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Resumo

As halofitas sdo plantas tolerantes ao sal, que representam 1% das espécies globais.
Apesar de subvalorizadas, tém potencial nutricional e medicinal, e contribuem para a
preservacdo da agua doce. Crithmum maritimum L. ou funcho-do-mar, é uma planta halofita
perene que possui caracteristicas suculentas e um forte aroma proveniente dos 6leos essenciais,

sendo amplamente utilizada nas indUstrias alimentar, farmacéutica e cosmetica.

De forma a avaliar o potencial biotecnoldgico do funcho-do-mar, foram determinados
os teores de humidade, matéria inorganica, proteina, lipidos e hidratos de carbono, assim como
o perfil de acidos gordos, e 0 conteddo em pigmentos, das folhas, flores e frutos desta haldfita.
Para a analise do teor de compostos fendlicos e avaliacdo da bioatividade, prepararam-se
extratos de éter de petrdleo, acetona, etanol, etanol:agua (1:1) e &gua das varias partes da planta.
O teor de fendis totais e a atividade antioxidante foram determinados pelos métodos do
contetido fendlico total (TPC), capacidade de reducédo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH), poder de reducéo do Fe (I11) (FRAP) e capacidade de redugdo do radical acido 2,2’-
azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS). Os extratos foram analisados por
cromatografia em camada fina. A atividade antimicrobiana foi também avaliada atraves da
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC), concentracdo minima bactericida

(MBC) e concentracdo minima fungicida (MFC).

Relativamente a composicdo nutricional, as folhas demonstraram maior contedo de
humidade (88,4% PF) e matéria inorganica (24,9% PS), as flores apresentaram maior teor de
proteina (8,3% PS) e hidratos de carbono (71,7% PS) e os frutos demonstraram maior
quantidade de lipidos (6,5% PS). No que diz respeito ao perfil de &cidos gordos, enquanto 0s
acidos gordos polinsaturados (PUFA) sdo a classe mais abundante nas folhas e flores, sendo o
acido linoleico (C18:2 n-6) o principal constituinte, nos frutos destacam-se os acidos gordos
monoinsaturados (MUFA), em especial o &cido oleico (C18:1 n-9). Em termos de pigmentos,
as folhas possuiram maior concentracdo de clorofilas (1092,3 pg/g PS) e carotenoides (258,0
Mg/g PS), destacando-se a clorofila a (855,8 pg/g PS) como o pigmento mais abundante em

todas as partes da planta.

Os extratos de flores, principalmente o etandlico e o hidroetandlico, foram os que
revelaram um teor de fendis totais mais elevado e maior atividade antioxidante. A extracdo
sequencial originou extratos com composi¢fes quimicas variadas, influenciadas pela polaridade

dos solventes, revelando diferencas e semelhancas entre extratos da mesma parte. Foram ainda
vi



identificadas propriedades antimicrobianas contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Candida albicans, C. parapsilosis, Komagataella phaffii (Pichia pastoris) e Saccharomyces

cerevisiae.

Os resultados obtidos confirmam o potencial biotecnoldgico e contribuem para a
caraterizacdo das folhas, flores e frutos da haléfita C. maritimum, principalmente em relacédo a
sua composicao nutricional e bioatividade, destacando a sua aplica¢do na inddstria alimentar,
através da adicao de nutrientes na gastronomia e possivel conservagdo da frescura de produtos

alimentares.

Palavras-Chave: Hal6fita; Crithmum maritimum: Perfil Nutricional; Perfil de Acidos Gordos:

Capacidade Antioxidante; Capacidade Antimicrobiana.
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Abstract

Halophytes are salt-tolerant plants that represent 1% of global species. Although
undervalued, they have nutritional and medicinal potential, and contribute to the preservation
of fresh water. Crithmum maritimum L., or sea fennel, is a perennial halophytic plant with
succulent characteristics and a strong fragrance due to its essential oils, being widely used in

the food, pharmaceutical and cosmetics industries.

In order to assess the biotechnological potential of sea fennel, the moisture, inorganic
matter, protein, lipid and carbohydrate contents, as well as the fatty acid profile and pigment
content of the leaves, flowers and fruits of this halophyte were determined. To analyze the
content of phenolic compounds and assess bioactivity, petroleum ether, acetone, ethanol,
ethanol:water (1:1) and water extracts were prepared from the various parts of the plant. The
total phenolic content and antioxidant activity were determined using the total phenolic content
(TPC), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical reducing capacity (DPPH), Fe (Ill) reducing
power (FRAP) and 2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical reducing
capacity (ABTS) methods. Extracts were analyzed by thin layer chromatography. The
antimicrobial activity was also assessed by determining the minimum inhibitory concentration
(MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum fungicidal concentration
(MFC).

In terms of nutritional composition, the leaves showed a higher content of moisture
(88,4% FW) and inorganic matter (24,9% DW), the flowers had a higher protein (8,3% DW)
and carbohydrate content (71,7% DW) and the fruit showed a higher amount of lipids (6,5%
DW). Regarding the fatty acid profile, while polyunsaturated fatty acids (PUFA) are the most
abundant class in the leaves and flowers, with linoleic acid (C18:2 n-6) being the main
constituent, monounsaturated fatty acids (MUFA) stand out in the fruits, especially oleic acid
(C18:1 n-9). In terms of pigments, the leaves had a higher concentration of chlorophylls (1092,3
pg/g DW) and carotenoids (258,0 ng/g DW), with chlorophyll a being the most abundant
pigment (855,8 ug/g DW) in all parts of the plant.

The flower extracts, especially the ethanolic and hydroethanolic extracts, showed the
highest total phenolic content and the greatest antioxidant activity. Sequential extraction
resulted in extracts with varying chemical compositions, influenced by the polarity of the

solvents, revealing differences and similarities between extracts of the same part. Antimicrobial
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properties were also identified against S. aureus, S. epidermidis, C. albicans, C. parapsilosis,

K. phaffii (Pichia pastoris) and S. cerevisiae.

The results obtained confirm the biotechnological potential and contribute to the
characterization of the leaves, flowers and fruits of the halophyte C. maritimum, mainly in
relation to its nutritional composition and bioactivities, highlighting its application in the food
industry, through the addition of nutrients in gastronomy and possible freshness preservation

of food products.

Keywords: Halophyte; Crithmum maritimum; Nutritional Profile; Fatty Acid Profile;

Antioxidant Capacity; Antimicrobial Capacity.



Indice

F Ao [ (o[- ol T T=] 0 01 SO R S WY
RESUIMO ...t b bt b et b bbb n et b bt Vi
AADSTIACT ...t viii
S 101 0o o Uo ISR 1
1.1 Crithmum MAFTHIMUM ..ot 4
1.1.1 Propriedades € UtHHZAGOES...........coeieiiiiiieieie ettt 7

1.2 ODJBEIVOS. ...ttt bbbttt bbb bbbt 12
2. MaALeriaiS € MELOUOS.......ccuieerieiiiieet et bttt 13
2.1 PreparaGao das AMOSIIAS .........ccueieieieriertesie sttt sttt sn bbbt 13
2.2 COmMPOSIGAO NUEITCIONAL .......ccuiiiiiiicieeec e 13
2.2.1 Quantificagdo de NUMIAE. ........ccoiuiiiiiiiiicee e 13
2.2.2 Quantificacdo de matéria INOFJANICA .........ccceeveieerieiie e 14
2.2.3 Determinacédo do conteddo total de proteina ..........cccccevvveveiiciicie e, 14
2.2.4 Determinacdo do conteddo total de lpidos.........cccvevieiieiiciieiicce e 15
2.2.5 Determinacéo do conteudo total de hidratos de carbono............ccccoevvevicicieenen, 16

2.3 Perfil de ACIA0S GOIAOS ......ocuviiiieiece sttt 16
2.4 Quantificacdo de clorofilas e carotenOIdes...........ccccvveveiieiicie i 18
2.5 Obtencdo de extratos das folhas, flores e frutos de C. maritimum ..........c.cccccveeervernnnne. 19
2.6 Conteudo fendlico total e avaliacdo da atividade antioxidante ............ccccceevvvrvieenennnn, 20
2.6.1 Conteddo fenolico total (TPC) ....ccoiiiiiiiieieiee s 20
2.6.2 Capacidade de reducéo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) ............... 20
2.6.3 Poder de redug@o do Fe (1) (FRAP) ..o 21

2.6.4 Capacidade de redugdo do radical acido 2,2’-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-
SUITONICO (ABTS) ..ottt ettt ettt e e e s re e saeeaeste e s be e aeeneesreas 22



2.7 Analise dos extratos de Crithmum maritimum por cromatografia em camada fina (TLC)

.............................................................................................................................................. 23
2.8 Avaliagdo da atividade antimiCrobiana...........ccoveieiiiiiiiiisee e, 24
2.8.1 Concentracdo minima inibitoria (MIC) do dimetilsulfoxido (DMSO).................... 24
2.8.2 Screening preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos ............c.cccceeeenenn. 25
2.8.3 Concentracdo minima inibitoria (MIC) dos eXtratos ..........ccccecvvereevvereeiieerieseennenn, 26
2.8.4 Concentracdo minima bactericida (MBC) e fungicida (MFC) ........c.cccceeeveieiieennenn. 27
2.9 ANALISE ESLALISTICA .....vevevieeiesiesi et 28
RESUItAA0S € DISCUSSED ......cvevenieieiiiieieii sttt 29
3.1 ComPOSIGAO NULITCIONAL ..ottt 29
3.2 Perfil de ACIAOS GOITUOS .....cuviviieieeiiiieieeie ettt 33
3.3 Quantificacdo de clorofila e carotenNOIdES ..........ccocveiieieiiieiierr e 40
3.4 Extracao sequencial da DIOMASSA .........cuiiriiiiiiieiese e 42
3.5 Conteldo fendlico total (TPC) .....ccoiiiieiiieierie e 44
3.6 Avaliagédo da atividade antioXidaANTE...........cveveiiiiiieiccee e 46
3.7 Andlise por cromatografia em camada fina (TLC)......cccoveiiiieiinineee e 51
3.8 Avaliacdo da atividade antimicrobiana..............ccoceiieiiiii i 55
3.8.1 Concentracdo minima inibitoria (MIC) dos eXtratos ............ccccvveveevveieevieerieseeenen, 55
3.8.2 Concentracdo minima bactericida (MBC) e fungicida (MFC) ........c.cccceeveveiieennenn, 59
3.8.3 Capacidade microbiostatica e microbicida ...........ccceeivveiiiiciicie e, 62
Conclusao e Perspetivas fULUIAS...........covveiviiieie e 65
Referéncias bibliografiCas.........ccoooviiieiiiicce e 66
AANBXOS ...t nnee s 81

Xi



Indice de Figuras

Figura 1.1 - Crithmum maritimum L. A) Folhas; B) Flores; C) Frutos...........cccccevvvevveieseennenn, 5

Figura 3.1 - Perfis cromatograficos dos extratos de folhas, flores e frutos, obtidos por
cromatografia de camada fina. A) Extratos de éter de petroleo, eluidos com hexano:acetato de
etilo (7:3 v/v), apds revelacdo; B) Extratos de acetona, eluidos com hexano:acetato de etilo (5:5
v/v), visualizados a 365 nm; C) Extratos etandlicos, eluidos com acetato de etilo (100% v/v),
visualizados a 365 nm; D) Extratos de etanol:agua (1:1 v/v), eluidos com
diclorometano:metanol (1:1 v/v), apés revelagdo; E) Extratos aquosos, eluidos com metanol

(100% V/V), QPGS FEVEIAGCAD. .......eeiveeieiiieiiiecie ettt s e re e te e te e sraesreenneenes 53

Figura 3.2 - Perfis cromatogréaficos dos extratos de éter de petroleo (EP), acetona (Ace), etanol
(EtOH), etanol:agua (1:1) (EtOH:H20) e 4gua (H20), obtidos por cromatografia de camada
fina, utilizando acetato de etilo (100% v/v) como eluente, apods revelacdo. A) Extratos de folhas;
B) Extratos de flores; C) EXtratos de frUt0S. ........cccueiriiiiiiiiiisiseeeeee e 54

Figura A6.1 - Representacao da preparacdo das placas de silica para TLC...........cccccevvvennnne. 81

Figura A6.2 - Representacdo da preparacdo das microplacas de 96 pogos para o ensaio de

determinaGao da MIC A0S EXIIAL0S. ......ccuveieiierieeie ettt e e sreeee e 81

Xii



Indice de Tabelas

Tabela 1.1 - Lista de bioatividades dos extratos de diferentes partes de Crithmum maritimum L.

Tabela 3.1 - Composic¢éo nutricional das folhas, flores e frutos do funcho-do-mar, expressa em
percentagem de peso fresco (% PF) ou peso seco (% PS). Os dados apresentados correspondem
a média + desvio padrdo de quatro ensaios independentes. Letras diferentes na mesma linha,

representam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). .....cccovvevvrieiienieninneeniene 29

Tabela 3.2 - Perfil de acidos gordos das folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum L,
expresso em percentagem de area total (% Total AG) e micrograma por miligrama de peso seco
(ug/mg PS). Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de trés amostras

INAEPENTENTES. ...t bbb bbb e et b et b bt bt e nneneas 34

Tabela 3.3 - Concentracdo de clorofila e carotenoides das folhas, flores e frutos do funcho
marinho, expressa em micrograma por grama de peso seco (pg/g PS). Os dados sao
apresentados como media * desvio padrdo de trés amostras independentes. Para cada pigmento,

letras distintas representam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). .................. 41

Tabela 3.4 - Rendimento da extracdo sequencial de folhas, flores e frutos de Crithmum

maritimum L com os diferentes solventes, expresso em percentagem (%0). .......ccocevevvvevenene. 43

Tabela 3.5 - Conteudo fendlico total (TPC) dos varios extratos (éter de petréleo, acetona, etanol,
etanol:agua e agua) de folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum L,, expresso em
micrograma de equivalentes de acido gélico por miligrama de extrato (ug EAG/mg). Os dados
sdo apresentados como média * desvio padrdo de 3 amostras independentes. Para cada solvente,
letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre as varias
partes da planta. Para cada parte da planta, nimeros diferentes representam diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05) entre extratos obtidos com solventes diferentes...... 44

Tabela 3.6 - Capacidade de reducéo do radical DPPH, poder de reducdo do Fe (I1I) (FRAP) e
capacidade de reducéo do radical ABTS dos varios extratos (éter de petroleo, acetona, etanol,
etanol:agua e agua) de folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum L, expresso em
micrograma de equivalentes de Trolox por miligrama de extrato (ug Eq Trolox/mg). Os dados
séo apresentados como meédia + desvio padrdo de triplicados de 3 amostras independentes. Para
cada solvente, letras diferentes representam diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05)

entre as varias partes da planta. Para cada parte da planta, nimeros diferentes representam

Xiii



diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre extratos obtidos com solventes
(01 (= =T 0] (TSROSO 48

Tabela 3.7 - Concentracdo minima inibitéria dos extratos (éter de petroleo, acetona e etanol) de
folhas, flores e frutos de funcho marinho, expressa em micrograma por mililitro de extrato
(/MILL). e 56

Tabela 3.8 - Concentracdo minima bactericida e concentracdo minima fungicida dos extratos
(éter de petroleo, acetona e etanol) de folhas, flores e frutos de funcho marinho, expressa em

micrograma por mililitro de extrato (UE/ML). ......cocviiiiiiiiiiiiiie e 60

Tabela 3.9 - Relacdo entre a concentracdo minima bactericida e concentracdo minima inibitoria
e relagdo entre a concentracdo minima fungicida e concentracdo minima inibitoria dos extratos

(éter de petroleo, acetona e etanol) de folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum L....... 63

Xiv



Lista de Abreviaturas

% — Percentagem
Abs — Absorvancia

ABTS — Acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)); C1sH16N4OsSa(NH4)2

AG — Acidos gordos

Al — Indice aterogénico (Atherogenicity index)
ANOVA — Analysis of variance

ATCC — American Type Culture Collection
C12:0 — Acido laurico

C14:0 — Acido miristico

C15:0 — Acido pentadecandico

C15:1 — Acido ginkgolico

C16:0 — Acido palmitico

C16:1 — Acido palmitoleico

C16:3 n-4 — Acido hexadecatriendico
C17:0 — Acido heptadecandico

C17:1 — Acido margaroleico

C18:0 — Acido esteérico

C18:1 n-7 — Acido vacénico

C18:1 n-9 — Acido oleico

C18:2 n-6 (LA) — Acido linoleico

C18:3 n-3 (ALA) — Acido a-linolénico

(2,2'-azino-bis(3-

XV



C20:0 — Acido araquidico

C20:5 n-3 (EPA) — Acido eicosapentaendico

C22:1 n-9 — Acido er(cico

C22:6 n-3 (DHA) — Acido docosahexaenoico

C24:0 — Acido lignocérico

C24:1 n-9 — Acido nervénico

DMSO - Dimetilsulféxido (Dimethy sulfoxide)

DO — Densidade otica

DPPH — 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
DSM — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

EAG — Equivalentes de &cido galico

Eq Trolox — Equivalentes de Trolox

EUA: Estados Unidos da América

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FAME — Esteres metilicos de 4cidos gordos (Fatty acid methyl ester)

FID — Detetor de ionizacdo de chama (Flame ionization detector)

FRAP — Poder de reducdo do ido férrico (Ferric reducing antioxidant power)
g — Grama

g — Forca centrifuga relativa

GPY — Glucose-Yeast-Peptone

h/H — Razao de acidos gordos hipocolesterolémicos/ hipercolesterolémicos
H> — Hidrogenio

H3BO3 — Acido bérico

XVi



HCI — Acido cloridrico

He — Hélio

K2S,0g — Persulfato de potassio

kg - Quilograma

L — Litro

LDL — Lipoproteina de baixa densidade (Low-density lipoprotein)

MBC - Concentracdo minima bactericida (Minimum Bactericidal Concentration)
MFC — Concentracdo minima fungicida (Minimum Fungicidal Concentration)
mg — Miligrama

MHA — Mueller-Hinton Agar

MHB — Mueller-Hinton Broth

MIC - Concentragdo minima inibitdria (Minimal Inhibitory Concentration)
mL — Mililitro

mM — Milimolar

MUFA — Acidos gordos monoinsaturados (Monounsaturated fatty acids)
n-3 — Acidos gordos 6mega-3

n-6 — Acidos gordos 6mega-6

Na.,CO3 — Carbonato de sodio

NaCl — Cloreto de sodio

NaOH — Hidrdxido de sddio

nm — Nandmetro

PDA — Potato Dextrose Agar

PF — Peso fresco

Xvii



PS — Peso seco

PUFA — Acidos gordos polinsaturados (Polyunsaturated fatty acids)
RP-18 — C18 Reversed Phase (Fase Reversa C18)

RPMI-1640 — Roswell Park Memorial Institute

SFA — Acidos gordos saturados (Saturated fatty acids)

T1 — indice trombogénico (Thrombogenicity index)

TLC — Cromatografia em camada fina (Thin layer chromatography)
TPC — Conteudo fenolico total (Total phenolic content)

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazina (2,4,6-Tripyridyl-S-triazine)
Trolox — 6-Hidro-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico
Trolox — 6-Hidro-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico
UFC — Unidades Formadoras de Col6nia (Colony forming units)
UV — Ultravioleta

v —Volume

ug — Micrograma

uL— Microlitro

Xviii



1. Introducéo

As mudangas ambientais, principalmente as variacbes nos padrdes climaticos,
exercem um impacto substancial nos solos, que se reflete diretamente na biodiversidade,
saude do solo e produtividade agricola (Khondoker et al., 2023; Litalien & Zeeb, 2020). Um
dos efeitos notorios é o aumento da salinizacdo do solo, uma consequéncia do aumento da
temperatura média aliado a precipitacdo forte e degelo de glaciares, que se esta a expandir
de forma global. Com cerca de 1.060 milhGes de hectares ja afetados pelo sal em todo o
mundo, esta area continua a crescer em funcao destas variagdes (Khondoker et al., 2023).
Este aumento, por sua vez, representa uma ameaca para a agricultura e os ecossistemas, ja
que a maior parte das plantas ndo consegue tolerar concentragdes elevadas de sais nos seus

ambientes de crescimento (Litalien & Zeeb, 2020).

No entanto, apesar da maioria das plantas ser glicofita, ou seja, sensivel ao stress
salino, hd& um grupo de plantas que consegue prosperar em ambientes com elevada
concentracdo de cloreto de sddio (NaCl) no solo. Essas plantas sdo reconhecidas como
tolerantes ao sal, sendo denominadas haléfitas (Meng et al., 2018). Compreendendo cerca
de 1% das plantas existentes globalmente (Caparroés et al., 2022), as haléfitas desenvolveram
mecanismos de adaptacdo, especialmente processos metabdlicos, de forma a garantir a sua
sobrevivéncia e crescimento nestes ambientes hostis. As principais adaptacdes incluem a
acumulacdo e exclusdo seletiva de iGes para a regulacdo osmdtica interna,
compartimentalizagdo de ifes toxicos para as células no vacuolo, possibilitando a
homeostase idnica intracelular, e producdo de enzimas antioxidantes e fitohormonas
(Balasubramaniam et al., 2023; Sanadhya et al., 2015).

Estas plantas crescem em diversas regides salinas, desde praias e costas rochosas até
pantanos salgados, estuarios, lagoas, entre outros (Caparrds et al., 2022; Patel et al., 2019).
Em Portugal, crescem ao longo da costa, sendo que algumas variedades ja séo cultivadas,
em areas afetadas pelo sal, para consumo alimentar (Oliveira-Alves et al., 2023). A sua alta
resisténcia ao sal, permite que completem o seu ciclo de vida em solos com uma

concentracdo de NaCl superior a 200 mM (Lopes et al., 2023; Meng et al., 2018).

Em termos de caracteristicas morfologicas, algumas halofitas possuem células
glandulares para remover o excesso de sal, enquanto outras contém uma reserva de agua

interna para reduzir a toxicidade causada pelo mesmo (Aslam et al., 2011), apresentando por



isso folhas ou caules suculentos (Meng et al., 2018). Consoante a necessidade de sal para o
seu desenvolvimento, podem ainda ser classificadas como obrigatérias ou facultativas, que
crescem tanto em condicdes salinas, quanto ndo salinas (Aslam et al., 2011; Lopes et al.,
2023).

Atualmente, apesar de representarem um recurso natural abundante, as hal6fitas sao
ainda subvalorizadas. Estas plantas tém sido utilizadas pelas suas propriedades nutricionais,
como suplemento a dieta alimentar (Lopes et al., 2023), uma vez que apresentam uma
composi¢do apropriada para o consumo humano, sendo ricas em minerais, proteinas, fibras
e acidos gordos polinsaturados, e pobres em gordura (Hamed & Custddio, 2019; Oliveira-
Alves et al., 2023). Tendo em conta a sua capacidade em reter minerais, estas plantas
apresentam uma maior quantidade de cinza em comparagdo com outras plantas comestiveis
(Barreiraetal., 2017; Oliveira-Alves et al., 2023). Contudo, os seus niveis elevados de sddio,
superiores aos das algas, podem promover hipertensdo e doencas cardiovasculares quando
incluidas em excesso na alimentacdo (Barreira et al., 2017). Além disso, o 6leo comestivel
proveniente das sementes de haldfitas possui uma qualidade compardvel a de 6leos
comestiveis tradicionais, como o azeite (Nikalje et al., 2019).

