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Resumo

As plantas halofitas sdo plantas tolerantes a salinidade, comestiveis e que se
encontram por todo o mundo, inclusive em Portugal, ao longo da costa. Estas plantas
possuem na sua constituicdo compostos fenolicos, que sdo antioxidantes naturais, e que
tém sido apontados como responsaveis por alguns dos efeitos benéficos para a satde do
ser humano. Existem diversas espécies de plantas halofitas, no entanto, a mais conhecida
e comercializada ¢ a Salicornia ramosissima.

Dada a utilizacdo cada vez mais importante deste tipo de plantas, justifica-se um
estudo aprofundado sobre a sua composicdo e possiveis beneficios para a saude. Para
aumentar este conhecimento, ha necessidade de otimizar metodologias de extracao e
andlise que permitam ter uma informacéo detalhada sobre a composicao destas plantas.

Esta dissertagdo teve como principal objetivo extrair compostos bioativos de
plantas halofitas, mais concretamente de S. ramosissima e caraterizar a sua composicao
quimica e bioatividade.

Inicialmente realizou-se a caraterizacdo da planta, onde foi possivel identificar os
compostos Vvolateis responsaveis pelo aroma das plantas presentes na sua composicao,
estudar o seu perfil lipidico e identificar e quantificar pigmentos e compostos fendlicos.
Através desta caraterizacdo verificou-se que a amostra, relativamente a compostos
volateis, possui maioritariamente alcoois (25%) e alcanos (27%), tendo também na sua
composicdo compostos como o mentol (9.55%) e a canfora (2.90%). Ao extrair o
conteddo lipidico da amostra foi possivel identificar e quantificar os diferentes acidos
gordos presentes, sendo 0s maioritarios o acido alfa-linoleico (C18:3, 34%), o acido
linoleico (C18:2, 17%) e o &cido palmitico (C16, 21%). Possui carotenoides e clorofilas
na sua composicdo. Relativamente a compostos fenolicos, foi possivel identificar mais de
10 tipos diferentes, mas os maioritariamente presentes na planta sdo o acido clorogénico
e 0 quercetina-3-glucdsido.

Testaram-se depois diferentes técnicas de modo a extrair compostos bioativos
utilizando-se técnicas convencionais — Soxhlet - e alternativas, como a extracdo por
fluidos supercriticos, extracdo assistida por ultrassons e extracdo assistida por
microondas. Com o auxilio de um programa estatistico, 0 MODDE, foi possivel otimizar
esta Ultima extracdo. Ao comparar os resultados obtidos, concluiu-se que a extracao
assistida por microondas € o melhor método de extracdo uma vez que ndo consome muito

tempo e energia, € um método relativamente simples e obtém-se valores elevados de



rendimento massico e contetdo fenolico total, 56.69% e 30.76 mg GAE/g extrato,
respetivamente.

Em suma, esta dissertagdo permitiu caraterizar a composi¢do da Salicornia
ramosissima e otimizar métodos de extragdo considerados “amigos do ambiente” para

compostos bioativos.

Palavras-chave: plantas hal6fitas, métodos de extracdo, compostos fendlicos,

conteudo fendlico total, atividade antioxidante



Abstract

Halophyte plants are salinity tolerant plants, edible and found all over the world,
including in Portugal, along the coast. These plants have in their constitution phenolic
compounds, which are natural antioxidants, and which have been pointed out as
responsible for some of the beneficial effects for the health of human being. There are
several species of halophyte plants, however, the best known and marketed is the
Salicornia ramosissima.

Given the increasingly important use of this type of plants, an in-depth study on its
composition and possible health benefits is warranted. To increase this knowledge, there
is a need to optimize extraction and analysis methodologies that allow to obtain detailed
information about the composition of these plants.

The main objective of this dissertation is to extract bioactive compounds from
halophyte plants, more specifically from S. ramosissima and characterizing its chemical
composition and bioactivity.

Initially the plant was characterized, where it was possible to identify the volatile
compounds responsible for the aroma of plants present in its composition, study its lipid
profile and identify and quantify pigments and phenolic compounds. Through this
characterization it was found that, relatively to volatile compounds, the sample has mainly
alcohols (25%), alkanes (27%), menthol (9.55%) and camphor (2.90%). By extracting the
lipid content from the sample, it was possible to identify and quantify the different fatty
acids present, with the majority being alpha-linoleic acid (C18:3, 34%), linoleic acid
(C18:2, 17%) and palmitic acid (C16, 21%). It has carotenoids and chlorophylls in its
composition. For phenolic compounds, it was possible to identify more than 10 different
types, but the majority present in the plant is chlorogenic acid and quercetin-3-glucoside.

Were then tested different techniques to extract bioactive compounds using
conventional techniques — Soxhlet - and alternatives, such as supercritical fluid
extraction, ultrasound-assisted extraction and microwave-assisted extraction. With a
statistical program, MODDE, it was possible to optimize this last extraction. When
comparing the results obtained, it was concluded that microwave-assisted extraction is
the best extraction method since it does not consume much time and energy, it is a
relatively simple method and there were obtained high values of mass yield and total
phenolic content, 56.69 % and 30.76 mg GAE/g extract, respectively.



In conclusion, this dissertation allowed to characterize the composition of
Salicornia ramosissima and optimize extraction methods considered “environmentally

friendly" for bioactive compounds.

Keywords: halophyte plants, extraction methods, phenolic compounds, total
phenolic content, antioxidant activity
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1. Introducéo
1.1. Plantas Halo6fitas

O termo “halofita” surge da jungdo das palavras Halos e Phyto, que significam sal
e planta, respetivamente.

As plantas halofitas sdo tolerantes a salinidade e séo, por isso, capazes de completar
0 seu ciclo de vida num substrato com uma concentracao elevada de cloreto de sodio
(NaCl). S&o comestiveis e representam 1% da flora mundial, uma vez que 99% das
plantas s&o bastante sensiveis ao sal — plantas glicéfitas (1). E possivel encontrar este tipo
de plantas em varios pontos do mundo e em Portugal, encontram-se naturalmente ao
longo da costa, em locais com boa drenagem das aguas, como por exemplo, as salinas
(2).

As plantas hal6fitas podem separar-se em grupos, consoante a sua tolerancia a
salinidade dos solos (1):

- obrigatorias: necessitam de sal, como a Salicornia spp. ou Sarcocornia spp.;

- preferenciais: preferem ambientes salinos, como a Juncus maritimus;

- de subsisténcia: toleram ambientes salinos, como a Juncus acutus;

O excesso de sal € um dos principais fatores que limitam o crescimento e a
produtividade das plantas, no entanto, as plantas halé6fitas possuem mecanismos
evoluidos nas raizes, no caule e nas folhas que as torna diferentes. As células que se
encontram nas camadas exteriores sao basicamente impermeaveis ao sal (NaCl), por outro
lado, no interior da planta, existe uma camada que forca a passagem da dgua por entre as
células, filtrando grande parte do NaCl. Estes iGes — Na* e ClI° — encontram-se
armazenados no vacuolo central da planta. Para manter o equilibrio iénico neste
compartimento, da-se um aumento da sintese de metabolitos osmoticamente ativos, no
entanto, por consequéncia, acumulam-se nas folhas diferentes aclcares de modo a
responder ao stress salino. Este stress leva também ao aumento da formacéao das espécies
reativas de oxigénio (ROS), o que pode destabilizar a atividade enzimatica ou a
integridade das células membranares. Para responder ao dano oxidativo, as plantas
halofitas induzem a sintese de enzimas e compostos antioxidantes, como polifendis,
carotenoides, como o [B-caroteno e acido ascorbico (3,4).

Este tipo de plantas é usado desde hd muitos anos como alimento e para fins
medicinais. O uso destas plantas é bastante vantajoso pois possuem um elevado valor de

proteinas e fibra, adaptam-se facilmente a regides costeiras aridas e podem ser usadas



para vegetar solos salinos. Podem também ser cultivadas em solos nédo tao propicios para
a agricultura como solos impermeéaveis e com elevado nivel de sal (2).
Existem centenas de plantas halofitas, no entanto, neste trabalho ira dar-se destaque

a Salicornia spp.

1.2. Salicornia

A salicérnia € uma das principais plantas haldfitas (1). Pertence a familia
Chenopodiaceae — e existem mais de 150 espécies, sendo que as mais comuns S&o:
Salicornia herbacea (também conhecida como S. europaea), Salicornia maritima,
Salicornia bigelovii, Salicornia fruticosa e Salicornia ramosissima (5,6).
Taxonomicamente sdo bastante parecidas, o que dificulta a distincdo entre as diferentes
espécies de salicornia.

E possivel encontrar esta planta em varios continentes — América do norte, Europa,
Asia e Africa do Sul — uma vez que suporta diferentes tipos de clima. Em Portugal, pode
encontrar-se Salicornia spp., mais especificamente a Salicornia ramosissima, nas regioes
do Sapal (Algarve), Murtosa (Aveiro) e na Figueira da Foz (5,6). Cresce espontaneamente
nas zonas salinas ao longo da costa ou em &reas com solos pobres e, por isso, foi
considerada uma planta invasiva durante muito tempo (7,8).

A salicornia é uma planta anual, ou seja, germina, floresce e morre em um ano.
Possui pequenas folhas verdes, em forma de escama, com caules esponjosos, flores e

frutos impercetiveis (Figura 1.1)(7).

$ TR YL

Figura 1.1 - Planta Salicornia, no seu habitat natural. Fonte: Jornal Médico (disponivel em
https://www.jornalmedico.pt/atualidade/34836-sal-planta-salicornia-pode-ser-alternativa-mais-saudavel.html)

As folhas da planta sdo verdes durante a primavera e 0 verdo, tornando-se verde-
amarelado, laranja e rosa avermelhada a medida que chega a estacéo outonal. O ciclo de
vida da Salicornia termina no inverno, com as suas folhas com uma cor roxa (6). Atingem,

normalmente, uma altura entre os 10-40 centimetros.



Sendo uma planta hal6fita é capaz de tolerar elevados niveis de salinidade e
sobrevive também a periodos de secas severas. Além disso, é bastante resistente a doencas
e pestes. Estas carateristicas tornam-na numa das mais importantes plantas do futuro (7).

A planta salicornia comecou a ser usada ha muitos anos na Asia, principalmente na
area da medicina tradicional. De seguida, passou também a utilizar-se para fins industriais
— usada como aditivo na industria do sabdo e do vidro (devido a presenca de substancias
quimicas alcalinas na sua constituicdo) —, terapéuticos, pois € considerada um produto
diurético e rico em vitamina C, e alimentares, como complemento da dieta, podendo ser
consumida em saladas ou como pickles. Tem sido também bastante procurada para
cozinhas gourmet, ndo s6 pelo seu sabor salgado, mas por possuir um elevado nivel de
minerais, vitamina C e B-caroteno (3). Ultimamente, a sua importancia tem vindo a
aumentar uma vez que pode ser usada como um substituto do sal. Devido a este fator, ja
existe a possibilidade de a comprar em supermercados, COmo uma especiaria.

As sementes da salicornia sdo bastantes relevantes pois fornecem um éleo vegetal
de elevada qualidade, uma vez que € maioritariamente constituido por acidos gordos
polinsaturados, como por exemplo o &cido linoleico. Podem, além disso, ser também
usadas na area da cosmética (1).

O perfil nutricional da planta é bastante complexo pois é rica em fibras dietéticas,
vitaminas, acidos gordos insaturados, aminoacidos essenciais, fitoesterdis e flavondides
(9). A nivel mineral, é possivel encontrar na salicornia maioritariamente sodio, iodo,
fosfato, célcio, fosforo, magnésio, manganés, zinco e ferro. Esta possui uma elevada
capacidade de reter minerais proveniente do ambiente (7,10).

Devido a estas carateristicas, esta provado que a salicornia possui beneficios para
varios problemas de salde como a obesidade, hipertensdo, asma, cancro, inflamacoes,
diabetes, hepatites e gastroenterites (1,6).

Neste estudo, a espécie de Salicornia utilizada é a S. ramosissima.

S. ramosissima

Como supramencionado, esta € uma variante da S. europaea, sendo possivel
encontré-la em Portugal, na zona da Ria de Aveiro. Em estudos prévios foi possivel
identificar e quantificar 57 compostos desta espécie, através de cromatografia gasosa com
detetor de espetrometria de massa (GC-MS). Estes sdo maioritariamente acidos
carboxilicos — &cidos gordos saturados —, alcoois de cadeia longa, esterois e familias

aromaticas (11).



O é&cido gordo e o alcool de cadeia longa mais abundantes na S. ramosissima séo o
acido palmitico e o tetracosanol, respetivamente. Por outro lado, em espécies como a S.
europaea e S. bigelovii, o acido gordo mais relevante é o &cido linoleico. Este facto deve-
se a diferencas entre as espécies e as zonas morfologicas onde séo cultivadas, assim como
a carateristicas ambientais. A salicdrnia ramosissima possui uma fracdo lipofilica com
baixo valor de &acidos gordos insaturados, comparativamente a outras espécies da
Salicornia spp (11).

Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo um dos principais constituintes das plantas halofitas,
em particular da salicornia. Sdo metabolitos secundarios das plantas derivados da via
metabolica do chiquimato, originando fenilpropandides, e da via do acido acético, dando
origem aos fenodis simples (12). Estdo associados ndo s6 a sua qualidade nutricional e
sensorial como s&o considerados fonte de antioxidantes naturais (13). S&o sintetizados,
pela planta, como resposta a pressdes ecoldgicas e fisiologicas e, como tal, ttm como
funcdo proteger a planta da radiacdo ultravioleta, atrair polinizadores e dispersar
sementes, defender a planta de ataques de herbivoros, insetos ou outras plantas ou
patogénicos, pigmentar a planta e regular o seu desenvolvimento (14,15). A capacidade
que os compostos fendlicos possuem de estabilizar e deslocar eletrdes desemparelhados,
assim como os seus efeitos antioxidantes estdo relacionados com varias propriedades
promotoras de salde, através de seis modos principais de acdo (15):

e Quebra de reacdes em cadeia oxidativa ao eliminar ROS;

e Eliminacdo de pré-oxidantes;

e Reciclagem de outros antioxidantes;

e Modulacdo da atividade enzimatica;

e Modificacdo das vias de transducéo de sinal;

e Diminuicdo da fluidez das membranas para restringir especificamente a
difuséo de ROS.

A sua estrutura consiste em pelo menos um grupo hidrocarboneto aromatico, ou
seja, um anel aromatico, ligado a um ou mais grupos hidroxilo, podendo ser polimerizado
ou ndo (12,15). Esta estrutura permite a interacdo destes compostos com outras
biomoléculas importantes (16). Atualmente sdo conhecidos mais de 8000 compostos

fendlicos diferentes podendo ser classificados como fenois simples — acidos fendlicos,



alcoois fendlicos - ou polifendis — cumarinas, flavonoides, lignanos, estilbenos e taninos.
Estes diferem no numero de anéis arométicos na molécula (Tabela 1.1) (12,14,16).

Nos alimentos, sdo comumente associados a qualidades sensoriais e nutricionais,
mas destacando sempre a sua atividade antioxidante. Esta foi reconhecida ha muito
tempo, no entanto a investigacdo relativamente ao uso de substancias naturais ou
alimentos com compostos fenolicos antioxidantes continua a ser um grande interesse na
indUstria alimentar (13). Estdo também associadas a estes propriedades anti-
inflamatdrias, anticancerigena, antimutagénica, antialérgica, anticoagulantes, antivirais e

antimicrobianas (12,17).

Tabela 1.1 - Estruturas quimicas dos compostos fenolicos.
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A intensidade da capacidade antioxidante varia de acordo com a estrutura do
composto, nomeadamente do nimero e posicdo dos grupos hidroxilo, da presenca de
duplas ligages, do tipo de grupos substituintes no anel e do grau de glicosilagéo (15).

A parte da planta estudada influencia também os resultados, pois apesar destes
compostos se encontrarem em todos os 0Orgdos, geralmente encontram-se mais
concentrados nas partes aéreas. Este facto pode dever-se a exposicao solar e ao calor (15).

Os extratos fendlicos podem ser usados diretamente na matriz alimentar como
antioxidantes, substituindo compostos sintéticos, ou podem ser utilizados no
desenvolvimento de membranas e revestimentos, usados para selar os produtos
embalados, preservando a sua qualidade microbiologica. Quando aplicados no alimento,
o nivel de TPC (conteudo fenolico total) e TFC (conteudo total de flavondides) aumenta
significativamente, aumentando por consequéncia o seu potencial antioxidante podendo

ocorrer, no entanto, uma ligeira alteracdo de cor (12,15).



Devido a todas estas carateristicas, o interesse em compostos fendlicos tem vindo a
crescer ao longo dos anos, de modo a ser possivel formular e otimizar técnicas de extra¢do
cada vez mais sustentaveis, que extraiam com sucesso estes compostos de modo que
possam ser usados na indudstria alimentar, farmacéutica e de cosmética (12).

Ao longo deste trabalho pratico serdo usadas metodologias de extracdo
convencionais e sustentaveis — Extracdo Solido-Liquido Soxhlet, Extracdo Assistida por
Ultrassons (UAE), Extracdo Assistida por Microondas (MAE) e Extracdo com o auxilio
de Fluido Supercritico (Supercritical Fluid Extraction, SFE) —, técnicas de andlise e
caraterizacdo quimica, como o método de Folin-Ciocalteu, método ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detetor
de Arranjo de diodos (HPLC-DAD), Cromatografia Gasosa acoplada ao espetrémetro de
massa (GC-MS), Cromatografia Liquida de alta eficiéncia acoplada ao espetrémetro de
massa (HPLC-MS) e Cromatografia em Camada Fina (em inglés Thin Layer

Chromatography - TLC).

1.3. Metodologias de Extracio
1.3.1. Extragdo Convencional: Soxhlet

A extracdo solido-liquido Soxhlet é uma extracdo convencional que se carateriza
pela remocéo do analito de uma matriz solida utilizando um solvente orgéanico capaz de
dissolver o analito em questdo (18).

Para uma extracdo deste tipo é necessaria uma manta de aquecimento, um baldo de
destilacdo, o extrator Soxhlet, um condensador de refluxo — que permite a condensagéo
do solvente e o seu refluxo, e um cartucho, onde é colocada a amostra. Este cartucho é
depois introduzido no Soxhlet (Figura 1.2) (19).
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Figura 1.2 - Esquema da extracdo com Soxhlet (19).

