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Resumo 
 

A sustentabilidade dos ecossistemas é um desafio cada vez mais presente no 

contexto atual. Tendo em conta a crescente necessidade de recursos alimentares, a 

utilização de plantas medicinais para a formulação de novos produtos tem-se revelado 

uma mais-valia. Por outro lado, e tendo em consideração o uso racional de plantas, os 

seus extratos podem contribuir com novos efeitos terapêuticos. Um exemplo é a C. 

vulgaris (L.) Hull, planta nativa da flora portuguesa, vulgarmente conhecida como urze.  

 A caraterização química da C. vulgaris foi avaliada determinando a fibra 

dietética total que representou 38.96%, o teor de hidratos de carbono 36.21%, a 

humidade 12.03%, o conteúdo proteico total 6.80%, a gordura total 3.70% e as cinzas 

2.31%. O perfil de vitamina E foi avaliado para as colheitas de maio e outubro. Os 

resultados revelaram que diferentes condições climáticas a que a planta é sujeita nestes 

meses influencia o perfil do teor de Vitamina E e seus vitâmeros. Sete ácidos gordos 

foram identificados, sendo o ácido linolénico (C18:3n3) o principal, seguido do ácido 

linoleico (C18:2n6c) e do ácido palmítico (C16:0). Para o estudo da atividade 

antioxidante, viabilidade celular e atividade antimicrobiana foram selecionados três 

extratos (aquoso, alcoólico e hidroalcoólico). O conteúdo fenólico total (CFT) e o teor de 

flavonoides total (TFT) também foram avaliados. O extrato hidroalcoólico apresentou a 

maior atividade antioxidante (51.83 ± 3.90 µmol eq. Trolox/g para o DPPH; 2138.30 ± 

15.46 µmol/g para o FRAP). O CFT e TFT variaram, respetivamente, entre 53.96 mg a 

121.92 mg EAG/g e 14.80 mg a 118.26 ECA/ g para os três extratos estudados.   

Os resultados de viabilidade celular demostraram que os extratos da C. vulgaris 

não apresentam possíveis efeitos adversos em concentrações inferiores a 1mg/mL em 

queratinócitos e fibroblastos. Para além disso, os resultados podem indicar um provável 

efeito protetor dos extratos sobre os fibroblastos. Por fim, o extrato hidroalcoólico de C. 

vulgaris apresentou uma possível atividade antimicrobiana contra S. aureus e S. 

epidermis.  

Este estudo mostrou o elevado potencial de C. vulgaris como fonte de 

compostos bioativos, podendo estes resultados justificar parcialmente as suas possíveis 

utilizações em produtos de cuidados da pele. 

 

Palavras-chave: Sustentabilidade, C. vulgaris (L.) Hull, composição nutricional, 

propriedades bioativas, cuidados da pele 
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Abstract  
 

The ecosystems sustainability is an increasing challenge around the world. 

Bearing in mind the growing need of worldwide resources, the application of medicine 

plants in the development of new products has increased. Also, considering the rational 

use of plants, its extracts can equally contribute to discover new therapeutic effects. An 

example is a Calluna vulgaris (L.) Hull, native plant presents in portuguese flora, usually 

known as heather.  

The aim of this work was to characterize C. vulgaris and its different extracts 

taking into account sustainability questions. C. vulgaris was chemical characterized by 

dietary fiber represents 38.96%, the carbohydrates 36.21%, the moisture 12.03 %, the 

protein content 6.80%, the total fat 3.70 % and the ash 2.31%. Vitamin E profile was 

evaluated in two different harvest periods, May and October. This study revealed that 

different climate conditions influence vitamin E profile. Seven fatty acids were identified in 

C. vulgaris. Linolenic acid (C18:3n3) was the main fatty acid followed by linoleic acid 

(C18:2n6c) and palmitic acid (C16:0).  

Three extracts (aqueous, ethanolic and hydro-alcoholic) were screened for 

antioxidant activity, cell viability and antibacterial activity. The total flavonoids content 

(TFC) and total phenolic content (TPC) were also evaluated. Hydro-alcoholic extract 

displayed the highest antioxidant activity (51.83 ± 3.90 µmol Trolox equivalent per g for 

DPPH; 2138.30 ± 15.46 µmol/g for FRAP). The TPC and TFC varied, respectively, from 

53.96 mg to 121.92 mg GAE/g and 14.80 mg to 118.26 CEQ/ g dry basis for the three 

extract. 

 The cell viability results suggested that C. vulgaris extracts has no adverse 

effects on keratynocytes and fibroblasts at concentrations inferior to 1mg/mL. 

Furthermore, the results could indicate a probable protective effect of the extracts on 

fibroblasts. The hydro-alcoholic extract of C. vulgaris showed a potential antimicrobial 

activity against S. aureus and S. epidermis. 

This study showed the high potential of C. vulgaris and these results can partially 

justify their possible uses in skin care products.  

 

 

Keywords: Sustainability, Calluna vulgaris (L.) Hull, nutritional composition, 

bioactive proprieties, skin care. 
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1.1 Sustentabilidade 

 

1.1.1 Definição de Sustentabilidade 

 

A sustentabilidade é um conceito que assenta no equilíbrio entre os 

ecossistemas e as necessidades humanas, não comprometendo as gerações futuras. 

Este conceito foi definido em 1987, no relatório de Brundtland. No entanto, a 

preocupação com o estado do ambiente do planeta, manifestou-se primeiramente, ao 

mais alto nível, em 1972 na Conferência das Nações Unidas, realizada em Estocolmo [1]. 

Desta conferência surgiu a Declaração do Ambiente, na qual o primeiro princípio reitera 

que o Homem tem o direito de permanecer num ambiente cuja qualidade de vida lhe 

permita viver com dignidade e bem-estar, cabendo-lhe o dever solene de proteger e 

melhorar o ambiente para as gerações atuais e vindouras [2].  

É consensual que atualmente a sustentabilidade é um objetivo cada vez mais 

valorizado por diferentes organismos políticos, científicos e pela comunidade em geral. 

Quer a Organização das Nações Unidas (ONU) e a União Europeia (EU), quer outras 

entidades e instituições como Liga para a Proteção da Natureza (LPN) e Agência 

Portuguesa do Ambiente (APA), têm apelado à necessidade de tornar funcional este 

conceito, sendo crucial a formulação e implementação de estratégias que visem o 

desenvolvimento sustentável. Apesar desta constatação, o relatório de Avaliação dos 

Ecossistemas do Milénio das Nações Unidas, verificou que cerca de 60% dos 

ecossistemas estão em contínua degradação, estando o meio ambiente sobre clara 

ameaça [3]. As sociedades atuais procuram um permanente progresso, o que origina um 

aumento da complexidade cultural e das desigualdades e conflitos sociais. Na verdade, é 

importante consciencializar a comunidade, não apenas para questões ambientais, mas 

igualmente para questões sociais e culturais. No entanto, torna-se cada vez mais 

preocupante a falta de medidas que se sobreponham a aspetos económicos e que 

proporcionem uma atitude de mudança para o planeta. 

O ano de 2015 ficará na história como o ano em que foram definidos 17 

Objetivos de Desenvolvimento Sustentável, fixados na cimeira da ONU em Nova Iorque. 

Trata-se de uma nova agenda de ação a implementar até 2030, que tem como objetivo 

criar um novo modelo global para acabar com a pobreza, promover a prosperidade e o 

bem-estar, protegendo desta forma o ambiente e combatendo as alterações climáticas. 
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1.1.2 Sustentabilidade Ambiental, Económica e Social  

 

A União Europeia desenvolveu o “Modelo de Sustentabilidade de Três Pilares” 

que engloba um desenvolvimento ambiental, económico e social, numa relação de 

simbiose. De acordo com a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a 

Agricultura (FAO) em 2050 será impossível suprir as necessidades alimentares [4]. Na 

realidade, parte dos ecossistemas estão a ser destruídos em consequência de medidas 

para aumentar a quantidade de alimentos disponíveis no mercado. O aproveitamento das 

matérias-primas disponíveis revela-se assim como uma estratégia para o 

desenvolvimento sustentável. No entanto, não se tratando de uma fonte inesgotável, a 

preocupação com a sua contínua degradação tem alertado as autoridades mundiais para 

a questão fulcral do uso eficiente dos recursos materiais e energéticos. Segundo o 

Relatório do Estado do Ambiente Europeu de 2015 (The European environment — state 

and Outlook, SOER), o caminho é “longo e sinuoso” para uma gestão ambiental racional. 

O relatório constata que a Europa fez progressos na implementação de medidas 

ambientais cruciais, mas esses avanços ainda não se traduziram em melhorias na 

resiliência dos ecossistemas ou na redução de riscos para a saúde e bem-estar [5].  

Em Portugal, o Relatório do Estado do Ambiente (REA) da Agência Portuguesa 

do Ambiente de 2015, à semelhança do seu congénere europeu, assume um caracter 

mais analítico, abordando as principais tendências ambientais e fazendo análises mais 

objetivas e concretas dos temas relevantes [6]. Segundo este relatório é importante 

estabelecer objetivos e metas onde se destacam: 

- Adoção de padrões de produção e consumo mais sustentáveis;  

- Obtenção de um crescimento económico menos assente no consumo de 

recursos naturais, garantindo que estes não ultrapassam a capacidade de regeneração 

do ambiente;  

    - Apoio de práticas agrícolas ou florestais que contribuam para a melhoria 

do ambiente e conservação dos recursos naturais (água, solo, ar);  

Todas as medidas descritas nestes programas são sustentadas em análises de 

viabilidade económica e social, para além de viabilidade técnica e ambiental, 

proporcionando uma garantia de envolvimento sistemático de todas as vertentes.   
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1.2 Espécies Autóctones 

 

As plantas autóctones da flora de uma região conferem uma beleza única à 

paisagem natural, servindo igualmente como recurso alimentar. Uma espécie autóctone 

caracteriza-se por existir num determinado ecossistema, sem intervenção direta ou 

indireta do Homem no seu habitat [7]. São igualmente espécies mais adaptadas às 

condições edafoclimáticas do ambiente, sendo mais resistentes a pragas, doenças, 

períodos longos de estio e chuvas intensas [8]. Desta forma, ajudam a manter a 

fertilidade do espaço rural, o equilíbrio biológico das paisagens e a diversidade de 

recursos genéticos. 

  Ao longo do tempo, muitas plantas autóctones foram usadas no tratamento de 

diversas doenças inflamatórias, particularmente urinárias e respiratórias, atuando como 

antissépticos, cicatrizantes, expetorantes ou diuréticos [9, 10].  

 

1.2.1 Contextualização da Urze na Flora Autóctone Portuguesa  

 

A urze é o nome comum associado a diversas plantas da família Ericaceae, 

particularmente dos géneros Erica e Calluna, incluídas na flora autóctone de diversas 

regiões. Em Portugal, estas espécies são muito comuns e encontram-se praticamente por 

todo o país, sobretudo em locais de degradação da floresta original.  

As plantas do género Calluna e Erica apresentam uma característica toiça, que 

corresponde a um aumento na base do caule. Esta característica permite à planta 

regenerar mesmo após a destruição da parte área [11]. Ao nível da flora portuguesa, 

existe uma grande variedade de espécies de urze, algumas das quais se encontram 

representadas na Figura 1.  
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   Figura 1: Diferentes espécies de urzes presentes na flora autóctone portuguesa [12]. 
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1.3 Calluna vulgaris (L.) Hull 
 

 Calluna vulgaris (L.) Hull foi descrita pela primeira vez por Carl Linnaeus e 

posteriormente reclassificada por John Hull, em 1808. É vulgarmente conhecida como 

urze, sendo uma das espécies associadas a este tipo de planta [13]. A sua 

classificação científica encontra-se sistematizada na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Classificação científica da Calluna vulgaris (L.) Hull. 

Reino Plantae 

Subreino Tracheobionta 

Divisão Spermatophyta 

Subdivisão Magnoliophytina 

Infradivisão Angiospermae 

Classe Magnoliopsida 

Subclasse Dilleniidae 

Ordem Ericales 

Família Ericaceae 

Género Calluna Salisb. 

