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RESUMO

A Sarcocornia ambigua (Amaranthaceae), apresenta-se na forma de
haste suculenta de cor verde e/ou avermelhada, de ampla distribui¢do
nas costas temperadas e tropicais das Américas, porém, com melhor
desenvolvimento em regifes de clima temperado e subtropical. No
Brasil, ndo existe uma denominacgao popular para a Sarcocornia, e nem
registros do seu uso, contudo, foi introduzida no mercado Europeu como
um vegetal fresco “desfolhado” semelhante ao aspargo verde. Na alta
gastronomia as plantas jovens e suculentas tém sido utilizadas pelo seu
sabor levemente salgado e por seu potencial como alimento funcional
devido ao elevado valor nutricional e a variedade de compostos
bioativos. Pouca atengdo tem sido dada a espécie S. ambigua encontrada
no Brasil, e devido a falta de informacGes cientificas, referente a
composi¢do quimica, perfil da atividade antioxidante, identificacdo de
compostos bioativos, e efeito terapéutico, o cultivo comercial da planta
na regido é restrito. Neste contexto, a presente pesquisa teve como
objetivo caracterizar a composi¢do nutricional de duas amostras de S.
ambigua, oriundas de duas regides distintas localizadas na Grande
Floriandpolis, descrever a estrutura anatdmica da parte aérea (bainha
foliar e caule), por microscopia Optica de fluorescéncia, bem como,
realizar microanalise quimica por energia dispersiva de raios-X em
microscopia eletronica de varredura (EDX-MEV), avaliar a atividade
antioxidante com a identificacdo/quantificacdo dos compostos fendlicos
majoritarios por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (HPLC ESI-MS/MS), além de determinar por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
a concentracdo total de minerais e a fragdo bioacessivel dos mesmos por
meio do modelo de digestdo in vitro. Os resultados revelaram que o
contelido de cinzas, carboidratos, fibras insolliveis e minerais diferiu
entre as amostras. O mineral presente em maior quantidade foi Na,
seguido do K, Mg e Ca. Houve predominio de 4cidos graxos
polinsaturados, sendo o principal deles o acido linolénico, seguido do
acido linoleico. Em relacdo aos resultados obtidos pelo estudo



histolégico, os achados possibilitaram interpretaces sobre as
adaptacdes destas plantas as peculiaridades do ambiente. Entre as
caracteristicas relacionadas as condigBes ambientais estressantes, as
quais as haldfitas estdo sujeitas, podem ser destacadas as ceras
epicuticulares, o hidrénquima e os cristais. No que se refere a
distribuicdo dos elementos quimicos, com uso de EDX-MEV, de um
modo geral, as concentracOes e a distribuicdo dos elementos minerais,
encontrados nos tecidos vegetais de ambas as amostras de S. ambigua,
mostraram grande variacdo. Dentre os 15 compostos fendlicos
guantificados no extrato de ambas as amostras por HPLC-ESI-MS/MS,
os principais foram os 4acidos ferdlico, cafeico, vanilico, acido p-
cumarico, kaempferol e galangina. Estes compostos contribuiram para a
presenca de atividade antioxidante da planta, determinada pelos métodos
quimicos de DPPH e FRAP. Em relagdo a bioacessibilidade, dos 14
minerais determinados por ICP-MS a fragdo bioacessivel variou de 3 a
84 %, e ao analisar os resultados em termos de quantidade de mineral
bioacessivel em relagdo ao conteldo total, verificaram-se variagcfes
entre os elementos, sugerindo que o conteddo total de minerais, presente
na matriz vegetal nem sempre estara disponivel para absorcao intestinal.
Verificou-se que em referéncia aos valores de ingestdo dietética
recomendada (RDA) para minerais, é provavel que a ingestao de 2 g/dia
de S. ambigua ndo causem efeitos adversos para a sadde, tendo em vista
que nenhum dos elementos excedeu os valores de ingestdo diaria
permitida. Os resultados encontrados indicam que a S. ambigua pode ser
considerada uma fonte vegetal de boa qualidade nutricional para
consumo humano, por conter quantidades consideraveis de nutrientes e
compostos antioxidantes naturais. Entretanto deve-se considerar que
variagdes em sua composicdo quimica existem e provavelmente estdo
relacionadas aos fatores ambientais 0s quais esta espécie estad submetida
bem como, as diferentes técnicas de cultivo utilizadas. Desta forma,
mais estudos in vivo e in vitro devem ser realizados e encorajados, com
vistas a aumentar o cultivo da S. ambigua no estado de Santa Catarina,
bem como de seu consumo pela populacdo, além de gerar dados que
poderdo nortear 0 uso da mesma, pelas inddstrias alimenticias e
farmacéuticas.

Palavras — chave: Sarcocornia ambigua; Atividade antioxidante;
Compostos fenélicos; Minerais; Bioacessibilidade; Histologia vegetal.



ABSTRACT

Sarcocornia ambigua (Amaranthaceae) is presented in the form of
succulent stems of green and/or reddish, widely distributed in temperate
and tropical coasts of the Americas, but with better development in
regions of temperate and subtropical climates. In Brazil, there is no
popular name for Sarcoconia, nor records of their use, however, it was
introduced in the European market as a fresh "defoliated” vegetable
similar to green aspargus. In high gastronomy, young and succulent
plants have been used for its slightly salty taste and for its potential as a
functional food due to its high nutritional value and variety of bioactive
compounds. Little attention has been giving to S. ambigua species found
in Brazil, and the lack of scientific information concerning the chemical
composition profile of antioxidant activity, identification of bioactive
compounds and the therapeutic effect, the commercial cultivation of the
plant in our region is restricted. In this context, the present study aimed
to characterize the nutritional composition of two samples of S. ambigua
obtained from two distinct regions located in Florianopolis, to describe
the anatomical structure of shoots (stem and foliar sheath), by
fluorescence microscopy, as well as perform chemical microanalysis by
energy dispersive x-ray scanning electron microscopy (SEM-EDX), to
evalutate the antioxidant activity with the identification/quantification of
the major phenolic compounds by liquid chromatography coupled to
high performance mass spectrometry (HPLC ESI-MS/MS), in addition
to determining by mass spetrometry with inductively coupled plasma
(ICP-MS) total mineral concentration and its bioaccessible fraction
through in vitro digestion model. The results reveal that the content of
ash, carbohydrate, insoluble fiber and mineral differed between the
samples. The mineral in greater quantities was Na, followed by K, Mg
and Ca. There was a predominance of polyunsaturated, the main one
being linolenic acid, followed by linoleic acid. Regarding the results of
the histological study, the findings made possible interpretations of the
adaptations of these plants to the peculiarities of the enviroment. Among
the features related to the stressors to which the subject halophytes
enviromental conditions can be highlighted the epicutilar waxes, and the
hydrenchyma and the crystals. As regards the distribution of chemical
elements, using SEM-EDX, in general the concentrations and
distribution of mineral elements, found in plant tissue of both samples of
S. ambigua showed a wide variation. Among the 15 quantified phenolic
compounds in the extract of both samples by HPLC-ESI-MS/MS, the
main of them were ferulic acid, caffeic, vanillic, p-coumaric acids,



kaempferol and galangin. These compounds contributed to antioxidant
acitivity in the presence of the plant, determined by chemical methods
DPPH and FRAP. Regarding the bioaccessibility of the 14 minerals
determined by ICP-MS to the bioaccesibility fraction ranged from 3 to
84 %, and when analyzes the results in terms of amount of bioaccesible
mineral content in relation to total, there were variations between
elements, suggesting the total content of minerals present in the
vegetable matrix will not always be avaliable for intestinal absorption. It
was found that with reference to the values recommended dietary
allowance (RDA) for minerals, it is likely that ingestion of 2 g/day of S.
ambigua cause no adverse effect to health, considering that none of the
elements exceed the values of permitted daily intake. The findings
indicate that S. ambigua may be considered a vegetable source of good
nutritional quality for human consumption by containing considered
amounts of nutrients and natural antioxidants. However it should be
considered that variations in chemical composition exist and probably
are related to environmental factors which this species is subjected, as
well as the use of different cultivation techniques. Thus, further in vivo
and in vitro studies should be undertaken and encouraged, in order to
increase the cultivation of S. ambigua in the Santa Catarina state, as well
as its consumption by the population, in addition to generating data that
will guide its use, by the food and pharmaceutical industries.

Key words: Sarcocornia ambigua; Antioxidant activity; Phenolic
compounds; Minerals; Bioaccessibility; Vegetable histology.
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INTRODUCAO

Desde a antiguidade, o uso de produtos naturais demonstrou ser
uma alternativa para tratamento, cura ou prevencdo de doencas. Por
muitos anos, os produtos de origem vegetal, animal e mineral foram as
principais fontes de recurso terapéutico disponivel ao homem e, nas
Gltimas décadas, o ser humano tem manifestado interesse crescente pelo
seu bem-estar e qualidade de vida (GURIB FAKIM, 2006).

