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Resumo

A Salicornia ramosissima ¢ uma planta halofita, pertencente a familia
Chenopodiacea, que se desenvolve em zonas marinhas vulgarmente encontrada em
ambientes sapais, os quais sdo caracterizados por uma elevada concentracdo salina. A
producdo industrial da salicornia tem aumentado a nivel nacional, muito devido as suas
diversas atividades bioldgicas, nomeadamente atividade antioxidante, antibacteriana e
anticancerigena. Recentemente, as caracteristicas organoléticas e sensoriais desta planta
evidenciaram a sua aplicacdo como alternativa ao sal marinho. A nivel industrial a
produgdo de salicornia gera elevadas quantidades de um residuo de colheita, vulgarmente
descartado. Com efeito, o presente trabalho teve como objetivo principal caraterizar
quimica e biologicamente o residuo da producdo industrial de S. ramosissima. Numa
etapa inicial recorreu-se & Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) para otimizar
as condicdes de extragdo dos compostos bioativos deste subproduto, com recurso a
extragdo convencional e utilizando d4gua como solvente. As condi¢des 6timas de extragao,
que maximizaram o teor de polifendis e as atividades antioxidante e antiradical,
ocorreram a temperatura de 80° C durante um periodo de 10 minutos. A atividade
antioxidante foi avaliada pelo ensaio FRAP, enquanto a atividade antiradical teve por
base os ensaios de captagdo do radical DPPH" e do catido ABTS. O extrato 6timo foi
igualmente avaliado quanto a capacidade de captacdo de espécies reativas de oxigénio
(nomeadamente acido hipocloroso (HOC]) e radical superdxido (O2")), perfil fenolico e
efeitos na viabilidade celular de queratindcitos e fibroblastos, com recurso ao ensaio
colorimétrico de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT).

O extrato 6timo de salicornia apresentou um teor de polifendis de 891,61 g de
equivalentes de acido gélico por 100 mg de extrato seco (ug EAG/100 mg es). As
capacidades antioxidante e antiradical, estando interligadas com o teor de polifendis, ndo
foram elevadas (FRAP = 13,56 umol de equivalentes de FeSO4 por 100 mg de extrato
seco (umol ESF/100 mg es); ABTS = 1272,20 ug de equivalentes de acido ascoérbico por
100 mg de extrato seco (ug EAA/100 mg es); DPPH = 1106,10 pg de equivalentes de
Trolox por 100 mg de extrato seco (ug ET/100 mg es)), no entanto o extrato 6timo
apresentou um bom potencial de captagdo do HOCI (CMIso = 26,61 pg/mL). No que toca
ao potencial de captag@o do radical O>" a CMlIso calculada foi de 324,82 ug/mL. O perfil

fendlico, avaliado por HPLC-MS, revelou a presenca de uma grande quantidade de 4cidos
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fenolicos (acido 3,5-dicafeoilquinico; acido 1,4-dicafeoilquinico e 4acido 4-
cafeoilquinico), bem como flavonoides (derivados de quercetina e isoramnetina). Por fim,
ndo se verificou uma diminui¢do da viabilidade celular de fibroblastos e queratindcitos
apos exposicao as diferentes concentragdes de extrato avaliadas (0,1 — 1000 pg/mL).

O presente trabalho permitiu assim reportar a composi¢do do subproduto
industrial da produ¢do da salicérnia, abrindo novas perspetivas de futura valorizagdo

deste residuo para diferentes industrias, tais como a cosmética e a alimentar.

Palavras-chave: Salicornia ramosissima; espécies reativas; polifendis; sustentabilidade;

valorizagao de residuos industriais.
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Abstract

Salicornia ramosissima is a halophyte plant from Chenopodiaceae family widely
found in marine areas, particularly salt marshes characterized by a high salt concentration.
The industrial production of salicornia has increased in Portugal in the last years, largely
due to the different biological activities associated with its consumption, namely
antioxidant, antibacterial and anticancer activities. Recently, the organoleptic and
sensorial characteristics of salicornia increased its use as an alternative to sea salt. At
industrial level, the production of salicornia generates large amounts of a discarded
residue. Therefore, the principal aim of this work was to characterize chemically and
biologically the residue of industrial production of S. ramosissima.

In an early stage, the Response Surface Methodology (RSM) was used to optimize
the extraction conditions of salicornia by-product by conventional technique and using
water as solvent in order to optimize the antioxidant/antiradical composition. The optimal
extraction conditions occurred at a temperature of 80° C and during a period of 10
minutes. The antioxidant activity was evaluated by FRAP assay, while the antiradical
activity was screened by DPPH and ABTS assays. The optimal extract was also evaluated
regarding the ability to scavenge reactive oxygen species (namely hypochlorous acid
(HOCI) and superoxide radical (O2")) as well as regarding the phenolic profile and the
effects on the viability of keratinocytes and fibroblasts using the colorimetric assay of
reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT).

The optimal extract achieved a total phenolic content of 891.61 pg gallic acid
equivalents per 100 mg of dry weight (ug EAG/100 mg dw), while the antioxidant
activity, evaluated by the FRAP assay, was 13.56 umol of ferrous sulphate equivalents
per 100 mg of dry weight (umol FSE/100 mg dw). Regarding the radical scavenging
capacity, the ABTS assay led to a result of 1272.20 pg of ascorbic acid equivalents per
100 mg of dry weight (ug AAE/100 mg dw), while the DPPH assay achieved a value of
1106.10 pg Trolox equivalents per 100 mg of dry weight (ug TE/100 mg dw). The
capacity to scavenge the reactive oxygen species was good, particularly regarding HOCI
(ICs0 = 26,61 ng/mL). Nevertheless, a lower potential was observed for the scavenge of
02" (ICs0 = 324.82 pg/mL). The phenolic profile revealed the presence of phenolic acids
(3,5-dicaffeoylquinic acid, 1,4-dicaffeoylquinic acid and 4-caffeoylquinic acid) as well

as flavonoids (quercetin and isoramnetine). The cell viability assays revealed the absence
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of toxic effects on fibroblasts and keratinocytes after exposure to different extract
concentrations (0.1 — 1000 pg/mL).

This work allowed to report the composition of the industrial by-product of
salicornia production, opening new perspectives for future valorisations in different

industries, such as food and cosmetics.

Keywords: Salicornia ramosissima; reactive species; polyphenols; sustainability;

recovery of industrial waste.
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1. Introducao

As plantas halofitas representam um conjunto de seres vivos que t€ém como
principal caracteristica a capacidade de lidar e sobreviver em ambientes em que a
concentragdo de sal ¢ muito elevada. Esta caracteristica torna-as tinicas, representando a
maior vantagem adaptativa destes seres vivos, uma vez que a maior parte das culturas
convencionais sao muito afetadas pelo stress salino presente nos solos utilizados para a
agricultura (Ventura & Sagi, 2013). Esta familia de plantas tem mecanismos evoluidos
ao nivel das raizes, folhas e caules que lhes conferem capacidade de sobreviver na
presenca de dgua salgada. A camada exterior — epiderme - ¢ constituida por um conjunto
de células impermedveis ao sal, enquanto a endoderme apresenta uma camada entre as
células que permite a passagem de dgua, com o objetivo de aumentar a concentracao de
sal filtrado. Algumas destas plantas apresentam um conjunto de células especializadas
nas folhas - glandulas de sal - que tém a capacidade de armazenar o sal em excesso. Por
seu lado, as células presentes no interior t€ém como principal fungdo tratar o sal, para que

este possa ser absorvido pela planta (Costa, 2001).

As plantas halofitas representam, apenas, 1% de toda a flora mundial. A
necessidade de adaptagdo do seu metabolismo tem como principal objetivo sobreviver

em ambientes hostis e segue vdrias estratégias (Costa, 2001):

e Aumento da dilui¢do i6nica, a qual resulta no desenvolvimento da suculéncia
das folhas mediante o incremento da relagdo volume/superficie externa;

e Aumento da capacidade de absor¢ao de alguns ides, quando na presenca de
elevadas concentracdes de sédio no meio envolvente;

e Desenvolvimento da capacidade de acumulagdo, em certas partes da planta,
de grandes quantidades de sais resultantes do metabolismo, os quais mais tarde
sdo eliminados, juntamente com os 6rgaos que serviam como armazém;

e Desenvolvimento da capacidade de excrecao de soédio em haléfilos submersos,
através de mecanismos de extrusdes idnicas;

e Desenvolvimento de certos 6rgaos, ou particularidades fisicas, com o objetivo
de aumentar a tolerancia ao sal;

e Existéncia de glandulas de sal, as quais sdo responsaveis pela composi¢ao

mineral de alguns halofitos;



Além disso, as plantas halofitas podem ser divididas em trés grandes grupos

(Costa, 2001):

e Halodfitas obrigatorias, que necessitam de ambientes salinos para o seu
desenvolvimento, como ¢ o caso da salicornia;

e Halodfitas preferenciais, que preferem ambientes salinos como meio de
desenvolvimento;

o Halofitas de subsisténcia, que tém a capacidade de tolerar ambientes salinos.

1.1. Salicornia ramosissima

A classificagdo taxondmica da Salicornia ramosissima (vulgarmente conhecida
como salicérnia) encontra-se ainda mal definida, o que aumenta a dificuldade em
classificar a maioria das espécies que pertencem a esta familia (Vargas et al., 2007). Na
verdade, lacunas relacionadas com a falta de informacdo morfologica, a diversidade
fenotipica e os sistemas de reprodu¢@o, contribuem para a dificuldade em reconhecer se
as plantas que coabitam na mesma area e compartilham uma morfologia idéntica
apresentam o mesmo gendtipo (Singh et al., 2014). Esta incerteza taxondémica ¢ ainda
reforgada por dois importantes aspetos, nomeadamente, a presenca de uma elevada
diversidade fenotipica (os mesmos genotipos foram classificados de forma desigual em
diferentes regides) e pelas semelhancas morfoldgicas marcantes, acompanhadas de uma
fraca diferenciagdo. A Tabela 1 resume a classificagdo taxondémica comumente mais

aceite pela comunidade cientifica (Singh et al., 2014).



Tabela 1. Classifica¢do taxondmica da S. ramosissima.

Classificacao taxonomica

Reino Plantae
Filo Angiospermophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Caryophiliidae

Ordem Caryophylales
Familia Chenopodiaceae
Género Salicornia
Espécie Salicornia ramosissima

A salicérnia pertence a familia das Chenopodiaceae e, apesar de ser considerada
uma planta terrestre, ¢ vulgarmente encontrada em zonas costeiras e em sapais, estando
adaptada a elevadas temperaturas e intensidades de luz, acompanhadas por grandes
periodos de seca (Isca et al., 2014). O facto de estarem adaptadas a ambientes sapais, onde
os niveis de salinidade sdo elevados, permitiu o desenvolvimento de um mecanismo de
tolerancia ao sal. Para além desta caracteristica, esta planta apresenta ainda resisténcia a
doengas e pragas, o que aumenta o interesse dos produtores para a criacdo de uma
agricultura sustentdvel. Este interesse assenta no facto da salicornia exibir propriedades
nutricionais e funcionais notaveis, particularmente no que toca a compostos bioativos

(Lima et al., 2020).

Morfologicamente, a salicornia ¢ uma planta pequena e sem folha aparente,
podendo atingir cerca de 40 cm de altura, apresentando um caule carnudo, simples ou
com muitas ramificagdes, com uma cobertura fotossintética de aspeto suculento
(Castroviejo, 1991; Isca et al., 2014). Esta halofita apresenta ramos aproximadamente
retos, onde cada espiculo (ponta) apresenta inflorescéncias caracterizada por uma cimeira
de trés flores nas partes terminais (Biorede, n.d.). A flor central é geralmente arredondada,
apresentando um comprimento igual ou ligeiramente superior a sua largura, senda esta
sempre maior do que as flores laterais (Castroviejo, 1991). Os diferentes constituintes da

salicornia encontram-se apresentados na Figura 1.



Figura 1. Constituintes da Salicornia ramosissima. a) Caule; b) Inflorescéncia; ¢) Conjunto florifero; d)
Flor; e) Perspectiva lateral da semente com restos do perianto; f) Perianto; g) Semente; h) Corte
longitudinal da semente (Castroviejo, 1991).

As suas folhas t€ém forma de escama e apresentam uma coloracdo diferente

consoante a estacdo do ano, sendo verdes durante a primavera e o verdo, e avermelhadas

no outono (Figura 2).

Figura 2. Salicornia ramosissima com folhagem verde (1) e com folhagem avermelhada (2).



1.2. Distribuicdo geografica

A salicornia tem capacidade de se desenvolver em diferentes tipos de clima, desde
ambientes tropicais a climas moderados. Contudo, devido a sua tolerancia ao sal, cresce
preferencialmente em locais como pantanos, sapais salgados, salinas que se encontram
temporariamente alagadas e litorais costeiros (Hupel et al., 2011). O seu crescimento
encontra-se reportado na parte oeste da Europa, bem como na parte noroeste de Africa e
no litoral da Peninsula Ibérica (Isca et al., 2014). Em Portugal, esta planta esta

amplamente presente na zona da Ria de Aveiro, assim como no Algarve (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo nacional da planta Salicornia ramosissima (Aratjo et al., 2021).