Tendo em consideracdo as condigdes adversas em que crescem, as haldfitas
demonstram uma producdo eficiente de metabolitos secundarios, constituindo um sistema
antioxidante que incorpora compostos enzimaticos e ndo enzimaticos. Esta capacidade
desempenha um papel crucial na protecédo das estruturas celulares da planta contra os danos
do stress oxidativo. O stress oxidativo pode ser induzido pela variagdo nos fatores abiéticos,
como a salinidade, seca, temperatura e radiacdo, entre outros. Esse stress, por sua vez, tem
o potencial de desencadear a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), provocando
alteraces metabolicas (Ksouri et al., 2008). Os antioxidantes surgem como moléculas que
interrompem as reacdes em cadeia dos radicais livres, através da sua capacidade de doar ou
captar um eletrdo aos mesmos, impedindo-os de danificar moléculas fundamentais. Devido
a sua estabilidade, quando reagem com os radicais livres, os antioxidantes conseguem
neutraliza-los, diminuindo o seu potencial para causar danos oxidativos (Lobo et al., 2010).
Atualmente, as restrices impostas aos antioxidantes sintéticos disponiveis no mercado
devido ao seu possivel efeito carcinogénico, levaram a um aumento do interesse em
antioxidantes derivados de fontes naturais (Houta et al., 2011). Alguns dos compostos com

atividade antioxidante presentes nas plantas halofitas sdo os compostos fendlicos,



carotenoides e vitaminas (Ksouri et al., 2008). A avalia¢do da atividade antioxidante por um
unico método ndo abrange a atividade total, sendo aconselhavel utilizar métodos que tenham
por base diferentes mecanismos de reacdo (Mekini¢ et al., 2016), como € o caso do DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazi), FRAP (poder de redugao do ido férrico) e ABTS (acido 2,2’-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

As halofitas sdo ricas em compostos bioativos com capacidade antimicrobiana,
constituindo uma fonte promissora e alternativa de compostos antibacterianos com potencial
interesse para a industria farmacéutica (Ferreira et al., 2022). Com efeito, ao longo dos anos,
0 crescente uso de antibidticos de forma inadequada tem originado o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana a uma ampla variedade de medicamentos. Esta resisténcia
continua a evoluir, seja através de mutacdes cromossdmicas ou pela incorporacao de genes
de resisténcia (Salam et al., 2023). Escherichia coli e S. aureus s&o microrganismos
patogénicos de origem alimentar (Campana et al., 2022). E. coli é uma bactéria gram-
negativa da microbiota intestinal, que causa diarreia e infe¢6es do trato urinario (Pokharel et
al., 2023). S. aureus é uma bactéria gram-positiva presente na microflora da pele e no nariz,
sendo responsavel pelo desenvolvimento de abscessos e em casos mais graves pode causar
bacteremia, endocardite e osteomielite (Todd, 2014). S. epidermidis é também uma bactéria
gram-positiva da pele, que devido a sua capacidade de formar biofilmes em dispositivos
médicos, principalmente cateteres, favorece o desenvolvimento de infe¢Bes nosocomiais
(Carcione et al., 2022). O mesmo tipo de contaminagdo ocorre com Klebsiella pneumoniae,
outra bactéria gram-negativa do microbioma gastrointestinal, resultando normalmente em
infecdes do trato respiratdrio ou urinario (Gille et al., 2022). As espécies do género Candida
sdo fungos comensais da cavidade oral, trato gastrointestinal e vagina, sendo C. albicans e
C. parapsilosis exemplos das principais estirpes responsaveis por mais de 90% das infe¢Ges
fangicas invasivas (Sardi et al., 2013). C. albicans é o fungo patogénico desencadeador da
maior parte das infecGes sistémicas e a principal causa de candidiase, cuja patogenicidade
esta associada maioritariamente a formacgdo de biofilmes (Talapko et al., 2021). C.
parapsilosis, a segunda espécie de Candida mais frequentemente identificada na Europa,
constitui uma ameaca significativa, especialmente para recém-nascidos prematuros e
individuos com sistemas imunoldgicos comprometidos (Branco et al., 2023). K. phaffii,
anteriormente designada como Pichia pastoris, € uma levedura reconhecida como segura,

frequentemente utilizada como vetor de expressdo para a produgdo de proteinas



recombinantes (Mastropietro et al., 2021). S. cerevisiae, uma levedura crucial na industria
alimentar, tem sido relacionada ao aumento de infe¢cdes, como pneumonia e peritonite, em
pessoas em condicOes graves de salde e saudaveis (Raghavan et al., 2019). O aumento global
de bactérias resistentes aos antimicrobianos atingiu niveis alarmantes, representando uma
séria ameaca a saude publica em todo o mundo. Nesse sentido, torna-se essencial explorar
alternativas promissoras aos antibiéticos, procurando recursos naturais (Salam et al., 2023),

como é o caso das halofitas.

As haldfitas estdo incluidas em diversas familias, entre elas a Apiaceae (Stankovi¢ &
Jakovljevi¢, 2021). A familia Apiaceae (anteriormente denominada Umbelliferae), uma das
mais estudadas entre as angiospérmicas, engloba uma impressionante diversidade botanica,
compreendendo aproximadamente 3780 espécies distribuidas em 434 géneros (Thiviya et
al., 2021; Z. Xu & Chang, 2017). Algumas das plantas mais conhecidas séo a cenoura, 0
aipo e a salsa. Esta familia é das maiores do mundo e esta presente em todo o planeta, desde
regibes temperadas até aos tropicos (Amiri & Joharchi, 2016; Machado et al., 2023).
Caracterizada por plantas herbaceas aromaticas, a maioria das Apiaceae apresenta folhas
alternadas, caules ocos, flores pequenas e frutos indeiscentes (Sayed-Ahmad et al., 2017; Z.
Xu & Chang, 2017). O seu baixo teor calérico e conteldo em dbleo, proteinas e fibras faz
com que algumas espécies sejam consideradas excelentes suplementos dietéticos (Sayed-
Ahmad et al., 2017). Estas plantas tém sido tradicionalmente utilizadas na alimentacéo,
medicina e em diversas industrias, destacando-se nas &reas alimentar, farmacéutica e
cosmética. O seu potencial farmacoldgico tem sido destacado, evidenciando varias
propriedades, como antitumoral, anti-obesidade e anti-inflamatoria (Thiviya et al., 2021). A
presenca de metabolitos secundarios, desde terpendides, flavonoides, cumarinas e
poliacetilenos, entre outros, destaca esta familia como uma fonte promissora para o
desenvolvimento de novos farmacos (Sayed-Ahmad et al.,, 2017). Dentro da familia
Apiaceae, Crithmum maritimum faz parte das hal6fitas mais estudadas (Stankovi¢ &
Jakovljevi¢, 2021).

1.1 Crithmum maritimum

Crithmum maritimum Linnaeus, uma planta hal6fita pertencente a familia Apiaceae,
destaca-se como a Unica espécie do género Crithmum (Politeo et al., 2023). Popularmente
conhecida como funcho-do-mar, funcho marinho ou safira das rochas (Martins-Noguerol et
al., 2023), esta planta adquiriu o0 seu nome cientifico derivado do termo grego “Krithe”, que
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significa cevada. Esta denominacdo é referente a semente, possivelmente devido a
semelhanga entre os frutos e os grdos de cevada. Ja o termo maritimum é alusivo a regido
onde cresce, perto do mar (Kraouia et al., 2023). Abrangendo uma vasta extensdo geografica,
é possivel encontra-la nas costas Atlantica Europeia, Mediterranica e do mar Negro, bem
como nas ilhas dos Acores, Madeira e Canarias, noroeste de Africa e oeste da Asia,
prosperando em ambientes distintos como zonas rochosas, cais e praias arenosas (Atia et al.,
2011; Pateiraetal., 1999). A sua presenca nestes locais especificos é fortemente influenciada
pela maresia caracteristica destas regides costeiras. Assim, C. maritimum demonstra uma
afinidade particular por areas sujeitas a acdo direta do oceano, destacando-se como uma
espécie que floresce sob as condic¢Bes desafiadoras e muitas vezes adversas destes ambientes
costeiros. Esta espécie é considerada uma halofita facultativa, ou seja, tolerante ao sal, sendo
capaz de preservar a hidratacdo dos tecidos e prevenir o stress oxidativo (Martins-Noguerol
et al., 2023; Renna, 2018). Curiosamente, as sementes requerem um ambiente com baixas
concentracdes de NaCl para germinar (Hamed et al., 2004).

O C. maritimum (Figura 1.1) é uma planta espermatdfita perene (Pedreiro et al.,
2023), que possui uma ramificagdo abundante, folhas carnudas e suculentas, e caules
lenhosos na base, atingindo uma altura de 30 a 60 cm (Atia et al., 2011; Knees, 2003). A raiz
desta planta é caracterizada pela sua robustez, espessura e natureza nodosa (Atiaetal., 2011).
A fase de floracdo desta espécie ocorre entre junho e setembro, exibindo flores branco-
esverdeadas ou amarelas e 0 amadurecimento dos frutos ocorre entre novembro e dezembro,

adquirindo estes uma tonalidade roxa (Atia et al., 2011; Knees, 2003; Nguir et al., 2011).

Figura 1.1 - Crithmum maritimum L. A) Folhas; B) Flores; C) Frutos.



Todas as partes da planta mencionadas, desde a raiz até os frutos, possuem um aroma
forte (Marongiu et al., 2007), identificado com uma fragrancia distinta a aipo, funcho e casca
de citrinos verdes e é resultado dos 6leos essenciais presentes na planta. Além disso, é uma
planta comestivel que apresenta um sabor ligeiramente salgado (Giungato et al., 2019;
Politeo et al., 2023).

Esta halofita tem sido extensivamente utilizada em diversas areas, principalmente
alimentar, farmacéutica e cosmética, devido a sua abundancia em compostos bioativos (Atia
et al., 2011; Buhmann & Papenbrock, 2013; Martins-Noguerol et al., 2023; Pereira et al.,
2017). Dentro dos componentes predominantes desta planta, destacam-se o0s Oleos
essenciais, compostos lipidicos, antioxidantes (vitamina C ou acido ascorbico e
carotenoides), compostos fendlicos, minerais, entre diversas outras substancias (Atia et al.,
2011; Pateira et al., 1999; Pereira et al., 2017; Renna, 2018).

Mesmo com a presenca de uma diversidade significativa de compostos em
concentracdes consideraveis, varios estudos indicam que a composicdo do perfil quimico
pode ser variavel conforme o local de origem, o 6rgao e o estado de desenvolvimento da
planta, as condi¢des de crescimento, época do ano, salinidade, propriedades fisico-quimicas
do solo e ainda consoante 0 método de extracdo usado (Buhmann & Papenbrock, 2013;
Martins-Noguerol et al., 2023; Pateira et al., 1999; Renna, 2018).

Os 06leos essenciais extraidos de diversas partes da planta desempenham um papel
significativo em varias inddstrias, dado o abundante conjunto de compostos volateis que
caracterizam esta espécie. Entre esses compostos destacam-se 0s hidrocarbonetos
monoterpénicos, como o y-terpineno, limoneno, sabineno ¢ -felandreno (Pavelaetal., 2017;
Pedreiro et al., 2023; Polatoglu et al., 2016; Politeo et al., 2023), monoterpenos oxigenados,
como o éter metilico de timol (Marongiu et al., 2007; Pavela et al., 2017) e fenilpropandides,
como o dilapiol e miristicina (Marongiu et al., 2007; Mustapha et al., 2020; Pavela et al.,
2017).

No entanto, a composicao quimica desses 6leos pode variar sazonalmente e de acordo
com a regido geogréafica de cultivo (Marongiu et al., 2007; Mekini¢ et al., 2016; Nguir et al.,
2011). O estudo realizado por Pateira et al. (1999) demonstrou a existéncia de dois possiveis
quimiotipos de C. maritimum em Portugal. Os principais constituintes do 6leo essencial

(dilapiol, sabineno, y-terpineno e éter metilico de timol) foram consistentes em ambos os



quimiotipos, sendo que a variacdo mais significativa foi observada no dilapiol, que variou
de 15 a 47% num quimiotipo, enquanto no outro essa variacao foi de 0 a 6%, evidenciando

uma diferenca substancial na contribuicéo relativa para a composicdo geral do 6leo essencial.

Os compostos fendlicos presentes nos extratos de C. maritimum sdo maioritariamente
acidos fenolicos, destacando-se por conter a concentracdo mais elevada de acido
clorogénico, em comparagdo com outras plantas da familia Apiaceae (Meot-Duros & Magne,
2009). Diversos estudos comprovam a predomindncia do acido clorogénico como o
composto fendlico principal nos extratos de funcho marinho (Aleman et al., 2019; Meot-
Duros & Magné, 2009; Nabet et al., 2017; Pereira et al., 2017; Souid et al., 2020, 2021). Este
acido fenolico é especialmente abundante nas folhas da planta, com uma maior acumulacao
durante a fase de crescimento e floragdo (Meot-Duros & Magné, 2009). Além de acidos
fendlicos, alguns estudos também mencionam a presencga, embora com menor frequéncia,
de outros flavonoides, como a rutina, epicatequina e epigalocatequina, e fendis simples nos
extratos da planta (Jallali et al., 2012; Martins-Noguerol et al., 2022; Pereira et al., 2017).

1.1.1 Propriedades e utilizacdes

A relevancia desta planta em diversas indlstrias é fundamentada por uma série de
estudos que avaliam os mecanismos biol6gicos associados ao seu uso. Nesse sentido,
pesquisas cientificas tém destacado atividades interessantes em extratos desta espécie,
incluindo propriedades antioxidantes, antibacterianas e antifungicas, entre outras (Tabela
1.1).

A capacidade antioxidante de C. maritimum tem sido associada aos compostos
fendlicos presentes nos seus extratos. Estes compostos séo reconhecidos pela sua eficacia na
eliminacdo de radicais livres e na promocao da salde humana através da prevencao do stress
oxidativo (Martins-Noguerol et al., 2022). Dentro desses compostos, o acido clorogénico
destaca-se como um antioxidante robusto, associado a habilidade de neutralizar radicais
livres (Souid et al., 2021). A presenca de outros metabolitos secundarios, como terpendides
e vitamina C, também pode contribuir significativamente para essa atividade antioxidante
(Jallali et al., 2014). Por outro lado, estudos com 6leos essenciais desta planta indicam uma
atividade bastante reduzida, atribuida ndo s6 a auséncia de compostos fendlicos, como
também a fraca capacidade dos hidrocarbonetos monoterpénicos para eliminar radicais livres
(Mekinic¢ et al., 2016).



Tabela 1.1 - Lista de bioatividades dos extratos de diferentes partes de Crithmum maritimum L.

Parte da

Local de colheita Extrato Bioatividade Referéncia
planta
Bari (Italia) o Infusdo Antioxidante Gnocghl et al., 2020;
Korbous, Kelibia e Decoccio Antibacteriana Jallali et al, 2012,
Todos os | Monastir (Tunisia) vl . 2014; Mekini¢ et al.,
IO L. L . Metandlicos Antitumoral
orgdos | Dalmacia (Croacia) : . 2016; Meot-Duros &
Metanol/Agua | Vasodilatadora ,
da parte | Bretanha (Franca) . o . Magné, 2009; Nabet et
h . o Etanol/Agua Inibitéria das enzimas !
aérea | Tighzert (Argélia) ? o al., 2017; Pedreiro et
A Acetona/Agua | Acetilcolinesterase e
Figueira da Foz e Acetato de etilo | Butirilcolinesterase al., 2023; Sousa et al.,
Peniche (Portugal) 2022
Etanol/Agua )
Cultivada em Metanol/Agua | Antioxidante Houta et al, 2011;
. , . - . . Meot-Duros et al.,,
Medenine (Tunisia) | Infusao Antibacteriana .
Folhas . . 2008; Pereira et al.,
Bretanha, Franga Decocgao Antifungica ’ )
- 2017; Souid et al.,
Faro, Portugal Metanolicos Hepatoprotetora
. 2020, 2021
Cloroférmio
Fornecida por Porto-
Folhas e Muifios SL. Metanol’/Agua .. Aleman et al., 2019;
caules (Espgnha) o Etanol/Agua Antioxidante Kadoglidou et al., 2022
Cultivada em Kilkis | Aquosos v
(Grécia)
Cultivadaem | Infusdo Antioxidante Houta et al, 2011;
Caules | Medenine (Tunisia) | Decocgao Antifineica Percira et al.. 2017
Faro, Portugal Metanolicos g N
Cultlqua “m , . Inﬁ1sao~ Antioxidante Houta et al, 2011;
Flores | Medenine (Tunisia) | Decocgdo D .
1 Antifingica Pereira et al., 2017
Faro, Portugal Metanolicos
Cultivada em .
Medgnine (Tunisia) 11:/_1161»[2)1::;11005 Antioxidante Houta et al, 2011;
Sementes | Cultivada oom di le o " Antibacteriana Kumarasamy et al,
Aberdeen (Escdcia) | C1CIOTOMELAN0 1y iy ey 2002
e metanol

A aplicacéo de C. maritimum na area alimentar remonta a tempos antigos, sendo uma

pratica com uma longa tradicdo. Antigamente, os marinheiros consumiam folhas frescas de

funcho-do-mar de modo a prevenir o escorbuto (Atia et al., 2011). Hoje em dia, devido as

carateristicas sensoriais que Ihe séo conferidas pela grande quantidade de 6leo essencial que

possui, € muito utilizada na culinaria como alimento fresco (Renna et al., 2017). As folhas
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frescas sdo adequadas na preparacdo de saladas, sopas e molhos, podendo também ser
preservadas em vinagre, assemelhando-se a um tipo de conserva (Pereira et al., 2020).
Enquanto que nas ilhas britanicas se destaca a tradicdo do "Picado de funcho-do-mar”, uma
receita classica que combina caules e folhas de C. maritimum juntamente com pepino e
alcaparras em vinagre (Renna, 2018), em Itélia, sdo encontrados registros histéricos que
indicam o uso da decoccéo desta planta para tratar condigdes como cistites, prostatites e
colicas, sendo a infusdo reconhecida pelo seu papel no alivio de distdrbios do sistema
digestivo (Atia et al., 2011). Além disso, esta halofita destaca-se como um excelente
suplemento alimentar, indicada para o tratamento da obesidade, uma vez que apresenta
elevadas concentracdes de compostos bioativos como &cidos gordos 6mega-3 e 6mega-6,

carotenoides e acidos fenolicos (Mekini¢ et al., 2016).

Estudos recentes (Maoloni et al., 2022a; Maoloni et al., 2022b) revelaram que as
propriedades bioativas do funcho marinho foram transferidas com éxito para molhos verdes
e probidticos ndo lacteos elaborados & base de frutos desta planta. E ainda referido que a
eficacia antimicrobiana dos seus 6leos essenciais foi melhorada quando incorporados em
microemulsdes, proporcionando assim uma valiosa aplicagdo como conservante natural para
melhorar a estabilidade de armazenamento de produtos alimentares, conforme destacado por
Campana et al. (2022).

A area alimentar tem testemunhado o desenvolvimento de um mercado abrangente
de plantas aromaticas desidratadas. Estas plantas ndo s6 tém a capacidade de atuar como
ingredientes individuais, como também sdo essenciais na criacdo de misturas de especiarias
e temperos (Renna et al., 2017). Nessa perspetiva, a natureza aromatica do funcho-do-mar e
o facto de ser uma planta comestivel indicam que pode ser usado na sua forma fresca e apds

ser seco (Renna, 2018).

Nesse contexto, no estudo de Renna & Gonnella (2012), os autores aplicaram
diferentes técnicas de secagem (liofilizacdo e secagem a quente) com o propdsito de
desenvolver um novo corante e especiaria a partir das folhas frescas. Os dois produtos
obtidos apresentaram caracteristicas visuais e organoléticas distintas, sendo importante a
consideracao de ambas quando aplicados em confecdes alimentares, porém néo foi analisado
0 impacto da desidratacdo na composicdo desta planta (Renna & Gonnella, 2012),
destacando a necessidade de compreender como as suas propriedades se modificam ap0s 0s
processos. Além disso, Sousa et al. (2022) demonstraram que a adi¢cdo de C. maritimum
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liofilizado ao oOleo de girassol permitiu, ndo s6 aumentar o seu valor nutricional, como

também a estabilidade oxidativa do mesmo.

Na cosmética, C. maritimum destaca-se essencialmente devido ao aroma associado
aos compostos volateis presentes nos seus 0leos essenciais, assim como por varios outros
componentes (Nguir et al., 2011). Os oleos essenciais tém desempenhado um papel
importante na formulagdo de cosméticos antienvelhecimento e antirrugas (Grigoriadou &
Maloupa, 2008; Nguir et al., 2011), estendendo-se ainda para a industria de perfumes
(Marongiu et al., 2007).

Segundo Kim et al. (2008), o extrato de funcho marinho contém compostos bioativos,
nomeadamente minerais, 6leos essenciais, polifendis, flavonoides e vitamina C, que
protegem a pele através da estimulacdo da producdo de proteinas nos tecidos cognitivos,
promovendo assim a melhoria do tonus e elasticidade da mesma. Para além das suas
bioatividades, tendo em consideracdo a capacidade antioxidante, antibacteriana e antiflngica
dos extratos (polares e apolares), ao serem incorporados em cosméticos, também contribuem

para a preservacdo dos mesmos (Meot-Duros et al., 2008).

Na industria farmacéutica, € utilizada no tratamento de uma variedade de patologias
associadas aos sistemas gastrointestinal, urinario, genital e respiratério, sendo normalmente
consumida através da infusdo dos seus frutos, decoc¢do das folhas ou do sumo extraido das
mesmas (Renna, 2018). No passado, esta planta era muito usada na medicina popular devido
aos seus efeitos estimulantes, diuréticos e como vermifugo. A elevada concentracdo de
acidos gordos presentes nos 6leos extraidos das folhas, essencialmente 6mega-3 e dmega-6,
faz com que o seu consumo seja vantajoso para prevenir doencas cardiacas coronarias (Atia
etal., 2011).

De acordo com Nguir et al. (2011), os 6leos essenciais das partes aéreas e raizes de
C. maritimum apresentam atividade moderada de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE),
sendo que o primeiro, rico em y-terpineno, foi mais ativo. Ainda assim, Polatoglu et al.
(2016) referem uma inibicéo consideravel das enzimas AChE e butirilcolinesterase (BChE)
pelo 6leo essencial extraido das folhas desta planta. Apesar deste 6leo ser dominado por y-
terpineno e fB-felandreno, os autores sugerem que a atividade observada ndo é atribuida
apenas a esses compostos, uma vez que quando isolados, demonstraram ter um efeito

inibitdrio fraco, indicando que a eficécia resulta da interacdo entre todos 0os componentes
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presentes. E também importante mencionar que essa inibicdo da AChE, embora
significativa, foi inferior a registada por Mekinic¢ et al. (2016) em 06leos essenciais extraidos

da parte aérea, composta por flores, caules e folhas.