Espécie Calluna vulgaris (L.) Hull 
 

Estruturalmente, a C. vulgaris é um arbusto ou subarbusto verde de pequenas 

dimensões com uma altura que varia entre os 20 e os 100 cm. Apresenta ramos 

ascendentes e de cor castanha-acinzentada. Possui folhas persistentes, curtas e 

diretamente inseridas na base do caule. As flores, com pedicelos reduzidos, dispõem-se 

em cachos terminais, unilateralmente, apresentando cor rosa ou lilás, tal como se pode 

visualizar na Figura 2.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Calluna vulgaris (L.) Hull. 
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A sua floração é estival ou outonal, florescendo assim regularmente entre os 

meses de fevereiro e novembro. O fruto, que amadurece no outono, não apresenta 

características ornamentais.   

A C. vulgaris é uma planta autóctone que se desenvolve numa vasta zona 

geográfica e em diferentes condições climáticas, apresentando uma elevada capacidade 

reprodutiva. Contudo, a sua germinação é vulnerável a condições de luminosidade, pH, 

temperatura e humidade do solo [14]. Adicionalmente, possui tolerância ecológica, 

podendo, desta forma, crescer em ambientes de escassez de nutrientes, solos ácidos, 

pântanos, dunas ou florestas [15-17]. Como muitas espécies da família Ericaceae, as 

suas raízes associam-se em simbiose com fungos (micorriza) para assegurar o seu 

desenvolvimento. Desta forma, a absorção de azoto torna-se mais eficiente, permitindo o 

crescimento em solos contaminados com metais pesados [18]. 

No que diz respeito à sua distribuição geográfica, a C. vulgaris é uma espécie 

selvagem na Europa, sendo igualmente nativa no norte de África e da Ásia. Pode ser 

ainda encontrada em países como o Canadá, Estados Unidos da América, Austrália ou 

Nova Zelândia, onde foi sendo naturalizada [19]. A Figura 3 ilustra a sua distribuição a 

nível mundial, sendo notória a sua prevalência na Europa [20]. 

 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Mapa de distribuição geográfica da C. vulgaris (L.) Hull,  a nível mundial [20]. 
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Relativamente ao território nacional, está presente em praticamente todas as 

regiões, como pode ser observado na Figura 4. No interior de Portugal continental, onde 

as regiões são mais secas, o seu desenvolvimento não é, contudo, favorecido. Está 

igualmente incluída na flora autóctone do arquipélago dos Açores. Na ilha da Madeira foi 

introduzida mais tardiamente [21, 22]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Mapa de distribuição geográfica da C. vulgaris (L.) Hull em Portugal continental [23]. 
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1.3.1 Uso Sustentável da Calluna vulgaris (L.) Hull 

 

De um modo geral, os consumidores preferem compostos naturais com 

propriedades funcionais, capazes de substituir compostos sintéticos, muitas vezes 

associados a efeitos tóxicos e cancerígenos. Por outro lado, a valorização da diversidade 

é de grande importância, não apenas para a preservação dos ecossistemas, mas 

também como fonte natural de produtos para uma exploração sustentada [24]. O 

aproveitamento sustentável de plantas com propriedades medicinais poderá assim, 

contribuir para a manutenção do ecossistema local, promovendo a valorização da flora 

regional e a sua preservação. 

Deste modo, a C. vulgaris (L.) Hull, sendo uma planta medicinal nativa com uma 

vasta área geográfica e capacidade de reprodução em diferentes condições climáticas, 

pode ser uma fonte promissora para obtenção de novos produtos naturais. O seu 

crescimento espontâneo faz com que não sejam necessárias técnicas agrícolas 

especializadas para o seu crescimento, como a fertilização, as quais intervêm na 

dinâmica do ecossistema. A indústria poderá, assim, retirar partido das suas 

propriedades terapêuticas, aliando a isso uma melhor gestão ambiental e desempenho 

económico e social. A Figura 5 esquematiza as três vertentes num processo de 

interligação para o desenvolvimento sustentável.   

 

 

 

 
 

 

Figura 5: Interligação esquemática das áreas envolvidas no desenvolvimento sustentável da C. 
vulgaris. 
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 1.3.2 Composição Química 
 

Os organismos vivos sintetizam diversos compostos químicos necessários ao 

seu desenvolvimento e sobrevivência. Nas plantas existem duas vias metabólicas bem 

descritas: 

- Metabolismo primário: associado a substâncias essenciais para a manutenção 

da vida celular (tais como proteínas, lípidos e hidratos de carbono).  

- Metabolismo secundário: relacionado com o crescimento e desenvolvimento da 

planta, contribuindo para a sua proteção [25]. 

Alguns metabolitos secundários têm efeito sobre os sistemas biológicos e por 

isso são considerados bioativos. Estes compostos presentes nas plantas exercem 

proteção contra macro e microrganismos e dividem-se em diferentes grupos, entre os 

quais estão incluídos os alcaloides, os terpenos, os esteroides, bem como os compostos 

fenólicos [26-28]. 

Estima-se que cerca de 8000 dos compostos naturais identificados nas plantas 

são compostos fenólicos [29]. Os compostos fenólicos são essenciais para o crescimento 

e reprodução das plantas, formando-se em condições de stress, infeções, ferimentos ou 

exposição a radiações ultravioleta [30].  

Inúmeros estudos descrevem as suas propriedades biológicas, nomeadamente 

atividade antioxidante, anti-inflamatória ou antibacteriana [31-33]. Por outro lado, diversos 

estudos comprovaram que o teor fenólico da C. vulgaris é bastante elevado, fruto das 

diferentes subclasses de compostos presentes, nomeadamente compostos fenólicos 

como polifenóis, flavonoides bem como cromonas e terpenos [34-41]. 
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1.3.3 Propriedades Biológicas 

 

Uma panóplia de propriedades bioativas têm vindo a ser associadas à urze, 

estimulando a sua aplicação em diferentes indústrias como a cosmética, a alimentar ou a 

farmacêutica. Na medicina tradicional, a infusão da espécie em estudo tem sido utilizada 

com ação desinfetante e diurética, atuando igualmente ao nível do sistema nervoso, 

particularmente com efeito calmante devido à sua atividade inibitória da enzima 

monamina oxidase (MAO) [41]. De igual modo, a C. vulgaris é usada em homeopatia no 

tratamento do reumatismo, artrites e insónias [42]. Tem igualmente sido utilizada no 

tratamento de inúmeras doenças inflamatórias, havendo diversos estudos que sustentam 

esta ação [38, 39, 43, 44]. A sua atividade antioxidante, antiproliferativa, 

antiacetilcolinesterase, antiglucosidase e antibacteriana foi também demonstrada [9, 45, 

46]. Com efeito, a C. vulgaris tendo vindo a ganhar relevo na comunidade científica como 

uma fonte promissora de compostos ativos para diversos tipos de patologias.  

 
 1.3.3.1 Atividade Antioxidante 

 

As reações bioquímicas que ocorrem nas células e organelos no Homem são o 

motor essencial que sustenta a vida. Estas reações estão envolvidas em inúmeros 

processos metabólicos, podendo originar radicais livres. Por definição, os radicais livres 

são átomos, moléculas ou iões que possuem eletrões desemparelhados, sendo por isso, 

extremamente instáveis e reativos com outras moléculas. Formam-se a partir de três 

elementos, oxigénio, azoto e enxofre, originando respetivamente, espécies reativas de 

oxigénio (ERO), espécies reativas de azoto (ERA) e espécies reativas de enxofre (ERE).  

ERO incluem radicais como o anião superóxido (O2
●-) e hidroxilo (OH●) e outras 

espécies não radicalares, nomeadamente o óxido nítrico (NO) e o peróxido de hidrogénio 

(H2O2) [47]. Os radicais livres são produzidos de forma natural no metabolismo das 

mitocôndrias sendo desta forma essenciais [47]. No entanto, a sua produção é 

aumentada devido a fatores externos como a poluição ou a radiação, atingindo desta 

forma um nível prejudicial sobre o Homem [48]. 

 Quando o equilíbrio entre a produção e a eliminação de ERO se encontra 

comprometido, devido à produção excessiva destas espécies reativas, estamos perante 

um situação de stress oxidativo para as células [49].  
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Estes radicais encontram-se assim na origem de diversas doenças, modificando 

moléculas biológicas cruciais e conduzindo muitas vezes a alterações funcionais ou 

mesmo à perda da sua função. Deste modo, os compostos antioxidantes desempenham 

um papel fulcral no controlo deste processo oxidativo do organismo, neutralizando as 

espécies reativas. Estes compostos têm sido descritos como substâncias que retardam, 

impedem ou eliminam efeitos oxidativos para uma determinada molécula alvo [50, 51]. 

 A atividade antioxidante pode ser eficaz ao atuar na etapa de iniciação, como 

inibidores da produção de radicais livres (por ação com radicais lipídicos), bem como na 

etapa de propagação, como inibidores de enzimas pró-oxidativas (lipooxigenases) [47]. 

Os antioxidantes são compostos que podem atuar na prevenção de reações de oxidação 

em alimentos, medicamentos e cosméticos, bem como ao nível de doenças crónicas, 

cardiovasculares e neurodegenerativas [52]. 

O sistema antioxidante humano pode ser dividido em dois grandes grupos: 

antioxidantes enzimáticos e antioxidantes não enzimáticos [47]. Nos antioxidantes 

enzimáticos estão envolvidas enzimas primárias (nomeadamente, a superóxido 

dismutase, a catálase e a glutationa peroxidase) e enzimas secundárias (como a 

glutationa redutase). Nos antioxidantes não enzimáticos estão incluídos diferentes 

compostos como cofatores, flavonoides, ácidos fenólicos, carotenoides ou vitaminas e 

seus derivados. A Figura 6 ilustra detalhadamente os diferentes compostos antioxidantes 

subdivididos nas suas diferentes classes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Valorização de Calluna vulgaris (L.) Hull como potencial ingrediente cosmético    FFUP 

                                                                                                                                                                      

 

13 

 

 

Figura 6: Representação esquemática de antioxidantes naturais nas diferentes classes. A cor 
verde representa antioxidantes exógenos enquanto que a cor amarela representa antioxidante 
endógenos (adaptado de [47]). 

 

Devido aos possíveis efeitos secundários dos antioxidantes sintéticos, 

frequentemente utilizados em produtos alimentares, é necessário o conhecimento de 

novas substâncias antioxidantes naturais benéficas para o ser Humano [53]. Os 

compostos fenólicos são antioxidantes naturais sintetizados pelas plantas, estando 

envolvidos na proteção do corpo humano contra radicais livres. Estão desta forma, 

associados à prevenção do stress oxidativo e doenças relacionadas [54].  
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1.3.3.1.1 Efeito Fotoprotetor e Quimiopreventivo 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano, sendo formado por três principais 

camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme (ou tecido subcutâneo) [55, 56]. A sua 

estrutura encontra-se representada na Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Representação esquemática da estrutura do tecido cutâneo (adaptado de [57]). 

 

A epiderme é a camada superficial da pele, composta por células epiteliais 

estratificadas, que se encontram subdivididas em diferentes camadas: estrato córneo ou 

epiderme não viável, estrato lúcido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato 

germinativo ou camada basal, constituindo a epiderme viável [58]. A epiderme é 

composta essencialmente por queratinócitos (80- 95%), que ao sofrerem um processo de 

diferenciação, marcado por alterações moleculares, estruturais e funcionais, tornam-se 

biologicamente inativos, formando deste modo o estrato córneo [56, 59]. 

Sob a epiderme encontra-se a derme. A derme é composta por tecido conjuntivo 

denso irregular, sendo caracterizada pela presença de fibroblastos e células imunes, 

como os mastócitos e os macrófagos. Os fibroblastos produzem e segregam para o 

espaço extracelular as proteínas da matriz extracelular, como o colagénio e fibras 

elásticas [55, 56, 58]. 
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A hipoderme é composta por tecido conjuntivo especializado e as suas células 

características são os adipócitos, onde existe armazenamento de triglicéridos para 

consequente produção de energia. Esta camada funciona como isolamento térmico 

através da acumulação de energia, como protetor contra agressões físicas e como 

depósito nutritivo de reserva. [60]. 