A salicornia diferencia-se das outras halofitas pelo facto de ser encontrada na parte
superior das marés, o que evidencia que passa grande parte do seu desenvolvimento fora
de agua, estando exposta durante grandes periodos a luz solar. Esta exposi¢ao ¢, muito
provavelmente, responsavel pelo teor em compostos fendlicos que apresenta, os quais lhe
conferem foto-protecdo (Hupel et al., 2011). Para além de sofrer grandes exposi¢des aos
raios ultravioleta (UV), a salicornia ¢ afetada por outros problemas que conduzem ao seu
desaparecimento, nomeadamente pela seca, pelas elevadas concentracdes de sal no solo,
pela agitagdo maritima e pela biodiversidade, como a presenca de algas (Watkinson &

Davy, 1985).



A salicornia pode ainda servir como protecdo ao habitat onde se encontra, tornando-se
uma das plantas mais importantes nos ecossistemas devido a sua capacidade de filtragdo
de metais pesados e a prote¢do da zona costeira da abrasdo marinha, provocada pela forca

das marés (Isca et al., 2014).

1.3. Producao

Nas ultimas décadas tém-se verificado um aumento na procura de estilos de vida
saudaveis, muito devido ao aumento do sedentarismo e das doencas associadas. O
crescente consumo de sal na alimentacdo, a titulo exemplificativo, conduziu a um
aumento das doencas cardiacas, levando a industria alimentar a desenvolver alimentos
que apresentem menores teores de sal na sua composi¢do, mantendo simultaneamente o
sabor e a textura. Um desses ingredientes recentemente introduzido ¢ salicornia, cujo
consumo tem disparado a nivel nacional. Atualmente, esta planta ¢ considerada exotica
na maioria dos mercados internacionais, sendo vulgarmente apelidada de “sal verde”. A
sua procura ¢ essencialmente feita por restaurantes gourmet com o objetivo de introduzir
alimentos inovadores nas suas ementas (Barreira et al., 2017; Ferreira et al., 2018). Num
ambiente doméstico, a sua utilizagdo para substituicdo do habitual sal marinho na
confecdo de saladas tem apresentado um crescimento exponencial, devido as suas

caracteristicas organoléticas.

Com efeito, a produgdo de salicornia pode representar um importante passo para
a sustentabilidade, devido a utilizacdo de solos que, sob o ponto de vista agricola, se
encontram inadequados para um cultivo convencional, transformando-se em areas
produtivas que nao necessitam de agua fresca. Uma das principais preocupagdes nos
processos agricolas ¢ o uso de pesticidas e fertilizantes, os quais poderao ser evitados na
producdo desta planta, ja que ¢ altamente resistente a doengas agricolas. Em Portugal, o
cultivo de salicornia pode ser realizado em grande escala devido a elevada area de zona
litoral, a qual tem as condicdes ideais para a sua producgdo (Lopes et al., 2017). A nivel
nacional existem estudos para uma produgdo de salicornia em ambiente de estufa, de
forma a conseguir controlar algumas das condi¢des que provocam a morte da planta,
como o nivel de salinidade, a temperatura e a luz. O controlo destas condicionantes pode

modificar a sua composicdo e afetar as suas propriedades nutricionais, bem como os



potenciais efeitos benéficos para a saide humana (Lima et al., 2020). Na verdade, a
salinidade dos solos pode levar a variagdes no valor nutricional, mais propriamente no
teor de proteinas e na capacidade antioxidante da salicornia, sendo possivel afirmar que
as condicdes 6timas para o seu crescimento variam entre os 50 e os 250 mM de NaCl e,
em situacdes extremas, entre os 200 a 400 mM de NaCl (Lima et al., 2020; Ventura &
Sagi, 2013). Esta diferenca de salinidade, dependendo do local em que se encontra, pode

afetar diretamente a sua germinacao (Ventura & Sagi, 2013).

A produgdo da salicornia acresce ainda de algumas preocupacdes relacionadas
com o reaproveitamento dos residuos resultantes. Segundo o projeto AquaCombine (que
visa criar industrias circulares envolvendo a producdo de alimentos, produtos
farmacéuticos e bioenergia a partir de uma cultura agrénoma sustentavel com pouca, ou
quase inexistente, producdo de residuos) a salicornia ¢ uma planta de extremo interesse
(AquaCombine Project, 2020). Com efeito, apenas as partes superiores da salicornia sdo
utilizadas, enquanto a restante planta (cerca de 80%) ¢ considerada residuo. Atualmente,
estes residuos sdo utilizados nos solos, o que pode causar um aumento do seu teor em sal.
Como alternativa, a AquaCombine procura a utilizagdo destes residuos como fonte de

ingredientes ativos para produtos farmacéuticos e nutracéuticos.

Um dos pontos cruciais antes da produgdo deste tipo de plantas, ¢ a escolha do
método de propagacdo das mesmas, tendo em conta o objetivo final pretendido. A
producdo pode ser realizada por propagacdo por semente ou técnicas in-vitro. A
propaga¢do por semente ¢ a técnica normalmente utilizada na agricultura e tem como
principais beneficios apresentar uma elevada produtividade e custos mais reduzidos,
permitindo assim uma maior diversidade genética e novas combinagdes. Por outro lado,
os métodos de propagacdo in-vitro aplicam-se quando se pretende manter as
caracteristicas genéticas de uma planta. Dentro deste ultimo grupo, destaca-se a
micropropagacdo, a qual representa uma producdo seletiva das plantas a larga escala
mantendo, simultaneamente, precos competitivos. A micropropagagdo ¢ realizada em
laboratério em condigdes controladas, o que promove a conservagao por longos periodos
de tempo devido a auséncia de doengas ou fungos. Deste modo, possibilita uma reduc¢do
do tempo e da area necessaria para a reproducdo. No entanto, esta técnica apresenta alguns
problemas, como por exemplo os custos elevados e a instabilidade e qualidade genética

das plantas em produgao.



Apesar de ser um produto pouco procurado em Portugal, devido a falta de
conhecimento acerca das suas diversas propriedades, a S. ramosissima apresenta
inumeras vantagens em relacdo a outras espécies da mesma familia, nomeadamente por
apresentar propriedades antioxidantes, antitumorais e diuréticas (Ferreira et al., 2018).
Devido a este desconhecimento, torna-se dificil encontrar niumeros concretos acerca da
produ¢do mundial e nacional da salicérnia. De acordo com um projeto desenvolvido em
Figueira, concelho de Portimao, a producdo anual pode ascender a 15 toneladas, sendo a

maior percentagem exportada para a Holanda (Barlavento, 2019).

1.4. Composicio nutricional

A composicao nutricional da salicornia tem sido alvo de estudo por diversos
grupos de investigacdo. De acordo com Diaz ef al., nutricionalmente a salicornia € rica
em minerais e vitaminas, predominando vitaminas A e C, tendo igualmente aminoécidos
essenciais, acidos gordos e fibras (Diaz et al., 2013). Barreira ef al. reportaram que a
salicornia ¢ uma fonte de importantes minerais essenciais, nomeadamente sodio (89,9
mg/g), magnésio (9,43 mg/g), potassio (8,92 mg/g), calcio (4,86 mg/g), ferro (1,53 mg/g)
e manganés (204 ng/g). No entanto, o elevado teor em sddio pode conduzir a problemas
de saude (Barreira et al., 2017). Este elevado contetido em minerais essenciais deve-se ao
ambiente salino em que a salicornia se desenvolve e a sua capacidade de filtragdo dos
mesmos (Isca et al., 2014). Ainda de acordo com os mesmos autores (Barreira et al.,
2017), esta planta apresenta na sua composicao acidos gordos essenciais, nomeadamente

acido linoleico e acido a-linolénico.

Isca et al. efetuaram uma caracterizacao lipofilica completa da S. ramosissima,
reportando a presenca de acidos gordos livres e esterificados, alcoois gordos, esterois,
alcanos e alguns derivados de 4cidos aromaticos (Isca et al., 2014). Foram ainda
identificados, pela primeira vez, vdarios alcoois gordos secundarios e acidos
dicarboxilicos. Varios destes compostos detetados podem ter grandes beneficios para a
saude, o que sugere que a salicornia possa ser considerada uma fonte alimentar importante

de fitoquimicos lipofilicos. A Tabela 2 resume a composi¢do nutricional da salicérnia.



Tabela 2. Composic¢ao nutricional segundo Associa¢ao Portuguesa da Nutrigao (APN, 2018).

Salicornia fresca Por 100 g

Energia (kJ / kcal) 160,54 / 38,37
Lipidos (g) 0,29
dos quais saturados (g) 0,18
Hidratos de carbono (g) 6,39
Proteina (g) 0,81
Fibra (g) 3,49
Sal (g) 2,94
Calcio (mg) 62,51
Potassio (mg) 231,42
Magnésio (mg) 19,95
Sédio (mg) 1176,65
Cobre (mg) 144,97
Ferro (mg) 0,11
Zinco (mg) 3,35

1.5. Atividades biologicas

As atividades antioxidante, anticancerigena e antibacteriana da salicornia foram
recentemente constatadas (Ferreira et al., 2018). Apesar de ainda serem escassos 0s
trabalhos realizados acerca da sua utilizacdo como potencial agente anticancerigeno, foi
comprovado que esta planta tem capacidade antiproliferativa em células cancerigenas,
nomeadamente células pulmonares (linha A549) (Zhao et al., 2014) e intestinais (linha
HT-29) (Patel, 2016; Ryu et al., 2009), aumentando assim a sua procura como potencial
tratamento alternativo para diferentes doencas (Ferreira et al., 2018). Dentre as suas
potenciais atividades biologicas destaca-se a atividade antioxidante, que de modo sumario

se detalhara nos seguintes subpontos.



1.5.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante tem por base a presenga de moléculas com capacidade
para retardar ou inibir particulas oxidaveis, através da captacdo de radicais livres. Os
antioxidantes podem ter origens diferentes, podendo ser exdgenos (caso sejam obtidos
através da alimentacdo ou de suplementos, destacando-se o B-caroteno, a vitamina E, o
acido ascorbico e os compostos fendlicos) ou enddgenos (se forem produzidos pelo
organismo, como ¢ o caso da glutationa) (Barreiros et al., 2006; GaSparovi¢ et al., 2010).

Sob o ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo caracterizados como
compostos que apresentam na sua composi¢ao um grupo hidroxilo, podendo ser sintéticos
ou naturais. Os antioxidantes sintéticos sdo suplementos nutricionais ou dietéticos cujo
principal objetivo ¢ o fornecimento de nutrientes que estdo ausentes ou ndao sdo
consumidos durante a alimentagdo. Estes antioxidantes podem ser incorporados nos
alimentos, para aumentar a sua vida Util e a sua resisténcia a diferentes condig¢des de
armazenamento ¢ de tratamento (Carocho & Ferreira, 2013). Normalmente, atuam na
inibicao do processo oxidativo ao transferir um hidrogénio para o radical livre (Poljsak et
al., 2013).

Por outro lado, os antioxidantes naturais podem ser caracterizados como
compostos bioativos obtidos através de qualquer alimento, salientando-se a sua presenca
em maior quantidade em vegetais, fruta e cereais integrais. Estes antioxidantes podem ser
separados em dois grupos: enzimaticos € ndo enzimaticos (Ratnam et al., 2006). As
enzimas antioxidantes também representam uma grande importancia na satde devido ao
papel crucial na neutralizagdo da toxicidade do oxigénio na auséncia de compostos
antioxidantes (Birben et al., 2012). A sua funcdo ¢ semelhante a dos sintéticos,
diferenciando-se na forma como atuam. Os antioxidantes naturais podem atuar como
agentes de reducdo, sequestradores de radicais livres ou supressores de oxigénio (Davy,
2009).

A nivel alimentar, os antioxidantes tém uma importante funcdo ao evitar a
oxidac¢ao lipidica, principal reagdo que pode ocorrer desde o processo de produgdo até ao
armazenamento dos alimentos. A oxidag¢do lipidica € responsavel pela origem de odores
desagradaveis e por alteragdes na qualidade nutricional do alimento, afetando igualmente
a sua segurang¢a, uma vez que pode conduzir a formagao de compostos toxicos (Minatel
et al., 2017; Soares, 2002). A escolha do antioxidante a utilizar deve basear-se em

diferentes aspetos, como as caracteristicas € a composicao do alimento, os processos de
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produgdo e armazenamento e os potenciais efeitos no organismo. A nivel industrial, a
legislacdo vigente, os custos associados e a preferéncias dos consumidores sdo os pontos
mais relevantes a ter em consideracao (Davy, 2009).

Nos extratos de plantas, os compostos fendlicos sdo os principais responsaveis
pela existéncia de capacidade antioxidante, sendo que a sua producao pode ser induzida
por condi¢des de stress abidtico; contudo o stress salino pode influenciar a sintese destes
compostos (Alhdad et al., 2013). Segundo Lima et al., a producdo de grupos fenolicos
apresenta um aumento significativo quando o nivel de salinidade se encontra abaixo de
200 mM (Lima et al., 2020). No entanto, um continuo aumento da salinidade do meio de
cultivo provoca uma perda da capacidade de produzir estes compostos, originando uma
producdo de antioxidantes protetores (Ventura et al., 2015). Porém, existe a possibilidade
de plantas com elevados niveis de salinidade procurarem transferir os seus recursos
energéticos para a produc¢do de mecanismos de protecao contra a alta concentragao de sal,
nomeadamente a producdo de osmolitos ou mecanismos que permitam a exclusdo do sal
(Slama et al., 2017).

