrida  Begonia Diversas Levemente acido
Calendula officinalis Caléndula Laranja Levemente picante
Chrysanthemum spp. Crisantemo Diversas Amargo

Rosa ssp. Rosa Diversas Doce

Tagetes patula Malmequer Laranja Amargo, lembra cravo
Tropaeolum majus Capuchinha Diversas Forte, lembra agriéo
Tulipa ssp. Tulipa Diversas Doce

Viola x wittrockiana Amor-perfeito Diversas Doce

Fonte: MILCEK e ROP, 2011.

2.2 Amor-perfeito (Viola x wittrockiana)

Uma das espécies de flores comestiveis de maior consumo € a Viola x
wittrockiana, uma planta ornamental importante pela sua vasta gama de cores, longa

duracéo da flor e por se adequar ao clima frio. Atualmente, o amor-perfeito possui
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grande demanda pois exibe um colorido floral em todos os meses de inverno,
periodo em que apenas algumas plantas estao florescendo (WANG e BAO, 2007,
CARAZO e LOPEZ, 2009).

A Viola x wittrockiana, pertence a familia Violaceae, sendo popularmente
conhecida como amor-perfeito, amor-perfeito-de-jardim, viola, pansy ou Violet. Esta
planta possui as seguintes caracteristicas: herbacea perene, delicada, hibrida de
Viola tricolor L. e provavelmente de Viola lutea Huds. com Viola altaica Ann., de
hastes muito ramificadas, apresentando 20-30 cm de altura. Possui flores vistosas,
de 5-13 cm de diametro, arredondadas, achatadas, com manchas que se
assemelham ao aspecto de uma face humana (bochechas), variadamente coloridas
em combinacdes de branco, roxo, amarelo, réseo e marrom. E amplamente cultivada
durante o inverno e primavera, principalmente no sul do Brasil, como uma planta
ornamental, normalmente na forma de macicos coloridos em canteiros. Esta planta
se adapta em regides mais frias como o sul do pais, e multiplica-se por sementes,
gue devem ser semeadas no outono (LORENZI e SOUZA, 2001; KINUPP e
LORENZI, 2014).

As flores de amor-perfeito apresentam um sabor intenso e podem ser
utiizadas em saladas, sobremesas em geral, mousses, sopas, bebidas ou
caramelizadas, além de serem muito utilizadas na decoracédo (KINUPP e LORENZI,
2014).

2.3 Composicéo Quimica de Flores Comestiveis

Dados sobre o conteudo de nutrientes em flores sdo escassos. Cerca de 95%
da massa das pétalas das flores consiste em &agua; portanto, o conteddo em
nutrientes € muito pequeno, assim o valor cal6rico nas flores € inexpressivo
(FELIPPE, 2004). Investigando a composicdo quimica de flores de Opuntia ficus-
indica e Opuntia stricta, Ammar et al. (2014) relatam que estas flores no estagio de
florescimento pleno podem ser consideradas como uma boa fonte de proteinas, pois
fornecem teores semelhantes ou superiores a grande maioria dos vegetais por
apresentarem um faixa de 84,6 — 88,3; 1,2 - 1,5; 10,1 -13,1 e 1,2 - 2,3 g.100 g* de
umidade, cinzas, proteinas e gordura, respectivamente. Pelo perfil de acidos graxos

foi observado que o acido palmitico foi o acido graxo majoritario, entre 38 e 59%.
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Barros et al. (2010), relatam em flores de Malva sylvestris 372,02 Kcal.100 g*
de calorias; e de 72,49; 78,12; 8,50; 2,84;: e de 10,54 g.100g™* de umidade,
carboidratos, proteinas, gorduras e cinzas, respectivamente. Os principais acidos
graxos encontrados nessas flores, foram acido linolénico (C18: 3), acido linoleico
(C18: 2) e o acido palmitico (C16: 0). Em relacdo a composicao de acguUcares, as
flores de M. sylvestris apresentaram a frutose como acucar predominante (8,72
g.100 g).

Dentre os macronutrientes das flores de Taraxacum sect. Ruderalia, os
carboidratos foram os principais com 77,46 g.100g™. Nesta fracdo também foram
identificados a frutose, glicose e sacarose. Os teores de umidade, gordura, proteina
e cinzas foram de 77,43; 6,56; 15.13; 0,86 g.100 g, respectivamente. O valor
calérico foi de 429,36 Kcal.100 g™*. Foram identificados até vinte e seis acidos graxos
nas flores de Taraxacum, sendo o acido linoleico (33,03%) o majoritario, seguido
pelos &cidos linolénico (23,14%) e palmitico (17,01%). Este estudo demonstra que
flores de plantas como Taraxacum, embora nao sejam uma referéncia nutricional
comum, podem ser utilizadas em uma base alimentar (DIAS et al., 2014).

Os compostos fendlicos, carotenoides e as vitaminas A, C e E sdo compostos
bioativos conhecidos em plantas (JUDPRASONG et al., 2013). Dados de estudos
epidemioldgicos tem sugerido que estes compostos presentes em dietas exercem
um efeito supressor sobre os radicais livres e, consequentemente, um efeito protetor
para a saude humana (CARDOSO et al., 2011). Nile e Park (2013) relatam que uma
dieta rica em fitoquimicos pode contribuir para a reducéo do risco de certos tipos de
cancer humano. Segundo Amri et al. (2017), as flores apresentaram maior contetdo
de compostos fendlicos quando comparado com outras partes da planta (casca,
fruto, folhas), nas variedades de romad Nana e Tounsi. Compostos fendlicos tém
atraido atencao devido as suas atividades biolégicas, incluindo efeitos antioxidante e
antitumoral (TAI et al., 2011). Shi et al. (2009) investigaram a capacidade
antioxidante da flor comestivel de Prunus mume, oriunda da China, e constataram
que os isomeros de &acidos clorogénicos (acidos 3-O-cafeoilquinico, 4-O-
cafeoilquinico e 5-O-cafeoilquinico) sdo o0s principais compostos fendlicos
responsaveis pela atividade antioxidante do extrato etandlico desta flor. O teor total
de compostos fendlicos foi de 149,9+9,7 mg de acido galico equivalente por g de
peso seco do extrato etandlico de Prunus mume. Os &cidos fenolicos predominantes

na flor comestivel de caléndula (Tagetes erecta L.) foram o acido p-cumarico, acido
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ferrdlico e o acido sinapico, segundo estudo de Siriamornpun et al. (2012). Tagetes
erecta, Cosmos sulphureus, Antigonon leptopus e Bougainvillea glabra séo flores
comestiveis frequentemente utilizadas pela populacdo étnica do norte da Tailandia
para a preparacdo de saladas e chas. Os principais constituintes dos extratos
etandlicos destas flores, identificados com o auxilio de cromatografia liquido de alta
eficiéncia (HPLC), foram os &cidos fendlicos (acido galico, acido protocatecuico,
acido hidrozibenzoico, éacido clorogénico, acido vanilico, acido caféico, acido
siringico, acido p-cumarico, acido ferrulico e acido sinapico) e os flavonoides (rutina,
miricetina, quercetina, apigenina e kampferol). Tagetes erecta apresentou o maior
teor de compostos fendlicos (212,9 mg de acido galico equivalente . g* de peso seco
da amostra), seguido por Antigonon leptopus (177,2 mg de &cido gélico equivalente
. g* de peso seco da amostra), Bougainvillea glabra (138,2 mg de acido galico
equivalente . g* de peso seco da amostra) e Cosmos sulphureus (102,5 mg de
acido galico equivalente . g* de peso seco da amostra) (KAISSON et al., 2012).
Goncaves et al. (2012) investigaram o conteudo de compostos fendlicos em raizes,
folhas e flores de Viola tricolor, obtendo neste estudo o maior conteddo de
compostos fendlicos nos extratos das flores (12,84 + 0,072 mg de acido pirogélico
equivalente . g de fracdo) do que nos extratos de folhas e raizes (7,49 + 0,002 mg
de Acido pirogalico equivalente . g* de frac&o). O teor total de compostos fendlicos
em pétalas de rosa comestivel foi de 2087,43 + 17,37 mg de acido galico
equivalente. 100 g* de pétalas, de acordo com o estudo realizado por GE e MA
(2013). Millera et al. (2010) relatam que os teores totais de compostos fendlicos em
pétalas de rosas, amor-perfeito, cravos, margaridas e girassol (10-600 mg de acido
gélico equivalente . g* amostra seca), foram superiores aos teores encontrados em
frutas como amora, mirtilo, ameixa e morango, e ao conteddo em legumes, como
brécolis, repolho e espinafre ( 0,3 e 3,5 mg &cido galico equivalente . g* amostra
seca). O teor de compostos fendlicos em flores de amor-perfeito (Viola X
wittrockiana) foi investigado por Carazo e Lopez (2009), os quais observaram maior
teor nas flores de coloragéo violeta e amarela (0,171 e 0,1684 mg de acido galico
equivalente . g de amostra seca, respectivamente).

As antocianinas pertencem a familia dos flavondides e s&o basicamente
responsaveis pelas cores brilhantes de varias frutas, flores e produtos horticolas (GE
e MA, 2013; COSTA et al., 2013). As antocianinas comumente encontradas nas
plantas incluem a pelargonidina, delfinidina, peonidina, petunidina e a malvidina (GE
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e MA, 2013). As principais antocianinas, o teor de acido ascorbico e o conteudo total
de compostos fendlicos em pétalas de coloracdo laranja da flor capuchinha
(Tropaeolum majus), foram investigados por Garzon e Wrolsad (2009), os quais
relatam o conteldo de antocianina de 72 mg . 100 g' de amostra, com a
pelargonidina representando 91% do teor total de antocianinas; o teor de &cido
ascorbico de 71,5 mg . 100 g™ de amostra; e o teor total de compostos fendlicos de
406 mg de &cido galico equivalente . 100 g™ de amostra.

Os carotenoides constituem um grande grupo de pigmentos lipofilicos,
amplamente reconhecidos por seus beneficios para a salde humana. Uma das
principais fontes naturais de carotenoides é a flor de caléndula, que tem sido muito
utilizada pela industria para a producdo de corantes ou suplementos alimentares
(RODRIGUES et al., 2018). Os carotenoides sédo responsaveis pelas cores laranja,
vermelha e amarela das flores (OHMIYA, 2013). A quantidade destes compostos
nas pétalas varia amplamente entre as espécies de plantas. A flor da caléndula
(Tagetes erecta L.) tem sido muito utilizada como corante em alimentos, suas
pétalas sdo uma excelente e importante fonte de carotendides, particularmente os
carotendides amarelos, tais como a e [ carotenos e as xantofilas, luteina e
zeaxantina (SIRIAMORNPUN et al., 2012).

Os tocoferbis tem um papel protetor em relacdo ao estresse oxidativo,
evitando doencas cardiovasculares, danos ao DNA e distlrbios na pele (LOPEZ-
CERVANTES et al., 2018). No estudo de Dias et al. (2014), as flores do dente-de-
ledo (Taraxacum sect. Ruderalia) apresentaram teores totais de tocoferois de 44,76
g . 100 g*, sendo mais elevados do que os teores presentes em outras partes (19,19
g . 100 g?) desta planta. Os teores de a, B, Y e d-tocoferol foram de 21,60; 11,24;
5,61; e 6,31 g por 100 g de flores secas, respectivamente. Barros et al. (2010)
relatam que o a — tocoferol € o principal tocoferol encontrado em diferentes partes da
planta Malva sylvestris, e nas flores o contetudo de a, B, Y e &-tocoferol foi de 17,37;
14,03; 0,57; 2,53; e 0,24 mg por 100 g de flores de Malva sylvestris secas,
respectivamente.

Em relacdo ao conteddo de vitamina C, a maior quantidade de &cido
ascorbico foi encontrada em flores de Malva sylvestris (1,11 mg . g™ de extrato),

guando comparado com outras partes desta planta (DIAS et al., 2014).
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2.4 Atividade Antioxidante e Bioldgica de Flores Comestiveis

As flores comestiveis de plantas ornamentais sdo uma fonte substancial
de compostos quimicos que apresentam atividades antioxidantes, as quais possuem
acentuado efeito inibidor sobre os radicais livres. Assim, da mesma forma como em
outras plantas, existe uma elevada correlacdo entre o conteudo de compostos
fendlicos e atividade antioxidante em flores comestiveis (MLCEK e ROP, 2011).

Os antioxidantes podem ter varios mecanismos de ac¢ado, por isso € utilizado
mais de um método para avaliacdo da sua atividade (LI et al., 2014).