A pele é constantemente exposta a diferentes tipos de radiação. As espécies 

reativas são produzidas após exposição à radiação ultravioleta (UV), conduzindo a um 

aumento do stress oxidativo [61]. Um progressivo aumento do stress oxidativo modifica 

as vias de expressão génica, podendo originar alterações fenotípicas e envelhecimento 

cutâneo [62, 63]. Para além disso, a radiação UV é o maior fator etiológico do cancro 

cutâneo, estando envolvida em outras doenças da pele como a psoríase, a acne, a 

dermatite de contato alérgica e a vasculite cutânea [63-66]. Uma estratégia importante 

para a proteção contra agentes solares consiste na utilização de produtos naturais, como 

extratos de plantas, que visem reduzir possíveis danos cutâneos. A quiomioprevenção 

por estes compostos representa um novo conceito na tentativa de controlar processos 

carcinogénicos [67]. 

No clima mediterrâneo as plantas estão sujeitas a temperaturas elevadas e a 

intensa exposição solar. Nestas condições, os compostos fenólicos são essenciais, pois 

oferecem resistência à foto-oxidação pelas radiações solares, dada a grande capacidade 

de absorção na região do ultravioleta e visível (UV-VIS) [68]. 

O espectro de radiação UV divide-se em UVA (320-400nm), UVB (290-320) e 

UVC (100-290). Os efeitos biológicos sobre a pele são dependentes dos tipos de 

radiação UV que nela incidem [69]. A radiação UVC é completamente absorvida pela 

camada de ozono. A radiação UVA atinge a derme e consequentemente é a radiação 

mais prejudicial para pele. Por sua vez, a UVB é absorvida pela epiderme, podendo 

afetar a derme mas numa menor proporção em comparação com a UVA, como pode ser 

observado na Figura 8.  
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Figura 8: Representação da incidência das diferentes radiações UV na pele (adaptado de [69]). 

 

De acordo com Perde-Schrepler et al., a C. vulgaris tem revelado uma ação 

promissora como agente fotoquímico protetor contra efeitos da radiação UVB, tendo 

demonstrado em queratinócitos humanos (HaCat) a potencialidade do seu extrato, 

reduzindo o stress oxidativo e possíveis danos no ácido desoxirribonucleico (ADN), 

potenciando a sobrevivência celular [70]. De igual modo, ensaios in vitro em células 

endoteliais vasculares de veia umbilical humana (HUVEC) comprovou o efeito protetor 

contra a radiação UVB em função da concentração de extrato [71].  

Por outro lado, estudos in vivo caracterizados pela aplicação tópica do extrato 

em ratos SKH-1 sem pelo, comprovaram a redução do stress oxidativo, bem como 

diminuição da apoptose e dos níveis de citoquinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF-α) na pele 

após indução por UVB [72].   
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1.3.3.2 Atividade Antimicrobiana 

 

A pesquisa de extratos de plantas com atividade antimicrobiana é feita há 

milhares de anos. Nas diferentes partes da planta, como pétalas, folhas, ramos, raízes, 

frutos, sementes ou rizomas, há diferentes compostos com atividade antimicrobiana 

(como glicosídeos, taninos, saponinas, alcaloides e/ou ácidos orgânicos) que podem 

atuar como um sistema de defesa [73, 74]. Com efeito, têm sido desenvolvidos produtos 

naturais em diferentes áreas, como por exemplo na indústria cosmética, que têm por 

base propriedades antimicrobianas de diversas plantas [75, 76]. O conhecimento dos 

compostos químicos presentes nas plantas torna-se assim uma mais-valia para a 

compreensão dos seus efeitos [77]. Em particular, os compostos fenólicos surgem como 

resposta a infeções microbianas, podendo atuar como agentes antimicrobianos naturais 

[78].  

A avaliação das propriedades antimicrobianas de extratos ou partes da C. vulgaris 

tem sido feita por diferentes técnicas, demonstrando uma associação entre a presença de 

compostos fenólicos e flavonoides, bem como a inibição do crescimento de determinadas 

estirpes bacterianas [79].  
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       1.3.4 Aplicação em Produtos Cosméticos 

 

Na atualidade, o setor cosmético está em crescente valorização, uma vez que a 

utilização de produtos cosméticos é cada vez mais frequente pela sociedade. A evolução 

da ciência e da tecnologia proporcionou uma melhor compreensão da fisiologia e ação 

dos mesmos. A ciência evoluiu no sentido de proporcionar um possível tratamento em 

pacientes com doenças dermatológicas, preocupando-se deste modo, com uma melhoria 

da sua qualidade de vida. Assim, os produtos cosméticos, podem atuar como adjuvantes 

na terapêutica de patologias cutâneas, não tendo com único objetivo a melhoria do 

aspeto exterior da pele [80, 81].   

Estudos realizados recentemente baseiam-se na procura incessante de novos 

ingredientes cosméticos com caraterísticas inovadoras, propriedades antioxidantes, 

efeitos anti-envelhecimento e branqueadores [82-84]. Um produto cosmético promissor, 

deve ser eficaz, seguro, inovador, com uma formulação estável, de fácil metabolismo na 

pele e de baixo custo [85]. Os ingredientes ativos são deste modo fulcrais nos produtos 

cosméticos. Estes compostos podem ser obtidos a partir de fontes sintéticas ou naturais, 

conforme descrito anteriormente. 

Nos últimos anos tem-se verificado uma tendência mundial para a incorporação 

de extratos vegetais em formulações cosméticas, quer como fragâncias, quer devido a 

potenciais propriedades medicinais [85] A fitocosmética é deste modo um setor em 

crescimento.    

Os produtos cosméticos de extratos vegetais são muitas vezes associados pelo 

consumidor a produtos suaves e biodegradáveis, com reduzida toxicidade, quando 

comparados com produtos sintéticos. No entanto, esta aplicação é muito limitada uma vez 

que as plantas podem conter metabolitos tóxicos e provocar reações cutâneas. Assim, a 

valorização de plantas promoveu a pesquisa de informações que cientificamente 

comprovem a sua segurança e eficácia terapêutica. O uso seguro e eficaz envolve, entre 

outros, análises físico-químicas, microbiológicas e ensaios de viabilidade celular. Para 

determinar a segurança dos extratos vegetais, devem ser desenvolvidos estudos in vitro 

e in vivo que antecipem o desenvolvimento de novos ingredientes ativos [86]. 
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A comercialização de produtos cosméticos no mercado português deve cumprir 

os requisitos estipulados pelo Regulamento (CE) Nº. 1223/2009 do Parlamento Europeu 

e do Conselho de 30 de novembro de 2009, relativo aos produtos cosméticos. A 

Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saúde (INFARMED) é a entidade 

responsável pela regulação e supervisionamento de Produtos Cosméticos e de Higiene 

Corporal (PCHC), garantindo a sua qualidade e segurança, salvaguardando igualmente a 

saúde pública.   

A indústria cosmética debate-se atualmente com dois grandes desafios: a 

eliminação de testes em animais e o desenvolvimento de produtos sem conservantes. 

Com efeito, este regulamento veio proibir por completo o uso de ingredientes testados em 

animais em PCHC, bem como o ensaio do produto final em animais. Para isso, há um 

conjunto de métodos in vitro alternativos à experimentação animal, devidamente 

validados pelo Centro Europeu de Validação de Métodos Alternativos (The European 

Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM), que permitem avaliar a sua 

toxicidade. O conhecimento do perfil toxicológico de uma substância contida num produto 

cosmético é assim de extrema relevância. A utilização de linhagens celulares representa 

uma primeira abordagem no campo da toxicidade [87]. 

Por outro lado, o desenvolvimento de produtos sem conservantes é outro dos 

objetivos da indústria cosmética. Conservantes são substâncias químicas, cuja função é 

inibir ou eliminar o crescimento de microrganismos no produto final. Estas substâncias, 

ao serem tóxicas para o microrganismo, podem igualmente tornar-se tóxicas para o ser 

humano. Os extratos naturais possuem uma variedade de compostos fenólicos com 

propriedades antimicrobianas que desta forma podem vir a apresentar-se como uma 

alternativa ao uso de conservantes químicos [88].  

O extrato da C. vulgaris tem sido incorporado em vários produtos cosméticos, 

com diversas patentes a sustentar o seu efeito antioxidante, anti-inflamatório e 

antimicrobiano [89-92]. A Tabela 2 resume alguns produtos cosméticos que possuem na 

sua composição o extrato da planta em estudo. Contudo, a literatura é pouco vasta no 

que toca às evidências científicas que suportam o seu uso.  
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Tabela 2: Produtos cosméticos que utilizam o extrato da C. vulgaris, as suas propriedades e as 
empresas que os comercializam. 

 

Empresa Nome do produto País Propriedade 

 
Tilth 

Beauty 

 
Intense Restoration 

 

 
E.U.A 

 
Creme hidratante 

 
 

Bliss 
 
 

 
Naked Body Butter 

 
Lemon & sage body butter 

 
Blood Orange & White Pepper Body Butter 

 
Super-Sized Body Butter, Lemon & Sage 

 
Arcona 

 
Overnight Cellular Repair Complex 

Hidratante facial 

 
Jack 
Black 

 
Double Duty Face Moisturizer, SPF 20 (2013 

formulation) 
Protetor solar 

 
Beard Lube Conditioning Shave 

Creme de barbear 

Borghese 
 

Complesso  Intensive Age Defying Complex 
Itália Antirrugas 

Lumene 

 
Time Freeze Firming Night Cream 

Finlândia 

 
Firmeza e 

antienvelhecimento 
 

Time Freeze Instant Lift Serum 

 
Firming Night Cream 

Loção corporal 
reafirmante 

 
Time Freeze Eye Perfecting Treatment 

Um soro de olho 
revitalização 

 
Lift Touch Revitalizing Toner´ 

Limpeza de pele 

Lab Series 
 

Skincare for Men Body - AB Rescue Body 
Sculpting Gel 

França 
Loção corporal 

reafirmante 

 
Adina 

 
Vegewhite 

Inglaterra 
Agente Branqueamento 

da pele 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
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2.1 Reagentes e Padrões  

 

Ao longo deste trabalho, nos procedimentos elaborados foram utilizados 

diferentes reagentes de grau analítico, que se apresentam na seguinte lista:  

 
1,4-Dioxano (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

α-Amilase termoestável, protease e amiloglucosidade (Sigma Aldrich, Sintra, Portugal)  

Acetato de sódio (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) 

Acetona (Merck, Darmstadt, Germany) 

Ácido clorídrico (Merck, Darmstadt, Germany 

Ácido sulfúrico 96% (Panreac, Barcelona, España) 

Ácido sulfúrico 0,1M (Merck, Darmstadt, Germany) 

Ácido gálhico (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

Antibiótico (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

Carbonato de sódio 7,5 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

Catequina (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

Cloreto férrico 20 Mm (Merck, Darmstadt, Germany) 

Cloreto de alumínio 5% (Merck, Darmstadt, Germany) 

Diclorometano (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

Dimetilsulfoxido (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

DPPH• (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

Etanol absoluto (Panreac, Barcelona, España) 

Éter de petróleo (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

Folin–Ciocalteau 2N (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

Hidróxido de sódio 1M (Merck, Darmstadt, Germany) 

Hidróxido de potássio (Merck, Darmstadt, Germany) 

n-hexano (Merck, Darmstadt, Germany) 

n-hexano HPLC (Fisher Scientific, Loughborough, UK) 

Nitrito de sódio 1% (Merck, Darmstadt, Germany) 

Metanol (VWR International, Leuven, Belgium) 

MTT (Atom Scientific, Manchester, UK) 

Mistura de padrões de ácido gordos (FAME 37, Supelco, Bellefonte, PA, USA) 

Sulfato de sódio anidro (Merck, Darmstadt, Germany) 
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Sulfato ferroso 1mM (SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA) 

Tampão acetato 0,3 M (Merck, Darmstadt, Germany) 

Tocoferol (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) 

Tocol 2-metil-2-(4,8,12-trimetil tridecil)-cromano-6-ol (Matreya Inc, PA, USA) 

Tocotrienol (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) 

Trifluoreto de boro (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Trolox (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 

TPTZ (Merck, Darmstadt, Germany) 

 

2.2 Recolha e Tratamento da Amostra 

 

A C. vulgaris foi recolhida no mês de outubro de 2015 e no mês de maio de 2016 

em Moreira de Cónegos, Portugal. A flor foi separada do resto da planta, sendo 

armazenada em recipientes de plástico a 4ºC até posterior utilização, conforme ilustrado 

na Figura 9.   

