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Resumo

A importancia dos compostos de origem natural, com potencialidades nutricionais,
nutracéuticas e farmacolégicas para inddstrias, como a alimentar, cosmética ou

farmacéutica, tem vindo a adquirir uma maior relevancia nos nossos dias.

Na procura de extratos naturais com propriedades antioxidantes, antimicrobianas, néo
téxicas ou com propriedades na inibicdo de enzimas, como indicadores para o tratamento de
doencas, efetuou-se a extracdo em Soxhlet (MeOH; EtOH e hexano) para a palmeira ana e
manjericdo, sendo que no manjericao a extragéo supercritica com CO, (400 bar e 333,15 K),
foi igualmente realizada como técnica alternativa aos solventes organicos. Os compostos
volateis do manjericdo, no 6leo essencial e no 6leo volatil, foram obtidos por hidrodestilacéo

e extracdo supercritica a 90 bar e 333,15 K, respetivamente.

Avaliou-se a capacidade antioxidante dos extratos, pelo método do radical DPPH, radical
catido ABTS, poder de reducgéo do ido Fe®, teor de polifendis e de flavondides. Verificou-se
gue o0s extratos da palmeira and apresentaram valores superiores quando

comparad333,150s com 0s obtidos para os extratos de manjericao.

Avaliou-se ainda a atividade antimicrobiana dos extratos em 6 estirpes: duas bactérias
gram-positivas (S. aureus ATCC 25923 e E. faecalis ATCC 29212), duas bactérias gram-
negativas (P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922) e duas leveduras (S.
cerevisae ATCC 9763 e C. albicans ATCC 10231), ndo tendo sido encontrada atividade
relevante. A toxicidade geral foi avaliada numa linha de célula mamaria humana MCF7 e a
atividade enzimética, nomeadamente a capacidade de inibicdo da AChE e da TyrE, foram
igualmente testadas. Os valores para a toxicidade dos extratos sdo muitos baixos,

verificando-se, ainda, que néo inibiam significativamente as enzimas testadas.

A caracterizagdo do extrato da palmeira ana foi efetuada por HPLC-DAD-MS, tendo sido
identificados um total de 13 compostos, maioritariamente derivados de C- e O- luteolinas. O
Oleo essencial e 0 Oleo volatil do manjericdo foram caracterizados por GC-MS e GC-Fid,
tendo sido identificados como compostos maioritarios: 1,8-cineol, linalol, metil chavicol, metil
eugenol e eugenol. No tratamento de resultados, recorreu-se a testes estatisticos ANOVA e

aos testes de Tukey e Scheffeé.

Os resultados obtidos para os diferentes extratos sdo promissores para futuras aplicacbes

como nutracéuticos, considerando a suas potencialidades como antioxidantes e n&o toxicos.

Palavras-chave: palmeira and, manjericdo, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana,
atividade enzimatica, GC-MS e HPLC.MS.
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Abstract

The importance of natural compounds with nutritional, nutraceutical properties and
pharmacological potential for industries such as food, cosmetics or pharmaceuticals, has

arisen to acquire greater relevance in our day.

In search of natural extracts with antioxidant properties, antimicrobial, non-toxic or inhibit
enzymes properties as indicators for the treatment of diseases, it is carry out the Soxhlet
extraction (MeOH; ETOH and hexane) to Dwarf palm and basil, and in the case of the basil,
extraction with supercritical CO, (400 bar and 333.15 K), was also performed as an
alternative technique to organic solvents. The volatile compounds of basil, essential oil and
the volatile oil, were obtained by hidrodestilation and supercritical extraction to 90 bar and
333.15 K, respectively.

The antioxidant capacity of extracts was evaluated, by the DPPH radical method, cation
radical ABTS, reduction of Fe**, polyphenols and flavonoid content. The Dwarf palm extracts
presented higher values when compared with those obtained for the extracts of Basil.

The antimicrobial activity of extracts was evaluated in 6 strains: two Gram-positive bacteria
(S. aureus ATCC 25923 E. faecalis ATCC 29212 and), two gram-negative bacteria (P.
aeruginosa ATCC 27853, and E. coli ATCC 25922) and two yeasts (S. cerevisae species
ATCC 9763 and C. albicans ATCC 10231), No relevant activity was achieved. The general
toxicity was verified in a human mammary cell line MCF7 and enzymatic activity including the
ability to inhibit AChE and TyrE was also tested. The toxicity values obtained for the extracts

are very low, there still not inhibit the enzymes tested.

The characterization of the dwarf palm extract was performed by HPLC-DAD-MS has been
identified a total of 13 compounds, majority derivatives of C- and O luteolin. The essential oil
and volatile oil Basil, were characterized by GC-MS and GC-Fid were identified as major
compounds: 1,8-cineole, linalool, methyl chavicol, methyl eugenol and eugenol. Statistical

ANOVA, Tukey and Scheffe tests were used to the results.

The results obtained for the various extracts are promising to future applications such as in

nutraceuticals, considering its potential as antioxidants and non-toxic.

Keywords: dwarf palm, basil, antioxidant activity, antimicrobial activity, enzymatic activity,
GC-MS and HPLC.MS.
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AAPH
ABTS
ACh
AChE
BHA
BHT
CO,
CMI
CML
DA
DMSO
DNA
DNTB
DPPH
EAG
EC
ESC
ES

EtOH

FRAP

FSC
GC-MS

HPLC-DAD

HPLC-MS

HEPES

Glossario e Abreviaturas

— dihidrocloreto de a,a’-azodiisobutiramidina
— 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
— acetilcolina

— acetilcolinesterase

— butil-hidroxianisol

— butil-hidroxitolueno

— diéxido de carbono

— concentragdo minima inibitoria

— concentragdo maxima letal

— Doenca de Alzheimer

— dimetilsulféxido

— acido desoxirribonucléico

— acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico
—1,1-difenil-2-picril-hidrazilo

— equivalente acido galico

— equivalente catequina

— extragdo supercritico

— electrospray

— etanol

— Poder antioxidante por reducdo do ido férrico (ferric reducing

antioxidant power )

— fluidos supercriticos

— Cromatografia gasosa com espetrofotdbmetro de massa

— cromatografia liquida de alta resolugdo com detetor foto diodo

— cromatografia liquida de alta performance com espetrofotometro de

massa

— acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinoetanossulfénico


https://www.google.pt/search?biw=1366&bih=651&q=doen%C3%A7a+de+alzheimer&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi_uZPizK3PAhUHuxQKHT0ZDH8QvwUIGCgA

IC50
MeOH
MTC

OMS

ORAC

PBS
Pc
PFRAP
PG

ROS

TEAC

Te

TBHQ

TRAP

Trolox
TyrE

UTAD

— concentracao inibitéria média
— metanol

— medicina tradicional chinesa

— organizacdo mundial de saude

— capacidade de absorc¢ao dos radicais oxigenados (Oxygen radical

absorbance capacity)
— tampao fosfato

— pressao critica

— Reducéo do Ferrocianeto de Potassio pelos antioxidantes e reacao
subsequente do Ferrocianeto de Potassio com Fe*

— propil galato
— espécies reativas de oxigénio

— capacidade antioxidante equivalente ao trolox (trolox equivalent

antioxidant capacity)
— temperatura critica
— terc-butilhidroquinona

— atividade antioxidante total em captura do radical livre ( total radical

trapping antioxidante
— acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano
— tirosinase

— Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro


http://www.utad.pt/
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| - INTRODUCAO

As plantas aromaticas e medicinais tém um valor importante no dia-a-dia de muitas
sociedades. Quase todas as culturas e civilizacbes, desde os tempos mais antigos até aos
dias de hoje, tém dependido total ou parcialmente da aplicacdo e utilizacao destas plantas a
medicina tradicional, devido a disponibilidade, acessibilidade, aceitabilidade e eficicia
(Benmenhdi et al. 2012; Hasnaoui et al. 2013).

Historicamente, as plantas tém sido uma fonte de obtencdo de compostos e novos
farmacos, com grandes contribuicbes para a salde humana e seu bem-estar. Todas as
partes das plantas podem ser utilizadas, desde raizes, caule, folhas, flores, frutos e
sementes. As doencas tratadas pela fitoterapia sdo muito diversificadas e podem ir de uma
simples gripe a doengas crénicas (Hasnaoui et al. 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2008, mais de 80% da
populacdo do mundo dependia da medicina tradicional para cuidados de salde primaria. Em
Africa, cerca de 70% da populacéo usa a medicina tradicional, quer devido as crencas, quer
pela extrema pobreza que se verifica em grande parte deste continente. As plantas
medicinais mais utilizadas no continente africano sdo: Ammoides verticillata, Thymus
ciliatus, Thymus capitatus, Myrthus communis, Eucalyptus globulus, Ceratonia siliqua, Inula
viscosa, Mentha piperita, Mentha puleium, Malva sylvestris, Marrubium vulgare, Rosmarinus
officinalis, Lavandula stoechas e Olea europea ( Benmehdi et al. 2012; Hasnaoui et al. 2013;
A.Ahmed et al. 2015).

Segundo a OMS, a medicina tradicional é a soma total dos conhecimentos, habilidades e
praticas baseadas nas teorias, crengas e experiéncias indigenas de diferentes culturas,
sendo explicaveis ou ndo, usadas na manutencdo da saude, bem como na prevencéo,
diagnostico, melhoria ou tratamento de doencas fisicas e mentais. A OMS, em resposta a
resolucdo da Assembleia Mundial da Saude sobre a medicina tradicional, desenvolveu uma
estratégia de medicina tradicional para o periodo 2014-2023. Em alguns paises, a medicina

tradicional ou a medicina ndo convencional pode ser denominada medicina complementar.

A medicina tradicional € uma prética ja milenar, estando relacionada com o contexto social e
cultural de uma comunidade, podendo ser diferente de comunidade para comunidade
(Okigbo, Anuagasi, and Amadi 2009). Por vezes, as plantas utilizadas bem como as
informacBes sobre os seus efeitos benéficos sdo mantidas em segredo, havendo poucos
dados que permitam ajuizar da sua importancia medicinal (Fabricant and Farnsworth 2001).
Contudo, a Medicina Tradicional Chinesa (MTC), uma das mais antigas praticas de medicina

tradicional, com mais de 2500 anos, € um sistema mais definido e organizado. Tem sido
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utilizado com sucesso para diagnosticar, tratar e prevenir doencgas (Fabricant and
Farnsworth 2001; Okigbo, Anuagasi, and Amadi 2009).

Assim, a utilizagdo de plantas medicinais tem-se apresentado como uma mais-valia para o
desenvolvimento de novos farmacos, pois sdo fontes de matéria-prima renovaveis e
apresentam-se como uma fonte ilimitada de novas e complexas estruturas. Por outro lado,
muitas vezes os compostos isolados das plantas sujeitas a um estudo e caracterizacéo,
apresentam-se como mais seguros do que 0s mesmos sintetizados ou obtidos de plantas

sem histérico (Balunas and Kinghorn 2005; Fabricant and Farnsworth 2001).

Neste trabalho, analisaram-se diferentes extratos obtidos de duas plantas medicinais que se
encontram presentes no dia-a-dia da sociedade em geral — a palmeira anda, Chamaerops
humilis L. e o manjericdo, Ocimum basilicum — nomeadamente, as suas caracteristicas
antioxidantes, antimicrobianas, toxicidade, inibicdo de enzimas e a identificacdo dos
compostos maioritarios, por técnicas de GC e HPLC, acopladas a diferentes detetores, com

0 objetivo de verificar as potencialidades dos extratos e sua utilizagao.
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|.1 — Descricao geral da palmeira ana - Chamaerops humilis L.

A palmeira and € uma planta que pertence a familia Arecaceae, a qual disp6e de 200
géneros e 3000 espécies. E frequentemente encontrada no Norte de Africa, especialmente
na parte ocidental do MediterrAneo. Esta planta pode crescer entre 1 a 1,5 m de altura em
média, sendo que em local protegido pode atingir alturas entre 9 a 10 m.( Melro et al. 1993,
Benmehdi et al. 2012; Hasnaoui et al. 2013).

Em Portugal, a palmeira and é utilizada

maioritariamente em jardinagem,

geral, mas € mais frequente no litoral de

Alentejo e no Algarve.

Figura 1- Palmeira ana e a sua distribuicdo em Portugal, fonte: Jardim botanico UTAD.

Tabela 1- Classificagcao taxiondmica da Palmeira ana, fonte: Jardim botanico UTAD.

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordem Arecales
Familia Arecaceae
Género Chamaerops

Palmeira-das-vassouras,
Nome comum palmeira-ana, palmeira-
vassoureira

Nome cientifico Chamaerops humilis L

Esta planta apresenta caules grossos e fibrosos, folhas em forma de leque,
as flores sdo amarelas e geralmente unissexuais, estdo dispostas em espadices muito

ramificadas, protegidas por duas a quatro espatas castanho-avermelhadas e os frutos séo


http://naturdata.com/taxa/Plantae
http://naturdata.com/taxa/Plantae/Magnoliophyta
http://naturdata.com/taxa/Plantae/Magnoliophyta/Liliopsida
http://naturdata.com/taxa/Plantae/Magnoliophyta/Liliopsida/Arecales
http://naturdata.com/taxa/Plantae/Magnoliophyta/Liliopsida/Arecales/Arecaceae
http://naturdata.com/taxa/Plantae/Magnoliophyta/Liliopsida/Arecales/Arecaceae/Chamaerops
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fibrosos-carnudos. (Melro et al. 1993). A nivel alimentar, h& referéncia da utilizacdo dos
frutos. ( Melro et al. 1993; Benmehdi et al. 2012)

Como planta medicinal, diversas referéncias podem ser encontradas na literatura, (Allali et
al. 2008; Beghalia et al. 2008), no tratamento de doencas como a diarreia e a diabetes. No
tratamento da diabetes, 0 seu extrato aquoso, obtido das folhas, possui efeito hipoglicémico
(Benmehdi et al. 2012; Hasnaoui et al. 2013). Outros autores referem ainda propriedades
como a atividade anti-inflamatéria, anabolizante e diurética (Beghalia et al. 2008; Bellakhdar
et al. 1991), além da atividade antioxidante de extratos metandlicos e hidroalcolicos das
folhas (Hasnaoui et al. 2013; Miguel et al. 2014).

A informacéo relativa aos constituintes quimicos da palmeira and € rara, e os trabalhos
existentes pouco conclusivos. Estudo realizado com 6leo essencial extraido de uma
variedade marroquina, obtida através de destilagdo num Clevenger, permitiu a identificacao
por cromatografia gasosa com espetrometria de massa (GC-MS) de quatro componentes
principais: (E)-B-ocimeno (39,36%) ciclobutano, 1,2-bis(1-methileteniyl)-, trans- (4,51%),
ciclohexanona, 5-metiyl-2-(1-metiletilideno) (4,17%) (Said et al. 2013) .

Mais recentemente, estudos com uma variedade marroquina de palmeira and, recolhida em
Benslimane (centro de Marrocos), por andlise do 6leo essencial obtido da destilagdo das
folhas num Clevenger, permitiu identificar 15 compostos por GC-MS. Alguns dos compostos
sdo: espatulenol (25.49 %); acido palmitico (14.37 %); beta.-eudesmol (9.19 %); 6xido de
cariofileno (5.23 %), octadecanal(5.16 %) e fitol(4.16 %) (Khoudali, Essaqui, and Dari 2016).

[.2 — Descricao geral do manjericao — Ocimum basilicum

O manjericdo é uma planta aromatica, pertencente a familia Lamiacecae, usada tanto como
erva culinaria como para fins ornamentais. O género Ocimum contém entre 50 a 150
espécies de plantas, encontradas nas regifes tropicais da Asia, Africa, América de Sul e
Central. O manjericdo é considerado como nativo nas partes mais quentes das regides
Indo-Malaias. Cresce em habitats de terenos baldios, mas devido a sua importancia
ornamental e terapéutica, também é cultivado (Avanmardi et al. 2002; Ismail 2006; ljaz et al.
2008; Zheljazkov et al. 2008; Dev et al. 2011; Marwat et al. 2011; Khair-ul-Bariyah, Ahmed,
and Ikram 2012; Ch et al. 2015; EI-Azim et al. 2015; El-soud et al. 2015).
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Tabela 2- Classificacao taxionémica do manjericdo, adaptado de (Khair-ul-Bariyah, Ahmed, and Ikram

2012).
Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Lamiales
Familia Lamiacaea
Género Ocimum
Espécie Basilicum

Nome cientifico Ocimum basilicum

O manjericdo é uma planta de tamanho médio,
possui um forte perfume, folhas opostas, inteiras e
ovais, que sao muitas vezes onduladas; atinge de 3 a
5 cm de comprimento e o peciolo é fino. As flores
tém entre 8-12 mm de comprimento em circulos de
conjuntos de 6 a 10 flores. (Khair-ul-Bariyah, Ahmed,
and lkram 2012).

Figura 2- Manjericéo.

Tradicionalmente, o manjericdo tem sido utilizado na medicina tradicional no tratamento de
problemas como dores de cabeca, tosse, diarreia, verrugas e deficiente funcionamento
renal. E vasta a lista de autores que referenciam o manjericdo como sendo uma planta
medicinal (Avanmardi et al. 2002; Ismail 2006; ljaz et al. 2008; Zheljazkov et al. 2008; Dev et
al. 2011; Marwat et al. 2011; Barbalho et al. 2012; Ch et al. 2015; EI-Azim et al. 2015; El-
soud et al. 2015;).

O manjericdo é uma planta que possui um enorme espectro de atividades farmacoldgicas.

O extrato e 6leo essencial de varias partes do manjericéo (folhas, flores, raiz, etc), tem sido


http://naturdata.com/taxa/Plantae
http://naturdata.com/taxa/Plantae/Magnoliophyta
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utiizado na determinacdo da sua atividade antimicrobiana, antioxidante, anticancro,
antidiabético, anti-inflamatdria, antistress, analgésico, sedativo, e hipoglicémico, sendo os
resultados obtidos bastante bons (Avanmardi et al. 2002; ljaz et al. 2008 ; Dev et al. 2011;
Khair-ul-Bariyah, Ahmed, and Ikram 2012; Ch et al. 2015; EI-Azim et al. 2015; El-soud et al.
2015).