Pelo fato dos produtos de origem vegetal serem fonte valiosa de
nutrientes e de outros compostos quimicos, principalmente do
metabolismo secundario, conhecidos como fitoquimicos, novos estudos
tém motivado a comunidade cientifica a procurar e identificar estas
substancias, as quais apresentam atividade antioxidante com
propriedades benéficas para o corpo humano (HEO et al., 2007; FARAH;
DONANGELO, 2006; KARAKAYA, 2004).

Sob essa perspectiva, grande interesse vem surgindo no estudo das
hal6fitas dos géneros Salicornia e Sarcocornia, pelo seu potencial como
alimento funcional, devido a presenca de diversos nutrientes e compostos
bioativos (BUHMANN; PAPENBROCK, 2013; VENTURA et al., 2011;
JANG et al., 2007; JEONG et al, 2004; LEE et al., 2002).

Entre os compostos bioativos com propriedades terapéuticas
encontradas nessas espécies, merecem destaque os compostos fenolicos.
Estes vém sendo objeto de estudo em funcdo das suas potenciais
propriedades antioxidantes, as quais podem resultar em diferentes
atividades bioldgicas como: atividade anti-inflamatoria, antineoplasica e
antitromboética (LEE et al., 2007; PARK et al., 2006; LEE et al., 2005;
CHA et al., 2004; MIN et al., 2002).

No Brasil, especificamente no estado de Santa Catarina (SC) foi
encontrada a ocorréncia da espécie Sarcocornia ambigua Michx. (sin.;
Salicornia gaudichaudiana Mog.) no municipio de Palhoca (SC), na
Barra do Aririt (Latitude 27° 40' 54.76" S, Longitude 48° 38' 19.63" O),
e no municipio de Floriandpolis, na Praia da Daniela (Latitude 27°26°39”
S, Longitude 48°31°26” O).

Pesquisas internacionais realizadas com espécies da familia
Amaranthaceae pertencentes aos géneros Salicornia e Sarcocornia
(Salicornia herbacea; Salicornia bigelovii; Salicornia brachiata,
Salicornia persica, Sarcocornia fructicosa, Sarcocornia decussata), objeto
deste estudo, tém sido exploradas em seus aspectos taxonémicos,
fitogeogréficos, fitoquimicos e também em sua prospec¢do como cultura
comercial (BERTIN et al., 2014; PARIDA; JHA, 2010; STEFFEN et al.,
2009; ALONSO; CRESPO, 2008; MARTINS; FERREIRA; VALE,



26

2008; KADEREIT; MUCINA,; FREITAG, 2006).

Estudos recentes tém demonstrado varias técnicas de cultivo
promissoras para a agricultura tradicional, com vistas a melhorar a
composicao nutricional e o potencial antioxidante, aumentar a produgédo
de biomassa fresca, e prospectar amplamente a cultura biosalina de
Salicornia e Sarcocornia para o consumo (VENTURA; SAGI, 2012;
VENTURA et al., 2011; PARIDA; JHA, 2010; COSTA, 2006).

Para fins de consumo humano, a Salicornia foi introduzida no
mercado Europeu como um vegetal fresco “desfolhado” e semelhante ao
aspargo verde. Na Itdlia e na Franca, a parte aérea de S. herbacea tem
sido utilizada como ingrediente no vinagre, e na Coréia é consumida
como tempero de legumes e como salada (KIM et al., 2011). Além disso,
as plantas jovens e suculentas tém se destacado na alta gastronomia, ndo
s0 pelo seu sabor salgado, mas por seu elevado valor nutricional.

Atualmente S. bigelovii é cultivada especialmente para fins
comerciais para atender o mercado de produtos frescos dos Estados
Unidos e da Europa (AGAWU, 2012). Entretanto, cabe destacar que
pouca atencdo tem sido dada a espécie Sarcocornia ambigua encontrada
no Brasil, e que a escassez de informagdes cientificas tem sido um
obstéculo para prospectar o cultivo comercial da planta nesta regido.

Diante ao exposto, pelo fato da S. ambigua estar sendo
recentemente estudada no Brasil, pela diversidade estrutural dos
constituintes quimicos (vitaminas, minerais e compostos bioativos),
complexidade taxondmica, e pela importancia alimenticia e medicinal,
mais estudos necessitam ser encorajados com vistas a explorar o valor
nutricional, funcional e farmacéutico da S. ambigua.

Neste contexto, reconhece-se que pouca atencdo tem sido dada as
espécies encontradas no Brasil. Todavia, Santa Catarina, e em particular
Floriandpolis, por ser uma regido costeira privilegiada, e com potencial
para prospectar o cultivo comercial da planta, motivou o
desenvolvimento desta pesquisa, a fim de expandir o conhecimento da
espécie S. ambigua, por meio da caracterizacdo da composicdo de
nutrientes, dos compostos bioativos, do perfil de atividade antioxidante e
do conhecimento de suas estruturas anatdmicas.

A presente pesquisa € apresentada na forma de capitulos, com os
seguintes enfoques:

Capitulo 1: Revisédo Bibliografica

Este capitulo apresenta consideracfes gerais sobre haldfitas da
familia Amaranthaceae e seus géneros, 0s aspectos taxondmicos e
botanicos de S. ambigua, além da composicdo centesimal das espécies
dos géneros Salicornia e Sarcocornia. Ademais, apresenta uma revisao
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sobre 0s compostos bioativos, e propriedades farmacol6gicas e
funcionais das mesmas.

Capitulo 2: Analise histoldgica e microanalise quimica da parte
aérea de Sarcocornia ambigua (Amaranthaceae).

Este capitulo contempla o estudo das estruturas anatbmicas da parte
aérea (bainha foliar e caule) de duas amostras de S. ambigua, por
microscopia 6ptica de fluorescéncia, bem como, a microandlise quimica
por energia dispersiva de raios-X em microscopia eletronica de varredura
(EDX-MEV).

Capitulo 3: Composicéo nutricional, identificagdo/quantificagdo dos
compostos fendlicos majoritarios presentes em Sarcocornia ambigua
(Amaranthaceaea) pelo método HPLC-ESI-MS/MS.

Este capitulo apresenta a composi¢ao nutricional com determinagao
de proteinas, lipidios, carboidratos, fibras, perfil de acidos graxos e
minerais majoritarios de duas amostras de S. ambigua, oriundas de duas
regides distintas localizadas na Grande Floriandpolis, além de apresentar
a atividade antioxidante e a identificagdo/quantificacdo dos compostos
fenolicos majoritarios pelo método HPLC-ESI-MS/MS.

Capitulo 4: Determinacdo da composicdo mineral presente na
Sarcocornia ambigua (Amaranthaceae), pelo método ICP-MS, e
avaliagéo da bioacessibilidade por meio do sistema de digest&o in vitro.

O ultimo capitulo deste trabalho apresenta as concentracdes dos
minerais de interesse nutricional de duas amostras de S. ambigua,
determinadas por ICP-MS, e a fragdo bioacessivel dos minerais por meio
do modelo de digestdo in vitro, e sua contribui¢do para atender a ingestéo
dietética recomendada (Recommended Dietary Allowances — RDAS).

Finalizando, a pesquisa desenvolvida apresenta algumas
consideracGes finais a respeito do objeto de estudo, e perspectivas de
trabalhos com vistas a ampliacdo e construcdo do conhecimento e, por
fim, nos anexos estdo expostos os certificados dos trabalhos apresentados
em alguns Congressos da Area de Ciéncia dos Alimentos e da Boténica.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Consideracdes gerais sobre hal6fitas da familia Amaranthaceae
e seus géneros

Plantas haldfitas (Grego hal = sal, phyton = planta) ou halofiticas
podem ser definidas como plantas superiores vasculares (angiospermas)
que apresentam tolerancia, e realizam seu ciclo de vida em ambientes
com elevada concentracdo salina (100 a 500 mmol L-1 de NaCl)
(FLOWERS; COLMER, 2008). Por serem organismos altamente
evoluidos e especializados, com caracteristicas morfoldgicas,
anatdmicas, fisioldgicas bem adaptaveis, geralmente se desenvolvem na
regido litordnea, onde ocorre uma estreita faixa arenosa entre a zona das
marés e as dunas, a qual é frequentemente inundada pela 4gua salgada,
pela acdo das ondas e pelo vento (BOEGER; GLUZEZAK, 2006).

Devido as condi¢cBes ambientais estressantes, as quais as haldfitas
estdo sujeitas (baixa disponibilidade de matéria organica, submersdo
periddica, drenagem rapida da &gua, luz solar direta e intensa, e
inundacdo com 4gua salina), algumas adaptacGes bioquimicas podem ser
utilizadas para sobreviverem ao ambiente hostil, caracteristico dos solos
submetidos a efluentes salinos nas regides costeiras tropicais e
subtropicais (BOEGER; GLUZEZAK, 2006; SILVA, 2000).