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 9: Recolha da amostra da flor da C. vulgaris. 
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 2.3 Análise Química 

 

A análise química foi efetuada tendo por objetivo caracterizar o perfil nutricional 

da planta. De forma a complementar os diversos estudos e visando uma possível 

aplicação na indústria alimentar, vários parâmetros foram assim estudados.  

 

2.3.1 Determinação do Teor de Humidade 

 

A determinação de humidade por secagem é um método gravimétrico indireto e 

a percentagem de humidade relaciona-se com a quantidade de água e compostos 

voláteis presentes na amostra. O teor de humidade foi determinado com uma balança de 

determinação da humidade (Scaltec SMO01, Scaltec Instruments, Germany) (Figura 10). 

Neste método, 1g da amostra da flor foi submetido a um processo de secagem a uma 

temperatura de 100 ± 2ºC durante 5 min. Esta análise foi realizada em triplicado e o 

resultado expresso em percentagem (%) de humidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              Figura 10: Balança de determinação de humidade. 

 

 

 

 

 

 



Valorização de Calluna vulgaris (L.) Hull como potencial ingrediente cosmético    FFUP 

                                                                                                                                                                      

 

25 

 

2.3.2 Determinação do Teor de Fibra Dietética 

 

A determinação do teor de Fibra Dietética Total (FDT) foi realizada tendo por 

base um método enzimático-gravimétrico [93]. Com efeito, 1g de amostra seca e moída, 

foi submetida a um processo de filtração (ensaio efetuado em duplicado). A amostra foi 

gelatinizada com uma incubação com a enzima α-amilase termoestável, ao qual se 

seguiram duas incubações com protease e com amiloglucosidade de modo a simular o 

sistema digestivo, num banho termostatizado (GDE, VELP® Scientifica, Italy) (Figura 11). 

A fibra solúvel foi precipitada com etanol 95%. O resíduo total foi filtrado e 

sucessivamente lavado com etanol 78%, etanol 95% e acetona. Após secagem, pesou-se 

o resíduo. Um dos duplicados foi usado para a determinação da proteína (Método 

Kjeldahl) e o outro para a determinação do teor em cinzas (incineração a 525ºC).  

A FDT corresponde à massa, em percentagem (%), do resíduo após a digestão 

menos o teor proteico e de cinzas do mesmo, corrigido também com a subtração do valor 

do ensaio do branco (controlo). Foi utilizada a seguinte fórmula: 

% FDT = [(Resíduo da amostra – Teor proteico – Teor de cinzas – Branco) / 

Massa da amostra] x 100. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Figura 11: Sistema termostatizado onde ocorreu incubação. 
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2.3.3 Determinação do Teor de Proteína 

 

O teor proteico foi determinado através do método de Kjeldahl, quantificando o 

azoto total presente nas amostras [94]. Num tubo de Kjeldahl, foram colocados 0,5g de 

amostra seca (a pesagem foi determinada em papel isento de azoto), duas pastilhas 

catalisadoras (isentas de selénio e mercúrio) e 20 mL de ácido sulfúrico a 96%. A 

digestão ácida foi realizada numa manta elétrica, sendo os vapores neutralizados por um 

sistema purificador de gases. O resultado da digestão foi destilado de forma automática 

(BUCHI KjelFlex K-360, Switzerland) (Figura 12) e titulado com ácido sulfúrico (H2SO4) 

0,1 M, para a quantificação de azoto presente na amostra. A determinação do teor de 

proteína total foi calculada por multiplicação do valor de azoto total pelo fator de 

conversão 6,25. A análise foi efetuada em triplicado e os resultados expressos em 

percentagem (%) de proteína. 

 

.   

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

    Figura 12: Destilador automático 

 

 

 

 

 

 



Valorização de Calluna vulgaris (L.) Hull como potencial ingrediente cosmético    FFUP 

                                                                                                                                                                      

 

27 

 

2.3.4 Determinação do Teor de Cinzas 

 

A determinação do teor de cinzas total processou-se por via seca, com 

incineração de 1g de amostra moída a uma temperatura compreendida entre 450 - 500ºC 

usando uma mufla (Thermolyne 48000, F48010-26, Electrothermal Engeneering Ltd, 

United Kingdom), até à obtenção de cinzas brancas e posterior determinação da massa 

do resíduo. A análise foi efetuada em triplicado para cada amostra e os resultados foram 

expressos em percentagem (%) de cinza. 

 

2.3.5 Determinação de Gordura 

 

A análise do teor de gordura foi efetuada pelo método de Soxhlet [95]. Cerca de 

5 g de amostra foram misturadas com sulfato de sódio anidro. A mistura foi transferida 

para cartuchos de celulose e colocada em ampolas de extração dos dispositivos de 

Soxhlet. Foi feita uma extração com éter de petróleo para balões previamente tarados. 

Efetuou-se a eliminação do solvente por evaporação e a secagem do resíduo em estufa a 

100ºC, por períodos de 30 min até obtenção de peso constante da amostra. A análise foi 

efetuada em triplicado para cada amostra e os resultados expressos percentagem (%) de 

gordura em peso seco.  

 

2.3.6 Determinação de Hidratos de Carbono 

 

O teor de hidratos de carbono foi calculado indiretamente, por diferença dos 

restantes parâmetros do perfil nutricional das amostras. A seguinte fórmula foi usada para 

a sua determinação: 

 
% Hidratos de Carbono = 100% - (% Proteínas + % Gordura + % Humidade+ % 

Cinzas + % Fibra) 
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2.3.7 Determinação do Teor de Vitamina E 

 

A extração da vitamina E foi realizada com n-hexano por um método de extração 

a frio, previamente descrito [96], com pequenas alterações. Inicialmente foi pesado 0,150 

g de amostra moída, procedeu-se à extração com a adição de 2,5 mL de etanol absoluto, 

5 mL de n-hexano e 20 µL de padrão interno (1 mg/mL de solução Tocol). Depois da 

mistura ser colocada numa placa de agitação (MS-H-S10, DragonLab) durante 30 min, 

2,5 mL da solução de cloreto de sódio (NaCl) a 1% foram adicionados.  

A mistura foi centrifugada a 5000 rpm durante 2 min (Thermo Scientific, Heraeus 

Megafuge 16, USA). O resíduo foi re-extraído três vezes com 5 mL de n-hexano. Após 

cada centrifugação o sobrenadante foi recolhido. Desta forma, juntaram-se as fases 

orgânicas das três extrações e adicionou-se sulfato de sódio (Na2SO4) de modo a 

eliminar a quantidade de água presente. Depois de uma nova centrifugação, o 

sobrenadante foi recolhido e a amostra foi levada à secura numa corrente de azoto. 

O resíduo obtido foi ressuspendido em 1 mL de n-hexano e filtrado para 

posterior injeção no sistema de HPLC. Todas as extrações foram realizadas em material 

de vidro amber de forma a estarem protegidas da luz.  

 
2.3.7.1 Análise Cromatográfica 

 

A análise cromatográfica foi realizada num sistema HPLC da Jasco (Japan), 

equipado com um injetor automático (AS-2057PLUS), uma bomba (PU-2089PLUS) e um 

detetor de fotodíodos (MD-2018PLUS) acoplado a um detetor de fluorescência (FP-

2020PLUS). A separação cromatográfica foi efetuada numa coluna de fase normal 

SupelcosilTM LC-SI (7,5 cm x 3mm x 3µm; Supelco, Bellefonte, PA, USA) com um sistema 

isocrático de uma mistura de n-hexano/ 1,4 dioxano (98:2) a um fluxo constante de 0,8 

mL/ min.   

A vitamina E foi identificada de acordo com o espectro de absorção UV e o 

tempo de retenção de padrões comerciais. A quantificação foi efetuada pelo método do 

padrão interno, obtida usando um detetor de fluorescência com comprimentos de onda de 

excitação e emissão de 290 e 330 nm, respectivamente [97]. Os dados foram analisados 

no Software Chromnav (versão 1.18.03, Jasco, Japan). 
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2.3.8 Avaliação do Perfil de Ácidos Gordos 

 

Para a determinação de ácidos gordos utilizou-se o método de extração a frio 

acima descrito para a vitamina E, no entanto sem a adição do padrão interno (Tocol 

1mg/mL) e com pequenas modificações [98]. Inicialmente pesou-se 0,75 g de amostra 

moída e adicionou-se 10 mL de n-hexano e 5 mL de etanol absoluto, procedendo-se de 

igual forma para a obtenção do resíduo para a determinação de vitamina E. 

Posteriormente foi realizada uma saponificação, dissolvendo a amostra em 1 mL de 

diclorometano, adicionando 750 µL de hidróxido de potássio (KOH) em metanol (0,5 M). 

A amostra foi colocada de seguida na estufa (Thermo Scientific Heraeus D-6450 Hanau, 

Germany) a 100ºC durante 10 min. Decorrido esse tempo foi deixada a arrefecer em gelo. 

Procedeu-se à metilação, adicionando triflureto de boro (BF3) a 14 % numa solução de 

metanol.  

Durante este processo, a amostra foi novamente colocada na estufa (30 min) e 

deixada a arrefecer em gelo. Depois de a amostra estar à temperatura ambiente, foi 

adicionado 1 mL de H2O e 5 mL de n-hexano, com posterior centrifugação durante 5 min 

a 3000 rpm. Cerca de 3 mL de sobrenadante foram recolhidos e adicionados a sulfato de 

sódio anidro para eliminar a água presente na amostra, voltando a centrifugar 

novamente. Por fim, foi retirado 1 mL de sobrenadante para um tubo de injeção para 

posterior análise cromatográfica. Tanto o processo de saponificação como o processo de 

metilação foram realizados na hotte. 
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2.3.8.1 Análise Cromatográfica  

 

A separação dos esteres metílicos de ácidos gordos (Fatty Acids Methyl Esters -

FAME) foi realizada recorrendo a cromatografia gasosa com detetor de ionização de 

chama (GC-FID). O cromatógrafo (Shimadzu GC-2010 Plus, Japan) foi acoplado com um 

auto - injetor (Shimadzu 20i, Japan) e um detetor de ionização em chama (FID) 

(Shimadzu, Japan). Utilizou-se uma coluna capilar de sílica fundida CP-Sil 88 (Varian, 

The Netherlands; 50 mmx 0,25 mm diâmetro interno e 0,20 µm de espessura de filme). O 

gás de arraste, hélio, foi mantido a um fluxo de 40 mL/min, tendo sido utlizado o seguinte 

programa de temperaturas: 120ºC, durante 5 min e aumento até 220ºC (3 ºC/min), onde 

se manteve por 10 min. As temperaturas do injetor e detetor foram 250°C e 270 °C, 

respetivamente. A razão de "split" foi 1:25 e o volume injetado foi 1,0 μL. As injeções 

foram realizadas em duplicado. 