No estudo de Friedman et al. (2010), o extrato etandlico da flor comestivel de
Rosa chinensis apresentou alta atividade antioxidante, cerca de 50 vezes superior a
atividade dos extratos de tomate, brécolis e de maca. Na provincia de Yunnan, na
China, a flor de Sophora viciifolia € normalmente utilizada como alimento. Os
extratos desta flor demonstraram forte atividade antioxidante por cinco métodos
diferentes, pela captura de radical livre DPPH, captura do radical ABTS, poder
antioxidante de reducédo férrica (FRAP), poder redutor de ferro Il a ferro Il e pela
inibicdo da peroxidacéo lipidica em tecidos de camundongos. Estes dados sugerem
que esta flor proporciona véarios compostos funcionais que podem atuar na
prevencdo de doencas relacionadas com a oxidacdo de varios produtos do
metabolismo humano (TAIl et al., 2011). Gongalves et al. (2012), estudando a
atividade antioxidante de flores, folhas e raizes de Viola tricolor, obtiveram os
maiores valores de DPPH IC50 no extrato de flores (14,18 mg . mL™ em flores), do
que em extratos contendo folhas e raizes (284,87 pg . mL™” para folhas e raizes).
Esses resultados indicam que as flores de V. tricolor, s&o uma promissora fonte de
antioxidantes naturais. Estes efeitos podem estar relacionados principalmente aos
teores de compostos fendlicos e de flavonoides, e em especial a presenca de rutina.

No trabalho de Carazo e Lopez (2009), foi determinada a capacidade
antioxidante da flor comestivel de amor-perfeito (Viola x wittrockiana) em flores com
diferentes colorag@es: lilas claro, violeta, lilas-branca; branca-violeta e amarela. A
capacidade antioxidante foi determinada pelos métodos TEAC (capacidade
antioxidante do equivalente trolox) e ORAC (capacidade antioxidante do radical
oxigénio). Foi obtido boa correlacéo (R? = 0,977) entre os métodos, o que os valida.

Os melhores resultados foram obtidos com as flores de coloragéo violeta e amarela.
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Millera et al. (2010) analisaram a atividade antioxidante de flores comestiveis de
diferentes espécies e cores, com o0 objetivo de incentivar o consumo destas flores na
culinaria. As flores e suas cores utilizadas foram rosas e amor-perfeito de diversas
cores, cravos brancos, margaridas brancas, girassol amarelo e lisianto branco. A
atividade antioxidante foi determinada por TEAC (capacidade antioxidante do
equivalente trolox) e por ORAC (capacidade antioxidante do radical oxigénio). Das
flores comestiveis estudadas, as que obtiveram maior atividade antioxidante foram
as rosas, apresentando diferencas significativas entre as diferentes cores. Vukics et
al. (2008) estudaram flores violeta, violeta-branca, branca e amarela da flor de amor-
perfeito (Viola x wittrockiana), avaliando a capacidade antioxidante pelo método
TEAC. Neste estudo a maior concentracédo de flavonoides foi encontrada nas flores
de coloracdo amarela, e uma boa correlacéo foi obtida entre o teor de flavonoides e
a atividade antioxidante. Neste mesmo estudo foi comparado a capacidade
antioxidante das espécies de flores Viola tricolor L. e Viola x wittrockiana, onde as
flores de Viola x wittrockiana apresentaram a melhor capacidade antioxidante. De
acordo com Garzon e Wrolsad (2009), pétalas laranjas da flor capuchinha
(Tropaeolum majus) exibem excelente atividade antioxidante in vitro. A atividade
antioxidante medida pelos métodos ABTS e DPPH foram de 458 e 91,87 um trolox
eq . gt amostra, respectivamente. Neste estudo também constatou-se que o teor de
compostos fendlicos e de acido ascérbico das flores laranja de capuchinha podem
ser exploradas como uma fonte de antioxidantes naturais. Friedman et al. (2005),
investigando a atividade antioxidante da flor comestivel de capuchina (Tropaeolum
majus L.), constataram que as flores de coloracdo amarela e laranja apresentaram
menor atividade antioxidante que as flores de coloracdo vermelha. Lee et al. (2011),
estudando a atividade antioxidante por DPPH de flores vermelhas da rosa
comestivel na Coréia (Rosa hybrida cv. Noblered), obtiveram valor de ICsy de 55,2
ng . mL™, concluindo assim, que as pétalas vermelhas desta flor sdo uma fonte de
alimentos que beneficiam a saude.

Micek e Rop (2011) consideram as flores comestiveis uma nova fonte de
alimentos funcionais, e que dentre as propriedades que podem beneficiar a saude se
destaca a atividade antimicrobiana. Os autores relatam que rosas e caléndulas
apresentam esta propriedade, e que a atividade das flores de caléndula é devido a
presenca de flavonoides. No estudo de Abudunia et al. (2017), a atividade

antimicrobiana de extratos metandlicos, hexandlicos e aquosos de flores de
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Calendula arvensis, foi avaliada pelos métodos de difusdo em pocos, minima
concentracdo inibitéria e minima concentracdo bactericida usando varias cepas
bacterianas e fangicas. Os valores de concentragcdo minima inibitéria de extratos
metanéicos variaram de 12,5 — 25 mg . mL™, enquanto que para o extrato hexanéico
foram entre 6,25-125 mg . mL™' frente as bactérias Salmonella aequatoria,
Salmonella braenderup e E. coli. Os extratos ndo exibiram atividade em espécies de
Candida, com excecdo do extrato metandico, o qual demonstrou atividade
antifingica para Candida tropicalis 1 e Candida famata 1. A atividade antimicrobiana
do extrato de Hibiscus sabdariffa foi avaliada em oito bactérias diferentes
uropatogénicas. Efeitos  antimicrobianos  significativos, utilizando  varias
concentracbes do extrato, foram observadas contra todas as uropatogénicas
isoladas e as estirpes de controle. Os valores de concentracdo inibitéria minima
variaram de 0,5 a 4 mg . mL™, e de concentracéo bactericida minima de 8 a 64 mg .
mL™* (ALSHAMI e ALHARDI, 2014). A atividade antibacteriana do extrato metandlico
de Opuntia ficus — indica foi avaliada contra bactérias Gram-negativas (Escherichia
coli e Psedomonas aeruginosa) e bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e Listeria monocytogenes) por Ammar et al. (2015). Neste estudo,
dentre os microrganismos testados, L. monocytogenes foi o mais sensivel, com 25
mm de zona de inibicdo, seguido por S. aureus (13,1 mm); no entanto, ndo ocorreu

atividade antibacteriana em relagéo a bactéria P. Aeruginosa.

2.5 Preferéncia por cor de flores comestiveis

O aroma, cor, forma e beleza de flores comestiveis atraem consumidores
para experimentar alimentos florais, que podem ser oferecidos frescos ou secos
(CHEN et al., 2017). Kelley et al. (2001), avaliou a preferéncia de flores comestiveis
em relacao aos atributos visual, aroma e sabor. Estes autores relataram que a cor foi
o atributo mais influente na compra de flores comestiveis por consumidores. Além
disso, os consumidores preferiram uma mistura de cores de flores sobre cores
Unicas, e algumas cores especificas foram preferidas sobre outras cores. A maioria
dos consumidores escolheram as cores amarela e laranja, em comparagdo com a

cor azul e combinacdes de outras cores.
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3 Capitulo 1 - Composicdo Proximal, Conteudo de Compostos Bioativos e
Preferéncia por Cor de Flores de Viola x wittrockiana

1 Introducéo

Flores comestiveis apresentam uma variedade de cores, sabores e formas,
que podem ser utilizadas frescas ou como ingredientes para saladas, sopas,
guarni¢cdes, sobremesas e bebidas (KAISOON et al., 2012; PIRES et al., 2017). A
Viola x wittrockiana é uma flor comestivel conhecida como amor-perfeito, sendo
muito utilizada na gastronomia brasileira (ORR, 2011), por exibir um colorido floral
durante os meses de inverno, quando poucas plantas estédo florescendo (WANG e
BAO, 2007). Segundo Kinupp e Lorenzi (2014), esta flor é considerada uma PANC
(planta alimenticia ndo convencional), por ndo fazer parte do uso corrente na
alimentacdo, mesmo que sazonal, mas que apresenta potencial de alto valor
nutricional e como fonte de compostos bioativos, como flavonoides e antocianinas
(KAISOON et al., 2012).

Segundo Dias et al. (2014) as caracteristicas funcionais e nutricionais de
flores comestiveis podem ser exploradas, embora estas ndo sejam uma referéncia
nutricional comum. As plantas séo fontes de acidos graxos insaturados, como 0sS
acidos linoleico e linolénico, os quais ndo sao sintetizados pelo homem, e por

conseguinte, requisitos nutrionais importantes (BARROS et al., 2010).

Dados de estudos epidemiolégicos tem sugerido que compostos bioativos
presentes em dietas exercem uma efeito sinérgico sobre os radicais livres e,
consequentemente, um efeito protetor para a saude (CARDOSO et al., 2011). No
Brasil, ainda sdo poucos os trabalhos cientificos e pequena a divulgacdo sobre as
plantas alimenticias ndo convencionais (PANC). Dados sobre processos de extracao
e quantificacdo de compostos bioativos em flores comestiveis ainda sao insipientes,
e pouco se conhece sobre o sistema de solvente e tempo utilizados nestes
processos, principalmente para petalas de Viola x wittrockiana. Alguns trabalhos
relatam o total de compostos bioativos em flores de amor-perfeito, mas com pouca
informacé&o sobre o conteudo destes compostos em diferentes coloracdes destas

flores.
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Embora hajam poucos estudos que sdo promissores em termos do contetdo
de compostos bioativos em flores comestiveis, praticamente ndo ha informacdes
sobre a aceitacdo sensorial destas flores por parte dos consumidores; assim é
importante verificar esta aceitacdo para o uso na nutricdo humana (BENVENUTI et
al., 2016).

Assim, os objetivos deste estudo foram caracterizar um mix de flores de Viola
X wittrockiana, quanto a composicao proximal e perfil de acidos graxos, assim como
avaliar os compostos bioativos de 22 coloracdes diferentes desta flor, otimizando o
processo de extracdo dos compostos fendlicos e aplicar teste sensorial de

preferéncia da cor.

2 Material e Métodos

2.1 Cultivo de Flores de Viola x wittrockiana

Foi cultivado um mix de flores da espécie Viola x wittrockiana, na floricultura
da coordenadoria de agricultura do campus Pelotas — Visconde da Gracga do Instituto
Federal Sul-rio-grandense (IFSUL) da cidade de Pelotas, RS, Brasil, de mar¢co a
setembro de 2014. As sementes comerciais de Viola x wittrockinana, de diferentes
cores (figura 1), foram semeadas em bandejas multicelulares de poliestireno
expandido, compostas por 128 células de 12,0 x 5,0 cm, e preenchidas com
substrato comercial proprio para semeadura de flores. Foi colocada uma semente
em cada célula, as bandejas foram levadas para a estufa de producdo de mudas
com a irrigacdo diaria por nebulizacdo. Apos o crescimento de dois pares de folhas
verdadeiras, foi realizado o transplante para recipiente de cultivo de 350 mL (sacos
plasticos), os quais foram preenchidos com substrato comercial e colocados em
estufa de producdo até o ponto de coleta das flores. As plantas foram irrigadas e
observadas diariamente, e assim que se observava a abertura da flor, era realizada
a coleta. Depois de coletadas, parte das pétalas foram misturadas em proporcdes
equivalentes de cores e liofilizadas (marca Liotop, modelo L101), nas condi¢Oes de -
55°C de temperatura e de 100 mmHg de pressédo. Apos o processo de liofilizacao,
as amostras foram armazenadas a -80°C até a realizacdo das andlises proximal e

perfil de acidos graxos. Outra parte das pétalas foram separadas por cores, e



24

armazenadas a -80°C até a realizacdo das andlises de conteudo de compostos
bioativos.

Figura 1 - Fotos das flores de Viola x wittrockiana.

A — amarela com asa vermelha, B — amarela com mancha rosa, C — amarela com mancha vermelha,
D - amarela, E — azul com mancha roxa, F — azul e branca, G — azul e violeta, H — azul, | — branca
com mancha rosa, J — branca com mancha roxa, K — branca, L — laranja, M — lavanda, N — lilas com
mancha roxa, O — rosa com mancha lilas, P — rosa, Q — roxa e branca, R —roxa e laranja, S —roxa, T
— vermelha com mancha rubi, U — vermelha, V- violeta e amarela.
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2.2 Caracterizagdo do Mix de Flores

2.2.1 Composicao Proximal

A composicdo proximal foi determinada segundo metodologias da AOAC
(AOAC, 2000). O teor de proteina bruta (N x 6,25) foi estimado pelo método de
macro-Kjeldahl; a gordura bruta foi determinada pela extracdo com éter de petroleo,
utilizando o extrator de Soxhlet; o teor de cinzas foi determinado por incineracédo a
550 + 15°C; e o teor de umidade foi determinado por aquecimento em estufa a
105°C. Os carboidratos foram determinados por diferenca, segundo a equacao:
carboidratos (g) = 100g — (g de proteinas + g de gordura + g cinzas). A energia total
foi calculada de acordo com a equacédo: Energia (kcal / 100g) = [4 x (g de proteinas
+ g de carboidratos) + 9 x (g de gordura)] (ANVISA - BRASIL, 2003).