Relativamente aos extratos de C. maritimum, Meot-Duros et al. (2008) comprovaram
que o extrato apolar das folhas desta planta é mais eficaz em comparacdo com o polar. Este
extrato apolar, obtido através da extracdo com cloroférmio, é ativo contra Salmonella
arizonae, Erwinia carotovora, Pseudomonas marginalis, P. fluorescens, E. coli, C. albicans,
Micrococcus luteus e Bacillus cereus. A inibicdo do crescimento destes dois ultimos
microrganismos parece estar associada a presenca do falcarindiol, que exibiu a mesma
atividade que o extrato do qual foi isolado (Meot-Duros et al., 2010). Enquanto este
poliacetileno demonstra citotoxicidade contra células epiteliais intestinais de rato (Meot-
Duros et al., 2010), o extrato de acetato de etilo desta espécie revela efeito antitumoral no
hepatocarcinoma (Gnocchi et al., 2020). Por outro lado, o extrato etanélico das partes aéreas

exibiu uma forte atividade vasodilatadora (Mekini¢ et al., 2016).

A nivel agricola, sdo também associadas a esta espécie propriedades bioldgicas que
a caracterizam como repelente e inseticida. De acordo com Mustapha et al. (2020), o 6leo
essencial demonstrou ser eficaz contra Tribolium castaneum, provavelmente devido a sua
concentracdo de fenilpropandides, principalmente de dilapiol. Resultados idénticos foram
observados por Tsoukatou et al. (2001) contra formigas Pheidole pallidula, sendo a atividade
atribuida ao mesmo composto. Ja no estudo realizado por Pavela et al. (2017), em que foram
avaliados 6leos essenciais de C. maritimum provenientes de diferentes regiGes, a maior
atividade larvicida contra Culex quinquefasciatus e Spodoptera littoralis foi associada néo
sO a presenca de dilapiol, mas também de miristicina e, em menor concentragdo, de y-
terpineno. Por outro lado, um oOleo essencial mais concentrado neste hidrocarboneto
monoterpénico e B-felandreno, parece ser responsavel pelo efeito letal sobre Sitophilus
oryzae e Oryzaephilus surinamensis (Polatoglu et al., 2016). Além disso, esta espécie é ainda
reconhecida como uma cultura emergente de grande valor para praticas agricolas
sustentaveis em regides com condi¢des climaticas desafiadoras, devido a sua capacidade de
se ajustar a diferentes fatores de stress abiotico, como a salinizagdo do solo (Kraouia et al.,
2023; Martins-Noguerol et al., 2023).
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1.2 Objetivos

Considerando a disponibilidade da haléfita Crithmum maritimum ao longo da costa
portuguesa, o objetivo deste trabalho foi explorar o seu potencial biotecnoldgico através da
avaliacdo da composicdo nutricional e bioatividade das diferentes partes da planta,
nomeadamente das suas folhas, flores e frutos, colhidos na zona oeste de Portugal. Nesse

sentido, realizou-se a:

1. Caracterizacdo do perfil nutricional em termos de humidade, matéria inorganica,
proteina total, lipidos totais e hidratos de carbono;

2. Determinacdo do perfil de acidos gordos;
Quantificacdo de pigmentos (clorofila a, clorofila b e carotenoides totais);

4. Obtencdo de extratos de éter de petréleo, acetona, etanol, etanol:agua e de agua
das diferentes partes aéreas da planta e respetiva caracterizacdo do perfil
cromatografico por TLC;

5. Auvaliagéo das capacidades antioxidante e antimicrobiana dos seus extratos.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Preparagdo das amostras

A recolha das amostras de funcho-do-mar foi realizada dia 1 de setembro de 2021 na
area costeira de Peniche, 39°21'52.34"N - 9°24'15.257"W, Leiria, Portugal.

As amostras seguiram para laboratério no edificio Cetemares, onde foi efetuada a
triagem em folhas, flores e frutos. De seguida, as trés partes da planta foram lavadas com
agua destilada para remocéo de p0, organismos epifitos, insetos presentes e outros materiais
ndo desejados. Apds a lavagem, parte da biomassa foi seca com papel absorvente para
remover o excesso de agua e a restante foi congelada (DW-86L728J, Haier Biomedical) a -
80 °C para liofilizagdo (LyoQuest-85, Telstar). Posteriormente, a biomassa liofilizada foi
moida em pé com o auxilio de uma picadora e armazenada em sacos plasticos estanques, a

temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

2.2 Composicao nutricional

2.2.1 Quantificacdo de humidade

A humidade foi determinada de acordo com o método 930.04 da AOAC (2016) com
algumas modificagdes. Os cadinhos de vitrosil foram identificados com grafite e colocados
na mufla (B170, Nabertherm, Alemanha) a 500 °C, durante a noite, para remover alguns
vestigios de gordura e agua eventualmente presentes, de modo a ndo interferirem com a sua
massa. De seguida, os cadinhos foram colocados a arrefecer no exsicador, até a temperatura
ambiente, e registaram-se as suas massas. Posteriormente, foram pesadas 5 g de amostra
fresca para cada cadinho e colocaram-se os mesmos em estufa (FD115, Binder, Alemanha)
a 105 °C, durante 24 h. De seguida, os cadinhos foram pesados periodicamente, depois de
arrefecimento em exsicador até temperatura ambiente, até que a sua massa fosse constante.
Todo o processo foi realizado em quadruplicado. Os resultados foram expressos em

percentagem de peso fresco (PF), de acordo com a equacéo 1:
. mce—mc
Humidade (% PF) = 100 — (*==) x 100 (1)

Em que: mce — massa do cadinho com a amostra apds secagem na estufa; mc — massa do

cadinho; ma — massa inicial da amostra.
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2.2.2 Quantificacdo de matéria inorganica

A quantificacdo da matéria inorganica foi realizada de acordo com o méetodo 930.05
da AOAC (2016) com algumas modificagdes. Apos o arrefecimento e pesagem dos cadinhos
com a amostra seca, estes foram colocados na mufla, programada para uma rampa de
aquecimento durante 4 h, seguida de um patamar com duracdo de 10 h a 500 °C.
Posteriormente, colocaram-se os cadinhos a arrefecer no exsicador, até a temperatura
ambiente, e foram registadas as suas massas com as cinzas. Todo o processo foi realizado
em quadruplicado. Os resultados foram expressos em percentagem de peso seco (PS), de

acordo com a equagéo 2:

(mcm-mc)

Cinza (% PS) = - x 100 (2)

Em que: mcm — massa do cadinho com a amostra apds secagem na mufla; mc — massa do

cadinho; mce — massa do cadinho com a amostra ap0s secagem na estufa.

2.2.3 Determinacao do contetido total de proteina

Previamente a determinacdo do contetdo total de proteina, foi feita a padronizacdo
da solucdo de HCI. Resumidamente, pesaram-se 0,2500 g de carbonato de sddio anidro
(Labkem, Barcelona, Espanha), previamente seco em estufa (UF110, Memmert, Alemanha)
a 200 °C durante 1 h, dissolveu-se em agua destilada, e transferiu-se para um baldo
volumétrico (de 100 mL), perfazendo-se o volume com &gua destilada. A 20 mL desta
solucgéo, adicionaram-se 3 gotas de vermelho de metilo e a mistura foi titulada com uma
solucdo de HCI 0,1 mol/L (Fluka, Seelze, Alemanha) a padronizar, registando-se o volume
gasto. A titulacdo foi realizada em triplicado. A concentracdo da solucdo de HCI foi

calculada com base na equacéo 3:

[HC]] — [NazCO3]xVijtulado X2 ( 3 )

Vucl

Em que: [HCI] — concentragdo da solucdo de HCI (mol/L); [Na2COs] — concentracdo da
solugdo de carbonato de sodio (mol/L); Viiwlado — VOlume da solugéo de Na2COs titulado

(mL); VHci — volume da solugédo de HCI gasto na titulagdo (mL).
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O conteudo total de proteina das folhas, flores e frutos de C. maritimum foi avaliado
a partir da quantificagdo de azoto total, calculado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2016)
com algumas modificacdes, tendo em conta um fator de conversdo de 6,25. Em suma, as
amostras liofilizadas (0,750 g) foram submetidas a digestdo no digestor (Tecator Digestor,
Foss, Suica) com uma pastilha catalisadora KjelTabs (VWR, Pensilvania, EUA) e 25 mL de
H2S04 a 97%, a 220 °C durante 30 minutos e depois a 400 °C durante 90 minutos. O branco
foi preparado nas mesmas condi¢cfes, sem adicdo de amostra. Apds o arrefecimento,
adicionaram-se 70 mL de agua destilada para posterior destilagdo com 100 mL de solucéo
de NaOH a 40% (Labkem, Barcelona, Espanha) no destilador (2100 Kjeltec Distillation
Unit, Foss, Suiga) durante 6 minutos. A solucéo destilada foi recolhida em 30 mL de solugdo
de H3BOs (Fluka, Seelze, Alemanha) a 4% (m/v em agua destilada), contendo como
indicadores de pH o vermelho de metilo (7 mL/L de solucédo 0,1% m/v em etanol) e o verde
de bromocresol (10 mL/L de solugdo 0,1% m/v em etanol). A mistura foi posteriormente
titulada com a solucéo de HCI previamente padronizada, até mudanca de cor (de verde para
cinzento), registando-se o volume de titulante usado. Todo o processo foi realizado em
quadruplicado. O conteldo total de proteina foi expresso em percentagem de peso seco (PS),
de acordo com a equacdo 4:

(HCl a—HCI b)xFCx0,014x[HCI]

ma

Proteina total (% PS) = x 100 (4)

Em que: HCI a — volume da solucédo de HCI usado na titulacdo da amostra (mL); HCI b —
volume da solucdo de HCI usado na titulacdo do branco (mL); FC — fator de conversédo

(6,25); [HCI] — concentracdo da solucdo de HCI (M); ma — massa de amostra liofilizada (g).

2.2.4 Determinacao do conteudo total de lipidos

O conteudo total de lipidos foi determinado segundo o método de Folch et al. (1957)
com algumas modificacdes. As amostras liofilizadas de C. maritimum (1 g) foram pesadas
rigorosamente para tubos de Falcon, aos quais se adicionaram 1 mL de agua destilada e 10
mL de reagente de Folch (metanol:cloroférmio, 1:2) (Riedel-de Haén, Seelze, Alemanha).
As misturas foram levadas ao vortex durante 5 minutos. Posteriormente, adicionaram-se 1,2
mL de solucdo de NaCl 0,8% (Fluka, Seelze, Alemanha) a cada amostra, e repetiu-se a
homogeneizacdo no vortex durante 2 minutos. A seguir, procedeu-se a centrifugacao
(5810R, Eppendorf, Alemanha) das amostras, a 4959 g durante 10 minutos para a separa¢ao

das fases. A fase organica inferior, contendo os lipidos da amostra dissolvidos em
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cloroférmio, foi recolhida e filtrada através de uma coluna de sulfato de sodio anidro
(LabChem, Loures, Portugal) para um baldo de fundo redondo (25 mL) previamente pesado.
Repetiu-se 0 processo de extracdo das amostras, por adi¢cdo de 2 mL de cloroférmio ao
contetdo dos tubos de Falcon, seguida de homogeneizacdo em vortex durante 2 minutos e
centrifugacdo nas condicOes referidas anteriormente, de modo a recuperar toda a fragdo
lipidica. Apos recolha da fase inferior para o respetivo baldo de fundo redondo, fez-se a
remocao do solvente em evaporador rotativo (Laborota 4000, Heidolph, Alemanha). O
extrato lipidico que ficou nos balGes foi seco em estufa (UF450, Memmert, Alemanha) a 60
°C, durante a noite e a seguir foi arrefecido em exsicador e pesado (até valor constante).
Todo o processo foi realizado em quadruplicado. O conteudo total de lipidos foi expresso

em percentagem de peso seco (PS) de acordo com a equacéo 5:

Lipidos totais (% PS) = @

a

x 100 (5)

Em que: mbg - massa do baldo de fundo redondo com gordura (g); mb - massa do baldo de

fundo redondo (g); ma - massa da amostra liofilizada (g).

2.2.5 Determinagdo do contetdo total de hidratos de carbono
O conteldo total de hidratos de carbono foi calculado por diferenca, considerando o0s
valores de proteina total, lipidos totais e matéria inorganica (cinza). Os resultados foram

expressos em percentagem de peso seco (PS), segundo a equacéo 6:
Hidratos de carbono totais (% PS) = 100 - PT - LT - MI (6)

Em que: PT — proteina total (%); LT — lipidos totais (%); MI — matéria inorganica (%).

2.3 Perfil de &cidos gordos

De modo a determinar o perfil de acidos gordos das diferentes partes da planta, fez-
se a transmetilacdo direta das amostras liofilizadas, sob catalise acida, conforme o descrito
por Fernandez et al. (2015), com algumas modificacdes, e analisaram-se os ésteres metilicos

dos acidos gordos (FAME) por cromatografia gasosa.

Em tubos de ensaio com tampa de rosca, colocaram-se 50 mg de amostra liofilizada,

aos quais se adicionaram 2 mL de H2SO4 (2% v/v em metanol) (Emsure, Darmstadt,
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Alemanha). A mistura foi colocada em banho-maria (6000386, JP Selecta, Espanha) a 80 °C
durante 2 horas. Apos o arrefecimento das amostras ao abrigo da luz, foram adicionados a
cada tubo 1 mL de agua ultrapura (Milli-Q, Darmestadio, Alemanha) e 2 mL de n-hexano.
De seguida, as amostras foram homogeneizadas em vortex durante 1 minuto e centrifugadas
a 275 g por 5 minutos para separagdo de fases. A seguir, transferiram-se 475 pL da fase
superior de cada amostra, contendo os ésteres metilicos dos acidos gordos (FAME) em
hexano, para um vial de cromatografia gasosa e adicionaram-se 25 puL de solucéo de padrao
interno (FAME C17:0 a 500 pg/mL em hexano). Por fim, analisou-se o perfil de acidos

gordos por cromatografia gasosa.

As analises foram efetuadas injetando 1 pL de amostra no cromatdgrafo gasoso
(Finnigan-trace GC Ultra, Thermo Scientific) equipado com uma coluna capilar (Thermo
Tr-FAME) com 60 m de comprimento, um diametro de 0,25 mm e 0,25 um de espessura de
filme, um amostrador automatico (AS 3000, Thermo Electron Corporation) e um detetor de
ionizacdo de chama (FID). As temperaturas do detetor e do injetor (modo splitless) foram
280 °C e 250 °C, respetivamente. A temperatura da coluna foi programada para 100 °C
durante 0,1 minutos, seguida de um aumento de 10 °C por minuto, até atingir 150 °C,
mantendo-se durante 1 minuto. De seguida, efetuou-se um segundo aumento de temperatura
a 5 °C/min, até 200 °C, mantendo-se durante 9 minutos, e depois um terceiro aumento a 2
°C/min, até 235 °C, durante 5 minutos. Usou-se hélio (He) como gas de arraste, a um fluxo
constante de 1,5 mL/min e a chama do detetor foi mantida com ar e hidrogénio (H:) a fluxos

de 350 mL/min e 35 mL/min, respetivamente.

Os acidos gordos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencao
obtidos nas misturas padrdo de Supelco 37, PUFA 1 e PUFA 3 (Sigma-Aldrich, EUA) e
quantificados pelo método do padrdo interno. Todo o processo foi realizado em triplicado e
os resultados foram expressos em percentagem de area total (% Total AG) e em concentracdo

absoluta (ng/mg PS) por aplicacdo da equagéo 7:

A PI|XVpiXVHexano
AG (ng/mg) = JAC T irec (7)

Ap1XVExtratoXMamostra

Em que: Aac — Valor da area do pico do acido gordo a dosear; [PI] — Concentracdo (500
pg/mL) da solugdo de padréo interno; Api — Valor da area do pico do padrdo interno (FAME

C17:0); Vpi — Volume de padréo interno adicionado no vial (25 PUL); VHexano — Volume de
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hexano usado para extrair o0s FAME (2 mL); Vextrato — VOlume do extrato dos FAME que foi
adicionado ao vial (475 pL); ma — massa de amostra liofilizada (mg).

Foram também calculados a razdo de acidos gordos
hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos (h/H) e os indices aterogénico (Al) e

trombogénico (T1), de acordo com as equacdes 8, 9 e 10, respetivamente:

h _ C18:1n9+C18:2n6+C18:3n3+C20:4n6+C20:5n3+C22:5n3+C22:6n3

E C14:0+C16:0 ( 8 )
C12:0+4%xC14:0+C16:0
Al = (9)
YXMUFA+Xn3+Xné6

C14:0+C16:0+C18:0
TI = Zn3 ( 10 )
0.5XZMUFA+3XZn3+O.5XZn6+R

2.4 Quantificacdo de clorofilas e carotenoides

A quantificacdo de pigmentos das folhas, flores e frutos de C. maritimum foi
realizada segundo Lichtenthaler & Buschmann (2001), com algumas modificacGes.
Resumidamente, foram realizadas duas extracGes, por maceracdo, com 3 mL de acetona
99,8% (Fisher Chemical, Loughborough, Reino Unido) as amostras liofilizadas (0,25 g no
caso das folhas e 0,50 g no caso das flores e frutos). De seguida, adicionaram-se mais 13 mL
de acetona e a mistura foi levada ao vortex por 5 minutos. Posteriormente, foi realizada uma
centrifugacdo a 2204 g durante 10 minutos e o sobrenadante foi filtrado com algoddo para
um baldo volumétrico (25 mL), perfazendo o volume com acetona. Por fim, as solucdes
foram filtradas para cuvetes de quartzo, com um filtro de seringa 0,45 um (Filterlab) e a
absorvéancia foi lida a 470, 644,8 e 661,6 nm (Epoch2, BioTek Instruments, EUA). Todo o
processo foi realizado em triplicado. As concentragdes de clorofilas e carotenoides totais
(soma de xantofilas e carotenos), expressas em micrograma por grama de peso seco (ug/g

PS), foram calculadas com base nas seguintes equacoes:
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Ca (“g/mL) ES 11,24 AbS661‘6 - 2,04‘ AbS644‘8 ( 11)

Cb (},lg/mL) = 20,13 Ab5644,8 —_ 4‘,19 AbS661’6 ( 12 )

1000 Absy70—1,90 c,—63,14 cp,
214

C(x+c) (ng/mL) = ( 13 )

C(ug/mL)XVextrato ( 14 )

Mamostra

Pigmento (ug/g) =

Em que: ca — concentragdo de clorofila a no extrato; ¢, — concentragdo de clorofila b no
extrato; C+c) — concentragdo de carotenoides totais (soma de xantofilas e carotenos) no
extrato; Abses16 — absorvancia a 661,6 nm; Absessg — absorvancia a 644,8 nm; Absszo —
absorvancia a 470 nm; Vexirato— VOlume total do extrato de acetona (25 mL); Mamostra- Massa
de amostra (g).

2.5 Obtencéo de extratos das folhas, flores e frutos de C. maritimum

A biomassa das folhas, flores e frutos liofilizados de C. maritimum foi extraida
sequencialmente com cinco solventes de diferentes polaridades, partindo do mais apolar
(éter de petroleo (Riedel-de Haén, Seelze, Alemanha)), seguido de acetona (Fisher Chemical,
Loughborough, Reino Unido), etanol (Aga, Loures, Lisboa), etanol:dgua (1:1), até ao mais

polar (agua).

As amostras (100 g) foram misturadas com 1 L de solvente, sob agitacdo a
temperatura ambiente, durante 3 horas. De seguida, realizou-se a filtracdo dos extratos com
papel de filtro e os solventes foram removidos por evaporacdo no evaporador rotativo
enguanto a biomassa foi sujeita a extracdo seguinte, nas mesmas condicdes. Por fim, os
extratos organicos foram secos em estufa a 30 °C, e os extratos aquosos foram liofilizados
(LyoQuest-85, Telstar). O residuo seco obtido para cada um dos 15 extratos, foi pesado a

fim de calcular o rendimento da extracao.
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2.6 Conteudo fendlico total e avaliacdo da atividade antioxidante

2.6.1 Conteudo fenolico total (TPC)

A quantificacdo de fendis totais dos extratos das folhas, flores e frutos de C.
maritimum foi realizada espectrofotometricamente, pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu adaptado a micro-escala segundo descrito por (Neves et al., 2020), com algumas

modificagdes.

Para a reacdo de cor, num tubo de Eppendorf, adicionaram-se 840 ulL de agua
ultrapura obtida no sistema Milli-Q, 10 uL de extrato diluido a 1 mg/mL (exceto o extrato
etandlico das flores, que foi diluido a 500 pg/mL) ¢ 50 uL de reagente Folin-Ciocalteu
(Sigma-Aldrich, Buchs SG, Suica). A mistura foi homogeneizada no vortex e, apds 5
minutos no escuro, adicionaram-se 150 uL de solucéo de carbonato de sodio a 20% (Labkem,
Barcelona, Espanha). O mesmo processo foi repetido para os brancos, que continham o
respetivo solvente ao invés do extrato. Apds nova agitacdo no vortex, todas as amostras

foram mantidas no escuro, a temperatura ambiente, durante 1 h.

Para a construcdo de uma curva de calibracdo, prepararam-se solucbes de acido
galico (de 0; 25; 50; 75; 100; 150 e 175 pg/mL em agua destilada) (Merck, Hancheu, China)
que foram submetidas a mesma reacdo de cor descrita para os extratos. Posteriormente, leu-
se a absorvancia a 755 nm no leitor de microplacas, em quadruplicado. O conteudo fendlico
total foi expresso em micrograma de equivalentes de acido galico por miligrama de extrato
(ug EAG/mg).

2.6.2 Capacidade de reducéo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)

A capacidade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) dos
extratos das folhas, flores e frutos de C. maritimum foi analisada como descrito por Brand-
Williams et al., (1995) e adaptado por Neves et al. (2020), com algumas modificacdes.
Resumidamente, adicionaram-se 950 pL de solu¢do de DPPH (40 pg/mL etanol) (TCI,
Téquio, Japdo) a um Eppendorf contendo 50 pL de solugdo de extrato a 1 mg/mL preparado
com o respetivo solvente de extracdo. A mistura foi levada ao vortex e mantida na auséncia
de luz, a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Apds agitacédo, foram transferidos 200
uL da solugdo para 4 pogos de uma microplaca de 96 pogos e mediu-se a absorvancia a 517

nm, usando-se etanol como branco. Repetiu-se 0 mesmo processo, substituindo os 50 pL de
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extrato pelo mesmo volume do respetivo solvente. A percentagem de inibi¢do obtida para
cada extrato foi determinada por aplicacéo da equacao 15:

s~ Abs —Abs
Inlblgao (%) — Solvente Extrato % 100 ( 15)
Absgolvente

Em que: Absextrato — absorvancia da reagdo da mistura de DPPH com extrato; AbSsolvente —

absorvancia da mistura de DPPH com o solvente de extracéo.