Contrariamente a palmeira ana, o estudo do manjericdo ja se encontra mais aprofundado e
as informac¢des acerca da sua constituicdo conhecida. Segundo Ismail (2006), a analise do
6leo essencial obtido a partir da hidrodestilacdo das folhas do manjericao, durante 4 horas
num Clevenger, permitiu identificar por GC-MS a presenca dos seguintes compostos: linalol
(44.18%), 1,8-cineol (13.65%), eugenol (8.59%), metil cinamato (4.26%), iso cariofileno
(3.10%), e a-cubebeno (4.97%). Num outro estudo, efetuado por El-Azim et al. (2015),
identificou-se por GC-MS a presenca de linalol (33.9%), eugenol (8.31%) e 2,6-Dimetil-6- (4-
metil-3-pentenil) -biciclo[3.1.1]hepta-2-eno (8.04%) como sendo 0s componentes quimicos

mais abundantes no 6leo volatil extraido de folhas secas de manjericao.

Autores como, (Dev et al. 2011) estudaram a constituicdo quimica de varios extratos de
folhas de manjericdo, tendo identificado como compostos maioritarios, nomeadamente no
extrato de hexano: 1,2-dimetoxi-4-(2-propenil)benzeno(35.82%), 2- pentanona (27.06%),
oxido de cariofileno (4.64%), anidrido acético (4.32%), oxido de aromadendreno (1.16%) e
1,3-benzodioxido (0.59%); no extrato de acetato de etilo: 1,2-dimetoxi-4-(2-propenil)benzeno
(53.06%), 2- pentanona (18.06%), 4-metil-2-pentil acetato(3.11%), oxido de aromadendreno
(1.16%) e oxido de cariofileno (1.44%) e para extrato de cloroférmio: eugenol (88.18%),
acido 1, 2-benzenodicarboxilico (3,49%) e 2-metoxi-4- (propil) - (E) -fenol (1,46%).
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Il - METODOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS NAS
PLANTAS

O estudo qualitativo e quantitativo de compostos bioativos, presentes em amostras de
plantas dependem da selecdo da técnica adequada do método de extracdo. A extracao €
um dos primeiros passos no estudo de plantas medicinais, desempenha um papel
significativo e crucial no resultado final. Para além da escolha do solvente, de importancia
primordial, os fatores mais comuns que afetam a eficiéncia de processos de extracdo sdo: a
propriedade da matriz da planta, a temperatura, a pressao e o tempo. A escolha do solvente,
que tem que ter em conta a polaridade do composto alvo; a afinidade molecular entre soluto
e solvente; a transferéncia de massa, a seguranga ambiental, a toxicidade, ndo esquecendo,
ainda, a viabilidade financeira do mesmo ( Gurib-fakim 2006; Jin Dai and Mumper 2010;
Azmir et al. 2013).

Usualmente, a extragdo dos compostos bioativos € efetuada em conjunto com outros
componentes presentes nas plantas. Estes podem ser extraidos a partir de varias partes da

planta: raiz, folha, fruto, caule, flores e frutas (Azmir et al. 2013).

Os compostos do sistema bioldgico podem ser divididos em dois grandes grupos:
metabolitos primarios e metabolitos secundarios. Os metabolitos primarios sdo substancias
guimicas que visam o crescimento e o desenvolvimento, tais como hidratos de carbono,
lipidos, aminoacidos e proteinas, sendo que os compostos bioativos de plantas séo

produzidos como metabolitos secundarios. (Azmir et al. 2013).

De acordo com Croteau et al. (2000) os compostos bioativos de plantas sdo divididos em
trés categorias principais: (a) terpenos e terpendides (cerca de 25.000 tipos), (b) alcaloides
(aproximadamente 12.000 tipos) e (c) compostos fendlicos (aproximadamente 8000 tipos)
(Azmir et al. 2013).

N X N "
=
N N
OH
OH

Monoterpeno Alcaloides Flavondide

O

Figura 3-Exemplo de categorias de compostos bioativos presentes nas plantas.
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A obtencdo dos extratos vegetais pode ser feita recorrendo a varias técnicas de extracéo
classicas. Muitas destas técnicas baseiam-se na extracdo por diferentes solventes,
utilizacdo e aplicacé@o de calor, ultrassons e micro-ondas. Estas técnicas estdo divididas em
dois grandes grupos: métodos convencionais e métodos ndo convencionais (Ibafiez et al.
2012; Azmir et al. 2013).

1.1 — Métodos convencionais

Os meétodos convencionais incorporam meétodos tais como: Soxhlet, maceragdo e
hidrodestilacdo. A maceracgdo é a forma mais popular que existe de extrair 6leos essenciais
e compostos bioativos a partir de plantas. E utilizada, desde a antiguidade, na produgéo de
ténicos caseiros (Jin Dai and Mumper 2010; Ibafiez et al. 2012; Azmir et al. 2013). As
extracdes por hidrodestilacdo ou em Soxhlet sdo, ainda hoje, as técnicas de extracdo mais
utilizadas.

A extracdo em Soxhlet tem sido amplamente utilizada para extrair compostos bioativos a
partir de varias fontes naturais. Hoje em dia € usada como técnica de referéncia para
comparagdo com as novas alternativas de extragdo. Geralmente, uma amostra seca ou
fresca € colocada num cartucho e este € colocado no Soxhlet. O extrator € colocado no
baldo de destilacdo que contém o solvente de particular interesse. O processo é executado

repetidamente até que a extracao esteja completa (Azmir et al. 2013).

A hidrodestilagdo € um método tradicional para a obtencdo do Oleo essencial a partir de
plantas. O facto de nao envolver solventes organicos é uma grande vantagem. Este é
efetuado recorrendo a agua, 4gua mais inje¢cédo de vapor e com vapor de forma direta (Azmir
et al. 2013).

1.2 — Métodos nao convencionais

Os métodos ndo convencionais, também conhecidos como ambientalmente mais amigaveis,
recorrem as seguintes técnicas: extracdo com ultrassom, campo elétrico pulsado, digestao
enzimatica, micro-ondas, fluidos supercriticos (FSC) e extracdo acelerada por solventes.
Estes métodos permitem a diminuicdo no uso de solventes organicos, reducdo do tempo

operacional e um melhor rendimento e qualidade do extrato (Azmir et al. 2013).

Neste trabalho, o método ndo convencional utilizado foi a extracdo supercritica (ESC) com
CO,. A extragdo de produtos naturais recorrendo a FSC tem despertado um elevado

interesse em diversas areas industriais, como a alimentar, a farmacéutica e a petroquimica,
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pois tem demostrado capacidade de cumprir exigéncias tanto a nivel ambiental como a nivel

de especificagbes exigidas para os produtos de interesse (Azmir et al. 2013; Yener 2015).

A ESC é um processo que consiste na separacdo de substancias sollveis de uma matriz
sélida, por contacto com um solvente que se encontra a temperaturas e pressdes acima do
seu ponto critico. Define-se como ponto critico de uma substancia pura, o valor de pressao e
temperatura a partir do qual a substancia deixa de existir em equilibrio liquido-vapor. Acima
deste ponto, a substancia ndo apresenta diferenca entre liquido e gas e, como tal, é
denominado de fluido supercritico (FSP) (Azmir et al. 2013; Yener 2015).

Os FSC apresentam propriedades termofisicas intermédias entre um gas e um liquido e
estdo sujeitos a sofrerem alteragbes das suas propriedades em caso de ligeiras variagcdes
de temperatura e pressao. Apresentam caracteristicas que se assemelham a um gas, como
a compreensibilidade, difusidade elevada, e baixa viscosidade, mas também possuem
propriedades similares a um liquido, tais como: densidade, tensdo superficial baixa e
elevado poder de solvatacdo, a semelhanca dos solventes organicos. As propriedades
referidas fazem com que os FSC sejam considerados solventes eficientes e seletivos, pois
apresentam uma capacidade de dissolu¢cdo equiparada a um solvente organico liquido, bem
como as propriedades de transporte de um gas, que favorecem a extracdo dos compostos
com tempos de retencdo menores e com melhores rendimentos (Coelho et al. 2012;Azmir et
al. 2013; Yener 2015).

S&o varias as substancias utilizadas como FSC, nomeadamente etano, butano, propano,
pentano, 6xido nitroso, amoniaco, trifluorometano, agua e diéxido de carbono. Destas
substancias, o CO, supercritico destaca-se por ser o mais utilizado nos processos de ESC.
O facto de o CO, supercritico apresentar temperatura e pressao critica (T.= 304,2 Ke P.=7,4
MPa) baixas, permite a extracdo de compostos termolabeis com um menor risco de
degradacao. A preferéncia para o CO, supercritico também esta associada ao facto de este
ser um fluido ndo inflamavel, ndo toxico, ndo corrosivo e disponivel com elevada pureza e
baixo custo. E um solvente ndo polar, o que o torna ideal para a extracdo de compostos
lipofilicos e ndo polares, mas inadequado para compostos polares. Assim sendo,
frequentemente sdo adicionadas pequenas quantidades de solventes auxiliares (tipicamente
até 10%), de modo a modificar a polaridade do CO,. Os solventes auxiliares mais utilizados
sao polares, tais como: metanol, etanol, acetato de etilo e acetona (Azmir et al. 2013; Yener
2015). Parametros como temperatura, pressdo, tamanho de particula, quantidade de
amostra, caudal de solvente e duracdo de extracdo, também influenciam a eficiéncia da
extracdo, por isso precisam de ser controlados (Coelho et al. 2012;Azmir et al. 2013; Yener
2015).
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Il - METODOS DE ANALISE
[11.1 — Atividade Antioxidante

Varias espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto podem provocar processos
oxidativos em lipidos, proteinas e &cidos nucleicos, promovendo a destruicdo da membrana,
inativacdo de enzimas e de DNA. Estes danos podem estar na base de doencas,
designadamente doencas degenerativas como Alzheimer e Parkinson, cancro, doencas

cardiovasculares e envelhecimento nos seres humanos (Karimi and Jaafar 2011).

H )
0—oO H—O' \O/ ~,
Radical superoxido Radical hidroxilo Peroxido de hidrogénio
\
0 N
N—0O N7 X
/ ° °
H
Radical nitroxilo Anido peroxidonitrito

Figura 4- Exemplos de espécies reativas de oxigénio e azoto.

Os antioxidantes sao compostos quimicos extremamente (teis para os seres humanos,
possuindo a capacidade de reduzir e/ou eliminar radicais livres, para diminuir a peroxidacao
lipidica no corpo humano, que originam as diferentes doengas. Em geral, existem duas
categorias béasicas de antioxidantes, os sintéticos e os naturais. Os antioxidantes primarios
mais conhecidos sdo os polifenéis, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno
(BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG), (Li et al. 2012), que sé&o
sintéticos, e os tocoferdis, que sdo naturais. Estes ultimos também podem ser classificados

como antioxidantes bioldgicos.

As plantas sao fontes naturais ricas em antioxidantes. Os compostos fitoquimicos (como os
compostos fendlicos e flavondides) encontrados nas plantas atuam, geralmente, como
antioxidantes com propriedades redox e quelantes de metais. Além disso, outras atividades
bioldgicas como anti-inflamatéria, anti Ulcera, antiviral, acdes antialérgicas e vasodilatadoras

também foram detetadas nestes compostos (Karimi and Jaafar 2011).
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A utilizagéo de BHA e BHT foi restringida por normas legislativas, devido ao aparecimento
de efeitos adversos, relacionados com a toxicidade e efeitos cancerigenos dos mesmos (Li
et al. 2012), existindo um interesse crescente na procura de antioxidantes de fontes naturais
e mais seguros. Contudo, devido & matriz complexa da constituicdo das plantas, muitas
vezes nao é possivel saber quais os compostos mais ativos, isto €, aqueles que apresentam
melhor atividade, existindo uma enorme variedade de antioxidantes naturais presentes nas
plantas, como polifendis, alcaloides, vitaminas, etc (Djeridane et al. 2006). Por outro lado, a
sinergia que muitas vezes existe entre 0s diferentes compostos que apresentam atividade
antioxidante nas plantas é outro fator a considerar. Assim, a determinagdo da capacidade
antioxidante de um composto isolado pode nao refletir, exatamente, o seu potencial quando

combinado com outro (J. Dai and Mumper 2010).

Nas classes de compostos referidos como fontes de antioxidantes naturais, os polifendis
destacam-se, pelo facto de serem o0s metabdlitos secundarios que ocorrem mais
amplamente no reino vegetal, atuando como fitoalexinas, que contribuem para a
pigmentacdo das plantas e a protecdo contra a radiagdo solar. Os polifendis incluem
compostos tais como: &cidos fendlicos (benzoico e derivados de &cido cinamico),
antocianinas, flavonodides, taninos, lignina, lignanas, etc (Shi et al. 2005; J. Dai and Mumper
2010; Ajila et al. 2011). Existem evidéncias cientificas relevantes de que 0s compostos
fendlicos apresentam uma variedade de propriedades biolégicas importantes, tais como

antialérgicas, anti-inflamatdrias, antimicrobianos, etc (Ajila et al. 2011).

A determinacéo da atividade antioxidante é efetuada recorrendo a varios métodos analiticos,
de entre os quais se destacam 0s ensaios baseados na utilizacdo dos radicais 1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo (DPPH) e 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), como
métodos espetrofotométricos na determinacdo da capacidade antioxidante de alimentos,
bebidas, extratos de plantas e compostos puros, devido aos procedimentos simples,

rapidos, sensiveis e reprodutiveis envolvidos (Apak et al. 2013).
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Tabela 3-Varios métodos analiticos de avaliacdo da capacidade antioxidante, adaptado de (Pisoschi

and Negulescu 2011)

Ensaios de atividade Principio dos métodos Forma de determinacéo
antioxidante final
Reac¢é&o do antioxidante com um Colorimetria
DPPH radical organico
Reac¢édo do antioxidante com um Colorimetria
ABTS radical organico
Reacé&o de um antioxidante com Colorimetria
FRAP complexo de Fe(lll)
Reducéo do Ferricianeto de
PERAP potassio pelo antioxidante Colorimetria
seguida de reacéo de
Ferricianeto de potassio com
Fe**
Reacéo do antioxidante com o
ORAC radical peroxilo, induzido por Perda de fluorescéncia

AAPH

Capacidade antioxidante para
TRAP eliminar os radicais derivados Extingéio da

do luminol, gerados a partir da Lo .
quimiluminescéncia

decomposicdo de AAPH

Os métodos de DPPH e ABTS séo determinados espetrofotometricamente de modo muito
semelhante. Baseiam-se na capacidade de doacdo de eletrdes ou hidrogénios de uma
amostra com potencial antioxidante, na presenga de radical livre estavel de DPPH- e/ou
radical catido ABTS -,

O efeito dos antioxidantes sobre a solugdo de DPPH- permite a sua neutralizacdo para
DPPH-H, ocorrendo uma descoloracdo da solucéo inicial de DPPH (violeta) para amarelo. A
descoloracdo traduz-se num decréscimo da absorvancia ao longo do tempo; normalmente

0S ensaios sdo realizados com tempo de espera de 30 minutos, determinado por
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espetrofotometria a 517 nm. Quanto mais rapidamente se verificar a descoloragdo da
solucdo, maior é a concentragdo de substancias com capacidade antioxidante e,

consequentemente, maior sera a atividade antioxidante (Apak et al. 2013).

Uma das formas de representar a atividade antioxidante determinada pelo método de
DPPH é a determinagdo do IC5 0. Ou seja, € a determinacdo da concentracdo de
antioxidante necessario para inibir, em 50 %, os radicais livres de DPPH em solugéo. A

percentagem de inibicdo é calculada através da seguinte expressao:

A —A
% Inibigéo — ( Controlo Amostra) % 100 (1)

AControlo

Onde, Aconrolo € @ absorvanciado DPPH™ no solvente e Axmosia € @ absorvancia de DPPH™ na

amostra com capacidade antioxidante. Um menor valor de IC50 significa uma melhor

capacidade antioxidante (Apak et al. 2013).

Para o ABTS, o efeito dos antioxidantes sobre o ABTS'+ é controlado através da diminuicao
da absorvancia a 415 ou 734 nm, na presenca do composto testado. O ABTS+ é
previamente formado através da oxidacdo de ABTS, induzida por radicais ROO- ou outros
oxidantes. A representacdo da atividade antioxidante & efetuada em termos de IC50. A
percentagem de inibicdo é calculada pela Equacédo 1 (Jaszek et al. 2013).

Outros métodos utilizados neste trabalho para avaliar a capacidade antioxidante sao:
determinagédo de fendis totais pelo ensaio de Folin-Ciocalteau, determinacdo de teor em

flavonoides pelo método de cloreto de aluminio e poder de reducéo do Fe** para Fe*".

A capacidade redutora dos compostos vegetais esta diretamente relacionada com a sua
capacidade antioxidante. O poder de reducdo é um método que se baseia na capacidade
que os antioxidantes possuem de reduzir o Fe** a Fe?*, numa reacéo redox, que envolve a
transferéncia de um eletrdo (Hung et al. 2002). Dependendo do poder redutor dos
compostos avaliados, a cor da solucao altera para varias tonalidades de verde ou azul,

podendo ser medida espetrofotometricamente a 700 nm (Yen, Chen, and Science 1995).

Quando a espécie oxidante é o Fe** ou o Fe(CN)¢> (na composicéo do reagente ferrocianeto
de potéassio), forma-se, respetivamente, Fe?* ou Fe(CN)s* como produto da reducdo com o
antioxidante, combinando-se com o outro componente do reagente para originar
KFe[Fe(CN)¢] (azul da Prussia) como produto. Neste método, o aumento da absorvéncia
indica o aumento da atividade antioxidante, ou seja, quanto mais azul estiver a mistura,

maior o poder redutor do extrato. O ensaio do poder redutor € considerado simples, rapido,
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econdmico e bastante fiavel, podendo ser aplicado de forma manual, automatizada ou semi-
automatizada (Prior, Wu, and Schaich 2005). Neste trabalho utilizou-se o trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) como controlo positivo.

O ensaio de Folin-Ciocalteau, também conhecido como método de determinagéo de fendis
totais, € usado frequentemente na determinacdo do teor de compostos fendlicos numa
determinada amostra. E um ensaio de facil aplicacio, sensivel e reprodutivel. E amplamente
utiizado na determinacdo de compostos fendlicos de extratos e Oleos essenciais

provenientes de fontes naturais (Singleton, Rossi, and JR. 1965).