Quando existe um desequilibrio entre o nimero de oxidantes e antioxidantes
favorecendo os oxidantes, surge o fendmeno de stress oxidativo (Betteridge, 2000; Sies,
1997). Os oxidantes, também denominados radicais livres, sio normalmente formados
naturalmente como consequéncia do metabolismo aerobio, originando danos tanto no
acido desoxirribonucleico (ADN) como em proteinas presentes no corpo, dando origem
a doengas como diabetes e cancro, ou contribuindo para o envelhecimento (Maritim et
al., 2003; Sies, 2015). A producdo de radicais livres no organismo pode ser agravada pela
dieta, nomeadamente através da ingestdo exagerada de acucares, gordura e dlcool. No
entanto, o sere humano também pode ser exposto a radicais livres, como por exemplo

poluicdo, radiagdo e fumo proveniente dos cigarros (Dix, 2018).
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1.5.1.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo presentes na maioria das plantas, apresentando uma
grande diversidade de estruturas moleculares, desde moléculas simples até moléculas
com elevado grau de polimerizagdo. Estes compostos tém uma grande importancia em
todo o crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo responsaveis pela pigmentagdo
e caracteristicas sensoriais das mesmas. Na verdade, os compostos fendlicos estdo
presentes na alimentacdo através da ingestdo de produtos naturais como frutas e legumes,
ou através de produtos sintéticos. Além disso, estes compostos tém grandes beneficios
para a saude, existindo estudos que demonstram os seus efeitos protetores e a sua
capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e antialérgica (Martins, 2017; Soares, 2002).
Sob o ponto de vista quimico, os compostos fenolicos apresentam na sua composi¢ao um
anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilo, apresentando estruturas que variam
desde compostos fendlicos simples até polimeros de elevado peso molecular.

Na salicornia, os compostos fenolicos mais reportadas sdo os acidos fendlicos e
os flavonoides (Martins, 2017). Os 4acidos fendlicos encontram-se na maioria dos vegetais
e a nivel quimico sdo constituidos por um ou mais grupo hidroxilo, por um grupo
carboxilico e por um anel aromatico. Estes compostos estdo divididos &cidos benzoicos,

acidos cinamicos e os seus derivados (Figura 4).

R, — cooH ol ¢

R, = OH — Acido Salicilico; R, = R, = OH — Acido Gentisico; R, = OH — Acido
p-hidroxibenzdico; R, = R, = OH — Acido Protocatequinico; R, = OCH,; R
R, = OH — Adido Vanilico; R, = R, = R, = OH - Adido Gélico; R, = R, = OCH,; 0
R, = OH — Acido Siringico OCHy; Ry

Figura 4. Esquerda: Acido benzoico e seus derivados / Direita: Acido cindmico e seus derivados (Soares,
2002)
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Os acidos benzoicos sdo constituidos por sete &tomos de carbono e representam o
grupo mais simples encontrado na natureza. Os acidos cindmicos sdo constituidos por
nove atomos de carbono, sendo que o 4cido cindmico mais comum no reino vegetal ¢ o
acido cafeico. Os derivados resultam de combinagdes entre dcidos e compostos, sendo
que a mais importante ¢ a liga¢do entre o acido cafeico e o 4cido quinico, o qual origina
o 4cido clorogénico (Soares, 2002). Ambos os 4cidos e seus derivados estdo descritos na
Figura 4.

Segundo Soares et al., a elevada capacidade antioxidante dos acidos fendlicos
reveste-se de importancia na induastria alimentar, uma vez que podem substituir os
antioxidantes sintético, aumentando a vida util dos alimentos (Soares, 2002). Por outro
lado, o beneficio deste tipo de composto na satde passa pela prevencao de doengas
provenientes de danos oxidativos, como por exemplo o cancro (Soares, 2002). Os acidos
fenodlicos, gracas a sua atividade bioquimica, apresentam alguns beneficios medicinais,
como a diminui¢do da ocorréncia de doengas cardiovasculares, a preven¢do de doengas
cancerigenas, mais concretamente a prevengdo de cancros da prostata (células DU145)
devido a presenca do acido gélico, e propriedades anti-inflamatorias (Hooper et al., 2008;
Veluri et al., 2006).

Os flavonoides representam o maior e mais importante grupo de metabolitos dos
compostos fenolicos, sendo constituido por cerca de 8000 compostos (Giada, 2013). A
nivel quimico, os flavonoides apresentam uma estrutura basica formada por carbonos,
podendo esta estrutura diferenciar-se e originar 13 subclasses diferentes, entre as quais se
destacam os flavonois, as flavonas, as isoflavonas, as antocianinas e as flavononas
(Minatel et al., 2017; Giada, 2013). A Tabela 3 resume as diferentes estruturas basicas.
Os flavonoides ndo sdo produzidos pelo corpo humano, pelo que sdo obtidos através da
ingestdo de produtos naturais, como por exemplo frutas e vegetais, ou suplementos
alimentares (Giada, 2013). Este grupo fenolico, apresenta um vasta atividade bioquimica,
quer in vitro quer in vivo, tendo um importante papel em doencgas cardiovasculares, mais
concretamente no melhoramento do fluxo sanguineo e da resisténcia dos vasos

sanguineos (Chua, 2013).
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Tabela 3. Diferentes estruturas dos flavonoides (Giada, 2013).

Flavonoides Estruturas basicas
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A atividade antioxidante dos flavonoides relaciona-se com a presen¢a do grupo
hidroxilo, sendo que a sua eficicia diminui com a substitui¢do do grupo hidroxilo por
acucares (Giada, 2013). Ainda assim, apresentam uma grande capacidade antioxidante,

sendo responsaveis pela inativacdo e eliminagdo do anido superoxido (Machado et al.,
2008).
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1.5.1.2. Carotenoides

Os carotendides sdo um grupo de pigmentos naturais, encontrados na maioria dos
vegetais e frutas, que desempenham um papel fulcral no processo de fotossintese
(Martins, 2017). Estes compostos sdo sintetizados apenas por plantas e microrganismos.
Os carotenoides podem ser divididos em dois grupos: i) carotenos, os quais apresentam
grupos terminais especificos compostos por hidrocarbonetos (entre os quais se destaca o
licopeno e o B-caroteno) e ii) carotenoides oxidados, designados por xantofilas, que
apresentam grupos hidroxilos (onde se destacam a zeaxantina e a luteina) (Carocho &
Ferreira, 2013).

Os carotenoides sdo considerados importantes antioxidantes, tendo a capacidade
de neutralizar o oxigénio singleto e diversos radicais livres. O B-caroteno ¢ um dos
carotendides mais estudados, devido a sua forte ligacdo a prevengdo do cancro,
conseguindo destruir lipidos presentes nas células membranares e no material genético
(Stahl & Sies, 2003; Young & Lowe, 2001). Para além de ser um dos principais
antioxidantes, o B-caroteno ¢ igualmente responsavel pela producio da vitamina A, bem
como pelo aumento do sistema imunitario e prevengdo de problemas oculares
(Eggersdorfer & Wyss, 2018). Contudo, este composto apresenta uma melhor absor¢ado
corporal quando ingerido na forma de suplementos dietéticos do que em produtos naturais
(Carocho & Ferreira, 2013; Madeira, 2015).

A vitamina A, também conhecida por retinol, tem um grande impacto ao nivel da
pele, olhos e 6rgaos internos. A capacidade de se combinar com os radicais livres peroxilo
antes destes se oxidarem, confere-lhe uma enorme importincia como antioxidante

(Carocho & Ferreira, 2013).

1.5.1.3. Vitamina E

A vitamina E ¢ uma molécula antioxidante lipossoluvel que apresenta uma acao
protetora contra doengas causadas pelo stress oxidativo (Lucas-Del-Pozo et al., 2021).
Este composto € constituido por oito isoformas que podem ser divididas em dois grupos:
quatro tocoferois (a-,B-,y-,0- tocoferol) e quatro tocotrienois (a-,B-,y-,0- tocotrienol)
(Carocho & Ferreira, 2013; Li et al., 2021).

De acordo com Li et al., para além desta molécula ter a capacidade de auto-

oxidagao dos acidos polinsaturados e de atuar ao nivel do sistema imunitario, desempenha
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também um papel fundamental na prevencao de doencgas cardiovasculares e de doengas
degenerativas (Li et al., 2021). A vitamina E tem ainda a capacidade de inibir a
peroxidagdo lipidica, ao fornecer um hidrogénio fendlico aos radicais peroxilo, formando
assim uma nova molécula ndo reativa (tocoferoxil) que ¢ incapaz de continuar a reagdo
oxidativa (Carocho & Ferreira, 2013). No organismo humano a vitamina E aparece,
preferencialmente, sob a forma de a-tocoferol, sendo esta a mais importante e abundante
forma nos sistemas bioldgicos (Carocho & Ferreira, 2013; Martins, 2017). Esta vitamina,
salvo os casos em que € regenerada, necessita de ser ingerida diretamente através da dieta.
Segundo Chang et al., quando os niveis desta se apresentam baixos, poderdo notar-se
alguns sinais desta deficiéncia como a degeneragdo muscular e a perda de peso. No
mesmo estudo, comprova-se o papel importante que a vitamina E pode apresentar na
reducdo do aparecimento de doencas neurodegenerativas, como o Parkinson, atuando

como protecdo das membranas celulares contra o stress oxidativo (Chang et al., 2021).

1.5.1.4. Acidos gordos

Os 4cidos gordos apresentam uma longa cadeia alifatica, podendo ser
classificados como saturados ou insaturados, consoante o numero de ligacdes duplas
presentes na cadeia (Lopes et al., 2017; Martins, 2017). Segundo Barreira et al., no perfil
lipofilico da salicornia os 4cidos gordos mais comum sdo os saturados, sendo que o mais
abundante o 4cido palmitico (Barreira et al., 2017). Contudo, existe uma divergéncia na
composi¢cao dos acidos gordos na planta, identificando também o acido a-linolenico como
o mais abundante, o que pode ser explicado pela diferenca das partes da planta analisadas
bem como pelas consequéncias que diferentes condi¢cdes ambientais podem originar (Isca
et al., 2014).

No corpo humano, apenas ¢ possivel sintetizar os acidos gordos saturados e
monoinsaturados, o que obriga a obter os polinsaturados (6mega-3 e 6mega-6) de fontes
vegetais, sendo por isso considerados acidos gordos essenciais (Alabdulkarim et al.,
2012). A existéncia destes compostos representa um elevado beneficio para a satde
humana, atuando como protetores de doengas cardiovasculares (Gillingham et al., 2011;

Lopes et al., 2017).
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1.6. Reducao do sal e utilizacio da salicornia como alternativa

O consumo excessivo de sal na populagdo portuguesa tornou-se um dos maiores
riscos de saude publica, aumentando a urgéncia de procurar novas politicas que
contribuam para a reducdo do mesmo (DGS, 2015). Portugal apresenta uma das maiores
taxas de mortalidade por acidentes vasculares cerebrais (AVC) na Europa, sendo a
hipertensdo um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. De acordo com o ultimo Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade
Fisica (IAN-AF), entre 2015 e 2016 a populacdo portuguesa apresentava uma ingestao
média didria de sal de 7,3 g (cerca de 2,848 mg/dia de s6dio), quando a Organizagdo
Mundial de Satde (OMS) tem como valor recomendado 5,0 g de sal por dia (Graga,
2013). No mesmo inquérito, foi concluido que o principal alimento responsavel para o
aumento da ingestao didria de sal nos portugueses € o pao e seus derivados (Santos et al.,
2020). Com o objetivo de tornar a alimentacao dos portugueses mais saudavel, o Governo
criou uma iniciativa, sujeita a candidatura e com atribui¢ao de um selo de qualidade, onde
propdem aos fabricantes da panificagdo um teor de sal inferior a 1 g sal/100 g de pao
(Servigo Nacional de Satde, 2018). Para atingir alguns objetivos, a Dire¢cao-Geral da
Saude (DGS) apresentou o Despacho n® 8272/2015 de 29 de julho, onde criou um grupo
de trabalho, juntamente com organizacdes interministeriais, para a criagdo de estratégias
ao nivel da educacdo do consumidor e da oferta dos produtos alimentares para a
sensibiliza¢do da redug¢do do consumo de sal na populagdo (DGS, 2015). Neste despacho
foram apresentadas 14 propostas, entre elas:

e A reducdo do consumo de sal entre 3% a 4% ao ano na populagao
portuguesa, com o objetivo de atingir a meta proposta pela OMS para um
consumo de sal de 5 g/dia até 2025;

e Sensibiliza¢do para uma redu¢dao do consumo de sal direcionado quer ao
consumidor, quer aos profissionais do sector alimentar, com o objetivo de
acompanhar as mudangas e novas abordagens alimentares;

e Monitoriza¢do frequente da oferta de sal nas refeigdes colocadas no
mercado pelo setor da restauragao;

e No sector da restauracdo, sensibilizar para uma redugdo gradual no teor de
sal em sopas/guarnigdes/acompanhamentos até um valor de referéncia de

0,2 g de sal/ 100 g de alimento.
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A mesma DGS, através do Decreto Regulamentar n° 14/2012 de 26 de janeiro,
promoveu atividades que tém por objetivo prevenir doengas cardiovasculares, definir
condi¢des técnicas para os cuidados de saude, aumentar a qualidade do sistema de saude
e a elaboragdo e execu¢do do Plano Nacional de Saude (Graga, 2013). Como estratégia
para uma gradual reducdo de sal, neste decreto foram definidos 5 objetivos estratégicos:

e Implementagdo de um sistema de avaliagdo da ingestdo de sal e de
monitorizagdo da oferta de sal nos principais alimentos fornecidos a
populagdo portuguesa;

e Promocdo de uma redug¢do do consumo de sal nos consumidores através
de campanhas de sensibilizagdo;

e Promoc¢do de uma otimizagdo da informagdo presente nos rdtulos dos
produtos alimentares dando enfase a quantidade de sal presente nos
mesmos;

e Promocdo de uma reformulacdo na industria alimentar com a produgdo de
produtos alimentares com menores contetidos em sal;

e Avaliacdo e monitorizacdo sistematica sobre o envolvimento da industria
alimentar, procurando também a opinido dos consumidores sobre as

possiveis mudangas.