 Os FAMEs foram identificados por comparação dos tempos de retenção com os 

de uma mistura de padrões (FAME 37) e por adição de padrão às amostras. Os 

resultados foram expressos em relação ao total de AG (% área relativa). Os dados 

obtidos foram analisados recorrendo ao software CP-Maitre (versão 2.30, Shimadzu GC 

solution, Japan). 
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2.4 Determinação de Compostos Bioativos 
 

 2.4.1 Preparação dos Extratos 
 

A amostra (flor da C. vulgaris) foi triturada num moinho (Grindomix Retch 

GM200, Germany) até obtenção de um pó fino. 1g de amostra foi depois submetido a 

extração com 20 mL de solvente. Utilizaram-se três solventes diferentes: etanol; etanol: 

água (1:1) e água. A extração decorreu durante 30 min a 40ºC numa placa de 

aquecimento (Mirak, Thermolyse, USA) sob agitação magnética constante. Os extratos 

foram depois filtrados com papel de filtro Whatman No.1. e liofilizados (Telstar, Cryodos, 

Spain) ou sujeitos a evaporação num evaporador rotativo.  

Na Figura 13 pode ser observado as diferentes fases a que a amostra foi sujeita 

até à obtenção do extrato seco.  

 

 

 

 

 

              

 

 
 

 

 

 

Figura 13:. Diferentes fases da amostra para a obtenção dos três extratos. a) Recolha da flor da 
C. vulgaris b) Amostra após aquecimento a 40ºC (30 min) sob agitação constante por diferentes 
solventes (aquoso, hidroalcoólico e alcoólico, de cima para baixo) c) Amostra após filtração d) 
Amostra após o processo de liofilização. 

 

 

a) b) c) d) 
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2.4.2 Determinação do Conteúdo Fenólico Total 

 

A determinação do Conteúdo Fenólico Total (CFT) foi feita por método 

espectrofotométrico, utilizando-se um reagente não especifico, o reagente de Folin-

Ciocalteu [99]. Na presença deste reagente, os polifenois atuam como agentes redutores, 

ocorrendo reações de oxidação-redução das quais resulta a formação de um complexo 

de cor azul, com um máximo de absorção a 765 nm [100-103]. Com efeito, a 500 µL de 

extrato adicionou-se 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu a 2N (diluição de 10x). De 

seguida, adicionou-se 2 mL de carbonato de sódio (Na2CO3) a 7,5%. Deixou-se reagir 

num banho de água, ao abrigo da luz, a uma temperatura de 45ºC, durante 15 min. 

Arrefeceu-se a mistura durante 30 min à temperatura ambiente e procedeu-se à leitura da 

absorvência a 765 nm num leitor de Microplacas Synergy HT (BioTek Instruments, 

Synergy HT GENS5, USA). O ensaio foi realizado em triplicado. Utilizou-se como padrão 

uma solução de ácido gálhico. A correlação entre a absorvência da amostra e a 

concentração do padrão (ácido gálhico) foi obtida através da curva de calibração (gama 

de linearidade: 5-100ppm, R2 = 0,997). O CFT dos extratos, foi expresso em miligramas 

de equivalentes em ácido gálhico (EAG) por grama de extrato (mg Eq. EAG/ g de 

extrato).  

 

2.4.3 Determinação do Teor de Flavonoides Total 

 

O Teor de Flavonoides Total (TFT) foi determinado através da realização de um 

ensaio colorimétrico, baseado na formação de complexos flavonoide-alumínio (cor rosa), 

os quais apresentam um máximo de absorção a 510 nm [85]. Com efeito, a 30 µL de 

extrato adicionaram-se 75 µL de água destilada e 45 µL de solução de nitrito de sódio 

(NaNO2) a 1 %. Após 5 min de reação adicionaram-se 45 µL de uma solução de cloreto 

de alumínio (AlCl3) a 5% e aguardou-se 1 min. Por fim, adicionaram-se 60 µL de hidróxido 

de sódio (NaOH) 1M e 45 µL de água destilada. As leituras foram efetuadas a 510 nm, 

usando o leitor de microplacas Synergy HT Reader (BioTek Instruments, Synergy HT 

GENS5, USA). Utilizou-se como padrão uma solução de catequina em diferentes 

concentrações, de modo a traçar a curva padrão (gama de linearidade: 5– 400 ppm, R2 = 

0,999).  O TFT foi expresso em miligramas de equivalentes de catequina (ECA) por 

grama de extrato (mg ECA/ g de extrato). 
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2.4.4 Atividade Antioxidante 

 

O estudo da formação e eliminação de radicais livres, bem como o dano 

causado por estes em sistemas biológicos, tem sido cada vez mais valorizado pela 

comunidade científica. Não existindo um método universal, a avaliação da capacidade 

antioxidante in vitro deve ser estudada por mais de uma metodologia, de forma a 

obterem-se resultados mais fiáveis [104]. No presente estudo, a atividade antioxidante foi 

determinada pela capacidade de neutralização do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo 

(DPPH●) e pelo método do poder antioxidante por redução do ião férrico (FRAP). 

 

2.4.4.1 Capacidade de inibição do radical DPPH 

 

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo ensaio do 2,2-difenil-1-

picril-hidrazilo (DPPH•). Na presença de compostos antioxidantes a redução na 

concentração de DPPH● é controlada por absorvência a um comprimento de onda 

específico. Na sua forma radicalar o DPPH●, absorve entre 514 a 517 nm, no entanto, 

após a redução por um agente antioxidante, ocorre descoloração, passando de violeta a 

amarelo [85, 105].  

A mistura da reação foi feita numa placa de 96 poços, onde foram adicionados 

30 μL de amostra e 270 µL de DPPH. Prepararam-se soluções com diferentes 

concentrações (2,5 – 100 ppm) deste composto, diluídas em etanol absoluto. Após um 

período de incubação de 40 min, à temperatura ambiente e no escuro, a absorvência foi 

medida a 517 nm, num leitor de microplacas Synergy HT Reader (BioTek Instruments, 

Synergy HT GENS5, USA). A curva de calibração (gama de linearidade: 2,5 – 100 ppm, 

R2 = 0,997) foi obtida a partir da solução mãe de Trolox (Ácido (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-carboxílico), utilizado como controlo positivo. A capacidade 

antioxidante foi expressa em micromoles de equivalentes de Trolox por grama de extrato 

(μmol eq. Trolox/g de extrato). 
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2.4.4.2 Capacidade Antioxidante de Redução do Ferro (FRAP) 

 

Este método é caracterizado pela redução do complexo Fe (III) /ferricianeto 

[FeCl3/KFe (CN))6] a Fe (II), forma ferrosa, pela presença de um composto antioxidante 

na solução, em meio ácido. Esta reação origina um aumento da absorvência, por 

formação de um complexo de cor azul intensa [52]. O poder antioxidante por redução do 

ião férrico foi determinado segundo uma metodologia previamente descrita [106].  

Adicionam-se 90 μL de extrato a 270 μL de água destilada e 2,7 mL de reagente 

FRAP (10 mL de tampão acetato 0,3 M, 1 mL solução TPTZ 10 mM e 1 mL FeCl3 20 mM). 

Homogeneizou-se a solução e colocou-se em banho-maria a 37°C durante 30 min. Após 

incubação, as absorvências foram lidas a 595 nm num leitor de microplacas Synergy HT 

Reader, (BioTek Instruments, Synergy HT GENS5, USA). Utilizou- se sulfato ferroso a 

1Mm como padrão, obtendo-se uma curva de calibração (gama de linearidade: 75 – 1500 

µM, R2 = 0,999). A atividade antioxidante foi expressa em micromoles de sulfato ferro por 

grama de extrato (µmol/g). 
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2.5. Viabilidade celular - Ensaio MTT 

 

De forma a garantir a segurança dos extratos é importante o estudo da sua 

atividade biológica e do seu efeito a nível celular. O ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio) permite estudar a viabilidade celular.  Este ensaio 

baseia-se na monitorização da absorção e metabolismo de um corante mitocondrial vital 

o MTT, pelas células mitocondriais [107]. A redução de sais de tetrazólio por células 

vivas é considerada um meio fiável de avaliação da proliferação celular in vitro. As 

desidrogenases mitocondriais de células viáveis clivam o anel de tetrazólio do MTT, de 

cor amarela alaranjada, obtendo cristais de formazan, de cor púrpura. Estes cristais são 

insolúveis em soluções aquosas e solúveis num solvente adequado. A absorvência 

destes cristais é medida espectrofotometricamente.  

A viabilidade celular foi estudada em diferentes células da pele nomeadamente 

em queratinócitos (HaCaT) e fibroblastos (PCS-201-012). As células HaCaT foram 

cultivadas em meio RPMI (Gibco, Invitrogen Corp., USA) enquanto que a linhagem de 

fibroblastos foi cultivada em meio DMEM (Biowhittake, Belgium). Estes meios foram 

suplementados com 1% de antibiótico e soro bovino fetal inativado a 10% para as células 

HaCat e 15% para os fibroblastos. As células foram mantidas numa incubadora (Thermo 

Scientific, Forma Series II Water Jacket CO2 incubator, USA), com ambiente de 5% de 

CO2 a 37ºC. Quando as células apresentavam uma confluência de 90 a 95%, foram 

tripsinizadas com recurso a uma solução salina tamponada com fosfato (PBS, a pH 7,4) e 

tripsina (Invitrogen, Waltham, MA). 

 As células foram cultivadas numa microplaca de 96 poços, com uma densidade 

de 5x103 por mL, durante 24h. Após o período de multiplicação e adesão celular, 

incubaram-se as duas linhas celulares com diferentes concentrações de extrato seco (0,1 

µg/mL – 1 mg/mL) dissolvidos nos respetivos meios, durante 24h a 37ºC. De seguida 

procedeu-se à remoção dos extratos e posterior lavagem com solução salina de tampão 

fosfato (PBS, pH 7.4). A viabilidade celular foi avaliada adicionando 20 µL do reagente de 

MTT a cada poço, com um período de incubação de 4h a 37ºC. 

Por fim, adicionou-se dimetilsulfóxido (DMSO) diluído em 50% de etanol para a 

solubilização dos cristais de MTT. Na Figura 14 pode ser observado a placa após as 4h 

de incubação e a solubilização dos cristais. 
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Figura 14: Placa de 96 poços referentes ao ensaio de MTT, depois 4h de incubação e após a 
solubilização dos cristais (da esquerda para a direita). 

 

 

O controlo foi obtido incubando as células apenas com o meio de cultura. A 

absorvência foi lida num espectrofotómetro (Dynex Technologies MRx TC II, USA) a 570 

nm. Todo o processo foi realizado em câmara de fluxo (Faster BHA 48, Germany) e os 

reagentes utilizados previamente aquecidos em banho-maria a 37ºC. Cada concentração 

foi analisada em triplicado, em três experiências independentes, de modo a determinar o 

número de células viáveis [85, 100, 108]. 
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2.6 Atividade Antimicrobiana 
 

2.6.1 Estirpes de Microrganismos 

 

No estudo da atividade antimicrobiana foram incluídos sete microrganismos 

(sete bactérias e um fungo), representados quer por estirpes da Coleção de Cultura 

Americana (American Type Culture Collection, ATCC) quer por isolados clínicos. As 

espécies selecionadas foram: Staphylococcus aureus (ATCC 6538 e isolado clínico), S. 

epidermidis (isolado clínico), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli 

(ATCC 8739), Klebsiella peumoniae (ATCC 4352), e Candida albicans (ATCC 10231). 

 Os isolados clínicos foram identificados recorrendo ao kit Vitek-2 (Biomerieux, 

France). Todas as espécies foram congeladas numa infusão de Brain Heart (Difco 

Laboratories, USA) com 20% de glicerol (Sigma) a - 70°C até análise. Em cada ensaio 

antimicrobiano foi previamente verificada a viabilidade celular recorrendo à cultura dos 

microrganismos em Nutrient agar (Difco Laboratories, USA), no caso das bactérias, e 

Sabouraud dextrose agar (SDA; Difco Laboratories, USA), no caso C. albicans. 

 

 

2.6.2 Determinação da Concentração Mínima Inibitória 

 

A concentração mínima inibitória é definida como a concentração mais baixa de 

extrato capaz de inibir completamente o crescimento de microrganismos. A atividade 

antibacteriana e antifúngica foram avaliadas de acordo com o micrométodo CLSI M7-A6 e 

com o micrométodo CLSI M27-A3, respetivamente, após 48 horas de incubação a 37°C 

[109, 110]. Foram preparadas diluições dos extratos em meio de Mueller Hinton (Difco 

Laboratories, USA) para as bactérias e em RPMI (Biochrom, Germany) no caso dos 

fungos. As concentrações avaliadas variaram entre 0,1 µg/mL e 1 mg/mL.  