O principio desta técnica tem como base uma reagdo de oxidagdo-redugdo, em meio
alcalino, entre o reagente folin de coloragdo amarela (mistura de acidos fosfomolibdico e
fosfotingstico) e os polifendis. O reagente folin é reduzido e os polifendis presentes na
amostra sdo oxidados, resultando na formacdo de um complexo de cor azul de
fosfotiingstenio e fosfomolibdénio, [(PMoW1;040)*]). A intensidade da cor é proporcional &
concentracdo de polifendis presentes na amostra. A sua determinacdo é efetuada por
espetrofotometria a 765 nm, absor¢cdo maxima, e expressa em miligrama de equivalentes

em acido galico (EAG) por grama de extrato (Singleton, Rossi, and JR. 1965).

A determinacado dos flavonoides totais, usando o método de cloreto de aluminio, € baseada
na formacao de um complexo estavel entre cloreto de aluminio, o grupo ceto e grupos

hidroxilo dos flavondides presentes na amostra (Hassan, Aqgil, and Ttimarad 2013).

[11.2 — Atividade Antimicrobiana e Toxicidade Geral

A grande variedade de compostos bioativos presentes nas plantas tem representado uma
alternativa promissora e sustentavel para a descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, com potencialidade antimicrobiana, que apresentam menores efeitos adversos e
uma menor probabilidade de as espécies apresentarem resisténcia. (A.K Pandey and Kumar
2013). Assim, extratos ou compostos isolados de plantas tém sido objeto de estudo, com
vista a descoberta de novos agentes antimicrobianos, para o combate de infegcbes

bacterianas e fangicas. (Pereira et al. 2015).

Muitos dos farmacos utilizados na medicina, hoje em dia, sdo provenientes de fontes
naturais e/ou de semi-sintese a partir de compostos naturais. Aproximadamente 20% de
plantas no mundo ja foram sujeitas a testes farmacéuticos e bioldgicos, sendo que grande

parte dos antibiéticos introduzidos no mercado é obtida a partir da fonte natural ou recursos
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semissintéticos. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas medicinais
séo as melhores fontes para a obtencéo de farmacos (Hemalatha et al. 2013).

Existem varios métodos laboratoriais que podem ser utilizados para avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de extratos ou de compostos puros. O mais conhecido e mais
utilizado dos métodos é o de difusdo agar (técnica do disco e pocos) e microdiluicdo em
caldo. Para um estudo mais aprofundado da atividade microbiana, recomendam-se testes
como time-kill, podendo assim tirar-se conclusdes acerca do efeito inibitério que apresenta a

nivel bacteriostatico ou bactericida (Balouiri, Sadiki, and Ibnsouda 2016).

O método de difusdo em agar foi desenvolvido em 1940, é oficialmente utilizado em muitos
laboratérios de microbiologia para testes de suscetibilidade antimicrobiana. (Balouiri, Sadiki,
and lbnsouda 2016).

Este método permite testar, in vitro, organismos patogénicos comuns, sendo reprodutivel e
faciimente empregue. E meramente qualitativo, isto &, baseia-se na presenca e/ou auséncia

de uma zona de inibicdo do crescimento do microrganismo (Bonev and Hooper 2008).

O método apresenta vantagens, como a facilidade de execucdo, a facilidade de
interpretacdo dos dados e o baixo custo associado. Contudo, nem sempre € indicada a sua
utilizacdo na determinagédo da atividade antimicrobiana de produtos naturais, como 0s
extratos de plantas, pois estes sdo matrizes complexas, onde 0S compostos presentes
podem ter polaridades diferentes, afetando, deste modo, a difusdo dos mesmos. Os
compostos com menor polaridade podem difundir-se mais lentamente do que 0s mais

polares no agar. (Bonev and Hooper 2008).

A determinacdo precisa da sensibilidade bacteriana dos antibiéticos, € essencial para a
gestdo bem-sucedida de infecGes bacterianas, pois permite fazer uma analise comparativa
dos agentes antimicrobianos. Isto pode ser feito usando técnicas como a microdiluicdo em
caldo, que permitem fazer andlises quantitativas. A eficdcia dos antibiéticos pode ser
avaliada pela sua capacidade de suprimir o crescimento bacteriano, descrita pela CMI
(concentracdo minima inibitéria) ou pela sua capacidade para matar as bactérias,

caracterizada pela concentracao letal minima (CML) (Bonev and Hooper 2008).
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l11.3 — Inibicdo Enzimatica

As enzimas sao proteinas com fun¢des cataliticas, isto €, aumentam a velocidade com que
se atinge o estado de equilibrio da reacdo, ndo afetando, contudo, esse estado. Sado
macromoléculas proteicas, altamente especializadas, que possuem as seguintes
propriedades: eficiéncia catalitica, alto grau de especificidade relativamente ao substrato e

possibilidade de serem reguladas (Quintas, Freire, and Halpern 2008; Voet and Voet 1995).

Como catalisadores, as enzimas sdo eficazes em quantidades minimas (em relacdo as
concentracdes dos reagentes) e permanecem inalteradas apos a libertacdo dos produtos.
As reacGes catalisadas por enzimas ocorrem a velocidades 10* e 107, superiores as
correspondentes reagfes na auséncia da enzima. As enzimas apresentam uma
especificidade face aos reagentes (designados por substratos), que pode ser para um Unico
substrato ou para um grupo de substratos com estruturas semelhantes (Quintas, Freire, and
Halpern 2008).

Muitas enzimas retém o seu potencial catalitico apds extragdo do organismo vivo; assim
sendo, ndo demorou muito para a comunidade cientifica reconhecer este facto e explorar o
poder catalitico das enzimas para fins comerciais. As primeiras referéncias que se tém da
utilizacdo de enzimas como catalisador sdo dos que descrevem a producgdo de pao, queijo,
e bebidas alcodlicas, sendo atualmente fundamentais e utilizadas em muitos processos

industriais (Copeland 2000; Quintas, Freire, and Halpern 2008).

A atividade enzimatica pode ser medida, determinando a velocidade da conversdao do
substrato, quer pela diminuicdo deste, quer pelo aumento da concentracdo do produto da
reacdo. Estes ensaios devem ser realizados em condi¢cdes Otimas de temperatura e pH
(Quintas, Freire, and Halpern 2008; Voet and Voet 1995).

As enzimas sdo de interesse fundamental nas ciéncias da salde, umas vez que muitos
processos de doencas podem ser interligados as atividades anormais de uma ou de
algumas enzimas. Assim, grande parte da pesquisa farmacéutica moderna é baseada na

procura de inibidores potentes e especificos de uma determinada enzima (Copeland 2000).

Os inibidores sdo compostos que diminuem a velocidade de uma reacdo enzimatica. S&o
importantes em enzimologia, j& que muitos efeitos fisioldgicos (téxicos e funcionais) s&o
resultantes da inibicdo da atividade enzimatica; por outro lado, a utilizacdo de inibidores in
vitro tem contribuido para o esclarecimento de mecanismo de reacdes envolvendo enzimas
(Quintas, Freire, and Halpern 2008; Voet and Voet 1995).
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A inibicdo pode nédo resultar numa interacdo direta entre as moléculas de inibidor e enzima,
podendo, por exemplo, observar-se uma diminuicao de atividade se uma molécula se ligar
ao substrato, modificando-o de tal modo que este deixe de ser reagente no processo. No
entanto, quando se fala de inibicAo enzimatica, em geral, refere-se a interagéo
inibidor-enzima (Voet and Voet 1995).

7

Um grande ndmero de farmacos, comumente utilizados, € inibidor de enzimas; estes
incluem medicamentos para tratar VIH, cancro, deméncias e doencas cardiacas. Existem
varios mecanismos diferentes de inibicdo da enzima, todos tém a sua propria caracteristica

e efeito sobre a cinética da enzima (Voet and Voet 1995).

A procura de inibidores enzimaticos a partir de fontes naturais tem aumentado a cada dia.
Doencgas como Alzheimer (DA), onde o numero de farmacos disponivel para o tratamento é
reduzido, despertaram a comunidade cientifica na procura de inibidores enzimaticos
especificos e potentes ( Ferreira et al. 2006; Mukherjee et al. 2007;Chang 2009; Krsti et al.
2013).

Neste trabalho, testou-se a capacidade inibitéria de extratos de manjericdo e da palmeira

ana em duas enzimas: acetilcolenisterase (AChE) e a tirosinase (TyrE).

[11.3.1 — Acetilcolenisterase (AChE)

7

Colinesterase é uma familia de enzimas que catalisa a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) em colina e acido acético, uma reaccao necessaria para permitir que um

neuronio colinérgico volte ao seu estado de repouso apoés ativagéo (Colovic et al. 2013).
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Figura 5- Esquema da catélise da acetilcolina

O papel principal da acetilcolinesterase (AChE) € a terminacéo da transmissdo do impulso
nervoso nas sinapses colinérgicas por hidrolise rapida da acetilcolina (ACh). A inibicdo da
AChE serve como uma estratégia para o tratamento da doenca de Alzheimer (DA),

deméncia e doenga de Parkinson (Mukherjee et al. 2007).
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Existem alguns medicamentos sintéticos como, por exemplo: Tacrina, Donepezilo, e
produtos naturais como Rivastigmina para o tratamento de disfuncéo cognitiva e perda de
memoria associada a DA. O primeiro inibidor de AChE aprovado especificamente para o
tratamento de DA foi introduzido em 1993, como 1, 2, 3, 4-tetra-hidro-9-aminoacridina
(Tacrina). O rastreio da atividade inibidora da AChE, a partir de recursos naturais, tem sido
relatado baseado em reagdes de Ellman (Mukherjee et al. 2007).
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Figura 6- Exemplo de farmacos utilizados como inibidores de enzimas.

Na medicina tradicional Coreana, foi relatada uma variedade de plantas para mostrar a
atividade inibitéria da AChE. Em extratos metandlicos de sete plantas — Acorus calamus,
Acorus gramineus, Bupleurm facaltum, Dioscorea batatas, Epimedium koreanum, Poria
cocos e Zizyphi jujuba — foi testada a capacidade de inibicAo do AChE, apresentando

inibicdo significativa para a Acorus calamus e Epimedium koreanum (Mukherjee et al. 2007).

[11.3.2 — Tirosinase (TyrE)

Nas ultimas décadas, os inibidores da tirosinase tém sido alvo de uma grande preocupacédo
devido ao papel fundamental da tirosinase, na melanogénese em mamiferos, frutas e fungos
(T. Chang 2009; Vardhan, Khan, and Pandey 2014).

A melanogénese é definida como todo o processo que conduz a formacao de pigmentos
escuros macromoleculares, isto €, a melanina (T. Chang 2009). A producédo de melanina é o
principal responsavel para a cor da pele, olhos, cabelo e desempenha um importante papel
defensivo contra os efeitos nocivos da radiagdo ultravioleta da luz solar. No entanto, a
superproducdo e acumulacdo de melanina no organismo pode provocar varias doencas
dermatoldgicas, incluindo melasma, sardas, manchas de idade, ou outras hiper-
pigmentacfes. A melanina é produzida normalmente pelos melandcitos e, em maior

extensdo, por células de melanoma. Nos mamiferos, a melanina € sintetizada nos
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melanossomas de melandcitos que contém tirosinase, que desempenha um papel
fundamental na melanogénese, catalisando duas etapas limitantes da velocidade da
melanogénese: a hidroxilacdo de L-tirosina para de L-DOPA e a subsequenteoxidagéo da L-
DOPA a dopaquinona (Yy et al. 2011; Vardhan, Khan, and Pandey 2014).

Por estas razdes, a tirosinase € um alvo atrativo na procura de Varios agentes de
descoloracdo. Os agentes, tais como a hidroquinona e o acido kogico que inibem a atividade
da tirosinase, tém o potencial de serem agentes anti-melanogénese, promovendo a
despigmentacdo. Esses inibidores sdo muito importantes em aplicacbes cosméticas, pois
permitem produzir efeitos de branqueamento e de corre¢do na pele. Varios estudos tém
indicado que muitos extratos de plantas mostram a atividade inibidora contra a tirosinase in
vitro.(; Yy et al. 2011; Vardhan, Khan, and Pandey 2014).
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Figura 7- Acido kdgico, inibidor da tirosinase.

O &cido kdgico (5-hidroxi-2-(metilhidroxi)-4H-piran-4-ona) é o inibidor da tirosinase mais
estudado, por isso é diversas vezes usado como controlo positivo de experiéncias que
procuram novos inibidores para a tirosinase. Este composto é um produto metabdlico
secundario produzido pelas espécies fungicas Aspergillus e Penicillium. Dada a sua
capacidade em inibir a tirosinase, tem sido amplamente usado na industria da cosmética,
como agente branqueador e corretor de manchas ou sardas e na industria alimentar, como
aditivo para prevenir o processo de oxidacdo de alimentos (T. Chang 2009; T.-M. Chang
2012; C. Chang et al. 2013).
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l1l.4 — Anélise por GC-MS e HPLC-MS

A anadlise dos extratos (palmeira and e manjericdo) e de 6leos essenciais de manjericao foi
efetuada por cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) e
cromatografia liquida de alta performance com espetrometria de massa (HPLC-MS) e com
detetor de foto diodos (DAD).

Em sistemas de HPLC-MS e GC-MS (Figura 8), os compostos sdo separados nas colunas
cromatogréficas e enviados para espectrometros de massa. Cada composto eluido é
ionizado a espécie ionica em fase gasosa, na fonte de ionizacdo. O excesso de energia
transferida durante a ionizagdo provoca fragmentacdo dessas espécies ioOnicas para
produtos de ibes. Todos os ibes sdo em seguida separados, de acordo com a razdo
massa-carga (m / z), valores do analisador de massas. O tipo de analisador de massa vai
decidir a qualidade dos dados experimentais obtidos, em relagdo a preciséo e resolucao de
massa e a sensibilidade. Finalmente, a corrente de ides € medida e amplificada em
detetores multiplicadores de eletrdes ou da matriz. A quantidade de corrente elétrica gerada

dependera da abundéancia de ides a colidir no detetor (Kicman, Parkin, and lles 2007).

Espectrdmetro de massa (sistema com vacuo)

Equipamento

cromatografico (GC |, Fonte de | _ fanalisador | . Detetor —= |Sistemas de dados | |
ou HPLC) iBes <

Dados de espectrometria
de massa

Figura 8- Sistema geral de GC-MS e HPLC-MS Adaptado de Kicman, Parkin, and lles (2007).
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IV — PARTE EXPERIMENTAL

IV.1 — Recolha, processamento e armazenamento das amostras vegetais
da Palmeira And - Chamaerops humilis L e Manjericdo — Ocimum
basilicum.

A recolha das amostras (folhas) da Palmeira Ana foi efetuada em Outubro de 2014, pelo
professor Amadeu Brigas, no Algarve. As folhas recolhidas foram limpas, secas a
temperatura ambiente durante uma semana e reduzidas a pequenos peda¢cos com o auxilio
de uma tesoura. A sua trituragdo utilizando um moinho de |aminas ndo se mostrou eficaz
devido ao seu carater fibroso, inviabilizando desta forma a diminuicdo do tamanho de
particula suficiente, para permitir posteriormente estudos de extracdo com fluidos
supercriticos. A planta foi armazenada em recipientes fechados a uma temperatura entre 4 a
6°C.

O manjericao foi fornecido pela empresa Aroméaticas Vivas, LDA, Origem: Portugal HF
126062, Lote 11-01, Embalado:14/03/2016. Uma parte das folhas foi seca numa estufa
durante 72 horas a 40°C, com ventilacdo a 70% (LSIS-B2V / VC111 1900 W). Procedeu-se
a sua trituracdo com um moinho de laminas (IKA WERKE-M20), suavemente e,

posteriormente, foram armazenadas em recipientes fechados a uma temperatura de -20°C.

Esta diferente forma de procedimento deveu-se as potenciais diferengas dos compostos que
existiam nas plantas, nomeadamente em termos de volatilidade, degradacdo com a

luminosidade e degradacdo com a temperatura no seu armazenamento.

IV.2 — Obtencéo dos extratos da Palmeira Ana e Manjericao

IV.2.1 — Extragcdo em Soxhlet

A obtencéo do extrato da Palmeira And em Soxhlet, foi efetuada durante 6 horas, utilizando
metanol (Sigma Aldrich 99,8 % - retificado) e hexano (Analar Normapur 99,3 % - retificado)
como solventes. A purificacdo e rectificagdo dos solventes foram efetuadas em diferentes

sistemas de destilagéo existentes no Laboratorio de Organica e Inorgénica do ISEL.

Para a extragéo das folhas de manjericéo (frescas e secas) usou-se metanol (Sigma Aldrich

99,8 % - retificado) e etanol absoluto (Panreac 99,5 %).
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Os extratos obtidos das duas plantas, foram filtrados num sistema de filtracdo a véacuo,
usando um filtro da Mfd. for Waters Corporation 0.45 um de diametro. Por fim secaram-se os

extratos num rota-vapor e numa linha de vacuo de modo a garantir a evaporacdo do

solvente. Os extratos obtidos foram armazenados no frigorifico a -20 °C, até a sua utilizag&o.

7

Figura 9- Esquema de extracdo em Soxhlet
IV.2.2 — Hidrodestilac&o

Os oOleos esséncias do manjericdo foram obtidos através da hidrodestilacdo num Clevenger,
utilizando folhas frescas e secas. Para as folhas frescas usou-se uma carga de 207,215 g de
planta em 500 mL de &gua destilada, tendo o processo decorrido durante 3 horas. A
determinag&o do rendimento foi efetuada tendo em conta a percentagem de humidade da
planta, determinada previamente. Assim o resultado do rendimento é apresentado em base

seca. Para as folhas secas procedeu-se do mesmo modo, utilizando 21,3662 g de folhas.

Figura 10- Esquema de hidrodestilagdo com um Clevenger.
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IV.2.3 — Extragdo supercritica

Um dos equipamentos utilizados para a extracdo supercritica foi o da Applied Separation
Spe-ed SFE, existente no CIEQB-ISEL, que permite realizar ensaios para temperaturas até
aos 120°C e pressdes de 600 bar.

O forno do extrator tem capacidade para dois vasos extratores (células de extracdo) em
linhas separadas, que, por sua vez, apresentam controladores de caudal independentes
para cada uma das linhas, as valvulas micrométricas. Os vasos possuem dois filtros em aco
(frit’s de metal de 5 um) em cada extremidade, para que nao ocorra arrastamento da matriz

gue nédo se encontra dissolvida no solvente.