Com toda a sensibilizag¢do para a redugcdo do consumo de sal, a procura por parte
do consumidor de novas dietas com baixos teores de sal conduz ao surgimento de
alternativas, como ervas aromaticas ou especiarias, num ambiente de uso doméstico. A
utilizagdo de ervas aromaticas influéncia positivamente a saude, cumprindo o principal
objetivo na redu¢do da quantidade de sal utilizado nas dietas, bem como beneficia a
reducdo e prevencdo de doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancerigenas
(Anabela Lopes et al., 2015). O uso de salicornia como substituto do sal, vulgarmente
usado na cozinha, apresenta grandes beneficios na redu¢do da quantidade de sodio
ingerido. Contudo, segundo a Associagdo Portuguesa da Nutricdo, o seu uso devera ser
moderado j& que € uma fonte de sdédio na alimenta¢do diaria, como € possivel verificar na

Tabela 4 (APN, 2018).
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Tabela 4. Quantidade de sddio presente na salicornia (APN, 2018).

Sodio (mg) /100 g Produto

Salicornia fresca 1393
Salicornia seca 9200
Salicornia em po 18700

Sal 40000
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2. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo quimica e bioldgica do
subproduto da S. ramosissima, através da extragdo dos compostos bioativos com recurso
a um processo de extracdo convencional utilizando agua como solvente. Os objetivos
especificos deste trabalho foram:

1) Otimizar, através da metodologia de superficie de resposta, as melhores
condi¢des de extracdo (tempo e temperatura) dos compostos bioativos
presentes no subproduto industrial da salicornia;

2) Avaliar o efeito das variaveis independentes (tempo e temperatura) nas
variaveis dependentes (Contetido Total de Polifendis e atividades antiradical
e antioxidante);

3) Definir as condi¢des 6timas de extragdo (bindmio tempo/temperatura);

4) Avaliar a capacidade de captacdo de espécies reativas (radical de oxigénio,
radical superoxido e acido hipocloroso);

5) Determinar o perfil fenolico do extrato 6timo de salicornia;

6) Estudar o efeito do extrato otimo na viabilidade de queratindcitos e

fibroblastos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Para a realizagdo das diferentes metodologias abaixo referidas, foram utilizados
reagentes de grau analitico, os quais se apresentam na seguinte lista:

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH"®) (Sigma-Aldrich, Alemanha)

2,2°-Azobis (2-metilpropionamidina) dihirocloreto (AAPH) (Sigma-Aldrich,

EUA)

2,2'-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt

(ABTS)

2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Acetato de sodio (Sigma Chemical Co., EUA)

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-

Aldrich, Alemanha)

Acido ascorbico (Merck, Alemanha)

Acido cloridrico (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Acido gélico (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Carbonato de Sédio (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Catequina (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Cloreto de Aluminio

Cloreto de azul nitrotetrazolio (NBT) (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Cloreto Férrico (Merck, Alemanha)

Di-hidrorodomina 123 (DHR) (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Dinucleotido B-nicotinamida adenina (NADH) (Sigma Aldrich, EUA)

Etanol absoluto anidro (Carlo Erba Reagents, Franga)

Flouresceina (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Fosfato monopotassico (KH2PO4) (Merck, Alemanha)

Fosfato mossodico anidro (NaH2PO4) (VWR Chemicals, Bélgica)

Hidroxido de Soédio (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Metanol (MeOH) (Honeywell, Seelze, Alemanha)

Metosulfato de fenazina (PMS) (Sigma-Aldrich, EUA)

Nitrito de Sodio (Sigma-Aldrich, Alemanha)

Persulfato de Potéssio (Sigma-Aldrich, Alemanha)
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Reagente de Folin-Ciocalteu (Merck, Alemanha)
Sulfato Ferroso, FeSOs (Sigma-Aldrich, India)

3.2. Amostra

Na realizagdo deste trabalho utilizaram-se amostras do subproduto industrial de S.
ramosissima fornecida pela empresa RiaFresh, localizada em Sitio do Besouro, Faro,
Portugal. A amostra foi aleatoriamente colhida a partir de 20 plantas, no més de margo de
2021, ap6s remogao da parte comestivel das mesmas. Apos colheita, a amostra foi lavada
e desidratada (Excalibur Food Dehydrator, USA) a 41 °C durante 24 h. Posteriormente
foi moida (Moulinex A320), de modo a obter particulas com 1 mm de tamanho.

Subsequentemente, a amostra foi armazenada a 4° C até posteriores ensaios.

3.3. Otimizacao das condicoes de extracio

A determinacdo das melhores condigdes de extragdo foi realizada com recurso a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), uma ferramenta matematica. Esta
metodologia centra-se em encontrar as condi¢des Otimas para o processo de extracao,
baseando-se na influéncia de diferentes varidveis. No presente trabalho, foram analisadas
duas varidveis independentes, tempo e temperatura de extracdo. Com efeito, foram
realizadas 11 combinagdes experimentais, com 4 temperaturas (37,1; 40,0; 60,0 e 80,0 °
C) e 5 tempos diferentes (6,3; 10,0; 35,0; 60,0 e 63,7 min). A resposta utilizada nos
desenhos experimentais foi o conteudo total de polifendis (CTP; Y1), a atividade
antioxidante avaliada pelos ensaios FRAP (Y>) e a atividade antiradical avaliada pelos
ensaios DPPH (Y3) e ABTS (Y4). Os valores 6timos de resposta Y foram obtidos
resolvendo a equacao de regressdo e analisando a superficie de resposta e os graficos de
contorno, usando as equagoes preditivas da MSR. A precisdo dos modelos foi avaliada
através da realizacdo de um conjunto de ensaios utilizando os valores criticos otimizados.
O teste ¢ foi utilizado para comparar as respostas em condi¢des otimizadas com aquelas
previstas pelos modelos. A MSR foi realizada com recurso ao software Design Expert

versdo 7 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, EUA).
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3.4. Processo de extracio dos compostos bioativos

A obtencdo dos compostos bioativos presentes no subproduto da salicornia
realizou-se com recurso a uma extragdo convencional utilizando 4gua como solvente.
Para a extracdo, foram adicionados 2,5 g de amostra a 50 mL de 4gua destilada, seguindo-
se os binomios determinados pelo modelo matematico (Tabela 5). Apds extragdo, a
amostra foi filtrada por gravidade com recurso a filtros de pregas e liofilizada (Telstar,

model Cryodos -80, Spain), sendo posteriormente armazenado a 20 °C até analise.

3.5. Processo de extracio dos compostos bioativos nas condicdes 6timas

Com as condigoes Otimas de extracdo estabelecidas através do modelo
matematico, procedeu-se a extracdo de acordo com o mencionado no ponto 3.4. Com
efeito, dissolveram-se 2,5 g de amostra em 50 mL de agua destilada, colocando-se a
mistura em banho-maria com agitagdo termostatica durante 10,0 minutos, a temperatura
de 80,0° C e a uma velocidade de agitacdo de 100 RPM. A mistura foi depois filtrada por
gravidade, com recurso a filtro de prega. Para a avaliacdo das varidveis anteriormente
descritas, bem como a avaliagdo da capacidade de captacdo de espécies reativas, a amostra
depois de filtrada foi congelada a -80° C para posterior liofilizagdo. O procedimento

encontra-se ilustrado na Figura 5.

Amostra seca de Extrato de

Extragio Filtragio S. ramosissima Liofilizagdo

S. ramosissima

Figura 5. Esquema de extragdo dos compostos bioativos de S. ramosissima.
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3.6. Caracterizacio quimica dos extratos

3.6.1. Determinaciao do conteudo total de polifendis (CTP)

O CTP das amostras foi determinado com recurso ao método de Folin-Ciocalteu
desenvolvido por Singleton e Rossi (1965), e sujeito a ligeiras modificagdes. Este método
tem como principio a reagdo de reducdo entre os polifendis e o reagente de Folin-
Ciocalteu. O ensaio realizou-se em microplacas de 96 pogos, como ¢ possivel ver na
Figura 6, e todas as amostras foram diluidas numa concentracdo de 1 mg/mL em agua
destilada. De seguida, misturaram-se 30 pL. de amostra com 150 pL do reagente de Folin-
Ciocalteu (1:10 v/v) e 120 pL. de uma solu¢do de 7,5% de carbonato de sodio. A
microplaca foi incubada num leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT,
EUA) a uma temperatura de 45 °C durante 15 minutos, arrefecendo de seguida 30 minutos
a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Por fim, avaliou-se a absorvancia, no leitor
referenciado anteriormente, num comprimento de onde de 765 nm. A curva de calibragdo
foi obtida a partir de diferentes concentracdes de 4cido galico (gama de concentracdes
entre 5 e 100 mg/L) diluido com 4gua destilada. O resultado foi expresso em mg de acido

galico por 100 gramas de extrato seco (mg EAG/100 g es) (Chavan et al., 2013).

Figura 6. Microplaca referente ao ensaio CTP.

3.7. Atividade antioxidante e antiradical

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do poder antioxidante por
reducdo do ido férrico (FRAP). A atividade antiradical foi avaliada pela capacidade de
sequestragao dos radicais livres 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH") e 2,2’-Azinobis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS™).
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3.7.1. Avaliacdo da capacidade antioxidante por reducao do ido férrico (FRAP)

O ensaio FRAP avalia o potencial de reducdo do ido ferro com base na
metodologia descrita por Benzie e Strain (1996). O ensaio realizou-se numa microplaca
de 96 pocos (Figura 7), sendo a mistura da reagdo constituida por 35 pL de amostra e 265
pL do reagente de FRAP, previamente preparado com tampao acetato 0,3 M, solucao
TPTZ 10 mM e cloreto férrico 20 mM. A mistura foi incubada no leitor de microplacas a
37 °C durante 30 minutos. Apds incubagdo, a leitura foi realizada a um comprimento de
onda de 595 nm. A curva de calibragdo foi obtida a partir de uma soluc¢ao-padrao de
sulfato de ferro (II), FeSOs, a diferentes concentracdes de FeSO4 (gama de concentracdes
entre 25 e 500 uM). O resultado foi expresso em pmol de equivalentes de FeSO4 por 100
mg de extrato seco (umol ESF/100 mg es).

Figura 7. Microplaca referente ao ensaio FRAP.

3.7.2. Avaliacdo da capacidade de inibi¢ido do radical DPPH*

Este método foi utilizado para avaliar a capacidade de redu¢do do radical DPPH*
(Barros et al., 2007). O procedimento foi realizado numa microplaca de 96 pogos, como
demostra a Figura 8, onde a mistura da reagdo foi constituida por 30 pL de extrato e 270
uL de reagente de DPPH (6 x 10~ M). A leitura de absorvancia foi feita a cada minuto,
durante 40 minutos, num comprimento de onde de 525 nm no leitor de microplacas
mencionado. A curva de calibragdo foi obtida a partir de uma solug¢do-padrao de Trolox
a diferentes concentracdes (entre 5 e 125 mg/L). O resultado foi expresso em ug de

equivalentes de Trolox por 100 mg de extrato seco (ug ET/100 mg es).
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Figura 8. Microplaca referente ao ensaio DPPH.

3.7.3. Avalia¢ido da capacidade de inibicio do radical ABTS"*

Este método avalia a capacidade de sequestrar o radical ABTS™ (Re et al., 1999).
O ensaio realizou-se numa microplaca de 96 pogos (Figura 9), onde a mistura da reagdo
foi constituida por 20 pL de amostra e 180 pL de solu¢do de ABTS (7 mM), previamente
preparada e enriquecida com persulfato de potéssio (2,45 mM). Esta solucdo, antes da sua
utilizagdo, permanece no escuro a temperatura ambiente durante 16 horas para que a
reacdo se desenvolva. O ABTS deve apresentar uma absorvancia de 0,70 = 0,02, lida num
comprimento de onda de 734 nm. Para a obten¢do da curva de calibracdo utilizou-se uma
solu¢do de 4cido ascorbico a diferentes concentracdes (gama de concentragdo entre 5 e
100 pg/mL). O resultado foi expresso em pg de equivalentes de acido ascorbico por 100
mg de extrato seco (ug EAA/100 mg es).
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Figura 9. Microplaca referente ao ensaio ABTS.
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3.8. Determinaciio da capacidade de captacio de espécies reativas

3.8.1. Condicoes gerais

Nos procedimentos a seguir detalhados, todos os ensaios foram realizados num
leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, EUA), equipado com
termostato, permitindo a detecdo colorimétrica, fluorimétrica e quimiluminométrica.
Todas amostras, previamente liofilizadas, foram dissolvidas em tampao fosfato e testadas
a diferentes concentragdes. Como controlo positivo foram utilizados a catequina e o 4cido

galico.

3.8.2. Determinacido da capacidade de captacio do radical superdxido

A capacidade de captacdo do radical superoxido, O, previamente originado pelo
sistema NADH/PMS/O,, foi determinada espectrofotometricamente no leitor de
microplacas anteriormente mencionado, através do efeito do composto na redugdo do
cloreto de azul nitrotetrazolio (NBT) provocado pelo O2™, a qual origina diformazan. A
reacdo decorreu em microplacas de 96 pocos, sendo a mistura reacional constituida por
50 pL de amostra, ou solvente branco no controlo, 50 L. de NADH 166 uM, 150 uL de
NBT 43 uM e, por ultimo, 50 uL. de PMS 2,7 uM. Todos os reagentes (NADH, NBT e
PMS) e amostras foram dissolvidos em tampao fosfato 19 mM a pH 7,4. A leitura da

absorvancia realizou-se durante 6 minutos, a 37° C, no comprimento de onde de 560 nm.