2.2.2 Perfil de acidos graxos

A composicdo em &cidos graxos das pétalas de Viola x wittrockiana foi
realizada através de cromatografia gasosa, segundo metodologia descrita por
Zambiazi (1997). Apos a derivatizacdo da amostra, foi injetado 0,5 pL de amostra no
cromatografo gasoso equipado com split e detector de ionizacdo de chama (FID),
coluna capilar de 30 m x 0,25 mm i.d.,, com fase estacionaria de 0,2 um de
cyanopropyl phenyl-bicyanopropyl polisyloxane. A temperatura inicial da coluna foi
de 130°C por 1 minuto, tendo sido programada a elevacdo da temperatura de
3°C/min até alcancar 145°C, 1,2°C/min até 165°C e por fim, 2,5°C/ min até 220°C. A
cada estagio do programa a temperatura foi mantida por 1; 1,5; 0,5 e 1,5 minutos,
respectivamente. Os acidos graxos foram identificados pela comparacdo com os
tempos de retencdo dos padrbes de ésteres metilicos dos acidos caproico, caprilico,
caprico, caproleico, laurico, isomiristico, miristico, miristoleico, pentadecanoico,
palmitico, palmitoleico, margarico, estearico, oleico, linoleico, linolénico, araquidico,
gadoleico, eicosadienoico, eicosatrienoico, eicosatetraenoico, eicosapentaenoico,
docasanoico, cetoleico, docosadienoico, docosahexaenoico, tricosanoico, lignocérico
e nervonico (Sigma Chemicals Co., St. Louis, EUA). Os resultados foram expressos

em percentual relativo de acidos graxos.
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2.3 Otimizacéo do Processo de Extracdo dos Compostos Fendlicos

2.3.1 Extracdo e Quantificacdo do Total de Compostos fendlicos de Viola x

wittrockiana

As flores de coloragdo “amarela com mancha vermelha” (figura 1 - C) foram
utilizadas para o estudo das condicbes de extracdo dos compostos fendlicos,
através de delineamento inteiramente casualizado em esquema bifatorial, onde fator
A corresponde ao solvente e o fator B ao tempo. As pétalas (1g) foram diluidas em
10 mL dos solventes: agua, metanol e etanol, individualmente. Os tempos de
imersdo nos solventes avaliados foram uma, trés e vinte e quatro horas, a 25°C. O
extrato final foi obtido por filtracdo em papel filtro Whatman N° 1, em baldo de 100
mL e completado o volume com o solvente de extracdo. O método de extracdo de
compostos fendlicos foi baseado no método de Singleton e Rosi (1965).

O teor total de compostos fendlicos foi determinado por espectrofotometria,
utilizando o método do reagente de Folin-Ciocalteau, conforme Singleton e Rosi
(1965). Adicionou-se 10 mL de agua destilada e 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau em 1 mL de extrato, deixando reagir por 3 minutos. Adicionou-se 1,5 mL
de carbonato de sodio 20%, deixando reagir por 2 horas e realizou-se a leitura de
absorbéancia utilizando comprimento de onda de 760 nm. Os resultados obtidos
foram expressos como mg de acido galico equivalente por grama ou 100 gramas de
pétalas de Viola x wittrockiana em base umida (b.u.).

2.4 Determinacgéo de Antocianinas e Flavonoides

O teor de antocianinas e flavonoides foram determinados de acordo com
método descrito por Francis (1982) adaptado. Suspendeu-se 1g de flores em 10mL
de solucdo de extracdo (1,5N HCIl em etanol a 85%) em tubo falcon de 50mL.
Homogeneizou-se por 2 min em vortex e completou-se o volume para 50 mL com a
solucdo extratora. Deixou-se no escuro e refrigerado durante 12 horas. Apoés foi
fitrado em papel filtro whatman n°1, colocado 1000uL do filtrado num baldo de

10mL. Realizou-se as leituras das absorbancias em 535 nm e 374 nm, e fez-se o
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calculo através da equacao: Teor de antocianinas ou flavonoides = (ABS x fator de
diluicdo x 1000) / (Peso amostra x Coeficiente absorcdo). Para determinar o teor de
antocianinas utiliza-se na equacdo a ABS de 535 nm e o coeficiente de absorcédo de
982 (g/100mL)™. cm™. Para determinar o teor de flavonoides utiliza-se na equacéo a
ABS de 374 nm e o coeficiente de absorcéo de 766 (g/100mL)™. cm™.

2.5 Andlise Sensorial de Preferéncia

Foi realizado um teste de preferéncia em relacéo a coloracdo da flor de amor-
perfeito, para a possivel utilizacdo em pratos doces e salgados. O teste foi
submetido para emails de professores e de alunos do Curso de Gastronomia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) e do Curso de Panificacdo e Confeitaria
do Instituto Federal do Rio Grande do Sul (IFRS), utilizando um formulario criado no

Google docs, através do link http://goo.gl/forms/aBXAwZGfgw. No fomulario foram

apresentados fotos das flores (figura 1), e 53 participantes marcaram a cor da flor
que utilizariam nos pratos doces e salgados, sendo que poderiam escolher mais de

uma opgao.

2.6 Anélise Estatistica

Os resultados dos teores de compostos fendlicos, antocianinas e flavonoides
foram realizados em triplicata e avaliados através da andlise de variancia ANOVA e
pelo teste de Tuckey, ambos a 5% de significancia, para comparacao de médias. A
correlacdo de Pearson foi conduzida para determinar a relacdo entre os teores de
compostos fendlicos, antocianinas e flavonoides, considerando o coeficiente de
correlacdo (r). Os resultados do teste de preferéncia foram avaliados através de

analise de frequéncia.


http://goo.gl/forms/aBXAwZGfgw
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3 Resultados e Discussao

3.1 Composicao Proximal

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados de composicdo proximal e da

energia total do mix das flores de Viola x wittrockiana.

Tabela 1 - Composi¢cao proximal e energia total de flores de Viola x wittrockiana

Proteina Gordura* Cinzas* Carboidratos* Umidade** Energia
Bruta* Total***
10,14 £ 0,69 1,67 £ 0,04 7,92 £ 0,58 80,27 87,76 = 0,65 376,67

* Teores expressos em gramas por 100 gramas de matéria seca;
** Teores expressos em gramas por 100 gramas de matéria imida;
*** Resultado expresso em Kcal por 100 gramas de matéria seca.

Verificou-se um teor de umidade proximo a 90% nas flores de amor-perfeito.
Apos a liofilizacdo o teor de umidade ficou em 8.92%. No trabalho de Pires et al.
(2017), as pétalas de quatro flores comestiveis foram caracterizadas quanto ao seu
valor nutricional, e verificou-se que os carboidratos foram os macronutrientes mais
abundantes (86,22 g; 86,12 g; 81,32 g; 88,399 por 100 g de matéria seca de dalia,
rosa, caléndula e centauréia; respectivamente), seguido das proteinas (5,93 g; 7,58
g; 6,43 g; 5,79 g por 100 g de matéria seca de dalia, rosa, caléndula e centauréia;
respectivamente). O mesmo foi obtido para pétalas de amor perfeito no presente
estudo, onde o teor de carboidratos foi de 80,27% e de proteinas 10,14%.

O aspecto altamente positivo foi o elevado conteddo protéico (10,14%), o que
nao € comum na maioria de frutos e hortalicas, sendo, portanto, além do aporte
decorativo, uma fonte protéica complementar na alimentacdo. Ammar et al. (2014)
relata teor semelhante de proteina nas flores de Opuntia stricta no estagio de
florescimento pleno, sendo de 10,1 g por 100 g de flores secas.

A energia total de pétalas de Viola x wittrockiana (376,67 kcal / 100 g de
amostra seca) foi aproximada a energia total obtida nas pétalas de Centaurea
cyanus L. (377, 99 Kcal . 100 g* de amostra seca), e nas flores de Malva sylvestris
(372,02 Kcal . g* de amostra seca), segundo os estudos de Pires et al. (2017) e
Barros et al. (2010), respectivamente.

Villavicencio et al. (2018), determinaram a composi¢cdo quimica das flores de
Bauhinia variegata L. var. Candida alba Buch.-Ham do Brasil, obtendo resultados
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semelhantes de carboidratos (77,10 g por 100g) e de proteinas (10,90 g por 100g)
das flores de amor-perfeito avaliadas no presente estudo. Porém estes autores
encontraram valor superior do teor de gordura (7 g por 100g), e por consequéncia
uma energia total de 415 Kcal por 100g de amostra, superior a energia total de flores
de Viola x wittrockiana.

Através da tabela brasileira de composicdo de alimentos (TBCA, 2017), a
alface, hortalica bastante utilizada em saladas como as flores de amor-perfeito,
possui teores de nutrientes inferiores as flores, apresentando 1,8 g de carboidratos,
1,09 g de proteinas, 0,13 g de gorduras e 0,56 g de cinzas por 100g de alface.

3.2. Perfil de Acidos Graxos

Os resultados obtidos referentes ao perfil de acidos graxos nas pétalas de
amor-perfeito (Viola x wittrockiana) estdo na tabela 2. Foram identificados os
seguintes acidos graxos saturados, em ordem relativa % decrescente: acido
palmitico (C16:0), acido araquidico (C20:0), acido miristico (C14:0), acido estearico
(C18:0), acido tricosanoico (C23:0) e &cido laurico (C12:0); além dos seguintes
acidos graxos insaturados em ordem relativa % decrescente: acido linoleico (C18:2)
e acido oleico (C18:1). Os acidos graxos saturados perfizeram 59,43% do total de
acidos graxos. Salienta-se o alto conteudo de acido palmitico (C16:0), que foi o
acido graxo majoritario, e do acido linoleico e seu isébmero (32,30%). Este valor é
importante porque o &cido linoleico € um acido graxo essencial, denominado &cidos
graxo 6mega-6, o qual ndo pode ser sintetizado pelo corpo humano e precisa ser
unicamente fornecido através da dieta (BARROS et al., 2010; DORNI et al., 2018).
Os conteudos de &cido linoleico de varias frutas e hortalicas, segundo Martin et al.
(2006), foram inferiores ao conteldo desse acido graxo obtido na flor de Viola x
wittrockiana do presente estudo, variando de 0,03 a 0,18g . 100 g* de fruta ou
hortalica.

No trabalho de Pires et al. (2017), a fragdo da gordura das pétalas de Dahlia e
de duas espécies de rosa (Rosa damascena Alexandria e Rosa gallica Francesa,
apresentaram a maior porcentagem relativa do acido palmitico dentre os acidos

graxos saturados, e do &cido linoleico dentre os acidos graxos insaturados, valores
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gue foram condizentes com os obtidos no presente estudo para as pétalas de Viola x
wittrockiana.

Houve predominancia de acidos graxos saturados, 62,62% e 77,13% em
flores de Opuntia ficus — indica e Opuntia strict, respectivamente, quando
investigada a composicao de acidos em plena floragdo dessas espécies (AMMAR et
al., 2014). O &acido palmitico foi o acido graxo majoritario nas duas espécies, com
pocentagem relativa de 43,03% e 59,52% para flores de Opuntia ficus — indica e
Opuntia strict, respectivamente. O mesmo ocorreu nas pétalas de Viola x
wittrockiana, sendo a porcentagem relativa do acido palmitico muito semelhante com
as flores de Opuntia strict.

Os teores de acidos graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados das
flores do presente foram superiores a alface lisa, segundo tabela brasileira de
composicao de alimentos (TBCA, 2017), a qual apresenta 0,2 g, tracos e 0,08 g por
100 g de alface, de acidos graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados,

respectivamente.