Na Figura 10 apresenta-se 0 esquema do equipamento de extragcao supercritica.

¥

:

Figura 11- Esquema representativo do equipamento de extracdo supercritica

(Legenda: C — compressor; E — extrator; S — separador; BP — regulador de presséao (“Back-Pressure”);
MM — valvula micrométrica; MV — caudalimetro; Tot — totalizador; Tl — indicador de temperatura; PT —

mandmetro) (Marques & Coelho, 2011).

O equipamento e os compressores foram ligados previamente, bem como impostas as

condicBes de temperatura pretendidas.

Y

Esperou-se até a estabilizacdo da temperatura pretendida e, depois de garantido que o
sistema estava termicamente estavel, impds-se a pressao de trabalho na célula e deixou-se

estabilizar, cerca de 20 minutos, para uniformizac&o das condi¢des impostas.
O funcionamento do sistema descreve-se em trés fases:

e Compressdo do gas — Compressao inicial do fluido por meio de um compressor
auxiliar da Jun-Air, modelo OF302, que eleva a pressdo do gas até 7 bar para

ativacdo do compressor (C) da Applied Separations, modelo Spe-ed SFE, (que s6
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efetua compressdes de gases acima dos 7 bar). Este dltimo comprime o gas até a
presséo desejada de funcionamento do extrator (E).

¢ Aquecimento — Apds a compressao do gas até a pressdo desejada, este segue para
o extractor (E) da Applied Separation Spe-ed SFE, modelo Spe-ed SFE-2, onde ser4

aquecido até a temperatura pretendida. A amostra a estudar é previamente

introduzida na célula E, que posteriormente é colocada no interior do forno.

o Extracdo — Depois de o gas atingir as condic8es criticas de temperatura e pressao,
este percorre a célula que contém a amostra e solubiliza-a, sendo a mesma
posteriormente recolhida pela valvula micrométrica (MM). O separador (S) € um filtro
da Applied Separations, modelo Spe-ed SFE phase extraction, que permite, a saida,
a recolha da amostra precipitada, enquanto o gas é enviado para o caudalimetro e
medidor de gas total. O caudal e o volume total de CO, sdo medidos num
equipamento da Alicat Scientific, modelo M-5SLPM-D, que tem a fungdo de
caudalimetro (MV) e possibilita a medicdo do caudal instantdneo e do volume total

de gas gastoa £ 5 mL.

O vaso extrator foi preenchido previamente com |a de propileno em cada extremidade e
amostra da matriz triturada no centro ( cerca de 13 g). ApGs o0 seu enchimento, este foi
montado no interior do forno e, de forma a facilitar a sua instalacéo, foi fixada inicialmente a

parte inferior e s6 depois a parte superior.

As extragbes supercriticas foram realizadas em dois equipamentos, utilizando
exclusivamente a planta seca. No equipamento da figura 11, existente no ISEL, foram
extraidas duas amostras de manjericdo, para comparagdo com 0s extratos obtidos em
Soxhlet. Em ambas, o extrator (E), foi enchido com planta apés a sua secagem (como
descrito em 1V.1), uma vez que a utilizagdo da mesma fresca ndo € viavel, sendo mesmo
uma limitagdo para a ESC. Como efeito, a agua existente na planta fresca iria competir com
0 extrato a obter com o CO, supercritico, sendo extraida preferencialmente, e obrigando a
uma elevada quantidade de solvente (CO,), o que tornaria ndo rentavel a técnica a utilizar.
Por outro lado, considerando que o equipamento da figura 11 ndo permite o fracionamento
dos extratos obtidos, teriamos no final um extrato com uma elevada quantidade de agua, o
que tornaria dificil a sua secagem e a quantificacdo real da massa obtida na extracdo. O

rendimento da extracdo em funcédo da massa de CO, utilizado encontra-se no Anexo |.

A primeira amostra de planta seca, sem qualquer pré-extracao, foi submetida as condicdes
de trabalho para uma temperatura de 333,15 K e a uma pressao de 400 bar (40 MPa), com

CO, puro 99,995% fornecido pela Gasin (Matosinhos, Portugal). O caudal instantaneo de
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CO,, no decorrer das extracdes, foi de 1.0 dm*/min. As condicdes de presséo, temperatura e
caudal foram escolhidas considerando a experiéncia anterior de utilizagdo do equipamento
e, nomeadamente, o extrato a obter com quantidade de antioxidantes, para serem

comparados com as técnicas convencionais (Coelho and Palavra 2015).

Os extratos foram recolhidos num tubo em U, a presséo atmosférica e a uma temperatura

controlada por meio de um banho de gelo.

A valvula micrométrica (MM, figura 10) foi lavada com um solvente apropriado para recolher
quaisquer residuos de extrato, tendo sido posteriormente filtrado das solu¢des e evaporados
do solvente a vacuo, num aparelho de rota-vapor, a 40°C, até a secura e, em seguida, foram
secos sob azoto. Toda a quantidade de extrato recolhida foi junta ao ja recolhido e

guantificada gravimetricamente com uma incerteza de + 0.1 mg.

Uma segunda amostra de planta seca foi igualmente submetida a extragédo supercritica nas
mesmas condi¢des e seguindo os procedimentos descritos no paragrafo anterior. Contudo,
esta amostra foi previamente extraida com CO, supercritico a 90 bar e 40°C para um caudal
8,36 L/min, num equipamento existente no IST-UL, previamente testado e desenvolvido
(Coelho et al. 2003, 2007). Este equipamento apresenta a particularidade de possuir dois
separadores com pressbes e temperaturas controladas, permitindo o fracionamento do

extrato obtido.

Assim, num primeiro separador, a pressao e a temperatura foram reduzidas para os valores
de 75 bar e -14°C, com o objetivo de se separar e precipitar as ceras que foram extraidas (a
90 bar e 40°C); num segundo separador, a pressao e a temperatura foram reduzidas para 1

bar e 0°C, obtendo-se um 6leo volatil.

Este 6leo volatil obtido por ESC, com fraccionamento, é comparado ao 6leo essencial, em
termos de identificacdo de GC-Ms e de quantificacdo por GC-Fid. Por outro lado, os dois
extratos obtidos por ESC sdo comparados com os extratos obtidos por Soxhlet, com os

diferentes solventes, sendo que nestes casos a matriz inicial da planta € sempre seca.

IV.3 — Avaliac&o da atividade antioxidante dos extratos da Palmeira

Ané e do Manjericao

A atividade antioxidante dos extratos da Palmeira And e do Manjericdo foi avaliada
recorrendo a trés métodos: radical livre DPPH- , radical catido ABTS* e e poder de reducéo
do ido Fe3*. Efetuaram-se ainda mais dois ensaios complementares, a determinacdo dos

fendis totais e do teor em flavondides.
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IV.3.1 — Determinacgao do teor total em polifendis - Convencional

Para a determinacao do teor total de polifendis, pelo método de Folin-Cicalteau descrito por
(Dorman et al. 2003; Mechergui et al. 2010), é necessario tragar uma curva de calibracao,
utilizando solu¢des padrdo de acido galico (Sigma Aldrich, 98 %) em metanol. Para o efeito,

preparou-se inicialmente uma solucdo de acido gélico 5 g/L.

A partir da solucdo inicial de acido galico, por diluicGes sucessivas, preparam-se 12
solucBes com as seguintes concentragdes, 12.5, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500,

600, 700 mg/L. De acordo com método de Folin-Cicalteau, procedeu-se da seguinte forma:

1. Em 12 tubos de ensaio preparam-se as amostras utilizando 50 pL das solucdes
de acido gdlico, com as concentragdes referidas anteriormente, 250 pL de
reagente Folin (Sigma Aldrich 2N) e 3.95 ml de H20 destilada.

2. Ao fim 4 minutos de reacdo entre a solugdo de acido gélico, as diferentes
concentracbes e o reagente Folin, adicionaram-se 750 pL de solugdo de
carbonato de sédio (0.25 mg/L). A mistura foi agitada num vortex (Labnet VX100)
e colocada num banho de agua a 40°C, durante 30 minutos.

3. Num espectrofotémetro de UV/Vis (Thermo Electron Corporation Evolution 300)
leu-se a absorvancia das solugfes a 765 nm contra um branco constituido por 50
ML de metanol, 3.95 ml de H20, 250 uL de reagente Folin e 750 pL de solucao de
carbonato de s6dio (0.25 mg/L). As leituras foram efetuadas em triplicado.

4. Com os dados obtidos da leitura de absorvancia tracou-se a curva de calibragéo,

absorvancia em fung¢éo da concentracéo de acido galico.

Para a analise, foram dissolvidas diferentes quantidades de extratos em 1 mL de metanol.
De seguida, procedeu-se da mesma forma que o anteriormente descrito para a construcao
da curva de calibragdo, substituindo os 50 pL das solu¢des de &cido galico por 50 uL de

solucdo de extrato. Os restantes passos foram efetuados ha mesma sequéncia.

Os testes foram efetuados em triplicado e a quantidade de polifendis foi expressa em mg de
equivalente de acido galico (EAG) por grama de extrato, segundo (Dorman et al. 2003;
Mechergui et al. 2010).
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IV.3.2 — Determinacdo do teor total em polifendis - Microplaca

A determinacéo do teor de polifendis através do método de Folin-Cicalteau em microplaca
foi efetuada de acordo como descrito por Bobo-Garcia et al. (2015).

Utilizando a mesma técnica descrita, recorreu-se a um leitor de microplaca (BIO-RAD Model
680 Microplate Reader), de modo a tracar-se uma curva de calibracdo para a determinacao
de polifendis em microplacas de 96 pocos. Para tal, a partir de uma solucdo mée de acido
galico (0.25 mg/L), pipetou-se 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240,
260, 280 e 300 uL e adicionou-se metanol, de modo a perfazer um volume total de 300 L,

sendo estes os padroes.

1. A partir de cada uma das solugbes padréo, preparadas de acordo com o em
cima descrito, retiraram-se 30 L e adicionou-se nos pogos.

2. Em seguida, adicionaram-se 150 yL de reagente Folin (2N) 1:10 (V/V) em
H,O destilada.

3. Ao fim 4 minutos de reacdo entre os padrbes de &cido galico e o reagente
Folin (2N), adicionou-se 120 pL de solugdo de carbonato de sédio (0.25
mg/L). A mistura foi colocada numa estufa a 40°C, durante 30 minutos.

4. A leitura foi efetuada a 655 nm, em triplicado, contra um branco constituido
por 30 UL de metanol mais os restantes reagentes, recorrendo a um leitor de
microplaca (BIO-RAD Model 680 Microplate Reader).

Com os dados obtidos da leitura, tracou-se a curva de calibracdo para a determinacéo de

polifendis nos extratos.

Para a analise, os extratos foram dissolvidos em 1 mL de metanol. De seguida procedeu-se
da mesma forma que o anteriormente descrito para a construcdo da curva de calibracéo,
substituindo os 30 uL das solugdes de acido galico (Sigma Aldrich, 98 %) por 30 uL de

solucéo de extrato. Os restantes passos foram efetuados ha mesma sequéncia.

Os testes foram efetuados em, pelo menos, triplicado e a quantidade de polifendis foi
expressa em mg equivalente de acido galico (EAG) por grama de extrato, segundo Bobo-
Garcia et al. (2015).

A utilizacdo destas duas técnicas permitiu-nos verificar a viabilidade da utilizagdo das
microplacas, ndo s6 pelos resultados mais coerentes obtidos, mas também pela capacidade

de se poder efetuar de uma forma mais facil e rapida, para além de permitir que 0s ensaios
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possam ser realizados em triplicado ou, em alguns casos, em quintiplicado, com uma

utilizacdo de menor quantidade de reagentes.

IV.3.3 — Determinacgdo do teor total em flavonodides

A determinacdo do teor de flavondides foi efetuada pelo método de cloreto de aluminio,
descrito por Reis et al. (2011), Rajasekaran and Kalaimagal (2011). Para tal, € necessario
tracar-se uma curva de calibracdo, utilizando solu¢des padrdo de catequina (Sigma Aldrich
98%).

Preparou-se uma solucdo mae de catequina (Sigma Aldrich 98%) 0.5 mg/mL em 50% de
etanol. A partir desta solucdo, por diluicdes sucessivas, prepararam-se os padrdes com as
seguintes concentragfes: 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 e 200 pg/mL. A determinacéo pelo

método de cloreto de aluminio foi feita da seguinte forma:

1. Adicionaram-se, em microplacas (NUNC), 25 pL dos padrdes de catequina (Sigma
Aldrich 98%) com diferentes concentracdes e 100 pL de H,O destilada.

». Em seguida, adicionou-se 7.5 puL de NaNO, 5% (W/V ( Panreac 98%).

3. Deixou-se repousar durante 5 minutos, a temperatura ambiente e adicionaram-se 7.5
uL de AICI; (Merck 98%) em 10% etanol .

4. Deixou-se repousar a temperatura ambiente durante 5 minutos, adicionaram-se 100
uUL de NaOH (Merck Pré-Andlise) e incubou-se, durante 10 minutos, a temperatura
ambiente.

5. Ao fim dos 10 minutos, leu-se a absorvancia, contra um branco constituido por 25 L
de etanol: agua (50:50) e os restantes reagentes, num leitor de microplaca
(FLUOstar OPTIMA) a 510 nm.

Com os dados obtidos da leitura, tracou-se a curva de calibracdo para a determinacéo do

teor de flavondides nos extratos, absorvancia em funcao da concentragéo.

O extrato foi dissolvido em 1 mL de metanol. A sua analise foi efetuada seguindo os
mesmos passos acima referidos para a construcdo da curva de calibragcdo, substituindo os
25 pL dos padrbes de catequina por 25 pL de solugdo de extrato com diferentes
concentracdes. Os testes foram efetuados em triplicado e a quantidade de flavonoides foi
expressa em micromole, equivalente de catequina (EC) por grama de extrato, segundo Reis
et al. (2011).
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IV.3.4 — Método de radical livre DPPH:

A determinacao da atividade antioxidante foi efetuada pelo método de microplaca, de acordo
com o descrito por Bobo-Garcia et al. (2015), com algumas alteracoes.

Preparou-se uma solucdo de DPPH (Sigma Aldrich) 100 uM em metanol (Sigma Aldrich
99.8% - retificado).

1. Numa microplaca (Nunc), pipetou-se para os pocos 30 pL de solucdes de
extratos com diferentes concentracoes.

2. Em seguida adicionaram-se 270 pL da solucdo de DPPH 100 uM. Utilizou-se
como branco e controlo da mistura reacional, 300 uL de metanol e uma mistura

de 30 pL de metanol mais 270 pL da solucdo de DPPH 100 uM respetivamente.

A mistura reacional foi incubada durante 40 minutos, no escuro e a temperatura ambiente.
Depois dos 40 minutos leu-se a absorvancia a 510 nm num leitor de microplaca (FLUOstar
OPTIMA). As leituras foram efectuadas, pelo menos, em triplicado e a atividade antioxidante
de cada amostra foi determinada em termos de IC50, percentagem de inibicdo que
corresponde a inibicdo de 50% do radical livre de DPPH presente na solugéo, expresso em

mg/mL da solugéo.

De modo a avaliar a sensibilidade do método utilizado, utilizou-se o &acido ascdrbico
(Panreac 99%), e Trolox (Sigma Aldrich 98% - &cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano) como antioxidantes de referéncia. A determinagdo do IC50 dos

antioxidantes de referéncia foi efetuada de igual modo ao do extrato.

IV.3.5 — Método radical catido ABTS *

A determinacdo da atividade antioxidante através do método de radical catido ABTS* foi
efetuada pelo método de microplaca, de acordo com o descrito por Thaipong et al. (2006),

com algumas modificagdes.

Preparou-se uma solucdo de persulfato de potassio (K,OgS,, Acros Organics 99%) 2,5 mM
em 25 mL de agua destilada. De seguida, utilizando a solugédo de persulfato de potéssio,
preparou-se 10 mL de solugdo de ABTS (2,2"-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid). Esta solugdo foi mantida em repouso durante 16 horas, no escuro e a temperatura

ambiente, de modo a obter o radical catido ABTS*, sendo esta a solugdo de trabalho.
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Ap6s 16 horas, procedeu-se a diluicdo da solucdo de trabalho, utilizando o metanol (Sigma
Aldrich 99,8 % - retificado) até se obter uma diluicdo com absorvancia proxima da unidade.

Numa microplaca (Nunc), pipetaram-se 20 pL de amostras de extratos com diferentes
concentracdes e 280 pL da diluicdo de ABTS por apresentar o valor absorvancia mais
proxima da unidade. Caso se verifigue alguma precipitacdo do meio reacional, pode-se
centrifugar durante 2 minutos a 4500 rpm e retirar 280 pL do sobrenadante. Num leitor de
microplaca (BIO-RAD Model 680 Microplate Reader), leu-se a absorvancia a 655 nm. Os
testes foram efetuados em triplicado e utilizou-se, como controlo da sensibilidade do
método, o &cido ascorbico e Trolox como antioxidantes de referéncia. A determinacdo do
IC50 dos antioxidantes de referéncia foi feita de igual modo ao do extrato e expressa em

mg/mL.

IV.3.6 — Poder de reducéo do ido Fe3*

A avaliacdo do poder de reducéo foi efetuada de acordo com o descrito por Rajasekaran

and Kalaimagal (2011) e Reis et al. (2011), com algumas adaptacdes.

O poder de reducéo foi efetuado em equivalentes de trolox. Para tal, comegou-se por
preparar uma solugédo de Trolox 1 mM, de modo a construir uma curva de calibragdo. A
partir desta solucéo, por diluicbes sucessivas, prepararam-se os padrdes com as seguintes
concentracdes: 0.9, 0.7, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 e 0.05 mg/mL. De seguida, numa microplaca
(Nunc) pipetou-se para 0os pocos 25 pL das solugdes padrdo, 25 UL de tampéo de fosfato
200 mM e py=6.6 e 25 pL de ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)e], (Merck) 1% (W/V). A
mistura reacional foi incubada durante 20 minutos a 50°C. Apds o periodo de incubacgao,
adicionaram-se 25 puL de acido tricloroacetico 10% (W/V). Caso a mistura reacional
apresente precipitados, dever-se-a centrifugar a 4500 rpm durante 2 minutos, retirar 50 uL
do sobrenadante e adicionar 50 uL de agua destilada e 10 pL de solucéo de cloreto de ferro
(111 0.1% (W/V). Num leitor de microplaca (BIO-RAD Model 680 Microplate Reader), leu-se a
absorvancia a 655 nm. As leituras foram efetuadas em triplicado. Para a andlise dos extratos
procedeu-se da mesma forma acima descrita, substituindo os 25 pL das solucdes padréao
por 25 pL de solugcdo de extratos, com diferentes concentra¢des. O poder de redugéo é

apresentado em micromole de TEAC por grama de extrato.
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IV.4 — Atividade microbiana e Toxicidade geral

IV.4.1 — Atividade microbiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana, dos extratos da palmeira and e do manjericao
obtidos por extracdo em Soxhlet e por extracdo supercritica, foi efetuada pelo método de

difusdo em pocos de agar, segundo descrito por Pereira et al. (2015).