E importante destacar entre as adaptagdes, o acumulo seletivo ou
exclusdo de ions para que ocorra ajuste osmotico, controle de absorgédo
de fons pelas raizes e transporte as folhas, compartimentalizagéo de ions
em nivel celular e também na planta integral, mudanca na via
fotossintética, alteracdo na estrutura da membrana, e inducéo de enzimas
antioxidantes e horménios vegetais (AGAWU, 2012; PARIDA; DAS,
2005).

O “stress” salino nas halofitas ¢ provocado fundamentalmente por
sais de sodio, em particular pelo cloreto de sodio. Desta forma, as plantas
sd0 expostas a este meio, e o equilibrio osmético é uma resposta de
adaptacdo fundamental das células vegetais para a sobrevivéncia,
fazendo com que acumulem sais nas suas folhas, em concentracGes
iguais as da agua do mar, sem prejuizo para seu desenvolvimento e
crescimento. Em média, mais de 90% do sédio das hal6fitas encontra-se
na porcao aérea e, deste total, 80% nas folhas (FLOWERS et al., 1977).

Entretanto, existe um limite para a tolerancia a salinidade, que
corresponde a um nivel no qual o crescimento dessas plantas ndo sera
mais possivel, e que pode variar desde concentracbes muito baixas, a
niveis superiores de salinidade da 4gua do mar. A razao fisiol6gica para a
diminuicdo do crescimento da planta pode estar relacionada com este
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aumento de salinidade e/ou ao fato das plantas pertencerem a diferentes
grupos taxondmicos e, por isso, possuirem diferentes mecanismos de
adaptacdo a salinidade (FLOWERS; COLMER, 2008).

A capacidade das haldfitas sobreviverem em presenca de grande
quantidade de sal é de suma importancia para a distribuicdo ecoldgica
das plantas e para a agricultura, pois amenizam as condig¢Ges fisico-
guimicas, as trocas na salinidade e geoquimica do sedimento, de modo
possibilitar a ocupacgéo de areas entre-marés antes indspitas, por espécies
menos tolerantes a estresses ambientais (DAVY et al., 2001).

Sob essa perspectiva, 0 uso de haléfitas pode ser uma alternativa
para tornar areas antes improdutivas (solos salinos) em produtivas,
podendo se destacar na agricultura como uma nova oportunidade de
modelo agricola (halocultura ou cultura biosalina), além de fornecer um
retorno econbmico para 0s produtores, como matéria verde para
alimentacdo de rebanhos, ou mesmo para alimentagdo humana
(YENSEN, 2000; GLEN; BROWN; O'LEARY, 1998).

Recentemente, o cultivo de hal6fitas tem sido combinado com o
cultivo de camar@es e peixes marinhos, porquanto os nutrientes oriundos
dos efluentes destes cultivos podem servir para irrigar e fertilizar estas
plantas. Além disso, estes efluentes reduzem os contaminantes
descartados no meio ambiente (COSTA, 2006; PORTO et al., 2006).

Existem segundo Yensen (2000), aproximadamente 10.000 plantas
tolerantes ao sal, e aproximadamente 250 espécies de haldfitas com
potencial de producdo agricola, que podem ser utilizadas em solos
salinizados. Entre as hal6fitas que possuem elevado potencial
agrondmico, ou podem se tornar uma importante cultura comercial,
destacam-se as espécies dos géneros Salicornia e Sarcocornia
pertencentes a familia Amaranthaceae (YENSEN; BEDELL, 1993).

A familia Amaranthaceae foi estabelecida em 1789 por A. J. Jussieu
(SIQUEIRA, 1995), e de acordo com a classificacdo filogenética e
molecular, pertence a ordem Caryophyllales, é constituida por 169 - 180
géneros, e cerca de 2.360 - 2.500 espécies (JUDD et al., 2002; RIBEIRO
et al., 1999). Esta familia possui distribuicdo cosmopolita, exceto nas
regides mais frias do hemisfério Norte, com predominancia nas regides
tropicais e subtropicais da América e Africa, tendo por caracteristica
viver em habitats perturbados, aridos ou salinos, sendo que varias
espécies sdo consideradas pioneiras e crescem principalmente em areas
Umidas com solo areno-argiloso (SOUZA; LORENZI, 2008; JUDD et
al., 2002).

Os representantes da familia possuem héabito variado, de ocorréncia
anual ou perene. Predominantemente apresentam-se na forma de ervas,
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subarbustos, arbustos lenhosos ou suculentos, raramente de grande
dimensdo, com nds dos caules que se apresentam intumecidos. As folhas
podem ser alternas ou opostas, espiraladas, normalmente inteiras, por
vezes suculentas e sem estipulas. Suas flores sdo muito pequenas,
envolvidas por pequenas folhas modificadas (bracteas) com 3 a 5 tépalas
de cores pouco intensas, e suas inflorescéncias sdo muito densas,
terminais ou axiais (AGUIAR, 2012).

A partir de estudos de filogenia baseados em caracteres moleculares
e morfologicos, as familias Amaranthaceae e Chenopodiaceae
consideradas duas familias distintas passaram a pertencer a uma Unica
familia Amaranthaceae (inc. Chenopodiaceae) (SOUZA; LORENZI,
2008; JUDD et al., 2002). No Brasil, sdo encontradas 145 espécies da
familia, distribuidas em 19 géneros, sendo que 71 dessas espécies sdo
advindas de diferentes regides e biomas brasileiros (MARCHIORETTO
etal., 2005).

Pesquisas internacionais realizadas com espécies da familia
Amaranthaceae pertencentes aos géneros Salicornia e Sarcocornia
(Salicornia  herbacea; Salicornia bigelovii; Salicornia brachiata,
Salicornia persica, Sarcocornia fructicosa, Sarcocornia decussata,
Sarcocornia andina), objeto desta pesquisa, tém sido exploradas em seus
aspectos taxonémicos, fitogeogréficos, fitoquimicos, e também em sua
prospeccdo como cultura comercial (PARIDA; JHA, 2010; STEFFEN et
al., 2009; ALONSO; CRESPO, 2008; MARTINS; FERREIRA; VALE,
2008; KADEREIT; MUCINA; FREITAG, 2006).

Cabe destacar que existe grande interesse na utilizacdo das plantas
dos géneros Sarcocornia e Salicornia como fonte de alimento funcional,
devido seu elevado valor nutricional que inclui proteinas, carboidratos,
fibras, minerais e vitaminas antioxidantes (VENTURA et al., 2011,
JANG et al., 2007; JEONG et al, 2004; LEE et al., 2002).

Salicornia para fins de consumo humano foi introduzida no
mercado Europeu como um vegetal fresco “desfolhado” semelhante ao
aspargo verde. Na Itdlia e na Franca, a parte aérea de S. herbacea tem
sido utilizada como ingrediente no vinagre, e na Coréia é consumida
como tempero de legumes e como salada (KIM et al., 2011). Além disso,
as plantas jovens e suculentas tém se destacado na alta gastronomia, ndo
s6 pelo seu sabor salgado, mas por seu elevado valor nutricional.
Atualmente, a S. bigelovii é cultivada especialmente para fins comerciais,
para atender o mercado de produtos frescos dos Estados Unidos e da
Europa (AGAWU, 2012).

Estudos recentes tém demonstrado varias técnicas de cultivo
promissoras para a agricultura tradicional, com vistas a melhorar a
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composicdo nutricional, o potencial antioxidante, aumentar a produgédo
de biomassa fresca, e prospectar amplamente a cultura biosalina de
Salicornia e Sarcocornia, utilizando, para isso, o cultivo com irrigacéo
da propria 4gua do mar, com diferentes concentrag@es de solugdes salinas
ou com efluentes do cultivo do camardo (VENTURA; SAGI, 2012;
VENTURA et al., 2011; PARIDA; JHA, 2010; COSTA, 2006).

No Brasil, alguns trabalhos com a espécie Salicornia
gaudichaudiana foram realizados por Costa e Neves (2006) no municipio
de Rio Grande (RS) para determinar concentragdes foliares de “clorofila
a”, e dos pigmentos absorventes de radiacdo UV-B em diferentes
condicGes de exposicdo a radiacdo e a salinidade.

Costa (2006) no Ceard na cidade de Aracati (Ceard) verificou a
viabilidade do cultivo/domesticacdo da  espécie  Salicornia
gaudichaudiana, a partir da irrigacdo com efluente da carcinicultura
marinha (cultivo do camardo). Em trabalhos mais recentes, 1zeppi (2011)
avaliou o efeito da densidade de plantio na sobrevivéncia,
desenvolvimento e producdo de biomassa da Sarcocornia ambigua em
canteiros construidos na Estacdo Marinha de Aquacultura (EMA) no Rio
Grande (RS), e D’oca e colaboradores (2012), determinaram a
composicdo de &cidos graxos de sementes de Sarcocornia ambigua
coletadas em um campo experimental da zona costeira do Rio Grande
(RS).