Tabela 2 - Composicéo de acidos graxos (% relativa) em flores de Viola x wittrockiana
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Acido Graxo

Porcentagem relativa (%)

C6:0 (acido caproico)

C8:0 (acido caprilico)

C10:0 (acido céaprico)

C11:0 (acido caproleico)

C12:0 (acido laurico)

C13:0 (4cido isomoristico)
C14:0 (acido miristico)

C14:1 (acido miristoleico)
C15:0 (4cido pentadecanoico)
C16:0 (acido palmitico)

C16:1 (acido palmitoleico)
C17:0 (acido margarico)

C18:0 (&cido estearico)

C18:1 (4cido oleico)

C18:2 (acido linoleico)

C18:2 (acido linoleico)

C18:3 (acido linolénico)

C20:0 (acido araquidico)

C20:1 (&cido gadoleico)

C20:2 (4cido eicosadienoico)
C20:3 (4cido eicosatrienoico)
C20:4 (acido eicosatetraenoico)
C20:5 (acido eicosapentaenoico)
C22:0 (acido docasanoico)
C22:1 (acido cetoleico)

C22:2 (4cido docosadienoico)
C22:6 (4cido docosahexaenoico)
C23:0 (4cido tricosanoico)
C24:0 (&cido lignocérico)

C24:1 (4cido nervodnico)

Total de Acidos Graxos Saturados

Total de Acidos Graxos Monoinsaturados

Total de Acidos Graxos Polinsaturados

Nd
Nd
Nd
Nd
1,01
Nd
5,40
Nd
Nd
36,41
Nd
Nd
4,44
8,27
15,35
16,95
Nd
10,65
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

1,52
Nd
Nd
59,43
8,27
32,30

nd = ndo detectado.
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3.3 Extracdo do Total de Compostos Fendlicos de Viola x wittrockiana

Os resultados da avaliagdo do efeito da utilizacdo de diferentes solventes e
tempos de extracdo sobre o teor de compostos fendlicos nas pétalas de Viola x

wittrockiana sé&o apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Teor de compostos fendlicos (miligramas de acido galico equivalente por gramas de flores
de Viola x wittrockiana), utilizando diferentes solventes e tempos no processo de extracao

Solventes Tempo de extracao (h) Teor de compostos
fenédlicos
H,O 1 2,16+0,64 c
H,O 3 1,75+ 0,39 cd
H,O 24 0,80+0,25 d
Metanol 1 4,14+023 b
Metanol 3 4,86 +0,41 ab
Metanol 24 4,14+0,15 b
Etanol 1 5,17 £ 0,22 ab
Etanol 3 568025 a
Etanol 24 6,08 £ 0,27 a

Valores médios. As médias seguidas por diferentes letras na mesma coluna diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade.

Teor de compostos fendlicos expresso em miligramas de acido galico equivalente por grama de
flores de Viola x wittrockiana

Quando foi utilizado etanol na extracdo deixando vinte quatro horas de
imers&o foi obtido 6,08 mg de acido galico equivalente . g* de amostra. Embora esta
condicdo (etanol/24 horas) tenha apresentado maior valor, ndo apresentou diferenca
significativa quando utilizado os seguintes solventes e tempos de extracdo: etanol e
trés horas; etanol e uma hora; metanol e trés horas. Porém, a extracéo realizada
com etanol durante vinte quatro horas, apresentou diferenca significativa quando
utilizado agua como solvente nos trés tempos de extracdo, e quando utilizado
metanol como solvente nos tempos de extracdo de uma e vinte quatro horas.
Quando se utilizou agua como solvente, foram obtidos os menores teores de
compostos fenolicos, independente dos tempos de extracéo avaliados.

Ammar et al. (2015), estudando o efeito da utilizagéo de diferentes solventes
sobre os teores de compostos fendlicos nas flores de Opuntia ficus-indica,
verificaram que quando utilizaram solventes polares, como metanol e &agua

obtiveram maior extracdo de compostos fendlicos.
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No estudo de Sindi et al. (2014), foi avaliado o efeito do tempo de extragao (3,
5 e 10 min) sobre o teor total de polifendis de Hibiscus sabdariffa, tendo sido
observada uma diferenca significativa entre 3 min e 10 min de extracdo, sendo que
no tempo de 10 min a extracdo destes compostos foi superior. Assim, foi
considerado para analises posteriores de determinacdo do total de compostos
fendlicos, o maior tempo de extracdo (24h) e etanol como solvente, por apresentar o

maior teor de compostos fendlicos das flores de amor-perfeito.

3.4 Quantificacdo do Total de Compostos Fendlicos, Antocianinas e

Flavonoides

Os teores do total de compostos fendlicos obtidos em diferentes coloracdes
de flores de Viola x wittrockiana, sdo apresentados na tabela 4.

Os teores de compostos fendlicos obtidos nas pétalas de diferentes
coloragBes variaram de 73 a 1033,5 mg de &cido gélico equivalente por 100 g de
amostra, com uma diferenca de conteudo de até 14 vezes. Estes resultados foram
aproximados aos obtidos por Li et al. (2014), os quais realizaram a quantificacdo de
compostos fendlicos de 51 flores comestiveis, encontrando conteddos que variaram
de 13 a 1148 mg de acido gélico equivalente por 100 g de amostra.

As pétalas de coloracdo “azul e violeta” apresentaram o maior teor de
compostos fendlicos, porém nao houve diferenca significativa do teor dos compostos
fendlicos desta coloragdo em comparacdo com o teor das pétalas de coloracfes
“amarela com asa vermelha”, “amarela com mancha rosa” e “azul com mancha
roxa”. Como as coloragdes “azul e violeta” e “azul com mancha roxa” das pétalas
sdo muito semelhantes, ndo foi observado diferenca signicativa no conteddo de

compostos fendlicos.
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Tabela 4 - Teor total de compostos fendlicos (CFT), antocianinas (AT) e flavonoides (FT) de flores de
Viola x wittrockiana de diferentes coloracdes

Coloracdes de pétalas

CFT*

AT*

FT*

Azul e Violeta
Azul com mancha Roxa
Amarela com asa Vermelha
Amarela com mancha Rosa
Vermelha com mancha Rubi
Lilas com mancha Roxa
Laranja
Amarela
Azul
Branca com mancha Roxa
Violeta e Amarela
Amarela com mancha Vermelha
Roxa e Laranja
Branca com mancha Rosa
Azul e Branca
Roxa e Branca
Vermelha
Roxa
Rosa com mancha Lilas
Rosa
Lavanda

Branca

1033,50 + 38,89 a
869,50 + 20,51 ab
797,00 £ 69,30 abc
787,50 + 16,26 abc
753,00 £ 2,82 bed
743,00 + 176,78 bed
732,50 + 0,71 bed
725,50 + 106,77 bcd
716,50 + 94,04 bcd
716,00 + 36,77 bcd
661,00 £ 4,24 bcde
607,50 + 27,58 bcde
604,5 + 82,73 bcde
604,00 + 60,81 bcde
582,50 + 67,17 cde
517,00 + 32,53 de
517,00 £ 94,75 de
508,50 + 30,41 de
498,00 * 9,90 de
412,00+9192 e
78,00 + 22,63 f
73,00 £ 22,63 f

383,13+48,64 b
211,89 + 25,89 cd
128,19 + 60,15 defg
68,49 + 12,15 ghi
439,91 +2521b
193,84 + 16,77 cde
2,63+0,15i
5,04 +0,00i
70,67 + 0,14 ghi
80,20 + 17,76 fghi
24253 +1511c
86,79 + 0,27 fghi
114,39 + 12,31 efgh
115,33 £ 2,41 efgh
48,01 + 8,90 ghi
172,34 + 22,85 cdef
376,58 £ 13,44 b
543,49 £ 44,43 a
233,41+29,95¢c
450,72 + 5,00 ab
26,50 + 3,13 hi
0,54 +£0,16i

787,46 £ 48,56 ab
662,41 + 7,27 abc
504,29 + 85,96 cd
670,19 + 119,31 abc
471,58 + 4,28 cde
473,07 £ 24,68 cde
824,84 + 164,25 a
663,73 £ 0,91 abc
649,57 + 16,63 abc
655,76 + 35,95 abc
577,36 £ 21,47 bcd
554,06 + 40,33 cd
423,12 + 68,71 def
497,73 + 28,65 cde
531,61 + 8,05 cd
376,89 + 11,99 def
421,77 + 45,23 def
200,99 + 22,27 fg
276,26 + 48,41 efg
422,96 + 4,16 def
60,38 +10,32 g
100,71 + 39,67 g

Valores médios. As médias seguidas por diferentes letras na mesma coluna diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade.
*miligrama de &cido galico equivalente por 100 gramas de flores de Viola x wittrockiana;

**miligrama por 100 gramas de flores de Viola x wittrockiana.

Os menores teores de compostos fendlicos foram obtidos nas pétalas de
coloragbes mais claras (“branca” e “lavanda”). Esses resultados estdo de acordo
com os encontrados por Carazo e Lopez (2009), os quais investigaram os teores de
compostos fendlicos de flores de Viola tricolor, e os maiores teores foram obtidos
nas flores de coloracdo violeta e amarela (17,1 e 16,84 mg de acido galico
equivalente . 100 g de amostra seca, respectivamente). Neste estudo os autores
relatam que a concentracdo de polifendis estd relacionada com pigmentos das
pétalas, onde tons azuis e purpuras se devem as antocianinas, os tons amarelos
devido as flavonas e que tons mais claros contém menor quantidade de polifendis
(branco e lilas-claro).

As antocianinas sao pigmentos naturais de plantas e, consequentemente,

estdo presentes em flores em quantidades superiores do que em folhas, devido ao
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colorido das pétalas (VUKICS et al., 2008). Os teores de antocianinas obtidos nas
pétalas de diferentes coloragbes variaram de 0,54 a 543,49 mg por 100 g de
amostra, com uma diferenca de aproximadamente 1000 vezes entre as diferentes
flores. Os teores de antocianinas foram superiores aos teores encontrados em
diversas flores comestiveis, de acordo com o estudo de Benvenute et al. (2016).
Segundo o estudo destes autores, os teores de antocianinas das flores de coloracéo
“azul”, “vermelha” e “rosa e amarela” variaram de 1,43 a 13,6; de 5,09 a 14,44; e de
9,73 a 12,85 mg de cyn-3-glu equivalente por 100g de peso fresco, respectivamente.

As pétalas de colorogdes “roxa” e “rosa” do presente estudo apresentaram os
maiores teores de antocianinas dentre as pétalas avaliadas. Segundo Benvenute et
al. (2016), o conteudo de antocianinas estdo diretamente relacionados com a
coloracdo da flor dentro de uma mesma espécie. Como esperado, uma
concentracdo maior de antocianinas nas pétalas de coloracdo vermelha ou rosa em
relacdo as pétalas de coloracdes mais brancas, foi confirmada na espécie de Viola x
wittrockiana. Nesta variedade, as pétalas de cor azul e violeta apresentaram
conteudos de antocianinas similares ao conteudo das pétalas de cor vermelha.

A diferenca no conteudo de flavonoides foi de aproximadamente 12 vezes,
variando de 69,38 a 824,84 mg por 100 g de pétalas de Viola x wittrockiana. As
pétalas com coloracdes que apresentaram os maiores teores de flavonoides néo
foram necessariamente as mesmas que apresentaram 0S maiores teroes de
antocianinas, indicando a presenca de outros compostos. Pelo relato de Gongalves
et al. (2012), a flor de Viola tricolor € uma promissora fonte de antioxidantes naturais,
devido aos altos teores de flavonoides, em especial da rutina, flavonoide majoritario
identificado nesta flor.

No presente estudo, verificou-se um maior teor de flavonoides nas flores onde
as pétalas apresentaram coloracdo “amarela” ou “laranja”. O trabalho de Vukics et
al. (2008) corrobora com este relato, no qual foi obtido maior teor de flavonoides na
flor de coloracdo “amarela” de amor-perfeito (Viola tricolor e Viola x wittrockiana
Gams.), quando comparado com as flores de cores “violeta”, “amarelo” e “branco”.

Observou-se uma variagao do teor total de antocianinas em relacdo ao teor
total de compostos fendlicos de 0,36 a 109,40%. As pétalas de coloracdes “rosa”,
‘roxa”, “vermelha” e “vermelha com mancha rubi” apresentaram a maior propor¢ao

de contetdo total de antocianinas em relagcdo ao contetdo total de compostos
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fendlicos, sendo esta propor¢édo de 109,40; 106,88; 72,84; 58,42%; respectivamente.
As pétalas com outras coloracdes obtiveram uma proporgéo inferor a 50% do teor
total de antocianinas em relacdo ao teor total de compostos fendlicos, sendo que
para as pétalas de coloragdes “branca”, “amarela” e “laranja” essa proporgao foi
inferior a 1%.

As pétalas de coloragdes “roxa” e “rosa com mancha lilas”, apresentaram teor
total de flavonoides em relacdo ao teor total de compostos fendlicos de 39,53 e
55,47%, respectivamente. No restante das pétalas que possuem outras coloracdes
essa relagédo do teor do total de flavonoides em comparacdo com o teor total de
compostos fendlicos foi superior a 60%, sendo obtido propor¢des acima de 100%
para as pétalas de coloragbes “branca” (137,96%), “Laranja” (112,61%) e “rosa”
(102,66%).