Testou-se em duas bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Enterococcus faecalis ATCC 29212), duas bactérias gram-negativas (Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922) e duas leveduras (Saccharomyces
cerevisae ATCC 9763 e Candida albicans ATCC 10231).

Para a aplicacdo do método de difusdo em pocgos, procedeu-se a preparacdo dos inéculos
dos microrganismos em teste. Os indculos foram preparados através do método de
crescimento, que consiste na selecao de uma coldnia isolada das estirpes e preparacao de
uma suspensédo de microrganismo de 0,5 McFarland. Esta solucédo foi de seguida inoculada
em placas de Petri, com meio de Mueller-Hinton sélido para as bactérias (Sabrouraud para

as leveduras).O inéculo foi espalhado com recurso a uma zaragatoa estéril.

Posteriormente, efetuaram-se 0s pog¢os no agar com, aproximadamente, 5.0 mm de
didmetro, com uma pipeta de Pasteur. Para os pocos, pipetaram-se 50 uL de cada amostra

em teste, do controlo positivo e do controlo negativo.

Os extratos de palmeira ana e de manjericdo foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO
Merck 99,9%), para uma concentragdo final de 10 mg/mL. O DMSO foi utilizado como
controlo negativo e como controlo positivo: Vancomicina para as bactérias gram-positivas,

Norfloxacina para as gram-negativas e Nystatina para as leveduras.

As placas foram incubadas a 37°C, durante 24h, para as bactérias e 48 horas para as
leveduras. Apés o periodo de incubagédo, os didametros das zonas de inibicdo e de auséncia
de crescimento foram medidos e o0s resultados expressos em mm. Os ensaios foram

realizados em condicdes assépticas e em triplicado.
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IV.4.2 — Toxicidade geral

O perfil de citotoxicidade dos extratos foi caracterizado em linha de célula maméria humana
MCF7. As células MCF7 foram cultivadas em meio modificado de aguia Dulbecco’s, com
10% de soro fetal bovino, DMEM +10%FBS (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), préprio
para cultura de células de mamiferos, 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL estreptomicina e

0,01 mg/mL de insulina.

As células foram mantidas a 37 °C, sob uma atmosfera contendo 5% CO, (Fernandes 2012).
A viabilidade celular foi avaliada, usando um protocolo de incubacgéo de 24h, com o corante
cristal de violeta, de acordo com um procedimento adaptado de Fernandes et al. (2010). Os
extratos foram inicialmente solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) e, em seguida,
diluidos em tampéo PBS. A concentragéo final de DMSO em meio de cultura foi de 0,5%.
Foram realizadas duas experiéncias independentes, e quatro réplicas de culturas em cada

ensaio independente.

IV.5 — Inibicdo enzimatica
IV.5.1 — Inibicdo de Acetilcolinesterase (AChE)

O poder de inibicdo de acetilcolinesterase foi avaliado segundo o método de Ellmann’s, com
pequenas modificagfes (Rijo, 2013), utilizando acetilcolina como substrato e o &cido 5,5'-

ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) como co-substrato.

Numa microplaca de 96 pocos (Costar), efetuou-se uma mistura de 98 pL tampédo HEPES
(50 mM, pH 8.0), 30 puL de amostra e 7,5 uL AChE 0,5 U/mL. Esta mistura foi incubada
durante 15 min a 25°C. A reacdo foi entdo iniciada pela adicdo de 22,5 uL iodeto de
acetiltiocolina (1,20 mM) e 142 uL DTNB (3,03 mM). A hidrolise de acetiltiocolina foi
monitorizada a cada 30s, durante 3 minutos, através da formacdo anido 5-tio-2-
nitrobenzoato de metilo (coloracdo amarela), resultante da reacdo de DTNB com tiocolina,
produzida pela hidrélise enzimética de acetiltiocolina, a um comprimento de onda de 405
nm, utilizando um leitor de microplacas (TECAN Infinito M200, Mannedorf, Suica). Como
controlo positivo usou-se a tacrina, e o solvente da amostra foi usado como controlo
negativo (DMSO 1:100). Preparou-se um branco para todos os compostos testes utilizados
— 98 pL de tampao HEPES (50 mM), 30 pL de amostra, 7,5 pL de tampé&o HEPES, 22,5 uL
iodeto de acetiltiocolina (1,20 mM) e 142 uL DTNB (3,03 mM) — para o controlo positivo: 98
pL de tampao HEPES (50 mM), 30 pL de tacrina, 7,5 pL de tampdo HEPES, 22,5 pL iodeto
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de acetiltiocolina (1,20 mM) e 142 uL DTNB (3,03 mM) e para o controlo negativo: 98 L de
tampao HEPES (50 mM), 30 pL de DMSO (1:100), 7,5 uL de tampédo HEPES, 22,5 uL iodeto
de acetiltiocolina (1,20 mM) e 142 uL DTNB (3,03 mM). Os testes foram efetuados em

triplicado.

A percentagem de inibicdo da atividade da AChE, devido & presenca de concentracdes
crescentes de composto de teste, foi obtida a partir da expresséo: 100 — (% x 100), onde

V; é a velocidade inicial calculada na presenca de inibidores e V, é a atividade da enzima .

IV.5.2 — Inibigc&o de Tirosinase (TyrE)

Numa microplaca de 96 pocos (Costar), efetuou-se uma mistura de 180 pL de L-tirosina
(0,45 mM), 10 pyL de amostra e incubou-se, durante 5 minutos, a 30°C. Passado o tempo de
incubacao, adicionaram-se 10 pL da tirosinase 0,5 U/mL. Novamente a mistura foi incubada,
durante 5 minutos, a 30°C. A reacgdo foi monitorizada a cada 2 minutos, durante 12 minutos
(total de 6 leituras), através da formacao do dopacromo (coloragdo castanha), um percussor
da sintese da melanina, a um comprimento de onda de 450 nm, utilizando um leitor de
microplacas (TECAN Infinito M200, Mannedorf, Suiga). Como controlo positivo usou-se o
acido kogico, e o solvente da amostra foi usado como controlo negativo (DMSO 1:10).
Preparou-se um branco para todos os compostos testes utilizados — 180 pL de L-tirosina
(0,45 mM), 10 uL de amostra e 10 uL de tampéao PBS. Para o controlo positivo, 180 uL de L-
tirosina (0,45 mM), 10 uL de &cido Kégico (10mg/mL ,1:10) e 10 pL de tampéao PBS (pH=6,8,
50 mM) e, para o controlo negativo,180 pL de L-tirosina (0,45 mM), 10 uL de acido kégico e
10 pL de tampéao PBS. Os testes foram efetuados em triplicado.

A percentagem de inibicdo da atividade da TyrE, devido a presenca de concentracdes
crescentes de composto de teste, foi obtida a partir da expresséo: 100 — (“//—io x 100), onde

V; é a velocidade inicial calculada na presenca de inibidores e V, é a atividade enzima.
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IV.6 — Andlise por GC-MS e HPLC-DAD-MS
IV.6.1 -GC e GC-MS

IV.6.1.1 — Cromatografia Gasosa

Os ensaios de cromatografia gasosa (GC) foram realizados num cromatégrafo Perkin Elmer
8700, equipado com dois Detetores de lonizacdo de Chama (FIC) e com duas colunas de
polaridade diferente: DB-1 de silica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, (30 m x
0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.) e DB-17HT de silica fundida
(30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 ym; J & W Scientific Inc.). A temperatura do
forno foi programada de 45°C a 175°C, com incrementos de 3°C/min e, subsequentemente,
a 15°C/min até 300°C e mantida isotérmica durante 10 min. A temperatura do injetor e dos
detetores foi programada a 290°C e 280°C, respetivamente. Como gas de arrastamento,
utilizou-se o hidrogénio, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s. A relacdo de
reparticdo de fluxo, 1:50. A composi¢cdo percentual dos Oleos foi determinada pela

integragéo das areas dos picos sem utilizagcéo de fatores de correcgéo.
IV.6.1.2 — Cromatografia Gasosa-Espectrometria de massa

Na Cromatografia Gas-Espectrometria de Massa (GC-MS), utilizou-se um Autosystem XL
equipado com uma coluna de silica fundida DB-1 (30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme
0,25 pym; J & W Scientific Inc.) ligado a um Perkin-Elmer Turbomass (versédo de programa
4.1). A temperatura do forno foi programada de 45 a 175°C, com incrementos de 3°C/min e,
subsequentemente, a 15°C/min até 300°C e mantida isotérmica durante 10 min. A
temperatura da linha de transferéncia foi programada a 280°C; a temperatura da camara de
ionizacdo a 220°C; o gas de arrastamento, hélio, foi ajustado para uma velocidade linear de
30 cm/s; relacdo de reparticdo de fluxo, 1:40; energia de ionizacdo, 70 eV; corrente de

ionizacao, 60 pA; gama de massas, 40-300 u; tempo de varrimento, 1 s.

Os compostos foram identificados por comparacdo dos seus indices de retencdo, em
relacdo aos dos n-alcanos Cg-C,s. Os espectros de massa por comparacdo com os de
padrdes comerciais, compostos de referéncia presentes em 6leos existentes no laboratério e

por comparacdo com uma biblioteca de espectros de massa.
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IV.6.2 = HPLC-DAD-MS

A identificacéo e caracterizagcdo dos compostos fendlicos presentes no extrato da palmeira
and foram realizadas por HPLC-DAD MS. Os ensaios foram efetuados num sistema
composto por um HPLC Dionex Ultimate 3000, com uma bomba binaria HPG3200, um
amostrador automatico WPS300 com forno de coluna TCC3000 e um detetor DAD 3000,
acoplado em linha com um espectrometro de massa de armadilha de i6es LCQ Fleet,

equipado com uma fonte de ionizacdo por electropray (ESI) (Thermo Scientific).

As separacdes foram realizadas numa coluna de fase-reversa Kinetex® C18 100 A (150 x
4.6 mm x 5 um, Phenomenex), a temperatura controlada de 35°C, em forno termostatizado
a 35°C, usando um caudal de 0.350 mLmin™. Uma amostra (10 pL) foi injetada na coluna
através de um injetor Rheodyne com um loop de 25 uL, usando uma fase mével, constituida
por agua acidulada com 0.1% (v/v) de &acido férmico (A) e por acetonitrilo (B). O gradiente de
eluigéo foi o seguinte: 0-15 min, gradiente linear de 0% a 15% B; 15-30 min, gradiente linear
de 15% a 20% B; 30-35 min, gradiente linear até 50% B; 35-40 min, gradiente linear até
100% B; 40-44 min, isocratico 100%; 44-45 min gradiente linear 0% de B, com reequilibrio
da coluna durante 10 minutos. A detecdo dos constituintes da amostra foi monitorizada num
intervalo de c.d.o. entre 250 e 370 nm. A aquisicdo e o0 processamento dos resultados

obtidos foram feitos através do programa ChromQuest para o detector de diodos HPLC

A ionizacdo ESI foi efetuada em modo negativo, e 0s parametros instrumentais foram os
seguintes: voltagem do spray de ionizacdo, +4,5 kV; voltagem do capilar de transferéncia,-
18 V; tensdo das lentes de focagem, +58 V; gas de nebulizacdo (N,), 80 unidades
arbitrarias; gases de secagem, 10 unidades arbitrarias; temperatura do capilar de
transferéncia, 270° C. Os espectros correspondem a média de 20-35 digitalizagcbes e foram
adquiridos num intervalo de 100-1000 Da. Os ensaios de MS/MS foram realizados com uma
janela de isolamento de 2 Da, uma energia de colisdo entre 22 e 30% e uma energia de
ativacdo de 30 msec. A aquisicao e processamento de dados foram realizados utilizando o
software Xcalibur 2.2 SP1.48.

IV.7 — Analise estatistica e tratamento de dados

Em todos os ensaios as medicdes foram feitas, pelo menos, em triplicado Os resultados

foram apresentados sob a forma de média + desvio padréo.

Os dados foram tratados estatisticamente, usando o programa Excel para Windows, através

de analise de variancia (ANOVA - One-way Analysis of Variance - analise de variancia).
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As diferengas significativas entre médias foram identificadas recorrendo aos testes de Tukey
HSD, de Scheffé ou ao T-Test e para as correlag6es e verificagcao de linearidade foi usado o
teste de Pearson.

Para as curvas de calibracdo e ensaios realizados, determinaram-se os limites de detecéo e
quantificacdo (LOD e LOQ), através do método baseado em parametros da curva de
calibracdo, de acordo com Shrivastava and Gupta (2011). Este método sera o mais subjetivo
uma vez que se apoia em consideracdes estatisticas.

As equac0es utilizadas foram as seguintes:

LOD = 357“ e LOQ= 10;“

sendo Sa a estimativa do desvio padrao da ordenada na origem e b o declive da reta.
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V — RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 - Obtencdo de extratos de palmeira and, manjericdo e Oleo

essencial de manjericao, por extracdo em Soxhlet e hidrodestilacao

A amostra vegetal da palmeira and e do manjericdo apresentavam um teor de humidade de
26,7% e 92,74 %, respetivamente. Para o manjericdo (folhas frescas e secas), efetuou-se a
extracdo em Soxhlet (metanol e etanol) e hidrodestilagdo (agua destilada). Para a palmeira
and, efetuou-se a extracdo somente em Soxhlet (metanol e hexano). O rendimento das
extracOes foi determinado na base seca, através da razdo entre a massa de extrato 6bito e a
massa de material vegetal utilizado no processo extrativo. O resultado encontra-se
apresentado na tabela 4.

Tabela 4- Rendimentos obtidos na extra¢do por Soxhlet (manjericdo e palmeira and) e na

hidrodestilagdo do manjericéo.

Tipo de Extracdo Planta Solvente Rendimento (%)
Folha de H,O Destilada 0,35
Hidrodestilagao manjericao seca
Folha de H,0 Destilada 0,32

manjericao Fresco

Folha de MeOH 17,81

manjericao seca

EtOH 9,63

Soxhlet Folha de MeOH 32,23
manjericao Fresco EtOH 32,04

Folha de palmeira MeOH 17,98

ana seca Hexano 2,73

O rendimento do 6leo essencial do manjericdo fresco e seco obtido € de 0,352% e 0,324 %,
respetivamente. Segundo ljaz et al. (2008), o rendimento da extracdo do 6leo essencial do

manjericdo seco varia entre 0,5 % e 0,8%, no verdo e no inverno, respetivamente. Num
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outro estudo realizado por Politeo, Jukic, and Milos (2007) chegou-se a um rendimento de
0,62% para 6leo essencial extraido a partir de folha seca de manjericdo. Segundo Occhipinti
et al. (2013), o rendimento da extracdo de 6leo essencial do manjericdo varia ente 0,3 e
1,2% (w/w). O resultado obtido neste trabalho, na hidrodestilagdo quer da folha fresca como
da folha seca, encontra-se dentro do intervalo referido por estes autores. Salienta-se que,
neste caso, 0 manjericdo € de plantagdo comercial e ndo espontaneo, pelo que as suas

caracteristicas podem diferir de outras j& estudadas.

A extracdo em Soxhlet, da folha fresca e seca do manjericdo, teve um rendimento de
32,23% para o extrato de metanol e de 32,04 % para o extrato de etanol. Este rendimento,
comparativamente ao rendimento da folha seca — 17,81% para o extrato de metanol e
9,63% extrato de etanol, — € superior, e isso deve-se ao facto de em folhas frescas serem,
muitas vezes, extraidos compostos como clorofilas e pigmentos da planta, o que faz
aumentar a massa extraida. A extracdo de produtos naturais €, preferencialmente, efetuada
em material vegetal seco, devido ao facto de o material vegetal fresco estar mais propenso a

sofrer decomposi¢do e 0 seu armazenamento ser, por iSSo, mais restrito.

V.2 — Obtencao de extratos de manjericao e 6leo volatil por extracao

supercritica com CO,

O rendimento dos extratos supercriticos com e sem 6leo efetuados a 400 bar e 333,15 K e
do 6leo volatil extraido a 90 bar e 60°C encontra-se apresentado nas tabelas 5, 6 e 7. Para o
extrato supercritico com 6leo (inicialmente) e sem 6leo, obteve-se um rendimento de 2,19 %
e 2,17%. Apesar de um dos extratos ter sido obtido a partir de um residuo de planta onde foi
extraido previamente o 6leo volatil, a diferenca do rendimento na obtencdo do extrato com
Oleo (Tabela 5) e sem 6leo (Tabela 7) é praticamente nula, considerando que o 6leo volatil

extraido representa apenas 0,409 % da massa total da planta (Tabela 6).
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Tabela 5- Rendimento obtido da extracdo supercritica com CO,, do material vegetal do manjericéo

(folhas secas) a uma temperatura de 333,15 K e pressao de 400 bar.

Ensaios Tempo (min) VCO, (L) Rendimento (%)
1 16,42 11,94 0,473
2 28,44 21,96 0,763
3 50,37 39,99 1,12
4 80,54 68,70 1,26
5 125,94 110,98 1,80
6 171,24 155,60 2,09
7 231,96 212,22 2,19

Segundo Occhipinti et al. (2013), o rendimento da extragdo com CO, supercritico do
manjericdo varia entre 0,4% a 1,90 % (w/w). Comparando o rendimento obtido com este
intervalo, verifica-se que este é superior, facto que pode ser explicado pela diferenca de
pressdo (mais 100 bar do que referéncia citada) utilizada no processo extrativo. Num outro
estudo (Zekovi¢ et al. 2014) obteve-se um rendimento de 1,88%, também abaixo do valor

obtido neste estudo.

Tabela 6- Rendimento obtido da extracdo supercritica com CO,, do material vegetal do manjericéo

(folhas secas) a uma temperatura de 333,15 K presséo de 90 bar.