Solucdes padrao do antioxidante sintético Trolox (0,05; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2 e 0,25
mg/mL em etanol) (TCI, Téquio, Japao) foram tratadas pelo mesmo processo descrito para
0S extratos, e a partir das absorvancias obtidas, calculou-se a percentagem de inibicdo do
radical DPPH e construiu-se uma curva de calibracdo. Os resultados da atividade
antioxidante dos extratos, foram expressos em micrograma de equivalentes de Trolox por

miligrama de extrato (ug Eq Trolox/mg).

2.6.3 Poder de reducéo do Fe (111) (FRAP)

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de C. maritimum com base na
capacidade de reducdo do ido férrico (FRAP), foi efetuada segundo o método descrito por
Rufino et al. (2007), com algumas modificacdes. Para a reagdo de cor, foram misturados 30
pL de solugdo de extrato a 1 mg/mL (o extrato aquoso das folhas, extratos hidroetanolicos
das trés partes da planta e os extratos etandlicos das folhas e frutos, foram diluidos a 500
pg/mL, enquanto que o extrato etandlico das flores foi diluido a 0,333 pg/mL) com 900 pL
de reagente FRAP, preparado através da mistura de tampédo acetato (VWR, Lovaina,
Bélgica) 0,3 mol/L em acido acético glacial (Carlo Erba, Val-de-Reuil, Franga), solucédo de
cloreto de ferro (Labkem, Barcelona , Espanha) 20 mmol/L em agua e 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) (Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China) 10 mmol/L em HCI (Fluka,
Seelze, Alemanha) 40 mM, numa proporc¢édo de 10:1:1. A mistura foi colocada 15 minutos
em banho-maria (OB14, Memmert, Alemanha) a 30 °C, ao abrigo da luz. Apés esse periodo,
as misturas foram mantidas no escuro a temperatura ambiente durante 5 minutos. Por fim,
aliquotas de 200 pL foram transferidas em quadruplicado para uma microplaca de 96 pogos

e foi medida a absorvancia a 593 nm.
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Em paralelo, prepararam-se brancos dos extratos (nos quais o TPTZ foi substituido
por igual volume de 4gua) e brancos dos solventes (que continham, em vez do extrato, 30
puL do respetivo solvente) que foram tratados tal como descrito para as amostras. A
elaboracdo das curvas de calibracdo foi feita com solucGes padrdo de Trolox (0,01; 0,05;
0,075; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 mg/mL em etanol). A atividade antioxidante foi expressa como

microgramas de equivalentes de Trolox por miligrama de extrato (ug Eq Trolox/mg).

2.6.4 Capacidade de reducio do radical acido 2,2’-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico (ABTYS)

A capacidade de reducdo do radical ABTS dos extratos de C. maritimum foi avaliada
segundo o descrito por Konan et al. (2016) com algumas alteracdes. Para a realizacao deste
ensaio foi necessario preparar previamente o reagente ABTS, que consiste numa mistura de
acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (CisHi1s6N4OsSa(NH4)2) (VWR,
Solon, EUA) 7 mM e persulfato de potéssio (K2S20s) (VWR, Lovaina, Bélgica) 12,25 mM
em agua ultrapura, numa proporcdo de 4:1. A mistura foi armazenada no escuro durante
cerca de 16 h. Apos esse tempo, realizou-se a leitura da absorvancia no espectrofotémetro
(Evolution 201, Thermo Scientific, China) a 734 nm e diluiu-se a solugdo com agua ultrapura

até uma absorvancia igual a 0,700 + 0,02.

A reagao foi preparada em Eppendorfs através da adigao de 50 pulL dos varios extratos,
nas concentracdes descritas para o ensaio do FRAP, e 950 puL de reagente ABTS. As
amostras foram agitadas durante 1 minuto e transferidas para uma cuvete de plastico de 1,5
mL., procedendo-se posteriormente a leitura da absorvancia a 734 nm no espectrofotémetro.
Todo o processo foi realizado em triplicado.

O mesmo procedimento foi realizado para os brancos dos solventes e para os padroes
de Trolox (0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,08 e 0,1 mg/mL em etanol), com as quais se
preparou a curva de calibragdo. Os resultados obtidos foram expressos em microgramas de

equivalentes de Trolox por miligrama de extrato (ug Eq Trolox/mg).
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2.7 Analise dos extratos de Crithmum maritimum por cromatografia em camada
fina (TLC)

O perfil cromatografico dos extratos de C. maritimum foi analisado segundo o
descrito por Santiago & Strobel (2013). Para a realizacdo deste ensaio, foram preparadas
solugdes (10 mg/mL) dos extratos de todas as partes da planta, dissolvidos no respetivo
solvente de extracdo. Prepararam-se também as cdmaras cromatograficas com os eluentes
necessarios, uma vez que para a sua utilizacdo, a atmosfera deve estar totalmente saturada
com o solvente volatil. O volume de fase movel colocado foi o suficiente para proporcionar
a subida, sem alcancar o ponto de aplicacdo das amostras, o que teria levado a sua dissolucéo
para fora da placa de cromatografia. Os eluentes usados para cada placa foram escolhidos
tendo em consideracdo a polaridade dos diferentes extratos:

e Extratos de éter de petroleo — Hexano:Acetato de etilo (7:3 v/v);

e Extratos de acetona — Hexano:Acetato de etilo (5:5 v/v);

e Extratos de etanol — Acetato de etilo (100% v/v);

e Extratos de etanol:agua (1:1 v/v) — Diclorometano:Metanol (1:1 v/v);
e Extratos aquosos — Metanol (100% v/v);

e Todos os extratos de folhas, flores e frutos — Acetato de etilo (100% v/v).

Utilizaram-se placas de cromatografia em camada fina (TLC) de silica gel (TLC
aluminum sheets, Silica gel 60 Fzs4, Merk, Germany) que foram preparadas como
apresentado na Figura A6.1. Para comparar a composicao dos extratos das diferentes partes
da planta, prepararam-se 5 placas (uma para cada solvente de extracdo) com o mesmo extrato
de folhas, flores e frutos. Além disso, foram também preparadas 3 placas adicionais para
comparar os 5 extratos de cada parte da planta. As identificagcdes nas placas efetuaram-se

com recurso a um lapis, dado que a tinta da caneta poderia interferir com o ensaio.

As amostras de cada extrato (5 puL) foram colocadas nas placas de TLC, com o auxilio
de capilares de vidro graduados (CAMAG, VWR) tal como é apresentado na Figura A6.1.
De seguida, as placas foram colocadas no centro das camaras previamente saturadas com o

eluente, com a parte superior da placa encostada a parede.

Concluida a eluicéo, retiraram-se as placas da cAmara cromatografica e secaram-se a

temperatura ambiente. Com o intuito de observar a separacdo dos compostos, estas foram
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visualizadas em camara escura com lampadas a 254 e 365 nm, sendo possivel observar os
compostos que absorvem radiacdo a 254 nm ou que emitem fluorescéncia. Posteriormente,
foi feita a revelacéo das placas por pulverizagdo com acido sulfurico (10% v/v em etanol),

seguida de aquecimento, possibilitando a visualiza¢do de outros compostos incolores.

2.8 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos das folhas, flores e frutos de C. maritimum
foi analisada contra quatro estirpes de bactérias (E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC
27799, S. aureus ATCC 29213 e S. epidermidis ATCC 12228) e quatro leveduras (C.
albicans ATCC 10259, C. parapsilosis ATCC 22019, uma estirpe selvagem de K. phaffii e
S. cerevisiae ATCC 18824).

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura Mueller-Hinton Agar (MHA)
(Biolife, Mildo, Italia) a 37 °C em estufa (BD115, Binder, Alemanha) durante 24 h. J& as
leveduras patogénicas e ndo patogénicas, foram cultivadas em meio de cultura Potato
Dextrose Agar (PDA) (VWR, Comunidade Europeia) e meio GPY constituido por 2%
glicose (Biochem, Cosne-sur-Loire, Franca), 2% peptona (VWR, Comunidade Europeia),
1% extrato de levedura (VWR, Comunidade Europeia) e 2% agar (Liofilchem, Téramo,

Italia), respetivamente, a 30 °C em estufa durante 48 h.

Todos 0s processos necessarios para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram
realizados na cdmara de fluxo laminar (Bio Il Advance 4, Telstar, Espanha) e com recurso a
material previamente esterilizado, possibilitando que o trabalho fosse efetuado em condicGes
de assepsia.

2.8.1 Concentragdo minima inibitéria (MIC) do dimetilsulfoxido (DMSO)

O crescimento das bactérias foi realizado inoculando duas a trés colonias em 5 mL
de meio de cultura Mueller-Hinton Broth (MHB) (Scharlau, Sentmenat, Espanha). O meio
inoculado foi incubado a 37 °C durante aproximadamente 3 h, até atingir o Padrdo de
McFarland 0,5 (correspondente a 1,5 x 108 UFCs/mL) ou superior, através da medi¢&o num
densitometro (DEN-1B, Grant-bio, Reino Unido). Quando a densidade da suspensao foi

superior a desejada, ajustou-se a mesma ao Padrdo de McFarland 0,5 adicionando meio
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MHB. Antes da inoculacdo, esta suspensdo padronizada foi diluida 100 vezes em meio
fresco. No caso das leveduras, o crescimento foi feito em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640) (Sigma-Aldrich, Reino Unido) com 2% de glicose (Biochem, Cosne-
sur-Loire, Franca), a 37 °C (espécies patogénicas) ou a 30 °C (espécies ndo patogénicas),
durante cerca de 16 h, e foi seguido o procedimento referido anteriormente para as bactérias,
tendo em consideragdo que para estas o Padrdo de McFarland 0,5 corresponde a 5 x 10°
UFCs/mL.

De modo a minimizar a acdo inibitdria por parte dos solventes de extracao, todos 0s
extratos foram dissolvidos em DMSO (Alfa Aesar, Kandel, Alemanha) numa concentracdo
de 10 mg/mL. Assim, previamente a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos,

determinou-se a concentracdo minima inibitéria do DMSO.

A inoculacdo na microplaca de 96 pocos foi efetuada para um volume final de 300
ML por poco, sendo as concentragdes de DMSO testado de 1 a 20%, tendo sido utilizadas
duas microplacas. O processo foi feito em duplicado, usando-se duas linhas da microplaca
para cada microrganismo a testar. Apds inoculacdo, as microplacas contendo bactérias e
leveduras patogénicas foram incubadas a 37 °C, durante 24 h e 48 h, respetivamente. As
microplacas com leveduras ndo patogénicas, foram incubadas a 30 °C por 48 h. Todas as
placas continham um controlo de esterilidade (meio de cultura ndo inoculado) na décima
segunda coluna e um controlo de crescimento (meio de cultura inoculado sem adicdo de

DMSO) na décima primeira coluna da microplaca.

O crescimento dos microrganismos foi avaliado visualmente e pela medicdo da
densidade 6tica (DO) no leitor de microplacas, a 595 e 625 nm para as bactérias e a 530, 595
e 625 nm para as leveduras. Os resultados obtidos demonstraram que 2% de DMSO né&o
inibia o crescimento dos microrganismos em estudo e, portanto, em todos 0s ensaios

posteriores, utilizou-se um maximo de 2% de DMSO em cada poco.

2.8.2 Screening preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos

Com o intuito de selecionar os extratos com maior potencial antimicrobiano,
realizaram-se ensaios em microplacas de 96 pogos estéreis, para todos o0s 15 extratos numa
concentracdo de 200 pg/mL por pogo, para um volume final de 300 pL, sendo o restante

volume preenchido por meio inoculado. Isto significa que, em cada poco foram colocados
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294 uL de suspensao celular inoculada como indicado anteriormente e 6 pL de extrato a 10
mg/mL dissolvidos em DMSO. Para as leveduras, foram ainda realizados ensaios com uma

concentracdo de extrato de 100 pg/mL por poco, nas mesmas condicdes.

O crescimento dos microrganismos, as condi¢cdes de inoculacdo e os controlos de
esterilidade e crescimento, foram iguais aos referidos no ensaio anterior. Adicionaram-se
ainda um controlo com DMSO e meio ndo inoculado, e um controlo com DMSO e meio
inoculado, na mesma concentragdo do extrato. Todo o procedimento foi realizado em

quadruplicado.

Verificou-se que os extratos de éter de petroleo, acetona e etanol das flores e frutos,
bem como o extrato de acetona das folhas, apresentavam uma inibicdo superior a 30%,

procedendo-se aos ensaios seguintes apenas com estes extratos.

2.8.3 Concentracdo minima inibitéria (MIC) dos extratos

Para a determinacdo da MIC dos extratos em estudo, prepararam-se solucdes de
concentracdo 30 mg/mL em DMSO. De modo a proceder ao ensaio, foram ainda preparados
e autoclavados os meios de cultura MHB e RPMI-1640 com 2% de glicose. Os ensaios foram
realizados em triplicado de forma independente, partindo de diferentes indculos da mesma

estirpe.

Como descrito previamente, o crescimento dos microrganismos foi realizado
inoculando duas a trés colonias em 5 mL do meio de cultura MHB ou RPMI-1640 com 2%
de glicose, para as bactérias e leveduras, respetivamente, e o indculo foi incubado a
temperatura indicada até atingir uma densidade correspondente ao Padrdo de McFarland 0,5.
Este valor foi atingido aproximadamente apds 3 ou 16 h para bactérias e leveduras,

respetivamente. De modo a proceder as analises, este indculo foi diluido 100 vezes.

A MIC do crescimento celular, dos extratos, foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo, através de diluicbes em série duplas, em microplacas de 96 pogos
com um volume total de 300 pL por pogo, conforme o descrito por Rodriguez-Tudela et al.
(2003), com algumas modificacbes. Os extratos foram testados a diversas concentracoes
(2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,5; 75; 150; 300 e 600 pg/mL). As microplacas foram preparadas

como apresentado na Figura A6.2. Na primeira coluna da microplaca de 96 pocgos, foram
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pipetados 6 pL dos extratos a analisar e 294 pL do indculo preparado anteriormente. Nas 9
colunas seguintes, foram colocados 150 pL de meio inoculado em cada pogo. Para as
diluicdes, retiraram-se 150 pL da primeira coluna para a segunda, o indculo foi
homogeneizado, retirou-se 0 mesmo volume da segunda para a terceira coluna, e assim
sucessivamente até & Ultima coluna, onde foi descartado o volume em excesso. As trés
colunas restantes foram utilizadas para o controlo de crescimento (meio de cultura
inoculado), controlo de crescimento com DMSO e controlo de esterilidade (meio de cultura

néo inoculado).

Prepararam-se também placas com controlos de qualidade com o antibiotico
cefotaxima (Alfa Aesar, Kandel, Alemanha), de modo a determinar a MIC desta contra as
estirpes de E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213, segundo o descrito por EUCAST
(2003). Nestas, na primeira coluna foram colocados 7,5 pL do antibiético (a 2560 pg/mL) e
292,5 uL de indculo, e as diluicbes foram realizadas da mesma forma. Estas placas
continham também controlo de crescimento e esterilidade. No caso das leveduras, utilizou-
se o0 antiftngico fluconazol (Sigma-Aldrich, Alemanha), segundo descrito por Arendrup et
al. (2020), a 5120 pg/mL em etanol 50% contra a C. parapsilosis DSM 578 e o procedimento

foi efetuado como indicado anteriormente.

As microplacas foram incubadas a temperatura indicada para cada microrganismo
(30 °C para leveduras ndo patogénicas e 37 °C para bactérias e leveduras patogénicas), por
24 h e 48 h, para bactérias e leveduras, respetivamente. Findo o periodo de incubacéo, o
crescimento foi analisado visualmente e por leitura da absorvancia (a 595 e 625 nm) das
amostras face ao controlo positivo, com o auxilio do leitor de microplacas. A MIC foi
determinada como a menor concentracdo de extrato com capacidade para inibir o

crescimento da estirpe.

2.8.4 Concentracdo minima bactericida (MBC) e fungicida (MFC)

A concentracdo minima bactericida foi determinada atraves do plagueamento de 10
ML do indculo contido nos pogcos sem crescimento, em meio de cultura MHA. As placas
foram incubadas durante 24 h a 37 °C e a MBC foi definida como a menor concentragdo de
extrato que ndo permitiu o desenvolvimento da cultura. O mesmo procedimento foi realizado

para a determinacdo da concentragdo minima fungicida, tendo sido utilizado o meio PDA e
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incubacBes de 48 h a 30 °C para as leveduras ndo patogenicas ou 37 °C no caso das leveduras

patogénicas.

2.9 Anélise estatistica

Todos os ensaios foram realizados, no minimo, em triplicado. Os resultados séo
apresentados como média + desvio padrdo. Apos a confirmacdo da normalidade dos dados,
a analise estatistica foi realizada por testes ANOVA de um fator, com o auxilio do software
IBM SPSS Statistics 27.0 (IBM Corporation, New York, USA). Caso 0s requisitos nédo
fossem cumpridos, efetuava-se o teste paramétrico de comparacfes mdltiplas de Tukey.

Diferencas de p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

28



3. Resultados e Discussao

3.1 Composicao nutricional

A biomassa de folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum foi analisada quanto
ao teor de humidade, matéria inorganica, proteina, lipidos totais e hidratos de carbono. Os
valores obtidos para a composic¢éo nutricional, expressos em percentagem de peso fresco (%
PF) ou peso seco (% PS), sdo apresentados na Tabela 3.1.
Tabela 3.1 - Composi¢ao nutricional das folhas, flores e frutos do funcho-do-mar, expressa em
percentagem de peso fresco (% PF) ou peso seco (% PS). Os dados apresentados correspondem a

média + desvio padrdo de quatro ensaios independentes. Letras diferentes na mesma linha,
representam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Folas | Flores | Frutos
Humidade (% PF) 884+07° 850+01° 868+03°
Matéria inorganica (% PS) | 24.9+08° | 159+03° 196+05°
Proteina (% PS)  46x01% | 83%02° | 71x03°
Lipidos totais (% PS) = 40£01% | 42%01° | 65+05"

Hidratos de carbono (% PS) = 66,5+0,7 2 71,7+04°  66,7+04°2

Os resultados evidenciam semelhancas entre as trés partes da planta, sendo que todas
sdo compostas maioritariamente por agua, seguida de hidratos de carbono, matéria
inorganica, proteina e lipidos, estando de acordo com dados ja registados (Sanchez-Faure et
al., 2020). As folhas demonstraram ser a parte da planta com maior teor de humidade (88,4
+ 0,7% PF) com diferencas estatisticamente significativas das flores (85,0 + 0,1% PF) e dos
frutos (86,8 £ 0,3% PF), 0 que seria de esperar devido ao ambiente hostil em que a planta
cresce, que leva a que as partes comestiveis contenham uma quantidade significativa de agua
(Ciccarelli et al., 2016).

Em comparacdo com dados ja publicados, pode-se verificar que os valores obtidos
para a humidade das folhas sdo semelhantes aos 87% PF registados nos caules de C.
maritimum (Sanchez-Faure et al., 2020) e 87,60% PF registados na planta como um todo
(Renna, 2018). Além disso, outro trabalho avaliou a variacdo da humidade desta planta ao
longo do ano em locais distintos, demonstrando valores entre 86,0 e 92,0% PF (Coiffard et

al., 1992), semelhantes aos obtidos no presente estudo.
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Os valores obtidos sdo também idénticos aos descritos para as partes aéreas de
Carpobrotus edulis (85,2 a 94,3% PF), uma halofita suculenta (Pereira et al., 2023), e para
as folhas de outras halofitas, variando entre 81,2 e 85,8% PF (Barreira et al., 2017). Além
disso, sdo semelhantes ao teor de humidade registado em vegetais folhosos, que varia de
84,3 a 94,7% PF (Slavin & Lloyd, 2012).

Relativamente a percentagem de matéria inorgénica, as folhas apresentaram o0s
valores mais elevados, com 24,9 + 0,8% PS, seguidas dos frutos com 19,6 + 0,5% PS e por
ultimo as flores com apenas 15,9 + 0,3% PS.

O contetdo de cinzas em haldfitas é notavelmente elevado, quando comparado com
outras plantas comestiveis (Barreira et al., 2017). Isto deve-se em grande parte ao ambiente
salino em que crescem e a sua capacidade de reter minerais, refletindo uma concentracao
mineral total significativa (Barreira et al., 2017; Pereira et al., 2023; Sanchez-Faure et al.,
2020). O teor de matéria inorganica obtido para as folhas, flores e frutos desta haléfita foi
mais elevado que o descrito por Sanchez-Faure et al. (2020) em caules da mesma espécie
(11,6% PS). Contudo, sdo semelhantes aos valores descritos para a planta no geral (16,0 a
25,8% PS) e respetivas partes aéreas (23,6% PS) (Coiffard et al., 1992; Pedreiro et al., 2023),
estando também o conteddo de cinza das folhas dentro dos valores publicados por Barreira
et al. (2017) para folhas de haldfitas usadas na cozinha gourmet (23,3 a 31,6% PS).
Resultados semelhantes (entre 18,6 e 32,0% PS) sdo também descritos para o chordo da praia
C. edulis (Pereira et al., 2023; Neves et al., 2021). Outro estudo, refere uma gama mais
alargada (entre 6,11 e 52,7% PS) de valores de cinza em hal6fitas (Diaz et al., 2013).

As flores, apresentaram o maior teor de hidratos de carbono (71,7 = 0,4% PS), sendo
notoria a diferenca para os frutos (66,7 + 0,4% PS) e folhas (66,5 + 0,7% PS), que nao
apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si. Além disso, as flores possuem
também um teor de proteina de 8,3 £ 0,2% PS, significativamente superior ao dos frutos (7,1
+ 0,3% PS) e das folhas (4,6 £ 0,1% PS).

O armazenamento de hidratos de carbono em halofitas desempenha um papel crucial
na regulacdo osmatica, funcionando como uma estratégia adaptativa, especialmente em
ambientes sujeitos a altos niveis de salinidade, com temperaturas elevadas e menor
quantidade de agua (Pereira et al., 2023). Analisando os resultados ja publicados, verifica-

se que nas determinacdes do perfil nutricional realizadas por outros autores, o teor de
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hidratos de carbono ndo foi avaliado, focando-se apenas nas restantes classes de
biomoléculas (Barreira et al., 2017; Pedreiro et al., 2023). Os valores obtidos neste trabalho
estdo de acordo com os descritos para os caules desta espécie (69,5% PS) (Sanchez-Faure et
al., 2020) e para as partes aereas de C. edulis (61,4 a 78,5% PS) colhido no Algarve (Pereira
et al., 2023) e na zona Oeste de Portugal (Neves et al., 2021).

Relativamente ao teor de proteina, os valores obtidos neste estudo s&o considerados
baixos, ja que as haldfitas sdo conhecidas por serem fontes ricas deste macronutriente (Attia-
Ismail, 2015; Pedreiro et al., 2023). Na verdade, o teor de proteina nas flores, folhas e frutos
de C. maritimum foi inferior ao descrito anteriormente por Sanchez-Faure et al. (2020), que
registaram 11,6% PS para os caules de funcho-do-mar. No entanto, Martins-Noguerol et al.
(2022) referem teores de proteina em folhas de C. maritimum, recolhidas em 4 locais
distintos, entre 3,8 a 6,2% PS, em linha com os valores obtidos neste trabalho. Estes autores
avaliaram também o conteddo de proteina das folhas desta planta sob condi¢des étimas de
crescimento, tendo obtido um valor notavelmente maior (10,2% PS), proximo do registado
para outras haldfitas (Attia-Ismail, 2015). Além disso, outros estudos referem também
valores préximos dos obtidos (8,0% PS) para as partes aéreas de C. maritimum (Pedreiro et
al., 2023).