Observa-se pelos dados que a soma dos teores de antocianinas e de
flavonoides sdo no geral um pouco superiores aos teores do total de compostos
fendlicos, o que a principio ndo deveria ocorrer porque as antocianinas e 0S
flavonoides fazem parte dos compostos fendlicos. Porém, de acordo com Li et al.
(2014), diferentes compostos fendlicos podem apresentar diferentes respostas ao
reagente Folin-ciocalteu, onde varios flavonoides apresentam baixa absor¢éo, o que
leva a uma subestimacdo do total de compostos fendlicos. Kaisoon et al. (2011)
também relatam que extratos de flores comestiveis apresentaram teores de
flavonoides superiores aos teores de compostos fendlicos. Naquele estudo, flores de
Tagete erecta apresentaram teores de flavonoides de 67,9 mg de equivalente rutina
. g* amostra seca, comparado ao contetido de compostos fendlicos de 64,3mg de
equivalente rutina . g™ amostra seca.

A correlacdo entre o teor total de compostos fendlicos e antocianinas, e entre
o teor total de compostos fendlicos e flavonoides foi de 0,15 e 0,86,
respectivamente. Assim obteve-se uma melhor correlagéo entre o teor de compostos
fendlicos e flavonoides, o mesmo foi obtido para a flor de Sophora vicifolia, segundo
Tai et al. (2011), que mostrou uma boa correlagdo (0,96) entre o contetdo total
fendlico e o teor de flavonoides, relatando que os flavonoides sdo um importante
grupo fendlico no extrato desta flor, e 0 maior conteido de compostos fendélicos pode

ser atribuido ao maior contetido de flavonoides.
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A correlagdo entre os teores totais de antocianinas e flavonoides foi de -0,15,
isto ocorre devido ao método utilizado para determinacdo destes compostos
bioativos, pois embora seja 0 mesmo método, € realizada leitura em comprimentos

de onda diferentes.

3.5 Andlise Sensorial de Preferéncia

A inclusédo de flores comestiveis em pratos, bebidas e sobremesas pode ser
uma maneira de diferenciacdo de produtos e aprimoramento de servicos (CHEN e
WEI, 2017). Consumidores utilizam de forma intuitiva, como estratégia de escolha de
alimentos saudaveis, alimentos que possuam uma variedade de cores (KONIG e
RENNER, 2018). A utilizacdo das flores na gastronomia, torna 0s pratos mais
atraentes pela coloracdo que exibem.

Segundo Benvenuti et al. (2016), as cultivares de flores com mais intensidade
de cores (como as vermelhas e azuis) sdo as mais adequadas e as mais preferidas
para uma evolucdo gastronbmica e nutracéutica em termos de descoberta de novos
alimentos e novos pratos. Corroborando com este relato, no presente estudo as
pétalas de coloragdes “azul e branca” e “vermelha com mancha rubi” de Viola x
wittrockiana foram as preferidas por mais de 50% dos participantes do teste
sensorial (Figura 2). Catorze das flores com colorac6es diferentes foram preferidas
por 30 — 40% dos julgadores. As pétalas de coloragdo “amarela com asa vermelha”
e “azul e violeta”, foram escolhidas por 20% dos participantes, repesentando a
menor preferéncia de coloracfes de flores avaliadas.

No estudo de Chen e Wei (2017), foram investigados os fatores que afetam
as atitudes dos consumidores para o consumo de flores comestiveis. Curiosidade
foi o fator de maior influéncia nas atitudes em relacdo ao consumo dessas flores.
Outros participantes deste estudo enfatizaram os possiveis beneficios para saude
qgue as flores comestiveis podem oferecer. Assim os autores desse estudo relatam
gue as propriedades estéticas, como a cor, e as propriedades relacionadas a saude,
fazem com que as flores comestiveis representem nicho de mercado promissor.

Embora as coloracdes de flores de amor-perfeito com preferéncia acima de
50%, ndo serem as mesmas coloracdes que obtiveram o0s maiores teores de

bioativos avaliados, todas as coloracdes apresentaram teores de bioativos, assim
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recomenda-se a utilizagdo de qualquer coloracdo do ponto de vista estético e

funcional.
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Figura 2 - Resultado do Teste de Preferéncia das flores de Viola x wittrockiana.

4 Conclusao

As pétalas de Viola x wittrockiana apresentaram elevados teores de
carboidratos e de proteinas. Assim, além de conferir cor aos pratos, essa flor pode
ser utilizada como complemento protéico na alimentacdo. O valor de energia total foi
de 376,67 Kcal por 100 g de pétalas seca. O total de acidos graxos saturados foi
superior ao total de acidos graxos insaturados, onde o acido palmitico foi o acido
graxo majoritario encontrado nestas flores, seguido pelo acido linoleico.

A utilizacdo de etanol, pelo tempo de imersédo de um, trés ou vinte quatro
horas e a utilizacdo de metanol pelo tempo de imersdo de 3 horas, foram as
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melhores condicbes de extracdo dos compostos fendlicos das pétalas de Viola x

wittrockiana.

Os maiores teores de compostos fendlicos foram obtidos nas pétalas de
coloracdes: “azul e violeta”, “azul com mancha roxa”, “amarela com asa vermelha” e
“amarela com mancha rosa”. Os menores teores foram obtidos nas pétalas de

coloracdes mais claras (“branca” e “lavanda”).

As pétalas de flores de amor — perfeito de coloragbes “roxa” e “rosa’
apresentaram 0s maires teores de antocianinas, e as pétalas de coloracdes
‘laranja”, “azul e violeta”, “amarela com mancha rosa”, “branca com mancha roxa”,
“amarela”, “azul com mancha roxa” e “azul” apresentaram os maiores teores de

flavonodides.

As pétalas de coloracbes que apresentaram maior preferéncia por parte dos

consumidores foram “azul e branca” e “vermelha com mancha rubi”.
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4 Capitulo 2 - Potencial Bioativo de Flores de Viola x wittrockiana de Diferentes

Coloracoes

1 Introducéo

Atualmente ha um interesse crescente em consumir produtos alimenticios que
sejam naturais e saudaveis. As plantas, além do seu valor nutricional, s&o
consideradas alimentos que possuem beneficios para saude quando incorporadas a
dieta (GOSTIN e WAISUNDARA, 2019). Atribui-se aos antioxidantes naturais de
plantas os beneficios a saude, pois protegem o0s componentes alimentares e

auxiliam no sistema de defesa antioxidativo do organismo (Li et al., 2014).

As flores, desde a antiguidade, sdo consumidas por humanos em diferentes
culturas, principalmente como produtos medicinais ou funcionais, por exercerem
efeitos benéficos para a saide humana (GONZALEZ-BARRIO et al., 2018). Nos
ultimos anos, as flores comestiveis ganharam mais atencao, devido a percepc¢ao que
estas podem beneficiar a salde (RODRIGUES et al., 2017). Flores comestiveis
inferem na aparéncia, sabor e valor estético dos alimentos, aspectos que 0s
consumidores apreciam, justificando a tendéncia crescente de vendas de flores
frescas de qualidade em todo o mundo. No entanto, os consumidores também
exigem alimentos com propriedades benéficas para a saude, além dos nutrientes
gue contém, procurando por qualidades funcionais como propriedades antioxidantes
e antimicrobianas (FERNANDES et al.,, 2017). No estudo de Pires et al 2017,
verificou-se que as flores comestiveis Dahlia mignon, Rosa damascena "Alexandria”
e R. gallica "Francesa", Calendula officinalis L. e Centaurea cyanus L., podem ser
utilizadas como fonte de compostos fendlicos, o que pode ser aplicado no setor de

alimenticio, como alimentos e como fonte de ingredientes naturais.

Amor-perfeito (Viola x wittrockiana), centaurea (Centaurea cyanus), borago
(Borago officinalis), rosa (Rose spp.), capuchinha (Tropaeolum majus) e hibiscus
(Hibiscus rosa-sinensis) sao exemplos de flores comestiveis (FERNANDES et al.,
2017). Amor-perfeito (Viola x wittrockiana Gams) é uma importante flor bienal do
género Viola (Violaceae) que apresenta grandes pétalas e cores abundantes (YANG

et al., 2018). Existem alguns estudos relativos ao valor nutricional e funcional destas
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flores, porém nestes estudos s&o utilizadas misturas de flores com diversas

coloragdes, como no trabalho de Gonzéalez-barrio et al. (2018).

As flores de amor-perfeito estdo sendo utilizadas como alimento, no entanto,
praticamente ndo ha estudos referente a flores com diferentes coloragfes. Assim, o
objetivo deste estudo foi determinar em flores de amor-perfeito de cinco colora¢cées
diferentes, os teores totais dos principais compostos bioativos, o perfil de acucares,
de compostos fendlicos e de antocianinas, além da capacidade antioxidante e

antibacteriana.

2 Material e Métodos

2.1 Cultivo e Preparo das Amostras de Flores de Viola x wittrockiana

Foram cultivadas flores da espécie Viola x wittrockiana, na floricultura da
coordenadoria de agricultura do campus Pelotas — Visconde da Gracga do Instituto
Federal Sul-rio-grandense, de margo a setembro de 2015. As sementes comerciais
de Viola x wittrockinana, de diferentes cores (figura 1), foram semeadas em
bandejas multicelulares de poliestireno expandido, compostas por 128 células de
12,0 x 5,0 cm, e preenchidas com substrato comercial proprio para semeadura de
flores. Foi colocada uma semente em cada célula e foi realizada a irrigagéo diaria
por nebulizacdo. Apdés o crescimento de dois pares de folhas verdadeiras, foi
realizado o transplante para recipiente de cultivo de 1000 mL (vasos plasticos), os
quais foram preenchidos com substrato comercial e colocados em estufa de
producdo até o ponto de coleta das flores. As plantas foram irrigadas e observadas
diariamente, e assim que se observava a abertura da flor, era realizada a coleta.
Depois de coletadas, as pétalas de mesma cor foram misturadas e liofilizadas
(marca Liotop, modelo L101), nas condicbes de -55°C de temperatura e de 100
mmHg de pressao. Apos o processo de liofilizag&do, as amostras foram armazenadas

a -80°C até a realizacao das analises.
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Violeta e Amarela Roxa e branc Azul Laranja Vermelha ¢ mancha rubi

Figura 1 - Cinco coloracbes de amor — perfeito (Viola x wittrockiana).
Cultivo realizado na floricultura da coordenadoria de agricultura do cAmpus Pelotas — Visconde da
Graga do Instituto Federal Sul-rio-grandense, em 2015.

2.2 Determinacdes Quimicas das Amostras
2.2.1 Total de Compostos fendlicos

O teor total de compostos fendlicos foi determinado por espectrofotometria,
utilizando o método do reagente de Folin-Ciocalteau, segundo Singleton e Rosi
(1965). O solvente utilizado para extragdo dos compostos fendlicos foi etanol e o
tempo de extracdo foi de 24 horas, conforme Silva et al. (2020). Os resultados
obtidos foram expressos em mg de acido gélico equivalente por 100 gramas de

amostra em base seca.
2.2.2 Total de Antocianinas e Flavonoides

Os teores de antocianinas e flavonoides foram determinados de acordo com
método descrito por Francis (1982), com poucas modificacbes. Para isto,
suspendeu-se 1g de flores em 10mL de solucdo de extracdo (1,5N HCI em etanol a
85%) em tubo Falcon de 50mL. Homogeneizou-se por 2 min em vortex e completou-
se o volume para 50 mL com a solucao extratora. Deixou-se no escuro e refrigerado
durante 12 horas. Apos, a suspensao foi filtrada em papel filtro whatman n°l, e
1000uL do filtrado foi colocado em um baldo de 10mL. Realizou-se as leituras das
absorbancias em 535 nm e 374 nm, e fez-se o calculo através da equacado: Teor de
antocianinas ou flavonoides (mg / 100g) = (ABS x fator de diluicdo x 1000) / (Peso

amostra x Coeficiente absorcdo). Para determinar o teor de antocianinas utilizou-se
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na equacdo a ABS de 535 nm e o coeficiente de absorcéo de 982 (g/100mL)™. cm™.
Para determinar o teor de flavonoides utilizou-se na equacdo a ABS de 374 nm e o
coeficiente de absorcdo de 766 (g/100mL)*. cm™. Os resultados obtidos foram

expressos em mg por 100 gramas de amostra em base seca.

2.2.3 Total de Carotenoides

A determinacdo de carotenoides foi realizada segundo AOAC, 2005 (método
970.64). O método baseia-se em extrair os carotenoides da amostra através de
solventes apolares. A absorbancia da fragcdo apolar extraida é medida em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados obtidos foram

expressos em mg de B-caroteno por 100 gramas de amostra em base seca.