Extracto total Oleo Volatil
Ensaios Tempo (min) VCO2 (L) Rendimento Rendimento vs Oleo
(%) Essencial (%)
1 19,00 162,25 0,147 41,90
2 35,82 303,28 0,171 48,78
3 62,64 521,75 0,229 65,47
4 99,64 830,38 0,247 70,47
5 159,64 1333,90 0,409 116,8

Em relacdo a extracdo do 6leo volatil, o rendimento apresentado foi determinado em relagao
a massa da planta utilizada e em func¢do do rendimento obtido na hidrodestilacdo da folha
seca de manjericdo (% de Oleo essencial, 0,352). Verificamos, desta forma, que é possivel
obter um Oleo volatii por ESC, com rendimentos semelhantes aos obtidos por

hidrodestilacdo e, como sera discutido no ponto V.6, com composi¢des idénticas.
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Tabela 7- Rendimento obtido da extracdo supercritica com CO,, do material vegetal do manjericéo
(folhas secas) a uma temperatura de 333,15 K e pressao de 400 bar, apds uma extracdo prévia do

Oleo volatil a uma temperatura de 333,15 K e presséo de 90 bar.

Ensaios Tempo (min) VCO2 (L) Rendimento (%)
1 16,35 13,59 0,307
2 36,35 28,52 0,789
3 67,13 55,81 1,19
4 110,30 90,68 1,42
5 167,77 148,15 1,88
6 231,00 203,50 2,17

V.3 — Avaliagéo de atividade antioxidante

V.3.1 — Determinacéao de polifendis — Método Convencional vs. Microplaca

A determinacéo de fendis totais no extrato da palmeira ana foi efetuada recorrendo a técnica
de Folin-Ciocalteau convencional (num espectrofotémetro de UV-Vis) e em microplaca de 96
pocos (UV-Vis). A utilizagcdo da microplaca para a determinacdo espetrofotométrica tem
ganho muita relevancia devido a facilidade de aplicacao e pelo facto de ser mais rapida,

menos dispendiosa e consumir menos solventes.

A validacao interlaboratorial do método de microplaca para a determinacgéo foi efetuada por
Bobo-Garcia et al. (2015), comparando-o com o método espetrofotométrico convencional.
Nesse estudo, realizado no mesmo comprimento de onda para os dois métodos, verificou-se
que as diferencas dos resultados entre os dois métodos ndo eram significativas, para um

nivel de confianca de 95 %.

Neste trabalho, essa comparacéo foi efetuada aplicando os dois métodos a diferentes

comprimentos de ondas, tendo chegado aos seguintes resultados:
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Figura 12- Valores de teores em polifendis, determinados em mg EAG/g de extrato, pelo método
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convencional a 765 nm. Letras iguais indicam que os valores apresentam uma diferenca ndo
significativa, segundo teste de Tukey e Sheffé (P<0,05).

Para o método convencional (Figura 12), verifica-se que ap0s as concentracdes de extrato
de 0,7 mg/mL o valor de polifendis decresce significativamente para as valores mais baixos
de extrato a analisar (menor que 0,5 mg/mL). Para concentracdes mais baixas, 0,3 e 0,4
mg/mL, o teor em polifendis € claramente menor e, considerando os valores de desvio, sdo
préximos do limite de quantificacdo (LOQ=61,82 mg/mL), determinado na reta de calibracdo
(Anexo A), ndo apresentando assim qualquer validade. Desta forma, os valores que
apresentaram significados estatisticos para o teor de polifendis determinado sdo os de,
aproximadamente, 197,7248,60 mg EAG/g extrato, correspondentes aos valores de

concentracdo mais elevados do extrato preparado.

Na Figura 13, sao apresentados os valores de polifendis obtidos pelo método de microplaca
a 655 nm. Verifica-se que entre os valores de 0,3 a 1,3 mg/mL de concentracdo dos extratos
preparados, o teor de polifendis apresenta valores entre 158,80+11,22 e

180,11+4,85 mg EAG/g extrato.
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Figura 13- Valores de teores em polifendis, determinados em mg EAG/g de extrato, pelo método de
microplaca a 655 nm. Letras iguais indicam que os valores apresentam uma diferenca néo

significativa, segundo teste de Tukey e Sheffé (P<0,05).

A andlise estatistica entre os valores de teor em polifendis, determinados pelos dois
métodos, foi efetuada recorrendo ao método ANOVA e com os testes de Tukey HSD e de
Scheffé (P<0,05), para confirmacao. Verificou-se que para o método em microplacas de 96
pocos, os valores médios obtidos para o teor de polifendis nas diferentes concentracdes de
extrato estudadas (1,3 -0,3 mg/mL) ndo eram significativos. Contudo, para o método
convencional, os valores das médias obtidas apresentavam diferengas significativos, como
se pode facilmente verificar na Figura 12.

Posteriormente, optou-se por comparar exclusivamente os valores médios obtidos para as
maiores trés concentragdes de extrato estudadas (0,9 mg/mL; 1,1 mg/mL; e 1,3 mg/mL) em
ambos os métodos. Assim, se para o método de microplaca, como referido anteriormente,
os valores médios obtidos ndo apresentam diferengas significativas (P<0,05), para o método
convencional verifica-se que, na amostra de concentracdo 1,3 mg/mL com o de
concentracdo 1,1 mg/mL, a diferenca ndo é significativa, mas a comparacdo do teor de
polifendis na amostra de 1,3 mg/mL com a de 0,9 mg/mL, ou na de 1,1 mg/mL com a de
0,9 mg/mL apresenta valores significativamente diferentes de acordo com os testes Tukey
HSD e de Scheffé (P<0,05).

Comparando diretamente o teor de polifendis determinado pelos dois métodos a
concentracdes iguais, verifica-se que a 1,3 mg/mL existe uma probabilidade de 99% de
serem diferentes, tal como para a concentracdo de 1,1 mg/mL. Contudo, para a
concentracdo de 0,9 mg/mL a diferenca no teor de polifendis determinados pelos dois

métodos néo € significativa.
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Figura 14- Comparacéo do teor de polifendis determinado pelos dois métodos. Letras iguais
significam que os valores apresentam uma diferencga néo significativa, segundo teste de Tukey e
Sheffé (P<0,05).

Dada a consisténcia dos resultados apresentados pelo método de microplaca e a facilidade
de realizar ensaios em triplicado, economizando reagentes e tempo, optou-se pela utilizacdo

dos futuros ensaios em microplaca de 96 pocos.

Para o teor em flavonodides nas amostras, utilizou-se o método colorimétrico de cloreto de
aluminio, como descrito anteriormente. Este método baseia-se na formacdo de complexos
entre grupos ceto e hidroxilos dos flavonéides presentes na amostra. Os resultados obtidos
sdo apresentados na Figura 15. Nestes ensaios, optou-se por utilizar exclusivamente as
duas concentragfes mais elevadas do extrato (1,1 mg/mL e 0,9 mg/mL), considerando 0s

resultados obtidos no ensaio anterior.
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Figura 15- Valores de teor em flavondides para o extrato metandlico das folhas da palmeira ana.
Letras iguais indicam que os valores apresentam uma diferenca né&o significativa, segundo teste de
Tukey e Sheffé (P<0,05).

O teor de flavondides na amostra do extrato da palmeira ana foi determinado para duas
concentracoes diferentes (1,1 e 0,9 mg/mL).de extrato. Para 1,1 mg/mL, obteve-se um teor
de 354,05+16,90 umol gc / g extrato e, para 0,9 mg/mL, 354,43+£30,23 umol gc / g extrato. A
constituicdo quimica dos extratos da palmeira and ndo se encontra muito estudada; mesmo
assim, estudos realizados por Williams, (1973) e Benmehdi et al. (2012) servem como
suporte aos resultados obtidos neste trabalho. O estudo efetuado por Williams, (1973)
permitiu identificar a presenca de flavonoides no extrato de folhas da palmeira and, tais
como flavona C-glicésidos e tricina 5-O-glicésido. Igualmente, em Benmehdi et al. (2012), o
estudo fitoquimico preliminar com extrato metandlico de folhas da palmeira detetou a

presenca de flavonodides.

Da analise estatistica entre os valores de teores em flavonoéides, determinados para as duas
concentracdes, verifica-se que ndo apresenta valores significativamente diferentes de

acordo com os testes Tukey HSD e de Scheffé.

V.3.1.1 — Determinacéo dos polifendis e flavonodides nos extratos do manjericao

A determinacdo do teor em polifendis nos extratos de manjericdo foi efetuada de acordo
com a opcdo tomada no ponto supra (V3.1) e os resultados séo apresentados na Figura 16
e Figura 17. Como se pode verificar pela Figura 16, onde é apresentado o resultado do teor
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em polifendis dos extratos obtidos por extracdo em Soxhlet das folhas de manjericdo seco e
fresco, o que apresenta maior teor em polifendis é o extrato etandlico do manjericdo seco.
Num estudo realizado por Vlase et al. (2014), verificou-se que 0 extrato etandlico de
manjericdo possui 175,57+2,73 mg EAG/g extrato, sendo que, neste nosso caso, 0s valores
sdo menores. Como referido, a origem e condi¢cdes de cultivo desta plantas influencia de

forma notoria a composicao e atividade dos extratos.
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Figura 16- Teor em polifendis dos extratos de manjericdo em Soxhlet, determinado por método de
microplaca. Letras iguais indicam que os valores apresentam uma diferenca néo significativa,
segundo teste de Tukey e Sheffé (P<0,05).

Verifica-se, ainda, que os extratos secos apresentam maior quantidade de polifenéis quando
comparados com os obtidos da folha fresca. Estes extratos foram 0s que apresentaram
menor rendimento (Tabela 1), quando comparados com os obtidos da planta fresca.
Contudo, a existéncia de pigmentos que se podem degradar durante o processo de
secagem, ou de outros compostos, parece favorecer o incremento dos polifendis nos

extratos finais da planta seca.

Considerando que na extracdo supercritica s6é as folhas secas de manjericdo foram
utilizadas, optou-se por comparar, na Figura 17, os valores de polifendis dos extratos
obtidos em Soxhlet e os obtidos por ESC a partir da planta seca. Mais uma vez, verifica-se
gue o extrato que possui maior teor em flavonoides € o etandlico, sendo que uma possivel
justificagdo podera estar relacionada com a diferenca de polaridade entre os solventes, que

diminui no sentido etanol, metanol e fluido supercritico.
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Figura 17- Teor de polifendis nos extratos de manjericdo, comparac¢éo entre Soxhlet (folhas secas) e
ESC. Letras iguais significam que os valores apresentam uma diferenca néo significativa, segundo
teste de Tukey e Sheffé (P<0,05).

O extrato supercritico sem o 6leo volatil, inicialmente, apresenta um valor 24,73+1,68 mg
EAG/g extrato, para uma concentragdo de 2,2 mg/mL, sendo este o menor valor obtido para
os diferentes extratos. Para além da menor polaridade do CO, supercritico, a prévia
extracdo do Oleo volatil, que representa cerca de 0,4% da massa total, influencia o teor de

polifenais finais.

Na Figura 18, apresenta-se o resultado da determinacédo do teor de flavondides nos extratos
obtidos em Soxhlet com diferentes solventes (manjericédo fresco e seco). De acordo com o
estabelecido para os polifendis, na Figura 19 comparam-se os valores obtidos para os
extratos obtidos a partir da planta seca, exclusivamente, utilizando a técnica de Soxhlet e da
ESC.

Na Figura 18, verifica-se que 0 extrato que apresenta maior teor de flavondides é o
metandlico do manjericdo seco para a concentracdo de 10 mg/mL, apresentando um teor de
59,430+£3,130 umol EC/g extrato. Analisando os valores médios obtidos para as diferentes
concentracoes estudadas (=8-10 mg/mL), constata-se que para o extrato metandlico obtido
da planta seca (MeOH 1S) existe uma diferenca estatistica significativa, sendo que nos

outros casos tal ndo sucede (P<0,05).
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Por outro lado, ao contrario do que sucedeu para os valores de polifendis nos extratos
conseguidos com estes dois solventes, a quantidade de flavonoides totais é maior ou
semelhante para o solvente com menor polaridade, o metanol, quando obtido a partir da

planta nas mesmas condicdes.
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Figura 18- Teor de flavondides dos extratos de manjericdo em Soxhlet, determinados pelo método de
microplaca. Letras iguais significam que os valores apresentam uma diferenca néo significativa,
segundo teste de Tukey e Sheffé (P<0,05).

Na Figura 19, dos resultados obtidos para os extratos da planta seca, exclusivamente,
utilizando a técnica de Soxhlet e da ESC, verifica-se que o extrato supercritico com 6leo

(ESC_400:60 6leo) é o que apresenta maior teor em flavonoides.
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Figura 19- Teor de flavonoides dos extratos de manjericdo, comparacgado o Soxhlet (folhas secas) e
ESC, determinado pelo método de microplaca. Letras iguais significam que os valores apresentam
uma diferenca néo significativa, segundo teste de Tukey e Sheffé (P<0,05).

Estes resultados confirmam a aparente maior afinidade da extragdo dos flavonodides, ao
contrario dos polifendis, com solventes menos polares, uma vez que o CO, supercritico é o
menos polar entre os utilizados. Por outro lado, tal como se tinha verificado para os
polifendis, a presenca inicial dos compostos volateis na planta (sem prévia extracdo do 6leo

volatil), por exemplo (ESC_400:60 Oleo), apresenta maior teor em flavondides.

V.3.2 — Determinacdo da atividade antioxidante do extrato da palmeira ana

A atividade antioxidante do extrato da palmeira ana foi avaliada recorrendo a técnicas como
DPPH, ABTS e poder de reducdo. Esta avaliacao foi efetuada apés a determinacédo dos
fendis totais e do teor em flavondides, que ndo sendo referidos na literatura como técnicas
de avaliagcdo da capacidade antioxidante, permitem aferir, no entanto, acerca desta
capacidade, considerando que sdo metabolitos secundarios mais abundantes e importantes

no reino vegetal (Ajila et al. 2011; Jin Dai and Mumper 2010).

Para a avaliagdo da atividade antioxidante pelos ensaios de DPPH e ABTS, constroem-se
curvas de inibicdo para diferentes concentracdes de extrato e compostos de referéncia
apresentadas nas Figuras 20-23. A representacao grafica dos resultados para a inibicdo dos

diferentes compostos permite analisar o comportamento dos mesmos, como potenciais
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inibidores, até se atingir o valor de 100%, numa gama completa de valores. Para alguns
dados da literatura o IC50 é, muitas vezes, determinado com quatro ensaios, sendo dois
acima dos 50% de inibic&o e os outros dois abaixo desse valor.

Estas curvas foram analisadas recorrendo ao Excel, de modo a verificar a zona de
linearidade da mesma, para o calculo de IC50, de acordo com o teste Pearson. Determinou-
se também LOD e LOQ (Shrivastava and Gupta 2011), para as retas utilizadas na
determinacgéo do IC50 do extrato e dos compostos de referéncias, recorrendo aos respetivos
parametros (apresentados no Anexo E).
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Figura 20- Curvas de inibicao para o extrato metandlico da palmeira and e dos compostos de

referéncias (trolox e acido ascorbico), no ensaio de DPPH.
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Figura 21- Retas obtidas para o extrato metanélico da palmeira ana e dos compostos de referéncia

(trolox e acido ascorbico), no ensaio de DPP, considerando a zona da linearidade.
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Figura 22- Curvas de inibig&o para o extrato metandlico da palmeira and e dos compostos de

referéncias (trolox e &cido ascérbico), no ensaio de ABTS.
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Figura 23- Retas obtidas para o extrato metandlico da palmeira ana e dos compostos de referéncia

(trolox e acido ascorbico), no ensaio de ABTS, considerando a zona da linearidade.

Os valores de IC50 (mg/mL) foram determinados considerando as retas tracadas na zona da
linearidade nos ensaios de inibicio de DPPH e ABTS. Os resultados encontram-se
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Valores de IC50 (mg/mL) do extrato metandlico da palmeira and e dos compostos de

referéncia.
Extrato/Composto de referéncia Ensaio DPPH Ensaio ABTS
Ext_MeOH_Palmeira Ana 0,455+0,087 0,354+0,082
Trolox 0,471+0,088 0,425+0,084
Acido ascérbico 0,266+0,022 0,331+0,050

Analisando os valores apresentados na Tabela 9, verifica-se que o acido ascorbico, usado
como referéncia nestes ensaios, € 0 que apresenta melhor atividade quer no ensaio de
DPPH (0,266+0,022 mg/mL) quer no de ABTS (0,331+0,050 mg/mL). O extrato metandlico
da palmeira apresenta um IC50 de 0,455+0,087 mg/m no ensaio de DPPH €0,354+0,082 m

g/mL no ensaio de ABTS. Ja o trolox apresentou uma atividade inferior a do nosso extrato
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nos dois ensaios. Quer no ensaio de DPPH como no de ABTS, quanto menor for o valor de
IC50 do extrato/composto de referéncia, melhor é a sua capacidade antioxidante.

Segundo Medronho (2015), a analise de extratos de véarias partes da palmeira and
(sementes, peles, folhas e polpa) pelo ensaio de DPPH permitiu verificar que o extrato das
folhas apresenta um IC50 de 346,08 + 12,63 pyg/mL e que o extrato das sementes apresenta
um menor valor de IC50, logo, melhor atividade antioxidante: 81,28 + 1,79 pug/ml.
Comparando o valor obtido no extrato metandlico da folha da palmeira ana (0,455+0,087
mg/mL), verifica-se que a diferenca existente (108 pug/mL) ndo é significativa, considerando

as técnicas aplicadas e o método utilizado no processo extrativo.

Outro dos testes utilizados para avaliar a capacidade de reducéo de extratos de plantas é o
da sua capacidade em reduzir o Fe*" a Fe®+, sendo os resultados apresentados na Figura
24,
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Figura 24- Resultados da avaliagéo do poder de reducéo do extrato metandlico da palmeira ana.