Coloca-se o solvente no baldo de destilagdo, colocado sobre uma manta de
aquecimento, e da-se inicio ao refluxo. Ao atingir a temperatura de ebuli¢cdo do solvente,
0 Seu vapor atravessa toda a montagem e, devido ao condensador e, consequentemente,
ao liquido de refrigeracdo, arrefece, condensa e desce até a camara central do Soxhlet,
onde se encontra o cartucho. O liquido vai-se acumulando, dissolvendo alguma da
amostra. Quando a cadmara se encontra quase preenchida pelo liquido, este é aspirado pelo
sifdo e descarregado de novo no baldo de destilacdo, ja com os analitos extraidos, onde
se encontra mais solvente de extracdo. Esta operacao repete-se varias vezes, até se dar por
concluida a extracdo. Deste modo, a amostra fica varias vezes em contacto com porg¢des
de solvente frescas, aumentando a eficiéncia da técnica. Depois de terminada a extracao,
devido as grandes quantidades de solvente usadas, € necessario concentrar o extrato, ou
seja, evaporar o solvente do baldo de destilacdo (20,21).

A eficiéncia desta extracdo varia consoante diferentes condi¢es, como o solvente
usado, a concentracdo, o pH e a temperatura (18).

Esta técnica é automatica e de alta eficiéncia, no entanto a quantidade de solventes
utilizada é relativamente elevada, assim como o tempo de extracdo, levando ao consumo
de muita energia. H& a possibilidade de se dar degradacdo térmica da amostra devido a

elevada temperatura usada durante todo o processo (18,21).

1.3.2. Extragdo com metodologias sustentaveis: UAE, MAE, SFE
Extracdo Assistida por Ultrassons (UAE)

A extracdo assistida por ultrassons, também conhecida como sonicacdo, produz

ondas sonoras, normalmente com frequéncias acima dos 20 kHz — ultrassons. Estas
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propagam-se pelo meio através de compressoes e rarefacOes. A elevadas frequéncias,
estes mecanismos levam a um fenémeno denominado cavitacdo, onde as bolhas se
formam, crescem e, devido a elevada pressdo e temperatura, colapsam. A implos&o destas
gera micro-turbuléncia, colisdes inter particulas a alta velocidade e agitacdo de particulas
microporosas. Todos estes fendmenos aceleram a difusdo e aumentam significativamente
as transferéncias de massa (17,22). Devido ao espago limitado para as bolhas expandirem,
a maioria das bolhas colapsa assimetricamente nos vasos. As fissuras que entdo se
desenvolvem nas paredes celulares levam a um aumento da permeabilidade dos tecidos
da planta, facilitando tanto a entrada do solvente como a saida dos extratos (23).

A radiacdo ultrassonica facilita a extracdo de compostos organicos e inorganicos de
matrizes s6lidas, usando solventes liquidos em condig¢Ges controladas de temperatura e
num determinado intervalo de tempo (14).

Para extrair compostos fenolicos ha dois modos de utilizacdo dos ultrassons:

- sistema estéatico: extracdo em circuito fechado, onde ndo se déa transferéncia continua de
solvente;

- sistema dindmico: € fornecido novo solvente continuamente, permitindo uma adsorcéo
mais eficiente dos analitos (14).

Estes podem ainda ser aplicados diretamente através de um sistema de sondagem,
ou indiretamente, num banho de dgua (17). Neste caso, sera usado um sistema estatico,
num banho de 4gua, como estad demonstrado na Figura 1.3 (24).

Este método de extracdo é considerado um dos mais simples, menos dispendioso e
rapido, tendo ainda a vantagem de se poder aplicar a compostos instaveis e termolabeis
(14,21).

water seed and solvent mixture

A

heater

heater

ultrasonic transducers

Figura 1.3 - Diagrama de um banho de ultrassons usado numa extracéo. (24)



Extracéo assistida por Microondas (MAE)

A Extracdo Assistida por Microondas (MAE) combina a utilizacdo de energia
microondas e a extragdo por solventes convencional. Consiste na rutura ou alteragdo da
estrutura das células ao serem aplicadas ondas eletromagnéticas com uma gama de
frequéncias entre os 0.3 e 300 GHz na amostra e baseia-se nos mecanismos de conducgéo
ionica e rotacdo de dipolo. Estes ocorrem maioritariamente em simultaneo, tanto no
solvente como na amostra, transformando energia microondas em calor (25,26).

A conducdo idnica refere-se a migracéo eletroforética de ides e eletrdes, gerando
um campo elétrico. Esta migracdo causa colisdes entre iGes da amostra e moléculas do
meio envolvente, uma vez que a direcdo dos iGes varia consoante o campo elétrico,
provocando uma libertacdo de energia. A rotacdo de dipolo é referente ao movimento que
as moléculas polares efetuam ao tentarem realinhar-se com o campo elétrico. Estas
movimentacOes, assim como as colisdes intermoleculares, provocam vibracGes, que
originam também a libertacdo de energia. A energia libertada por estes mecanismos
encontra-se em forma de calor e portanto leva a um aquecimento da amostra. Este
aquecimento provoca a evaporacdo da humidade presente na matriz, aumentando a
pressdo intracelular até se dar a rutura da célula vegetal. Deste modo, a penetracdo do
solvente é maior, facilitando a extracdo de compostos e aumentando o rendimento (25—
28).

MAE é uma técnica facil de executar e com reduzido tempo de extracdo. Possui um
baixo custo de investimento para obtencdo do equipamento, comparativamente a outros
usados ao longo desta dissertacdo, e o rendimento de extracéo € superior ao obtido através
de métodos convencionais. E também um método mais seletivo, que gere menos residuos
e utiliza pouca quantidade de solventes, sendo por isso considerado um método “verde”.
No entanto, possui a desvantagem de ser necessario um procedimento de separacdo —
filtracdo ou centrifugagdo — para os extratos obtidos. Um outro efeito secundario desta
extracao é a transformacdo da energia em calor, aumentando a temperatura da amostra,
podendo danificar a atividade e estrutura dos compostos termolabeis (10,21,27,29,30).

Um equipamento de microondas possui quatro componentes principais: o gerador
de microondas — magnetrdo -, o guia de ondas, que permite a propagacdo destas, 0
recipiente que contém a amostra e o circulador, que permite a circulagcdo das microondas

apenas para a frente (Figura 1.4) (27,31).
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Figura 1.4 - Diagrama de um microondas utilizado em extracoes (31).

Neste caso, esta técnica serd usada para a extracdo de compostos fenoélicos. Como
referido anteriormente, compostos fendlicos séo moléculas polares e, como tal, o solvente
usado é também polar. O uso de solventes polares é crucial uma vez que tém de ser
ionizados. Utiliza-se, frequentemente, a dgua, pois aumenta a constante dielétrica do
solvente e, consequentemente, aumenta a absorcéo da energia de microondas. Posto isso,
a temperatura no interior da amostra aumenta originando a rutura de células e a

consequente libertacdo dos compostos antioxidantes (28,32).

Extracdo de Fluido Supercritico (SFE)

Extracdo de Fluido Supercritico é o processo de separar um componente de uma
determinada matriz, usando fluidos supercriticos como solvente de extracédo (33).

Um fluido encontra-se no estado supercritico quando a temperatura e a pressdo do
fluido sdo elevadas, acima do seu ponto critico (14). Deste modo, contém propriedades
fisicas intermediarias entre o liquido e o gas (34). O fluido supercritico mais utilizado é
o dioxido de carbono (COz), uma vez que é quimicamente estavel, ndo € inflamavel, ndo
é tdxico, é inodoro, inerte e possui um baixo custo. No entanto, devido a sua perfeita
simetria, € apolar, e, como tal, ndo é possivel utilizd-lo em extracbes de compostos
fenolicos polares. Assim, é necessario adicionar-se um co-solvente polar. Os mais
utilizados séo o metanol, acetona, agua e, principalmente, o etanol (14,33).

O equipamento de SFE (Figura 1.5) é constituido por um fornecedor de solvente,
um banho de refrigeracdo, uma bomba — que mantém a pressao e o fluxo -, um permutador
de calor, uma célula de extracdo, com uma manta de aquecimento envolvente - de modo
manter a temperatura estavel -, a ABPR (Regulador de Pressdo automatico), e um

dispositivo de recolha. Se o processo envolver co-solventes existe também um fornecedor
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e uma bomba para este. Nestes casos, depois do vaso de extracdo, existem vasos coletores
(35).

Sendo o CO2 um fluido supercritico, este encontra-se sempre num estado
liquido/gasoso. Ao passar no refrigerador, condensa, passando totalmente ao estado
liquido, sendo assim possivel bombea-lo. Segue para o permutador de calor onde passa
de novo a gas e, caso seja necessario, se mistura com o co-solvente. Encaminham-se
ambos para 0 vaso de extracdo. A ABPR controla a pressdo e a temperatura de todo o
sistema e impede que, ao diminuir o volume de CO; presente no vaso, a presséo se altere.
Saindo do vaso, a mistura passa por um recipiente frio onde a nossa matéria-prima fica
retida e se separa do COx. Este ¢é libertado para a atmosfera e, 0 co-solvente ainda presente
na nossa amostra sera evaporado (36).
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Figura 1.5 - Componentes de um sistema Thar SFE-500F-2-C50 (35).

SFE é uma técnica vantajosa pois possui uma elevada seletividade, um reduzido
tempo de extracdo e uma baixa possibilidade de contaminacdo da amostra através do
solvente. A principal vantagem é o facto de, em alguns casos, ser possivel evitar a
degradacédo termica dos compostos extraidos, assim como a sua decomposicao, pois a
extragdo é realizada a uma baixa temperatura e na auséncia de oxigénio e luz (33,37).

Esta ¢ uma técnica de extrag@o “amiga do ambiente”, e como referido anteriormente

pode ser uma boa alternativa a métodos de extragdo tradicionais que envolvam solventes.
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Na Tabela 1.2 estdo descritas as vantagens e as desvantagens de cada um dos

métodos utilizados ao longo deste trabalho.

Tabela 1.2 - Vantagens e desvantagens dos métodos usados.

Método Vantagens Desvantagens
Provavel degradacdo térmica
Soxhlet Método automatico de alta eficiéncia. devido a elevada temperNa tra e
elevado tempo de extracdo. Uso
de solventes organicos.
Elevada eficiéncia de extracdo, uso de Nao aplicavel a matrizes
. . complexas, pouco controlo no
pouco solvente e energia, reduzida
« valor da temperatura do banho
UAE temperatura e tempo de extracao. ~ )
. . . ao longo da extracdo e baixa
Método considerado bastante simples e I . N
) X eficiéncia relativamente as
pouco dispendioso. . .
transferéncias de energia.
Método simples com um reduzido L .
~ ) Necessario equipamento
tempo de extracdo e um maior e
MAE . ; X g especifico e de elevado custo,
rendimento, baixa degradacéo térmica, ; L
: baixa seletividade.
pouca guantidade de solvente usado.
Possibilidade de dissolver uma grande
variedade de produtos naturais. Método Necessario equipamento
SFE bastante seletivo, com um reduzido especifico, de elevado custo e
tempo de extracao e baixa probabilidade manuseamento complexo.
de contaminacdo.

1.4. Metodologias de anélise
1.4.1. Teor de compostos fenolicos totais (Folin-Ciocalteu)

Os compostos fenolicos sdo considerados as moléculas com maior potencial para
neutralizar radicais livres e, como tal, a sua quantificacdo é uma préatica bastante comum.
O método de Folin-Ciocalteu é um dos métodos colorimétricos mais antigos para
quantificar fendis numa amostra (38,39). O reagente usado nesta técnica — reagente Folin-
Ciocalteu (FC) — € constituido por acido fosfotingstico (H3PW12040) e &cido
fosfomolibdico (H3PMo012040). Este reage com fendis e substincias redutoras néo
fendlicas, que dissociam um protdo, levando a formacéo do anido fenolato. Por sua vez,
este reduz o reagente FC formando oxido de tungsténio e de molibdénio, WgO23 e
MogO23, respetivamente. Estes Oxidos apresentam coloracdo azul, proporcional a
concentracdo de substancias redutoras ou fenolicas, e sdo detetaveis por espetrofotometro
a um comprimento de onda de 765 nm, podendo por isso ser quantificados. A reacdo da-

se em meio alcalino, uma vez que € adicionada uma solucdo saturada de carbonato de
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sodio. Para elaborar a reta de calibracdo, utiliza-se acido galico sendo os resultados
obtidos expressos em equivalentes de &cido galico por extrato (mg GAE/g extrato) (40).

Atualmente, o método de Folin-Ciocalteu € um dos mais utilizados para avaliar
indiretamente o potencial antioxidante de uma determinada amostra, ao quantificar os
compostos fenodlicos totais em extratos derivados de plantas, alimentos e bebidas, no
entanto ndo é especifico para grupos fenolicos e, por isso, podem existir interferéncias na
andlise, provenientes de outras substancias redutoras como proteinas e agucares redutores
(40,41).

1.4.2. Identificacdo da Composicéo fendlica (HPLC-DAD e HPLC-MYS)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma das técnicas analiticas
mais versateis. E uma técnica cromatogréafica e, como tal, é usada para separar compostos
quimicos em solucdo, sendo possivel identificar e quantificar os componentes da mistura,
tendo como base a interacdo dos componentes entre duas fases, a fase estacionéria e a
fase movel (42). Os componentes sdo dissolvidos num solvente e for¢ados a passar pela
coluna, a uma pressao elevada. Os compostos da amostra interagem de maneira diferente
com a fase estacionaria e saem da coluna em momentos diferentes, originando diversos
picos (43).

Os componentes do HPLC sdo os reservatorios dos solventes, a bomba, o injetor, a
coluna e o detetor. Neste caso, utilizaram-se dois detetores, o detetor de arranjo de diodos
(DAD) e o detetor de massa (MS). O primeiro permite a obtencdo de espetros dos
compostos da amostra em diferentes comprimentos de onda sendo uma das configuragoes
dos detetores de ultravioleta-visivel (UV-Vis). A técnica HPLC-DAD pode ser usada para
determinar a pureza de um analito. E um método simples, sensivel e preciso (44,45). Esta
técnica permite uma boa separacdo dos compostos fendlicos que podemos encontrar em
extratos de salicornia e, por isso, é considerada a melhor técnica para os separar,
identificar e quantificar. Geralmente, nestes casos, utiliza-se uma coluna de fase reversa
C18, um detetor de arranjo de diodos e solventes polares organicos acidificados. O
intervalo de comprimentos de onda recomendado para a detegdo de compostos fenolicos
é entre 0s 220 e 0s 600 nm, mais especificamente os valores 280, 310, 340, 450 e 510 nm,
ja descritos na literatura como os mais usados para a identificacdo de compostos fendlicos
(14,46,47).

Por outro lado, o HPLC-MS combina a separacdo de compostos da técnica
convencional HPLC com as capacidades de detecdo de um espetrometro de massa. Uma
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das principais limitacGes do detetor de diodos € a sua incapacidade de fornecer uma
identificacdo evidente dos componentes de uma mistura, mesmo que Se encontrem
devidamente separados. A identificacdo baseia-se usualmente na comparagao dos tempos
de retencdo por comparacdo de padrdes externos. Com esta metodologia, combina-se a
capacidade de separacdo da cromatografia liquida e a capacidade de identificacdo do
espetrometro de massa, conseguindo uma identificacdo precisa dos compostos, uma vez
que os espetros de massa dos diferentes compostos sdo Unicos — mesmo que as
carateristicas de retencdo sejam semelhantes (48).

Um equipamento de HPLC-MS tem na sua constituicdo os constituintes de um
HPLC, mas, neste caso, acoplados a um espetrémetro de massa, uma vez que o detetor
usado é um detetor de massa. Inicialmente, a amostra é separada por cromatografia liquida
e para serem analisados no espetrdmetro de massa, 0s compostos devem estar na fase
gasosa, 0 que ndo acontece neste caso. Para tal, sdo vaporizados. Ao sair da coluna do
cromatdgrafo liquido, a amostra percorre um capilar nebulizador juntamente com um
fluxo de gés azoto (N2). O forte campo elétrico que se encontra a saida do capilar,
combinado com o fluxo de Na, cria um fino aerossol de particulas carregadas. A medida
que o solvente evapora, devido a um aquecimento que se da num dos capilares, os iGes
sdo separados das goticulas e sdo direcionados para o analisador e de seguida para o
detetor. No espetro de massa estara representada a relagdo entre a intensidade do sinal e
o valor de m/z (42,43). Este método é bastante sensivel e seletivo, sendo capaz de

identificar os diferentes compostos presentes (14,49).

1.4.3. Andlise de compostos volateis (SPME-GC-MS)

De modo a analisar os compostos volateis presentes na planta, recorreu-se a técnica
de SPME-GC-MS, que consiste na microextracdo em fase sélida (SPME) dos compostos,
seguida da sua separacdo e andlise por cromatografia gasosa acoplada ao espetrémetro de
massa (GC-MS).

SPME é uma técnica de extragdo e pré-concentracdo dos analitos que ndo utiliza
solventes. Os analitos séo absorvidos do headspace da amostra para uma fibra de silica
fundida, revestida com a fase estacionaria, que esta alojada na base de uma seringa com
uma agulha metalica fixa. Essa fibra € depois inserida diretamente no injetor do
cromatografo gasoso (42).

A cromatografia gasosa (GC) € outra técnica utilizada na separacao, identificacdo e

quantificacdo de compostos volateis. Esta € também uma técnica cromatografica, assim
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como o HPLC, no entanto, neste caso, a fase movel tem de ser obrigatoriamente um gas,
e a fase estacionaria pode ser liquida ou sdlida (43). Para ser possivel a realizacdo desta
técnica, 0s compostos na amostra tém de ser volateis ou semi-volateis, sendo esta uma
das principais preocupac0es relativamente a este método. Assim, em alguns casos, pode
ser necessario mais um passo aquando da preparacdo da amostra, a derivatizacao, onde
se dard a volatilizacdo dos compostos fendlicos. Nesta etapa, utilizam-se reagentes como
o cloroformato de metilo e etilo, diazometano e sulfoxido de dimetilo em combinacéao
com o iodeto de metilo, formando éteres ou ésteres metil ou etil de fendlicos (14).

Os componentes de um cromatografo gasoso sdo o reservatorio do gas, o seu
regulador de fluxo, o injetor, a entrada do forno, e a coluna cromatografica dentro deste
ultimo. Temos também o detetor e 0 computador, onde os dados serdo analisados.