3.8.3. Determinacio da capacidade de absorc¢iao do radical de oxigénio

A capacidade de captacdo dos radicais derivados do oxigénio foi avaliada através
do efeito do extrato e do padrao Trolox na oxidacdo da fluoresceina. Esta oxidagdo foi
gerada pela termodecomposicao, num leitor de microplacas, do dicloridrato de 2,2-azobis
2-amidopropano (AAPH) a 37° C. O procedimento foi realizado numa microplaca de 96
pocos, onde para a mistura reacional se adicionaram 150 pL de fluoresceina 61,2 nM, 25
pL de amostra, ou de tampao fosfato no branco e controlo, e 25 uL de AAPH 19,1 mM.
Todas as amostras foram previamente preparadas em tampao fosfato 7,5 mM e pH 7,4. A

leitura foi realizada num leitor de microplacas, num comprimento de onda para a emissao
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de 485 nm e para a excitacdo de 528 nm, durante 2 horas a 37° C, monitorizando o

decréscimo minuto a minuto com o objetivo de dete¢ao do sinal de fluorescéncia.

3.8.4. Determinacio da capacidade de captacio do acido hipocloroso

A capacidade de captag¢ao do acido hipocloroso (HOCI) foi determinado através
do efeito do composto em estudo na oxidagdo de di-hidrorodamina 123 (DHR), causada
pelo HOCI, a rodamina 123. De forma reduzida, o HOCI foi preparado a partir de uma
solugdo de 1% (m/v) de NaOCl, ajustando o pH da solucdo a 6,2 com adi¢ao de H,SO,
10% (v/v) gota a gota. A determinagdo da concentracdo de HOCI foi determinada,
posteriormente, num espetrofotometro a um comprimento de onda de 235 nm. O método
foi realizado numa microplaca de 96 pocos, na qual foi adicionada a mistura reacional
constituida por 150 pL de tampao fosfato 100 mM, 50 pL de amostra, ou solvente no
branco e controlo, S0uL de DHR 5 uM e, por fim, 50 pL de HOCI 5 uM. A fluorescéncia
foi lida no comprimento de onde de 485 + 20 nm e de 528 + 20 nm, a 37° C durante 5

minutos.

3.9. Analise dos compostos fendlicos por HPLC-MS

O extrato 6timo de salicornia foi dissolvido em metanol, de forma a obter uma
solucdo concentrada de 10 mg/mL. A determinag¢do dos compostos fenolicos presentes
no referido extrato foi realizada por cromatografia liquida, utilizando o sistema Agilent
1260, com detegdo por matriz de diodos e espectrometria de massa MS500 (Varian) (MS)
equipado com fonte de ionizagdo por eletrospray, trabalhando no modo de ionizagdo
positiva e negativa. Como fase estaciondria, foi utilizada a coluna Agilent C18 XDB 3 x
150 mm (3,5 um). As fases moveis foram constituidas por dgua com 0,1% de acido
formico (A, eluente aquoso) e acetonitrilo (B, eluente organico). A composicao inicial
dos eluentes do programa cromatografico foi de 90% do eluente A. Posteriormente
utilizou-se um gradiente no qual a composic¢ao variou de 90% a 10% A em 35 minutos.
O fluxo utilizado foi de 350 uL/min e o volume de injecdo de 10 pL. Os resultados foram
adquiridos tanto no modo de ionizacdo positiva, como no modo de ionizagdo negativa.
No detetor 6tico, foram detetados seis picos cujo espectro de UV foi atribuivel aos acidos

hidroxicinamicos. Os compostos foram identificados com base na comparagdo com
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solugdes padrao bem como através de comparacdo com a literatura especifica publicada
e que relacionada com os derivados de acido cafeoilquinico isoméricos (Faustino et al.,

2019; Gupta, 2014; Radwan & Nazif, 2007).

3.10. Viabilidade Celular

Recorreu-se  ao ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), amplamente utilizado por diferentes autores, para avaliar a
viabilidade celular (Pinto et al., 2021; Silva et al., 2021). Este ensaio baseia-se na
monitoriza¢gdo da atividade mitocondrial através da medicao da formacdo de um produto
de formazan azul-escuro pela redugdo do anel de tetrazolio de MTT, sendo considerado
um ensaio fidvel na avaliagcdo da proliferacao celular in vitro.

Com efeito, recorreu-se a duas linhas celulares, respetivamente fibroblastos (HFF-
1) e queratindcitos (HaCaT). Ambas as linhas celulares foram cultivadas em Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), previamente suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino, 1% de aminoacidos essenciais € 1% de antibidtico. As células foram mantidas
numa incubadora (Panasonic, CO> Incubator MCO-18AC, Japao) com 5% de CO2 e a
uma temperatura de 37 °C, sendo o meio de cultura mudado de dois em dois dias até
atingirem a confluéncia. O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos, como descrito
por Rodrigues et al. (Rodrigues et al., 2013). Em cada pogo colocou-se a linha celular
numa concentragdo de 2,5 x 10* células/mL, seguindo-se um periodo de incubagdo de 24
horas a uma temperatura de 37° C num ambiente com 5% de CO2, com o objetivo de
favorecer o crescimento e adesdo celular. Apos o periodo de incubagdo, foi retirado o
meio de cultura e procedeu-se a lavagem das células com 200 pL de solugdo tampao de
fosfato-salino. Em seguida, a linha celular foi incubada novamente durante 24 horas a 37°
C, com as diferentes concentragdes de amostra (0,1, 1, 10, 100 e 1000 pg/mL) dissolvidas
no respetivo meio de cultura. Apds a tltima incubagao, os extratos foram removidos e as
células novamente lavadas com uma solug¢ao tampao de fosfato-salino. A cada pogo foram
adicionados 200 puL de reagente MTT, sendo posteriormente colocados a incubar durante
3 horas a 37° C num ambiente com 5% COz. Apo6s este periodo de tempo, removeu-se o
reagente de MTT e adicionaram-se 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO), colocando-se a
agitar durante 10 minutos de modo a facilitar a solubilizacdo dos cristais de MTT. A

absorvancia foi realizada num leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT,
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EUA) num comprimento de onda de 570 e de 690 (de forma a obter um background).
Para os fibroblastos foram utilizadas as passagens 12-13, enquanto para os queratindcitos
se recorreu as passagens 79-80. Os resultados obtidos encontram-se expressos em

percentagem de viabilidade celular.
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4. Resultados

4.1. Validacao do desenho experimental

Neste trabalho, as varidveis independentes em estudo foram a temperatura e o
tempo. As condi¢des experimentais de extragao utilizada, bem como os valores previstos
e experimentais dos ensaios CPT, FRAP, DPPH e ABTS dos extratos do subproduto de

S. ramosissima estao apresentados na Tabela 5.

Consoante ¢ possivel constatar, o valor de rendimento de cada extra¢do variou
entre 30,85 + 3,26 % (extragdo 6, 60 °C, 35 min) ¢ 36,53 + 4,92 % (extrag¢ao 7, 37 °C, 35
min). Relativamente as atividades avaliadas, verificou-se que o CPT oscilou entre 480,35
+ 53,75 png EAG/100 mg es (extragdo 9, 40 °C, 10 min) e 905,16 + 115,53 mg EAG/g es
(extracdo 11, 80 °C, 10 min). O FRAP, por seu lado, variou entre 6,98 £+ 0,54 pmol
ESF/100 g es (extragdo 9,40 °C, 10 min) e 13,91 + 2,53 umol ESF/100 g es (extragdo 11,
80 °C, 10 min). O DPPH compreendeu valores entre 145,85 + 39,89 pug ET/100 mg es
(extracdo 7, 37 °C, 35 min) e 1404,12 + 279,16 ng ET/100 mg es (extracao 11, 80 °C, 10
min), enquanto o ABTS variou entre 773,24 + 179,32 ng EAA/100 mg es (extracao 9, 40
°C, 10 min) e 1308,25 £+ 254,12 ng EAA/100 mg es (extracdo 11, 80 °C, 10 min). Os
resultados da andlise da variancia (ANOVA) permitem a avaliacdo da adequagdo e
significancia dos modelos por meio do teste F' de Fisher e estdo apresentados na Tabela

6.
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Tabela 5. DCC e rendimento de extrag@o (%) por EUA dos compostos bioativos do subproduto da S. ramosissima.

Y, Atividade antioxidante

Tempo Temp. CTP Y, Y; Y4

Rendimento
(min) O (ng EAG/100 mg es) ABTS (ug EAA/100 mg es) DPPH (ng ET /100 mg es) FRAP (umol ESF/100 mg %)
es)
Ext. Xi Xz Experimental® Previsto® Experimental® Previsto® Experimental® Previsto®  Experimental®  Previsto®

1 35 60 554,66 £ 102,15 560,77 821,63 + 14491 823,84 219,85+ 47,17 192,12 8,43 + 1,34 8,42 32,41 2,38
2 60 40 625,71 £58,61 653,76 1022,23 +£211,36  1047,04 197,56 + 27,95 292,89 9,62 + 0,56 10,10 34,58 + 1,36
3 6 60 585,08 + 94,19 612,01 933,02 + 123,56 922,67 175,18 + 38,97 348,50 8,71+ 1,72 9,44 35,45+ 4,30
4 63 60 707,28 + 76,82 667,27 1017,55 £ 153,51 999,93 467,60 + 98,01 373,86 10,89 + 0,44 10,29 35,96 + 4,18
5 35 83 827,08 £79,16 828,46 1200,91 = 101,71 1210,48 112023 +250,83  1238,30 11,55+ 1,18 11,86 34,48 + 2 47
6 35 60 577,83 £ 65,64 560,77 773,35+ 122,96 823,84 251,17 + 47,30 192,12 8,46 + 1,69 8,42 30,85 + 3,26
7 35 37 521,51 + 130,02 507,06 878,38 + 187,24 840,84 145,85 + 39,89 107,36 7,45 + 1,08 7,28 36,53 + 4,92
8 35 60 540,90 + 141,08 560,77 857,42 + 148,97 823,84 159,72 + 31,96 192,12 8,45+ 0,82 8,42 34,64 + 1,94
9 10 40 480,35 £ 53,75 470,00 773,24 £179,32 793,88 150,66 + 32,05 92,76 6,98 + 0,54 6,69 34,87 + 4,08
10 60 80 779,30 + 102,97 798,26 1185,58 £177,61  1183,36 109497 +250,70  1100,47 11,21 £1,10 11,42 36,38 + 3,07
11 10 80 905,16 £ 115,53 885,71 1308,25 £254,12  1301,85  1404,12+279,16 1256,41 13,91 + 2,53 13,35 36,24 + 4,17

“Média de determinagdes em triplicado de diferentes ensaios; ® Baseado na avaliagio do DCC.



Tabela 6. Resumo do modelo e da analise de varidncia (ANOVA) das respostas aos ensaios CTP (Y1), ABTS (Y2), DPPH (Y3) e FRAP (Y4) ao extrato de salicornia.

Soma dos Quadrados Média dos Quadrados Valor F Valor p
Y1 Y2 Y3 Y4 Yl Y2 Y3 Y4 Yl Y2 Y3 Y4 Yl Y2 Y3 Y4
Modelo 187700 333400 2163000 41,28 37535,80  66681,14 432600 8,26 38,36 49,86 23,05 24,50 0,0005* 0,0003* 0,0335* 0,0016*
X;.min  3845.86 7517,95 809,57 0,8960 3845,86 7517,95 809,57 0,8960 3,93 5,62 0,0431 2,66 0,1043 0,0639 0,1266 0,1639
X5. °C 130100 172100 1611000 26,41 130100 172100 1611000 26,41 132,95 128,67 85,83 78,37 <0,0001* <0,0001* 0,2978 0,0003*
Xi1.Xo 18389,12  34531,95 31695,54 7,14 18389,12  34531,95 31695,54 7,14 18,79 25,82 1,69 21,18 0,0075* 0,0038%* 0,1469 0,0058*
Xlz 12440,91 37792,10  57162,46 4,19 1244091  37792,10 57162,46 4,19 12,71 28,26 3,05 12,42 0,0161** 0,0032* 0,0072*  0,0168**
X22 2289232 81466,57 462200 2,65 22892,32  81466,57 462200 2,65 23,39 60,91 24,62 7,86 0,0047* 0,0006* 0,2996 0,0378**
Residual 4893,11 6687,40 93844,01 1,68 978,62 1337,48 18768,80 0,3370
ngllt;tge 4196,24 3127,76 89523,67 1,68 1398,75 1042,59 29841,22 0,5614 4,01 0,5858 13,81 1701,77 0,2058 0,6801 0,0725 0,0006*
Erro
puro 696,87 3559,63 4320,33 0,0007 348,44 1779,82 2160,17 0,0003
Total 192600 340100 2257000 42,96
R? prev (Y1) — 0,8106 R? adj (Y1) —0,9492 Ratio — 17,99
R? prev (Y2) — 0,9061 R? adj (Y2) — 0,9607 Ratio — 18,81
R? prev (Y3) —0,6673 R* adj (Y3)—0,9168 Ratio — 11,50
R? prev (Y4) — 0,6697 R% adj (Y4)—0,9216 Ratio — 15,54

Y1, CTP (ug EAG/100 mg es); Y2, ABTS (ug EAA/100 mg es); Y3, DPPH (ug ET/100 mg es) e Y4, FRAP (umol ESF/100 mg es).
* significancia p<0,01; ** significancia p<0,05.
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A varidvel independente X (tempo, min) ndo apresentou efeito significativo sobre
qualquer resposta, enquanto a variavel independente X> (temperatura, °C) mostrou um
efeito significativo na resposta aos ensaios CTP (Y1), ABTS (Y2) e FRAP (Y3). O termo
quadratico X; apresentou um efeito significativo na resposta de todos os ensaios
realizados. O termo quadratico X> mostrou um efeito significativo na resposta do ensaio
CTP (Y1), ABTS (Y2) e FRAP (Y4). O R? ¢ importante para verificar a adequagio do
modelo, podendo afirmar que relativamente a este estudo o modelo ¢ satisfatorio, dado
que o R? ajustado apresentou valores proximos de 1. Os valores obtidos para o R? sdo,
respetivamente, 81.06%, 90.61%, 66.73% e 66.97% da variacdo de Xi e X, para os
ensaios CTP, ABTS, DPPH e FRAP (Tabela 6). Para todos os ensaios realizados, a “falta
de ajuste” ndo foi significativa (p>0,05) e o Ratio foi superior a 4, como seria desejavel,
indicando uma relagao sinal/ruido adequada. Com efeito, todos os indicadores confirmam
a adequacdo do modelo para representar os dados experimentais e para a previsdo dos
parametros analisados.