O crescimento microbiano foi visualmente comparado para cada concentração 

com o controlo (sem extrato). Todas as determinações foram realizadas em duplicado 

para cada ensaio, sendo realizados um total de três experiências independentes com 

resultados concordantes para cada extrato. 
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2.7 Análise Estatística 

 

Todos os dados são apresentados como média ± desvio padrão. A análise 

estatística dos resultados foi realizada recorrendo ao software estatístico GraphPad 

Prism 6.01 (GraphPad, San Diego, USA). Para verificar as diferenças entre extratos foi 

realizado um teste ANOVA. As comparações post hoc das médias foram realizadas de 

acordo com o teste HSD de Tukey. A significância foi definida para p <0,05. 
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3.1 Análise Química 

 

3.1.1 Caracterização do Perfil Nutricional 

A caracterização nutricional é essencial para o conhecimento do perfil de 

macronutrientes de espécies que visem uma possível aplicação na indústria alimentar. 

Os valores nutricionais determinados para a C. vulgaris estão apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Teores em percentagem (%) da humidade, fibra, cinzas, proteína, gordura e hidratos de 
carbono na flor da C. vulgaris. 

 

C. vulgaris 

% Fibra  38,96 ± 1,64 
% Hidratos de Carbono 36,21 ± 0,20  

% Humidade  12,03 ± 0,15  

% Proteína 6,80 ± 0,27 

%Gordura 3,70 ± 0,10  

% Cinzas  2,31 ± 0,09 

                                           (média ± desvio padrão) 

A análise nutricional permitiu constatar que a flor da urze é constituída por um 

elevado conteúdo em fibra e hidratos de carbono (~75%), seguido de um teor de 

humidade de aproximadamente 12% e um reduzido teor de proteina (~7%) e gordura (~ 

4%). As cinzas representam cerca de 2% da massa seca. 

O perfil nutricional da C. vulgaris não se encontra descrito na literatura. Desta 

forma, não é possível relacionar diretamente estes resultados com outras análises 

realizadas. Este estudo inovador permite assim um conhecimento mais detalhado desta 

espécie.  

Por seu lado, o perfil nutricional de outras plantas nativas da região tem sido 

descrito na literatura. O fruto da planta nativa medronheiro ( Arbutus unedo L) pertence à 

mesma família da C. vulgaris, Ericaceae, sendo igualmente predominante em Portugal 

[111]. Rodriguez et al. determinaram que a percentagem de hidratos de carbono do 

medronheiro representava cerca de 20% do teor nutricional, apresentando cerca de 18% 

de fibra total [112]. Estes macronutrientes são igualmente maioritários em C. vulgaris. 
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No grupo de investigação onde decorreu esta dissertação foram realizados 

estudos nutricionais para outras espécies, tendo por base os métodos acima descritos. A 

análise realizada em diferentes ervas aromáticas, como cebolinho (Allium 

schoenoprasum L.), coentros (Coriandrum sativum L.), hortelã (Mentha spicata L.) e salsa 

(Petroselinum crispum (Mill.) Nym), evidenciaram teores em fibra total e proteína entre 2 

e 5 %, respetivamente, e hidratos de carbono entre 1 e 4% [113]. No caso do castanheiro 

a análise nutricional revelou que tanto a casca como o ouriço são constituídos por uma 

elevada quantidade de água (15-40%), um teor proteico na ordem dos 3 % e um elevado 

teor em fibra e hidratos de carbono [114]. 

No que diz respeito aos dados obtidos para a C. vulgaris é notório os seus 

elevados valores em fibra e hidratos de carbono. Na verdade, plantas nativas contêm 

uma maior percentagem de nutrientes e compostos bioativos em comparação com muitas 

espécies que são cultivadas [115]. Este facto está relacionado com as condições de 

stress com que este tipo de plantas se depara, desenvolvendo deste modo um 

mecanismo de proteção mais eficaz, proporcionando uma maior produção de 

macronutrientes que permite o seu desenvolvimento. 

A incorporação de plantas naturais em géneros alimentícios é uma nova aposta 

da indústria alimentar, na elaboração de um novo conceito de alimentos, intitulados 

alimentos funcionais, alimentos comuns, integrados na dieta, capazes de produzir 

benefícios para saúde. C. vulgaris perante a composição química que apresenta poderá 

ser melhor explorada numa nova área no setor alimentar e assim criar um novo género 

alimentar, com propriedades químicas e benefícios reconhecidos. 
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3.1.2 Determinação da Vitamina E 

 

A vitamina E encontra-se entre os antioxidantes mais importantes no combate ao 

stresse oxidativo [116, 117]. Os seus diferentes constituintes apresentam propriedades 

antioxidantes que resultam na manutenção da integridade das membranas celulares 

devido à ação protetora contra a peroxidação dos ácidos gordos [118]. No ser humano, a 

vitamina E atua como parte integral do sistema de defesa primário intracelular e tem 

vindo a ser relacionada com a prevenção de várias doenças, nomeadamente, cancro, 

cataratas, doença de Parkinson, aterosclerose, doenças coronárias e algumas doenças 

imunológicas [119, 120]. Nas plantas, os tocoferóis e os tocotrienóis protegem as 

membranas dos cloroplastos da foto-oxidação, proporcionado um ambiente ideal para o 

processo fotossintético [121]. 

A vitamina E é constituída por um conjunto de oito compostos relacionados entre 

si, quatro tocoferóis (α-, β-, γ-, δ- tocoferol) e quatro tocotrienóis (α-, β-, γ-, δ- tocotrienol), 

os quais diferem no número e posição dos grupos metilo no anel aromático. Estes 

compostos lipofílicos são sintetizados pelas plantas e variam de acordo com o tipo de 

planta de onde o óleo é extraído [120].  

A determinação do perfil de vitamina E da amostra foi avaliada em dois períodos 

diferentes do ano, nomeadamente em maio e outubro. A Tabela 4 apresenta os 

resultados obtidos de cada um dos vitâmeros determinados, para os meses de maio e 

outubro, respetivamente.  

 

Tabela 4: Valor total de Vitamina E e dos diferentes vitâmeros da amostra da C. vulgaris em maio 
e outubro.  

 

  Vitâmeros         Maio      Outubro 

α-tocoferol 23.06 ± 0.85a 32.5 ± 0.48b 

β-tocoferol 0.91 ± 0.08a 0.39 ± 0.01b 

γ-tocoferol 2.71 ± 0.23a 1.19 ± 0.06b 

δ-tocoferol  4.03 ± 0.54a 0.36 ± 0.01b 

β-tocotrienol  4.47 ± 0.07 Nd 

γ-tocotrienol 23.05 ± 1.16a 0.54 ± 0.03b 

Total 58.23 ± 2.94a 34.99 ± 0,59b 

Os valores são apresentados como média ± desvio padrão (n=3). 
Letras diferentes para cada coluna significam diferenças 
significativas (p <0,05). Valores expressos em mg/100g de amostra. 
Nd - não determinado. 
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A amostra recolhida nos dois meses é essencialmente composta por α-tocoferol. 

O α-tocoferol é a forma mais comum encontrada nos tecidos fotossintéticos [122]. Na 

flora nativa de Portugal o perfil de vitamina E para a flor de outras plantas foi já avaliado. 

O composto maioritário determinado foi igualmente o α-tocoferol para a carqueja 

(Pterospartum tridentatum) (~ 9 mg/100g), bem como diferentes espécies de giesta, 

nomeadamente, Cytisus multiflorus (0,75 mg/100g), Cytisus scoparius (~11 mg/100g) e 

Cytisus striatus (~20 mg/100g) [123]. 

Diferentes estudos descrevem as propriedades antioxidantes dos tocotrienois 

como sendo mais significativas do que as dos tocoferóis [124, 125]. Os tocotrienois, 

sobretudo o γ-tocotrienol, protegem a pele contra o stress oxidativo provocado pelas 

radiações UV [126]. O γ-tocotrienol apresenta uma diferença bastante significativa entre 

os dois meses em estudo, enquanto o β-tocotrienol apenas foi detetado na amostra do 

mês de maio. 

No global o perfil nutricional da C. vulgaris em maio exibe valores 

consideravelmente superiores aos observados no mês de outubro. Esta variação deve-

se, provavelmente, às diferentes condições climáticas a que a amostra foi sujeita nos 

diferentes períodos do ano. Os vitâmeros atuam como compostos antioxidantes sendo 

afetados pelas condições de temperatura e humidade, fazendo com que a planta 

responda de forma diferente perante o stress ambiental a que está sujeita [114]. 

  Além da sua utilização a nível alimentar, a vitamina E tem tido novas aplicações 

na indústria cosmética, sendo utilizada para a produção de nanoemulsões benéficas para 

a prevenção do envelhecimento da pele [126]. Com efeito, a vitamina E apresenta uma 

forte atividade anticolinérgica, podendo ser utilizada como ingrediente na cosmetologia 

baseado nas suas propriedades de hidratação da pele [127-129].  

O poder antioxidante dos seus vitâmeros atua na prevenção e tratamento do 

envelhecimento cutâneo [130, 131]. Os benefícios para a saúde atribuídos à vitamina E 

fazem com que C. vulgaris possa ser uma alternativa viável para possíveis aplicações na 

área cosmética.  
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3.1.3 Determinação do Perfil de Ácidos Gordos 

 

Os ácidos gordos obtidos através da dieta são a principal fonte de energia. A 

importância dos ácidos gordos como compostos bioativos pode ser demonstrada pela 

sua atividade fisiológica, como por exemplo, a mediação na produção lipídica e o 

envolvimento na expressão dos genes [132, 133]. Os ácidos gordos são a forma mais 

abundante de cadeias de carbono reduzidas disponíveis na natureza. As plantas 

representam uma fonte renovável significativa destes compostos, uma vez que muitas 

espécies acumulam-nos como principais componentes de armazenamento em sementes 

[134]. 

O tipo de gordura consumido depende das fontes da dieta, que tipicamente inclui 

gorduras saturadas de fonte animal e óleos vegetais tropicais e gorduras insaturadas de 

óleos vegetais. Existem vários tipos de ácidos gordos, que se classificam consoante o 

seu grau de saturação. Assim, temos ácidos gordos saturados (Saturated Fatty Acids, 

SFAs), monoinsaturados (Monounsaturated Fatty Acids, MUFAs) e polinsaturados 

(Polyunsaturated Fatty Acids, PUFAs). Os ácidos gordos saturados têm vindo a ser 

relacionados com efeitos adversos na saúde, enquanto os AG insaturados são 

considerados benéficos para a saúde humana.  

Na Tabela 5 é apresentado a percentagem relativa da composição em ácidos 

gordos na amostra da flor da C. vulgaris. 

 

Tabela 5: Composição em ácidos gordos (% área relativa) na amostra da flor da C. vulgaris. 