Diante ao exposto, a pesquisa com 0s géneros Salicornia e
Sarcocornia (Amaranthaceae) torna-se relevante pela diversidade
estrutural dos constituintes quimicos (vitaminas, minerais e compostos
bioativos), complexidade taxonémica, e pela importancia alimenticia e
medicinal, com efeitos bioldgicos e fisiologicos comprovados sobre a
salde, que incluem atividade antioxidante, antineoplasica, anti-
inflamatoria, antitrombética e antimicrobiana (LEE et al., 2007; PARK et
al., 2006; LEE et al., 2005; CHA et al., 2004; MIN et al., 2002).

Cabe destacar, que pouca atencdo tém sido dada a espécie
Sarcocornia ambigua encontrada no Brasil, e que a falta de informacg6es
cientificas, referente a composicdo quimica, perfil da atividade
antioxidante, identificacdo de compostos bioativos, e efeito terapéutico
para salde, tém sido um obstaculo para prospectar o cultivo comercial da
planta em nossa regiao.

1.1.1  Aspectos taxondmicos e botéanicos da Sarcocornia ambigua

A espécie perene Salicornia gaudichaudiana de ocorréncia natural
na América do Sul estd amplamente distribuida nas costas temperadas e
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tropicais do Brasil, Uruguai até o Sul de Mar del Plata na Argentina
(Figura 1). Entretanto, a taxonomia e nomenclatura desta espécie foi
atualizada e, atualmente, passou a ser reconhecida como Sarcocornia
ambigua (sin.: Salicornia gaudichaudiana) (Alonso e Crespo, 2008).

Figura 1 - Area de ocorréncia natural das espécies Sarcocornia
ambigua e Sarcocornia andina na América do Sul.
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Fonte: Alonso; Crespo (2008).

Embora algumas revisGes taxonémicas internacionais nao
confirmem a ocorréncia da S. ambigua no estado de Santa Catarina (SC),
e tampouco tenham sido levantados dados consistentes sobre os aspectos
fitogeogréaficos da espécie no estado, apenas duas (2) areas de ocorréncia
natural foram localizadas na Grande Florian6polis (Figura 2): uma (1)
area de ocorréncia esta situada no municipio de Palhoca (SC) na Barra do
Aririd (Latitude 27° 40' 54.76" S, Longitude 48° 38' 19.63" O), e a outra
no municipio de Floriandpolis, na Praia da Daniela (Latitude 27°26°39”
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S, Longitude 48°31°26” O).

Além dessas duas areas de ocorréncia, foi encontrado também no
municipio de Floriandpolis na Barra da Lagoa (Latitude 27° 34' 33" S,
Longitude 48° 26' 33" O) um pequeno “cultivo experimental” de S.
ambigua, integrado ao cultivo de camardo, no qual as plantas séo
irrigadas com agua do mar, e adubadas com lodo drenado dos
decantadores utilizados no cultivo de camardo Litopenaeus vannamei.
Este cultivo experimental foi prospectado por uma equipe do Laboratério
de Camardes Marinhos - LCM da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) (Figura 2).

Figura 2 - Area de ocorréncia natural e de cultivo da espécie
Sarcocornia ambigua na llha de Santa Catarina —SC.
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Fonte: Adaptado de Silva e Filho (2010).

No Brasil, ndo existe uma denominacdo popular para
Salicornia/Sarcocornia, e nem registros do seu uso, mas na Franga,
Inglaterra, Estados Unidos e Australia ¢ chamada de “herbe de Saint
Pierre”, “samphire”, “glasswort”, “saltwort”, “pickleweed”, “poorman’ s
asparagus” ou “sea asparagus” (aspargo marinho) (COSTA, 2006), e na
Argentina € conhecida popularmente como “jume" (CELSI,;
MONSERRAT, 2005).

Sarcocornia ambigua (Figura 3), pertence a classe Embryopsida,

subclasse  Magnoliidae, a ordem Caryophyllales, a familia
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Amaranthaceae, a subfamilia Salicornioideae, ao género Sarcocornia e a
espécie Sarcocornia ambigua (TROPICQOS, 2012), que possui ocorréncia
perene, de ampla distribuicdo nas costas temperadas e tropicais das
Américas, tolera varia¢fes climaticas, porém, se desenvolve melhor em
regides de clima temperado e subtropical. Por ter ciclo de vida perene, a
S. ambigua é capaz de sobreviver por varios anos, propagando-se através
de sementes ou por crescimento vegetativo, vez que os caules sdo
capazes de rebrotamento apds a poda (COSTA; NEVES, 2006).

Apresenta-se na forma de haste (caule) suculenta com altura
méxima de 50 cm, ereta ou decumbente, de forma cilindrica e
segmentada, correspondendo a pares de folhas fusionadas sobre a haste.
Podem apresentar hastes de cores verde e avermelhadas, estas Ultimas
devido a presenca de betacianina (ALONSO; CRESPO, 2008; COSTA,
2006). As folhas possuem vértice arredondado a subagudo. Possui
estruturas florais reduzidas, com inflorescéncias (150 x 4 mm) dispostas
em um ponto terminal no &pice das bracteas. Suas sementes possuem
didmetro de 1,4 x 0,9 mm, e sdo cobertas em seus bordos por tricomas
(50 a 95 um). O sistema radicular produz poucas ramificacGes e tende a
ser superficial, muitas vezes penetrando menos de 10 - 20 cm no solo
(ALONSO; CRESPO, 2008).
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Figura 3 — Imagem da Sarcocornia ambigua (parte aérea da planta -
caule e folha).

Fonte: Fotografia de acervo do autor (2012).

1.1.2 Composigao centesimal das espécies dos géneros Salicornia
e Sarcocornia

As investigacBes cientificas relativas a composicdo quimica das
hal6fitas dos géneros Salicornia e Sarcocornia sdo recentes, e pesquisas
tém mostrado que variagBes podem ocorrer, devido a influéncia de
alguns fatores como: espécie, sazonalidade, localizacdo geogréafica de
ocorréncia, clima, tipo de solo e presenca de agentes estressores como
luz e frequéncia/duracdo de inundacédo pela agua salgada (VENTURA et
al., 2011; GHOSH; LU et al., 2010; SCHEEPENS, 2009; CONFORT] et
al., 2008; MIN et al., 2002).

Em relacdo a composicdo centesimal, Lu e colaboradores (2010)
verificaram na parte aérea da Salicornia bigelovii Torr, um elevado teor
de umidade, representando 88,42% (massa fresca) da composicdo
centesimal da planta, seguido do carboidrato (4,48%), cinzas (4,36%),
proteina (1,54%), fibras (0,83%) e, por ultimo, os lipidios totais
representando 0,37% da composi¢do da planta.

Resultados semelhantes foram encontrados por Min e colaboradores
(2002) ao avaliarem a composicdo centesimal das diferentes partes da
Salicornia herbacea (folha, caule e raiz) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composicéo centesimal de Salicornia herbacea

Determinag0es Folha Caule Raiz
Umidade 90,9 73,9 66,2
Proteina Total 1,7 2,0 2,0
Lipidio Total 0,2 0,3 0,3
Cinzas 47 6,1 6,2

Legenda: Valores expressos em % de matéria fresca (MF).
Fonte: Min e colaboradores (2002).

No estudo realizado por Ventura et al. (2011) os valores de proteina
encontrados sdo superiores aos citados por Lu et al. (2010) e Min (2002),
sendo que na Salicornia persica e Salicornia fructicosa, o contelido de
proteina representa 2,53% e 3,59% em massa fresca, respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudo realizado por
Agawu (2012), o qual avaliou o contetdo total de proteina da parte aérea
e da raiz de dois ecotipos (variedade vegetal geneticamente adaptada) de
Salicornia persica denominados de RN e N, bem como, de dois ec6tipos
de Sarcocornia fructicosa denominados de VM e EL, cultivadas com
diferentes concentragées de NaCl (0 a 500 mmol L™). O autor verificou
que, de um modo geral, para todas as espécies, o teor de proteina solGvel
foi maior na parte aérea (1,20 a 4,66 mg g > MF), e menor nas raizes
(0,22 a 1,64 mg g * MF), e que houve diminuicdo do contetido de
proteina de acordo com o aumento da concentracdo de NaCl (Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeito de diferentes concentracdes de NaCl sobre o contetido
de proteina na parte aérea e raiz de espécies de Salicornia (RM e N) e
Sarcocornia (VM e EL)

Espécies de Salicornia Espécies de Sarcocornia
Partes NaCl RN N VM EL
da (mmol
Planta LY
0 28+0,12° 34+019° 46£005% 27£0,18%

Parte 100 1,9+005% 21+004° 23+001% 1,7+0,047
Aérea 200 22+0,07% 18+016°9 24+0,04% 16+0,12%
500 2,1+0,09° 17+006™ 29+005° 12+0,09"

0 0,8+0,04° 16+006% 1,1+0,11° 0,7+0,07

Raiz 100 0,4+0,05% 02+0,029 0,8+005% 0,8+0,02¢
200 06+005%  04+002% 04+002°¢ 04+0,02%

500 05+006% 04+002° 05+0,04% 04+0,050

Legenda: Resultados expressos em mg g ~ de MF
Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca significativa (p < 0,05)
Fonte: Agawu (2012)

Em relacdo ao contetdo total e a composi¢do de aminoacidos, Lu e
colaboradores (2010) verificaram em S. bigelovii, um contetdo total de
10,86 g kg ™ MF, e uma composicdo bem diversificada (Tabela 3), com
predominio do &cido glutamico (1,63 g kg ™), asparagina (1,16 g kg ™) e
leucina (0,94 g kg ™).