Verifica-se que 0 extrato metandlico das folhas da palmeira and apresenta uma boa
capacidade de reducdo do Fe*" a Fe?*, como se pode observar no grafico apresentado na
Figura 24. Numa gama de concentracdo relativamente baixa, 0,1- 0,5 mg/mL, o poder de
reducdo do extrato metandlico da palmeira varia entre 505,65+ 43,81 umol TEAC/g extrato e
2939,36 + 132,85 mg TEAC/g extrato. Neste método, contrariamente ao que se verifica no
ensaio de DPPH e ABTS, quando maior for a concentracdo dos extratos preparados, maior
é a capacidade de reduzir o Fe** a Fe?*.
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V.3.3 — Determinacéo da atividade antioxidante dos extratos do manjericao

Para a determinagdo da atividade antioxidante dos extratos de manjericdo, realizaram-se
ensaios com radical DPPH, radical catifio ABTS e poder de reducéo do Fe** a Fe™.

Os valores obtidos para os ensaios de DPPH e ABTS sao apresentados na Tabela 9. Os
extratos de manjericdo obtidos por diferentes meios apresentaram um valor de IC50
elevado, quando comparado com antioxidantes padrdo, como trolox e acido ascérbico.
Salienta-se que, quanto menor for o valor de IC50, maior é o poder antioxidante dos
extratos. Apesar da menor atividade verificada nos extratos de manjericdo, também se pode
constatar que os extratos obtidos por extragdo em Soxhlet apresentam melhor atividade do

gue os extratos obtidos com CO, supercritico.

Tabela 9- Valores de IC50 (mg/mL) dos extratos do manjericdo e dos compostos de referéncias.

Extrato/Composto de referéncia Ensaio DPPH Ensaio ABTS

MeOH 1S 3,05240,358 4,264+0,216

MeOH 1F 2,90610,358 3,685+0,337

EtOH 1S 3,98510,546 5,384+0,234

EtOH 1F 4,273+0,175 7,47410,295

ESC_400:60_6leo 5,63410,196 1,742+0,011
ESC_400:60_S/ dleo 6,196+0,150 4,6+0,304

Trolox 0,471+0,088 0,425+0,084

Acido ascérbico 0,266+0,022 0,331+0,050

Contudo, existem autores que referem que extratos de manjericdo possuem uma boa
capacidade antioxidante. Segundo Vlase et al. (2014), o extrato etandlico de folhas secas de
manjericdo apresenta um IC50 de 124.95 pg/mL. Este valor é muito inferior ao valor de IC50
obtido para todos os extratos avaliados neste trabalho. Nos extratos supercriticos,
realizados por Filip et al. (2016), chegaram a valores de um IC50 entre 52.92 - 136.60
pug/mL, dependendo das condigcBes de extracdo supercritica. Existem, assim, diferencas
significativas, quando comparadas com a literatura, que podem estar relacionadas com a
origem e da sazonalidade da colheita da planta, para além da forma de avaliar os diferentes

extratos obtidos.
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Nas Figuras 25 e 26, encontra-se representado o poder de reducdo do Fe** a Fe”* dos
diferentes extratos de manjericdo. Analisando a Figura 25, verifica-se que o poder redutor do
Fe®* a Fe” varia entre 241,16+10,49 e 306,81+22,92 pymol TEAC/ g extrato. O extrato
metandlico do manjericdo seco é o que apresenta melhor poder redutor 306,81+22,92 umol
TEAC/ g extrato.

Comparando os extratos obtidos em Soxhlet do manjericio seco com 0s extratos
supercriticos (Figura 26), verifica-se que o poder redutor destes é inferior. Isto pode estar
relacionado com o baixo teor em polifendis apresentado pelos extratos supercriticos (Figura
17). O menor teor de polifendis e, consequente, menor capacidade no poder de reducéo,
podem ser explicados, em parte, pela capacidade dos diferentes solventes utilizados para
obter os extratos, nomeadamente a menor capacidade do CO, supercritico, de extrair

compostos mais polares.
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Figura 25- Poder de reducédo dos estratos obtidos em Soxhlet fresco e seco do manjericéo,
expressos em pmol TEAC/g extrato. Letras iguais significam que os valores apresentam uma

diferenca néo significativa, segundo teste de Tukey e Sheffé (P<0,05).
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Figura 26- Comparacéo do poder de reducéo dos estratos obtidos em Soxhlet do manjericdo seco
com os extratos supercriticos, expressos em pmol TEAC/g extrato. Letras iguais significam que os

valores apresentam uma diferenca néo significativa, segundo teste de Tukey e Sheffé (P<0,05).

A analise estatistica efetuada nos valores médios obtidos do poder redutor dos extratos
metandlico e etandlico do manjericdo mostrou que, para a maioria das concentracées, a
diferenca dos valores nado € significativa. A excegao acontece quando se compara o extrato
metandlico de folhas secas para uma concentracdo de 3mg/mL, onde, segundo teste Tukey
HSD, existe uma probabilidade de 99% destes serem diferentes e, segundo o teste Sheffé
uma probabilidade de 95% de serem diferentes. O mesmo acontece, quando se compara o
extrato metandlico fresco a 5 mg/mL com o extrato metandlico fresco, a uma concentragéo

de 3 mg/mL.



58 Resultados e Discussao

V.4 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana e toxicidade geral de

extratos da palmeira ana e do manjericao
V.4.1 — Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos da palmeira and e do
manjericdo (obtidos por extracdo em Soxhlet e extragédo supercritica com CO,) foi efectuada
pelo método de difusdo em pocgos, utilizando diferentes estirpes. Testou-se em duas
bactérias Gram-positivas, (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis
ATCC 29212), em duas bactérias Gram-negativas (Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 e
Escherichia coli ATCC 25922) e em duas leveduras (Saccharomyces cerevisae ATCC 9763
e Candida albicans ATCC 10231).

Figura 27- Efeito dos extratos de palmeira and e de manjericdo no crescimento de Pseudomona
aeruginosa, pelo método de difusdo em poco, 24 h de incubacéo a 37 °C. Legenda: 1- Extrato
metandlico da palmeira and; 2- Extrato metandlico de manjericao seco; 3- Extrato etandlico de

manijericdo seco; 4- ESC CO, 400:60 sem 6leo; 5- ESC CO, 400:60; controlo negativo DMSO e

controlo positivo Norfloxacina.
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Figura 28- Efeito dos extratos de palmeira anéd e manjericdo no crescimento de Escherichia coli, pelo
método de difusdo em poco, 24 h de incubacgédo a 37 °C. Legenda: 1- Extrato metandlico de palmeira
and; 2- Extrato metandlico de manjericao seco; 3- Extrato etandlico de manjericdo seco; 4- ESC
CO2 400:60 sem 6leo;5- ESC CO2 400:60; controlo negativo DMSO e controlo positivo Norfloxacina.

Figura 29- Efeito dos extratos de palmeira and e manjericdo no crescimento de Enterococcus
faecalis, pelo método de difusdo em poco, 24 h de incubacgéo a 37 °C. Legenda: 1- Extrato metandlico
de palmeira ang; 2- Extrato metandlico de manjericdo seco; 3- Extrato etandlico de manjericdo seco;
4- ESC CO, 400:60 sem 6leo; 5- ESC CO, 400:60; controlo negativo DMSO e controlo positivo
Vancomicina.
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Figura 30- Efeito dos extratos de palmeira and e manjericdo no crescimento de Staphylococcus
aureus,Saccharomyces cerevisae e Candida albicans, pelo método de difusdo em pocgo, 24 h de
incubacéo a 37 °C. Legenda: 1- Extrato metandlico de palmeira and; 2- Extrato metandlico de
manjericdo seco; 3- Extrato etandlico de manjericdo seco;4-ESC CO, 400:60 sem 6leo;

5- ESC CO, 400:60; controlo negativo DMSO, controlo positivo Vancomicina para Staphylococcus

aureus e Nystatina para Saccharomyces cerevisae e Candida albicans.

A atividade antimicrobiana dos extratos da palmeira and e do manjericdo foi avaliada pelo
método de difusdo em pocos na concentracdo de 1mg/mL e 10 mg/mL. Nenhum dos
extratos mostrou atividade antibacteriana contra bactérias Gram negativas (Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922) e Gram positivos (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212), nem nas leveduras testadas
(Saccharomyces cerevisae ATCC 9763 e Candida albicans ATCC 10231), apresentando
zonas de inibicao iguais as obtidas com o controlo negativo DMSO (5 mm). Considerando os
resultados prévios obtidos, ndo foram efetuados outros testes complementares para os
extratos.
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V.4.2 — Toxicidade geral

O perfil de citotoxicidade dos extratos metandlicos da palmeira and e do manjericdo foram
caracterizados em linha de célula mamaria humana MCF7, usando um protocolo de

incubacéo de 24h, com o corante violeta de cristal.

Nas condi¢cdes experimentais utilizadas (ver ponto 1V. 4.2), os extratos de manjericdo e de
palmeira and ndo apresentaram citotoxicidade relevante, tendo-se observado apenas
reducdes de viabilidade celular muito ligeiras (<12%). Pelo contrario, o controlo positivo

utilizado (DMSO 5% v/v) levou a uma reducéo da viabilidade celular para 26,51 + 1,14%.
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Figura 31- Viabilidade celular de culturas de células MCF7 expostas a diferentes concentracdes dos
extratos metandlico de manjericdo e metandlico de palmeira and, avaliada pelo ensaio Violeta de
Cristal. Os resultados (media + DP) sdo apresentados como percentagens calculadas relativamente

ao controlo negativo (100%).

Assim, 0 ensaio in vitro com célula mamaria humana mostrou-se adequado para avaliacao
da citotoxicidade, ndo ocorrendo uma queda significativa na viabilidade celular apés 24h de
cultivo (P<0.05), para concentracdes até 100 ppm. Este resultado é importante, pois como
se sabe 0 manjericdo é uma erva aromatica bastante utilizada na culinaria, assim ficamos

com uma ideia de que a sua utilizacao nas concentracdes aqui estudadas é segura.
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V.5 - Avaliacdo da atividade enzimatica dos extratos da palmeira

ana e manjericao
V.5.1 —Inibic&o de acetilcolinesterase

A procura de inibidores de fontes naturais tem sido uma constante. Neste trabalho, avaliou-
se a capacidade de extratos da palmeira and e do manjericdo em inibir a AChE. Verificou-se
que, comparando os resultados obtidos com um dos farmacos utilizado como inibidor de
AChE, tacrina, 0s nossos extratos apresentam uma baixa atividade, que varia entre
3,38+0,99 % e 7,41 +0,63%. O extrato que apresenta melhor atividade inibitéria da AChE é
0 extrato metandlico das folhas da palmeira ana (7,41 +0,63%) e, por outro lado, os que
apresentam pior atividade s@o os extratos supercriticos, cuja inibicdo ndo é detetada nas

condi¢cbes de ensaio.
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Figura 32- Resultados da inibicdo da AChE, de acordo com a reacéo de Ellman's.

Na literatura, a utilizacdo de extratos da palmeira and e do manjericdo como inibidores da
AChE néo foi ainda objeto de muita andlise, de acordo com a nossa pesquisa bibliografica.
Num estudo realizado por Medronho (2015), onde se verificou o potencial de inibicdo da
AChE, de extratos da palmeira ana do Algarve, a mesma utilizada neste trabalho, chegou-se
a concluséo de que este tinha capacidade de inibir a enzima, contudo, o IC50 apresentado
era muito elevado, logo, a sua capacidade inibitéria era fraca. Para além desse estudo, onde
se verificou um elevado valor de IC50, Miguel et al. (2014), ao realizarem um estudo acerca

da atividade inibitéria de extratos de 11 plantas medicinais, em Marrocos, incluindo a
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palmeira and, ndo detetaram qualquer potencial inibitério. J& para o manjericdo (Kaur,
Singh, and Shri 2015), em extratos hidro-metandlico a 1ug/mL detetou-se uma atividade
inibitéria de 26,15+2,14%. A diferengca que se verifica para 0S nossos extratos, esta
certamente relacionada com as distintas formas de extracdo utilizadas e com as diferentes

regides de onde provém as plantas.

Apesar de os resultados apresentados para a inibicdo da AChE serem negativos, existe uma
referéncia de uma planta pertencente & mesma familia da palmeira ana (familia Areceae),
que apresenta uma boa atividade em AChE. Num estudo com plantas medicinais coreanas,

determinou-se a atividade inibitéria de Acorus calamus (Araceae) de 53.7+5.5 %.

V.5.2 — Inibic&o de tirosinase

A tirosinase, para além de estar associada a doengas degenerativas como, por exemplo, a
doenca de Parkinson, esta envolvida no processo de melanogénese dos mamiferos. Tem
sido identificado um elevado numero de inibidores da tirosinase, quer de origem natural,
guer de origem sintética, e a procura por esses inibidores, a partir de fontes naturais, tem
sido uma constante. Neste trabalho, avaliou-se a capacidade de extratos da palmeira anéd e
do manjericao em inibirem a tirosinase. O resultado € apresentado na Figura 33. O poder de
inibicdo dos extratos estudados varia entre 3,42+1,09% (Manj_400:60 6leo) e 33,42+0,64%.
(Mnj_MeOH 15S).
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Figura 33- Resultados da inibicdo da TyrE.



64 Resultados e Discussdo

Ao contrario do que se verifica na inibicdo da AChE, onde os extratos apresentam uma
melhor capacidade inibitoria para a tirosinase, um dos extratos apresenta valores de inibicao
a um terco do controlo positivo utilizado, acido Kogico (98,02+1,74%). O extrato obtido por
Soxhlet, com metanol do manjericio seco, € 0 que apresenta melhor atividade
(33,42+0,645), seguido do extrato etandlico do manjericao seco (30,08+4,38%), do extrato
metandlico da palmeira ana (21,88+1,13%), do extrato supercritico 400 bar e 60°C com 0leo
(15,36+0,90%) e, finalmente, do extrato supercritico a 400 bar e 60°C (sem 6leo) com uma
atividade de 3,49 +1,09.

Estudos realizados por Medronho (2015) em extratos de palmeira demostram a mesma
coeréncia de resultados atingidos neste estudo, onde a inibicdo da tirosinase por extratos

foliar da palmeira and possui um IC50 menor do que para a inibicdo da AChE.
V.6 — Andlise por GC-MS e HPLC-MS

V.6.1 — Analise por GC-MS de 6leos essenciais de manjericao

O Oleo essencial obtido € um liquido com cor levemente amarelada e um cheiro
caracteristico. O rendimento do 6leo essencial de diferentes partes da planta depende do
fator sazonal e da localidade. Estudos realizados por Ozcan and Chalchat (2002) referem
que os compostos caracteristicos do 6leo essencial de manjericdo s&o: linalol, eugenol,

estragol, timol e p-cimeno.

Neste trabalho, efetuou-se a analise do 6leo essencial extraido a partir da hidrodestilagéo de

folhas de manjericéo frescas, secas e da extracao supercritica a 40°C e 90 bar.

A constituicdo quimica dos 0leos essenciais do manjericdo encontra-se representada na
Tabela 10. Comparando o 6leo essencial obtido por hidrodestilacdo das folhas frescas (HF)
com o Oleo essencial obtido por hidrodestilacdo de folhas secas (HS), verifica-se que a sua
constituicdo é semelhante. No 6leo essencial HF identificaram-se 5 compostos em maior
percentagem: metil eugenol, 34%, linalol 18%, metil chavicol 13,5% (=estragol), 1,8-cineol
7,6% e eugenol 6,9%; no 6leo HS, os compostos identificados em maior percentagem
foram: metil eugenol de 30,1%, linalol 18,7%, metil chavicol 19,9% (=estragol), 1,8-cineol
11% e eugenol 3,9%.

No 6leo volatil obtido por extracdo supercritica com CO, (Oleo ESC 90 40 29),
identificaram-se 0s seguintes compostos em maior percentagem: metil eugenol 28,4%, metil

chavicol 12,6 %, linalol 10,5 % e eugenol 6%. Comparando o 6leo essencial HS com o éleo
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volatil da extracdo supercritica, verifica-se que estes sdo constituidos pelos mesmos

componentes.

Tabela 10- Composicéo de 6leos essenciais e ceras, isolados do manjericao por hidrodestilacao e

ESC.
Manijericéo
Componentes RI HF HS Oleo_ ESC 90 Ceras-ESC 90 _
40_2°S 40_1°S
a-Pineno 930 0,3 0,6 T t
Canfeno 938 0,1 0,2 T t
Sabineno 958 0,2 0,4 0,1 t
1-Octen-3-ol 961 0,2 0,2 0,1 t
1,8-Cineol 1005 7,6 11,0 3,2 t
trans-B-Ocimeno 1027 1,5 0,8 0,3 t
y-Terpineno 1035 0,2 0,2 0,1 t
Linalol 1074 18,0 18,7 10,5 3,8
Céanfora 1102 0,7 0,9 0,5 t
Borneol 1134 0,6 0,6 0,4 t
Terpinen-4-ol 1148 0,3 0,4 0,1 t
a-Terpineol 1159 0,9 1,0 0,7 0,6
Metil chavicol (= estragol) 1163 13,5 19,9 12,6 4.1
Acetato de bornilo 1265 0,4 0,5 0,3 t
Eugenol 1327 6,9 3,9 6,0 52
trans-cinamato de metilo 1346 0,1 0,2 0,2 t
a-Copaeno 1375 0,1 t 0,1 t
Metil eugenol 1377 34,0 30,1 28,4 26,7
trans-a-Bergamoteno 1434 2,8 2,4 5,6 51
a-Humuleno 1447 0,5 0,3 0,6 0,6
trans-pB-Farneseno 1455 1,3 1,1 3,4 3,3
Germacreno D 1474 1,4 0,3 1,7 1,6
Bicyclogermacreno 1487 0,5 0,1 0,5 0,2
y-Cadineno 1500 0,4 0,3 0,6 0,3
B-Sesquiphellandrene 1508 0,6 0,4 0,9 0,7
Acetato de fitol 2 2101 0,4 0,3 54 29
n-heptadecano 2700 t 0,1 0,2 11
n-nonadecano 2900 t t 0,2 4,2
n-Dotriacontano 3200 t t 0,2 13,8
Compostos identificados 97,4 98,6 85,8 85,1
Grupos de compostos
Hidrocarbonetos monoterpenos 4,1 4,6 1,0 t
Monoterpenos contendo oxigénio 28,6 33,2 15,8 4.4
Hidrocarbonetos sesquiterpene 7,6 5,0 13,4 11,8
Sesquiterpenos contendo oxigénio 1,9 1,0 1,4 1,0
Fenilpropanoides 54,4 53,9 47,0 36,0
Qutros 0,8 0,9 6,5 32,6

RI: indices de retengéo, em relacédo aos dos n-alcanos Cg-Css, t: residuo (<0,05%),

Na Tabela 10, pode ainda verificar-se que no extrato obtido no 1.°© separador, por extragdo

supercritica (Ceras_ESC 90 40 _1°), como descrito em 1V.2.3, € possivel separar as ceras
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do d6leo volétil, nomeadamente do n-heptadecano até ao n-dotriacontano, que apresentam

valores superiores no 1° separador e residuais no segundo.