2.2.4 Acido Ascérbico

A extracdo e identificacdo do acido L-ascorbico foi realizada de acordo com
Ayhan et al. (2001). A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no
sistema HPLC-Shimadzu, utilizando o detector UV-visivel a 254 nm. As fases méveis
continham solugéo em &cido acético 0,1% e metanol, com um fluxo de 0,8 mL.min™.
A identificacdo do composto baseou-se na comparacdo do tempo de retencéo para o
padrdo de acido L-ascorbico e a quantificacdo foi baseada em uma curva de
calibracdo externa de acido ascorbico. Os resultados obtidos foram expressos em
mg de acido ascoérbico por 100 gramas de amostra em base seca.

2.2.5 Tocoferdis Individuais

A extracdo de tocoferois foi realizada segundo a metodologia descrita por
Rodriguez-Amaya (2001). Foram injetados 10uL do extrato obtido no cromatografo
liuido que consistiu no sistema HPLC-Shimadzu, equipado com detector de
fluorescéncia, utilizando o comprimento de onda de 290nm para excitacdo e de
330nm para a emissdo. A separacao foi efetuada utilizando um sistema de eluicéo

por gradiente, utilizando como fases moveis 0 metanol, acetonitrila e isopropanol,
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seguindo a metodologia descrita por Zambiazi (1997). A identificagdo dos
compostos foi com base na comparagao do tempo de retengdo com os padrdes a-,
0- e y-tocoferol e a quantificacdo baseou-se na curva de calibracdo externa destes
padrées. Os resultados obtidos foram expressos em miligramas de tocoferol por 100

gramas de amostra em base seca.

2.2.6 Compostos fendlicos individuais

Os compostos fenodlicos foram extraidos usando o método descrito por
Héakkinen et al. (1998). Foi retirada uma aliquota de 30uL do extrato obtido para
injetar no cromatégrafo. O cromatdgrafo consistiu no sistema HPLC-Shimadzu, com
injetor automatico, detector UV-visivel a 280nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-
ODS 74 (5um, 4,6mm x 150mm) com fase estacionaria octadecil, e uma coluna de
guarda CLC-GODS com fase estaciondria de superficie octadecil, ambas localizadas
em forno a 25°C. A fase mével consistiu no gradiente de eluicdo utilizando solucéo
aquosa de acido acético (99:1, v/v) e metanol, com fluxo de 0,8mL . min™, com um
tempo total de corrida de 45 minutos, segundo metodologia descrita por Zambiazi
(1997). A identificacdo dos compostos foi com base na comparacdo do tempo de
retencdo com os padrbes e a quantificacdo baseou-se na curva de calibracédo
externa destes padrbes. Os resultados obtidos foram expressos em mg por 100

gramas de amostra em base seca.

2.2.7 Antocianinas individuais

Na extracdo de antocianinas foi utilizado o método de Zhang et al. (2004). Foi
retirado uma aliquota de 25 pL do extrato obtido para injetar no cromatégrafo. O
cromatoégrafo consistiu no sistema HPLC-Shimadzu, com injetor automaético, detector
UV-visivel a 520nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS 74 (5um, 4,6mm x
150mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda CLC-GODS com
fase estacionaria de superficie octadecil, ambas localizadas em forno a 25°C. A fase
movel consistiu no gradiente de eluicdo utilizando solugdo aquosa de &acido acético

(98:2, v/v), metanol e acetonitrila, com fluxo de 0,8mL . min™, com um tempo total de
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corrida de 40 minutos, segundo metodologia descrita por Zhang et al. (2001). A
identificacdo dos compostos foi com base na comparagcéo do tempo de retengao
com os padrbes e a quantificacdo baseou-se na curva de calibracdo externa destes
padrées. Os resultados obtidos foram expressos em miligramas por 100 gramas de

amostra em base seca.

2.2.8 Perfil de Acucares

Os conteudos dos acucares frutose, glicose, sacarose, estaquiose e rafinose
foram determinados segundo o método da AOAC 977.20 (2006), por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada ao detector de indice de refracdo (RID).
Foi injetado 40 yL de amostra no sistema de HPLC — Shimadzu, equipado com uma
bomba quaternéria, detector de indice de refracdo (RID) e coluna Luna NH, modelo
1002 — de 250 mm x 4 mm, 5um — Phenomenex — USA. Para a determinagéo dos
acucares, utilizou-se como fase movel acetonitrila / 4gua (70:30) a um fluxo de 0,8
mL por minuto e tempo de corrida de 20 minutos. A identificacdo dos compostos foi
com base na comparacao do tempo de retencdo com os padrbes e a quantificacédo
baseou-se na curva de calibracdo externa dos padrdes. Os resultados obtidos foram
expressos em mg por 100 gramas de amostra em base seca.

2.3 Atividade antioxidante

2.3.1 Por DPPH’ (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

A atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH foi
determinada segundo metodologia descrita por Brand-Willians et al. (1995). Os
resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo do radical DPPH. A
porcentagem de inibicao foi calculada pela equacéo: % De inibicdo = [(Absorbancia

do controle - Absorbancia da amostra) / Absorvancia do controle] * 100.
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2.3.2 Por ABTS™ (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico))

A atividade antioxidante baseada na capacidade de captura do radical
catidonico ABTS™" foi determinada de acordo com Re et al. (1999). Os resultados
foram expressos como porcentagem de inibicdo do radical ABTS. A porcentagem de
inibicdo foi calculada pela equagao: % De inibicdo = [(Absorbancia do controle -

Absorbancia da amostra) / Absorvancia do controle] * 100.

2.4 Atividade Antibacteriana

Foram avaliados os efeitos antimicrobianos de extrato de pétalas de Viola x
wittrockiana sobre as cepas padrdo das espécies de bactérias Escherichia coli
(ATCC 43895) e Staphylococcus aureus (ATCC 10832) através da analise de disco
difusdo, realizada de acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI (2015) com pequenas modificacdes. Foram
preparadas solucdes salinas contendo o inéculo de cada bactéria (padronizados na
concentracdo de 1,5 x 108 UFCmL™) e foram semeadas com auxilio de um swab
estérii na superficie de placas com agar Muller-Hinton. Em seguida foram
adicionados discos de papel filtro esterilizados com didmetro de 6 mm. Apés 10uL
do extrato foi impregnado sobre os discos de papel e as placas incubadas por 24 h a
37 °C. Logo apos este periodo foi efetuada a medicdo dos halos de inibicdo, sendo

0s resultados expressos em centimetros.

Outro meétodo utilizado na avaliacdo da atividade antibacteriana foi a
determinacdo de CIM (concentracao inibitéria minima), de acordo com o método
descrito por Cabral et al. (2009), com pequenas modifica¢cdes. Foram utilizadas
placas de microtitulacdo de 96 pocos, onde se acrescentou em cada pog¢o 100 pL de
caldo BHI, 100 pL de in6culo (80 uL de caldo BHI e 20 pL de &gua salina com
crescimento bacteriano) e o composto em cinco diferentes concentracdes de
composto (100 pL de composto puro); 1:5 (20 pL de composto e 80 pL de
dimetilsulféxido (DMSQ)); 1:10 (10 pL de composto e 90 pL de DMSO); 1:100 (1 pL
de composto e 99 yuL de DMSO) e 1:1000 (0,1 pL de composto e 99,9 uL de
DMSO). As microplacas foram contaminadas com indculos das bactérias Escherichia
coli (ATCC 43895) e Staphylococcus aureus (ATCC 10832), em concentracfes de
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1,5 x 10® UFCmL™. Os pocos sem a contaminag&o do in6culo e pogos com o inéculo
e sem o extrato foram utilizados como controles. A inibicdo microbiana foi avaliada
por leituras de densidade 6tica em um comprimento de onda de 620 nm, utilizando
espectrofotometro, apds 24 h de incubacéo. A CIM sera considerada como a menor

concentracdo em que nao houve crescimento bacteriano no meio de cultura.

2.5 Andlise Estatistica

Os resultados dos teores de compostos fendlicos, antocianinas e flavonoides
foram realizados em triplicata e avaliados através da andlise de variancia ANOVA e
pelo teste de Tuckey, ambos a 5% de significancia. A correlacdo de Pearson foi
conduzida para determinar a relacdo entre todos parametros, considerando o

coeficiente de correlacgao (r).

3 Resultados e Discussao

3.1 Total de Compostos Fendlicos, Antocioninas, Flavonoides, Carotenoides e
de Acido Ascorbico

Na tabela 1 estdo expostos os teores do total de compostos fendlicos,
antocioninas, flavonoides, carotenoides e &cido ascérbico em flores de Viola x
wittrockiana de cinco coloragdes. Verificou-se que conforme coloracdo das flores de

Viola x wittrockiana, os conteudos de bioativos foram diferentes.
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Tabela 1 - Teor total de compostos fendlicos, antocianinas, flavonoides, carotenoides e acido
ascorbico em flores de Viola x wittrockiana de cinco coloracées

Coloracéao das flores

) Violeta e Vermelha com
Compostos Laranja ] Azul Roxa e Branca
Amarela mancha Rubi
TCF 4695,57+616,56a 2799,82+13,18¢c 2889,37+203,05¢ 4329,47+118,25ab  3236,16+120,46bc
TA 20,63 £ 0,21e 1405,36+10,13c 2469,34+1,11a 1641,71+58,66b 1245,24+13,99d
TF 5552,24+109,18a 3308,92+17,94c 2271,01+38,72¢e 4370,14+151,80b 2702,61+46,37d
TC 4733,40 £ 20,03a  1140,63+123,64b 267,83+43,44¢ 163,03+11,09¢ 144,16+3,77c
TAA 268,80+0,14b 608,67+9,85a 174,06+24,32¢c 49,07+3,36d 631,23+31,26a

Valores médios. As médias seguidas por diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade.

TCF = total de compostos fendlicos;

TA = total de antocianinas;

TF = total de flavonoides;

TC = total de carotenoides;

TAA = total de acido ascorbico;

Valores expressos em miligramas por 100 gramas de flores secas.

O conteudo total de antocianinas foi superior nas flores de coloracéo
“vermelha com mancha rubi” (2469,34 mg . 100g™” de amostra), o que também foi
verificado por Silva et al. (2020), quando comparou o teor de antocianinas nas
mesmas coloracdes do presente estudo . Nas flores de coloragao “laranja” observou-
se um teor muito inferior aos obtidos nas flores de outras coloragdes, com 20,63 mg
. 100 g* de amostra. J& se esperava que as flores que ndo possuem as coloracdes
azul, roxo ou vermelho apresentassem valores inferiores destes compostos, pois
como relatado por Gonzalez-barrio et al. (2018), flores menos coloridas que
possuem amarelo e branco apresentam pequena quantidade de antocianinas. No
estudo de Lockowandt et al. (2019) é relatado que as antocianinas presentes em
flores de tonalidade azul sdo fontes de corantes naturais, com possiveis aplicacdes
em diferentes setores industriais, incluindo os setores alimenticio, farmacéutico e de
cosmeticos. Corroborando com estes autores, Fernandes et al. (2017) relatam que
as antocianinas contribuem fortemente para as cores vermelha e azul das flores.
Todas as coloracbes das flores de Viola x wittrockiana, apresentaram teores de
antocianinas significantemente diferentes. Assim, verifica-se a importancia da
coloragéo das flores no conteudo de determinados compostos bioativos, o que pode

ser explorado no enriquecimento de uma dieta.

Observou-se maior conteudo de flavonoides nas flores de coloracao “laranja”,

0 que também foi relatado por Silva et al. (2020), quando observou as mesmas
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coloracdes do presente estudo. Esperava-se que a coloragdo “amarela e violeta”
também obtivessem os maiores teores de flavonoides, pois segundo Acero et al.
(2019), os flavonoides sdo compostos que fornecem uma cor amarela as plantas.
Porém, observou-se que as flores com esta coloracdo apresentaram o segundo
maior teor de carotenoides, que também é responsavel pela coloragdo amarela de
alguns vegetais. Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os obtidos
por Kaisson et al. (2011), que avaliando o conteudo de flavonoides de 12 flores
comestiveis utilizadas na Tailandia, os teores variaram de 11,4 a 68 mg . g* de
peso seco, sendo 0os maiores teores obtidos em flores de coloragdo amarela.