Tabela 3 - Composicdo de aminoacidos da parte aérea (folha e caule) da
Salicornia bigelovii Torr.

Aminoacidos Conteldo Aminoéacidos Contetdo
Asparagina 1,16 £ 0,02 Cisteina 0,03+ 0,00
Acido Glutamico 1,63 +0,03 Valina 0,59 + 0,05
Serina 0,68 + 0,02 Metionina 0,09 + 0,00
Histidina 0,26 + 0,01 Fenilalanina 0,55+ 0,01
Glicina 0,53 +0,01 Isoleucina 0,47 £ 0,02
Treonina 0,55+ 0,01 Leucina 0,94 £ 0,01
Arginina 0,68 + 0,02 Lisina 0,73+0,01
Alanina 0,69 + 0,02 Prolina 0,83+0,10
Tirosina 0,44 +0,01 Total 10,86

Legenda: Resultados expressos em g kg ~ de MF
Fonte: Lu e colaboradores (2010)

Resultados semelhantes foram encontrados por Min e colaboradores
(2002) ao determinarem o0 conteldo de aminoacidos totais que
constituem S. herbacea. Os autores identificaram 18 aminoacidos que
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variaram de acordo com as diferentes partes da planta (folha, caule e
raiz), e verificaram maior concentracdo de aminoacidos na raiz, num total
de 156,9 mg g™, com predominio do &cido glutamico (183,3 mg 9'1),
seguido da lisina (178,9 mg g™), do 4cido aspértico (165,5 mg g™)
leucina (128,4 mg g™), e que o perfil de aminoacidos encontrados se
assemelha ao de outros vegetais frescos.

No que se refere ao conteddo de lipidios encontrados para S.
herbacea e S. bigelovii, mesmo apresentando um contetido relativamente
baixo, o perfil de acidos graxos encontrados tanto nas sementes como na
parte aérea da planta apresentam uma boa qualidade nutricional. D’Oca
et al. (2012) ao avaliarem a composicao de acidos graxos de sementes da
Sarcocornia ambigua cultivada no Brasil, verificaram que o 6leo é
composto majoritariamente por &cidos graxos polinsaturados - PUFA
(68%) e, entre estes, a predominancia é do &cido linoleico (42%), seguido
do &cido oléico (18,5%) e linolénico (4%). Os &cidos graxos saturados -
SFA representaram 24,9 % do conteldo total de lipidios encontrado nas
sementes, com predominio do acido palmitico (20,4%) seguido do &cido
estedrico (1,5%). De acordo com os autores o 6leo da semente de S.
ambigua poderia ser recomendado para 0 consumo animal ou produgéo
de biodiesel.

De acordo com Essaidi e colaborados (2012) a fracdo de &cidos
graxos extraida do caule (haste) de S. herbacea é baixo quando
comparado ao contelido presente nas sementes. Os autores verificaram a
presenca majoritaria dos acidos graxos insaturados nas sementes de S.
herbacea (62%), com predominio do acido linoleico e linolénico, e 0s
principais acidos graxos saturados encontrados foram o acido palmitico
(17,6%), seguido pelo acido estearico (9,3%).

Ventura e colaboradores (2011) ao analisarem o perfil de &cidos
graxos presentes na S. persica e S. fructicosa, também verificaram
predominio de acidos graxos polinsaturados (64,85 a 75,31%), com
predominancia do acido linolénico (41 a 48%), seguido pelo &cido
linoleico (23,85 a 27,31%) e o principal &cido graxo saturado encontrado
foi acido palmitico (20 a 21,13%). Para os autores, ambas as espécies
podem ser consideradas uma fonte alternativa de acidos graxos
polinsaturados para o0 consumo humano.

Em relacdo aos teores de minerais persentes no caule (haste) de S.
herbacea, Essaidi e colaboradores (2012) verificaram, na matéria seca, a
presenca majoritaria de sodio (41,05%), seguido de fosforo (3,8%),
potassio (0,30%) e zinco (0,10%).

Ventura et al. (2011), ao avaliarem o cultivo de duas espécies de S.
persica e S. fructicosa irrigadas com diferentes concentracdes de
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solugdes salinas, verificaram que o conteddo de minerais variou, e
encontraram maiores contetdos no sistema de cultivo que utilizou 100%
da irrigacdo com efluente marinho (Tabela 4).

Tabela 4 - Conteldo de minerais da parte aérea (folha e caule) da
Salicornia persica e Sarcocornia fructicosa

Planta Concentracdo (mg g )

K" Na* Mg~ Ca” NO;y PO, SO, CI

S. persica 3,03 1557 1,0 047 189 0,75 0,53 29,58

S. 2,86 1498 123 063 227 044 106 28,46
fructicosa

Legenda: Resultados obtidos em MF
Fonte: Adaptado de Ventura et al. (2011).

Lu et al. (2010) ao verificarem o conteido de minerais na MF da S.
bigelovii, também observaram que o0 mineral presente em maior
quantidade foi sédio (9,98 mg g %), seguido de potéassio (1,76 mg g ),
magnésio (1,18 mg g ™) e calcio (0,62 mg g ™). Além destes minerais, 0s
autores quantificaram a presenca de fésforo (0,18 mg g ™), ferro (0,01
mg g ), zinco (4,05 pg g ), cobre (0,91 pg g %), chumbo (0,02 pg g ™)
e cromo (< 0,01 pgg ™).

Parida e Jha (2010) avaliaram o efeito de diferentes concentracoes
de solugdes salinas com cloreto de sédio (NaCl de 0 a 600 mmol L) no
cultivo da S. brachiata sobre o conteido de sédio e potassio. Segundo os
autores, o conteldo de sédio com base na matéria seca (MS) variou de
59,2 a 189,27 mg g *, e de potéssio 9,76 a 23,12 mg g "', demonstrando
uma relacdo do sédio diretamente proporcional a concentracdo de NaCl
na agua, e inversamente proporcional para o potassio.

Em estudo realizado por Lee, Rhim e Kim (2009) para caracterizar
um sal elaborado com S. herbacea, os autores verificaram que o mineral
com maior solubilizacdo na agua destilada e na agua marinha,
respectivamente, foi o sddio (25,61 e 26,05%), seguido do magnésio
(4,73 e 4,51%), potassio (1,25 e 1,33%) e em menor quantidade o calcio
(0,2 e 0,22%).

Min et al. (2002), ao avaliarem o conteldo de minerais de S.
herbacea verificaram maior concentracio de sédio (13,3 mg g ),
potassio (7,41 mg g ™) e ferro (0,84 mg g ™) na raiz; maior concentracéo
de calcio (0,23 mg g ™) nas folhas, e maior concentracio de magnésio
(0,54 mg g ™) e zinco (0,29 mg g ™) no caule. De acordo com Willians et
al. (1994), em geral estas espécies tendem a acumular maiores
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concentracdes de minerais nos caules do que nas folhas, e as variagdes no
contedo de minerais sdo um reflexo dos processos de absorcdo e
translocacdo desses minerais dentro da planta, e também da
biodisponibilidade no solo e na dgua.

Diante do exposto, é possivel verificar que as espécies de S.
herbacea, S. bigelovii, S. brachiata, S. persica, S. fructicosa e S.
ambigua, possuem quantidade aprecidvel de macro e micronutrientes, o
gue demonstra que podem ser utilizadas como fonte vegetal destes
elementos.