Ao ser injetada, a amostra é imediatamente vaporizada, antes sequer de chegar a
coluna. Na coluna, € arrastada pela fase mdvel e 0s seus componentes vdo sendo
separados em direcdo a um detetor, com base na razdo m/z de cada um dos compostos. A
fase movel apenas transporta a amostra, ndo interage com os diferentes compostos (43).

Normalmente, o detetor mais comum é o de ionizacdo de chama (FID), no entanto,
a espetrometria de massa (MS) tem vindo a ser cada vez mais utilizada, pois oferece mais

seletividade e sensibilidade (14).

1.4.4. Capacidade antioxidante: ORAC

O método ORAC (Oxygen radical absorbance capacity ou capacidade de absor¢ao
de radicais oxigenados) mede a capacidade antioxidante in vitro. Este método baseia-se
na transferéncia de atomos de hidrogénio e nas propriedades fluorescentes da
fluoresceina. Ao longo do tempo, mede a diminuicao da emissao de fluorescéncia (50).

Ao reagir com o oxigénio atmosférico, o AAPH [dicloreto de 2,2'-azobis (2-
metilpropionamidina)] gera um radical peroxilo mais estavel, que oxida a fluoresceina
resultando num decaimento do sinal de fluorescéncia emitido. Na presenca de compostos
antioxidantes, o radical peroxilo atrai 0 &tomo de hidrogénio destes, evitando assim a
oxidacgéo da fluoresceina. A nossa amostra, contendo compostos antioxidantes, protege a
fluoresceina. Graficamente, obtém-se uma curva com o decaimento de emissdo de
fluorescéncia da fluoresceina. Ao ser protegida pelo nosso composto antioxidante, a curva

permanece estavel durante mais tempo e s6 depois decai (Figura 1.6) (51).
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Figura 1.6 - Curva do ensaio por ORAC.

Usando como padrdo o antioxidante Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), de concentracbes conhecidas, é possivel gerar uma
curva-padrdo e, consequentemente, calcular a atividade ORAC da amostra, expressa em
capacidade antioxidante equivalente de Trolox por grama de extrato (umol TEAC/g
extrato) (52).

1.5. Enquadramento do trabalho

Dada a utilizacdo cada vez mais importante deste tipo de plantas, justifica-se um
estudo mais aprofundado sobre a sua composicdo e possiveis beneficios para a saude.
Para aumentar este conhecimento, ha necessidade de otimizar metodologias de extracdo
e analise que permitam ter uma informacao sobre a real composicao destas plantas, o que
pode justificar a aplicacdo de metodologias menos convencionais, mas que por outro lado
estejam mais proximas do conceito de “Quimica Verde” e tenham viabilidade de
aplicacdo a nivel industrial.

As plantas halofitas fazem parte de uma area de trabalho importante no iBET, tendo
sido iniciado um projeto interno que permite apoiar trabalhos realizados no ambito de um
projeto da FCT em curso (53,54).

Dito isto, os objetivos desta dissertacdo séo caraterizar a composi¢do da planta e
otimizar diferentes métodos de extracdo de compostos bioativos, em particular os

compostos fendlicos.
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2. Parte Experimental
2.1. Equipamentos e Materiais
2.1.1. Amostras

A planta usada, Salicornia ramosissima, foi doada pela RiaFresh e entregue no
verdo de 2021. Assim que recebida foi liofilizada durante 24h (liofilizador ScanVac,
Coolsafe 95/55-80, LaboGene, Dinamarca) e armazenada no exsicador. Este processo
consiste no ato de congelar materiais a uma temperatura abaixo da temperatura mais baixa
atingida no processo de congelacdo da solucdo, removendo a humidade do material por
sublimacdo. O produto € primeiramente congelado e, como tal, a &gua muda do estado
liquido para o estado sélido. De seguida, altera-se a pressao e é fornecida energia para
transformar o gelo s6lido num estado gasoso, sem passar pela fase liquida. Durante este
processo, a degradacdo dos compostos bioativos é reduzida. O processo ocorre todo sob
vacuo (55,56). Comparativamente a outros, os produtos liofilizados possuem uma melhor
qualidade. Esta tecnologia permite reter nutrientes e reduzir a desnaturacao e a perda de
sabor (55). E 0 método indicado para secar produtos que contenham na sua constituicio
compostos termicamente sensiveis e que sofrem oxidacdo, uma vez que este processo se
da a baixas temperaturas e sobre vacuo. Tem como desvantagens o facto de ser um
processo demorado e dispendioso (57).

Para a preparacdo das amostras para as diferentes extracdes, a planta foi ainda
triturada usando uma picadora Sammic CKE-8 e peneirada com uma peneira mecanica,
Retsch AS200. Assim, foi feita a divisdo entre as particulas de tamanho superior e inferior
a 250 pm. (Figura 2.1) O tamanho de particula usado esté especificado em cada método.

Para a pesagem das amostras utilizou-se sempre uma balanca analitica (KERN
770).

Figura 2.1 - Planta Salicornia liofilizada e triturada, dividida entre as particulas de
tamanho superior e inferior a 250 pm.
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2.1.2. Reagentes e Solventes

O metanol (MeOH, > 99.8%), o hidréxido de sodio (NaOH) e a acetona (C3HeO)
foram adquiridos na Thermo Fisher. O trifluoreto de boro (BF3), o reagente de Folin
Ciocalteu, o PBS (solucéo tampéo de fosfato salino), a fluoresceina (C20H1205), 0 AAPH
(CsHisNe-2HCI) € 0 Trolox (C14H1804) foram obtidos atraves da Sigma-Aldrich. O etanol
absoluto (EtOH, p.a.), o hexano (CsH14) € 0 tolueno (C7Hg) foram comprados através da
Carlo Erba. O cloroférmio (CHCIs) adquiriu-se na Biochem Chemopharma, o isooctano
(CgH1s) na Riedel-de-Haén, o BHT (C1sH240) na BDH, o carbonato de sddio (Na2COs)
na Merck e o &cido formico (CH202, 99-100%) na VWR Chemicals.

2.2. Caraterizacdo da amostra

2.2.1. Identificagdo de compostos volateis

A identificacdo de compostos volateis foi realizada com base no procedimento
descrito por Oliveira-Alves et al. (53).

Uma vez que a planta se encontrava liofilizada, foi possivel analisar diretamente e,
como tal, pesou-se aproximadamente 0.5 g da amostra (particulas > 250 um) diretamente
para o vial de GC-MS. O vial usado foi de headspace de 20 mL (La-Pha-Pack®,
Langerwehe, Alemanha) coberto com um septo de silicone PTFE branco (Specanalitica,
Carcavelos, Portugal). As condi¢des de microextracdo de fase sélida (SPME) consistiram
numa temperatura de extracdo de 40°C durante 40 minutos, a uma velocidade de rotacdo
de 250 rpm, uma agitacdo de 10 s e tempo de dessor¢do de 3 min a 250°C. Foi utilizada
uma fibra de divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/Car/PDMS) (Supelco
Analytical, Bellefonte, PA, EUA). As analises foram elaboradas num GCMS QP2010
Plus (Shimadzu, Quioto, Japdo) equipado com amostrador automéatico AOC-5000
Shimadzu. Para a separacao dos compostos volateis foi usada uma coluna capilar Sapiens-
5-MS (Teknokroma, Barcelona, Espanha), com dimensdes de 30 m, 0.25 mm e 0.25 pm.
O injetor e o detetor encontravam-se a temperatura de 250°C. O modo de inje¢do usado
foi splitless durante um minuto e meio. O gas de arraste usado foi hélio de alta pureza
(299.999%) a um fluxo de 2.00 mL/min. A temperatura do forno da coluna foi mantida a
uma temperatura inicial de 40°C por 5 minutos, aumentando até aos 170°C a uma
velocidade de 5°C por minuto e, de seguida, até aos 230°C a uma velocidade de 30°C por
minuto. Manteve-se nesta temperatura durante cerca de 4 minutos. O espetrometro de
massa, assim como a fonte de ides, encontravam-se a uma temperatura de 250°C. Os

espetros de massa foram adquiridos no modo de eletroionizacdo (El), a 70 eV numa escala
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de m/z entre 29-300, com uma velocidade de scan de 588 scans por segundo. A
identificacdo dos compostos foi possivel devido a utilizagdo de bibliotecas de espetros de
massa — WILEY?229, NIST147, WI12N20 REP, W12N20 MAIN 4 e
W12N20 _MAIN_3. A area relativa de cada composto foi calculada em relacdo ao

somatorio das areas dos picos individuais identificados.

2.2.2. Extracdo lipidos e acidos gordos
A extracao de lipidos foi realizada com base no método Bligh & Dyer (58), no
entanto com ligeiras modificagdes. Este é considerado um dos métodos mais usado para
a extracdo de contetdo lipidico (59). Esta extracdo realizou-se duas vezes, a primeira
usando as particulas > 250 um da amostra, e a segunda usando a planta moida, particulas
< 250 um, de modo a ser possivel comparar o rendimento da extracdo usando a matriz de

duas maneiras diferentes.

Figura 2.2 - Extracdo lipidica através do método Bligh & Dyer.

Adicionaram-se 10 mL de cloroférmio e 6 mL de metanol a cerca 200 mg da
amostra. Agitou-se em vortex (WiseMix VM-10, Wertheim, Alemanha), por
aproximadamente 15 segundos. Incubou-se a solugdo em gelo durante 3 horas. De
seguida, centrifugou-se por 5 minutos. Separou-se 0 sobrenadante da matéria depositada
e repetiu-se o procedimento para esses residuos, de modo a melhorar a eficiéncia de
extragdo. A Ultima extragdo foi incubada durante a noite (~15 horas). Juntaram-se 0s
sobrenadantes. Adicionou-se 4 mL de 4gua com o sobrenadante, agitou-se no vortex e
levou-se a centrifuga por 5 min. Agitou-se no vortex e transferiu-se para uma ampola de
decantacdo, onde se deu a separagdo entre as fases aquosa (metanol e agua) e orgénica
(cloroférmio). O metanol tem mais afinidade com a agua, tendo tendéncia para

permanecer na fase aquosa. (Figura 2.2) Recuperou-se a fase inferior — cloroférmio
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contendo lipidos — e evaporou-se este no rotavapor (Buchi R-210, Suica). De modo a
proteger 0 n0sso composto durante 0 armazenamento, secou-se ainda sob corrente de

azoto. (Figura 2.3)

Figura 2.3 - Extrato lipidico seco.

Os extratos lipidicos foram armazenados a -20°C até se dar o processo de
derivatizagéo.

O processo de derivatizacdo de lipidos usado encontra-se ja implementado no
laboratério NBNPT. Consiste na adicdo de um padrao interno, o acido gordo livre C17, a
amostra. Seguiram-se 0s passos de saponificacdo (Figura 2.4a) e metilacdo (Figura 2.4b),
nos quais se adicionou 1 mL de NaOH (metandlico, 0.5 M) e 1 mL de BFz (metandlico,
14%), respetivamente. Depois de cada adi¢cdo deixou-se a amostra em banho-maria a
60°C, durante 30 minutos. Por ultimo, adicionou-se 1 mL da solugdo de isooctano
contendo BHT (5ug/mL) e levou-se ao vortex por cerca de 2 minutos. O BHT é utilizado
para garantir a estabilidade da amostra ao longo da reacdo, nomeadamente a oxidacao dos
acidos gordos. Foi entdo possivel observar uma separacédo de fases, sendo recolhidos para
analise 500 pL da fase superior. (Figura 2.4c) Os extratos derivatizados foram

armazenados, protegidos da luz, até ser possivel realizar a sua analise.

Figura 2.4 - Processo de derivatizacdo dos lipidos extraidos. (a— saponificacdo; b— metilacdo; c— separacdo de fases.)
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As analises GC-FID foram efetuadas utilizando um  cromatdgrafo gasoso
TermoQuest Trace GC 2000 (INSTRUMENTOS CE, Ltd.) acoplado a um detetor de
ionizacdo de chama (FID). Para separar os componentes da amostra utilizou-se uma
coluna capilar J&W DB-23 (Agilent Technologies, Inc.), 60m x id.0.25mm e 0.25um de
espessura da fase. O programa de temperatura do forno comegou a 150°C e aumentou até
220°C, a uma velocidade de 5°C/min. A temperatura manteve-se a 220°C durante 60
minutos. A temperatura do injetor foi de 220°C e a do detetor foi de 280°C. O hélio foi
utilizado como gas portador, a uma pressdo constante de 70 KPa. Injetaram-se 2ulL de
amostra no modo split. Os ésteres de metilo de acidos gordos (FAMES) foram
identificados por comparacao dos tempos relativos de retencéo obtidos nas amostras com
0s obtidos numa mistura padrdo de 52 FAMES (Nucheck, USA). A analise foi feita em
duplicados, para cada tipo de amostra.

A concentracdo de cada um dos &cidos gordos foi calculada de acordo com a
Equacéo 1. Esta relaciona o valor da area de cada um dos &cidos com o contetdo total de
acidos gordos na amostra (60).

Equacdo 1 - Calculo do teor de acidos gordos.

o Area AG x ug padrao interno
1g AG /mg lipidos = - — X —
Area padrao interno y mg lipidos

2.2.3. Extracéo de pigmentos

O procedimento usado para a extracdo de pigmentos foi elaborado com base num
procedimento descrito por Antunes et al. (61) para a extracdo de carotenoides.

Homogeneizou-se cerca de 1 g de amostra (particulas > 250 um) com 20 mL de
acetona:etanol (1:1), contendo 200 mg/L de BHT. Filtrou-se e lavou-se, de seguida, com
2x10 mL do solvente supramencionado. Transferiu-se o liquido filtrado - extrato - para
uma ampola de decantagdo. Adicionou-se 10 mL de hexano e agitou-se vigorosamente.
Depois de 15 minutos, adicionou-se 10 mL de agua milliQ, agitou-se novamente e, em
30 minutos, deu-se a separacdo entre as fases aquosa, constituida pela acetona, o etanol e
a dgua, e a organica — hexano. Esta separacdo da-se devido a polaridade dos solventes,
uma vez que o hexano é uma molécula apolar e os restantes sdo moléculas polares e, como
tal, misciveis entre si. Recuperou-se a fase superior — hexano contendo os carotenoides —
e evaporou-se o restante solvente no rotavapor. (Figura 2.5) A extracéo foi realizada em

duplicados.
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Figura 2.5 - Extrato de carotenoides obtido pré e pds evaporagéo de solvente.

Os carotenoides foram quantificados utilizando um Thermo Dionex UltiMate
(Thermo Fisher Scientific, EUA), equipado com um amostrador automatico, bomba e
detetor de arranjo de diodos (DAD) (Thermo Dionex DAD-300). A coluna usada foi uma
Vydac C18 TP54, 250x4.6 mm, 5um (Avantor® Hichrom, Reino Unido). O detetor estava
programado para analisar os comprimentos de onda no intervalo entre 190 e 680 nm,
monitorizando apenas os de interesse & analise de carotenoides em especifico, 450 e 600
nm. A temperatura do amostrador automatico era de 10°C, enquanto a da coluna se
manteve nos 25°C. O volume de injecdo foi de 20 pL. O eluente utilizado foi 0 metanol
100%. O fluxo foi de 1.00 mL/min., durante os 40 minutos de tempo total de corrida. A
identificacdo foi feita com base nos tempos de retencdo de cada composto. Esta foi
confirmada com a comparacao dos comprimentos de onda maximos de absor¢édo. (Tabela
2.1)

Tabela 2.1 - Valores dos picos de absor¢do maxima dos padrdes de carotenoides, a 450 nm.

Padrbes | tr(min.) | Max. de absor¢do a 450 nm

Luteina 5.15 268; 444, 472
Zeaxantina | 5.74 276; 450; 476
B-caroteno | 11.17 275; 450; 476

Para quantificar os carotenoides, utilizaram-se padrfes de luteina e zeaxantina, a
uma concentragcdo de 20 mg/L e B-caroteno, a 6.25 mg/L, uma vez que eram 0S UNicos
padrdes de carotenoides disponiveis. Foram feitas retas de calibracdo para cada um dos
padrdes usados, relacionando a area de cada pico com a concentracdo, de modo a

quantificar cada um destes no extrato. (Equacéo 2, Equacéo 3)
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Equacdo 2 - Reta de calibracdo para o padréo de luteina.

y = 5.2384x + 2.6442 (R?=0.9969).

Equacdo 3 - Reta de calibragdo para o padréo de p-caroteno.

y = 11.603x — 0.8186 (R*=0.9997)

Segundo pesquisa bibliografica, estes serdo os carotenoides maioritariamente
presentes na salicornia (61-64).

Analisou-se também a presenca de clorofilas no extrato. O equipamento usado para
identificar e quantificar as clorofilas € 0 mesmo que o usado para quantificar carotenoides,
no entanto a coluna usada foi Waters® RP-18, 150 x 3.9 mm, 4um (Waters, Irlanda), a
uma temperatura de 30°C. O detetor estava também programado para analisar 0s
comprimentos de onda entre 190 e 680 nm, mas, neste caso, 0s comprimentos de onda de
interesse sdo 410 e 440 nm, como supramencionado. A temperatura do amostrador
automatico e o volume de injecao sdo idénticos aos anteriores. A fase mdvel consistia no
eluente A, no eluente B e no eluente C, a uma taxa de fluxo de 0.70 mL/min. O primeiro
constituido por metanol:acetato de aménia 0.5M (80:20), o segundo em acetonitrilo:agua
(90:10) e o terceiro em acetato de etilo. O programa de gradiente usado foi: 0-3 min.,
100% A; 3-14 min., 100% B; 14-16 min., 50% B e 50% C; 16-22.5min., 50% A e 50%
C; 22.5-30 min., 20% A, 80% C; 30-32 min., 100% C; 32-33 min., 80% A e 20% C; 32-
33 min., 100% A. O tempo total de corrida foi de 45 minutos. Para a identificacdo das
clorofilas utilizou-se uma mistura de padrdes com a clorofila a, clorofila b e clorofila c2.
A identificacéo foi feita com base nos seus tempos de retencéo, sendo sempre confirmada

através dos valores de comprimento de onda maximos de absorcdo. (Tabela 2.2)

Tabela 2.2 - Valores de maximos de absorcéo a 410 nm dos padrdes clorofila a e clorofila b.