Quando comparado com dados publicados para outras halofitas, observa-se alguma
discrepancia entre os estudos. O teor de proteina descrito para as partes aéreas de C. edulis
variou entre 1.6 e 6.2% PS (Pereira et al., 2023; Neves et al., 2021), enquanto em haldéfitas
usadas na cozinha gourmet, os valores sdo ligeiramente superiores, entre 5,20 e 13,2% PS
(Barreira et al., 2017). Da mesma forma, outros estudos referem conteudos proteicos em
diferentes espécies de halofitas entre 6,6% PS (Zygophyllum album) e 20,7% PS (Atriplex
repanda), acima dos registados neste trabalho (Attia-Ismail, 2015; Diaz et al., 2013).

Como se pode obervar na Tabela 3.1, o contetido de lipidos foi significativamente
mais elevado nos frutos (6,5 + 0,5% PS), em comparagdo com as folhas e flores que
apresentam valores proximos entre si (4,0 + 0,1% PS e 4,2 £ 0,1% PS, respetivamente). Esta
diferenga era expectavel, visto que os frutos de C. maritimum sdo constituidos
essencialmente pela semente e por uma pequena quantidade de polpa. As sementes,
geralmente séo a parte da planta onde os lipidos, como 6leos e gorduras, estdo armazenados

para auxiliar na germinagao e no crescimento inicial da planta (Kim, 2020).
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Estes resultados séo coerentes com o descrito na literatura. Por exemplo, Pedreiro et
al. (2023) referem um teor de lipidos de 5,8% PS nas partes aéreas de C. maritimum,
enquanto Sanchez-Faure et al. (2020) apontam para valores de 3,0% PS nos caules desta
planta. Outros autores registaram teores de lipidos mais baixos noutras espécies de halofitas,
nomeadamente entre 0,6 e 1,9% PS nas partes aéreas de C. edulis (Pereira et al., 2023; Neves
etal., 2021) e entre 1,20 e 2,85% PS em plantas usadas na cozinha gourmet (Barreira et al.,
2017). Mais uma vez, o teor de lipidos € também relativamente baixo, uma vez que as

halofitas tendem a acumular minerais, para lidar com as condi¢es salinas.

A composicao nutricional € influenciada pela conjugacdo de uma série de fatores,
como o nivel de salinidade do ambiente em que a planta cresce, uma vez que a salinidade
pode afetar a absorcdo de nutrientes, levando a acumulacdo de sais e modificando a
concentracdo de nutrientes essenciais na planta (Barreira et al., 2017; Diaz et al., 2013;
Pereira et al., 2023; Sanchez-Faure et al., 2020). Além disso, a disponibilidade de agua, que
pode ser escassa em ambientes costeiros, influencia a capacidade da planta de absorver estes
nutrientes (Diaz et al., 2013). Alguns estudos comprovam também que a fase de crescimento
da planta, bem como a parte da planta analisada, séo fatores cruciais, podendo apresentar
variacdes significativas em termos de perfil nutricional (Attia-Ismail, 2015; Diaz et al., 2013;
Neves et al., 2021; Pereira et al., 2023). Outros autores destacam o impacto de fatores
sazonais, como variagfes na luz solar e temperatura, comprovando a variacdo dos varios
macronutrientes ao longo do ano (Attia-Ismail, 2015; Diaz et al., 2013; Pereira et al., 2023).
Outros aspetos que tém influéncia sdo as condi¢bes de crescimento (habitat natural ou
condicdes controladas) (Martins-Noguerol et al., 2022) e o tipo de solo, que condiciona a
disponibilidade de nutrientes (Coiffard et al., 1992; Martins-Noguerol et al., 2022; Pereira
et al., 2023). Para além destes, também a metodologia selecionada para a quantificagcdo
destes macronutrientes pode influenciar os resultados finais, destacando a importancia de

abordagens consistentes.

No geral, os dados obtidos na anélise da composicao nutricional das folhas, flores e
frutos de C. maritimum, séo consistentes com os valores publicados na literatura. No caso
das flores e frutos, estes resultados assumem uma relevancia significativa, dada a escassez
de estudos que investigam minuciosamente os seus perfis nutricionais. Ainda assim, é

importante notar que, em quase todos os parametros analisados, ha uma notavel disparidade
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de resultados na literatura cientifica, destacando a necessidade de pesquisas adicionais para

esclarecer e padronizar os valores nutricionais associados a esta haldfita.

3.2 Perfil de &cidos gordos

O perfil de acidos gordos (AG) de folhas, flores e frutos de C. maritimum,
determinado por cromatografia gasosa, esta presente na Tabela 3.2. Quando se compara a
concentracdo absoluta de &cidos gordos nas vérias partes da planta, verifica-se que os frutos
apresentaram o valor mais alto (59,3 pug/mg PS, correspondente a 5,93% de PS), o que €é
coerente com os resultados do teor lipidico dos frutos, que foi maior do que o das folhas e
flores. Nos frutos, os lipidos sdo constituidos principalmente por triacilglicer6is (Lu et al.,
2020), sendo o valor total de acidos gordos (pg/mg) muito semelhante ao da percentagem
de lipidos totais. J& nas folhas e flores, a disparidade entre estes valores pode dever-se a
maior concentracao de pigmentos apolares, como clorofilas e carotenoides, que também sao

extraidos na quantificacdo dos lipidos totais (Mortensen, 2006).

Quando se avalia a percentagem relativa dos varios acidos gordos identificados,
verifica-se que todas as partes da planta sdo constituidas maioritariamente por acidos gordos
insaturados (MUFA e PUFA), que em conjunto, representam 88,90% do total de &cidos
gordos nos frutos, acima do registado para as flores (74,52%) e para as folhas (66,55%). As
flores e as folhas sdo particularmente ricas em acidos gordos polinsaturados (PUFA), que
constituem mais de 50% do total de &cidos gordos. Contrariamente, os frutos contém
essencialmente acidos gordos monoinsaturados (MUFA) com 60,95 + 0,76% do total de
acidos gordos. Os &cidos gordos saturados (SFA) estdo presentes maioritariamente nas
folhas (33,45 + 0,44% do total de AG).

Numa perspetiva geral, apesar de serem constatadas algumas similaridades entre as
trés partes da planta, quando observado mais pormenorizadamente, sdo visiveis diferencas
nitidas entre ambas as partes, nomeadamente nos acidos gordos mais abundantes e respetivas

concentragoes.

33



Tabela 3.2 - Perfil de &cidos gordos das folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum L, expresso
em percentagem de area total (% Total AG) e micrograma por miligrama de peso seco (ug/mg PS).

Os dados sao apresentados como média + desvio padréo de trés amostras independentes.

Folhas Flores Frutos
% Total AG ug/mg PS % Total AG pg/mg PS % Total AG pug/mg PS
SFA
C12:0 0,45+0,29 0,077 £ 0,064 0,066 = 0,03 0,011 + 0,005 0,02 £ 0,01 0,013 £ 0,008
C14:0 2,49 £ 0,09 0,429 £ 0,019 0,547 £ 0,003 0,142 £ 0,008 0,27 £ 0,01 0,131 £0,042
C15:0 0,22 £ 0,06 0,030 £ 0,004 0,18+ 0,01 0,048 £ 0,005 0,11 £ 0,00 0,055+0,019
C16:0 18,53+ 0,18 3,21+0,13 17,57+ 0,10 4,57+0,27 8,89+ 0,12 4,359 + 1,44
C17:0 0,25+ 0,01 0,043 £ 0,001 0,225 £ 0,003 0,059 + 0,004 0,12+0,00 0,058 + 0,020
C18:0 7,97 + 0,08 1,377 + 0,062 3,54 £ 0,02 0,918 £0,051 0,42 £0,03 0,200 + 0,080
C20:0 1,43 £0,02 0,246 +0,011 0,72 £ 0,01 0,186 0,014 0,28 £ 0,01 0,134+ 0,044
C24:0 2,12+0,07 0,364 £ 0,006 2,64 £ 0,02 0,684 £ 0,038 1,00 £ 0,02 0,49 £0,16
MUFA
Cl15:1 0,32+ 0,05 0,059 + 0,006 0,17 +0,02 0,043 £ 0,008 0,07 £ 0,01 0,035+0,016
Cl6:1 1,43 £0,26 0,220+ 0,018 0,27 £ 0,01 0,067 £ 0,004 0,16 £ 0,01 0,076 £ 0,026
Cl17:1 0,22 +0,01 0,039 £ 0,002 0,53+ 0,01 0,138 0,010 0,07 £ 0,02 0,040 £ 0,012
C18:1n-9 2,03 £0,07 0,355+£0,013 3,43 +£0,03 0,889 £ 0,043 50,1 £1,0 29,7£2,0
Cl18:1 n-7 0,44 £ 0,05 0,072 £ 0,008 0,52+ 0,01 0,134 £ 0,007 0,48 £ 0,06 0,24 £ 0,06
C22:1n-9 6,62 £ 0,07 1,139 £ 0,052 10,04 £0,17 2,61£0,16 7,05+£0,30 3,43 +£1,05
C24:1 n-9 2,63 £0,07 0,456 £0,015 4,12 £ 0,06 1,074 £ 0,076 3,07 +£0,03 1,51 +£0,51
PUFA
C16:3 n-4 0,33+0,01 0,057 £+ 0,002 0,07 £ 0,01 0,015 £ 0,003 0,07+ 0,00 0,033 + 0,009
C18:2n-6 29,47 +0,39 5,11 +0,33 45,25+ 0,24 11,77 £ 0,64 23,70 + 0,50 11,6 £3,8
C18:3 n-3
(ALA) 22,50+ 0,36 3,90+ 0,24 8,54+ 0,04 2,22+£0,12 2,67+0,10 1,30+ 0,41
Cig§£3 0,56 £ 0,04 0,091 £ 0,001 1,58 £0,02 0,406 £ 0,025 1,51 £0,02 0,74 £0,25
Total 17,3+£0,9 26,0+ 1,5 59,3+33
SFA 33,45+ 044 25,48 +£0,11 11,10+ 0,14
MUFA 13,69 + 0,30 19,08 + 0,20 60,95+ 0,76
PUFA 52,86 + 0,63 55,44 £0,27 27,95 + 0,62
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n-3
n-6

n-3/n-6

h/H
Al

TI

23,07 £ 0,35 10,12 £ 0,04 4,18+£0,12
29,47 + 0,39 45,25+ 0,24 23,70 + 0,50
0,78 £0,01 0,22 + 0,00 0,176 = 0,001
2,57+ 0,06 3,16+ 0,03 8,35+ 0,16
1,247 + 0,020 0,992 + 0,007 0,405 + 0,006
0,317 = 0,005 0,345 £ 0,002 0,174 £ 0,002

Nota. SFA — &cidos gordos saturados; MUFA — &cidos gordos monoinsaturados; PUFA — &cidos
gordos polinsaturados; n-3 — acidos gordos émega 3; n-6 — acidos gordos 6mega 6; n-3/n-6 — razdo
de acidos gordos Omega 3/émega 6; h/H - razdo de acidos gordos

hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos; Al - indice aterogénico; Tl - indice trombogénico.

Assim, nas folhas, os principais acidos gordos encontrados foram os cidos linoleico
(C18:2n-6) e a-linolénico (C18:3 n-3 (ALA)), dois AG polinsaturados, com valores de 29,47
+ 0,39% e 22,50 + 0,36% do total de AG, respetivamente, seguidos dos &cidos gordos
saturados C16:0 (acido palmitico) com valor de 18,53 + 0,18% e C18:0 (acido estearico)
com 7,97 + 0,08%. Os &cidos gordos monoinsaturados presentes em maior quantidade foram
0s &cidos erucico (C22:1 n-9) e nervonico (C24:1 n-9), com valores de 6,62 + 0,07% e 2,63
+0,07% do total de AG, respetivamente. Seguem-se os acidos miristico (C14:0), lignocérico
(C24:0) e oleico (C18:1 n-9) com quantidades na ordem dos 2% do total de AG e 0,4 pg/mg
PS. Os acidos araquidico (C20:0) e palmitoleico (C16:1) apresentaram valores muito
préximos entre si (1,43% do total de AG). Os restantes AG sdo constituintes minoritarios,

com percentagens inferiores a 1%.

O foco de muitas pesquisas tem sido nas folhas, sendo o érgdo mais investigado em
estudos sobre compostos lipidicos. Martins-Noguerol et al. (2022) avaliaram o perfil de
acidos gordos das folhas de funcho marinho colhidas em cinco locais distintos e obtiveram
resultados em conformidade com os do presente trabalho. No entanto, estes autores
observaram uma variagao nos dois principais acidos gordos predominantes (linoleico e o a-
linolénico) consoante o local de recolha. Essas variagOes sugerem a influéncia de fatores
ambientais na composi¢éo lipidica, destacando a importancia de considerar a localizacdo

geografica ao avaliar o perfil de acidos gordos. O mesmo resultado, relativamente aos trés
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principais &cidos gordos, foi relatado em Sanchez-Faure et al. (2020) para os caules desta
haléfita, e em Oliveira-Alves et al. (2023) e Maoloni et al. (2021) para a planta toda.

A semelhanca das folhas, nas flores o acido gordo mais abundante é o linoleico
(C18:2 n-6), no entanto, a sua concentracao nesta parte da planta (45,25 + 0,24% do total de
AG) foi quase o dobro da registada nas folhas. Dentro dos cinco acidos gordos detetados em
maior quantidade, estdo também os &cidos palmitico (C16:0), ertcico (C22:1 n-9), ALA
(C18:3 n-3) e nervoénico (C24:1 n-9) com concentracdes de 17,57 + 0,10% (4,57 = 0,27
pug/mg PS), 10,04 + 0,17% (2,61 + 0,16 ug/mg PS), 8,54 + 0,04% (2,22 + 0,12 ug/mg PS) e
4,12 £ 0,06% (1,074 + 0,076 pug/mg PS), respetivamente. Outros &cidos gordos como o
estearico (C18:0), o oleico (C18:1 n-9), o lignocérico (C24:0) e o EPA (C20:5 n-3), foram
detetados com valores entre 0s 4 e 2%. Além destes, estdo presentes outros AG em
quantidades vestigiais (abaixo de 1%). O mesmo resultado, em termos dos dois principais
acidos gordos (linoleico e palmitico), foi relatado por Primitivo et al. (2022) para flores de

Helichrysum italicum, ainda que em quantidades notoriamente menores.

Por ultimo, contrariamente as folhas e flores, onde 0o MUFA mais abundante € o acido
erucico (C22:1 n-9), os frutos possuem uma elevada concentragdo (50,1 + 1,0% do total de
AG) de &cido oleico (C18:1 n-9), bastante superior aos valores registados nas outras partes
da planta. O &cido linoleico (C18:2 n-6) é o PUFA mais abundante nos frutos (23,70 +
0,50%), que apesar de, em termos percentuais corresponder a metade do valor encontrado
nas flores, tem uma concentragéo absoluta similar (11,6 £ 3,8 ug/mg PS). Tal como acontece
nas folhas e flores, o acido palmitico (C16:0) é o AG saturado (8,89 + 0,12%, 4,359 + 1,44
pg/mg PS) mais abundante nos frutos. Outros AG presentes em quantidades consideraveis
foram os &cidos erucico (C22:1 n-9) e nervénico (C24:1 n-9). No que se refere aos AG
essenciais Omega 3, verificou-se que o teor de ALA registado nos frutos (2,67 + 0,10%, 1,30
+ 0,41 pg/mg PS) foi claramente inferior aos valores das folhas e flores. No entanto, os frutos
foram a parte da planta com maior concentragdo de EPA (C20:5 n-3), ainda que corresponda
apenas a 1,51 + 0,02% do total de AG (0,74 + 0,25 pg/mg PS). Detetaram-se ainda outros
AG minoritarios nos frutos dos quais se destaca o &cido lignocerico (C24:0) com valores de
0,49 £ 0,16 pg/mg PS (1,00 £ 0,02% do total de AG).

Na bibliografia consultada, ndo héa registos disponiveis sobre a composic¢ao de acidos
gordos presentes nas flores e frutos de C. maritimum. O presente trabalho, preenche essa
lacuna ao detalhar pela primeira vez essa informacdo. Porém, no estudo de Araus et al.
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(2021), onde avaliaram o efeito de diferentes niveis de salinidade no perfil de acidos gordos
de sementes de Salicornia europaea, foi verificado que independentemente desse fator, os
trés principais acidos gordos sdo os acidos linoleico, oleico e palmitico. Contudo, € visivel
uma discrepancia significativa no que diz respeito a proporcao entre os acidos linoleico e
oleico, uma vez que estes autores revelam uma predominéncia do acido linoleico sobre o
oleico, contrariamente ao obtido neste trabalho. Esta diferenca pode ser explicada pela

variacao entre as espécies, a parte da planta analisada e as condi¢des de crescimento.

Neste trabalho, o funcho marinho revelou-se uma fonte promissora de &cidos gordos
benéficos para a nutricdo, destacando-se pela presenca de PUFA. Estes sdo reconhecidos
como compostos bioativos com propriedades antifungicas, capazes de inibir a progressao de
condicBes como a aterosclerose e a formacao de células cancerigenas (Martins-Noguerol et
al., 2022). Nesses acidos gordos, componentes essenciais na dieta humana (Araus et al.,
2021), estdo incluidos os acidos gordos linoleico (LA) e a-linolénico (ALA). Estes AG
desempenham papéis fundamentais no organismo, intervindo em diversas funcdes
fisioldgicas, contudo, o corpo humano ndo possui a capacidade de os sintetizar (Martins-
Noguerol et al., 2022). Isto destaca a importancia de incorporar fontes alimentares ricas

nesses acidos gordos na dieta, uma vez que desempenham funcgdes vitais para a saude.

O acido gordo a-linolénico (ALA), ndo s6 demonstra atividades antinflamatorias e
antitrombdticas (Martins-Noguerol et al., 2022), como também sobressai por ser um
precursor fundamental de outros acidos gordos 6émega 3, nomeadamente dos &cidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) (Sanchez-Faure et al., 2020), que sdo
pouco frequentes em plantas terrestres (Barreira et al., 2017). Isto ocorre porgque, embora o
corpo humano seja incapaz de sintetizar o acido gordo ALA, possui enzimas (como as
elongases e as desaturases) que catalisam a conversdo desse acido gordo de 18 carbonos para
variantes de 20, 22 e 24 carbonos (Dyall, 2015). O consumo de alimentos ricos em ALA é
associado a diversos beneficios para a salde (Sanchez-Faure et al., 2020), destacando a
importancia de escolhas alimentares equilibradas e ricas em acidos gordos essenciais. Neste
contexto, quando comparadas com as restantes partes da planta, as folhas de C. maritimum
revelaram teores mais elevados de acido a-linolénico, fortalecendo a perspetiva promissora

dessa halofita como uma fonte alimentar benéfica para a satde.

O é&cido linoleico é um &cido gordo essencial, pertencente a familia dos &cidos gordos
Omega 6, que desempenha um papel crucial no organismo humano, sendo essencial para o
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bom desempenho de varias fungGes fisioldgicas, nomeadamente na regulagdo do sistema
imunologico e na resposta inflamatoria (Guil et al., 1996; Oliveira-Alves et al., 2023). Além
disso, é precursor de outros acidos gordos importantes, como o acido araquidénico (C20:4
n-6) (Guil et al., 1996). Ja o &cido oleico, € um acido gordo monoinsaturado que desempenha
um papel significativo na saide humana. Este acido gordo é comumente encontrado em
fontes alimentares como 6leos de plantas (Guil-Guerrero & Rodriguez-Garcia, 1999),

conferindo ao funcho marinho uma riqueza nutricional devido a sua presenca.

A qualidade nutricional do perfil lipidico do C. maritimum, foi avaliada em termos
de quantidade total de acidos gordos n-3 (6mega 3) e n-6 (6mega 6), relacao entre estes (n-
3/n-6), razdo de acidos gordos hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos (h/H) e dos
indices Al (Indice aterogénico) e T (indice trombogénico), cujos resultados estdo também

apresentados na Tabela 3.2.

Todas as partes da planta demonstraram ser maioritariamente ricas em acidos gordos
n-6 (tendo razdes n-3/n-6 inferiores a 1), com especial destaque para as flores que
apresentaram uma quantidade de 45,25 + 0,24% do total de AG. Por outro lado, as folhas
apresentaram maior concentracdo de n-3 que as restantes partes, atingindo um valor de 23,07
+ 0,35% do total de AG, mais do dobro do obtido nas flores. Os frutos revelaram ser os mais
pobres, tanto em acidos gordos n-6 como em acidos gordos n-3. Na relacdo entre n-3/n-6, o
maior valor foi registado nas folhas (0,78 + 0,01) e o menor nos frutos (0,176 + 0,001). Em
termos de razdo de acidos gordos hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos foram obtidas
altas proporcdes, sendo que os frutos apresentaram a maior (8,35 £ 0,16) e a mais pequena
foi alcancada nas folhas (2,57 + 0,06). Os indices aterogénico e trombogénico revelaram
valores baixos, variando desde 0,405 + 0,006 nos frutos a 1,247 + 0,020 nas folhas e 0,174

+ 0,002 nos frutos a 0,345 £ 0,002 nas flores, respetivamente.

Os acidos gordos n-3 sdo reconhecidos pelo seu impacto positivo na satde humana,
contribuindo para a prevencao de diversas doencas cardiovasculares, como a trombose e a
arteriosclerose (Guil et al., 1996). Em termos nutricionais, geralmente sdo mais favoraveis
perfis de AG que contenham uma quantidade significativa de acidos gordos n-3, devido as
suas propriedades antibacterianas, anti-inflamatdrias e antioxidantes (Barreira et al., 2017).
A avaliagdo da qualidade dos &cidos gordos nos alimentos baseia-se na relagéo entre os
O0mega 3 e dmega 6, onde um valor mais elevado nessa proporc¢éo indica maior qualidade
nutricional (Guil et al., 1996). A relagdo h/H, que avalia a influéncia de acidos gordos
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especificos no colesterol, € util na compreensdo dos efeitos dos mesmos na saude
cardiovascular. Acidos gordos hipocolesterolémicos tém a capacidade de reduzir os niveis
de colesterol-LDL, frequentemente referido como mau colesterol (Patarra, 2008). Essa
reducdo € benéfica, pois altos niveis deste colesterol estdo associados a um maior risco de
doengas cardiovasculares. Por outro lado, &cidos gordos hipercolesterolémicos tém o
potencial de elevar os niveis de colesterol-LDL (Patarra, 2008), o que é considerado
desfavoravel para a salde cardiovascular. Deste modo, é recomendavel um valor mais

elevado neste parametro.