1.1.3 Compostos bioativos e propriedades farmacoldgicas e
funcionais das espécies do género Salicornia

Atualmente, as espécies do género Salicornia estdo sendo
valorizadas pelo seu potencial como alimento funcional, devido suas
propriedades antioxidantes, e esta caracteristica se deve ao fato da planta
ser fonte de compostos bioativos. Sabe-se que com o aumento da
salinidade, ocorre um aumento na formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), as quais podem contribuir para a modificagdo da
integridade da membrana celular e, também, para a modificacdo da
atividade de diferentes enzimas. Em resposta a este tipo de dano
oxidativo, induzem a sintese das enzimas antioxidantes (catalase,
superdxido dismutase, glutationa redutase), e antioxidantes ndo
enzimaticos (ascorbato, tocoferol, compostos fendlicos), que contribuem
para 0 aumento dos compostos bioativos e consequentemente para o
aumento da atividade antioxidante (PARIDA; DAS, 2005).

Entre os compostos bioativos com propriedades terapéuticas
encontradas nessas espécies, merecem destaque os compostos fendlicos,
que vem sendo objeto de estudo, face as suas propriedades antioxidantes,
as quais podem resultar em diferentes atividades bioldgicas anti-
inflamatoria, antineoplasica, antitrombdtica (LEE et al., 2007; PARK et
al., 2006; LEE et al., 2005; CHA et al., 2004; MIN et al., 2002).

Os primeiros estudos citados na literatura para identificacdo e
isolamento de constituintes do extrato de S. herbacea foram realizados
por Lee e colaboradores (2004), que identificaram por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (NMR), a partir do extrato metanélico
elaborado com 4 kg de planta desidratada, a presenca de B-sitosterol (83
mg), estigmasterol (39 mg) (fitoesterdides), e isoramnetina 3-O-B-D-
glicopiranosideo (506 mg). Zhu e Row (2010) ao avaliarem o extrato
preparado com as folhas de S. herbacea também verificaram a presenca
do fitoesterol B-sitosterol (0,546 mg g™).
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Kong et al. (2008) isolaram do extrato metandlico de S. herbacea
além da isoramnetina 3-O-B-D-glicopiranosideo, a quercetina 3-O-B-D-
glicopiranosideo, e verificaram o efeito inibitdrio destes compostos sobre
a atividade das metaloproteinases da matriz (MMP - 2 e MMP - 9). Os
resultados encontrados mostraram que ambos compostos em diferentes
concentracdes (0,5 a 10 mol L™) reduziram a expressdo e a atividade das
MMP 2 e 9, sugerindo que os flavonoides glicosilados isolados de S.
herbacea tém acéo inibitoria, e que possivelmente podem ser utilizados
como agentes quimiopreventivos para o cancer.

Em outro estudo realizado por Kong et al. (2009), os autores
também identificaram por NMR no extrato metandlico de S. herbacea, a
isoramnetina 3-O-B-D-glicopiranosideo, e verificaram a citotoxicidade
do composto em células de fibrossarcoma humano (HT1080), e o efeito
antioxidante pelo método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH), hidroxila e o radical alquila. Verificou-se que o0s
trés radicais exibiram efeito dose-resposta dependentes, em fungdo da
concentracdo do composto (0,5 a 10 umol L™), e que ndo foram
observados efeitos citotoxicos nas células tratadas com diferentes
concentragdes de isoramnetina 3-O-p-D-glicopiranosideo (0,5 a 10 umol
L™). Desta forma, sugeriram que o composto isolado do extrato de S.
herbacea tem eficacia terapéutica na prevengdo do dano celular induzido
pelas espécies reativas de oxigénio, e pode ser utilizado como um potente
antioxidante natural na prevencdo de doencas relacionadas com o
estresse oxidativo (KONG et al., 2009).

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho realizado
por Kim et al. (2009), os quais isolaram do extrato bruto de S. herbacea a
isoramnetina 3-O-B-D-glicopiranosideo, e verificaram a citotoxidade e
atividade anti-inflamatéria em células da linhagem Raw 264,7 pela
producdo de Oxido nitrico (NO), e de mediadores pro-inflamatdrios.
Também constataram que o tratamento das células com diferentes
concentragdes de isoramnetina 3-O-B-D-glicopiranosideo (0 a 10 pg mL -
1) ndo apresentaram citotoxicidade, e diminuiram a producéo de NO e da
expressdo das citocinas pro-inflamatérias como fator de necrose tumoral
(TNF-a), interleucina-1B (IL-1b) e dxido nitrico sintase (iNOS). Os
resultados sugerem que a isoramnetina 3-O-B-D-glicopiranosideo exibiu
atividade anti-inflamatéria. No entanto, mais estudos precisam ser
encorajados tanto in vitro como in vivo para que se possa explorar o valor
nutricional e farmacéutico de S. herbacea.

Além destes compostos, Chung et al. (2005) identificaram por
NMR, no extrato metandlico de S. herbacea, a presenca do acido 3-
cafeoil-4-dihidrocafeoilquinico, e avaliaram a atividade antioxidante pelo
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método DPPH, e pela inibicdo da peroxidacdo lipidica em células do
figado de ratos. Verificaram que o é&cido 3-cafeoil-4-
dihidrocafeoilquinico revelou ter atividade antioxidante (ECs 5,1 + 0,37
uM), e inibicdo da peroxidagdo lipidica (ECsp 9,3 + 0,43 uM) superior
aos valores encontrados para acido clorogénico, cafeico, fertlico e a-
tocoferol, demonstrando ser um potente antioxidante natural.

Sung et al. (2009) avaliaram a partir do extrato aquoso de S.
herbacea o potencial como antioxidante e agente despigmentante da pele.
A atividade antioxidante foi avaliada através de Kkits especificos, e
também pelo efeito protetor nos fibroblastos humanos, que foram
induzidos ao estresse por hidroperdxido de terc-butila (t-BOOH). O
poder despigmentante foi avaliado em células de melanoma, com a
determinacdo do contelido de melanina e também da atividade inibitéria
da tirosinase. Os autores verificaram que a capacidade antioxidante do
extrato aquoso de S. herbacea (50 pg mL™) é semelhante ao do &cido
ascorbico (100 pg mL*), além disso, o extrato exibiu efeito dose-resposta
dependente, em funcéo da sua concentrago (5 a 100 pg mL™), e também
reduziu a apoptose celular induzida pelo estresse oxidativo. Em relagéo
ao contedo de melanina, 0 extrato aquoso promoveu redugdo
significativa do mesmo, e na concentragdo de 100 pg mL™ inibiu em
54% a atividade de tirosina. Concluiram que 0 seu extrato aquoso tém
acdo despigmentante e antioxidante, e pode ser utilizado como um
composto alternativo para o clareamento da pele.

Em estudo realizado por Zhu, Li e Row (2011), foram isolados os
4cidos protocatecuico (0,646 mg g™), cafeico (0,511 mg g?) e ferdlico
(0,378 mg g*) no extrato metandlico de S. herbacea, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Kimet al. (2011) em estudo utilizando extrato metanélico elaborado
com a parte area de S. herbacea, isolaram por HPLC e identificaram por
NMR, oito compostos antioxidantes (acidos fendlicos e flavonoides)
(Figura 4), além de verificarem a atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical DPPH, e pela inibicdo da peroxidacdo lipidica
(hidroperoxido de éster de colesterol - CE-OOH) no plasma de ratos.
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Figura 4 — Estrutura quimica dos compostos isolados de S. herbacea.
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Legenda: (1) - Acido 3,5-dicafeoilquinico; (2) - Quercetina 3-O-B-D-
glicopiranosideo; (3) - Acido 3-cafeoil-4-dihidrocafeoilquinico; (4) - Metil 3,5-
dicafeoilquinato; (5) Metil 3,5-dicafeoilquinato; (6) — Isoquercitrina-6-O-
metiloxalato; (7) - Metil 4-cafeoil-3 dihidrocafeoilquinato; (8) - Isoramnetina 3-
O-B-D-glicopiranosideo.
Fonte: Kim et al. (2011).

Kim et al. (2011) verificaram que os compostos derivados do acido
dicafeoilquinico (1, 3, 4, 5 e 7) e flavonoides glicosilados (2 e 6)
revelaram capacidade de sequestro do radical DPPH, e capacidade
inibitéria na formacao de CE-OOH no plasma de ratos, superior ao acido
clorogénico, sugerindo que a atividade antioxidante aumenta
proporcionalmente com o numero de grupos cafeoil e dihidrocafeoil.
Concluiram que os derivados do acido clorogénico e dos flavonoides
glicosilados com estrutura “catecol” na sua forma livre, sdo potenciais
sequestradores de radicais e quelantes de metais, e que S. herbacea tem
potencial para se tornar um vegetal promotor de salde, devido a elevada
atividade antioxidante dos compostos encontrados na mesma.