Padrdes Amax (Nm)

tr (min.)
Clorofila a 15.32 413; 430; 665

Clorofilab 14.09 457: 645

Clorofila c2 4.88 446

As equagdes das retas de calibragdo efetuadas para cada um dos padrbes de
clorofilas (Equagéo 4, Equacéo 5), foram usadas para a quantificacdo destes compostos no

extrato.
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Equacdo 4 - Equacdo da reta de calibracéo para o padréo de clorofila a.

y = 7.278x — 0.101 (R?=0.9997)

Equacdo 5 - Equacdo da reta de calibracdo para o padréo de clorofila b.

y = 11.103x + 0.075 (R?=0.994)

2.2.4. Extracdo Soxhlet

A extragdo de polifenois foi efetuada usando uma extragdo convencional solido-
liquido, com base nos procedimentos descritos em Dinakaran et al. (65).

Adicionaram-se cerca de 10 g de amostra (particulas < 250 pm) num cartucho a 300
mL da mistura de solventes (agua:etanol, 50:50 v/v), e deu-se inicio a extracdo, que durou
cerca de 3 horas. (Figura 2.6) O extrato obtido foi filtrado com o auxilio de um funil de
Biichner, seguindo para o evaporador rotativo de maneira a ser possivel obter um extrato
seco. O residuo obtido foi armazenado até ser analisado. A extracdo foi realizada em

triplicado.

TR 1 N

Figura 2.6 - Extracdo Soxhlet da planta salicornia.

2.3. Extrag0es alternativas de compostos bioativos
2.3.1. Extracgéo por Fluidos Supercriticos (SFE)

Depois de elaborada uma pesquisa bibliografica relativamente a extracdo de
compostos fendlicos da salicornia, e de outras plantas haléfitas, utilizando CO2 como
fluido supercritico, foi possivel selecionar condi¢cBes experimentais para a extracao
referida. Assim, com base na literatura (33,66—73), realizaram-se extra¢cdes com e sem
co-solvente, a uma temperatura de 60°C e uma pressdo de 150 bar. O fluxo de CO; foi 5

g/min. durante cerca de 2 horas, enquanto se recolheram fragdes de 20 em 20 minutos
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para se complementar a analise. Nos ensaios em que foi utilizado etanol como co-solvente
o fluxo total foi 10 g/min., sendo que 40% deste correspondia ao co-solvente. Uma vez
que o rendimento da extragdo sem co-solvente foi muito pequeno, havendo uma elevada
perda de amostra, apenas se realizou um ensaio desta extracao.

Os extratos obtidos foram concentrados no evaporador rotativo e, de seguida,
analisados por HPLC-DAD para a detecdo de carotenoides e clorofilas, com o mesmo

método de anélise descrito previamente.

2.3.2. Extragédo Assistida por Ultrassons

A extracdo dos compostos fendlicos foi efetuada usando uma extracdo por
ultrassons, com base num procedimento feito por Oliveira-Alves et al. (53).

Pesou-se cerca de 2 gramas de amostra (particulas < 250 um) e adicionou-se a 100
mL de uma solucdo etanol:dgua (80:20 v/v). Levou-se ao vortex durante cerca de 10
segundos e depois foi imediatamente transferida para o banho de ultrassons a 40 kHz e
220 W durante 60 minutos, a 25 + 3°C. (ArgoLab DU-32, Italia) De seguida, a amostra
foi centrifugada a 4500 rpm durante cerca de 15 minutos e o sobrenadante foi removido.
(Gyrozen 1580R, Gimpo, Coreia) Este foi evaporado num evaporador rotativo, sob
pressdo baixa. O residuo obtido foi armazenado até ser analisado. As extracdes foram

realizadas em duplicado.

2.3.3. Extracédo Assistida por Microondas

Através de diferentes estudos publicados, quer para a salicornia (10), quer para
outras halofitas (16,32,74-88), selecionaram-se alguns valores experimentais para a
temperatura (70-90°C), o tempo de extracdo (5-10 minutos) e a percentagem de etanol (0-
100%).

Realizaram-se quatro extracGes, duas a temperatura de 70°C, durante 5 e 10
minutos, e duas a temperatura de 90°C, também com 0s mesmos tempos de extracao.
Todas as extracOes foram realizadas com 100% agua. Tendo em conta os valores de TPC
obtidos com estas extracOes, efetuou-se um desenho de experiéncias com valores de
temperatura a variar entre 0s 80°C e os 120°C, tempos de extra¢do a variar entre 0s 5 e 20
minutos e a percentagem de etanol entre os 0 e os 100%. Para cada extragcdo pesou-se
cerca de 0.3 g de amostra (particulas < 250 um) e dissolveu-se em 10 mL de agua,
agua:etanol (50:50 v/v) ou etanol, consoante as condi¢des da experiéncia. Colocou-se a
mistura no microondas (CEM Discover SP-D), com agitacdo a nivel médio, uma pressdo

de 493 e uma energia de 300W. De seguida, o extrato foi filtrado com o auxilio de um
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funil de Blchner e evaporou-se o solvente no evaporador rotativo. O residuo obtido foi
armazenado a 4°C até ser analisado. Previamente a sua andlise pelo método de Folin-
Ciocalteu foi ainda dissolvido numa solucéao de &gua:etanol (50:50 v/v) e filtrado através
de uma membrana 0.22 mm PDVF.

Depois de obtidos os resultados, e de selecionadas as condi¢des da extracao,
elaborou-se um Desenho de Experiéncias (DOE) com o auxilio do programa MODDE,
que facultou os diferentes parametros para cada uma das extracoes.

2.4. Métodos de anélise
2.4.1. Cromatografia em Camada Fina (TLC)

A TLC foi realizada numa placa 4x10 cm revestida com camadas de 0.2 mm de gel
de silica contendo indicadores de fluorescéncia UV 254 nm (Macherey-Nagel, Diren,
Alemanha). Dissolveu-se uma pequena quantidade do extrato obtido pela técnica de
Soxhlet em 200 pL de metanol. Aplicou-se uma pequena gota de cada extrato, a 1 cm
umas das outras, a 1 cm da borda inferior da placa, e colocou-se a placa na camara. Esta
tinha ja no seu interior uma mistura de eluentes de tolueno:acetona:ac.formico (9:9:2) ha
cerca de 30 minutos, para que 0 seu vapor preenchesse toda a cdmara. Manteve-se a placa
no seu interior durante 30 minutos. Depois de removida e de secar totalmente a
temperatura ambiente (25°C), colocou-se debaixo de uma luz UV (65). Para calcular o

fator de retengéo (Ry) foi utilizada a Equacao 6.

Equacdo 6 - Equacédo usada para o célculo do fator de retengdo (Ry).

distancia percorrida pela amostra

distancia percorrida pelo solvente

2.4.2. Analise do Contetdo Fenolico Total (TPC)

O contetdo fenolico total dos extratos foi determinado seguindo o método Folin-
Ciocalteu (53,89). Adicionou-se 237 L de &gua destilada, 3 pL do analito dissolvido em
uma mistura de agua:etanol (50:50 v/v), 15 uL de reagente Folin Ciocalteu e 45 pL de
uma solucdo saturada de Na2COs a uma microplaca de 96 pocos e agitou-se, & temperatura
ambiente, durante 2 minutos (Labnet Orbit 300). Esta foi de seguida incubada durante 30
minutos, a cerca de 40°C e mediu-se a absorvancia a 765 nm, num espetrofotdmetro de
microplacas (BioTek, Epoch 2) com o software de anélise de dados Gen5 3.02. Utilizou-

se uma solucéo de acido galico (1000 mg/L) para preparar a curva de calibracdo e, como
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tal, os resultados obtidos foram expressos em equivalentes de acido galico por g de extrato
(mg GAE/qg extrato).

2.4.3. Andlise da Capacidade Antioxidante (ORAC)

Para analisar os extratos obtidos relativamente & sua capacidade antioxidante,
realizou-se 0 método ORAC (51,53,90). Prepararam-se solucfes a partir dos extratos,
adicionando o solvente PBS (solucdo tampéo fosfato-salino, pH 7.4) — solvente usado
como branco nesta técnica — e, como tal, obtiveram-se solucbes de diferentes
concentragoes.

Este método consiste na adicdo de 25 pL da solugdo de extrato preparada a 150 pL
de solucao de fluoresceina, numa microplaca de 96 pocos. Esta € de seguida inserida num
fluorimetro (FL800 Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EUA) e incubada durante 10
min., a 37°C. Depois destes 10 minutos séo adicionados automaticamente 25 pL da
solucdo de AAPH previamente preparada e armazenada em gelo. A leitura realiza-se
durante 40 minutos, sendo o software usado para a analise dos dados o BioTEK Gen 5.
Utilizou-se uma solucdo de Trolox (5000 pM) para preparar a curva de calibragéo e,
deste modo, os resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente

Trolox por g de extrato (umol TEAC/g extrato).

2.4.4. ldentificacdo e quantificacdo composicao fendlica (HPLC-DAD e
HPLC-DAD-ESI-MS)

Para caraterizar a composicao fenélica presente nos extratos estes foram analisados
por HPLC-DAD e HPLC-DAD-ESI-MS.

Os compostos fenodlicos foram detetados e quantificados utilizando um UHPLC
Vanquish (Thermo Fisher Scientific, EUA), equipado com um amostrador automatico,
bomba e detetor de arranjo de diodos (DAD) (Thermo Dionex DAD-300). A coluna usada
na separagdo cromatografica foi uma Luna C18 de fase reversa (Luna 5 pum C18(2) 100
A, 250 x 4 mm; Phenomenex) e a pré-coluna uma Manu-cart RP-18, a 35°C. O detetor
estava programado para analisar entre os comprimentos de onda entre 190 e 680 nm. A
detecdo foi monitorizada usando quatro canais individuais, 280, 320, 360 e 520 nm.
Foram selecionados estes valores de comprimento de onda pois encontram-se ja descritos
na literatura como sendo os comprimentos de onda mais utilizados para identificar este
tipo de compostos (46,47). A temperatura do amostrador automatico foi fixada em 12°C

e o volume de injegdo foi 20 uL.. A fase movel consistia no eluente A e no eluente B, a
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uma taxa de fluxo de 0.30 mL/min. O primeiro constituido por agua:acido férmico
(99.5%:0.5%) e o segundo em acetonitrilo (100%). O programa de gradiente usado foi:
0-10 min., 95% A; 10-30 min. de 95 a 82% A, 30-44 min. de 82 a 64% A; 44-64 min. a
64% A; 64-90 min. de 64 a 10% A; 90-100 min. a 10% A; 100-101 min. de 10 a 95% A;
101-120 min., retornou-se as condi¢des iniciais. Para identificar e quantificar os
compostos fendlicos utilizou-se uma mistura de padrdes de compostos fendlicos (mistura
A) e respetivas retas de calibracdo. (Anexo 6.2) O sistema de aquisi¢do de dados foi o
Chromeleon versao 7.0 (Waltham, MA, EUA) para DAD.

Para confirmar a identificacdo realizada analisaram-se 0s extratos por
cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa. O cromatografo usado foi
sistema HPLC Waters Alliance 2695 (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com uma
bomba quaternaria, um desgaseificador de solventes, um amostrador automatico e um
forno de coluna, acoplados a um detetor de arranjo de diodos (DAD) — detetor Waters
2996 (Waters, Milford, MA, EUA). Na separacdo dos compostos foi usada uma pré-
coluna 100RP-18.5 mm e uma coluna C18 de fase reversa (LiCrospher 100RP-18.250 x
4 mm; 5 mm) num forno termostatico a 35°C. A fase mdvel consistia num eluente A
constituido por agua e acido férmico (99.5%:0.5%) e num eluente B — acetonitrilo:acido
férmico (99.5%:0.5%). O fluxo usado foi 0.30 mL/min.. Os solventes foram filtrados
através de uma membrana 0.22 mm PVDF (Millipore, Billerica, MA, EUA) previamente
a analise. O programa de eluicdo foi o seguinte: 0-10 min., 99%-95% A, 10-30 min., 95-
82% A,; 30-44 min., 82-64% A; 44-64 min., 64% A; 64-90 min., 64-10% A; 90-100, 10%
A; 100-101 min., 10-95% A; 101-120 min., 95% A, retorno as condigdes iniciais, ou seja,
99% A. O volume de injecdo usado foi 20 pL. O detetor estava programado para o
intervalo de comprimentos de onda entre 200-650 nm. Na detecdo de espetrometria de
massa tandem usou-se uma fonte de ionizacao por eletrospray (ESI), a 120°C. Aplicou-
se uma voltagem capilar de 2.5 kV e uma voltagem de cone de 30V. Os compostos foram
ionizados no modo negativo e positivo, sendo o0 gas de colisdo usado o argon de elevada
pureza (Ar). O nitrogénio de elevada pureza (N2) foi usado como gés de secagem e gas
nebulizador. Para obter, tratar e processar os resultados utilizou-se o software MassLynx
(verséo 4.1 Waters Corporation, Milfrod, EUA). A identificagdo dos compostos foi feita
com base na comparacao entre os tempos de retencao do extrato e os tempos de retencédo
dos compostos nas misturas de padrdes B e C. Os compostos presentes em cada uma das
misturas estdo descritos no Anexo 6.3 e no Anexo 6.4. Esta identificacdo foi confirmada

através dos espetros de massa de cada composto.
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3. Apresentacéo e Discussao dos resultados
3.1. Caraterizacdo da amostra

A amostra foi caraterizada efetuando-se uma identificacdo dos compostos volateis,
quantificacdo do conteudo lipidico nomeadamente acidos gordos, identificacdo e

quantificacdo de pigmentos e compostos fendlicos.

3.1.1. ldentificacdo de compostos volateis

O perfil de compostos volateis foi analisado atraves de cromatografia gasosa
acoplada a espetrometria de massa. (Figura 3.1) Recolheram-se dados como o tempo de
retencao (tr), a &rea dos picos e a percentagem de area do pico relativamente aos restantes
picos presentes no cromatograma. Os picos foram identificados de acordo com bibliotecas
existentes, encontrando-se atribuidos na tabela situada nos anexos (Anexo 6.1). Esta €
apenas uma possivel identificacdo uma vez que para se ter a identificacdo exata €
necessaria a comparacdo com o padréo de todos os compostos detetados, o que néo foi
possivel.

Dentro dos picos com maior relevancia encontram-se o mentol (pico 30; 9.55%), o
fenchone (pico 19; 6.28%) e a canfora (pico 25; 2.90%), terpenos bastante comuns em
matrizes naturais. Estdo também presentes outros como o limoneno (pico 12; 0.31%),
borneol (pico 29; 0.11%) e verbena (pico 32; 0.38%). A presenca destes compostos
quimicos é bastante importante pois possibilita a identificacdo de diferentes aromas nas
plantas. Estes resultados estdo de acordo com os previamente descritos na literatura.
(53,91)

(x10,000,000)
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Figura 3.1 - Cromatograma obtido por SPME-GC-MS de uma amostra de Salicérnia.

Tem também de se fazer referéncia a presenca de alcoois e alcanos, em particular o

3,4-dimetilciclohexanol (pico 21; 8.17%) e o tridecano (pico 31; 8.13%), respetivamente.
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Foram identificados compostos de variadas classes quimicas, sendo as mais relevantes 0s
alcanos, alcenos, alcoois e terpenos e as menos relevantes os furanos, aldeidos e
hidrocarbonetos. A Figura 3.2 resume todas as classes de compostos presentes na

amostra.

m Alcanos (27%)
Alcenos (12%)
Alcoois (25%)
Furanos (2%)

I Terpenos (18%)

I Cetonas (5%)

E Aldeidos (3%)

@ Hidrocarbonetos (3%)

B Esters (5%)

Figura 3.2 - Categorias de compostos encontrados na amostra.

3.1.2. Extracéo lipidica e quantificacéo de acidos gordos
Para a extracdo de lipidos utilizou-se 0 método Bligh & Dyer e obteve-se um
rendimento médio de 3.88 + 0.64 %, para a amostra com um tamanho de particulas
superior a 250 um, e 8.42 + 1.39 % para a amostra com particulas de tamanho inferior a
250 um. (Tabela 3.1) O rendimento massico € superior para particulas mais pequenas
uma vez que a area de superficie & maior e, existindo mais contacto com o solvente da-

se uma maior transferéncia de massa.

Tabela 3.1 - Valores de rendimento de extrag&o.

Rendimento (%)

Amostra com particulas de tamanho > 250 pm 3.88+£0.64

Amostra com particulas de tamanho < 250 um 8.42 +1.39
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8.026

7.735

Depois de efetuada a extracdo dos lipidos e de estes serem derivatizados, foi
possivel analisar o perfil de acidos gordos da amostra. Para tal, realizou-se uma analise

por GC-FID, obtendo-se os seguintes cromatogramas. (Figura 3.3(a e b))
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Figura 3.3 - Cromatograma de GC-FID para a identificacdo de acidos gordos na amostra com particulas superiores a 250 um (a) e
para a amostra com particulas de tamanho inferior a 250 pm (b).

O padrdo interno usado no processo de derivatizacdo foi o &cido margarico (C17)
e, como tal, é possivel observa-lo no cromatograma acima com os tempos de retencao de
30.67 na Figura 3.3a e 30.58 minutos na Figura 3.3b. Os restantes picos foram também
atribuidos, por comparacgédo dos tempos de retencdo de uma mistura de FAMEs standard
analisada nas mesmas condicOes, e encontram-se descritos na Tabela 3.2. Para uma
melhor anélise dos dados, foi também calculada a % de area de cada pico, em relagcdo aos
restantes picos no cromatograma.

Os acidos gordos sdo classificados como saturados ou insaturados, tendo em conta
a presenca ou nao de ligacdes duplas entre atomos de carbono. Os que ndo possuem
ligacdes duplas denominam-se &cidos gordos saturados (SFA). Os que possuem apenas
uma ligacdo dupla sao acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e 0s que possuem varias
sdo os polinsaturados (PUFA) (92). Neste caso, é possivel observar na Tabela 3.2 que o
contetido de acidos gordos presente na salicornia se resume em 52.02% de acidos gordos
polinsaturados, 45.52% de é&cidos gordos saturados e 2.46% de é&cidos gordos
monoinsaturados. Detetaram-se acidos gordos com variados comprimentos de cadeias,
entre 0s 14 e os 22 atomos de carbono (C14-C22). Os acidos gordos maioritariamente
presentes na salicornia séo o acido alfa-linoleico (C18:3, 34%), o &cido linoleico (C18:2,
17%) e o &cido palmitico (C16, 21%). Todos estes dados encontram-se de acordo com 0s

descritos anteriormente, na literatura (53,93-95).
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Usualmente, as plantas hal6fitas possuem uma maior concentragéo de acidos gordos
saturados comparativamente aos insaturados, no entanto, este condi¢do varia consoante a
espécie da planta, a altura do ano em que é colhida e a parte da planta analisada. Segundo
alguns estudos, a presenca de MUFASs é mais abundante nas sementes da planta do que
nos restantes 6rgdos, como as folhas, o que justifica a baixa percentagem destes
comparativamente aos acidos gordos polinsaturados (93).