Para os grandes grupos de compostos identificados, temos a presen¢ca de monoterpenos
contendo oxigénio (HF 28,6 %; HS 33,2% e Oleo_ESC_80_ 90 2° 15,8%), fenilpropanoides
(HF 54,5 %; HS 53,9% e Oleo_ESC_90 40 _2° 47%) e hidrocarbonetos sesquiterpenos (HF
7,6 %; HS 5% e Oleo_ESC_90 _40_2° 13,4%).

No trabalho efetuado por Zheljazkov, Callahan e Cantrell (2008), com 38 quimiotipos do
Ocimum basilicum L, os autores identificaram diferengas muito consideraveis, quer no
rendimento obtido em Oleo essencial (0,072-1,92%), quer na sua composi¢do, revelando
gque esta planta apresenta caracteristicas especificas bastante diferentes de acordo com a

regido de proveniéncia.

Em termos de composicdo, os autores dividiram as plantas estudadas em sete quimiotipos,
desde o grupo 1, constituido por uma elevada quantidade de linalol (19-73%), até ao grupo
7, sendo 0 bergamoteno o principal componente e ainda com 5 % de 1,8 cineol e <1% de
linalol. De acordo com os autores, 0 N0sso quimiotipo € identificavel no grupo 4, estragol-

linalol (8-29% do primeiro composto e 8-53% do segundo, respetivamente).
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V.6.2 - HPLC-MS

V.6.2.1 — Caracterizacdo da composicdo em compostos fendlicos da
palmeira and com HPLC-DAD-MS/MS

A determinacao da composicdo em compostos fendélicos do extrato metandélico da palmeira
ana foi efetuada por HPLC-DAD-MS/MS, com base no tempo de retencdo dos compostos,

espetros de UV/Vis, espetros de massa e com recurso a fragmentos padrédo de MS-MS.
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Figura 34- Espetro de HPLC-DAD-MS/MS obtido para o extrato metandlico das folhas da palmeira

ana.

A amostra foi analisada no detetor DAD para alguns comprimentos de onda onde ha maior
absorcdo de energia para os compostos fendlicos. O cromatograma da Figura 34 mostra
perfis cromatograficos entre 250-370nm, sendo 0s comprimentos de onda mais baixos para
0s compostos fendlicos totais e os acidos fendlicos hidroxibenzodicos (=254 nm); a 320nm
para os acidos fendlicos hidroxicinAmicos e a 360nm para flavondéides, entre outros.

Por outro lado, a cromatografia liquida associada a espectrometria de massa €, muitas
vezes, utilizada para identificacdo e quantificacdo de compostos presentes em amostras
complexas. Inicialmente, fez-se um varrimento de valores de massa (m/z) entre 100-1000
Da para se obter um conhecimento geral dos compostos presentes na amostra, Em seguida,
fez-se uma pesquisa de alguns ides moleculares especificos reportados na literatura.
Analisando os espetros apresentados na Figura 34, foi possivel verificar que o extrato
metandlico das folhas da palmeira ana € constituido, maioritariamente, por derivados de C-

e O- luteolinas (flavonoides).
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Nas Figuras 35 e 36 € apresentado em detalhe o estudo para os picos 9 e 13, como
compostos representativos nesta identificagédo. O pico 9, com o ido m/z 447 [M-H] apresenta
no MS-MS os ides m/z 327 e 357 caracteristicos da fragmentacdo de compostos C-
glicésidos, tendo sido possivel a sua identificagdo por comparacdo com um padrdo, como a

orientina.

O pico 13, com o ido m/z 637 [M-H] apresenta no MS-MS o ido m/z 329 caracteristico da
fragmentacédo de compostos O- luteolinas. Recorrendo-se a dados da literatura (Gaamoussi,
Israili, and Lyoussi, 2010), foi possivel identifica-lo como tricina-7-O-neohesperidosido.
Apesar de os extratos da palmeira ana ainda ndo se encontrarem muito estudados, autores
como Willians and Harbone (1973) apresentaram um estudo onde se identificou, no extrato
de folhas da palmeira and, a presenca de C- e O- flavonoéides, nomeadamente o C-glicosido

e ticrina 5-O-glicésido.

Na Tabela 11 encontra-se o resumo dos compostos referentes aos picos que foram
estudados, com os respetivos ibes [M-H] e consequentes ibes m/z, a partir dos quais foi

possivel a sua identificagao.
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Figura 35- Identificacdo do pico 9, orientina (luteolina-8-C-glicdsido).
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Figura 36- Identificagdo do pico 13, tricina-7-O-neohesperidosido.
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Tabela 11- Quadro de resumo dos 13 compostos identificados por HPLC-DAD-MS/MS.

Pico Rt Amax (NM) Estrutura [M-HI MS? (m/z, %, 140 atribuido) Composto atribuido
(min) (m/z2)
1 14,4 | 238; 324 6‘: . 353 | MS?[353]:191(100) [M-H-152]; 179 (60); 132 (20) Acido 3-cafeoilquinico
2 | 19,2 | 242;324 . 353 | MS?[353]:191(100) [M-H-152]; 179 (60):163 (60) | Acido 5-cafeoilquinico
135 (10)
3 19,5 304 577 MS? [577]:559(2); 451 (40); 425 (100): 407 (60); Procianidina B1
299(2); 289 (5) [Cat]
4 21,9 306 577 MS? [577]1559 (5); 451 (30); 425 (100); 407 (50); Procianidina B2
289 (10) [Cat]
5 | 237 | 260:347 579 | MS? [579]:561(5); 519 (10) [M-H-60]; 489 (90) 'Csi”;:;‘t’o‘iﬁ_;f‘ée_o"”a'&
[M-H-90]; 459 (100) [M-H-120]; 369 (20); glucopiranosido
6 253 | 270: 348 = 609 MS? [609]:_591(3); 439 (100) [MjH-120]'; 429 (50) Luteolina-7-O —
) o [M-H-180]; 369 (25) [M-H-252]; 327 (5); 283 (3) glucopiranosil -8-C -
|£§:ﬁ°&/o T glucopiranosido
7 27,0 268: 344 o e 609 MS? [609]: 489(65); 429 (60); 357 (85); 327 (100) | Derivado de Luteolina-
[M-H-162-120]"; 309 (20); 285 (2) di- glicosido
8 | 27,4 | 270;346 ' 447 ?I/\I/ISZH[T;)]]:' 422895(1(23 357 (85) [M-H-90]; 327 (100) | |sprientina
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Continuacéo da Tabela 11

120]; 383 (10) [M-H-120-90]; 353 (4) [M-H-2x
120];

9 28,4 266: 344 " ™ 447 MS? [447]: 411(3); 369 (10); 357 (65) [M-H-1207; Orientina
" 327 (100) [M-H-120] 285 (5)
10 | 29,9 | 270; 324 o, " 503 | MS? [593]: 503(30) [M-H-90]; 473 (100) [M-H- Apigenina-6-8-C

glicosido

11 | 31,8 | 254,354 | = e, 609

MS2 [609]: 463 (2) [M-H-162] (Y1); 301 (100) [M-
H-308] (Yo); 300 (80) (Yo H);

Quercetina-3-0
Rutinosido (Rutina)

MS? [593]: 447 (3) [M-H-146] (Y1); 327 (5); 285

' e}

HO OO O AN ome
HO— 5 |

HO~_ o 5 )

HO-

OH

(10); 271 (4);

12 33,6 256; 348 —qz’_....l._‘_ ﬂ'lfﬁ?_‘__ﬁl'_n_]lu m 593 LUt-EO”ha-7-O-
R (100) [M-H-308] (Yo): rutinosido
13 | 37,9 |248;350 E o 637 MS? [627]: 371 (3); 329(100) (Yo); 314 (25); 299 | Tricina-7-O-

neohesperidosido

Rt- Tempo de retencdo; [M-H] - molécula com menos um H; m/z — massa/carga; ESI-MS/MS — Espectrometria de massa com

ionizagao de electrospray.
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VI — CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A eficacia da extracdo das folhas da palmeira and e do manjericio mostrou-se dependente

da técnica de extracdo aplicada, do solvente utilizado e da sua polaridade.

A validacdo intralaboratorial da utilizacdo da técnica convencional e da de microplaca
permitiu concluir que quanto a andlise efetuada por estes dois métodos a diferentes
comprimentos de ondas, o0s resultados apresentam diferencas estatisticamente
significativas; contudo, para as concentracdes de 0,9 mg/mL tal ndo se verificou. A utilizacdo
de técnicas de microplaca mostrou-se viavel e com resultados mais coerentes e
consistentes, quando comparada com a utilizacdo da técnica convencional para baixas

concentracdes.

O extrato da palmeira and demostrou possuir uma boa capacidade antioxidante, e isto deve-
-se ao elevado teor de polifendis e flavondides que apresenta. Ja os extratos do manjericdo
apresentam uma menor atividade antioxidante, em consequéncia do baixo teor de polifendis
e flavondides que apresentam. Tanto os extratos da palmeira como os do manjericao

apresentaram uma boa capacidade de reducdo do Fe®*" a Fe*",

A capacidade antimicrobiana, a inibicdo enzimatica e a avaliagdo da toxicidade geral dos
extratos da palmeira e do manjericdo permitiram-nos concluir que nenhum dos extratos
apresentava atividade antimicrobiana relevante nas condigcbes estudadas, e néo
demostraram ser toxicos (extrato metandlico da palmeira e manjericao seco), viabilizando a

sua utilizagdo como potenciais nutracéuticos.

Para a inibicdo enzimatica, foram testadas duas das enzimas (AChE e TyrE) relacionadas
em problemas de salde de grande preocupacdo na sociedade, como a deméncia e as
doencas de pele. Os extratos apresentaram uma baixa atividade para a inibicdo da AChE,
J& para a inibicdo da TyrE, os extratos metandlico e etanolico do manjericdo seco e
metandlico da palmeira apresentaram melhores actividades: 33,42+0,64; 30,08+4,38 e

21,88+1,13, respetivamente.

A caracterizagdo por GC-MS do 6leo essencial e do 6leo volatil das folhas de manjericdo
fresca e seca, permitiu concluir que estes sdo constituidos pelos mesmos compostos, mas
em percentagens com pequenas diferencas. Os compostos maioritarios identificados por
GC-MS séao: 1,8-cineol, linalol, metil chavicol, metil eugenol e eugenol. Foi possivel a
classificacdo da planta, de acordo com a literatura, com o quimiotipo do grupo 4, estragol-

linalol, com valores entre 10,5-18,7% e 12,6-19,9%, respetivamente.
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O extrato da palmeira ana foi caracterizado por HPLC-DAD-MS/MS, permitindo concluir que
0 extrato metanolico das folhas da palmeira é constituido, preferencialmente, por derivados
de C- e O- luteolinas (flavondides). A orientina (luteolina-8-C-glicésido) e a tricina-7-O-
neohesperidosido s&o dois dos exemplos de compostos identificados, num total de 13
compostos.

Para estudos futuros, serd importante avaliar a influéncia da extrac@o fracionada do 6leo
volatil na atividade antioxidante do extrato sem 0s componentes volateis. Ainda para os
extratos de manjericéo, a utilizagdo de HPLC-MS para a identificagdo dos compostos néo foi
completada e apresentou algumas dificuldades, devido ao baixo teor de flavondides,

originando picos pequenos, que dificultaram a sua identificag&o.

Uma breve analise dos resultados até agora obtidos, no HPLC-DAD, permitiu identificar
potenciais componentes nos extratos de metanol e etanol, como o hiperdxido, acido 3-
cafeoilquino, isomero da Luteolina-6-C —pentosil-8-C- glucopiranosido, um derivado de
luteolina- di- glicdsido e a tricina-7-O- neohesperidésido. Contudo, estes resultados néo
foram ainda confirmados por MS ou MS-MS, e os extratos de ESC apresentam uma maior
dificuldade de interpretagéo, devido a uma enorme sobreposi¢cdo de bandas no detetor de
DAD. Assim, a utilizacao de GC-MS para a analise destes extratos podera ser uma solucéo

alternativa.

Em relagdo a palmeira and, seria interessante efetuar-se um estudo futuro sobre os frutos,
pois, segundo a literatura, os extratos das sementes da palmeira and apresentam uma

atividade antioxidante superior a do extrato foliar verificado neste trabalho.
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Anexo A - Curva de calibracédo de acido galico, para a determinacao do teor em polifendis

pelo método convencional a 765 nm.
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Figura 37- Curva de calibragéo do acido galico usado na determinag&o do teor de polifendis.

Anexo B - Curva de calibracdo de acido gélico, para a determinagdo do teor em polifendis

pelo método de microplaca a 655 nm.
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Figura 38- Curva de calibragdo de acido galico, utilizado na determinacao de teor de polifendis pelo

método de microplaca.
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Anexo C - Curva de calibracdo da catequina, para a determinacdo do teor de flavonéides a

510 nm.
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Figura 39- Curva de calibracdo da catequina para a determinagéo do teor em flavonéides.

Anexo D - Curva de calibragéo de trolox, para a determinacao do teor do poder de redugéo

do Fe®* a 655 nm.
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Figura 40- Curva de calibracdo do trolox, para a determinacéo do poder de reducéo.
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Anexo E — Pardmetros das retas utilizadas na determinacdo de IC50 do extrato da

palmeira and, no ensaio de DPPH e ABTS.

Tabela 12- Parametros de ajustes das retas utilizadas na determinacédo de IC50, nos ensaios de

DPPH e ABTS do extrato da palmeira ana.

Ext MeOH_Palmeira

(ng/mL)

Extrato Ana Acido ascérbico Trolox
Reta Y=a+bX
T
8'_ a 5,3368 +1,7768 -0,55701 + 0,4744 -0,59486 + 1,6444
% b 0,09825 + 0,00369 | 0,18982 + 0,00168 0,1074 + 0,00323
?, r 0,9960 0,9998 0,9960
& LOD
5 54,25 7,50 45,93
(hg/mL)
LOQ
180,83 25,00 153,10
(hg/mL)
Ext MeOH_Palmeira
Extrato Ana Acido ascérbico Trolox
Reta Y=a+bX
w
E a 11,660 + 1,837 -0,8363 + 1,0416 1,803 + 1,668
i b 0,1083+ 0,004 0,1535+ 0,00307 0,1219+ 0,00422
E r 0,9952 0,9989 0,9958
K
% LOD
L 50,87 20,36 41,06
(hg/mL)
LOQ
169,68 67,88 136,86
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Anexo F — Parametros das retas utilizadas na determinacao de IC50 dos extratos do manjericao, no ensaio de DPPH e ABTS.

Tabela 13- Parametros de ajustes das retas utilizadas na determinacédo de IC50, nos ensaios de DPPH e ABTS do extrato da palmeira ana.

Extrato ESC_400:60 Oleo | ESC_400:60 S/ Oleo Mamigl eon Manj MeOH 1F | Mani_EtOH_1S | Manj_EtOH_1F
§ Reta Y=a+bX
a . 7,117 + 1,013 1513+1,139 | 8,918+4,129 | 14,356+ 4,157 | 12,410 + 3,921 | 5,289 + 1,430
% b 7,611+ 0,299 7,825+ 0,207 13,460+ 1,508 | 12,264+ 1,0757 | 9,432+ 1,256 | 10,464+ 0,439
S ; 0,098 0,999 0,088 0,092 0,083 0,997
T (mg/mL) 0,7539 0,4365 0,0204 1,017 1,247 0,4099
LOO (mg/mL) 25131 1,455 3,068 3,390 4,157 1,366
Extrato ESC_400:60 Oleo | ESC_400:60 S/ Oleo Mamigﬂ eon Manj MeoH 1F | FtOH_1S EtOH_IF
E Reta Y=a+bX
< . 24,198 + 0,132 3,757+3,063 | 6,670+ 1,681 | 18,006 + 1,976 | 11,14+ 1,0071 | 5,02+ 1,07
§ b 14,815+ 0,061 10,053+ 0,834 | 10,163+ 0,507 | 8,681+ 0,596 |7,2165 +0,2772| 6,017 « 0,23
S ; 0,999 0,993 0,096 0,093 0,098 0,997
5[ op (mg/mL) 0,0267 0,143 0,4962 0,6827 0,4187 0,5326
LOQ (mg/mL) 0,0891 3,048 1,6542 2,276 1,3956 1,7753
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Anexo G — Representagao grafica dos ensaios de DPPH com os extratos de manjericéo.
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Figura 41- Ensaio de DPPH com os extratos metanoélicos do manjericéo.
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Figura 42- Ensaio de DPPH com os extratos etandlicos do manjericéo.
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Figura 43- Ensaio de DPPH com os extratos supercriticos do manjericéo.

Anexo H — Representacdo gréafica dos ensaios de ABTS com o0s extratos de manjericéo.
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Figura 44- Ensaio de ABTS com os extratos metandlicos do manjericéo.
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Figura 45- Ensaio de ABTS com os extratos etandlicos do manjericao.
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Figura 46- Ensaio de ABTS com os extratos supercriticos do manjericao.
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Anexo | — Representacéo do rendimento da extragdo supercritica do manjericdo a 333,15 K
e 400 bar, com e sem Gleo volatil,
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Figura 47- Rendimentos da extracao supercritica do manjericao, com e sem 6leo volatil.

Anexo J - Divulgacéo do trabalho realizado para a comunidade cientifica.

1. “Determinagdo da atividade antioxidante, teor de compostos fendlicos e flavonoides
totais em amostras da Chamaerops humilis L “J Veiga, J. Coelho iFQB 16 - Férum

de Engenharia Quimica e Bioldgica 2016, ISEL, 18 e 19 Lisboa (Apresentacao em
Painel).

2. “Peliminary phenolic screening of Chamaerops humilis L. extracts and their
antioxidant capacity activity”, J Veiga, J. Coelho, R Elvas-Leitdo, A Brigas, A, Dias,
MC Oliveira; 8th Meeting of the Analytical Chemistry Division, SPQ, Lisbon
(Portugal), 6-7 June 2016, Portugal (Comunicacdo Oral-OC-11).