O teor total de compostos fendlicos variou de 2799,82 a 4695,57 mg . 100 g™
de amostra, onde as flores de coloragbes “laranja” e “azul” foram as que
apresentaram os maiores contetdos. Verificou-se no presente estudo conteudo de
flavonoides superiores ao conteldo de compostos fendlicos, o que também foi
reportado por Gonzalez-barrio et al. (2018) em flores de Viola x wittrockiana. A
diferenca dos teores destes compostos bioativos pode ser devido ao uso de flores
com uma mistura de cores por Gonzalez-barrio et al. (2018). Isso corrobora com a
inferéncia das coloracdes das flores comestiveis no contetdo e classe de compostos
bioativos.

As flores do presente estudo apresentaram contetdo de compostos fendlicos
superiores aos teores de outros vegetais utilizados em saladas relatados por Tiveron
et al. (2010). Estes autores relataram teores de compostos fendlicos de 1,2 a 16,9
mg. g, sendo que a cenoura apresentou a menor quantidade e a alface a maior. Os
vegetais avaliados por estes autores foram: acafréo, agrido, brécolis, alcachofra,
espinafre, aspargo, aipo, cebolinha verde, alho-por6, acelga, rabanete, almeirdo,
chicoria, ablbora, nabo, salsa, beterraba, repolho verde, pepino, ricula, alface
crespa, cenoura e vagem.

As flores com coloragéo “laranja” apresentaram o maior teor de carotenoides,
sendo que as colora¢gfes sem tons de amarelo apresentaram teores bem inferiores
para o conteudo deste bioativo (“vermelho com mancha rubi”, “azul” e “roxo e
branco”). Os estudos que abrangem flores comestiveis geralmente enfocam como
0S principais bioativos, os compostos fenodlicos, tendo poucos relatos sobre

carotenoides nestas flores.



50

Para as flores de Malva sylvestris foram relatados teores de carotenoides
inferiores aos teores do presente estudo, sendo de 0,03 mg . g* (BARROS et al.
(2010). As flores de coloragdo “violeta e amarela”, apresentaram um teor de
carotenoides 4 vezes menor que as flores de coloracéo “laranja”. Isso provavelmente
€ justificado porque as flores de coloragdo “violeta e amarela” ndo apresentam
somente tons de amarelo, mas também apresentam tonalidade de roxo.

O acido ascorbico, comumente chamado de vitamina C, € uma cetolactona
solavel em agua, que existe na maioria das hortalicas e frutas (CAO et al., 2019). O
teor de &cido ascorbico presente nas flores de Viola x wittrockiana de diferentes
coloracdes, variou de 49,07 a 631,23 mg . 100g™ de amostra. Os maiores contetidos
deste composto foram encontrados nas flores de coloragbes “roxa e branca” e
“‘violeta e amarelo”.

Rana (2016) relata o conteudo de vitamina C de alguns vegetais, sendo de
11mg, 51 mg, 30 mg, 66 mg, 21 mg e 12 mg de vitamina C por 100 g de amostra
para a alcachofra, espinafre, beterraba, alface, tomate e pepino, respectivamente.
Estes valores sdo proximos ou inferiores aos teores de acido ascorbico presentes
nas flores de coloracdo “azul” avaliadas no presente estudo. As flores com esta
coloracdo apresentaram 0os menores teores de acido ascérbico por 100g de amostra.
No entanto, pelo teor de vitamina C nas demais flores de amor-perfeito, € uma
indicacdo que o uso destas flores em pratos, como saladas ou outros, contribuem
com a ingestdo de alto contelddo de vitamina C, pois valores de ingestdo diaria
recomendada de vitamina C € 45 mg, segundo ANVISA (2003).

3.2 Tocoferodis

Na tabela 2 estdo expostos os teores de tocoferdis presentes nas flores de

Viola x wittrockiana de cinco coloracgdes.
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Tabela 2 - Teores de tocoferdis presentes nas flores de Viola x wittrockiana de cinco

coloracbes
Coloracéo das flores
Vermelha

. . Violeta e com Roxo e

Tocoferdis Laranja Azul
Amarela mancha Branca
Rubi
8- tocoferol - 0,18+0,02b 0,32+0,05a 0,13+0,00b 0,08+0,01b
y- tocoferol 2,72+0,01a 0,66+0,01c 1,66+0,02b 0,43+0,00d 0,37+0,03d
a- tocoferol 0,59+0,01b 22,33%#1,17a 3,17+3,05b 6,28+0,02b 2,73+1,51b
Total de

B 3,31+0,33b 23,17+1,20a 5,15+3,08b 6,85+0,02b 3,18+1,55b

tocoferois

Valores médios. As médias seguidas por diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade.
Valores expressos em miligramas por 100 gramas de flores secas.

Tocoferdéis fazem parte do grupo da vitamina E (LOPEZ-CERVANTES et al.,
2018). O consumo de alimentos ricos com esta vitamina lipossolavel (vitamina E)
tem sido recomendado por profissionais de saude, porque os tocoferdis sdo potentes
antioxidantes naturais capazes de proteger as células dos efeitos dos radicais livres
(LOCKOWANDT et al., 2019).

O a- tocoferol foi o tocoferol majoritario presente nas flores, tendo nas flores
de coloragao “violeta e amarela” a maior concentragdo. A uUnica excegao ocorreu
com as flores de coloracéo “laranja”, onde o y- tocoferol foi o tocoferol majoritario.
Portanto, o teor e a propor¢do dos tocoferdis individuais foram dependentes da
coloracao das flores.

A flor comestivel dente de ledo (Taraxacum sect. Ruderalia), apresentou
teores superiores do total de tocoferéis, 44,76 mg . 100 g*, quando comparando
com o teor nas flores do presente estudo; porém, apresentou um teor de a-tocoferol,
21,60 mg . 100 g*, semelhante ao da flor de coloragdo “violeta e amarela” (DIAS et
al., 2014). No estudo de Lockowandt et al. (2019), sado relatados conteudos totais de
tocoferéis inferiores ao do presente estudo, 1,30 mg . 100 g* de flores secas de
Centaurea cyanus L.

Os teores de tocoferodis relatados na literatura corroboram com a diferenca
dos teores de tocoferéis encontrados nas flores de Viola x witrrockiana de diferentes

coloragbes, pois a flor Taraxacum sect. Ruderalia é de coloragdo amarela, e
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apresenta os maiores teores de tocoferéis, e a flor Centaurea cyanus L. € de
coloracdo azul e apresenta os menores teores de tocoferais.

A ingestdo diaria recomendada de vitamina E € 10 mg, segundo ANVISA
(2003), assim o consumo da flor de amor-perfeito pode contribuir com o contetudo de

tocoferois recomendado.

3.3 Aclcares

Na tabela 3 sdo expostos os teores de frutose, glicose, sacarose, estaquiose

e rafinose nas flores de diferentes coloractes de Viola x wittrockiana.

Tabela 3 - Teores de agUcares nas flores de Viola x wittrockiana de diferentes coloracdes

Coloracéo das flores

Vermelha
AcuUcares Laranja Violetae com Azul Roxo €
Amarela mancha Branca
Rubi

Frutose 5,45+0,32b 4,83+0,01b  7,24+0,32a 6,79+0,342 7,4910,21a
Glicose 13,44+1,35a 8,52+0,01b 11,81+0,47ab 13,07+1,12a 14,15+0,47a
Sacarose 0,71+0,20a  0,45+0,0l1lab 0,67+0,15a 0,11+0,01b  0,53+0,10ab
Estaquiose 1,43+0,29b 1,86+0,01ab 2,65+0,02a 1,03+0,14b 2,3940,35a
Rafinose 0,86+0,06a 0,54+0,00a 1,09+0,08a 1,86+0,05a 1,15+0,09a

Valores médios. As médias seguidas por diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade.
Valores expressos em miligramas por 100 gramas de flores secas.

N&o foi observado diferencas significativas no teor de rafinose nas flores de
Viola x wittrockiana de diferentes coloracgdes. Dias et al. (2014), ndo detectaram a
rafinose nas flores de Taraxacum sect. Ruderalia.

Os teores de glicose foram maiores em relacdo aos teores dos outros
acucares, sendo este o aclUcar mais abundante, seguido da frutose. Isso pode
ocorrer devido as flores de Viola x wittrockiana florescerem no outono e inverno, pois
segundo Trinh et al. (2018), as flores que florescem no inverno, como a camélia,
exigem um alto acimulo de frutose e glicose nos tecidos florais. A soma de glicose e

frutose ficou em média 19% do total de aglcares das flores.
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As flores de coloragao “violeta e amarela” apresentou os menores teores de
glicose e frutose. As de coloracdo “azul" apresentaram 0s menores teores de
sacarose. As flores de coloragdes “vermelho com mancha rubi”’, “roxo e branco” e
“violeta e amarelo” apresentaram os maiores teores de estaquiose, sendo que o
conteudo de estaquiose nas flores de coloragao “violeta e amarela” nao diferiu das
flores de coloragbes “azul” e “laranja”.

No estudo de Acero et al. (2019) foi comparado os teores de glicose e frutose
de diferentes variedades de cereja doce (Prunus avium L.), no qual foi relatado
teores semelhantes de frutose (3,18 a 6,89 mg . 100 g*) e teores inferiores de
glicose (2,61 a 6,89 mg . 100g™) ao do presente estudo em flores de amor-perfeito.
Trinh et al. (2018) relatam que os teores de acucares obtidos em flores comestiveis
sugerem que estas Sao recursos potenciais para a fabricagdo de bebidas e
alimentos. No estudo destes autores, as flores de Camellia japonica apresentaram
teores de glicose (14,88 mg . 100g™) semelhante as flores de amor-perfeito de
coloragoes “roxa e branca”, “laranja”, “azul” e “vermelha com mancha rubi”, avaliadas
no presente estudo. Porém, estes autores relatam teores inferiores de glicose,
guando avaliaram as flores Rosa hybrida e Hibiscus sabdariffa (5,68 e 3,15 mg .
100g™), comparando com os teores encontrados nas flores avaliadas no presente

estudo.

3.4 Compostos fendlicos e antocianinas individuais

Compostos fendlicos, incluindo as antocianinas, foram identificados nas flores
das cinco coloracdes de Viola x wittrockiana, de acordo com o tempo de retencdo
das amostras comparando com o tempo de retencédo dos padrdes de referéncia. A
quantificacdo foi realizada pela colocacdo da area do pico nas curvas dos
correspondentes padrdes, como apresentado na tabela 4.

As antocianinas identificadas nas flores de Viola x wittrockiana foram
cianidina, delfinidina, peonidina e kumanina. A delfinidina foi a Unica antocianina
detectada nas flores de coloragdo “laranja”, com teor de 0,29 mg . 100g*, o que ja
era esperado, pelo teor total de antocianinas obtido nessa coloragao (tabela 1). Esta
antocianina também foi detectada nas flores de outras coloragfes, mas o maior teor

foi nas flores de coloracdo “vermelho com mancha rubi” (64,87 mg . 100 g). Nas
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flores de coloragdes “violeta e amarela”, “vermelha com mancha rubi”, “azul” e “roxa
e branca” foram detectadas a cianidina, com teores muito semelhantes, e a
peonidina com teores que variaram de 2,38 a 6,24 mg . 100g™. As flores de
coloragao “vermelho com mancha rubi” apresentaram o maior numero de
antocianinas, sendo a unica flor em que se detectou a kumanina. Relatos de
Fernandes et al. (2017) corroboram com estes resultados, pois relatam que as
antocianinas sdo 0s principais compostos que contribuem para coloracdo vermelha

das flores.

Os compostos fendlicos identificados nas flores de Viola x wittrockiana foram
rutina, miricetina, acido ferrulico, acido elagico, quercitina, acido hidroxidobenzbico,
acido caféico, epicatequina e &cido p-cumarico. A rutina foi detectada como o
composto mais abundante em todas as flores, independente das coloracdes, com
teores que variaram de 1130,72 a 9580,15 mg . 100g™. As flores de coloracéo

“‘laranja” foram as que apresentaram maior teor deste composto fendlico.

O écido ferrulico foi identificado em todas as flores de amor-perfeito avaliadas,
com teores que variaram de 67,69 a 721,19 mg . 100g’. Foi detectado a
epicatequina nas flores de coloracédo “violeta e amarela”, “vermelha com mancha
rubi” e “roxa e branca”, com alta concentracdo. A mericitina foi identificada nas flores

de coloracao “violeta e amarela”, “azul” e “roxa e branca”, em concentracoes altas,

principalmente na flor de coloracédo “azul” (2898,34 mg . 100g™).

A flor de Viola tricolor apresentou teores de rutina de 33,70 e 143,57 mg . g},
dependo do solvente utilizado para sua extracdo, em estudo de Gongalves et al.
(2012). No presente estudo, o teor de rutina presente nas flores de Viola x
wittrockiana, com excec¢ao das flores de coloragao “vermelha com mancha rubi”,
foram superiores aos obtidos por Sé& et al. (2018), os quais relatam teores de rutina
de 2982 mg por kg de Goji berries (Lycium barbarum L.), ressaltando que esta é
uma fruta que tem sido amplamente consumida devido a presenca de compostos
fendlicos e flavonoides, os quais tem efeitos benéficos na saude. As flores de
coloragao “roxa e branca” apresentaram o maior numero de compostos fendlicos

identificados, em comparacgéo com as flores de outras coloragdes.