A presenca de SFA contribui para o elevado risco de doenga cardiaca coronéria,
enquanto os MUFAs e os PUFAs reduzem este risco. Por sua vez, os acidos gordos
Omega-3 e Omega-6 possuem propriedades anti-inflamatorias, anti-bacteriais,
antioxidantes — uma vez que reduzem o stress oxidativo — e hepatoprotetivas.

Neste caso, os &cidos mais presentes na planta em questdo, acido alfa-linoleico
(C18:3), o éacido linoleico (C18:2), sdo considerados acidos 6dmega-3 e Omega-6,
respetivamente, possuindo portanto estas propriedades. Sdo usualmente encontrados em
plantas, e sdo designados PUFAs essenciais, uma vez que 0 ser humano apenas 0s pode
obter através da alimentac&o, pois é incapaz de os sintetizar. Além das propriedades acima
descritas, o acido linoleico é também conhecido por possuir capacidade antifingica e por
inibir a progressdo carcinogénica e de aterosclerose (29,93,96).

Foi também identificado, na anélise & amostra com particulas de tamanho superior
a 250 pm, um dos acidos gordos menos comuns, o acido eicosadienoico (C20:2), numa
concentracdo relativamente baixa — 1.62 pug AG/mg lipidos (96).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) e a Organizacdo das Nacdes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), para uma dieta ser considerada
equilibrada, a razéo entre o valor de PUFAs e SFAs deve ser superior a 0.4, da mesma
maneira que a razao entre os acidos 6mega-6 e os acidos 6mega-3 deve ser inferior a 4
(96). Através dos célculos realizados pode concluir-se que a salicornia se encontra de
acordo com as orientacfes da OMS e da FAO, uma vez que PUFAS/SFAS para a amostra
com particulas de tamanho superior a 250 um ¢ 1.14 e para a amostra com particulas de
tamanho inferior a 250 um ¢ 1.80 e w-6/®w-3 é 0.52 e 0.44 para a amostra com particulas
de tamanho superior a 250 um e com particulas de tamanho inferior a 250 pm,
respetivamente.

Devido a presenca de todos estes acidos gordos, das suas propriedades conhecidas
e as razoes calculadas entre PUFAS/SFASs e w-6/m-3 , a Salicornia pode ser considerada
uma planta bastante promissora como alimento funcional ou suplemento alimentar, sendo

benéfica a sua incorporacao na dieta humana (95,96).
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Tabela 3.2 - Valores de concentragdo e % de area para cada um dos &cidos gordos presentes em ambas as amostras, com tamanho superior e inferior a 250 pum.

Amostra com particulas de tamanho superior a 250 um

Amostra com particulas de tamanho inferior a 250 um

Nome do composto i Concentracio (ug AG/mg | % Area (% Area total & Concentracio (ug AG/mg | % Area (% Avrea total
(min.) lipidos) de FAMEs) (min.) lipidos) de FAMEs)
Acido miristico (C14) 23.33 4.50 1.96 23.24 3.24 0.61
Acido palmitico (C16) 27.72 48.02 20.93 27.67 111.86 21.17
Acido margarico (C17) 30.67 31.25 13.62 30.58 27.78 5.26
Acido esteérico (C18) 34.20 14.79 6.45 34.13 21.39 4.05
Acido araquidico (C20) 44.01 2.37 1.03 43.88 3.22 0.61
Acido beénico (C22) 59.48 3.50 1.53 59.35 7.38 1.40
x SFA 104.42 45,52 174.86 33.01
Acido palmitoleico (C16:1) | 28.56 2.19 0.95 28.54 15.59 2.95
Acido oleico (C18:1) 35.56 3.46 151 35.50 15.08 2.86
2 MUFA 5.65 2.46 30.67 5.81
Acido linoleico (C18:2) 38.08 39.33 17.14 37.96 95.63 18.10
Acido alfa-linoleico (C18:3) 41.50 78.41 34.18 41.38 219.47 41.54
Acido eicosadienoico (C20:2) | 50.30 1.62 0.71
2 PUFA 119.35 52.02 315.10 59.65
Y PUFA/X SFA 1.14 1.80
0-6/0-3 0.52 —— 0.44
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3.1.3. Determinacdo e quantificacdo de pigmentos

Para extrair os pigmentos da salicérnia efetuou-se uma extragdo por solventes, ja
realizada anteriormente em Antunes et al. (61), para a extracdo de carotenoides da
salicornia e obteve-se um rendimento de 1.99 + 0.47%. (Tabela 3.3)

Para identificar e quantificar os extratos obtidos foram sujeitos a uma analise por
HPLC, com detetor de DAD, a um comprimento de onda de 450 nm. Para a identificacdo
dos carotenoides na amostra, comparou-se 0 cromatograma obtido com um
cromatograma de uma mistura de padrdes de luteina e zeaxantina e também com o padréo
de B-caroteno. (Figura 3.4) Assim, concluiu-se que na salicornia apenas se encontra
presente a luteina e o B-caroteno, pois sdo os Unicos padrBes que tém correspondéncia
com picos da amostra (pico 1: tr ~ 4.5 min. e pico 2: t ~ 11 min., respetivamente). Para
confirmar esta identificacdo, uma vez que os tempos de retencdo sdo ligeiramente

diferentes, compararam-se 0s valores maximos de absorcdo. (Anexo 6.5 e Anexo 6.6)
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Figura 3.4 — Sobreposicdo dos cromatogramas do extrato de pigmentos e dos padrdes de carotenoides, e respetiva
aproximacdo. (450 nm) (a — luteina; b — zeaxantina; ¢ — p-caroteno; 1 — pico relativo a luteina; 2 — pico relativo ao -
caroteno.)

Para a quantificacdo dos carotenoides identificados teve-se em conta a area de cada
um dos picos do extrato e obtiveram-se valores de 13.59 + 5.09 mg/L para a luteina e
13.47 + 2.84 mg/L para o B -caroteno. Estes valores podem ser também apresentados
como 1.36 mg composto/g extrato ou 0.03 mg composto/g matéria-prima e 1.35 mg

composto/g extrato ou 0.03 mg composto/g matéria-prima, respetivamente. (Tabela 3.3)
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Ao longo deste trabalho, para a quantificacdo de compostos foram sempre tidas em
conta as dilui¢des ao longo do procedimento.

Analisou-se também a presenca de clorofilas no extrato. A identificacdo destas
realizou-se com base nos tempos de retencdo e nos cromatogramas correspondentes aos
respetivos padrées — clorofila a, clorofila b e clorofila c2 — no comprimento de onda de
410 nm. A zona carateristica de absorcdo das clorofilas € entre os 400-450 nm e o0s 650
nm (97-99).

” mAU - extrato pigmentos

---—- padréo clorofila a (a)
---—- padrao clorofila b (b)
- padréo clorofila c2 (c)
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Figura 3.5 - Sobreposi¢do do cromatograma do extrato com o cromatograma dos padrdes de clorofila. (410 nm) (a —
clorofila a; b — clorofila b; ¢ — clorofila c2; 1 — pico relativo a clorofila b; 2 — pico relativo a clorofila a).

Através da sobreposicdo do cromatograma dos padrdes ao cromatograma da
amostra, conclui-se que tanto a clorofila a como a clorofila b se podem encontrar na
salicornia, uma vez que os tempos de retencdo se encontram entre os da amostra. (Figura
3.5)

Sendo que os valores de tempo de retencdo ndo sdo idénticos, recorre-se a
comparacdo dos valores dos comprimentos de onda maximos de absorcéo. (Tabela 2.2,
Anexo 6.7 e Anexo 6.8) Verifica-se que os maximos referentes a clorofila a sdo muito
semelhantes aos comprimentos de onda maximos de absorcao do pico 2 da amostra (413,
431 e 666 nm). Nenhum dos picos tem comprimentos de onda maximos de absor¢éo em
comum com a clorofila b, no entanto como esta se encontra também enquadrada entre
picos considerou-se que esta esta presente na amostra, mas uma vez que a sua

concentragdo na amostra € bastante superior a sua concentracdo no padréo, o tempo de
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retencdo ndo € idéntico. A clorofila b correspondera entdo ao pico 1. Por outro lado,
conclui-se que a clorofila c2 ndo se encontra no extrato.

Assim, tendo em conta as areas dos picos do extrato, obtiveram-se valores de
concentracdo de 6.27 mg/L para a clorofila a e 75.88 mg/L para a clorofila b, (0.63 mg
composto/g extrato e 0.01 mg composto/g matéria-prima para a clorofila a e 7.59 mg
composto/g extrato e 0.15 mg composto/g matéria-prima para a clorofila b). E de referir
que o valor de concentragéo da clorofila a pode estar ligeiramente alterado, uma vez que
0s picos da amostra ndo se encontravam 100% separados.

Na Tabela 3.3 encontra-se um resumo dos dados adquiridos relativamente a

extracdo de pigmentos da planta.

Tabela 3.3 - Rendimento méssico e concentracdes dos diferentes pigmentos identificados no extrato.

Rendimento (%) Concentragdo carotenoides (mg Concentragéo clorofilas (mg
composto/g extrato) composto/g extrato)
Luteina — 1.36 clorofilaa— 0.63
1.99+0.47 B-caroteno — 1.35 clorofilab — 7.59

3.1.4. Extracdo convencional solido-liquido (Soxhlet)
Ao realizar uma extragdo convencional Soxhlet usando etanol:dgua como solvente

obteve-se um rendimento massico médio de 41.82 £ 7.34 %. (Figura 3.6) (Tabela 3.4)

Figura 3.6 - Extrato obtido por Soxhlet.

Realizou-se uma cromatografia em camada fina, de modo a obter informacao
qualitativa do tipo de compostos que podem estar presentes no extrato. (Figura 3.7) O
solvente usado foi uma mistura de tolueno:acetona:ac.formico (9:9:2) e este percorreu
uma distancia de 7.2 cm na placa. Uma vez que a distancia percorrida pelos analitos € 5

cm, através da Equacéo 6 obteve-se um valor de R¢ de 0.69.
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Figura 3.7 - Cromatografia em camada fina realizada ao extrato obtido. (a — distancia
percorrida pelo solvente; b — distancia percorrida pelos analitos)

No artigo de referéncia as condi¢des usadas (65), foram usados padrdes e calculados
os seus valores de Rf, (Rf acido galico: 0.57; Rf quercetina: 0.66). Assim, comparando o
valor de Rf obtido com a amostra com os valores de Rf dos padrdes, pode concluir-se que
no extrato esta presente a quercetina, ou algum dos seus derivados.

Os extratos foram de seguida analisados de modo a determinar o teor em contetdo
fendlico total, pelo método de Folin-Ciocalteu, obtendo-se um resultado de 29.44 +
0.0016 mg GAE/g extrato, considerando sempre a concentragdo da amostra. Este valor é
muito superior ao descrito na literatura (100), 8.90 mg GAE/g extrato. Tendo em conta
gue o método de Folin-Ciocalteu ndo € especifico para compostos fenolicos, é possivel
assumir que ocorreu interferéncia de outras substancias redutoras também presentes na
amostra, como proteinas ou agucares redutores (40) (Tabela 3.4).

Efetuou-se também uma analise ORAC, de maneira a determinar a capacidade
antioxidante do extrato e obteve-se um resultado de 466.33 £ 0.021 umol TEAC/g
extrato. Este valor é também superior aos descritos na literatura, em andlises de extratos
obtidos por outras técnicas, 0 que sugere que utilizando este método de extracdo, 0s
compostos-alvo ndo sdo apenas compostos fendlicos mas também outros compostos com

atividade antioxidante. (Tabela 3.4)

Tabela 3.4 - Rendimento massico e respetivos valores de TPC e ORAC para 0 extrato de Soxhlet.

Rendimento (%) | TPC (mg GAE/g extrato) | ORAC (umol TEAC/g extrato)
41.82+7.34 29.44 + 0.0016 466.33 + 0.021
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De seguida, o extrato foi analisado por cromatografia liquida de modo a identificar

e quantificar compostos fendlicos. Juntamente com esta foi analisada uma mistura de

padrdes de compostos fendlicos A (Anexo 6.2).

Assim, e comparando o cromatograma obtido (Figura 3.8) com os tempos de

retencdo descritos em Oliveira-Alves et al. (53), foi possivel identificar os compostos

fenolicos da amostra. (Tabela 3.5)

3.5.
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Figura 3.8 - Sobreposi¢do do cromatograma do extrato Soxhlet e da mistura de padrdes de compostos
fendlicos A (280 nm) (a — &cido galico; b — &cido protocatecuico; ¢ — acido clorogénico; d — 4cido cafeico; e —
quercetina-3-glucésido; 1 — acido neoclorogénico; 2 — galocatequina; 3 — acido clorogénico; 4 — &cido p-
cumaroilquinico; 5 — derivado de &cido fertlico; 6 — quercetina-3-glucésido; 7 — &cido 3,4-dicafeoilquinico; 8

— acido 4,5-dicafeoilquinico; 9 — &cido cafeoilhidrocafeoilquinico).

Os compostos identificados e quantificados no extrato estdo resumidos na Tabela

Tabela 3.5 - Atribuigdo dos diferentes picos do cromatograma obtido pela analise do extrato de Soxhlet. Respetivos
tempos de retengdo, comprimentos de onda maximos de absorcdo e valores de concentragao.

Concentragdo Concentragdo
Pico Compostos fendlicos t_r Hme extrato (mg materia-prima (mg
(min.) | (nm) composto/g composto/g

extrato) matéria-prima)
1 Acido neoclorogénico** 32.53 | 325 0.60 0.30
2 Galocatequina* 33.60 | 278 0.07 0.04
3 Acido clorogénico 38.77 | 326 3.65 1.81
4 Acido p-cumaroilquinico* 42.19 | 319 0.04 0.02
5 Derivado de &cido feralico* 45.17 | 325 0.03 0.02
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Quercetina (quercetina-3-
6 ) 4952 | 327 3.10 1.53
glucédsido)
7 Acido 3,4-dicafeoilquinico* 50.59 | 328 0.54 0.27
8 Acido 4,5-dicafeoilquinico* 51.36 | 328 0.41 0.20
9 | Acido cafeoilhidrocafeoilquinico* | 51.80 | 329 0.28 0.14

*calculados em equivalentes de acido galico **calculados em equivalentes de acido clorogénico

Foram identificados, através da comparacdo com os tempos de retencdo dos
padroes e da literatura (53,54), 9 compostos fendlicos, entre os quais 7 acidos
hidroxicinamicos — acido clorogénico, acido feralico e acido p-cumarico, por exemplo -e
2 polifendis — galocatequina e quercetina.

Os é&cidos hidroxicinamicos sdo a maior classe de compostos fendlicos. S&o
considerados compostos aromaticos e a sua estrutura tem como base uma cadeia lateral
de trés carbonos (C6-C3) (101,102). O acido clorogénico, obtido por esterificacdo do
acido cafeico e do &cido quinico, tem potencial anti-inflamatorio, antidiabético, antiviral
e antioxidante. Encontra-se em muitas espécies de plantas. Um dos seus isomeros é o
acido neoclorogénico, que é também incorporado em matrizes alimentares por possuir as
mesmas carateristicas (101,103,104). A galocatequina é um composto fendlico que se
pode também encontrar no cha verde. Possui propriedades antioxidantes, previna o
aparecimento de cancro, melhora a saude cardiovascular, facilita a perda de peso, protege
a pele de danos por radiacdo, entre outras (105). O &cido ferulico, também encontrado na
amostra, possui propriedades antioxidantes, antitumorais, anti-inflamatérias e
absorventes de radiacdo ultravioleta. Ao longo dos anos foram reportados varios estudos
relativamente aos derivados deste acido, cujo objetivo é possuirem uma atividade
antioxidante similar ou mais forte, uma melhor estabilidade e uma menor toxicidade. E
possivel encontra-lo em variadas espécies de plantas e € muito usado na medicina chinesa
tradicional (101,106). O &cido p-cumarico é um &cido fendlico sintetizado principalmente
a partir da tirosina e da fenilalanina. E através deste que s&o sintetizados acidos como o
cafeico e clorogenico, entre outros. Possui propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
antitumorais, anti-inflamatérias e despigmentantes, utilizadas na &rea industrial,
biomeédica e da cosmética. O &cido cafeico é um dos &cidos fendlicos mais comum,
biossintetizado por hidroxilagdo do acido p-cumarico. Possui também propriedades
medicinais, uma vez que é, assim como o acido do qual deriva, antioxidante, anti tumoral,

anti-inflamatorio, antimicrobiano e, ainda, antidiabético. (101,102) A quercetina é o
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flavonol mais representativo dos flavondides. Encontra-se em frutas e vegetais, em
particular na maca e na cebola, e é carateristica de fornecer uma cor amarelada. E bastante
benéfica para a salde humana, uma vez que é considerada antiviral, antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticancerigena, antidiabética e anti alergénica. Pode
ser usada juntamente com outros medicamentos de modo a diminuir os seus efeitos
secundarios e a sua toxicidade. E um dos compostos mais usados na indUstria
farmacéutica devido a sua elevada biodisponibilidade e por ser altamente solivel em
alcool e solugdes hidroalcodlicas. Recentemente, a quercetina foi também usada em
pacientes de covid-19 sintomaticos, resultando numa melhoria do quadro clinico e numa
diminuicdo do periodo de internamento hospitalar (107,108). Grande parte destes
compostos encontra-se em frutas, vegetais e cereais (101).

Tendo em conta os compostos encontrados na amostra procedeu-se a uma
otimizagdo de métodos considerados mais “verdes” para a extragdo dos compostos mais

relevantes encontrados na matriz — os compostos fendlicos.