 
 

Ácido gordo Percentagem relativa (%) 

C16:0 20,79 ± 2,12 

C18:0 4,55 ± 0,56 

C18:1n9c 7,78 ± 1,13 

C18:2n6c 27,28 ± 1,19 

C20:0 1,99 ± 0,26 

C18:3n3 34,71 ± 2,11 

C22:0 2,90 ± 0,40 
                                         (média ± desvio padrão)  

 

Ácido palmítico (C16:0); ácido esteárico (C18:0), ácido oleico (C18:1n9c), ácido linoleico); ácido 

araquídico (C20:0); ácido linolénico (C18:3n3); àcido beénico (C22:0). 
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Consoante é possível observar, foram identificados sete ácidos gordos na 

amostra. O ácido linolénico (C18:3n3, PUFA) foi o ácido gordo presente em maior 

quantidade, seguido pelo ácido linoleico (C18:2n6c, PUFA). Estes dois ácidos gordos 

polinsaturados estão descritos na literatura como ingredientes anti-inflamatórios, 

importantes para formulações do cuidado da pele [135, 136]. O ácido palmítico (C16:0, 

SFA) foi o ácido gordo saturado presente em maior quantidade. Estes três tipos de ácidos 

gordos identificados representam cerca de 80% da percentagem relativa e foram 

reconhecidos previamente em C. vulgaris [137]. Todos os ácidos gordos presentes na 

amostra foram igualmente identificados em outros tipos de plantas nativas [138].  
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3.2 Determinação de Compostos Bioativos 
 

3.2.1 Método de Extração 

 

A definição de “extração verde” de produtos naturais baseia-se em processos de 

extração que visam reduzir o consumo de energia, permitindo a utilização de solventes 

alternativos e considerados como GRAS (Generally Recognized as Safe), garantindo 

igualmente a segurança dos produtos bem como a sua qualidade [139]. A eficácia da 

extração dos compostos bioativos é influenciada por muitos fatores como o tempo, a 

temperatura, a pressão e, particularmente, a composição do solvente [140, 141]. 

 A extração de compostos bioativos, nomeadamente polifenois, depende da 

dissolução de cada composto na matriz da planta, bem como da sua difusão para o 

solvente externo. Desta forma, a sua solubilidade é influenciada pela natureza da 

amostra da planta e pela polaridade dos solventes utilizados [142].  

Vários solventes têm sido utilizados para a extração de compostos fenólicos em 

C. vulgaris, nomeadamente metanol e acetona [36, 143]. No entanto, a sua utilização não 

é considerada segura. Por sua vez, o etanol é reconhecido como um composto GRAS. A 

sua fácil recuperação e reutilização torna este solvente uma boa opção para um processo 

que se quer eficaz e, simultaneamente, sustentável. Os extratos obtidos poderão ser 

utilizados para vários fins, sem colocar em risco a saúde humana.  

Nesta pesquisa foram estudados três tipos solventes: aquoso, hidroalcoólico e 

alcoólico. O tempo e a temperatura de extração foram estabelecidos tendo por base 

estudos anteriores de eficácia da extração realizados no grupo de investigação [144, 

145]. Na Figura 15 estão representados os extratos obtidos, sendo notório o diferente 

aspeto macroscópico, resultante dos diferentes compostos extraídos.  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 15: Aspeto macroscópico dos diferentes extratos, respetivamente, aquoso, hidroalcoólico, 

alcoólico, da esquerda para a direita. 
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 3.2.2 Teor de Compostos Fenólicos Total 

 

O CFT dos diferentes extratos da planta foi determinado usando o reagente de 

Folin-Ciocalteu. Sendo um método não especifico, o reagente de Folin-Ciocalteu é usado 

para obter apenas uma estimativa dos compostos fenólicos presentes nos extratos [146, 

147]. Trata-se de um método simples, muito utilizado, mas que apresenta algumas 

limitações, nomeadamente, a interferência de substâncias como açucares, aminas 

aromáticas, dióxido de enxofre e ácido ascórbico [148]. Os resultados encontram-se 

representados na Tabela 6. 

  

Tabela 6: Conteúdo fenólico total (mg eq. EAG /g extrato seco) da flor da C. vulgaris para os três 
tipos de extratos analisados: aquoso, hidroalcoólco e alcoólico.  

 

 

 
 
            Os valores são apresentados como média ± desvio padrão (n=3). 
            Letras diferentes significam diferenças significativas (p <0,05). 

 
O CFT nos diferentes extratos variou entre 53,96 e 121,92 mg EAG por grama 

de extrato. O valor mais elevado de CFT foi obtido no extrato hidroalcoólico e o conteúdo 

mais baixo para o extrato alcoólico. A análise dos resultados revelou uma diferença 

significativa entre os diferentes solventes utilizados. Este facto é influenciado sobretudo 

por uma maior ou menor polaridade do solvente utilizado, podendo extrair diferentes 

compostos consoante a sua estrutura química.  

 Estudos anteriores têm comparado o CFT em diferentes tipos de extratos de C. 

vulgaris particularmente nas partes aéreas da planta [79, 149]. Segundo Orhan et al., o 

teor é mais elevado utilizando acetato de etilo como solvente (29,7 ± 0,1 mg EAG/g), 

comparativamente a uma fração de n-butanol, clorofórmio e água [149]. Outro estudo 

revela que o extrato aquoso (142,46 ± 0,50 mg EAG/g) apresenta um valor superior em 

relação ao extrato alcoólico (81,86 ± 0,95 mg EAG/g) e ao extrato de acetato de etilo 

(67,55 ± 0,38 mg EAG/g) [79].  

Estes estudos apresentam uma gama de valores particularmente diferente dos 

resultados obtidos. Na verdade, vários métodos são utilizados para a extração de 

compostos fenólicos e desta forma a estimativa do seu teor é muitas vezes variável. 

 A concentração de compostos fenólicos totais em C. vulgaris está 

intrinsecamente relacionada com a sazonalidade, como foi previamente estudado [35]. 

Extrato CFT (mg EAG/g) 

Aquoso 75,43 ± 7,345a 

Hidroalcoólico 121,92 ± 0,815b 

Alcoólico 53,96 ± 5,389c 
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Como retratado anteriormente, a composição química é condicionada por parâmetros 

como o clima, a radiação solar e a nutrição mineral, a qual pode interferir com o teor de 

metabolitos secundários [150]. 

 

 3.2.3 Teor de Flavonoides Total 

 

Os flavonoides são um grande grupo de metabolitos secundários da classe dos 

polifenois distribuídos em vegetais, plantas medicinais, sumos de fruta e uma grande 

variedade de bebidas (chá, café, vinho) [151-154]. Os compostos fenólicos, 

particularmente os flavonoides, são responsáveis por efeitos antioxidantes através da 

eliminação a larga escala de ROS e da peroxidação lipídica [155]. Estudos experimentais 

demonstraram os inúmeros efeitos benéficos destes compostos na saúde humana, 

incluindo proteção cardiovascular, atividade anticancerígena, antialérgica, antiviral e 

propriedades anti-inflamatórias [156, 157]. O TFT dos extratos foi determinado usando a 

catequina como padrão. Na Tabela 7 estão apresentados os resultados obtidos. 

 
 
 
Tabela 7:Teor de flavonoides totais (mg ECA/g extrato seco) da flor da C. vulgaris para os três 
tipos de extratos analisados: aquoso, hidroalcoólco e alcoólico.  

 

   

 
                          
                                    Os valores são apresentados como média ± desvio padrão (n=3). 

 

O TFT presente na flor da C. vulgaris foi maior para o extrato hidroalcoólico 

(118,26 mg eg. CAT/g), seguindo-se o extrato aquoso (88,72 mg eg. CAT/g) e o extrato 

alcoólico (14,80 mg eq. CAT/g). Como descrito anteriormente, o extrato hidroalcoólico é 

igualmente mais eficaz na extração de compostos fenólicos, apresentando um maior 

conteúdo relativamente aos outros extratos.  

 

 

 

Extrato TFT (mg ECA/g) 

Aquoso 88,72 ± 1,945a 

Hidroalcoólico 118,26 ± 3,598b 

Alcoólico 14,80 ± 1,136c 
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Segundo Vucic et al., existe uma variação do valor de TFT nas partes aéreas da 

planta, dependendo do tipo de extrato (aquoso, acetato de etilo e alcoólico) [79]. O teor 

mais elevado foi determinado com o extrato de acetato de etilo, correspondente a uma 

concentração total de 63,68 mg eq. rutina/ g [79]. O maior flavonoide identificado em C. 

vulgaris foi o caempferol-3-O-β-D-galactosídeo, associado a uma elevada atividade 

antioxidante [149]. Estes tipos de ensaios são muito influenciados por uma serie de 

fatores descritos anteriormente.  

3.3 Atividade Antioxidante  

 

3.3.1 Capacidade de inibição do radical DPPH 

 
O radical DPPH é frequentemente utilizado para a determinação da atividade 

antioxidante primária. A atividade de eliminação deste radical livre tem sido estudada em 

compostos antioxidantes puros, nomeadamente em extratos de plantas e frutos, bem 

como em produtos alimentares [158]. Neste estudo a atividade antioxidante foi expressa 

em equivalentes de Trolox por grama de extrato para os diferentes tipos de extratos, 

como pode ser observado na Tabela 8. 

 

Tabela 8: Atividade antioxidante dos diferentes extratos da flor da C. vulgaris, aquoso, 
hidroalcoólico e alcoólico baseados na capacidade de inibição do radical DPPH.  

 

Extrato DPPH (µmol eq. Trolox/g) 

Aquoso 23,66 ± 0,649a 

Hidroalcoólico 51,83 ± 3,903b 

Alcoólico 15,02 ± 1,574c 

                              Letras diferentes significam diferenças significativas (p <0,05). 

 

Como é possível constatar o extrato hidroalcoólico apresenta uma atividade 

antioxidante superior (51,83 µmol eq. Trolox/g), sendo o extrato alcoólico o que possui 

uma capacidade de inibição do radical mais baixa (15,02 µmol eq. Trolox/g). Estudos 

anteriores têm demonstrado a significativa atividade antioxidante da C. vulgaris face ao 

radical DPPH [70, 72, 159, 160]. Em comparação com outras espécies da mesma família, 

como Erica arbórea L. e Erica carnea L., o seu poder antioxidante revelou-se superior 

[159]. O elevado conteúdo fenólico presente em C. vulgaris está diretamente relacionado 

com uma maior atividade antioxidante, particularmente no extrato hidroalcoólico.  
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3.3.2 Capacidade Antioxidante de Redução do Ferro (FRAP) 
 

A capacidade dos extratos da C. vulgaris para reduzir os iões de ferro foi 

determinada usando o ensaio de FRAP. Este ensaio mede a redução do ião férrico (Fe3+) 

ao ferro ferroso (Fe2+) na presença de antioxidantes. Os valores obtidos estão expressos 

na Tabela 9. 

 

Tabela 9: Atividade antioxidante dos diferentes extratos: aquoso, hidroalcoólico e alcoólico da flor 
da C. vulgaris baseado na sua capacidade de reduzir o irão férrico (Fe3+) ao estado ferroso (Fe2+).  

 

Extrato FRAP (µmol/g) 

Aquoso 1354,5 ± 102,14a 

Hidroalcoólico 2138,3 ± 15,46b 

Alcoólico 634,8 ± 99,00c 

Os valores são apresentados como média ± desvio padrão (n=3). 
Letras diferentes significam diferenças significativas (p <0,05). 

 

Os valores variaram entre 634,8 e 2138,3 µmol/g para o extrato alcoólico e 

hidroalcoólico, respetivamente. Como foi anteriormente evidenciado, o extrato 

hidroalcoólico apresenta os valores mais elevados, exibindo um perfil antioxidante 

superior aos restantes extratos. Este ensaio foi anteriormente realizado num extrato 

hidroalcoólico (70% em etanol) da C. vulgaris, tendo-se verificado atividade antioxidante 

face a este método [159]. A significativa capacidade antioxidante desta espécie pode ser 

explicada pela presença de dois compostos fenólicos, o caempferol-3-O-β-D-galactosídeo 

(seu principal flavonoide glicosídeo) e a quercetina. [149, 161].  

A avaliação da atividade antioxidante foi realizada através de métodos 

espectrofotométricos. As diferenças observadas entre os dois ensaios são expectáveis, 

uma vez que possuem diferentes mecanismos de ação e diferentes condições reacionais.   
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3.3.3 Correlação de Atividades  
 

De modo a interligar os resultados obtidos efetuou-se uma correlação de 

atividades. A Tabela 10 apresenta os valores da correlação de Pearson (R2) obtidos para 

os vários ensaios efetuados, relacionando o conteúdo de compostos bioativos com a 

atividade antioxidante nos diferentes extratos da C. vulgaris. 

 

Tabela 10: Valores de Correlação de Pearson (R2) obtidos para os ensaios. 