Em uma revisdo, Fernandes et al. (2017) relatam que a flor de Viola x
wittrockiana conteria quercitina, delfinidina, petunidina, kamferol, luteolina,

peonidina, malvidina e perlagonidina. Gonzalez-barrios et al. (2018), além da
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quercetina e delfinidina, relata a presenca de cianidina e violantina nas flores de
Viola x wittrockiana. No presente estudo, além dos compostos relatados (cianidina e
delfinidina), foram identificados a peonidina e a kumanina. Estas diferencas de
compostos detectados na flor de Viola x wittrockiana podem ser em funcédo da
avaliacdo de flores de diferentes coloragbes, em que alguns estudos ndo sao

discriminados, ou pela utilizacdo de uma mistura de cores.
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Tabela 4 - Antocianinas e compostos fendlicos identificados em flores de Viola x wittrockiana

de cinco coloracdes

Coloracéo das flores

Vermelha
) Violeta e com Roxa e
Compostos Laranja Azul
Amarela mancha branca
Rubi
Antocianinas

Cianidina ] 13,46 12,61 13,13 13,40

Delfinidina 0,29 0,28 64,87 0,28 0,28

beonidina ) 5,14 2,38 6,24 4,67

Kumanina - - 3,04 - -
Compostos Fendlicos
Rutina 9580,15 5775,63 1130,72 5682,78 4001,58
Miricetina - 465,80 - 2898,34 914,13
Acido Ferralico 67,69 193,42 93,95 721,19 222,14
Acido Elagico - 130,28 - 294,64 121,07
Quercitina 107,69 - 91,91 - 141,89
Acido

Hidroxidobenzoico 391,53 9,69

Acido Caféico - 25,46 - - 93,15
209,15

Acido p_cumarico

(-) = n&o detectado;

Valores expressos em miligramas por 100 gramas de flores secas.
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3.5 Atividade Antioxidante e Antibacteriana

Na tabela 5 estdo expostos os dados da atividade antioxidante, através da
porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH e ABTS, e da atividade antimicrobina
frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, de flores de Viola x
wittrockiana de cinco coloracgdes.

Tabela 5: Atividade antioxidante e antibacteriana de flores de Viola x wittrockiana de cinco

coloracdes
Coloracéo das flores Atividade Antioxidante Atividade antibacteriana
(% inibic&o) (didmetro do halo em cm)
DPPH ABTS E. coli S. aureus
Laranja 90,77 ab 45,03 a 1,0 -
Violeta e Amarela 91,57 a 41,77 a - -
Vermelha com mancha Rubi 90,21 b 55,17 a 0,9 -
Azul 91,33 ab 44,28 a 0,9 -
Roxa e Branca 90,96 ab 48,07 a - -

Valores médios. As médias seguidas por diferentes letras na mesma coluna diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade.
(-) = auséncia de halo de inibicéo.

A porcentagem de inibicdo do radical DPPH foi em torno de 90% para todas
as flores de Viola x witrockiana, independente da coloragdo. Essa porcentagem foi
superior a obtida por Lopez-cervantes et al. (2018), os quais relataram a
porcentagem meédia de inibicdo de 30,71% para as flores secas de Aloe vera. No
estudo de Kaisoon et al. (2011), os quais verificaram a capacidade antioxidante de
12 flores, obtiveram uma variacdo de inibicdo de DPPH de 31,39 a 97,64 %. A
porcentagem de inbicdo do radical DPPH obtida no presente estudo € proxima a
porcentagem obtida no estudo de Gonzalez-barrio et al. (2018) ao avaliarem flores
de amor-perfeito, os quais obtiveram 100% de inibicdo. Pelos dados do presente
estudo, e dos relatos em literatura, demonstram que as flores de amor-perfeito,
mesmo apresentando diferentes teores de compostos bioativos de acordo com sua
coloracdo, apresentam alta atividade antioxidante em relagdo a captura do radical
DPPH.

Os antioxidantes podem ter mais de um mecanismo de acgdo, por isso é
importante realizar diferentes avaliacées da capacidade antioxidante (LI et al., 2014).

Quando avaliado a porcentagem de inibicdo do radical ABTS, ndo houve diferenca
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entre as flores de amor-perfeito com diferentes coloragdes. No estudo de Ge e Ma
(2013), onde foi avaliada a inibicdo dos radicais DPPH e ABTS da flor comestivel An
ning, foi obtido os mesmos porcentuais de inibicdo (87,5%) para os dois radicais
avaliados. O mesmo nao ocorreu no presente estudo, pois a porcentagem de
inibicdo do radical ABTS, na faixa de 41,77 a 48,07%, foi bem inferior a porcentagem
obtida para o radical DPPH, na faixa entre 90,01 a 91,57%.

No entanto, todas as flores, independente das coloracbes, apresentaram
inibicbes similares em relagdo aos dois radicais avaliados. Isto demonstra que 0s
teores de compostos bioativos identificados no presente estudo em flores de Viola x
wittrockiana, independente do composto bioativo majoritdrio em determinada
coloracdo, apresentaram atividades antioxidantes similares na captura dos radicais
DPPH e ABTS.

A presenca e tamanho de halo de inibicdo indicam a suscetibilidade de
proliferacdo das bactérias S. aureus e E.coli. Ao utilizar as flores de Viola x
witrrockiana, foi observado halos de inibicdo contra E. coli, quando avaliadas as
flores de coloragbes “laranja”, “vermelha com mancha rubi” e “azul”. No estudo de
Abudunia et al. (2017), as flores de Calendula arvensis também apresentaram efeito
inibitério contra as bactérias da espécie de E. coli. As flores de outras coloractes
nao apresentaram halo de inibicdo, o que indica que o efeito inbitério contra
microrganismos foi distinto em funcéo da coloracdo da flor de Viola x wittrockiana.

Nenhum halo de inibicio foi observado contra S. aureus, quando avaliadas as
coloracdes das flores. Como a constituicdo das membranas celulares das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas sao diferentes, é esperado efeito inibitério contra
um ou outro tipo de bactéria, sendo a E. coli uma bactéria Gram-negativa e S.aureus
uma bactéria Gram-positiva. Segundo Miranda et al. (2015), estudos com extratos
de plantas apresentaram melhores resultados contra bactérias Gram-positivas,
devido a estrutura celular diferenciada das bactérias Gram-negativas, pois estas
possuem uma parede celular composta de peptideoglicano, e uma membrana
externa contendo lipossacarideos, o que lhes confere maior protecdo. Assim, o
resultado do presente estudo demonstra uma atividade antibacteriana eficiente para
as bactérias mais resistentes a agentes antimicrobianos.

N&o foi observada uma concentracéo inibitdria minima em flores de amor-

perfeito frente a E. coli e S. aureus, pois houve crescimento bacteriano em todas as
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concentragbes de flores utilizadas no estudo. Portanto, sdo necessarios novos
estudos com diferentes microrganismos, outras bactérias e fungos, com o intuito de
corroborar e assegurar os resultados apresentados, para definir o potencial
antimicrobiano dessas flores.

Na tabela 6 estdo expostas as correlacdes entre os teores de compostos
bioativos e atividade antioxidante e antibacteriana obtidos nas flores de Viola x

wittrockiana.

Tabela 6 - Correlacdo entre os teores de compostos bioativos e atividade antioxidante e
antibacteriana obtidos nas flores de Viola x wittrockiana

Potencial TAA® TCF® TAC TCC =g e

Bioativo

DPPH?
ABTS"

r=035 r=006 r=-024 r=-010 r=026  r=0,67
r=-0,28 r=-0,34 r=0,58 r=-0,31 r=-0,59 r=-0,55

HI
E.coli r=0,82 r=066 r=-094 r=099 r=078 r=-0,88

*Teores de &cido ascoérbico;

®Teores de compostos fendlicos;

“Teores de antocianinas;

“Teores de carotenoides;

®Teores de flavonoides;

Teores totais de tocoferoéis;

Iatividade antioxidante em relacdo ao radical DPPH;
_hAtividade antioxidante em relacdo ao radical ABTS;
'Atividade antibacteriana frente a E. coli.

A capacidade antioxidante de captura do radical DPPH foi correlacionada
positivamente com os teores de acido ascérbico, compostos fendlicos, flavonoides e
tocoferdis, obtendo-se a maior correlacdo com os teores de tocoferdis e uma
correlacdo quase insignificante com os teores de compostos fendlicos. Gonzalez-
barrios et al. (2018) relatam que outros compostos diferentes dos fendlicos podem
apresentar atividade antioxidante.

Na avaliacdao da captura do radical ABTS observa-se correlagdo positiva
somente com os teores de antocianinas. Segundo Zambiazi e Otero (2019), o
método para determinacdo da atividade antioxidante interfere no resultado da
correlacdo com componentes especificos, uma vez que a escolha do método nem
sempre é 0 mais indicado para um determinado alimento.

O efeito inibitério de E. coli apresentou correlagcdo positiva com os teores de
acido ascorbico, compostos fendlicos, carotenoides e flavonoides, sendo que

apresentou coeficiente de correlagdo proximo a 1 com os teores de carotenoides.
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4 Concluséao

O conteudo de compostos bioativos nas flores de Viola x wittrockiana foi
dependente da coloracdo das flores. As flores de coloragéo “laranja” apresentaram
0s maiores teores de carotenoides, flavonoides e compostos fendlicos, nao diferindo
estatisticamente das flores de coloracdo “azul” para compostos fendlicos. O maior
teor de antocioninas foram observados nas flores de coloracdo “vermelha com
mancha rubi”. Os maiores teores de acido ascorbico foram observados nas flores de
coloragdes “roxa e branca” e “violeta e amarela”, sendo nesta ultima também
observados os maiores teores de tocoferois.

O aclcar majoritario das flores de amor-perfeito € a glicose, seguido da
frutose.

Na flor de coloracdo “vermelho com mancha rubi” foi identificado a maior
variedade de antocianinas. O composto fendlico majoritario em todas as flores de
amor-perfeito foi a rutina.

As flores de Viola x wittrockiana apresentaram maior atividade antioxidante na
inibicdo do radical DPPH, de cerca de 90%, do que na inibicdo do radical ABTS.

As flores de coloragdes “laranja”, “vermelha com mancha rubi” e “azul’

apresentaram efeito inibitorio contra E. coli.
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5 Consideracéo Final

Pelos resultados fica demonstrado que a flor comestivel de Viola x
wittrockiana apresenta alto potencial bioativo, podendo enriquecer uma dieta e inferir
em beneficios a saude do consumidor, além de seu potencial uso na industria de
alimentos.

Observou-se neste estudo, que mesmo utilizando as mesmas condi¢cdes de
cultivo no ano de 2014 e 2015, as flores apresentaram contetdo total de compostos
diferentes, o que pode ter ocorrido devido as condi¢cdes ambientais entre um ano e
outro. No cultivo de 2015, o clima se apresentou bem mais quente que o normal, o
qgue pode ter levado a planta de Viola x wittrockiana ter produzido compostos do
metabolismo secundario, os quais séo responsaveis pela defesa da planta. Estes
metabdlitos produduzidos sdo os compostos bioativos.

Como destaque deste trabalho tem-se a coloracdo das flores. Verificou-se
que conforme a coloracdo obtém-se diferentes conteddos de determinados
compostos. Como néo foi possivel neste trabalho realizar a identificacdo de todos os
possiveis compostos presentes, sugere-se nos proximos estudos aprofundar neste
guesito, como a identificacdo dos principais carotenoides e perfil de proteinas.

Outro destaque é quando comparamos 0s resultados deste trabalho com
frutas e hortalicas de uso comum na alimentacdo. As flores de amor-perfeito
apresentaram teores similares ou superiores aos de outros vegetais, mostrando que
esta flor pode ser incorporada a dieta como o0 mesmo apelo nutricional e funcional de
frutas e hortalicas.

Quanto a avaliacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana é sugerido
mais estudos, como avaliar a capacidade antioxidante com outros métodos e utilizar
outras bactérias e fungos patdégenos, para verificar a atividade antimicrobiana.
Destacando o resultado obtido frente a bactéria Gram (-), pois muitos patdogenos
responsaveis pela intoxicacdo alimentar , como Salmonella sp., sdo bactérias Gram
(-), o g demonstra que as flores de amor-perfeito possuem potencial para serem

utilizadas na industria de alimentos.
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