3.2. Extracdes alternativas de compostos bioativos

3.2.1. Extracdo por Fluidos Supercriticos (SFE)

Esta técnica foi aplicada com o objetivo de extrair compostos lipidicos da salicérnia
moida. Tal como referido anteriormente foram realizadas duas extracfes com CO:
supercritico diferentes, uma sem co-solvente e outra utilizando o etanol como co-
solvente. Os rendimentos destas foram 0.18 + 0.07 % e 5.29 + 0.84 %, respetivamente.
(Figura 3.9) (Tabela 3.6) Foi analisado e quantificado o teor de carotenoides e clorofilas
por HPLC-DAD. Uma vez que o rendimento da extracdo sem co-solvente € muito baixo

analisou-se apenas o0 extrato obtido com o etanol.

Figura 3.9 - Extrato obtido através da extracdo por fluidos supercriticos sem co-solvente.
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Foi utilizado um detetor de UV-Vis, a um comprimento de onda de 450 nm e,

quando analisado juntamente com uma mistura dos padr@es de luteina+zeaxantina e -

caroteno obtiveram-se 0s seguintes cromatogramas. (Figura 3.10)

- extrato SFE
----- mistura de padrdes luteina (a) + zeaxantina (b)
- padrdo 3 — caroteno (c)

--—- extrato SFE

-—- mistura de padrdes luteina (a) + zeaxantina (b)

2 - extrato SFE

-—- padréo B—caroteno (c)

Figura 3.10 - Sobreposicdo dos cromatogramas do extrato de SFE e dos padrdes de carotenoides e
respetivas aproximacgoes (b e c) (450 nm) (a — luteina; b — zeaxantina; ¢ — p-caroteno; 1 — pico relativo a

luteina; 2 — pico relativo ao B-caroteno).

42



Observando os cromatogramas podemos concluir que apenas a luteina e o B-
caroteno se encontram no extrato, uma vez que existem picos com tempos de retencéo
semelhantes, t=5.05 minutos e t,=11.36 minutos, respetivamente. (t; padréo luteina=5.15
min. e t; padrdo B-caroteno=11.17 min.) Para confirmar esta afirmacdo compararam-se
também os maximos de absorcdo dos respetivos picos. (Tabela 2.1) Deste modo, é
possivel afirmar que os picos 1 e 2 correspondem a luteina ¢ ao [-caroteno,
respetivamente.

Através da equacdo da reta de calibracdo foi possivel determinar que o teor de p-
caroteno no extrato é 16.02 mg/L, podendo também ser expresso em 0.64 mg composto/g
extrato ou 1.2 pg composto/g matéria-prima. (Tabela 3.6)

Foi também analisado o extrato obtido por SFE de modo a detetar a presenca de
clorofilas. (Figura 3.11)

---— extrato SFE

---— padrao clorofila a (a)
1.200 ---- padrao clorofila b (b)
1.100 - padréo clorofila c2 (c)

mAL

500 - extrato SFE
-—-— padrao clorofila a (a)
-—- padrao clorofila b (b)

AN

1234 1250 13.00 13.50 14.00 1450 15.00 15.50 18.00 16.50 17.00 17.64

min

Figura 3.11 - Sobreposi¢do do cromatograma do extrato SFE com os cromatogramas dos padrfes de
clorofilas e respetiva aproximagao (b) (410 nm) (a — clorofila a; b — clorofila b; ¢ — clorofila c2; 1 — pico 43
relativo a clorofila b; 2 — pico relativo a clorofila a).



Através dos cromatogramas obtidos pode concluir-se que apenas a clorofila a e a
clorofila b se encontram presentes no extrato. Esta identificagdo foi confirmada pelos
respetivos valores dos méximos de absorgéo.

Através das equacdes das retas de calibracdo obtiveram-se concentracdes de 60.27
mg/L para a clorofila a e 149.93 mg/L para a clorofila b. (2.41 mg composto/g extrato e
0.13 mg composto/g matéria-prima para a clorofila a e 6.00 mg composto/g extrato e 0.32
mg composto/g matéria-prima para a clorofila b). (Tabela 3.6)

Tabela 3.6 - Dados de rendimento massico e concentracdo de pigmentos obtidos ao analisar o extrato de SFE.

Rendimento Concentrag&o carotenoides (mg Concentragdo clorofilas (mg
(%) composto/g extrato) composto/g extrato)

clorofilaa—2.41
clorofila b - 6.00

5.29+0.84 B-caroteno — 0.64

3.2.2. Extracdo Assistida por Ultrassons
Atraveés da extracdo hidroalcodlica (80:20) assistida com ultrassons UAE obteve-
se um rendimento de 49.76 + 13.35 %. (Figura 3.12) (Tabela 3.7)

Figura 3.12 - Extrato obtido através de uma extracéo assistida por ultrassons.

Tendo em conta os valores obtidos, pode concluir-se que a extracdo foi bem
sucedida, no entanto, para confirmar tal afirmacdo, € necessario verificar os resultados
obtidos através da analise realizada pelo método Folin-Ciocalteu, para determinar a
quantidade de compostos fendlicos presente nos extratos. O valor de concentracao obtido
foi, em média, 13.73 + 0.003 mg GAE/g extrato (6.83 mg GAE/g matéria-prima).
Segundo a literatura (53,62), o valor de conteudo fendlico total esperado na salicornia
ramosissima seria entre 7.03 e 12.09 mg GAE/g extrato. Conclui-se entdo que o valor
obtido experimentalmente é superior ao que seria expectavel. Tendo em conta que o
método de Folin-Ciocalteu é um método colorimétrico, estad sempre bastante suscetivel a

erros e interferéncias de outros compostos (40) (Tabela 3.7).
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Tabela 3.7 - Valores de rendimento e teor de contetdo fendlico total do extrato UAE.

Rendimento (%)

TPC (mg GAE/qg extrato)

49.76 + 13.35

13.73 £ 0.003

De modo a identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes na amostra,

foi analisada juntamente com esta, a mistura de padrdes fendlicos A. Assim, e
comparando o cromatograma obtido (Figura 3.13) com os tempos de retencdo descritos

em Oliveira-Alves et al. (53), e com a identificacdo feita previamente foi possivel

identificar os compostos fendlicos da amostra. (Tabela 3.8)

2800

200

:::::

12

——- extrato UAE

-—-- mix padrdes compostos fendlicos A

Figura 3.13 - Sobreposi¢do dos cromatogramas do extrato MAE e da mistura de padrdes de compostos fendlicos A (280
nm) (a — &cido galico; b — &cido protocatecuico; ¢ — acido clorogénico; d — acido cafeico; e — quercetina-3-glucésido; 1
— &cido neoclorogénico; 2 — galocatequina; 3 — acido clorogénico; 4 — cido fertlico; 5 — glucosido de acido ferulico; 6
— derivado de acido p-cumarico; 7 — acido p-cumaroilquinico; 8 — derivado de &cido ferulico; 9 — quercetina-3-
glucdsido; 10 — &cido 3,4-dicafeoilquinico; 11 — acido 3,5-dicafeoilquinico; 12 — acido 4,5-dicafeoilquinico; 13 — acido

cafeoilhidrocafeoilquinico ).

Tabela 3.8 - Atribuigdo dos diferentes picos do cromatograma, respetivos valores de tempo de retencéo,

comprimentos de onda maximos de absor¢do e concentragdes.

Concentragéo Concentragéo
. L tr Amax extrato (mg matéria-prima
Pico Possivel identificagdo :
(min.) | (nm) composto/g (mg composto/g
extrato) matéria-prima)
. . ~300;
1 Acido neoclorogénico** 31.8 0.27 0.15
326
2 Galocatequina* 32.26 280 0.13 0.07
. ) ~300;
3 Acido clorogénico 37.30 226 1.46 0.84
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316;

4 Acido fertlico* 39.57 0.05 0.03
288

5 Glucésido de Acido ferdlico* 40.10 330 0.09 0.05

6 Derivado de acido p-cumarico* 40.96 320 0.17 0.10
) _ . 318;

7 Acido p-cumaroilquinico* 42.86 239 0.06 0.03
. . i ~290;

8 Derivado de &cido ferulico* 44.26 - 0.17 0.10
: . . ~350;

9 Quercetina (quercetina-3-glucdsido) 47.37 250 0.03 0.02
< . . S 291;

10 Acido 3,4-dicafeoilquinico* 48.76 326 3.49 2.00
< . . S ~300;

11 Acido 3,5-dicafeoilquinico* 49.83 37 4.49 2.57
< P 296;

12 Acido 4,5-dicafeoilquinico* 50.65 397 1.32 0.76
. - . ) 292;

13 Acido cafeoilhidrocafeoilquinico* 51.18 228 0.38 0.22

*calculados em equivalentes de &cido galico **calculados em equivalentes de acido clorogénico

De modo a confirmar esta identificacdo, efetuou-se também uma anélise por

cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa do extrato obtido. De modo a

facilitar a identificacdo dos compostos no extrato, analisaram-se duas misturas de padrdes

(mistura B e mistura C). As tabelas nos anexos enumeram 0s compostos presentes em

cada uma das misturas (Anexo 6.3 e Anexo 6.4). Abaixo encontra-se a comparacao do

cromatograma do extrato com ambas as misturas, de modo a verificar possiveis

sobreposicdes que corresponderdo, provavelmente, aos 14 compostos ja identificados.

(Figura 3.14(a e b))
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Figura 3.14 - Sobreposi¢do do cromatograma do extrato UAE e dos cromatograma da mistura de padrdes B (a) e
C (b) (210 nm, modo negativo). (1 — acido neoclorogénico; 2 — acido clorogénico; 3 — derivado de acido
feralico; 4 — derivado de quercetina; 5 — acido 3,5-dicafeoilquinico; 6 — acido 4,5-dicafeoilquinico; 7 —derivado
de quercetina)

Os picos 1 e 2 tém o seu maximo de absor¢do a um comprimento de onda de 324 e
325 nm, respetivamente. Possuem um valor de [M-H] de 353 m/z e foi possivel
identifica-los, através da literatura e das misturas de padrdes, como sendo o acido
neoclorogénico e o &cido clorogenico, respetivamente. (Anexo 6.9 a Anexo 6.11) Esta
identificacdo corresponde também com a realizada previamente (53,109-111).

Identificou-se o pico 3 como sendo um derivado do acido ferulico através da
identificacdo anterior e da literatura. Possui dois valores méximos de comprimento de
onda de absorcéo, a 243 e a 324 nm. O seu ido precursor tem uma massa de 355 m/z
(Anexo 6.12)Anexo 6.12 - Valores de comprimento de onda maximo de absor¢éo e scan de
espetrometria de massa através de ionizagao positiva e negativo do pico 3.(53,112). A regido

entre os picos 4 a 7 tem na sua constituicdo uma mistura de compostos o que dificulta a
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sua identificacdo. O quatro picos possuem maximos de absorcdo em comprimento de
onda bastante semelhantes, sendo de 234 e 327 nm para o pico 4, 221, 243 e 328 nm para
0 pico 5, 241 e 328 nm para o pico 6 e 242 e 324 nm para o ultimo pico. Os valores dos
seus fragmentos de massa sdo também muito semelhantes. (Anexo 6.13 a Anexo 6.18)
Assim, e de acordo com a identificacdo prévia e com a literatura, afirma-se que o pico 4
e 0 pico 7 correspondem a derivados da quercetina e 0s picos 5 e 6 aos &cidos 3,5-
dicafeiolquinico e 4,5-dicafeiolquinico, respetivamente (53,113).

Tabela 3.9 - Identificacdo, através de analise LC-MS, dos compostos encontrados no extrato.

ORI Amx ESI - ESI + Nome do composto Ref.
no. | (min.) | (nm)
215; <.
1 | 2837 | 217; 353 214; 377; 355 Acido (53,109)
neoclorogénico
324
238; 355;393; 377; ;. .
2 36.15 305 353 356: 214 Acido clorogénico | (53,110,111)
243; ) 214; 298; 227; Derivado de acido
3 39.00 304 355; 353 379 feralico (53,112)
4 | a779 | 2% | 517 | 519:501 681 Derivados de (53)
327 guercetina
221; 499; 517; 500; Acido 3,5-
5 49.13 243; 515; 353 ' ' ’ dicafeiol . (113)
308 518 icafeiolquinico
) 517; 499; 265; o
6 | 5038 | 2*% | 515517 | 518 500; 519: _Acido 4,5 (53,113)
328 501 dicafeiolquinico
. 515; .
7 | 5245 | 52 | o5 343; 214 Dire"r’fgt?n‘;e (53)
517; 697 g

Através dos tempos de retencdo dos diferentes compostos e da respetiva ordem de
eluicdo, quer da analise realizada previamente, quer desta Ultima analise, é possivel
afirmar que as identificagbes feitas inicialmente se encontram corretas e que S&o

efetivamente esses 0s compostos presentes no extrato. (Tabela 3.9)

3.2.3. Extracéo Assistida por Microondas
Utilizou-se a extracao assistida por microondas com o objetivo de adquirir extratos
ricos em compostos fendlicos. Inicialmente, realizaram-se extragdes preliminares com
utilizando a &gua como solvente e variou-se a temperatura e o tempo de extracdo de modo

a estimar a concentracdo de compostos fenolicos extraidos.
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Os valores de TPC obtidos encontram-se descritos na Figura 3.15Figura 3.15 e séo
relativamente inferiores ao mencionado na literatura, 8.34 mg GAE/g extrato (10).

Pode verificar-se que o valor méximo de conteudo fenolico total foi atingido
quando a temperatura era 90°C, e numa extracdo com a duracdo de 10 minutos. Ao
diminuir a temperatura, mas mantendo o tempo de extragdo, obteve-se o valor minimo de
TPC. Assim, é possivel concluir que a um determinado tempo de extracdo, a uma
temperatura relativamente elevada, a extracéo é mais eficiente.

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste Tukey, um teste
estatistico que compara todos os pares de médias possiveis e identifica qualquer diferenca
entre dois valores médios que seja superior ao erro padrdo esperado, ou seja, que seja
significativa (114). Esta analise estatistica comprovou que ao comparar as condi¢des de
menor temperatura (a e b) a condicdo de 10 minutos a 90°C (c), a sua diferenca era

estatisticamente significativa. (Figura 3.15)
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Figura 3.15 - Grafico relativo ao estudo estatistico realizado (teste t) para os valores preliminares da extracdo por
microondas. Os resultados estdo expressos em média = DP (n=3) para cada uma das condi¢des diferentes, em mg GAE/g
extrato. Foi efetuada uma comparagdo multipla entre as diferentes condigdes, sendo que os pares de condi¢des
estatisticamente significativos para o teste de Tukey sdo ac e bc (p < 0,05).

Através de um Desenho de Experiéncias (DOE) foi possivel analisar de que maneira
estas variantes afetam o rendimento e o teor de compostos fendlicos. Tendo em conta 0s
resultados obtidos, e com o auxilio do programa MODDE, foi possivel elaborar um
Desenho de Experiéncias (DOE) onde se fez variar a temperatura (T), o tempo de extracdo
(t) e a percentagem de etanol na mistura hidroalcodlica. Deste modo realizou-se um
conjunto de experiéncias, incluindo trés pontos centrais, cujo objetivo € avaliar a

variabilidade experimental e a incerteza dos resultados. As condi¢Ges experimentais
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incluem a oscilacao da temperatura entre os 80°C e os 120°C, o tempo entre 0s 5 minutos

e 0s 20 minutos, e a percentagem de etanol entre os 0% e os 100%. (Tabela 3.10)

Tabela 3.10 — Condicdes do desenho de experiéncias.

Experiéncia CondicBes
T (°C) [t (min) | %EtOH
R1 80 | 12:30 50
R2 120 5 0
R3 100 | 12:30 50
R4 80 5 100
R5 100 5 50
R6 100 | 12:30 50
R7 120 20 100
R8 120 5 100
R9 100 20 50
R10 80 20 100
R11 100 | 12:30 | 100
R12 100 | 12:30 50
R13 100 | 12:30 0
R14 120 20 0
R15 120 | 12:30 50
R16 80 5 0
R17 80 20 0

a

Figura 3.16 - Extratos obtidos por extracdo assistida por microondas, durante o desenho de experiéncias. (a —
extrato condigBes R11; b — extrato condi¢Bes R12; ¢ — extrato condigdes R13).

Elaborou-se 0 DOE e ao observar 0s extratos obtidos, numa primeira analise visual,
juntamente com as condic¢des usadas em cada uma das extragdes é possivel concluir que
a medida que a percentagem de &gua vai diminuindo a cor do extrato vai ficando mais
escura, tornando-se verde quando o solvente usado é unicamente o etanol. (Figura 3.16)
Assim, conclui-se que este é também capaz de extrair as clorofilas da planta. Todos os

extratos obtidos foram evaporados para calcular o rendimento méssico de extracdo e
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analisados para saber o contetdo fendlico total através do método de Folin e a capacidade
antioxidante através de ORAC. Os resultados encontram-se resumidos na Figura 3.17,

estando descritos detalhadamente no Anexo 6.19.
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Figura 3.17 - Grafico com os valores de rendimento, TPC e ORAC de todas as experiéncias do DOE.

O rendimento massico mais elevado foi obtido no extrato com as condigdes
descritas no R14. Estas condi¢es levam no entanto ao menor valor de capacidade
antioxidante. O menor rendimento massico obtém-se com as condi¢fes de R7. Com as
condicdes descritas em R10 foi possivel obter o maior valor de TPC, assim como o maior
valor de capacidade antioxidante. Por outro lado, o menor valor de TPC foi obtido extrato
com as condi¢des R15.

Os valores de conteudo fendlico total obtidos séo superiores ao valor descrito na
literatura mencionado anteriormente, uma vez que se utilizou também o etanol como
solvente, o que permitiu a extracdo de outros compostos. Segundo Pinto et. al (115), em
extracOes de microondas com uma mistura de solventes hidroalcodlica, o valor obtido foi
18.63 mg GAE/g extrato, semelhante aos valores experimentais.

Segundo a literatura (53), para uma extragdo de ultrassons, o valor de ORAC
esperado seria de 418.81 umol TEAC/g extrato, no entanto, obtiveram-se valores inferiores.
Esta diferenca pode ser devido & diferenca na preparacdo da amostra, as técnicas de
extracao, aos solventes usados e até a altura do ano em que a planta foi colhida. Ha estudos

que afirmam que nos periodos mais secos do ano o nivel de polifendis em plantas halofitas
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€ maior de modo a garantir a protecdo contra o stress oxidativo causado pela salinidade
elevada (10,116).

Ao analisar os dados acima mencionados, pode concluir-se que as extragdes com
maiores rendimentos massicos sao as que possuem uma menor quantidade de compostos
fenolicos, e as de menor rendimento massico tém na sua constituicdo uma maior
concentracdo de compostos fenolicos. Assim, deduz-se que quanto maior o rendimento
massico, menor seletividade tem a extracdo e menor é o valor de contetdo fendlico total
e respetiva capacidade antioxidante.