Essaidi e colaboradores (2012) avaliaram a atividade antioxidante
presente no extrato metandlico de S. herbacea pelo método DPPH (in
vitro), e pelo método de co-oxidacdo do p-caroteno, e determinaram o
contelido de fendlicos totais do extrato pelo método espectrofotométrico
com reativo de Folin-Ciocalteu, bem como, a identificagdo por HPLC.
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Verificaram que o extrato de S. herbacea tem atividade antioxidante com
um percentual de inibicdo do radical DPPH de 55,3 + 2,7 pg mL™ (ECs),
e também uma moderada inibicdo da peroxidagdo lipidica com um
coeficiente de atividade antioxidante (AAC) de 529, 0 = 7,5. O contetido
de fendlicos totais encontrado foi de 53,8 + 2,6 mg GAE g™ (MS), e em
relagdo aos compostos fendlicos encontrados, foi possivel identificar a
presenca de oito &cidos fendlicos (sinptico, clorogénico, ferulico,
cafeico, salicilico, siringico, p-cumarico e acido trans-cindmico) e oito
flavonoides (isoramnetina, quercetina, kampferol, miricetina, galangina,
hesperidina, acacetina, ramnetina). Desta forma, concluiram que S.
herbacea possui atividade antioxidante, especialmente pela diversidade
de compostos fendlicos, sugerindo seu uso na forma in natura como
fonte alimentar (ESSAIDI et al., 2012).

Em estudo mais recente realizado por Hwang et al. (2013) os
autores isolaram (HPLC) do extrato metandlico de S. herbacea, o acido
3-cafeoil-4-dihidrocafeoilquinico, e verificaram seu efeito sobre a
lipogénese hepética induzida pela glicose, em células humanas de
hepatocarcinoma (HepG2). Também verificaram que o extrato de S.
herbacea desempenha um papel potencial na prevengéo e tratamento de
esteatose hepética por ativacdo da proteina quinase ativada por
monofostado de adenosina (AMPK).

Wang et al. (2013), em estudo utilizando extrato de acetato de etila
elaborado com a parte area de S. herbacea, isolaram por HPLC e
identificaram por NMR, 12 compostos antioxidantes (fitol, &cido
estedrico, &cido y-linolénico, (32,6Z,92)-3,6,9 tricosatrieno, acido
linoleico, estigmasterol, ergosterol, pentadecil ferulato, dioctil ftalato,
dibutil ftalato, aldeido vanilico, escopoletina), além de verificarem a
atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH e pelo
potencial antioxidante redutor férrico (FRAP), e atividade antitumoral
em células humanas de hepatocarcinoma (HepG2) e de adenocarcinona
de pulméo (A549).

Em relacdo a atividade antioxidante, os autores verificaram que
entre os 12 compostos puros isolados do extrato de S. herbacea, o
composto 6 (pentadecil ferulato) apresentou maior atividade
antioxidante, podendo ser comparado ao acido ascorbico. Em relagdo a
atividade antiproliferativa, verificaram que o composto 1 (fitol) inibiu
seletivamente o crescimento celular das células HepG2, e os compostos 3
e 6, além de inibirem o crescimento das células HepG2, também
apresentaram potente acdo antiproliferativa das células A549.
Concluiram que os compostos isolados de S. herbacea, confirmam o
potencial desta hal6fita como uma fonte natural de antioxidante, com
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propriedades antiproliferativas de interesse para a inddstria farmacéutica
e de alimentos (WANG et al., 2013).

Cabe destacar que além dos compostos fendlicos presentes nas
espécies dos géneros Salicornia e Sarcocornia, outros compostos tem
sido objeto de estudo, em funcdo das potenciais propriedades
antioxidantes, e entre estes, podemos citar o estudo realizado por Ryu,
Kim e Lee (2009) que avaliaram a atividade antiproliferativa de
polissacarideos brutos e purificados extraidos de S. herbacea sobre
células humanas de cancer de colon (célula de linhagem HT-29). Os
autores verificaram que tanto o extrato com polissacarideos brutos (CS)
como o de polissacarideos purificados (PS) exibiram efeito dose-resposta
dependente, em fungdo da concentracdo (0,5 a 4 mg mL™) sobre a
inibicéo da proliferacéo celular, sendo que nas concentragdes entre 0,5 e
1 mg mL™ houve inibigéo celular de aproximadamente 50%. Em relagio
a apoptose celular, verificaram que o tratamento das células com CS e PS
em 24 horas, aumentou a morte apoptdtica total das células para 24,99 e
91,59% respectivamente, em comparagédo ao controle (13,51%). Assim,
concluiram que os polissacarideos presentes em S. herbacea possuem
atividade anticancerigena, e apresentam um comportamento similar ao
principio ativo de alguns medicamentos utilizados no tratamento de
cancer.

Diante ao exposto, verifica-se que até o momento, os estudos
demonstraram que 0s extratos das espécies do género Salicornia
possuem compostos bioativos com propriedades terapéuticas distintas,
sendo constatada a presenca principalmente de compostos fenolicos
(derivados do &cido  clorogénico, flavonoides glicosilados),
fitoestrogenos (B-sitosterol e estigmasterol) e polissacarideos. Entretanto,
a espécie Sarcocornia ambigua continua praticamente intocada do ponto
de vista de estudos fitoquimico.

1.2 Maétodos utilizados para avaliacdo da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante dos alimentos, além de
predizer o seu potencial antioxidante antes de ser ingerido, é importante
para avaliar a protecdo contra sua oxidacdo e deterioracdo, as quais
podem levar a uma diminuicdo da qualidade e do valor nutricional
(LIMA, 2008).

Cabe destacar que a avaliacdo da capacidade antioxidante de uma
amostra, pode depender da tecnologia e do radical livre gerador ou
oxidante utilizado como estratégia de medida. Além disso, pelo fato da
atividade antioxidante ser determinada pela mistura de diferentes
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antioxidantes presentes nas matrizes com diferentes mecanismos de acao,
faz-se necessario combinar mais de um método analitico para determinar,
de forma precisa, a atividade antioxidante in vitro (HUANG; OU,;
PRIOR, 2005).

Os métodos encontrados para se avaliar a atividade antioxidante,
tém se tornado ferramentas usuais e necessarias na selecéo inicial de
substancias que possam ser utilizadas como farmacos, auxiliando os
pesquisadores na avaliagdo da atividade de substancias isoladas de
produtos naturais, bem como obtidas de fontes sintéticas. Além disso,
estes métodos podem auxiliar na escolha das espécies de planta para
estudos quimicos e farmacoldgicos, bem como o grau de maturacdo, as
condicBes ambientais, etc., e comprovar a presenca de substancias
antioxidantes em alimentos como frutas, legumes e bebidas (ALVES et
al., 2010).

Um método ideal para avaliar a atividade antioxidante de um
composto deve ser rapido, reprodutivel, requerer pequena quantidade de
reagente, e ndo ser influenciado pelas propriedades fisicas do composto.
Os métodos que avaliam a atividade antioxidante sdo classificados em
dois grandes grupos: um se baseia na captura de radicais livres, e 0 outro
na oxidacdo de uma molécula alvo. Entretanto, devido aos diferentes
tipos de radicais livres e as suas diferentes formas de atuacdo nos
organismos Vvivos, ndo existe um método universal simples, por meio do
qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e
guantitativamente (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).

Assim, a busca por testes mais rapidos e eficientes tém gerado um
grande nimero de métodos para avaliar a atividade de antioxidantes
naturais, por meio do uso de uma grande variedade de sistemas geradores
de radicais livres (ALVES et al., 2010).

1.2.1 Método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH)

O método do radical DPPH, do ponto de vista metodol6gico tornou-
se bastante popular no estudo de antioxidantes naturais, por ser simples,
preciso, reprodutivel e altamente sensivel. O que foi desenvolvido por
Blois (1958) e adaptado por Brand-Williams et al. (1995), esta baseado
na descoloracdo de uma solucdo composta de radical estavel de DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de cor violeta, quando da adicdo de
substancias que podem doar um atomo de hidrogénio ou transferir
elétrons, promovendo a diminuicdo da absorbancia inicial (absorbancia
maxima na faixa de 515 a 520 nm), a qual serd proporcional a
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concentragdo e a atividade antioxidante da amostra (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Uma das vantagens deste método é que o radical livre é estavel e
esta disponivel comercialmente, 0 que evita sua geracdo por distintas
formas (como ocorre, por exemplo, com o método do radical ABTS),
além de facilitar seu uso (LIMA, 2008). Apesar do ensaio do DPPH ser
um teste rapido, simples e com boa reprodutibilidade dos resultados,
algumas precaugdes devem ser tomadas quanto & utilizacdo e
interpretagdo dos resultados, dentre as quais se destacam: o tipo e
concentragdo do composto analisado, a cinética de reacdo do
antioxidante, as caracteristicas do meio reacional (pH, tipo de solvente),
presenca de interferentes, afinidade solvente-substrato, e a forma de
expressdo dos resultados (MOLYNEUX, 2003).