Dado o impacto dos PUFA nas condicdes cardiacas, a avaliacdo da qualidade lipidica
em relacdo aos beneficios para a satde envolve o uso de indices. O Al revela a relagdo entre
0s SFA (associados a aterosclerose) e os insaturados (protetores), sendo benéfico um valor
mais reduzido. Ja o TI é determinado pela relacéo entre os acidos gordos considerados pré-
trombogénicos, ou seja, aqueles que tém maior propensdo para desencadear a coagulacédo
sanguinea, e os acidos gordos antitrombogénicos, que tém um papel mais preventivo nesse
processo. Essa relacdo indica a tendéncia a coagulagdo sanguinea, sendo valores baixos
desejaveis para prevenir doencas cardiovasculares (Barreira et al., 2017; Sanchez-Faure et
al., 2020).

De um modo geral, a analise do perfil lipidico das folhas apresentada neste trabalho
esta de acordo com as descri¢des fornecidas por outros autores para a mesma parte da planta
(Kraouia et al., 2023; Martins-Noguerol et al., 2022). Martins-Noguerol et al. (2022)
analisaram a composicao das fracdes lipidicas de folhas liofilizadas, recolhidas em cinco
locais distintos e indicaram que o perfil de acidos gordos era PUFA (46,4 a 64,0%) > SFA
(24,0 a 31,7%) > MUFA (4,3 a 25,4%). O mesmo resultado foi relatado por Kraouia et al.
(2023) em relacéo & predominéncia de PUFA, seguido por SFA e MUFA. Adicionalmente,
0 estudo realizado por estes autores destaca uma variagéo significativa na relagdo n-3/n-6,
variando de 0,1 a 1,6% nas folhas desta planta. Esses resultados coincidem com o observado
por outros autores, que registaram uma razdo n-3/n-6 de 1,10% nos caules desta mesma
halofita (Sanchez-Faure et al., 2020). No entanto, no que diz respeito aos indices Al e Tl,
Sanchez-Faure et al. (2020) referiram valores mais baixos (0,29 e 0,17, respetivamente). Ja
Barreira et al. (2017) descrevem valores mais altos de n-3/n-6 e indices Al e Tl ligeiramente
menores nas folhas de outras hald6fitas, possivelmente resultado de uma maior presenca de
ALA.
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Ao comparar 0s teores de acidos gordos de flores de diferentes espécies, pode-se
verificar que as flores de C. maritimum s&o uma fonte de &cidos gordos nutricionalmente
importantes. O estudo realizado por Primitivo et al. (2022) analisou o perfil de acidos gordos
de flores de H. italicum. Os resultados mostraram que, em comparagdo com as flores de C.
maritimum, as flores de H. italicum tinham niveis mais baixos de PUFA e MUFA e niveis
mais elevados de SFA, bem como maiores valores de h/H, e indices Al e Tl mais baixos.

Apesar da auséncia de estudos sobre a composicdo de AG dos frutos de funcho
marinho, Kraouia et al. (2023) referiram que as sementes desta planta apresentavam uma
quantidade consideravelmente superior de MUFA, comparativamente com PUFA e SFA.
Considerando os parametros nutricionais avaliados neste trabalho, os frutos destacaram-se
das outras partes da planta por apresentarem valores de h/H, Al e Tl mais promissores. Isto
sugere que a inclusdo dos frutos de C. maritimum na alimentacdo pode ser especialmente
benéfica para a prevencdo de doencas cardiovasculares, oferecendo uma alternativa nutritiva

e equilibrada em termos de composicao de acidos gordos.

3.3 Quantificacdo de clorofila e carotenoides

Os pigmentos fotossintéticos naturais, como as clorofilas e carotenoides,
desempenham um papel crucial na coloracdo das plantas, conferindo tonalidades verde e
laranja/amarela, respetivamente. Além disso, exercem também funcdes fundamentais em
termos fisioldgicos, atuando como pré-oxidantes no caso das clorofilas e como antioxidantes

no caso dos carotenoides (Barreira et al., 2017; Sousa et al., 2022).

Os resultados da quantificacdo de clorofilas (a e b) e carotenoides (xantofilas e

carotenos) das folhas, flores e frutos de funcho marinho, sdo apresentados na Tabela 3.3.

A analise dos resultados revela que, no geral, as folhas apresentam os valores mais
elevados de todos os pigmentos em estudo, com concentragdes de 855,8 + 6,0 pug/g PS, 236,5
+ 2,1 pg/g PS e 258,0 £ 2,0 pg/g PS, para clorofila a, clorofila b e carotenoides,
respetivamente. Por outro lado, os frutos apresentam os menores teores, com valores de
132,0 = 1,6 ng/g PS, 43,1 £ 1,0 ug/g PS e 63,6 £ 0,7 pug/g PS, respetivamente, sendo
confirmada a existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre as trés partes da

planta analisadas. Além disso, é possivel verificar que, em todas as partes da planta, a
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clorofila a € o pigmento mais abundante (com cerca de trés vezes mais quantidade que a
clorofila b), sequida dos carotenoides e por ultimo a clorofila b. Em termos de percentagem
relativa, a quantidade de carotenoides nas flores e frutos (aproximadamente 25% do total de
pigmentos) é mais elevada que a observada nas folhas (inferior a 20%).

Tabela 3.3 - Concentracao de clorofila e carotenoides das folhas, flores e frutos do funcho marinho,
expressa em micrograma por grama de peso seco (ug/g PS). Os dados sdao apresentados como média

* desvio padréo de trés amostras independentes. Para cada pigmento, letras distintas representam
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Folhas Flores Frutos

Clorofila a (ug/g PS) 855,8 + 6,0 @ 1975+4,6° 132,0+1,6°

Clorofilab (ug/g PS) | 236,5+2,1% 56,8 +2,4° 431+1,0°

Xantofilas e

a b c
Carotenos (pg/g PS) 258,0£2,0 861+11 63,6 +0,7

Analisando estudos previamente publicados, observa-se que a proporc¢éo de clorofila
a e clorofila b determinada é semelhante a descrita na literatura para a parte comestivel da
planta, através de uma extracdo idéntica (Renna et al., 2017). Estes autores avaliaram ainda
o efeito do processo de liofilizacdo da biomassa no teor de clorofila, que resultou numa

diminuicdo (superior a 40%) da sua concentragao.

Em folhas de haldfitas usadas na cozinha gourmet, Barreira et al. (2017) referem
quantidades relativas destes pigmentos muito distintas das obtidas no presente trabalho,
sendo os pigmentos mais abundantes os carotenoides. Esta diferenca nas percentagens
relativas destaca a influéncia de diferentes fatores, entre eles a espécie da planta.

E ainda importante notar que, ao considerar-se a soma dos valores obtidos neste
trabalho na quantificacdo das clorofilas e carotenoides para as trés partes da planta
(aproximadamente 1521,7 e 407,7 pg/g PS, respetivamente), estes resultados estdo
notavelmente proximos dos valores obtidos por Sousa et al. (2022), que determinaram
concentracdes de 1092 mg/kg PS de clorofila e 470 mg/kg PS de carotenoides na planta
como um todo. Esta concordéncia de resultados sugere que, apesar das diferencas nas partes
da planta analisadas, os dados deste trabalho s&o consistentes com a concentracdo destes
pigmentos na haldfita, indicando que cada parte da planta contribui de forma significativa

para a concentracdo geral destes na planta inteira. Além disso, a similaridade entre o valor
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obtido por Sousa et al. (2022) para a clorofila total da planta e o registado para as folhas no
presente trabalho sugere que a concentracdo de clorofila nas folhas de C. maritimum
contribui de maneira substancial para a sua concentracdo geral na planta inteira, destacando
a importancia das folhas na acumulacao deste pigmento. Contudo, ndo se conhecem dados
publicados referentes a quantidade de clorofila a, clorofila b e carotenoides presentes nas
flores e frutos desta espécie.

Os resultados alcancados na andlise destes trés pigmentos, especialmente no contexto
das flores e frutos desta hal6fita, assumem uma importancia substancial devido a auséncia
de bibliografia. A maioria dos estudos ja publicados sobre estes topicos demonstram uma
variacdo consideravel nos resultados obtidos, tendo em conta que a quantificacdo de
pigmentos pode ser influenciada por diversos fatores. Primeiramente, os diferentes métodos
de extracdo, incluindo a escolha do solvente, o tempo e a intensidade do processo de
extracdo, que podem afetar a eficiéncia da extracdo dos pigmentos, resultando em valores
divergentes. Também os métodos de analise, podem oferecer resultados ligeiramente
diferentes devido a sensibilidade e especificidade de cada técnica. Além disso, a utilizacdo
de biomassa proveniente de diferentes locais e colhida em épocas do ano distintas pode
desempenhar um papel importante, devido aos fatores ambientais, como a salinidade do solo,
a quantidade de luz solar, a temperatura e a disponibilidade de agua, que influenciam a
concentracdo de pigmentos na planta. Outro fator significativo é a forma como é armazenada
a biomassa, visto que a exposicdo prolongada a luz, ao oxigénio e ao calor pode causar a
degradacdo dos pigmentos, influenciando os resultados da andlise. Por ultimo, a parte da
planta que é utilizada para a analise também é relevante, pois podem apresentar perfis de

pigmentos distintos, devido as diferentes fun¢des que desempenham.

A quantificacdo de pigmentos apresenta alguns desafios consideraveis. Um dos
principais obstaculos reside no manuseamento necessario para obtencéo da biomassa seca e
0 seu armazenamento, que levam a que os pigmentos sejam expostos a luz e a temperaturas

que afetam a sua estabilidade, podendo levar & degradacdo dos mesmos.

3.4 Extracédo sequencial da biomassa

Tendo em vista a pesquisa de compostos bioativos presentes nas diferentes partes do

C. maritimum, realizaram-se extracfes sequenciais da respetiva biomassa. Comecgou-se com
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0 éter de petrdleo, obtendo-se um extrato constituido essencialmente por compostos muito
apolares. Depois a biomassa remanescente foi extraida com acetona, depois com etanol,
mistura etanol-agua e por fim com agua (muito polar). Desta forma obtiveram-se cinco
extratos de cada parte da planta. Na Tabela 3.4 estdo indicados os rendimentos de extracdo
obtidos (% PS).

Tabela 3.4 - Rendimento da extracdo sequencial de folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum
L com os diferentes solventes, expresso em percentagem (%).

e?('??:(;grl?)e(rgz) Igg) Folhas Flores Frutos
Eter de petréleo 1,50 1,63 3,33
Acetona 1,27 1,60 2,97
Etanol 4,61 4,43 4,77
Etanol:Agua (1:1) 19,46 14,86 15,76
Agua 13,32 11,80 9,28

Os resultados revelam claramente um aumento no rendimento quando usados
solventes mais polares (etanol:dgua e agua), atingindo valores superiores nas folhas.
Contudo, nas extragdes com solventes mais apolares, como o éter de petrdleo e a acetona, 0

rendimento foi superior nos frutos.

Estes resultados sdo coerentes com a bibliografia. O estudo de Pereira et al. (2017)
compara o rendimento de extratos aquosos de diferentes partes da planta, revelando que o
rendimento das folhas foi superior ao das flores. De notar também que, outros autores
observaram um aumento no rendimento com o aumento da polaridade do solvente, sugerindo
uma maior presenca de compostos polares na biomassa de C. maritimum (Aleman et al.,
2019; Hulkko et al., 2023).

O éter de petréleo, como solvente apolar, é particularmente eficaz na extragdo de
compostos lipofilicos, como ceras, 6leos, carotenoides e outros componentes ndo polares. A
acetona e o etanol, solventes moderadamente polares, sdo mais eficientes na extracdo de
compostos organicos parcialmente polares, incluindo alcaloides, pigmentos, flavonoides e
outros compostos fendlicos. A mistura etanol:dgua é adequada para extrair compostos mais
hidrofilicos, como compostos glicosilados e polissacarideos. Por fim, a 4&gua é utilizada para

extrair componentes altamente hidrossoliveis, como sais minerais, alguns amino&cidos e

43



acucares (Roopashree & Naik, 2019; Wanyo et al., 2016; Q. Xu et al., 2021). Esta sequéncia
de solventes permite a obtencdo de uma gama abrangente de compostos, refletindo a

diversidade quimica presente na biomassa desta haléfita.

3.5 Conteudo fendlico total (TPC)

O método de Folin-Ciocalteu quantifica todos os compostos fendlicos presentes na
amostra e é amplamente utilizado devido a sua simplicidade. Os resultados obtidos para o
conteddo fendlico total das folhas, flores e frutos de C. maritimum, determinado por este
método, estdo apresentados na Tabela 3.5. Ao analisar os resultados, é possivel verificar que
0s compostos fenolicos foram extraidos em maior quantidade com solventes de polaridade
média-alta (etanol e etanol:agua), capazes de solubilizar compostos mais polares. Os valores
mais altos foram registados nos extratos etanolicos das flores (254 + 15 ug EAG/mg) e das
folhas (164 + 15 ug EAG/mg). Em oposicdo, os extratos de éter de petréleo foram os que
apresentaram menor teor de compostos fendlicos, variando de 11,7 + 2,3 ug EAG/mg nos
frutos a 16,2 + 2,6 pg EAG/mg nas folhas. Foram observadas diferencgas estatisticamente
significativas entre todos os extratos da mesma parte da planta. No entanto, quando se
comparam extratos obtidos com o mesmo solvente, verifica-se que ndo ha diferencas
significativas entre os extratos de éter das folhas e frutos, entre os extratos de folhas e frutos
obtidos com acetona, nem entre os extratos hidroetandlicos de folhas e flores.

Tabela 3.5 - Contetdo fendlico total (TPC) dos varios extratos (éter de petroleo, acetona, etanol,
etanol:agua e agua) de folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum L,, expresso em micrograma
de equivalentes de dcido galico por miligrama de extrato (ug EAG/mg). Os dados sdo apresentados
como media * desvio padrdo de 3 amostras independentes. Para cada solvente, letras diferentes
representam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre as varias partes da planta.

Para cada parte da planta, nimeros diferentes representam diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre extratos obtidos com solventes diferentes

TPC (ug EAG /mg) | Eter de petrdleo Acetona Etanol Etanol:Agua Agua

Folhas 136+23% 44,0+ 4,3 % 164 £ 15 119+ 15 83,2+53%®
Flores 16,2 + 2,6 88,4+ 6,12 254 +15% | 1184+8,2% | 642+3,8"%

Frutos 11,7+23% 442 +34 % 111+15¢ 84 + 16 443 +53¢

Estudos anteriores reportaram uma gama consideravel de valores, refletindo a

influéncia da parte da planta e da escolha do solvente. Em compara¢do com dados ja

44



publicados, verifica-se que os valores obtidos para os extratos de acetona foram superiores
aos registados por outros autores para extratos da planta inteira, que variaram entre 3,68 e
8,27 ug EAG/mg (Jallali et al., 2012, 2014). Da mesma forma, os extratos etandlicos e
aquosos obtidos noutros estudos mostraram Vvalores significativamente mais baixos,
variando de 31,70 a 109,00 pg EAG/mg (Aleman et al., 2019; Hulkko et al., 2023; Mekini¢
et al., 2016; Souid et al., 2021) e 33,53 a 75,95 pug EAG/mg (Aleméan et al., 2019; Hulkko et
al., 2023), respetivamente. Estas variacfes podem ser atribuidas as diferentes fontes de
biomassa e aos solventes utilizados, ressaltando a importancia de considerar essas variaveis
na interpretacdo dos resultados. Ainda assim, & semelhanga do que acontece neste trabalho,
estes estudos comprovaram também que os solventes mais hidrofilicos possuem uma
capacidade mais eficaz de extrair compostos fendlicos em comparacdo com a acetona. E
ainda importante notar que, no presente trabalho, foram realizadas extraces sequenciais da
mesma biomassa utilizando diferentes solventes, o que permitiu uma abordagem mais
abrangente, capturando uma maior gama de compostos fendlicos presentes na biomassa, com

diferentes polaridades e caracteristicas quimicas.

Além disso, verifica-se que, de forma geral, as flores apresentam um maior contetido
fenolico (em particular nos extratos de acetona e etanol), enquanto que os extratos dos frutos
foram os que apresentaram menor quantidade de compostos fendlicos. Contrariamente ao
observado neste trabalho, varios autores referem maior teor de compostos fendlicos nas
folhas do que nas flores de C. maritimum, nomeadamente em extratos etanolicos (Mekini¢

et al., 2016), metanolicos (Houta et al., 2011) e em extratos aquosos (Pereira et al., 2017).

Por outro lado, comparando os varios solventes, os resultados obtidos neste trabalho
sdo coerentes com o estudo de Aleman et al. (2019), que refere que o etanol € mais eficiente
gue a 4gua na extracdo de compostos fenolicos. E ainda que se encontrem discrepancias nos
valores de fendis totais referidos na literatura para extratos desta planta, os dados disponiveis
sugerem também uma maior eficiéncia do etanol em comparacdo com o metanol (Houta et
al., 2011; Kadoglidou et al., 2022; Martins-Noguerol et al., 2022; Mekini¢ et al., 2016; Meot-
Duros et al., 2008; Souid et al., 2020, 2021). No entanto, é importante destacar que se tratam
de estudos distintos e independentes, havendo uma série de fatores que podem influenciar

os resultados e dificultar a generalizacdo dos efeitos do solvente na extragéo de polifenois.

O contetdo fendlico total foi extensivamente avaliado em diversos tipos de extratos,
como aquosos, metandlicos, etandlicos e de acetona, provenientes de varias partes da planta,
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incluindo folhas, flores e a planta toda. No entanto, é notavel que extratos de éter de petroleo
desta planta nunca foram objeto de estudo. Além disso, ainda ndo existem estudos que
determinem o conteudo fendlico total em extratos de frutos da mesma espécie, sugerindo
uma lacuna importante na pesquisa sobre os compostos fendlicos presentes na planta e nas
suas diferentes partes. Deste modo, esta abordagem pode fornecer informacdes Uteis para
trabalhos futuros, bem como para aplicacGes préaticas, como a otimizacdo de processos de
extracao para obtencao de extratos ricos em compostos fenolicos para diversas finalidades,

como na industria alimentar e farmacéutica.

As diferencas nos resultados entre o presente trabalho e estudos anteriores podem ser
explicadas pela abordagem de extracdo sequencial adotada. Outros fatores como a
concentracdo de extrato e 0 método de extracdo também desempenham um papel importante.
A parte da planta analisada, juntamente com a fase de desenvolvimento, o local de
amostragem, as variacdes sazonais e as condi¢des ambientais, sdo variaveis adicionais que
influenciam a concentracdo de compostos fendlicos nos extratos, tornando a sua
quantificacdo um processo altamente dependente destes fatores complexos. Assim, é crucial
abordar a analise com atencdo a estas variaveis, reconhecendo a complexidade da interacdo

entre elas.

3.6 Avaliacgéo da atividade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos € uma etapa essencial em muitos
estudos, uma vez que os antioxidantes desempenham um papel fundamental na protegédo
contra os danos oxidativos. Entre os métodos mais comuns para avaliar essa atividade,
destacam-se 0s ensaios DPPH, FRAP e ABTS, que se baseiam na capacidade dos
antioxidantes de reduzir radicais especificos, o que permite obter resultados mais robustos,
compreensiveis e confidveis, além de proporcionar uma visdo mais completa das

propriedades antioxidantes dos extratos.

Os ensaios DPPH e ABTS incidem na reducdo dos radicais DPPH e ABTS,
respetivamente. Nesses ensaios, os antioxidantes doam eletrbes para neutralizar o radical
cationico ABTS e o radical DPPH (Kadoglidou et al., 2022), resultando na mudanga de cor
dos reagentes e permitindo a quantificacdo da atividade antioxidante. O radical DPPH, por

ser menos soltvel em solugcfes aquosas, € particularmente adequado para detetar compostos
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lipofilicos, tornando-o um método Util para a avaliacdo de antioxidantes que possuem essa
caracteristica. Por outro lado, o ensaio ABTS é mais sensivel a dete¢do de acidos fenolicos
e outros antioxidantes sollveis em agua (Primitivo et al., 2022), sendo uma escolha
apropriada quando se deseja avaliar compostos com essa solubilidade. Além desses métodos,
0 ensaio FRAP é uma abordagem comum baseada na transferéncia de um Unico eletrdo.
Nesse ensaio, a reducgdo do ido férrico do complexo Fe3*-(TPTZ),*" para o complexo Fe?*-
(TPTZ)2** de cor azul intensa ocorre por meio da acdo dos antioxidantes em meio &cido
(Kadoglidou et al., 2022).

A capacidade de reducéo do radical DPPH, o poder de reducédo do Fe (I11) (FRAP) e
a capacidade de reducdo do radical ABTS dos extratos, sdo apresentados na Tabela 3.6. No
geral, da analise dos resultados obtidos pelos trés métodos, é possivel verificar que todos
indicam que, independentemente da parte da planta analisada, os extratos etandlicos séo 0s
que possuem maior atividade antioxidante, seguidos dos extratos hidroetandlicos. Ja 0s
extratos de éter de petroleo, demonstraram a atividade antioxidante mais fraca, com valores
semelhantes entre os métodos, sendo o que o valor mais elevado foi obtido pelo método
DPPH com o extrato das folhas (22,1 + 6,4 pg Eq Trolox/mg). Ainda que a acetona tenha
extraido mais compostos antioxidantes que o éter de petroleo, é visivel que os solventes mais
hidrofilicos (etanol, etanol:agua e agua) foram 0s que extrairam a maior quantidade destes
compostos. A semelhanca do TPC, observaram-se diferencas estatisticamente significativas
entre os extratos da mesma parte da planta obtidos com os diferentes solventes.

Além disso, quando se comparam 0s extratos etanolicos e de acetona, verifica-se que
as flores foram a parte da planta com maior atividade antioxidante (atingindo 359,8 + 7,7 e
114,3 + 6,1 ug Eq Trolox/mg no ensaio FRAP, respetivamente), enquanto nos extratos de
éter de petréleo e 4gua, foram as folhas que apresentaram maior atividade (com 22,1+ 6,4 ¢
147,2 + 7,4 ug Eq Trolox/mg no ensaio DPPH e FRAP, respetivamente). No entanto, os
extratos hidroetandlicos das folhas e flores tiveram valores muito semelhantes entre si,
independentemente do método de analise. Por outro lado, os extratos dos frutos obtiveram
os valores mais baixos em todos os métodos, com excecao do extrato de acetona, que superou

a atividade do das folhas nos trés métodos.

Assim, pode-se afirmar que as flores sdo a parte da planta que apresenta maior
presenca de compostos com elevada atividade antioxidante, com polaridade intermédia, uma
vez que estes possuem afinidade pelo etanol. Em contrapartida, tendo por base os valores
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obtidos com os extratos de éter de petrdleo (um solvente organico mais apolar, com baixa
afinidade pela agua), as folhas aparentam ter uma maior quantidade de compostos

antioxidantes mais hidrofobicos, quando comparadas com as restantes partes da planta.

Como seria de esperar, estes resultados estdo de acordo com os obtidos anteriormente
para o conteddo fendlico total, uma vez que os compostos fendlicos possuem na sua

constituicdo grupos funcionais que Ihes conferem propriedades antioxidantes.