Para avaliar melhor a interacdo entre os valores de conteudo fendlico total e da
atividade antioxidante elaborou-se um grafico que correlaciona ambos os fatores. (Figura
3.18) Assim, verifica-se que existe uma correlacdo linear entre eles sendo o R? de 0.8658,
0 que significa que os compostos fendlicos extraidos sdo 0s que mais contribuem para o

potencial antioxidante da planta (117).
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Figura 3.18 - Gréfico de correlacdo entre os valores obtidos de TPC e de ORAC.

Segundo este programa, as variaveis significativas quando nos estamos a referir ao
rendimento de extracdo sio o etanol e o seu efeito quadratico (p-value=1.05x10° e
0.00033, respetivamente). Isto significa que, ao aumentar a percentagem de etanol na
extracdo, o rendimento aumenta também. No entanto, esta relacdo é descrita por uma
funcdo quadratica, ou seja, o rendimento aumenta até atingir o seu maximo e, ao continuar
a aumentar a percentagem de etanol, o rendimento comeca a diminuir. A equagdo neste
caso seria: rendimento = 57.97 — 25.17¢ — 20.05c2, com um R? de 0.934. O valor
considerado relativamente alto de R? sugere concordancia entre os dados experimentais

e os valores tedricos previstos pelo modelo.
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Relativamente aos valores obtidos de conteudo fendlico total e atividade
antioxidante, a Gnica variavel significativa é também o etanol (p-value=0.0116 e 0.00019,
respetivamente), sendo as equagbes, TPC = 23.62 + 9.74c, (R*=0.653) e ORAC =
258.29 + 142.93C, (R?=0.865). Neste caso, os valores de R? sdo consideravelmente
baixos, 0 que pode dever-se ao facto de estarem a ser utilizados métodos colorimétricos
e com baixa reprodutibilidade.

O valor de p-value permite-nos saber quais as condi¢des sao significativas e tem de
ser inferior ou igual a 0.05, para um intervalo de confianga de 95%, o que se verifica neste
caso.

Do programa estatistico foi possivel retirar graficos de contorno de “response
surface” de modo a facilitar a analise dos resultados obtidos. Através da Figura 3.19
conclui-se que, quando a percentagem de etanol usada é constante, o rendimento aumenta
ao longo do tempo de extracdo e a medida que a temperatura aumenta. Os valores de TPC
e ORAC aumentam também ao longo do tempo no entanto obtém-se valores superiores

guando sdo usadas temperaturas mais baixas.

Yield %] TPC [mg GAE/mg dw] ORAC [umol TEAC/mg chw]
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Figura 3.19 - Graficos dos resultados do DOE, para as trés respostas, com a percentagem de etanol constante, em funcéo do tempo e da

temperatura.

Ao estabilizar a temperatura, o rendimento de extragdo diminui com o aumento da

quantidade de etanol utilizada. O mesmo acontece quando o tempo de reacdo é constante.
Os valores de TPC e de ORAC aumentam com o aumento do uso de etanol quando a
temperatura ou quando o tempo de extracdo sdo constantes. Para uma temperatura
constante, os valores de contetido fendlico total e da capacidade antioxidante aumentam

no decorrer da extragdo (Figura 3.20).
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Figura 3.20 - Graficos dos resultados do DOE, para as trés respostas, com a temperatura constante, em funcao do tempo e da percentagem de
etanol.

Para um tempo de extracdo constante, espera-se que o rendimento massico seja
elevado ao usar uma baixa percentagem de etanol, independentemente da temperatura
usada. Os valores de  TPC e ORAC aumentam com uma maior quantidade de etanol,

obtendo-se valores mais elevados a temperaturas mais baixas (Figura 3.21).
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Figura 3.21 - Gréficos dos resultados do DOE, para as trés respostas, com o tempo de extragdo constante, em funcdo da percentagem de etanol e da
temperatura.

N&o sendo possivel encontrar uma Gnica condi¢do para um extrato 6timo — um

sweet spot - procuraram-se trés condi¢fes que maximizassem simultaneamente:
e A —rendimento, TPC e ORAC,;
e B -rendimento e TPC;
e C -rendimento e ORAC.

Escolheu-se maximizar estes trés parametros de maneira a relacionar o teor de
compostos fenolicos e a capacidade antioxidante, e concluir se a capacidade antioxidante
calculada provém unicamente dos compostos fendlicos na amostra, ou se ha outros
compostos que possam estar a causar interferéncia.
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As condicgdes de extracdo usadas, os resultados previstos e os resultados obtidos
experimentalmente encontram-se na tabela abaixo. (Tabela 3.11)

Tendo em conta estes dados, conclui-se que, independentemente das condigdes
usadas, o rendimento obtido é sempre semelhante. Ao maximizar o valor de contetido
fendlico total, o valor de ORAC também aumenta, no entanto, ao maximizar este altimo,
o valor de TPC ¢ inferior ao obtido anteriormente. Tendo em conta que o rendimento das
duas Ultimas extracdes é quase idéntico, pode concluir-se que ao maximizar o valor de
ORAC foram extraidos ndo s6 compostos fenolicos mas também outros compostos com

atividade antioxidante.
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Tabela 3.11 - Condicdes usadas nas extragdes e comparagdo entre os valores obtidos experimentalmente e os valores previstos pelo MODDE.

- CondigGes usadas Rendimento (%) TPC (mg GAE/g extrato) | ORAC (umol TEAC/g extrato)
Respostas a maximizar
T (°C) | t(min.) | % EtOH | Previsto | Experimental | Previsto | Experimental | Previsto Experimental
84.60 20 61 4890 | 53.75+4.59 | 3459 |23.63+0.0012 | 392.97 279.98 £ 0.028
B 80.00 5 35 64.88 | 56.69+0.26 | 24.28 | 30.76 £ 0.0016 | 256.85 334.42 £ 0.020
81.50 20 47 57.05 | 56.29+6.58 | 30.09 |29.11+0.0014 | 349.41 410.56 + 0.043

56



De modo a comparar os dados obtidos calculou-se o erro relativo entre os valores
previstos pelo programa estatistico e os valores experimentais. (Tabela 3.12) Para tal,
utilizaram-se as seguintes equacdes (118):

Equacdo 7 - Equacéo do calculo do erro absoluto.

Erro absoluto = |valor experimental — valor previsto|

Equacdo 8 - Equacéo do célculo do erro percentual relativo.

] erro absoluto
Erro relativo (%) = - x 100
valor experimental

Tabela 3.12 - Valores de erro relativo (%) entre os dados experimentais e 0s dados previstos.

Erro relativo (%)
Respostas a
L . TPC (mg GAE/g ORAC (umol TEAC/g
otimizar Rendimento (%)
extrato) extrato)
9.02 46.38 40.36
B 15.24 21.07 23.20
141 3.37 14.89

O erro relativo € maior quando se tentam maximizar as trés respostas, o que explica
a nao existéncia de um sweet spot. Uma vez que o erro relativo ao maximizar o
rendimento e o teor de conteudo fendlico total é também elevado pode concluir-se que o
modelo faz uma melhor previséo para a maximizagdo do rendimento e da capacidade
antioxidante. (Tabela 3.12)

De modo a identificar e quantificar os compostos fenolicos presentes nos extratos,
estes foram analisados por HPLC-DAD, a 280 nm, juntamente com uma mistura de
padrdes de &cido galico, &cido protocatecuico, acido clorogénico, acido cafeico e
quercetina-3-O-glucosideo, a isoquercitrina. O perfil cromatogréafico dos 3 extratos é

muito semelhante e, como tal, apresento apenas um deles na figura abaixo. (Figura 3.22)
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d - extrato MAE
- mix padrdes compostos fendlicos A

Figura 3.22 - Sobreposi¢do dos cromatogramas do extrato MAE e da mistura de padrdes de compostos fenélicos A
(280 nm) (a — acido galico; b — acido protocatecuico; ¢ — acido clorogénico; d — acido cafeico; e — quercetina-3-
glucosido).

Uma vez que o perfil cromatografico do cromatograma é bastante semelhante ao do
obtido através da analise do extrato da extracdo assistida por ultrassons, a identificacdo
pode efetuar-se tendo por base esse, podendo assim concluir-se que 0S compostos
extraidos s&o idénticos.

A quantificagdo dos compostos identificados foi realizada tendo em conta a area de

cada um dos picos. (Tabela 3.13)

Tabela 3.13 - Atribuicdo dos diferentes picos do cromatograma obtido pela analise do extrato otimizado de MAE.
Respetivos tempos de retengdo, comprimentos de onda méaximos de absorcao e valores de concentragdo.

\ Concentragdo extrato (mg composto/g
t A
Pico Possivel identificacéo _r - extrato)
(min.) | (nm)
A B C
1 Acido neoclorogénico** | 32.44 | 325 0.497 0.424 0.446
2 Galocatequina** 33.59 | 278 0.184 0.172 0.186
3 Acido clorogénico 38.70 | 326 3.386 2.792 3.204
Acido p-
4 ) ] 42.17 | 320 0.162 0.148 0.158
cumaroilquinico**
Derivado de &cido
5 ] 45.18 | 324 0.096 0.080 0.090
feralico**
Quercetina (quercetina-3-
6 . 4950 | 327 7.826 5.149 6.146
glucosido)
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Acido 3,5-
7 . ] ) 50.58 | 328 4.166 2.279 2.645
dicafeoilquinico*
Acido 4,5-
8 . ] ] 51.36 | 328 1.339 0.995 1.321
dicafeoilquinico*
Acido
9 o ] ] 51.82 | 329 0.258 0.093 0.264
cafeoilhidrocafeoilquinico*

*calculados em equivalentes de acido galico **calculados em equivalentes de acido clorogénico

Foi também efetuada uma analise no HPLC para detetar carotenoides e clorofilas.
A identificacdo dos carotenoides foi feita tendo por base uma mistura de padrdes de
luteina, zeaxantina, f-caroteno e apocarotenal — mix de padrdes A. (Figura 3.23)

mAL

00 - extrato MAE
a5 -—- mix padrdes carotenoides: luteina +
a0 1 zeaxantina + apocarotenal + B-caroteno

S BN

, cﬂ f \l .

aof N A
— S

o 25 0 75 100 125 150 75 200 25 250 275 300 25 80 375 480

Figura 3.23 - Sobreposicdo dos cromatogramas do extrato MAE e da mistura de padrdes de
carotenoides e respetiva aproximagao (450 nm) (a — luteina; b — zeaxantina; ¢ — apocarotenal; d — -
caroteno) .

Tendo em conta os tempos de retencdo dos compostos, conclui-se que apenas a
luteina, a zeaxantina e o [3-caroteno se encontram no extrato. No entanto, ao verificar que
0s maximos de absor¢édo sdo diferentes, confirma-se que a zeaxantina ndo esta presente
no extrato da planta.

Com as equagOes da reta de calibracdo obtidas através da andlise da mistura de
padrdes, foi possivel calcular as concentragdes dos carotenoides identificados,
encontrando-se descritas na Tabela 3.14. Estes valores sdo bastante inferiores

comparativamente aos calculados através dos metodos de extracdo anteriores.
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Como referido anteriormente foram também identificadas as clorofilas presentes
nos extratos. A andlise foi realiza no HPLC, com detetor de arranjo de diodos, a 440 nm,
juntamente com uma mistura de padrdes de clorofilas para ser possivel realizar a

identificacdo destas no extrato. (Figura 3.24)

- extrato MAE
0] ---—- mix padrdes clorofilas a (a) + clorofila b (b)

96

mAL
- extrato MAE
-—— mix padrdes clorofilas a (a) + clorofila b (b)

7780 EX) 100 10 12.0 180 140 150 16.0 170 180 19.0 200 210 220 221

b

Figura 3.24 - Sobreposicdo dos cromatogramas do extrato MAE e da mistura de padrdes de clorofilas (a) e
respetiva aproximagao (b) (410 nm) (a — clorofila a; b — clorofila b).

Assim, através da comparacdo dos tempos de retencdo, concluiu-se que também
através desta extragdo é possivel extrair e identificar as mesmas clorofilas que
anteriormente, a clorofila a (t-=14.92 min.) e a clorofila b (t=13.73 min.).
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Tendo em conta a area dos picos do extratos, e atraves da reta de calibracdo foi
também possivel calcular a concentracdo das clorofilas presentes no extrato. (Tabela
3.14)

Na tabela abaixo foram reunidos todos os dados recolhidos ao analisar os extratos

MAE obtidos com as condicGes otimizadas. (Tabela 3.14)

Tabela 3.14 - Dados de rendimento massico, TPC, ORAC e concentra¢des de carotenoides e clorofilas relativos as
extracOes otimizadas de MAE.

ORAC < <
. TPC (mg Concentragéo Concentragéo
Res_p ostas SETE GBI GAE/g e, carotenoides (mg clorofilas (mg
a otimizar (%) TEAC/g
extrato) composto/g extrato) | composto/g extrato)
extrato)
23.64 + 279.98 + luteina — 0.0029 clorofilaa —0.0138
A 537524591 40012 | 0028 | B-caroteno—n.i. | clorofilab— 0.0061
30.76 £ 33442 + luteina — 0.0329 clorofilaa—0.1037
B 5669£026 | 44016 | 0020 | p-caroteno—0.0013 | clorofilab— 0.0394
29.11+ 410.56 + luteina — 0.0194 clorofilaa —0.0378
¢ 5629 +6.58 0.0014 0.043 B-caroteno — 0.0018 | clorofila b —0.0182

n.i. — nao identificado

3.2. Analise comparativa dos resultados obtidos nas diferentes extracdes
De modo a facilitar a comparacao entre os trés métodos de extracdo de compostos
fendlicos utilizados, selecionaram-se 0s melhores extratos de cada uma das técnicas e
reuniram-se na tabela abaixo os resultados obtidos ao longo deste trabalho (Tabela 3.15).
Uma vez que se comprovou a existéncia de uma correlacao entre o teor de contetido
fenolico total e a capacidade antioxidante, apenas se vao analisar e comparar os valores
de rendimento e TPC.
Para as extracGes Soxhlet e UAE utilizaram-se os dados obtidos anteriormente, e
para a extracdo MAE se escolheu o extrato obtido com as condi¢des para maximizar o
rendimento e 0 TPC. (Tabela 3.4, Tabela 3.7, Tabela 3.11, Tabela 3.15)
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Tabela 3.15 — Condicdes experimentais das diferentes extracdes e respetivos dos valores de rendimento méssico e

TPC obtidos.
) Condicbes
Método
de T i o% Ratio Rendimento (%) TPCe(Ergat(caJ? Efg
Extracéo ©C) | (min.) EtC(;H massa:solvente
' (g:mL)
Soxhlet | ~92 | 180 50 1:30 41.82+7.34 29.44 + 0.0016
UAE 25 60 80 1:50 49.76 £ 13.35 13.73 £ 0.003
MAE 80 5 35 1:30 56.69 + 0.26 30.76 £ 0.0016

Cada uma destas técnicas atua de maneira diferente para extrair os compostos
fendlicos, variando na fonte de energia usada e no mecanismo de extracao (119).

Assim, é possivel concluir que o rendimento de extracdo é a Unica resposta
semelhante em todas as técnicas utilizadas.

A extracdo convencional é considerada bastante simples, extrai um elevado nimero
de compostos fendlicos, no entanto utiliza solventes nocivos para 0 meio ambiente e
possui um longo tempo de extracdo (102).

Os meétodos de extracdo assistida por ultrassons e por microondas possuem
bastantes semelhangas uma vez que ambas tém um tempo de extracdo mais curto do que
0 Soxhlet, contudo, o conteudo fendlico extraido atraves da UAE é menor. Estas novas
tecnologias sdo consideradas “verdes” e surgiram como alternativa as metodologias
convencionais. A extracdo microondas € a mais eficiente das trés, uma vez que os valores
de rendimento maéssico e de contetdo fendlico total obtidos sdo bastante elevados para
um tempo de extracdo tdo curto. Segundo o que esta descrito na literatura, estes resultados
sdo 0s esperados (102,119,120).

Tendo em conta os resultados obtidos, o melhor método para extrair compostos
fendlicos ¢ a extragdo assistida por microondas, uma vez que ¢ um método “verde”, ndo
tendo muito impacto negativo no ambiente. Possui uma boa capacidade de extracdo de
compostos fendlicos, ndo consome muito tempo e energia, € € um método relativamente
facil (88,102).

62



4. Conclusao

Esta dissertacdo teve como objetivo o estudo de uma das plantas hal6fitas mais
encontrada em Portugal, a Salicornia ramosissima.

Ao caraterizar a composi¢do quimica da planta, identificaram-se diversos
compostos volateis, maioritariamente alcanos, alcoois e também varios compostos
conhecidos por fornecerem aromas carateristicos as plantas. Confirmou-se também a
presenca de acidos gordos na planta que, segundo a literatura esta relacionada com as
suas propriedades benéficas para a satde. Foram identificados e quantificados a luteina e
o B-caroteno, carotenoides bastante conhecidos, e as clorofilas a e b. A planta possui
também na sua composicao diversos compostos fendlicos, compostos aos quais se deu
mais destaque ao longo de todo o trabalho. Estes sdo compostos antioxidantes também
com variados beneficios para a satide humana. Foram encontrados mais de 10 compostos
fenolicos, entre o0s quais acidos hidroxicinamicos, polifendis e acidos
hidroxidicarboxilicos. Os maioritariamente presentes sdo o acido clorogénico e a
quercetina-3-glucésido, que possuem propriedades anti-inflamatdrias, antidiabéticas,
antivirais, antioxidantes, entre outras. A presenca destes compostos e estas suas
conhecidas carateristicas justificam os valores obtidos relativamente ao contetdo fendlico
total (TPC) e a sua capacidade antioxidante (ORAC).

Sendo a quimica verde e a sustentabilidade temas cada vez mais importantes na
sociedade, foram também estudadas técnicas inovadoras consideradas “amigas do
ambiente”. Deste modo, fez-se uma comparagdo entre os dados obtidos ao extrair
compostos fendlicos com técnicas verdes — UAE e MAE — e ainda com uma técnica
convencional, o Soxhlet. Através desta comparacgdo, foi possivel concluir que a melhor
extracdo € a extracdo assistida por microondas, uma vez que se obtém os valores mais
elevados de rendimento massico e contetdo fendlico total e, comparativamente aos outros
métodos, utiliza uma baixa quantidade de solventes e um curto tempo de extracéo.
Concluiu-se também que o tamanho da particula influencia o rendimento maéssico e,
portanto, a eficacia da extragdo. Quanto menor o tamanho das particulas, maior a area de
superficie em contacto com o solvente e melhor € a extracao.