As equagoes das respostas (1 a 4) mostram, respetivamente, a dependéncia dos
ensaios CTP (Y1), FRAP (Y2), DPPH (Y3) e ABTS (Y4) relativamente as variaveis
tempo (X1) e temperatura (X2). Os pardmetros das equagdes foram determinados com

recurso a uma analise de regressao multipla dos resultados experimentais.

Eq.1: CTP = 560,77 + 24,08X1 + 140,05X2 — 67,80X1. X2 + 59,90X1% + 81,26X2>
Eq.2:FRAP = 8,42 + 0,3675X1 + 2,00X2 — 1,34X1.X2 + 1,10X1* + 0,8740X2°
Eq.3:DPPH = 192,12 + 11,05X1 4+ 492,81X2 — 89,02X1. X2 + 128,40X1% + 365,11X22

Eq.4: ABTS = 823,84 + 33,67X1 + 161,07X2 — 92,91X1. X2 + 104,41X1% + 153,29X22

4.2. Efeito das variaveis independentes nas respostas e condi¢des otimas de
extracao

Os graficos de contorno 3D representam a relagdo entre as varidveis
independentes (tempo e temperatura) e as variaveis dependentes (CTP, FRAP, DPPH e
ABTS). A Figura 10 apresenta os graficos de superficie de resposta da atividade
antioxidante (FRAP) e antiradical (ABTS e DPPH) e do conteudo total de polifendis

(CTP), em fun¢ao do tempo e da temperatura de extragao.
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Figura 10. Graficos 3D da superficie de resposta para os efeitos de interagdo de variaveis independentes de tempo
(min) e temperatura (°C) nas variaveis dependentes de CTP (A), ABTS (B), DPPH (C) e FRAP (D) e no indice de
desejabilidade para respostas combinadas

Como ¢ possivel verificar na Figura 10, a temperatura ¢ o tempo de extragao
influenciam as respostas dos ensaios realizados. De acordo com a figura, a resposta é

similar em todos os ensaios. Efetivamente, verificou-se uma maior resposta de atividade
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(CTP = 885,71 pg EAG/100 mg es; ABTS = 1201,85 pg AAE/100 mg es; DPPH =
1256.41 pg ET/100 mg es; FRAP = 13,35 pmol FSE/100 mg es) quando as condigdes de
extragcdo foram de 80° C e 10 min, refletindo que nestas condigdes estdo a ser extraidos
mais compostos com atividade antioxidante e antiradical. A desejabilidade para o
conjunto de ensaios foi de 0,988. No sentido contrario, verificou-se uma diminui¢do da
resposta quando a temperatura de extragao foi de 40 °C.

De acordo com o grafico de desejabilidade, as condi¢des 6timas de extragdo que
permitem maximizar as atividades antioxidante e antiradical e o CTP foram de 80°C
durante 10 minutos.

O valor experimental obtido para os quatros ensaios foi semelhante ao valor
previsto, mostrando que o uso da MSR para otimizar o processo de extragdo de compostos

bioativos da salicornia ¢ satisfatorio, como € possivel constatar na Tabela 7.

Tabela 7. Previsao das condi¢des otimas de extracdo da salicornia.

CTP ABTS DPPH FRAP
(ng EAG/100 (ng EAA/100 (ng ET/100 mg  (pumol ESF/100
mg es) mg es) es) mg es)
Valor
. 891,61 +£124,28 1272,20+54,40 1106,10+ 113,75 13,56 + 1,60
experimental
Valor previsto 885,71 1301,85 1256,41 13,35
P 0,48 0,27 0,13 0,43

@ Resultados estdo expressos como média + desvio padrao (n=3).
b Significancia (p<0,05).

O rendimento de extrag¢do apresentou valores entre 30,85% e 36,53%, sendo que
para as condi¢cdes Otimas de extragdo o valor do rendimento foi de 36,24%. Estes
resultados sdo superiores aos reportados por Silva et al. para o mesmo método de extracao
em S. ramosissima (21,14%), bem como para a extracdo assistida por micro-ondas da
mesma amostra (26,10%) (Silva et al., 2021). Por seu lado, Backhouche et al. reportaram
um rendimento de extracdo de 30,45% e 25,1% para as folhas de Limonium delicatulum,
igualmente uma haléfita, usando 4agua e metanol como solventes de extracdo,
respetivamente (Bakhouche et al., 2021). Medini et al., por seu lado, obtiveram valores
de rendimentos de extragdo entre 6,66% e 18% para a haléfita L. densiflorum, usando o

soxhlet como método de extracdo ¢ diferentes solventes (hexano, diclorometano, metanol
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e etanol) (Medini et al., 2015). Estes valores sdo consideravelmente inferiores aos
reportados no presente estudo.

Segundo Mzoughi & Majdoub, o rendimento de extracdo para a salicornia, usando
agua como solvente, deve situar-se entre o 1% e 34%, o que demonstra que os resultados
obtidos no presente trabalho foram excelentes (Mzoughi & Majdoub, 2021).

Como referido anteriormente, o ensaio CTP foi realizado com recurso ao reagente
de Folin-Ciocalteu, sendo este o ensaio colorimétrico mais comum e facil de usar para
uma determinag¢do rapida em extratos de plantas, mostrando também uma grande
reprodutibilidade e estando a quantidade de polifendis proporcionalmente relacionada
com a elevada atividade antioxidante (Sanchez-Rangel et al., 2013). Este método baseia-
se em reacdes de oxidagdo-redugdo entre o reagente de Folin-Ciocalteu e os polifendis,
que ao reduzir o molibdénio e o tungsténio, originalmente com uma coloragdo amarelada,
produzem um complexo com cor azul (Everette et al., 2010; Prior et al., 2005; Sanchez-
Rangel et al., 2013). Contudo, este ensaio estd sujeito a varias interferéncias, sendo a
principal a presenca de agucares (Sanchez-Rangel et al., 2013). De acordo com a Tabela
7, o resultado do extrato 6timo para o ensaio CTP foi de 8,91 mg EAG/g es, um valor
relativamente baixo. Silva et al. avaliaram igualmente o CTP da S. ramosissima
utilizando duas técnicas de extragdo: convencional (utilizando agua como solvente
extrator a 100° C durante 5 minutos) e extracdo assistida por micro-ondas (num intervalo
de temperaturas entre 72-94° C e de tempo entre 5-10 minutos) (Silva et al., 2021). De
acordo com os autores, os valores obtidos para o CTP para ambas as técnicas foram de,
respetivamente, 15,02 mg EAG/g es e 8,34 mg EAG/g es (Silva et al., 2021). Num outro
estudo, Barreira ef al. obtiveram um valor de CTP de 33,0 mg EAG/g es utilizando como
solvente extrator etanol (1:40 m/v), sendo este valor bastante superior ao obtido no
presente estudo (Barreira et al., 2017). O resultado obtido neste estudo encontra-se em
linha com os descritos por Lima et al. para o CTP da salicérnia cultivada a diferentes
concentragoes salinas e extraida com 80 % acetona (1:40 m/v). De acordo com os autores,
o CTP variou entre 6,18 mg EAG/g es e 12,9 mg EAG/g es, sendo que o valor mais
elevado corresponde a concentragdo de 200 mM (Lima et al., 2020). Num outro estudo,
Antunes ef al. avaliaram o CTP da salicornia quando extraida por ultrassons utilizando
como solvente uma mistura de etanol: agua (75:25 v/v) (Antunes et al., 2021). De acordo
com os autores, o CTP foi avaliado em maio e julho, imediatamente apds colheita e 14
dias apos colheita, sendo que a amostra foi armazenada a uma temperatura de 4° C. Os

valores reportados para maio foram de 24,57 mg EAG/g es imediatamente apods colheita
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e 50,74 mg EAG/g es passados 14 dias. No més de julho o CTP foi de 41,07 mg EAG/g
es e de 32,99 mg EAG/g es, respetivamente apds colheita e apos 14 dias de
armazenamento (Antunes et al., 2021). Por seu lado, Lopes et al. reportaram um valor de
CTP de 74,1 mg EAG/g es para uma extragdo de salicornia com uma soluc¢do aquosa de
80% acetona (1:10 m/v) durante um periodo de 16 horas a temperatura ambiente (Lopes
et al., 2016). Comparativamente ao valor obtido no presente estudo (Tabela 7), os valores
reportados pelos autores supra citados no que toca ao CTP sdo superiores. O valor obtido
no presente estudo pode ser consequéncia do facto da amostra ter permanecido algum
tempo exposta a luz solar logo depois de colhida. Além disso, no presente trabalho
utilizou-se 4gua como solvente, enquanto a maior parte dos autores utilizam etanol ou
acetona, solventes menos indcuos mas com capacidade de solubilizar maior quantidade
de polifendis.

Quando o CTP ¢ comparado com os resultados obtidos para outras halofitas
pertencentes 2 mesma familia, verifica-se que o extrato 6timo de salicornia obtido no
presente trabalho ¢ bastante mais promissor. Grigore et al. avaliaram o CTP de 5 espécies
pertencentes a familia da S. ramosissima, nomeadamente S. europaea (CTP = 1,04 mg
EAG/g es), Halimione verrucifera (CTP = 2,96 mg EAG/g es), Suaeda maritima (CTP =
4,57 mg EAG/g es), Petrosimonia triandra (CTP = 4.06 mg EAG/g es) e Atriplex
prostrata (CTP = 5,04 mg EAG/g es) (Grigore & Oprica, 2015). Estes valores sdo
ligeiramente inferiores aos obtidos no presente trabalho, comprovando a maior
capacidade antioxidante da S. ramosissima. Num outro estudo realizado por Costa et al.
o CTP de S. europaea, extraida com ultrassons e utilizando etanol como solvente, variou
entre 1.3 ¢ 9.3 mg EAG/ges (Costa et al., 2018). Estes resultados sdo idénticos aos obtidos
no presente estudo, contudo o uso de etanol como solvente extrator ¢ menos ecologico do
que o solvente utilizado neste trabalho.

O ensaio antiradical ABTS ¢ um dos ensaios antiradical mais utilizado para
amostras de plantas. Este ensaio baseia-se numa reagdo de oxidagdo do radical ABTS™" a
ABTS, com recurso a persulfato de potassio, provocando uma mudanca de coloragdo para
azul-esverdeado. A capacidade antioxidante ¢ determinada pela diminui¢do na producgdo
de ABTS™, a qual se reflete na absorvancia, podendo esta ser medida por
espectrofotometria a 734 nm (Krishnaiah et al., 2011; Siddeeg et al., 2021). De acordo
com a Tabela 7, o extrato 6timo de salicornia obteve um valor de 1272,20 ug EAA/100
mg es para este ensaio. Silva et al. analisaram igualmente a atividade antiradical do

extrato de salicornia, utilizando dois métodos de extragdo distintos, tendo reportado um
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valor de 15,55 pg EAA/g es para a extragdo convencional e de 17,74 ng EAA/g es para a
extragdo assistida com micro-ondas (Silva et al., 2021). No estudo realizado por Lima et
al. avaliou-se a capacidade antiradical (ABTS) para diferentes concentragdes de sal no
solo, reportando um intervalo de valores de CMIsg entre 2,12 e 4,44 mg/mL, sendo o valor
mais alto referente a concentragdo de 275 mM (Lima et al., 2020). Costa et al. reportaram
valores entre 4,5 e 22,8 mg ET/g para a S. europaea extraida por ultrassom com etanol,
sendo que o valor maximo foi obtido com 40% de etanol (v/v) (Costa et al., 2018).
Bakhouche et al. analisaram também a capacidade antiradical de um extrato de L.
delicatulum através deste ensaio, usando uma extragdo convencional durante um periodo
de 24 horas a temperatura ambiente e 4gua como solvente extrator. Segundo os autores,
o resultados obtido de CMIsp foi de 5,02 pg/mL (Bakhouche et al., 2021). Contudo, ndo
¢ possivel a comparacdo dos resultados obtidos no presente trabalho com estes autores,
uma vez que foram expressos em unidades diferentes.