 

 

 

A análise da Tabela 10 permite verificar uma correlação muito forte entre os 

vários tipos ensaios. Os polifenois têm sido descritos como responsáveis pela atividade 

antioxidante de extratos vegetais. Os dois métodos utilizados para determinar a atividade 

antioxidante, DPPH e FRAP, apresentam uma correlação positiva entre o CFT e o TFT. 

Geralmente o elevado CFT está relacionado com uma elevada atividade antioxidante dos 

extratos [158].  

O elevado teor em compostos fenólicos, associado à elevada atividade 

antioxidante, constitui uma boa evidência dos benefícios do extrato hidroalcoólico da C. 

vulgaris. Este facto está relacionando sobretudo com a possibilidade de extração de um 

maior número compostos (polares e apolares). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensaios DPPH CTF Flavonoides 

CTF 0,996 1 0,899 

Flavonoides 0,858 0,899 1 

FRAP 0,963 0,983 0,964 
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3.3 Viabilidade Celular – Ensaio MTT 

 

Os diferentes extratos da C. vulgaris foram avaliados em duas linhas celulares, 

querationocitos e fibroblastos, de modo a verificar os seus efeitos na viabilidade celular. Os 

ensaios foram realizados com diferentes concentrações de extrato: 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 

µg/mL.  
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Figura 16: Efeito da atividade metabólica de células HaCat após o seu contacto com diferentes 
extratos (aquoso, hidroalcolico e alcoólico) e concentrações da C. vulgaris, determinado pelo 

ensaio de MTT. Valores são expressados com as médias ± desvio padrão (n=4). * p˂0,05 

comparado com as diferentes concentrações 

 

Consoante é possível observar na Figura 16, os extratos não conduziram a uma 

diminuição da viabilidade celular em queratinócitos até uma concentração de 100 µg/mL. 

Para estas concentrações, a viabilidade celular manteve-se superior a 80%. Quando os 

queratinócitos são expostos a uma concentração de extrato de 1000µg/mL ocorre uma 

diminuição da viabilidade celular, em particular após exposição ao extrato aquoso. 

A Figura 17 apresenta os resultados do ensaio de viabilidade celular em 

fibroblastos.  
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Figura 17: Efeito da atividade metabólica de fibroblastos após o seu contacto com diferentes 
extratos (aquoso, hidroalcolico e alcoólico) e concentrações da C. vulgaris, determinado pelo 
ensaio de MTT. Valores são expressados com as médias ± desvio padrão (n=4). * p˂0,05 
comparado com as diferentes concentrações 

 

A percentagem de viabilidade celular em fibroblastos apresenta uma gama de 

valores semelhante para concentrações até 100 µg/mL. No geral, estes valores são 

inferiores aos obtidos para os queratinócitos nas mesmas concentrações. Estes 

resultados são concordantes com outros autores que observaram que os queratinócitos 

são mais resistentes do que os fibroblastos, quando em contacto com diferentes 

substâncias [162-165]. 

 A concentração de 1000 µg/mL apresentou os valores mais elevados de 

viabilidade celular, sendo estatisticamente diferentes quando comparados com outras 

concentrações. Este facto pode estar associado a um efeito protetor do extrato que a 

elevadas concentrações pode estimular a atividade mitocondrial, o que pode justificar a 

elevada percentagem de viabilidade celular verificada. São, contudo, necessários mais 

ensaios que comprovem este efeito protetor. 
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3.5 Atividade Antimicrobiana 

 
Na avaliação da atividade antimicrobiana foram selecionadas bactérias Gram-

positivas (S. aureus e S. epidermidis), Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae, P. 

aeruginosa) e fungos (C. albicans). De acordo com diferentes autores, os microrganismos 

presentes na flora “normal” da pele incluem diferentes bactérias como S. epidermis, S. 

aureus ou até mesmo P. aeruginosa [166, 167]. Staphylococcus é género de bactéria 

mais representativo na pele humana, dentro do qual S. epidermidis é a espécie mais 

prevalente [166-168]. Por outro lado, S. aureus é uma espécie que tem sido 

frequentemente encontrada a colonizar locais húmidos da pele de pessoas saudáveis, 

sendo em alguns casos considerada um agente patogénico resistente à meticilina, [167].  

Na pele, a P. aeurigosa pode causar dermatite ou infeções em tecidos moles 

mais profundos [169]. E. coli e K. pneumonia são também duas espécies importantes em 

infeções nosocomiais [170, 171]. Por fim, Candida é um género de fungos patogénicos 

mais comumente encontrado em humanos, sendo agentes causadores da candidíase. 

Dentro deste género, C. albicans é considerada a espécie mais patogénica [172].   

Com efeito, a avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos nestas 

espécies pode ser considerada de grande relevância na área cosmética. Além disso, os 

microrganismos como fungos e bactérias são importantes fatores causadores do 

processo de oxidação durante o armazenamento de produtos cosméticos, provocando 

por consequência a sua deterioração. A Tabela 11 resume os valores de CMI para cada 

um dos microorganismos. 

 

Tabela 11: Atividade antimicrobiana dos diferentes extratos da C. vulgaris expressos com a 

concentração mínima inibitória (CMI).  

Estirpes bacterianas 

CMI (mg/mL) 

Extrato 

Aquoso Hidroalcoólico Alcoólico 

S. epidermidis DSM28764 8.8 2.0 10.8 

S. aureus ATCC6538 17.5 2.0 21.6 

S. aureus MRSA 35.0 2.0 43.2 

P. aeruginosa ATCC9027 >35.0 >8.5 >43.2 

E. coli ATCC8739 >35.0 >8.5 >43.2 

K. pneumoniae ATCC4352 >35.0 >8.5 >43.2 

C. albicans ATCC10231 >35.0 >8.5 >43.2 
         Os dados são representados com a média das repetições (n=3). 

 



Valorização de Calluna vulgaris (L.) Hull como potencial ingrediente cosmético    FFUP 

                                                                                                                                                                      

 

55 

 

A análise da Tabela 11 permite constatar que o extrato hidroalcoólico apresentou 

valores de CMIs que variam entre 2 e 8.5 mg/mL. O extrato aquoso e alcoólico, pelo 

contrário, apresentaram valores superiores para todas as espécies avaliadas. O valor de 

CMI mais baixo foi obtido com o extrato hidroalcoólico em ambas as estirpes de S. 

aureus e S. epidermidis. Pelo contrário, os valores de CMI mais elevados foram 

verificados nas espécies P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae e C. albicans, quando 

utilizado o extrato alcoólico. 

De acordo com Fabry et al. para que os extratos de plantas possam ser 

considerados como potencialmente ativos terapeuticamente, os valores de CMI devem 

ser inferiores a 8 mg / mL [173]. Pelo contrário, Gibbons sugere que os fitoquímicos 

isolados devem ter valores de CMI inferiores a 1 mg / ml para que possam ter atividade 

antimicrobiana [174]. Os valores de CMI determinados para os extratos avaliados foram 

apenas inferiores a 8 mg/mL no caso do extrato hidroalcoólico nas estirpes de S. aureus 

e S. epidermidis, indicando assim um eventual efeito antimicrobiano. Pelo contrário, se for 

tida em conta a definição de Gibbons, nenhum dos extratos apresenta atividade 

antimicrobiana.  

A potencial atividade antimicrobiana de extratos de C. vulgaris tem sido 

estudada por diferentes autores. De acordo com Kumarasamy et al., o extrato metanólico 

de C. vulgaris possui atividade antimicrobiana contra as estirpes S. aureus e S. hominis, 

com um valor de CMI de 0,1 µg/ml [9]. Pavlović et al., demonstraram uma leve atividade 

do extrato etanólico de C. vulgaris contra S. aureus e Bacillus subtilis [175]. Por sua vez, 

Gharreb et al. estudaram este efeito em C. vulgaris e em mais duas espécies presentes 

na medicina tradicional, Ferula sp. e Tribulus sp. Estes autores mostraram que o extrato 

etanólico de C. vulgaris apresenta atividade antimicrobiana contra um maior número de 

bactérias patogénicas (Agrobacterium Tumefaciens, Erwinia sp., K. pneumoniae e P. 

aeruginosa) em comparação com as outras duas espécies estudadas [45]. 

A potencialidade do extrato de C. vulgaris contra determinadas bactérias 

patogénicas encontra-se desta forma brevemente descrita na literatura, sendo 

relacionado o seu efeito com a presença de compostos fenólicos e flavonoides na sua 

composição. O presente estudo reforça os resultados obtidos anteriormente por 

diferentes autores, comprovando o seu potencial uso como antimicrobiano. Com efeito, 

de modo a identificar os compostos responsáveis pela atividade antimicrobiana verificada 

neste estudo preliminar, ensaios mais detalhados serão realizados no grupo de 

investigação nos próximos tempos. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CONCLUSÃO 
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O trabalho realizado pretendeu valorizar a planta C. vulgaris, visando uma 

possível aplicação na indústria cosmética e eventualmente nutracêutica. A análise 

nutricional permitiu um conhecimento inovador do perfil de macronutrientes, 

demonstrando uma elevada quantidade em fibras e hidratos de carbono na planta. A flor 

da C. vulgaris foi recolhida em dois meses distintos (maio e outubro) revelando ser 

essencialmente constituída por α-tocoferol, o principal tocoferol que atua na prevenção e 

tratamento do envelhecimento cutâneo. Para além disso, a análise do perfil de vitamina E 

permitiu demonstrar que as diferentes condições climáticas a que a planta está sujeita 

nos diferentes meses influenciam consideravelmente o seu conteúdo químico. 

Relativamente à composição em ácidos gordos, o ácido linolénico foi o composto 

maioritário presente, seguido pelo ácido linoleico. Ambos os ácidos gordos estão 

descritos na literatura como ingredientes anti-inflamatórios importantes para formulações 

do cuidado da pele. 

 A avaliação global deste trabalho permitiu concluir que para além da sua 

composição química, rica em compostos potencialmente benéficos para pele, a C. 

vulgaris é constituída por um elevado teor de compostos bioativos. O elevado conteúdo 

fenólico presente na planta encontra-se diretamente relacionado com uma maior 

atividade antioxidante, conferindo uma importante ação antioxidante contra os radicais 

livres decorrentes do stresse oxidativo. Apesar dos três extratos (aquoso, hidroalcoólico e 

alcoólico) terem demonstrado potencial antioxidante, o extrato hidroalcoólico revelou uma 

melhor evidência desta propriedade. 

O objetivo do trabalho passou também pela avaliação dos diferentes extratos da 

C. vulgaris em duas linhagens celulares da pele, onde foi verificado que estes não 

interferem consideravelmente na viabilidade celular até uma determinada concentração. 

Uma possível atividade antimicrobiana destes extratos foi demonstrada, o que 

certamente irá constituir um ponto de partida para a avaliação das vantagens de novas 

aplicações da planta no futuro.  

O estudo e o desenvolvimento de novos produtos usando extratos desta planta 

pode assim tornar-se uma garantia de sucesso, aliado à sustentabilidade ambiental. 

Perante os resultados obtidos é demonstrada a potencialidade da planta como 

ingrediente ativo na formulação de produtos cosméticos.  

As investigações devem assim aprofundar-se no sentido de compreender a 

eficácia terapêutica do extrato, o seu perfil, a sua estabilidade e a sua rentabilidade, 

relativamente à sua produção à escala industrial.  
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Numa perspetiva futura e de continuidade deste trabalho, a determinação e 

identificação individual dos compostos bioactivos por HPLC, bem como a avaliação dos 

extratos em modelos 3D de pele e olho (nomeadamente modelos validados como o 

EpiSkin® ou o EpiOcular® que permitam a avaliação do potencial irritante dérmico e 

ocular) deverão ser tidos em conta. Dentro do campo das perspetivas futuras estão 

igualmente incluídos ensaios da avaliação de eficácia in vivo, através de patch testes 

durante 48 horas. De forma a avaliar a segurança do extrato, seria também interessante 

desenvolver estudos de sensibilização e tolerância cutânea em condições normais de 

uso. 
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