Tabela 3.6 - Capacidade de reducdo do radical DPPH, poder de reducdo do Fe (I1ll) (FRAP) e
capacidade de reducdo do radical ABTS dos varios extratos (éter de petroleo, acetona, etanol,
etanol:agua e agua) de folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum L, expresso em micrograma
de equivalentes de Trolox por miligrama de extrato (ug Eq Trolox/mg). Os dados sdo apresentados
como média + desvio padréo de triplicados de 3 amostras independentes. Para cada solvente, letras
diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre as varias partes
da planta. Para cada parte da planta, nimeros diferentes representam diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre extratos obtidos com solventes diferentes

Alividade antioxidante Eter’de Acetona Etanol Etanol:Agua Agua
(ng Eqg Trolox/mg) petroleo

DPPH
Folhas | 22,1+6,4% 244+9,13 195+ 12 132 +11% 80,9+9,33
Flores 75+4,6"% 69,3+75P | 2545+9,9 | 1277+42% 59,8 +9,2 b2
Frutos 59+4,7M 299+75% 106 £ 22 86 + 10" 38,4+78¢

FRAP
Folhas | 126+28% 36,2+49% | 307,4+82% | 230,8+52% | 1472+74%®
Flores 74+2705 1143 +6,1% | 3598+7,7"% 232 +21% 121,7 +7,6 %2
Frutos 52+1,65 55,9 + 4,3 ¢ 204 + 27 165 + 13 b4 83,1+40%

ABTS
Folhas | 16,0+10,33 | 232+29% 164,4+6,6%2 | 1192+7,0% 78,6 £4,43
Flores 25+4,60 69,7 + 3,9 12 184 + 1103 121,2+6,1 62,7 +3,8
Frutos 1,0£27¢ 32,8+32¢% 109+ 17 878+7,8"b 447+28°

O potencial antioxidante de C. maritimum tem sido foco de numerosos estudos ao
longo do tempo. A maioria dessas pesquisas usa extratos organicos (metanol, etanol e
acetona) para avaliar a sua capacidade antioxidante. No entanto, a diversidade de unidades
utilizadas para apresentar os resultados torna desafiadora a comparacao entre esses estudos
(Aleman et al., 2019; Houta et al., 2011; Jallali et al., 2014; Mekini¢ et al., 2016; Meot-
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Duros et al., 2008; Meot-Duros & Magné, 2009; Nabet et al., 2017; Pedreiro et al., 2023;
Souid et al., 2020, 2021).

Assim, pelo método do DPPH, foram encontrados somente dois estudos que
apresentavam os resultados em unidades comparaveis as do presente trabalho. Neste
contexto, € notavel que o potencial antioxidante dos extratos hidroetandlicos analisados
neste ensaio é consideravelmente superior quando comparado aos valores obtidos por Sousa
et al. (2022) e Kadoglidou et al. (2022), que alcancaram atividades de 7,32 e 8,0 pg Eq

Trolox/mg, respetivamente, com extratos metanolicos.

Apesar da diferenca nas unidades, em alguns casos é possivel realizar comparacoes
diretas entre os extratos de folhas e flores desta halofita, ainda que os resultados sejam
discordantes face aos obtidos no presente trabalho. Enquanto alguns autores afirmam que os
extratos aquosos e metandlicos de flores demonstram atividade superior em relacdo aos das
folhas (Houta et al., 2011; Pereira et al., 2017), outros sustentam que os extratos etanélicos
de folhas superam os das flores em termos de atividade antioxidante (Mekini¢ et al., 2016).
Ja no caso de outras haldfitas, Primitivo et al. (2022) reportaram que extratos de acetona de
flores de H. italicum possuem um potencial antioxidante maior do que 0s extratos aquosos,
o que reforca a presenca de fendis mais lipofilicos, indo de encontro aos resultados obtidos
para os extratos de flores da planta em estudo neste trabalho. E importante salientar que até
ao momento ndo foram encontrados estudos que avaliassem o potencial antioxidante tendo

em consideracdo os extratos de frutos de C. maritimum.

No contexto do FRAP, apenas foi possivel identificar um estudo que apresentava
resultados expressos nas mesmas unidades que os obtidos neste trabalho. Sousa et al. (2022)
descrevem que o0 extrato metandlico desta planta apresentou uma atividade antioxidante de
20,997 ug Eq Trolox/mg, um valor cerca de 10 vezes menor do que o0s resultados obtidos

neste trabalho para os extratos hidroetandlicos.

Embora as unidades sejam distintas, em certos estudos podem efetuar-se
comparacgOes diretas entre os extratos das folhas e das flores desta planta. Mekini¢ et al.
(2016) demonstraram que extratos etanolicos de folhas exibem uma atividade antioxidante
superior em relacdo aos das flores. J& outros autores constataram que 0s extratos etandlicos
de folhas apresentam um potencial antioxidante maior em comparagao com extratos aquosos

(Alemanetal., 2019), o que corrobora os resultados deste estudo. Além disso, ndo ha registos
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de estudos que investiguem a capacidade antioxidante de extratos de frutos desta haldfita,
usando o método do FRAP.

Pelo método do ABTS, somente um estudo apresentava resultados expressos nas
mesmas unidades que este trabalho. De acordo com esse estudo, 0s extratos hidroetanolicos
analisados no presente trabalho revelaram uma atividade antioxidante significativamente
superior, em contraste com o intervalo de 4,32 a 20,88 ug Eq Trolox/mg de atividade obtido
com um extrato metanolico (Kadoglidou et al., 2022). Ja Nabet et al. (2017) reportaram uma
atividade de 0,43 mg Eq Trolox/mL com um extrato metandlico das partes aéreas, a uma
concentracdo 10 vezes superior a utilizada neste trabalho. Ao converter o valor publicado
por esses autores para as unidades deste trabalho, obtém-se um valor de 43 ug Eq Trolox/mg,
que estd mais proximo dos valores obtidos neste trabalho para extratos aquosos, embora

ainda permaneca ligeiramente inferior.

No entanto, em conformidade com os resultados obtidos neste trabalho, Alemén et
al. (2019) reportaram que o extrato etandlico de folhas e caules demonstra maior atividade
do que o extrato aquoso, pelo método ABTS. Por outro lado, na halofita H. italicum, o extrato
aquoso de flores apresenta uma atividade antioxidante mais elevada que o extrato de acetona
(Primitivo et al., 2022), o que contrasta com os resultados observados nesta planta. Como
era expectavel, da mesma forma que nos métodos anteriores, ndo foram encontrados estudos
que avaliam o potencial antioxidante dos extratos de frutos de C. maritimum utilizando o

método do ABTS, o que ressalta a necessidade de investigacdo adicional nesta area.

A determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos por meio dos métodos
DPPH, FRAP e ABTS pode ser afetada por diversos elementos. Entre esses elementos, a
escolha do solvente desempenha um papel crucial, uma vez que diferentes solventes podem
extrair diferentes compostos antioxidantes da planta, levando a variaces nos resultados dos
extratos. Além disso, a parte da planta utilizada na preparacdo dos extratos também pode
influenciar a atividade antioxidante, uma vez que diferentes partes podem conter diferentes

concentracdes de compostos antioxidantes.

Outro fator importante € o método de extracdo, incluindo fatores como o tempo, a
temperatura e a técnica de extracdo, ja que afeta a eficiéncia da extracdo dos antioxidantes.
As condicdes do ensaio, como a concentracdo do extrato testada e o tempo de reacédo, séo

determinantes nos resultados obtidos. Adicionalmente, as condi¢cdes ambientais durante o
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ensaio, como temperatura e luz, podem desempenhar um papel significativo na avaliagéo da
atividade antioxidante. A qualidade e a fonte dos reagentes quimicos utilizados nos ensaios,
bem como a pureza desses reagentes, tambem sdo relevantes, pois podem variar e afetar os
resultados. Por fim, é fundamental considerar as variacdes na planta, como a espécie, a
origem geogréfica e as condi¢bes de crescimento, uma vez que esses fatores podem
influenciar a composi¢do quimica dos extratos e, consequentemente, afetar a atividade

antioxidante.

7

Além dos fatores mencionados, € importante destacar que, embora existam
numerosos estudos publicados sobre a avaliacdo da atividade antioxidante de extratos desta
hal6fita, uma questdo recorrente € a diversidade de unidades em que os resultados sao
expressos. A falta de padronizagdo nas unidades utilizadas nestes estudos representa um
obstaculo significativo na interpretacdo dos resultados e na compreensdo do potencial
antioxidante da planta. Portanto, a necessidade de estabelecer uma maior uniformidade nas
unidades torna-se evidente para possibilitar uma comparacdo mais precisa e abrangente dos

estudos realizados.

3.7 Analise por cromatografia em camada fina (TLC)

De forma a separar 0s compostos presentes nos varios extratos, foram efetuadas
analises por cromatografia em camada fina. Esta técnica é baseada na diferenca de afinidades
dos componentes dos extratos pela fase estacionaria e pela fase mdvel (eluente), havendo
uma competicdo entre os compostos e a fase moével pelos locais de ligagdo na fase
estacionaria. Assim, a medida que a fase mdvel se move ao longo da placa, os componentes
da mistura interagem de maneira diferente com a fase estacionaria, resultando na separagédo
dos componentes ao longo da placa. Os compostos com maior afinidade pela fase
estacionaria ligam-se mais facilmente a mesma (removendo a fase movel dos locais de
ligacdo) e migram menos, enquanto que aqueles com menor afinidade permanecem mais
tempo no eluente, migrando mais, o que leva a formacdo de bandas apds a migracdo
completa da fase mdvel (Tiwari & Talreja, 2022). Para visualizar a separa¢do dos compostos,
a placa é primeiro colocada numa camara escura com luz UV, que permite observar os
compostos que absorvem radiacdo e depois tratada com reagentes especificos que reagem

com o0s compostos e produzem manchas com cor (Santiago & Strobel, 2013).
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Neste trabalho, a fase estacionaria que havia a disposicdo para a separa¢do dos
compostos dos extratos em estudo era a silica gel, que € polar, ou seja, € especifica para a
separacao de compostos apolares. Isto significa que 0s compostos mais apolares vdo migrar
mais, enquanto que os compostos mais polares ficam retidos na fase estacionaria e migram
menos, permanecendo por vezes na linha de aplicagdo. Assim, inicia-se com um eluente
mais apolar e, quando ndo ocorre a migracdo dos compostos, é utilizada uma fase movel
mais polar, para competir com a silica gel. No entanto, quanto mais polar for o eluente, maior
¢ a afinidade deste para a silica gel e consequentemente mais lenta € a sua subida e 0s

compostos ficam mais perto da origem (linha base).

A visualizacdo das bandas através de detecdo por ultravioleta (UV) é um método nédo
destrutivo, permitindo a recuperagdo dos compostos da fase estacionéaria (Gibbons, 2012).
Como a fase estacionaria usada possui um indicador de fluorescéncia, quando a luz UV de
comprimento de onda curto (254 nm) € aplicada, os compostos que absorvem a radiacao sao
visiveis como bandas escuras, uma vez que impedem a emissdo de fluorescéncia do
indicador (Bele & Khale, 2011). Por outro lado, sob luz UV de comprimento de onda longo
(365 nm), compostos com fluorescéncia emitem luz (Buhian et al., 2017), proporcionando
uma visualizacdo eficaz. Contudo, tendo em conta que compostos que ndo apresentam
absorcéo de luz UV ndo séo detetados por este método, foi necessaria uma abordagem de
revelagcdo, na qual os compostos entram em contacto com o reagente de pulverizacao,
originando um produto visivel e consequentemente tornando impossivel a recuperacdo dos
compostos. Nesse sentido, 0 método de revelacdo utilizado foi a revelacdo com éacido
sulfurico (10% v/v em etanol), um reagente universal, que torna visiveis todos os compostos

presentes nos extratos (Gibbons, 2012).

Os resultados obtidos para os perfis cromatograficos dos extratos analisados séo
apresentados nas Figuras 3.1 e 3.2. Ao analisar os resultados verificou-se que diferentes
partes da planta podem conter compostos distintos ou compartilhar a presenca de certos
compostos, embora em concentracdes variaveis. Notavelmente, os frutos destacam-se como

a parte da planta com menos abundancia em termos de diversidade de compostos.

No cromatograma dos extratos de éter de petroleo (Figura 3.1A), apds a revelacdo
com acido sulfarico (10% v/v em etanol), foram observadas bandas correspondentes a sete
compostos. Ao comparar a intensidade das bandas entre as trés partes da planta, é possivel

verificar que o composto 6 estd mais concentrado nos frutos, enquanto o composto 7
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apresenta uma concentracdo mais elevada nas folhas. Outra observacéo percetivel é que as
folhas apresentam uma concentragdo inferior do composto 1 em comparagdo com as
restantes regides da planta. A solubilidade dos carotenoides em solventes organicos torna o
éter de petroleo uma escolha adequada para a extracdo destes compostos apolares
(Roopashree & Naik, 2019), pelo que as bandas visiveis nestes extratos podem sugerir a

presenca destes pigmentos.

Ao examinar-se o perfil cromatografico dos extratos de acetona (Figura 3.1B),
observados sob luz UV de 365 nm, pode-se identificar a presenca de seis compostos
distintos. Tendo em conta que os extratos foram obtidos por extracéo sequencial, é possivel
que parte dos compostos presentes neste extrato tenham sido previamente identificados nos
extratos de éter de petréleo. Os compostos 3, 4, 5 e 6 indicam a presenca de clorofilas, uma
vez que quando submetidas a radiacdo UV de 365 nm, estas emitem fluorescéncia de
coloracdo rosa (Buhian et al., 2017; Filipe, 2020). Assim, de acordo com os resultados
obtidos na quantificacdo de pigmentos realizada no presente trabalho, seria expectavel que
estes compostos estivessem mais concentrados nas folhas, como observado pela intensidade
das bandas. Isto justifica também a visualizagcdo de uma menor quantidade e concentracdo
de compostos nos frutos. Por outro lado, as bandas de cor azul, apresentadas pelos compostos
1 e 2, podem revelar a presencga de alguns compostos fendlicos (Filipe, 2020), com uma

concentracdo mais elevada nos frutos.

Folhas Flores Frutos Folhas Flores  Frutos Flores Folhas Frutos Flores Folhas Frutos Folhas Flores Frutos

Figura 3.1 - Perfis cromatogréaficos dos extratos de folhas, flores e frutos, obtidos por cromatografia
de camada fina. A) Extratos de éter de petrdleo, eluidos com hexano:acetato de etilo (7:3 v/v), ap6s
revelacdo; B) Extratos de acetona, eluidos com hexano:acetato de etilo (5:5 v/v), visualizados a 365
nm; C) Extratos etandlicos, eluidos com acetato de etilo (100% v/v), visualizados a 365 nm; D)
Extratos de etanol:agua (1:1 v/v), eluidos com diclorometano:metanol (1:1 v/v), apos revelacéo; E)
Extratos aquosos, eluidos com metanol (100% v/v), apds revelacéo.
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Observando o cromatograma dos extratos etandlicos sob a luz UV de 365 nm (Figura
3.1C), é evidente a presenca de cinco compostos. Da mesma forma que nos extratos
anteriores, é provavel que alguns dos compostos encontrados neste extrato ja tenham sido
identificados nos extratos de acetona, como € o caso das clorofilas, correspondentes aos
compostos 4 e 5, em maior concentracdo nas folhas. A visualizacdo de bandas azuis exibidas
pelos compostos 1, 2 e 3 a este comprimento de onda, sugere claramente a presenca de
compostos fenodlicos (Filipe, 2020). As flores destacam-se por conterem uma maior
quantidade destes compostos, tal como seria de esperar apos a determinacdo do conteddo
fendlico total (TPC) realizada neste trabalho, ainda que os compostos 2 e 3 estejam mais
concentrados nos frutos. Estes compostos, que possuem grupos aromaticos, sdo também
facilmente detetaveis quando expostos a luz UV de 254 nm (Buhian et al., 2017). No entanto,
nestes extratos ja se verifica a presenca de alguns compostos arrastados proximos da linha

de aplicacdo da amostra.

No caso dos extratos mais polares (etandlico, hidroetandlico e aquoso), como 0s
compostos extraidos sdo também mais polares, tém muita afinidade para a fase estacionéria,
ndo permitindo uma separacdo tdo eficaz, pelo que o ideal teria sido utilizar placas de
cromatografia em camada fina de fase reversa (RP-18). Estas placas possuem uma fase
estacionaria apolar, normalmente de silica gel modificada com cadeias de 18 carbonos
(Gibbons, 2012), comportando-se de forma contraria as placas de silica gel. Contudo, esta
analise ndo foi possivel de realizar devido a indisponibilidade dessas placas no laboratorio.

EP Ace EtOH EtOH:H20 H.0 EP Ace EtOH EtOH:H20 H:0 EP Ace EtOH EtOH:H20 H.0

Figura 3.2 - Perfis cromatograficos dos extratos de éter de petréleo (EP), acetona (Ace), etanol
(EtOH), etanol:agua (1:1) (EtOH:H20) e agua (H20), obtidos por cromatografia de camada fina,
utilizando acetato de etilo (100% v/v) como eluente, apo6s revelagdo. A) Extratos de folhas; B)
Extratos de flores; C) Extratos de frutos.
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De entre as trés regides da planta, as flores destacaram-se como a regido mais
diversificada em termos de compostos. Quando comparando 0s Varios extratos da mesma
parte da planta (Figura 3.2), verifica-se que através da extracdo sequencial foi possivel retirar
0 maximo de compostos, sendo que a medida que a polaridade dos extratos aumenta, foram
extraidos compostos cada vez mais polares. Porém, devido a especificidade da fase
estacionéria utilizada e ao eluente escolhido, nos extratos mais polares a maioria dos
compostos ndo migraram na placa e ficaram na zona de aplicacdo. Além disso, verificou-se
que extratos diferentes provenientes da mesma regido da planta podem apresentar
composig¢des quimicas diferentes ou compartilhar a presenca de determinados compostos em
diferentes concentragdes.

3.8 Avaliacgéo da atividade antimicrobiana

Previamente a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizado um ensaio de
selecdo dos extratos. Este ensaio serve como uma etapa inicial no processo de triagem de
extratos, tendo como objetivo reduzir o nimero de extratos a serem avaliados em ensaios
posteriores, concentrando-se nos mais promissores. Foram testadas concentracgdes finais de
extrato a 200 pg/mL para os dois grupos de microrganismos (bactérias e fungos) e ainda a
100 pg/mL para as leveduras. Os extratos de éter de pet6leo, acetona e etanol das flores e
frutos e o extrato de acetona das folhas originaram uma percentagem de inibicdo do
crescimento microbiano superior ou igual a 30% e foram selecionados para realizagéo de

ensaios mais especificos.

3.8.1 Concentracdo minima inibitéria (MIC) dos extratos

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de folhas, flores e frutos de C.
maritimum foi efetuada pela determinacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC). Este
método envolve a exposi¢do dos microrganismos alvo a diferentes concentragdes do extrato
em questdo, sendo possivel determinar a menor concentracao de extrato capaz de inibir o
crescimento dos microrganismos testados. A selecdo dos microrganismos alvo teve em
consideracdo a realizacdo de testes abrangentes, sendo escolhidas quatro bactérias, duas

Gram negativas (E. coli e K. pneumoniae) e duas Gram positivas (S. aureus e S. epidermidis),
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e quatro fungos, duas leveduras patogénicas (C. albicans e C. parapsilosis) e duas leveduras
ndo patogénicas (K. phaffii e S. cerevisiae).

Analisando os resultados obtidos para a determinacdo da MIC dos extratos (Tabela
3.7), verifica-se que, embora tenham sido avaliadas varias concentracfes de extratos
provenientes de diferentes partes da planta, ndo foi observada nenhuma inibi¢cdo no
crescimento tanto da E. coli quanto da K. pneumoniae. Dada a impossibilidade de estabelecer
a MIC dos extratos para a concentragdo maxima de extrato testada para estes dois
microrganismos, apenas é possivel afirmar que a MIC é > 600 pg/mL e que os extratos
demonstraram maior eficacia na supressdo do crescimento das bactérias Gram-positivas em
comparagdo com as bactérias Gram-negativas avaliadas.

Tabela 3.7 - Concentragdo minima inibitoria dos extratos (éter de petrdleo, acetona e etanol) de
folhas, flores e frutos de funcho marinho, expressa em micrograma por mililitro de extrato (ug/mL).

MIC (pg/mL)

Folhas Flores Frutos
Acetona Eter’ de Acetona  Etanol Eter’ de Acetona  Etanol
petroleo petroleo
Bactérias
E. coli > 600 > 600 > 600 > 600 > 600 > 600 > 600
K. pneumoniae > 600 > 600 > 600 > 600 > 600 > 600 > 600
S. aureus > 600 75 75 300 75 75 300
S. epidermidis > 600 150 > 600 300 150 > 600 600
Fungos

C. albicans 300 150 75 > 600 75 75 600
C. parapsilosis > 600 300 300 > 600 150 300 > 600
K. phaffii > 600 600 > 600 > 600 300 300 > 600
S. cerevisiae > 600 > 600 > 600 > 600 300 600 > 600

A bibliografia ja publicada no que diz respeito a planta em estudo, mostra que 0s
extratos aquosos das partes aéreas e 0s extratos metanolicos das folhas ndo apresentam
atividade contra a E. coli (Meot-Duros et al., 2008; Pedreiro et al., 2023), 0 que sugere que
certas fragOes dos extratos podem ndo conter componentes antimicrobianos ativos. No
entanto, outros autores reportaram uma eficacia notavel dos extratos de cloroformio de
folhas, bem como dos extratos obtidos por extracdo sequencial de biomassa de sementes
com n-hexano, diclorometano e metanol, que apresentaram ambos uma MIC de 100 pg/mL
contra esta bactéria (Kumarasamy et al., 2002; Meot-Duros et al., 2008). Neste contexto, é

interessante observar que o falcarindiol presente no extrato cloroférmico das folhas néo foi
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responsavel pelo potencial antimicrobiano descrito, uma vez que o composto isolado ndo
exibiu inibicdo do crescimento bacteriano (Meot-Duros et al., 2010). Isto significa que a
atividade dos extratos de cloroformio pode ser atribuida a outros componentes que atuam
em conjunto ou que o falcarindiol, isoladamente, nao é suficiente para induzir a inibicdo do
crescimento. A divergéncia na atividade antimicrobiana entre os extratos polares e apolares
ressalta a importancia de explorar diferentes solventes e técnicas de extracéo para otimizar
a obtencdo de compostos ativos. Além disso, Souid et al. (2021) demonstraram que 0S
extratos hidroetandlicos das folhas possuem capacidade de inibir o crescimento da E. coli,
n&o tendo sido calculada a MIC. De acordo com 0s mesmos autores, este extrato pode conter
compostos fendlicos, como os &cidos clorogénico e neoclorogénico, que exibem atividade
antimicrobiana, o que requer uma investigacdo mais detalhada e a determinacdo da MIC para

avaliar com precisdo a sua eficécia.

A auséncia de resultados publicados referentes a avaliagdo do potencial
antibacteriano dos extratos contra K. pneumoniae destaca uma lacuna no conhecimento

existente e reforca a necessidade de pesquisas futuras.