Em suma, pode afirmar-se que os objetivos desta dissertagdo foram atingidos. Foi
possivel caraterizar a planta e extrair, usando diferentes técnicas, compostos bioativos.
Os resultados obtidos demonstram que a Salicornia ramosissima é uma planta de bastante

interesse, devido ndo sé aos componentes que fazem parte da sua constitui¢do e a tornam
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um produto benéfico para a saude humana, mas também a possibilidade de esta se tornar

uma alternativa ao uso de sal convencional na alimentagé&o.
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6. Anexos

Anexo 6.1 - Atribuicdo dos diferentes picos do cromatograma obtido por GC-MS e respetiva area.

b Area do Nome composto
(min.) pico (%)

1 ] 10.793 0.75 3-etil-2-metilheptano
2 | 11.048 0.10 1-(4-Hidroxifenil)propano-1,2-diol
3 | 11.207 0.09 1-propanol
4 | 11.268 0.44 1-heptanol
5 | 11.532 1.08 1-octen-3-ol
6 | 11.848 0.47 2-pentilfurano
7 | 12.155 4,07 Decano
8 | 12.325 10.72 Octametilciclotetrasiloxano
9 | 12.466 1.81 5-etill-2-metilheptano
10 | 12.610 2.26 5-etil-2-metilheptano
11 | 12.878 0.63 2,6-dimetiloct-7-eno
12 | 13.057 0.31 Limoneno / 1-metil-4-prop-1-en-2-ilciclohexeno
13 | 13.214 4.36 2-etilhexan-1-ol
14 | 13.633 0.28 7-metilundec-1-eno
15 | 13.681 0.51 cis-2-Metil-4-deceno
16 | 14.124 0.36 Undecano
17 | 14.588 3.28 3,5-octadien-2-ona
18 | 14.822 1.68 cis-3-Hexadeceno
19 | 14.994 6.28 Fenchone; 1,3,3-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ona
20 | 15,511 0.37 2-bromooctano
21 | 15.648 8.17 3,4-Dimetilciclohexanol
22 | 15.846 0.24 1,3,3-trimetil-2-norbornanol
23 | 16.217 0.18
24 | 16.587 0.95 Hexadecanohidrazida
25 | 16.769 2.9 Canfora / 1,7,7-trimetillbiciclo[2.2.1]heptan-2-ona
26 | 17.134 0.88 3,4,8 - trimetil-2-nonenal
27 | 17.259 0.04 3,6 -dimetildecano
28 | 17.384 6.35 Decametilciclopentasiloxano
29 | 17.503 0.11 Borneol / 1,7, 7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ol
30 | 17.719 9.55 Mentol / 2-Isopropil-5-metilciclohexanol
31 | 18.572 8.13 Tridecano
32 | 18.811 0.38 Verbena / 4,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]hept-3-en-2-ona,
33 | 19.134 0.81 B-ciclocitral
34 | 19.874 0.45 4,6 - dimetildodecano
35| 20.113 2.03 1,3-ditert-butilbenzeno
36 | 21.040 2.05 Acetate de isononila
37 | 21421 3.26 Heptadecano
38 | 21.505 0.28 2-undecanol
39 | 21.591 0.78 1-Tridecanol
40 | 21.825 0.78 Tridecil éster
41 | 22.002 0.14 Isocetano; 2,2,4,4,6,8,8-heptametilnonano
42 | 22.053 0.47 2-isopropil-5-metil-1-heptanol
43 | 22.290 6.32 1,2-Bis(.gamma.-trimethylsilylpropoxy)ethane
44 | 24.106 0.46 Pentadecano
45 | 24.649 0.15 Tetradecametilhexasiloxano
46 | 26.275 1.21 B-ionona / 3-Buten-2-ona, 4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)
47 | 26.462 0.30 Valencene
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48 | 26.680 258 Tetraquis (trlme_t|I5|I_|IOX|_) s_ll_ano _/ 1,1_,1_,5,5,5-hexamet|I-3,3-
bis[(trimetilsilil)oxi]- trisiloxano
49 | 30.618 0.20 Silicate anion tetramer

Anexo 6.2 - Compostos e tempos de retencao presentes na mistura de padrdes de compostos fendlicos A.

Composto tr (min.)

Acido galico 17.512

Acido protocatecuico 30.640

Acido clorogénico 38.745

Acido cafeico 42.667
Quercetina (quercetina-3-glucdsido) | 48.183

Anexo 6.3 - Valores de massa molecular, tempo de retencéo e fragmentos de massa dos compostos na mistura de

padrdes de compostos fendlicos B.

Composto MM | t (min.) | ESI-(m/z) | ESI+ (m/z)
Cianidina 3-O-rutinoside 595 46.18 | - 595
Luteolina 286 48.37 285 | -
Apigenina 270 5048 | - 271
Acido 3,4,5-trimetoxicinamico 238 58.05 | @ --—--- 239
Vanilina 152 46.19 | - 153
Hesperidina 610 49.39 609 | -
(-)Galocatequina galato 458 42.92 457 | --—--
7-glucosido da luteolina (cinarosideo) | 448 47.94 447 | -
(-)Galato de catequina 442 47.49 441 | -
Acido clorogénico 354 36.54 1% TR I—
Quercetina 302 49.41 300 | -
Catequina 290 3482 | - 291
Floretina 274 62.11 2713 | -
Acido fertlico 194 4852 | ---- 195
Acido citrico 192 8.46 =) N —
Acido cafeico 180 39.40 179 | -
Acido o-cumarico 164 51.91 163 | -
Acido cinamico 148 6131 | - 149
Acido m-Hidroxibenzoico 138 39.69 137 |
Acido Succinico 118 | 9.21+11.31 1 iy 2 (—
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Anexo 6.4 - Valores de massa molecular, tempo de retencéo e fragmentos de massa dos compostos na mistura de
padrbes de compostos fenolicos C.

Composto MM | t; (min.) padrdes | ESI- (m/z) | ESI+ (m/z)

(-) Epicatequina 290 39.78 | - 291
Pelargonina 595 36.15 | -
Mirecetina 318 46.88 | - 319
Kaempferol 286 4821 | - 287
Naringenina 272 6345 |  ------ 273
Siringaldeido 182 4769 | - 183
Acido benzoico 122 4760 | - 123
Spiraeoside 464 50.80 463 | -
Rutina 610 46.19 609 | -
(-)Epigalocatequina galato | 458 40.79 457 | --—---
Quercitrina 448 49,92 447 | -
(-)Epicatequina galato 442 46.65 441 | --—---
Florizina 436 50.73 435 | -
(-)Epigalocatequina 306 40.90 305 | -
(-) Epicatequina*** 290 39.75 289 | -
Genisteina 270 65.27 269 | -
Acido quinico 192 7.78 191 | -
Acido galico 170 14.61 169 | -
Acido p-cumérico 164 46.50 K I—
Acido m-cumarico 164 49.16 s T I—
Acido protocatecuico 154 25.86 L5 T I—
Acido p-hidroxibenzdico | 138 35.17 AN —
a
445.68 47196 443.86

269.19

Anexo 6.5 - Comparacao entre 0s espetros de absorcéo relativos ao pico da luteina na amostra (a) e no padrao

(b).

471.99
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s o aq

450.43 450.44

476.68 476.70

274.93 274.82

Anexo 6.6 - Comparagéo entre os espetros de absorcdo relativos ao pico da p-caroteno na amostra (a) e no
padréo (b).

a b
% %
550 430.33
430.78 500
500
450 4504
412.46
o 412.73
100
350
300 350
26509 A
3004
200
150 250
100
200
50]
00 ) 15.o:|
507
10.0
-100]
-15.04 5.0
200]
00
-250]
200 nm 50 nm
1% 300 400 500 600 882 180 300 400 500 600 882

Anexo 6.7 - Comparacao entre 0s espetros de absor¢éo relativos ao pico da cl a na amostra (a) e no padréo (b).



55.0- 55.0-
% %
445,70 457.43
50.0- 50.0
45.0-] 45.0-]
40.0 40.0-
35.0-] 35.0-]
30.0 30.0
25,0 25,0
20.0 20.0
15.04 15.04 339'55
339.94

10.0 10,0

]
5.04 5.0
0.0 0.0

nm nm
5.0 T T T T T 5.0 T T T T T
190 300 400 500 600 882 190 300 400 500 600 682

Anexo 6.8 - Comparagao entre os espetros de absorcéo relativos ao pico da cl b na amostra (a) e no

padréo (b).
BC-12
Salicornia_08Abr2022_02 767 (28.377) 2: Scan ES-
100+ 353 5.69e5
" =
354
375
221 2352%0 255 273 281 294 305 31g33533735L &55 | 391303407 43p%% 446451 472474 496 514523 540545560 578 583 SO OL 651 674 048 654 ©52683084 698699
o A 5N N R W A LA B R P M S TP AR A o
Salicornia_08Abr2022_02 767 (28.359) 1: Scan ES+
100, 214 3.795
<]
377
25 23 355 377|378
7 520
ol 20250, Dl amamnone 319 ssasss |age NTOONE w10 B° s gmn assat aon 2 sz saases ser S 599 8 6092 61 990 675 opscagcon
L L e e e e e (e e
Salicornia_08Abr2022_02 3393 (28.367) Cm (3269:3534) 3: Diode Array
215717 2.516e-2
2.0e-2]
1 324
2
1.0e-2]
3 368
520 527 544 636 O 671 oego
O s R L s A s o s A M A s A L AL R R L ) LAY L LD A L A NN A LA A A A0S LA M LA s VAL R LA AN M b i g i b s 172
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Anexo 6.9 - Valores de comprimento de onda maximo de absorg¢ao e scan de espetrometria de massa através de
ionizagdo positiva e negativo do pico 1.
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BC-12

Salicornia_08Abr2022_02 977 (36.148) 2: Scan ES-
100+ 353 2.74e6
[ ] S
354
216 230 251 250277279 295 306307 325334 02| 375 387 300 421424 439 451 462472 483 496497523527 % 551 568578°%L 500 613 617 635644 658 674683 0 608
O R R e e e e i S
Salicornia_08Abr2022_02 978 (36.166) 1: Scan ES+
355 1.04e6
100+
214 393
356 377
215 261 270 377| 393(394 551
oLl 224 242545 | 7 288 301 319 326 337 am (357 N, N 399 419475 451454 470 481 a95506 %8 543 7N 559574 597 600 611 O1° 62 642 66199 684693 go7
e L e s s B e e
Salicornia_08Abr2022_02 4327 (36.150) Cm (4231:4522) 3: Diode Array
325 8.593¢-2
8.0e-2
6002 oy
5
< 40e2
2.0e-2
O s R a0 A R LA Ly A R R L A A L L L L L LA N L LA A A A A M LA ks LA LA AN AR A v g wa a1 174
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
Anexo 6.10 - Valores de comprimento de onda maximo de absorgdo e scan de espetrometria de massa através de
lonizagao positiva e negativo do pico 2.
Mix A 23: Diode Array
327 3.754e-2
3.0e-2]
1 234
g 2007
1.0e-29
541 561 641 060665 683
0.0 TR A L s s ]
3: Diode Array
Extrato 326 9.507e-2
8.0e-2]
6.0e-27 .5, 241
5 E
e
4.0e-2]
2.0e-2]
O g VA hadid AR g v A vl R A A WA A o A s A N s A AN A Ay A A LA LA iy AL RS i U R A el A R WA AN VA RS VY il i s AL
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Anexo 6.11 - Comparagdo entre o espetro de absorcéo do pico 2 do extrato e o pico da mistura A a um tempo de

retencdo semelhante.
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BC-12

Salicornia_08Abr2022_02 1054 (38.997) 2: Scan ES-
100- 355 4.27e5
353
L] &
356 387

630 638 652 5 566684 657 608
T R e

433
253 401
o217 22 X 280 25 281 302309 3y 337342 ‘(3583‘75 | 38990 455" asaas2 ass assasracs si1 523527 552 se0 s ses et
A T R e A et T T T R T e R A R S

Salicornia_08Abr2022_02 1055 (39.015) 1: Scan ES+
100 (24 3.01e5
298
227
<
379
216229 255 268 208/2%° 377. 50393 427 .
253 279 ( 325 33g 1 r 420J 430 492 507 527 560 633633 654 gg7 675 687
o \ﬂ\n\‘ﬂ B DL ‘\Mu“\\\‘\w ) ‘Mm TN ‘3\?\5‘ 3‘7“2 bl \“u bl ‘45‘%“57‘436“ N 5?1 etorrie 5"‘3‘3 04 P P A R A AP A=
Salicornia_08Abr2022_02 4669 (39.000) Cm (4606:4780) 3: Diode Array
243 324 1.38le-2
1.0e-2]
5 3
<
5.0e-3] 368
437 450 483 508 520 527 544 558 501 636 844 664 671 ogo
L s R ki s A s s A M A s A L AR R L L LAY L Ll A L LA N A LA A LA AN LA M LA Ak VA R LA AN M s i L i b s 172
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Anexo 6.12 - Valores de comprimento de onda méaximo de absorcéo e scan de espetrometria de massa através de
ionizacdo positiva e negativo do pico 3.

BC-12
Salicornia_08Abr2022_02 1292 (47.803) 2: Scan ES-
100 517 6.596
[ ] B
515|518
ol.219237 245051 267260 285 305319 330 337 355356309 391 300405 4og 437 4eagest® 4% son )| 520530 sssssy 580 870 613612 634644 5% 664577 g1 695 699
A A e e A e e e e R e e e e I L s e R et
Salicornia_08Abr2022_02 1292 (47.784) 1: Scan ES+
100 519 3.59¢6
<
501
- a1 357 499 (502 FZO ey
256258 261 288289 303 U 396 337 3557 360 387389 401 414415 436 453 465 481 522 541 557 571572 603605 616619 631 663665 682695
o \K\\\\”'T"""'T"\\\\\\\J\\”T"'gﬂ"\\A\\\W"’H\\\\\/\\(\\‘\\\;\\ I (i e L s
Salicornia_08Abr2022_02 5724 (47.792) Cm (5607:5837) 3: Diode Array
L5614 327 1511e-1
1 234
1.0e-19
2 3
<
5.0e-23
O s R i A s A s o A M A R A L R R L s LA LS L Rl LA LA LA N A L A AN LA LAY M LA Ry AR R LA KNS VA R U ) i A sl 174
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Anexo 6.13 - Valores de comprimento de onda maximo de absor¢do e scan de espetrometria de massa através de

ionizagdo positiva e negativo do pico 4.
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Extrato

3: Diode Array

127 1.536e-1
1.ve-14
1.25¢-1]
E| 234
1.0e-1]
B 75e2]
5.0e-2]
2.5¢-2]
an
M iX B 5 (46.792) Cm (5484:5674) 24: Diode Array
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2 75e29
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Anexo 6.14 - Comparagao entre o espetro de absor¢éo do pico 4 do extrato e o pico da mistura B a um tempo de
retencdo semelhante.
BC-12
Salicornia_08Abr2022_02 1328 (49.135) 2: Scan ES-
100+ 515 5.83e6
u <
353
516
ol.219 241253257 279281 202 304 319329 335349 | 355 376385388 418422404 444 463 477 500505 F(sm 538 551 567 581 5925‘);6 613614 634 639 657666 677 5896;9"
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Salicornia_08Abr2022_02 1328 (49.116) 1: Scan ES+
100 499 457¢6
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<]
500
214224 265 295 ., 309320 337 an 421 a 628 693
[ 239241 “X 2722737°% 303 [ 3953575 1385 388 414416777435 451 469 490492 || _s03|[ 539 551555 589.503 619621 /*° 635646663 679680573 699
e e e e e e
Salicornia_08Abr2022_02 5885 (49.133) Cm (5831:5977) 3: Diode Array
328 4.802e-1
4.0e-1]
1 221 243
5
< 20e1]
0.0 LR R N L A R L LA LR LS A AR L LA LS LR L LAy L LA Ll A R LR L) A R A R S AR KA AR ) A LA LA LU AARM RS MM RSN LA MR e s 174
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Anexo 6.15 - Valores de comprimento de onda maximo de absor¢do e scan de espetrometria de massa através de
ionizag&o positiva e negativo do pico 5.
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Anexo 6.16 - Comparagdo entre o espetro de absorc¢éo do pico 5 do extrato e o pico da mistura A a um tempo de
retencdo semelhante.

BC-12
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Anexo 6.17 - Valores de comprimento de onda maximo de absorgao e scan de espetrometria de massa através de
ionizagdo positiva e negativo do pico 6.
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Anexo 6.18 - Valores de comprimento de onda maximo de absorcdo e scan de espetrometria de massa através de

ionizagdo positiva e negativo do pico 7.

Anexo 6.19 - Valores de rendimento méassico, TPC e ORAC obtidos no DOE da extracéo assistida por microondas.

Experiéncia | Rendimento massico (%) | TPC (mg GAE/g extrato) | ORAC (umol TEAC/g extrato)
R1 54.33 28.11 £ 0.0039 293.18 + 0.0365
R2 56.06 23.52 £ 0.0041 228.32 + 0.0096
R3 68.59 29.33 £0.0010 297.46 + 0.0353
R4 13.21 34.98 £ 0.0015 482.86 £+ 0.0066
R5 44.03 34.96 + 0.0144 339.64 £ 0.0418
R6 58.18 29.24 £ 0.0044 367.69 £ 0.0040
R7 10.07 47.09 £ 0.0031 538.67 + 0.0309
R8 15.30 28.56 + 0.0019 399.80 + 0.0473
R9 65.63 13.78 £ 0.0004 195.89 + 0.0044
R10 11.33 54.75 = 0.0050 583.98 £ 0.0478
R11 13.88 30.54 + 0.0037 413.22 £ 0.0294
R12 58.31 23.31+£0.0017 313.68 + 0.0080
R13 57.19 18.65 + 0.0068 163.75 + 0.0276
R14 75.00 19.26 +0.0037 153.09 + 0.0084
R15 56.73 11.94 +£0.0012 178.50 + 0.0287
R16 71.58 12.52 £ 0.0004 153.86 + 0.0137
R17 55.64 23.53 £ 0.0008 290.23 £ 0.0355
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