O DPPH ¢ um radical livre estavel que reage com componentes que transferem
atomos de hidrogénio, formando o composto difenil-picril-hidrazina. Este ensaio baseia-
se na capacidade sequestradora do radical livre DPPH" através da adi¢ao de radicais ou
antioxidantes que provocam uma mudanca de coloracdo da solu¢do DPPH, a qual
inicialmente apresenta coloracdo roxa, mudando para amarelada no caso de ocorrer
alguma reagdo (Krishnaiah et al., 2011; Mishra et al.,, 2012). A mudanga de cor ¢
monitorizada por um método espectrofotométrico a um comprimento de onda de 515 nm
(Mishra et al., 2012). De acordo com a Tabela 7, o extrato 6timo de salicornia apresentou
um valor de 1106,10 ug ET/100 mg es para o ensaio DPPH. Barreira et al. analisaram a
capacidade de sequestrar o radical DPPH" de extratos de 4 plantas haléfitas, inclusive de
S. ramosissima, reportando uma CMIso de 5,69 mg/mL (Barreira et al., 2017). Castafieda-
Loaiza et al. avaliaram através deste ensaio a capacidade antiradicalar do extrato da S.
maritima de duas origens diferentes, cultivada e selvagem, utilizando metanol como
solvente de extracdo (Castafieda-Loaiza et al., 2020). De acordo com os autores, 0s
valores de CMlIs variaram entre 0,67 e 2,60 mg/mL, sendo o valor mais alto referente a
planta selvagem oriunda de Espanha (Castafieda-Loaiza et al., 2020). Num outro estudo,
Souid et al. analisaram a atividade antiradical da planta halofita L. delicatulum, usando
um método de extracdo assistido por agitagdo magnética, e metanol (80%) como solvente
de extracdo (Souid et al., 2018). O extrato foi avaliado durante 12 meses, verificando-se
um intervalo de resultados de CMl5so entre 2,31 e 4,38 pg/mL, sendo o valor mais alto

correspondente a0 mesmo de janeiro (Souid et al., 2018). Mazouz et al. avaliaram também
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por este ensaio a atividade antiradical da haléfita L. spathulatum utilizando uma técnica
de extracdo assistida por ultrassons, com diferentes tipos de solvente extrator (éter de
petréleo, cloroférmio e metanol) (Mazouz et al., 2020). Segundo os autores, o extrato
obteve melhores resultados quando o metanol é o solvente extrator (CMlIso = 10,47
pg/mL), bem como com uma mistura de metanol:agua (CMIso = 14,49 ng/mL) (Mazouz
et al., 2020). Contudo, ¢ novamente impossivel a comparacao dos resultados dos autores
mencionados com os do presente trabalho devido as diferentes unidades em que os
resultados sdo apresentados.

Por 0ltimo, o ensaio FRAP baseia-se na obtengio do ido ferroso (Fe**) a partir de
uma reac¢do de redugdo do ido férrico (Fe**) na presenca do complexo TPTZ. Esta reagio
¢ avaliada por espectrofotometria, ja que ocorre a mudanca de cor da mistura reacional,
podendo a absorvancia desta ser lida a um comprimento de onda de 595 nm (Antolovich
et al., 2002). De acordo com a Tabela 7, o extrato 6timo da salicornia obteve um valor
para este ensaio de 13,56 umol ESF/100 mg es. Silva et al. analisaram o extrato de
salicornia quanto a capacidade de redugdo do Fe**, obtendo um valor de 60,61 pmol
ESF/g es para a extragdo convencional e de 65,56 umol ESF/g es para a extragao assistida
com micro-ondas (Silva et al., 2021). Comparando com o valor obtido no presente estudo,
verifica-se que este apresenta uma menor capacidade antioxidante. Num outro estudo,
Rodrigues et al. analisaram por este ensaio a atividade antioxidante de um extrato da
halofita L. algarvense, obtido por uma técnica convencional com metanol (1:40 m/v)
como solvente. Os resultados obtidos de CMIso variaram entre 0,01 e 0,18 mg/mL
(Rodrigues et al., 2015). Costa ef al. analisaram a capacidade antioxidante de um extrato
de S. europaea por este mesmo ensaio, utilizando duas técnicas de extragdo distintas,
nomeadamente a técnica de extragdo por fluidos supercriticos com diferentes
concentragdes de etanol (10, 20 e 40 % v/v) e a extracdo assistida por ultrassons com
diferentes concentragdes de etanol (0, 10, 20, 40, 80 ¢ 100% v/v) (Costa et al., 2018).
Segundo os autores, a atividade antioxidante da S. europaea extraida por fluidos
supercriticos apresentou valores compreendidos entre 5,22 (10% etanol) e 10,38 (40%
etanol) umol FeSO4/g es, enquanto a extragdo assistida por ultrassons variou entre 27,4
(100% etanol) e 180,2 (80% etanol) umol FeSO4/g es (Costa et al., 2018). Novamente,
uma comparagdo com os resultados obtidos neste estudo torna-se impossivel devido a

falta de concordancia de unidades entre os diferentes estudos mencionados.
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4.3. Avaliaciao da capacidade de captacido de espécies reativas

As espécies reativas sdo uma das principais causas do stress oxidativo, sendo
responsaveis pelo processo de desenvolvimento de diversas doencgas cronicas, tais como
diabetes, Parkinson e cancro. Os resultados da capacidade de captagdo das espécies

reativas de oxigénio (ERO) do extrato otimizado estdo resumidos na Tabela 8.

Tabela 8. Capacidade de captacdo do anido superdxido (O2e-), 4cido hipocloroso (HOCI) e peroxilo
(ROO¢) pelo extrato de subproduto de S. ramosissima.

ERO
0" HOCI1 ORAC
CMISO (Hg/mL) Damostra/DTrolox
Extrato do subproduto 4, g5 | 55 57 27,61 + 0,42 0,0022 + 0,0001

de S. ramosissima
Controlos positivos

Acido galico 24,08 + 0,63 1,77 + 0,06 1,493 + 0,028

Catequina 41,80 + 4,97 0,38 + 0,01 0,416 £+ 0,021

CMI;s0 = concentragdo inibitdria, in vitro, necessaria para diminuir em 50% a quantidade de espécies reativas na amostra
testada (média + desvio padrdo). (Damostra’Drrolox) - racio obtido pela razdo entre o declive da amostra (subproduto da
Salicornia ramosissima) em estudo e o declive obtido pelo Trolox. Os resultados estdo expressos como média + desvio

padrdo (n=4).

O radical superdxido (O>™) é produzido pelo sistema imunoldgico com o objetivo
de proteger o nosso organismo. Contudo, este radical ¢ altamente toxico, levando a
origem de diversas reagdes que conduzem ao aparecimento de outras espécies de
oxigénio, indicando assim o inicio de um processo de stress oxidativo (Mazouz et al.,
2020). Este processo inicia-se com uma dismutacdo do radical superoxido através da
superéxido dismutase, o qual leva a origem do peroxido de hidrogénio (H20») (Pais,
2011).

De acordo com a Tabela 8, o extrato do subproduto de salicornia apresentou uma
capacidade de captagdo do radical superdxido (CMlso) de 324,82 pg/mL. Este resultado
¢ substancialmente superior aos obtidos pelos controlos positivos, nomeadamente pela
catequina (CMlIso = 41,80 pug/mL) e pelo acido galico (CMlIso = 24,08 ug/mL), sendo
possivel concluir que ambos os controlos apresentaram melhores resultados do que o

extrato do subproduto de salicornia. Comparativamente ao estudo realizado por Silva et
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al., ¢ possivel constatar que estes apresentam valores mais elevados (CMlsp = 979,36
pg/mL) do que os reportados no presente trabalho, o que mostra uma menor capacidade
de captagdo do radical (Silva et al., 2021). Mazouz et al. avaliaram a capacidade de
captacdo do radical superdxido pela haldfita L. spathulatum, utilizando diferentes
solventes, nomeadamente cloroformio, metanol, acido ascorbico € uma mistura de
metanol-agua, obtendo valores superiores a 400 pg/mL, 3,45 ng/mL, 3,55 pg/mL e 7,59
pg/mL, respetivamente (Mazouz et al., 2020). Segundo Rodrigues et al., a halofita
Polygonum maritimum L. atingiu uma CMlso de 40,4 pg/mL para a capacidade de
captagdo deste radical (Rodrigues et al., 2019). Com efeito, ambas as plantas halofitas
reportadas na literatura apresentaram melhores resultados do que o subproduto da
salicornia.

O 4cido hipocloroso (HOCI) ¢ um potente agente oxidante e antibacteriano que
provem da reacdo catalitica da enzima mieloperoxidase (Mazouz et al., 2020). Esta
substancia ¢ enddgena em todos os mamiferos e mostra uma grande eficacia contra uma
enorme gama de microrganismos, apresentando capacidade de destruir virus por cloragao,
tornando-os inofensivos (Block & Rowan, 2020). De acordo com a Tabela 8, o extrato de
salicornia apresentou uma capacidade de captagdo do acido hipocloroso de 27,61 pg/mL,
sendo bastante superior aos valores obtidos pelos dois controlos utilizados,
nomeadamente catequina (CMlIso = 0,38 pg/mL) e acido galico (CMlIso = 1,77 pg/mL).
Em comparacdo com o estudo realizado por Silva et al., onde os autores reportaram um
valor de CMI5so para a extragdo convencional e para a extragdo assistida por micro-ondas
de 90,28 pg/mL e 104,64 ng/mL, respetivamente, estes valores sdo bastante superiores
(Silva et al., 2021).

O ORAC ¢ um método espectrofluorimétrico que permite determinar a capacidade
de uma amostra captar o radical peroxilo, o qual ¢ gerado por uma fonte radicalar (AAPH)
através da sua decomposicao térmica (Tomei & Salvador, 2005). Neste ensaio, o radical
reage com a fluoresceina, originando um composto ndo fluorescente, sendo este resultado
expresso como o racio entre o declive da curva formada pelos controlos positivos/extratos
e o declive da curva formada pelo Trolox (Damostra/Dtrolox). Na Tabela 8 estdo reportados
os valores obtidos para a captagdo do radical peroxilo para o extrato do subproduto de
salicornia (0,0022) e para ambos os controlos utilizados, nomeadamente a catequina
(0,416) e o acido galico (1,493). Comparativamente aos controlos positivos, a amostra
apresentou melhor atividade antioxidante para captagdo deste radical. Silva et al.

avaliaram igualmente um extrato de salicornia quanto a captacdo do radical peroxilo,
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reportando um valor de 0,056 umol ET/mg es para a extragdo convencional e de 0,061
umol ET/mg es para a extragdo assistida por micro-ondas (Silva et al., 2021). Antunes et
al. avaliaram a captacdo do radical peroxilo pelo extrato de salicornia na altura de colheita
e passado 14 dias, em dois meses distintos, maio e julho (Antunes et al., 2021). Para o
més de maio obtiveram o valor de 15,97 mM Trolox/100 g na colheita e de 9,55 mM
Trolox/100 g passados 14 dias, enquanto em julho o valor na colheita foi de 2,74 mM
Trolox/100 g e passados 14 dias foi de 2,84 mM Trolox/100 g. Esta diferenga de valores
entre os dois meses pode ser explicada pelo aumento da radiacdo ultravioleta, uma vez
que esta pode conduzir a um aumento no conteudo de polifendis (Antunes et al., 2021).
Contudo, ambos os estudos expressam os resultados em unidades diferentes das do

presente trabalho, pelo que se torna impossivel a sua comparacao.

4.4. Determinacao dos compostos fendlicos

O perfil de compostos fendlicos do extrato 6timo do subproduto da salicérnia foi
obtido através de cromatografia liquida com espectrometria de massa, método
vulgarmente usado para quantificar os compostos fenolicos em frutas e plantas (Ignat et
al., 2011). O perfil fenolico do subproduto de salicornia estd representado na Figura 11,

enquanto a Tabela 9 resume os diversos compostos identificados e quantificados.

3,5 DCQA
4,5 DCQA
4CQA 1,4 DCQA
3CQA QA \
. | J FQA

Figura 11. Perfil cromatografico obtido por HPLC-MS no extrato de subproduto de salicornia.
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Tabela 9. Compostos fenolicos identificados por HPLC-MS no extrato do subproduto de salicornia.

Tempo de Quantidade
Identificacao retencio [M-H] Fragmentacao
: (mg/g)
(min.)

Acido 3-cafeoilquinico 4,34 353,07 191 (100) (;;9(60) 173 1,34
Acido 5-cafeoilquinico 6,30 353,08 191 (100)(21 57)9 (15) 173 0,58
Acido 4-cafeoilquinico 6,83 353,07 191 (30)(11 gg)(m) 173 5,54
Acido feruloil-quinico 8,32 367,03 193 (100) 191 (5) 0,03
Acido 4,5-dicafeoilquinico 10,50 515,10 353 (100) 0,61
Quercetina-3-O-glucosido 10,74 463,09 300 (100) 0,14
Acido 3,5-dicafeoilquinico 11,48 515,09 353 (100) 8,24
Acido 1,4-dicafeoilquinico 12,20 515,09 353 (100) 6,78
isoramnet'ina-3-’0-[5-D- 12,20 477.13 314 (100) 315 (50) 285 0,55

glucopiranosideo (24)
[M+H]" mg/g
Cromona 8,55 193,049 178 (100) 163 (10) 2,74
Digaloil-metil 9,35 499,1 319 (100) 288 (5) 270 (2) 5,44

glucopiranosideo

Derlv.ados de metoxi- 10,70 303,08 285 (25) 257 (60) 229 0,40

isoflavona (100)
Derlv.ados de metoxi- 11,60 303,085 285 (25) 257 (60) 229 0,42

isoflavona (100)

De acordo com a Tabela 9, os 4cidos fenolicos sdo os principais constituintes do
extrato do subproduto de salicornia, sendo o mais abundante o acido 3,5-dicafeoilquinico
(8,24 mg/g), seguido do acido 1,4-dicafeoilquinico (6,78 mg/g) e do &cido 4-
cafeoilquinico (5,54 mg/g). O extrato também apresenta flavonoides na sua composi¢ao,
mais propriamente derivados de isoramnetina (0,55 mg/g) e quercetina (0,14 mg/g).
Ambos apresentam uma forte atividade antioxidante, resultando num forte efeito protetor
contra a oxidacao lipidica.