Relativamente a inibicdo do crescimento de S. aureus, os resultados obtidos quando
em contacto com os extratos das flores e dos frutos foram semelhantes. Assim, pode-se
observar que para os extratos de éter de petréleo e acetona destas duas partes da planta, uma
concentracdo de extrato de 75 pg/mL € suficiente para inibir o crescimento da bactéria,
enquanto para os extratos de etanol das mesmas, € necessaria uma concentracao quatro vezes
superior a anterior (300 pug/mL). Por outro lado, o extrato de acetona das folhas apresentou
0 pior desempenho, ndo sendo capaz de inibir o crescimento do microrganismo em nenhuma

das concentracOes testadas.

Os resultados ja publicados demonstram que, a semelhanca do verificado para a E.
coli, extratos mais polares ndo demonstram atividade inibitoria significativa contra a S.
aureus (Meot-Duros et al., 2008; Pedreiro et al., 2023). Contudo, de acordo com outros
autores, os extratos mais apolares também ndo exibem atividade contra esta bactéria
(Kumarasamy et al., 2002; Meot-Duros et al., 2008), o0 que demonstra que 0s extratos contém
componentes que afetam de forma diferente os microrganismos, ressaltando a complexidade
da acdo antimicrobiana. J& os extratos hidroetanolicos das folhas, assim como contra a E.
coli, também apresentaram a capacidade de inibir o crescimento de S. aureus devido a
presenca dos mesmos compostos (Souid et al., 2021).
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Em estudos realizados por outros autores, tanto os extratos de acetona como 0S
extratos de etanol demonstraram maior eficacia contra S. aureus do que contra E. coli (Jallali
et al., 2014; Ozcelik et al., 2004), 0 que esta de acordo com o presente trabalho. No entanto,
¢ importante destacar uma discrepancia notavel em relacao aos extratos de folhas. Enquanto
neste trabalho, apenas um extrato apolar das folhas apresentou resultados promissores nos
ensaios de selecdo, Houta et al. (2011) indicaram que extratos metandlicos de folhas e flores
demonstraram atividades semelhantes contra E. coli, S. aureus e S. epidermidis por meio do

método da difusdo em discos.

No caso da inibicdo do crescimento de S. epidermidis, os extratos de éter de petroleo
das flores e frutos mantém o mesmo comportamento, com uma MIC de 150 pg/mL. No
entanto, enquanto com o extrato etanélico das flores a uma concentracdo de 300 pg/mL €
possivel obter a inibicdo do crescimento da bactéria, com o mesmo extrato dos frutos essa
inibicdo s6 é conseguida com o dobro da concentracdo. Os restantes extratos testados ndo
inibiram o crescimento deste microrganismo em qualquer das concentracdes avaliadas.
Comparando com estudos ja publicados, de acordo com Kumarasamy et al. (2002), por meio
do método da difusdo em discos, o extrato metanolico das folhas demonstrou uma atividade
antimicrobiana ligeiramente superior a dos extratos de flores contra S. epidermidis. Isto
demonstra que a atividade antimicrobiana pode variar dependendo do método de avaliacao
e das concentracdes de extrato utilizadas. Outros autores reportaram ainda que extratos de
sementes ndo demonstraram a capacidade de inibir o crescimento desta bactéria (Houta et
al., 2011).

Quanto a inibicdo do crescimento dos fungos, no geral, verifica-se que 0s extratos
obtidos dos frutos possuem melhor capacidade antifingica, seguidos dos extratos das flores
e por ultimo das folhas. O extrato das folhas, apenas conseguiu inibir o crescimento de C.
albicans, com uma MIC de 300 pg/mL, superior a obtida com o extrato etanélico dos frutos
(600 pg/mL). No entanto, para este microrganismo, 0s extratos que tiveram maior atividade
antimicrobiana foram os de acetona (das flores e dos frutos) e o de éter de petroleo (dos
frutos), ambos com uma MIC de 75 pg/mL. Em contrapartida, apenas os extratos de éter de
petréleo e acetona das flores e frutos, foram capazes de inibir o crescimento de C.
parapsilosis, sendo que a MIC mais baixa foi conseguida com o extrato de éter de petroleo

dos frutos (150 pg/mL) e os restantes obtiveram o dobro desse valor.

58



Quando comparando com a bibliografia existente, observa-se uma escassez de
trabalhos publicados que se concentram na avaliagdo da atividade antiflngica de extratos
desta planta. Todos os estudos identificados até ao momento tiveram como foco a C.
albicans, destacando a necessidade de expandir as investigacdes para outros fungos, a fim
de obter uma compreensdo abrangente das propriedades antimicrobianas destes extratos.
Assim, enquanto alguns autores apontam para atividades semelhantes entre os extratos
metanolicos de folhas e flores, quando avaliados pelo método da difusdo em discos, a uma
concentracdo de 100 mg/mL (Houta et al., 2011), Meot-Duros et al. (2008) mostraram que
extratos metanolicos de folhas, a uma concentragdo 1000 vezes inferior, ndo conseguiram
inibir o crescimento deste fungo. Isto ressalta a importancia da concentragédo do extrato e do
método na determinacdo da atividade antimicrobiana. No mesmo estudo, 0s extratos de
cloroférmio de folhas apresentaram uma MIC de 10 pg/mL contra C. albicans, contudo o
falcarindiol presente nesse extrato ndo foi responsavel pelo potencial antimicrobiano
descrito, uma vez que o composto isolado ndo exibiu a capacidade de inibir o crescimento
deste fungo (Meot-Duros et al., 2010).

Na inibicdo dos fungos ndo patogénicos, a atividade antimicrobiana dos extratos foi
bastante menor. Os extratos que apresentaram maior atividade contra K. phaffii foram os
obtidos dos frutos em éter de petréleo e acetona (com MIC de 300 pg/mL), tendo sido
também obtida alguma inibicdo com o extrato de éter de petroleo das flores (MIC de 600
pg/mL). Porém, apenas os extratos de éter de petrdleo e acetona dos frutos conseguiram

inibir o crescimento de S. cerevisiae, com MIC de 300 e 600 pg/mL, respetivamente.

3.8.2 Concentracdo minima bactericida (MBC) e fungicida (MFC)

De forma a completar os resultados obtidos na determinacéo da concentracdo minima
inibitoria, foi avaliada a eficicia dos extratos na eliminacdo dos microrganismos. Através da
determinacdo da concentracdo minima bactericida (MBC) e da concentracdo minima
fungicida (MFC), é possivel estabelecer qual a menor concentracdo de extrato que mata
99,9% dos in6culos de bactérias e fungos, respetivamente (Gasu et al., 2018). Isto é
importante porque representa ndo s6 a capacidade dos extratos em questdo de inibir o

crescimento, mas também de eliminar completamente os microrganismos.
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Os valores obtidos para as MBC e MFC, expressos em micrograma por mililitro de
extrato (ug/mL), sdo apresentados na Tabela 3.8. Como seria de esperar, todos o0s extratos
apresentaram MBC superior a 600 pg/mL contra E. coli e K. pneumoniae. Além disso, 0s
extratos etandlicos de flores e frutos também néo tiveram atividade contra nenhuma bactéria.
Enquanto uma concentracdo de 150 ug/mL dos extratos de éter de petrdleo de frutos e
acetonico de flores e frutos foi suficiente para levar a eliminagdo de S. aureus, com 0s
extratos acetonico de folhas e éter de petroleo de flores foi necessario o dobro da
concentracdo. Quanto a capacidade de eliminacdo de S. epidermidis, os extratos de éter de
petréleo e acetona de flores e frutos tiveram atividades semelhantes, ambos com MBC de
300 pg/mL. Ja o extrato acetonico de folhas demonstrou uma MBC de 600 pg/mL.

Tabela 3.8 - Concentracdo minima bactericida e concentracdo minima fungicida dos extratos (éter

de petroleo, acetona e etanol) de folhas, flores e frutos de funcho marinho, expressa em micrograma
por mililitro de extrato (ug/mL).

MBC e MFC (pg/mL)
Folhas Flores Frutos
Acetona Eter’ de Acetona  Etanol Eter’ de Acetona  Etanol
petroleo petroleo
Bactérias
E. coli > 600 > 600 > 600 >600 | >600 > 600 > 600
K. pneumoniae > 600 > 600 > 600 > 600 > 600 > 600 > 600
S. aureus 300 300 150 > 600 150 150 > 600
S. epidermidis 600 300 300 > 600 300 300 > 600
Fungos

C. albicans > 600 300 150 > 600 150 150 > 600
C. parapsilosis > 600 300 300 > 600 300 300 > 600
K. phaffii 600 150 150 > 600 150 150 600
S. cerevisiae > 600 600 600 > 600 600 300 > 600

Na auséncia de estudos que determinassem a concentracdo minima bactericida ou
fungicida de extratos de C. maritimum, quando comparando com outras halofitas (Chekroun-
Bechlaghem et al., 2021; Manikandan et al., 2009; Rugaie et al., 2023; Zaier et al., 2022),
os resultados obtidos neste trabalho revelaram valores notavelmente inferiores. Esta
discrepancia sugere uma potencial maior eficicia dos extratos de C. maritimum. No entanto,
é de notar que os valores obtidos nesses estudos foram principalmente derivados de extratos
hidrometanolicos, havendo também alguns que se focaram na concentracdo minima
bactericida de extratos aquosos e etanolicos, em contraste com o presente trabalho, que se

concentrou em extratos mais apolares. Além disso, estes autores utilizaram extratos
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provenientes de folhas, caules ou da planta como um todo. Estas diferengas nas metodologias
de extracdo, na espécie e na parte da planta analisadas podem contribuir para as disparidades

nos resultados observados.

Em relacéo a determinacdo da concentracdo minima bactericida contra E. coli, Zaier
et al. (2022) referiram uma MBC superior a 20 mg/mL para extratos hidrometandlicos de
Suaeda fruticosa. J& Manikandan et al. (2009) investigaram extratos hidrometandlicos de
folhas de Salicornia brachiata, obtendo uma MBC de 15,4 mg/mL contra 0 mesmo
microrganismo. Estes autores também observaram que os extratos aquosos apresentaram
uma MBC ainda menor, indicando uma maior eficacia do extrato aquoso contra esta bactéria
em especifico. Valores iguais foram reportados pelos mesmos autores contra K. pneumoniae
(Manikandan et al., 2009; Zaier et al., 2022). Isto destaca a variabilidade nas respostas

antimicrobianas dependendo da espécie e solvente de extracdo utilizados.

No estudo realizado por Rugaie et al. (2023), em que foram avaliadas as
concentragdes minima bactericida de extratos etandlicos de trés haléfitas (Euphorbia
chamaesyce, Bassia arabica e Haloxylon salicornicum), os autores determinaram uma
variacdo na MBC de 3,13 a 50 mg/mL contra S. aureus, demonstrando o impacto da espécie
da planta nos resultados. Curiosamente, outros estudos apontam para valores de MBC mais
baixos em extratos hidrometanolicos de S. fruticosa, Tamarix africana e S. brachiata,
variando entre 1,25 e > 5 mg/mL (Chekroun-Bechlaghem et al., 2021; Manikandan et al.,
2009). Ja em extratos aquosos de folhas de S. brachiata, Manikandan et al. (2009)
reportaram novamente um valor de MBC maior, de 16,7 mg/mL.

A semelhanca do que aconteceu nas bactérias, o extrato etandlico de flores ndo
demonstrou capacidade de eliminar nenhum dos fungos avaliados. Ja os extratos etanolico
de frutos e acetonico de folhas a uma concentragao de 600 pg/mL conseguiram eliminar o
fungo nédo patogénico K. phaffi. No caso de C. albicans, o extrato de éter de petréleo das
flores possuiu uma MFC de 300 pg/mL, enquanto os restantes extratos estudados
apresentaram uma MFC de 150 pg/mL contra este microrganismo. Mais uma vez, os extratos
de éter de petroleo e acetonicos de flores e frutos exibiram eficacias similares contra C.
parapsilosis e K. phaffii, sendo que as MFC contra este ultimo fungo foram metade das
obtidas para C. parapsilosis (MFC de 300 pg/mL). Por tltimo, os extratos de éter de petroleo
e acetona das flores e o extrato de éter de petroleo dos frutos apresentaram uma MFC de 600
pg/mL contra S. cerevisiae. Em contrapartida, o extrato de acetona dos frutos demonstrou
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uma MFC mais baixa, de 300 pg/mL, indicando uma maior eficicia na eliminacdo de S.

cerevisiae em comparagdo com 0s outros extratos testados.

O estudo de Chekroun-Bechlaghem et al. (2021) avaliou a concentracdo minima
fungicida de extratos hidrometandlicos de folhas e caules de duas haldfitas (S. fruticosa e T.
africana). Os resultados mostraram que, comparativamente com os extratos de C. maritimum
analisados no presente trabalho, os dois extratos hidrometanolicos destas plantas possuiram
maiores MFC (de 1,25 a > 5,00 mg/mL) contra C. albicans. Isto seria de esperar uma vez
que os extratos mais polares estudados neste trabalho ndo passaram na fase dos ensaios de

selecdo, logo teriam também uma atividade mais fraca.

Os resultados obtidos nestes parametros para a espécie em estudo desempenham um
papel crucial ao preencher uma lacuna no conhecimento ja existente. Esta avaliacéo revela-
se particularmente significativa, considerando a escassez de informac6es especificas para C.
maritimum. Vale ressaltar que a heterogeneidade nos resultados encontrados em estudos
publicados sobre estes temas é atribuivel ndo apenas a diversidade de métodos utilizados,
mas também a variacdo nas espécies estudadas e nas partes especificas das plantas utilizadas.
Além disso, é importante destacar que a maioria dos estudos existentes se foca num conjunto
limitado de bactérias e fungos, indicando a necessidade de mais pesquisas abrangentes que

abordem uma gama mais ampla de microrganismos.

3.8.3 Capacidade microbiostatica e microbicida

As relagdes MBC/MIC e MFC/MIC sdo parametros importantes na caracterizacao
da atividade antimicrobiana dos extratos. Uma relacdo MBC/MIC com um valor inferior ou
igual a 2 geralmente sugere um efeito bactericida, indicando que o extrato ndo apenas inibe
0 crescimento, mas também mata eficientemente as bactérias. Por outro lado, uma razdo
MBC/MIC superior ou igual a 4 sugere um efeito bacteriostatico, indicando que o extrato
inibe o crescimento e multiplicagdo do microrganismo, mas ndo leva a morte das bactérias
(Gasu et al., 2018). O mesmo se aplica aos fungos, sendo que uma razdo MFC/MIC inferior
ou igual a 2 indica um efeito fungicida e uma razdo MFC/MIC superior ou igual a 4 esta

relacionada com um efeito fungistatico.

As razdes MBC/MIC e MFC/MIC, estéo presentes na Tabela 3.9. A partir da relagéo

MBC/MIC, nédo foi possivel determinar o tipo de efeito dos extratos contra E. coli e K.
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pneumoniae, assim como o efeito dos extratos etandlicos contra as restantes bactérias. Por
outro lado, verificou-se que os demais extratos de folhas, flores e frutos ttm um efeito
bactericida contra S. aureus e S. epidermidis, com exce¢do do extrato de éter de petroleo de

flores, que demonstrou um efeito bacteriostatico.

Tabela 3.9 - Relagdo entre a concentracdo minima bactericida e concentracdo minima inibitoria e
relacdo entre a concentracdo minima fungicida e concentragdo minima inibitéria dos extratos (éter
de petrdleo, acetona e etanol) de folhas, flores e frutos de Crithmum maritimum L.

MBC/MIC e MFC/MIC
Folhas Flores Frutos
Acetona Eter’ de Acetona  Etanol Eter’ de Acetona  Etanol
petrdleo petrdleo
Bactérias
E. coli n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K. pneumoniae n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S. aureus <2 >4 <2 n.d. <2 <2 n.d.
S. epidermidis <2 <2 <2 n.d. <2 <2 n.d.
Fungos
C. albicans n.d. <2 <2 n.d. <2 <2 n.d.
C. parapsilosis n.d. <2 <2 n.d. <2 <2 n.d.
K. phaffii <2 <2 <2 n.d. <2 <2 <2
S. cerevisiae n.d. <2 <2 n.d. <2 <2 n.d.

Nota. n.d. — ndo determinado.

Em relacdo aos dados referentes a capacidade microbiostatica e microbicida de C.
maritimum, é importante destacar a falta de resultados disponiveis na literatura até ao
momento. A auséncia de informacdes sobre este parametro para esta haléfita ndo surpreende,
considerando que a determinacdo dos efeitos dos extratos tem por base as concentracdes
minimas bactericida ou fungicida, para as quais ja se verificou uma auséncia de bibliografia.
Contudo, tendo em consideracdo os estudos que determinaram a concentracdo minima
bactericida e fungicida de extratos de outras hal6fitas, € possivel estabelecer uma
comparagdo com os resultados obtidos no presente trabalho.

Nos estudos realizados por Zaier et al. (2022) e Manikandan et al. (2009), ndo foi
possivel identificar os efeitos de extratos hidrometandlicos de S. fruticosa e de extratos
hidrometandlicos e aquosos de S. brachiata contra E. coli e K. pneumoniae, tal como no
presente trabalho. Ja Chekroun-Bechlaghem et al. (2021), reportaram o efeito bactericida de
extratos hidrometandlicos de folhas de S. fruticosa e T. africana contra S. aureus, no entanto,
ndo foi possivel determinar o efeito dos extratos de caules dessas plantas nesta bactéria.

Também no trabalho realizado por Manikandan et al. (2009), a determinacdo do efeito de
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extratos hidrometanolicos e aquosos de S. brachiata contra S. aureus nédo foi alcangada. Por
outro lado, em Rugaie et al. (2023), os autores demonstraram o efeito bactericida de extratos

etanodlicos de trés halofitas contra S. aureus.

Com base na relacdo MFC/MIC, foi possivel verificar que os extratos de éter de
petrleo e acetona de flores e frutos foram fungicidas contra todos os fungos testados. O
mesmo foi observado para os extratos acetonico das folhas e etandlico dos frutos contra K.
phaffii. Ja os efeitos dos extratos etandlicos e do extrato de acetona das folhas nos restantes
microrganismos ndo foram determinados. Chekroun-Bechlaghem et al. (2021) evidenciaram
a capacidade fungicida de extratos mais polares (hidrometandlicos) obtidos das folhas e

caules de S. fruticosa, bem como das folhas de T. africana, contra C. albicans.

Considerando o potencial antimicrobiano obtido no presente trabalho, esta halofita
apresenta caracteristicas promissoras para investigacdes mais aprofundadas nesta area, seja
através de outros métodos de analise que possam complementar e enriquecer os resultados
obtidos, ou explorando a eficacia contra outros microrganismos que ndo foram abordados
neste estudo. Contudo, os resultados obtidos revelaram propriedades antimicrobianas
significativas, indicando a capacidade do funcho-do-mar em inibir o crescimento de
microrganismos e eliminar os mesmos. Esta competéncia assume grande relevancia na
preservacdo da qualidade e seguranca de produtos alimentares e cosméticos, sugerindo a sua
possivel utilizacdo como agente conservante natural, bem como na medicina tradicional,
conforme destacado pelo seu uso na formulacdo de produtos alimentares (Aleméan et al.,
2019; Sousa et al., 2022) e na promocdo da regeneracédo da pele (Caucanas et al., 2011).

64



4. Concluséo e Perspetivas futuras

Os resultados alcangados no presente trabalho evidenciam o notavel potencial
biotecnoldgico de Crithmum maritimum. Este estudo desempenhou um papel fundamental
ao abordar uma lacuna no conhecimento existente sobre esta espécie, utilizando biomassa
proveniente de diversas partes da planta. A analise da composi¢do nutricional revela
diferengas relevantes entre as trés partes da planta. Enquanto as folhas demonstram elevado
teor de humidade e matéria inorganica, as flores destacam-se pela sua quantidade de proteina
e hidratos de carbono, e os frutos exibem maior concentracdo de lipidos. Além disso, a
analise do perfil de &cidos gordos evidencia também variacdes entre as partes. As folhas e
flores apresentam teores mais elevados de acidos gordos polinsaturados, especialmente &cido
linoleico, ja os frutos destacam-se pelo teor de &cidos gordos monoinsaturados,
principalmente acido oleico. Ambas as composicdes da biomassa destas partes da planta

confirmam o seu potencial para aplicacdes na industria alimentar.

No que concerne a quantificacdo de pigmentos, as folhas revelam uma concentragédo
superior tanto de clorofilas, como de carotenoides. Além disso, todas as partes da planta
exibiram potencial antioxidante, sendo os extratos etandlicos e hidroetandlicos os mais
destacados, sobretudo das flores. Essa tendéncia foi confirmada ao avaliar o contetdo
fenolico total, evidenciando a relacdo entre os compostos fenodlicos e a atividade
antioxidante. A extracdo sequencial de diferentes partes da planta permitiu obter extratos
com composic¢Oes quimicas variadas, influenciadas pela polaridade dos solventes. Extratos
da mesma parte da planta apresentaram diferencas e semelhancas na presenca e concentragao
de compostos. Entre as trés partes analisadas, as flores sobressaem pela sua notavel

diversidade de compostos.

Neste estudo, as diversas partes da planta, especialmente as flores e os frutos,
revelaram um potencial antimicrobiano consideravel contra S. aureus, S. epidermidis, C.
albicans, C. parapsilosis, K. phaffii e S. cerevisiae. No entanto, ndo foi observado qualquer
efeito inibitério sobre E. coli e K. pneumoniae. Estes resultados sublinham a potencial
aplicacdo desta haldfita nas inddstrias alimentar e cosmética, sugerindo 0 seu uso como

conservante natural.

Este trabalho revelou informacdes valiosas sobre as folhas, flores e frutos da haléfita

C. maritimum, preenchendo algumas lacunas existentes no seu conhecimento. Nesse sentido,
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torna-se evidente que a biomassa desta hal6fita ndo estd a ser totalmente valorizada.
Considerando a capacidade de C. maritimum de crescer em ambientes salinos, o seu cultivo
e exploracdo poderiam trazer beneficios tanto para a inddstria, na procura por novas
aplicacdes, quanto para 0 meio ambiente, contribuindo para a recuperacdo de terras
degradadas pela salinidade. Apesar disso, ha ainda uma consideravel quantidade de pesquisa
a ser realizada para caracterizar adequadamente estas partes da planta.

No futuro, seria importante proceder a uma analise nutricional mais especifica,
abordando a quantificacdo da fibra, assim como o teor de hidratos de carbono que neste
trabalho foi determinado por diferenca. Outro passo importante a ser considerado, seria a
exploracdo de novas técnicas de extracdo da biomassa, otimizando o processo em termos de
rendimento. Ressalta-se ainda a importancia de realizar testes antimicrobianos adicionais,
ampliando a variedade de espécies testadas e aplicando outras técnicas de analise, para uma
avaliacdo mais abrangente. Além disso, identificar e isolar compostos de interesse presentes
nos extratos mais promissores também seria de grande relevancia para explorar todo o

potencial das propriedades desta planta.
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6. Anexos
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Figura A6.1 - Representacao da preparacdo das placas de silica para TLC.
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Figura A6.2 - Representacdo da preparacdo das microplacas de 96 pocos para o0 ensaio de
determinacdo da MIC dos extratos.
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