A classe dos taninos também esta presente na composicao fendlica do extrato do
subproduto da salicornia. Os taninos hidrolisaveis sdo separados em dois grupos,
galotaninos e elagitaninos, polimeros derivados dos acidos galico e eladgico (Souza et al.,
2015). Os galotaninos sdo compostos por galoil or di-galoil. Neste estudo foi identificado
e quantificado um derivado de galotanino (nomeadamente o digaloil-metil
glucopiranosideo, na concentragdo de 5,44 mg/g). Além disso, foram identificados
compostos heterociclicos oxigenados, nomeadamente cromona (2,74 mg/g), um

composto que aparece naturalmente nas plantas. As cromonas apresentam a capacidade
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de inibir a atividades de algumas enzimas, nomeadamente em doengas
neurodegenerativas (Shaw et al., 2009). Por fim, foram identificados derivados de
isoflavonas, nomeadamente derivados de metoxi-isoflavona (10,7 min e 11,6 min), na
concentragdo de 0,40 mg/g e 0,42 mg/g, respetivamente.

Isca et al. estudaram o perfil fenolico de um extrato de S. ramosissima através de
cromatografia gasosa com espectrometria de massa. Os autores conseguiram quantificar
alguns compostos fendlicos, sendo, contudo, os grupos mais abundantes os acidos gordos
saturados (31,27%) e os alcoois gordos (45,32%). Dentro do grupo dos acidos gordos
saturados, o mais abundante foi o 4cido palmitico (12,08%), enquanto o alcool
lignocérico (tetracosanol; 11,89%) foi o 4lcool gordo mais abundante na amostra. Foi
também reportada a presenca de 4cidos carboxilicos, onde a classe menos abundante foi
a dos 4acidos dicarboxilicos (4% do total). A presenca de 4cidos gordos polinsaturados foi
também constatada, sendo o 4cido linoleico o mais abundante (4,9% do total). A terceira
classe com maior representacdo no extrato foram os esterdis vegetais (cerca de 12%),
essencialmente representados pelo estigmasterol e pelo B-sitosterol. Estes sdo derivados
do 24-etilcolesterol, um esterol caracteristico das plantas da familia da salicornia
(Chenopodiaceae) (Isca et al., 2014).

No estudo realizado por Silva et al., os autores identificaram e quantificaram os
compostos fenolicos do extrato convencional e de ultrassons da salicornia através da
técnica de HPLC-DAD (Silva et al., 2021). Segundo os autores, os principais constituintes
presentes no extrato foram os acidos fenoélicos e os flavonois, representando 50% e 40%,
respetivamente. O componente maioritario foi a miricetina (0,4250 mg/g es para extracao
convencional), um flavonoide conhecido pelos beneficios para a satide devido as suas
propriedades antioxidantes, anticancerigenas e anti-inflamatorias. Dentro dos acidos
fendlicos, o composto mais abundante foi o 4cido gélico (0,2105 mg /g es), enquanto no
grupo dos flavonois os compostos maioritarios foram a catequina e a epicatequina (0,1116
mg/gese0,0102 mg /g es, respetivamente). Foi igualmente reportada a presenga de outros
flavonois, como o rutina, derivados de quercetina e derivados de kaempferol, bem como
flavonas como a apigenina (Silva et al., 2021).

Zengin et al. avaliaram a composi¢do fenolica da S. europaea através da técnica
UHPLC acoplada a espectrometria de massa. Segundo os autores, foram identificados 11
componentes fenolicos, sendo que os componentes maioritarios foram o 4cido
rosmarinico (346,41 pg/g extrato), o acido quinico (116,7 pg/g extrato) e o acido p-
cumadrico (72,06 pg/g extrato) (Zengin et al., 2018). Mariem et al. identificaram e
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quantificaram os compostos do extrato da halofita Retama raetam através da técnica de
cromatografia liquida de alta resolu¢do de fase reversa. Os autores identificaram 17 4cidos
fendlicos e 6 flavonoides. O principal componente foi o dcido siringico, um acido fendlico
com forte capacidade antioxidante, antiproliferativa e anticancerigena, seguido pela
cumarina, que apresenta a capacidade de atuar como antioxidante através da inibigdo do
processo de oxidagdo lipidica. Esta capacidade estd associada a presenga de grupos
hidroxilos. Este composto encontra-se distribuido homogeneamente por diferentes partes

da planta, sendo mais abundante nas folhas e frutos (Mariem et al., 2014).

4.5. Viabilidade celular

O efeito do extrato 6timo na viabilidade celular de fibroblastos (HFF-1) e
queratindcitos (HaCaT) foi efetuado com recurso ao ensaio MTT. Estas duas linhas
apresentam uma grande importancia de avaliacdo da toxicidade quando o objetivo ¢ uma
potencial utilizacdo do extrato em produtos de aplicagdo tépica. Os resultados deste

ensaio estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Viabilidade celular de HaCaT e HFF-1 apos exposi¢ao ao extrato 6timo de S. ramosissima.
Os valores estdo expressos como média = desvio padrao (n=3).

Concentracio HaCaT HFF-1
(ng/mL)
DMEM 110,47 + 8,58 100,00 + 23,39
0.100 108,63 £+ 8,56 98,92 + 14,90
1,00 98,37 + 16,84 95,65+ 10,76
10,0 92,96 + 12,44 91,02 £ 4,55
100 95,41 + 12,09 91,05 + 4,55
1,0x103 93,81 +0,63 88,98 + 6,77

De acordo com os resultados obtidos, € possivel concluir que ndo ocorreu um
decréscimo da viabilidade celular dos queratindcitos nas concentragdes entre 0,1 e 1,0
pg/mL, obtendo-se valores na ordem de 100% de viabilidade. No entanto, existe um
pequeno decréscimo, ndo significativo, da viabilidade da mesma linha celular para as
restantes concentragdes avaliadas (entre 10 e 1000 pug/mL), sendo a viabilidade sempre

superior a 90%.
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Quanto a viabilidade celular dos fibroblastos, o extrato de salicdrnia ndo provocou
um decréscimo da viabilidade na concentragdo de 0,1 pg/mL. Contudo, nas concentragdes
entre 1 e 1000 pg/mL notou-se uma pequena diminui¢do da viabilidade, mantendo-se
sempre em valores proximos ou superiores a 90%. Com efeito, ¢ possivel concluir que o
extrato do subproduto de S. ramosissima ndo afetou significativamente a viabilidade
celular de ambas as linhas celulares, originando sempre valores superiores a 90% para
todas as concentragoes testadas.

Nao existe na literatura qualquer estudo que avalie o efeito da salicornia em linhas
celulares. Optou-se, por isso, por comparar com outras matrizes que utilizem as mesmas
linhas celulares. Pinto et al. avaliaram a viabilidade celular de queratindcitos e
fibroblastos apos exposicao a extratos de cascas de castanha obtidos por duas técnicas de
extragcdo distintas (extracdo assistida por ultrassons com agua e extracdo por fluidos
supercriticos). Segundo os autores, a viabilidade celular de queratindcitos variou entre
67,99% e 97,76% para a extracdo assistida por ultrassons, e 57.32% e 82,70% para a
extracdo por fluidos supercriticos. No que toca aos fibroblastos, ambas as técnicas de
extracdo ndo resultaram num decréscimo da viabilidade para todas as concentracdes
testadas (Pinto et al., 2021). Da mesma forma, Taofiq ef al. analisaram, para as mesmas
linhas celulares, dois extratos (Ganoderma lucidum e Pleurotus ostreatus) obtidos através
de uma extracdo convencional usando etanol como solvente. Os resultados reportados
pelos autores comprovam que apenas a concentracdo mais elevada (10 mg/mL) afetou
significativamente a viabilidade de queratinécitos, sendo que as restantes concentragdes
mantiveram a viabilidade acima dos 90%. Para os fibroblastos, acima da concentragao de
100 pg/mL, ambos os extratos afetaram significativamente a viabilidade (Taofiq et al.,
2019). Comparativamente ao extrato de salicornia, ambos os estudos mencionados
anteriormente mostram uma maior reducao da viabilidade celular para as linhas celulares
utilizadas.

Rodrigues et al. analisaram a viabilidade celular de HEK 293 (células
embriondarias do rim) e HepG2 (células cancerigenas do figado) apds exposicdo a um
extrato da haldfita L. algarviense (Rodrigues et al., 2020). De acordo com os autores, 0s
resultados obtidos foram superiores a 100% para ambas as linhas celulares (Rodrigues et
al., 2020). Num outro estudo realizado pelos mesmos autores, analisou-se a viabilidade
celular das linhas celulares S17 (células ndo tumorais) e HepG2 de cinco plantas halofitas
(4. macrostachyum, M. edule, J. acutus, P. coronopus e H. portulacoides). Segundo os

autores, para a linha celular HepG2 verificou-se um decréscimo significativo da
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viabilidade celular para 39% quando exposta ao extrato de P. coronopus obtido por
extracdo convencional (usando hexano como solvente), bem como apds exposi¢do ao
extrato de M. edule obtido pelo mesmo método de extragdo (usando cloroférmio e éter
dietilico como solventes (58% e 50% respetivamente) (Rodrigues et al., 2014). Saleem et
al. avaliaram a viabilidade celular das linhas MCF-7, MDA-MB-231 (células
cancerigenas da mama) e DU-145 (células cancerigenas da prostata) quando expostas a
halofita S. fruticosa, usando uma extragdo por maceragdo com diclorometano e metanol
(Saleem et al., 2021). Segundo os autores, a viabilidade celular da linha MCF-7 foi de
63,44% e de 45,01%, respetivamente apds exposi¢do ao extrato com metanol e
diclorometano. Para a viabilidade celular da linha MDA-MB-231 obtiveram-se valores
de 77,75%, usando o metanol como solvente, e de 67,22%, quando se recorre ao
diclorometano. Por fim, para a linha DU-145, os valores de viabilidade foram de 62,83%,
para o extrato metanolico, e de 25,88%, para o extrato com diclorometano (Saleem et al.,
2021).

Segundo a literatura, as plantas halofitas sdo geralmente avaliadas quanto ao seu
efeito na viabilidade celular utilizando células cancerigenas, muito devido as capacidades
antioxidantes e anticancerigenas reportadas, pelo que se torna impossivel a comparagao
com os resultados obtidos no presente estudo. Contudo, ¢ possivel concluir que a
salicornia ndo afeta a viabilidade celular de fibroblastos e queratindcitos para as

concentragdes testadas, atestando assim a sua seguranca.
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5. Conclusao

O presente trabalho teve como principal objetivo caracterizar e valorizar um
subproduto produzido industrialmente durante o processamento da planta halofita S.
ramosissima, visando a reutilizagao da mesma em novas industrias, como a cosmética ou
a alimentar (como alternativa ao sal marinho).

Inicialmente, recorreu-se a metodologia de superficie de resposta para otimizar a
extracdo dos compostos bioativos da salicornia, através de uma extragdo convencional
utilizando 4gua como solvente, visando maximizar a atividade antioxidante/antiradical do
extrato. De acordo com o modelo matematico, o extrato 6timo foi obtido a 80° C durante
10 minutos. Nestas condi¢gdes, o rendimento de extragdo foi de 36,24%. Este extrato
apresentou um teor de compostos fenolicos de 8,91 mg EAG/g es, enquanto o valor
reportado para o FRAP foi de 13,56 umol ESF/100 mg es; para o ABTS foi de 1272,20
pg EAA/100 mg es; e para o DPPH foi de 1106,10 ng ET/100 mg es. No que toca a
capacidade de captacdo de espécies reativas ao oxigénio, constatou-se que o extrato 6timo
apresentou uma boa capacidade de captagdo do 4cido hipocloroso (CMIso =26,61 pg/mL)
e do radical peroxilo (Damostra/DTrolox = 0,0022). Contudo, verificou-se uma baixa
capacidade de captagdo do radical superdxido (CMIso = 324,82 ug/mL). O perfil fendlico
demonstrou a presenga de acidos fendlicos, sendo que o 4cido mais abundante foi o 4cido
3,5-dicafeoilquinico, bem como flavonoides, mais concretamente derivados de quercetina
€ isoramnetina.

Através do ensaio MTT foi avaliado o efeito da exposi¢ao de duas linhas celulares,
fibroblastos e queratindcitos, a diferentes concentragdes do extrato. De acordo com os
resultados obtidos, para ambas as linhas celulares ndo se verificou uma diminui¢cdo da
viabilidade celular at¢ a concentragdo méxima avaliada (1000 ug/mL), conseguindo
manter sempre valores préximos ou superiores a 90%.

Como perspetiva de trabalho futuro, e tendo em conta os resultados obtidos, seria
interessante proceder ao desenvolvimento de um produto cosmético, devido a elevada
viabilidade celular das linhas testadas, bem como a realiza¢ao de novos ensaios celulares
com células intestinais com o objetivo de verificar quais os efeitos possiveis ao incorporar

este subproduto na industria alimentar.
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