Os resultados obtidos por este método podem ser expressos em
percentagem de atividade antioxidante, micromol (umol) de equivalentes
do padréo utilizado (Trolox, por exemplo), ou ainda como ECsp, 0 qual
tem sido muito utilizado, e representa a quantidade de antioxidante
necessaria para reduzir a concentragdo inicial de radical livre do meio em
50% (MOON; SHIBAMOTO, 2009). Esse método foi introduzido por
ser de facil utilizacdo, e preciso para uso em frutas e extratos vegetais,
razdo pela qual alguns estudos sobre antioxidantes presentes em plantas
tém sido realizados usando 0 método DPPH (PINTO et al., 2008).

1.2.2 Método do potencial antioxidante redutor férrico (FRAP)

O método do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — poder
antioxidante de reducdo do ferro foi inicialmente desenvolvido para
quantificar o acido ascdérbico em soro ou plasma, e consiste na
capacidade de um antioxidante em reduzir o Fe ** (oxidado) em Fe **
(BENZIE; STRAIN, 1996). Quando isso ocorre na presenca de
tripiridiltriazina (TPTZ) e em condi¢des acidas (pH 3,6), a redugdo é
acompanhada pela formacdo de um complexo de intensa cor azul com o
Fe**, com uma absorcdo maxima a 593 nm (APAK et al., 2004). Assim,
a capacidade antioxidante pode ser avaliada pelo monitoramento da
formacao do complexo Fe?* - TPTZ espectrofotometricamente.

Uma das limitacGes apresentadas pelo método é o fato de que a
curva padrdo, s6 pode ser realizada com um antioxidante que seja soltvel
em agua como o acido ascorbico, acido Urico e/ou Trolox e, geralmente,
ndo se consegue medir todos os antioxidantes presentes em uma matriz
(APAK et al., 2004). Outra desvantagem é que ndo pode detectar
compostos que agem por meio da doacdo de atomos de hidrogénio,
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particularmente tiois (glutationa) e proteinas, o que pode levar a
subestimacéo da atividade antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
Apesar das limitagdes, constitui-se em um método rapido, simples e
reprodutivel, que ndo requer reagentes caros e equipamentos sofisticados
(MOON; SHIBAMOTO, 2009; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). No
entanto, cabe destacar que muitos estudos, que avaliam a atividade
antioxidante em plantas e em alimentos, ndo utilizam este método
isoladamente, mas, sim, em conjunto com outros ensaios (MOON;
SHIBAMOTO, 2009; KATALINIC et al., 2006; LIU et al., 2006).

1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (HPLC ESI-MS/MS)

A cromatografia é uma técnica relatada cientificamente ha pouco
mais de 100 anos por Mikhail Semenovich Tswett (1872-1919). Trata-se
de um método fisico-quimico de separagdo que esta fundamentado na
migracdo diferencial de componentes de uma mistura, que ocorre devido
a diferentes interacbes entre duas fases imisciveis: a estacionaria que
retém elementos, e a mével que conduz a mistura por meio de um soluto
através da fase estaciondria (MALDANER; JARDIM, 2009; LOUGH,;
WAINER, 1995).

Entre os métodos modernos de analise, a cromatografia ocupa um
lugar de destaque em diversas areas da ciéncia, devido a facilidade com
que efetua separagdo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas
por si mesmas, ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de
analise (COLLINS, 2009).

As técnicas cromatograficas mais utilizadas podem ser divididas
principalmente em cromatografia em papel, cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (high performance liquid chromatography - HPLC), e mais
recentemente, a cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (ultra
performance liquid chromatography - UPLC). Os métodos
cromatograficos podem ser utilizados separadamente ou em conjunto,
dependendo dos componentes a serem separados ou identificados
(COLLINS, 2009; PERES, 2002).

A HPLC tem sido uma das técnicas analiticas de separacdo mais
desenvolvida, difundida e utilizada nos laboratérios de analises quimicas
e farmacéuticas, devido a capacidade de realizar separacdes e analises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em
varios tipos de amostras, em poucos minutos, com alta resolucéo,
eficiéncia, sensibilidade e reprodutibilidade (MALDANER; JARDIM,
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2009; ARDREY, 2003; KATZ et al., 1998).

Um sistema de HPLC requer a utilizacdo de equipamentos
especificos, com o uso de bombas e colunas que suportem altas pressdes
necessarias para eluicdo da fase movel. Assim, essa técnica necessita de
um sistema composto por fase mdvel, bomba, coluna cromatografica,
detector e sistema de interpretacdo de dados (DEGANI et al., 1998;
PERES, 2002).

Na HPLC a fase mdvel deve ter um solvente que dissolva a amostra,
sem que haja qualquer interacdo quimica entre ambas, e geralmente é
composta por solventes organicos, ou solventes organicos e agua. A fase
estacionaria dever ser compativel com o detector, possuindo polaridade
adequada para permitir a separacdo dos componentes da amostra
(PERES, 2002; KATZ et al., 1998).

A amostra é introduzida na coluna de separacdo dissolvida em um
liquido (solvente), e nos sistemas modernos, uma bomba impulsiona o
solvente e, consequentemente, o analito, através da coluna de separacao
até sua chegada ao detector. As bombas e as colunas devem estar
preparadas para suportar grandes pressdes que variam de 4 x 107 Pa, nos
sistemas convencionais, ou podem ser maiores como nos sistemas de
fast-HPLC e/ou UPLC, que suportam cerca de 2 a 3 vezes mais pressao.
O fluxo pode ser controlado através da bomba, que permite também a
realizagdo de sistemas de gradientes, nos quais é possivel utilizar varios
solventes, e controlar seu fluxo individualmente, de modo a permitir
alterar suas concentragGes durante uma corrida (ARDREY, 2003;
PERES, 2002).

A coluna cromatografica deve ser confeccionada de material inerte
e resistente a altas pressfes. Por fim, os detectores devem apresentar
ampla faixa de aplicacdo, e os mais utilizados sdo os espectrais (PERES,
2002). Todavia, cabe destacar que, 0 uso de um determinado tipo de
coluna em um processo de fracionamento na cromatografia liquida,
muitas vezes ndo é suficiente para assegurar a completa separacdo de
compostos em misturas complexas, porquanto é necessario associar a
cromatografia multidimensional, a qual integra a utilizacdo de técnicas de
separacdo com técnicas de detecgdo (MUHLEN et al., 2006).

A cromatografia multidimensional combina  técnicas
cromatograficas e métodos espectrais, de forma que as vantagens de
ambos possam ser aproveitadas, sendo que a cromatografia produz
fracBes puras ou préximas da pureza de substancias quimicas, e a
espectrometria produz informacdes seletivas para identificacdo destas
substancias usando padrdes ou bibliotecas espectrais (PATEL et al.,
2010).
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O primeiro registro de um acoplamento entre cromatografia liquida
e espectrometria de massas data da década de 70, e este acoplamento
permitiu aliar algumas vantagens da cromatografia liquida, como alta
seletividade e eficiéncia de separa¢do, com as vantagens da técnica de
espectrometria de massas, a qual permite obtencdo de informagéo
estrutural, massa molar e aumento adicional de seletividade (ARDEY,
2003; VEKEY, 2001).

Além disso, outra vantagem associada a unido dessas duas técnicas
é que pode ser amplamente empregada na deteccdo de compostos
presentes em matrizes complexas em baixa concentragdo, ja que
possibilita um aumento na detec¢do, e reduz a interferéncia espectral de
compostos presentes na matriz, além de aumentar a quantidade de
informacao estrutural que se pode obter (VEKEY, 2001).

1.4 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

(ICP-MS)

Desde sua introducao no inicio dos anos 80 (DATE; GRAY, 1989),
a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado tem
rapidamente expandido em termos de nimero de usuarios, aplicagdes,
fabricantes e tipos de instrumentos. Como resultado, a técnica de ICP-
MS é utilizada por muitos para analise de rotina, e seu rapido
desenvolvimento é o resultado de sua alta sensibilidade, da obtencéo de
espectros simples e Unicos, e da possibilidade de medir a razdo isotdpica
dos elementos (BRENNER; TAYLOR, 1992).

Os aparelhos convencionais de ICP-MS possuem configuracdo
semelhante a ilustrada na Figura 5.
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Figura 5 - Representacdo esquematica de um aparelho de ICP-MS.
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O primeiro estagio do instrumento consiste no acessoério utilizado
para introdugdo da amostra (1). O método mais usual para introducao de
amostras liquidas faz uso de um nebulizador pneumatico, que gera o
aerossol da amostra para introdugcdo no plasma. A eficiéncia destes
dispositivos &, entretanto, baixa, de maneira que cerca de 1-2% da
amostra inicialmente aspirada atinge o plasma. A aspiracdo da amostra é
auxiliada por uma bomba peristaltica, que permite o controle da vazao de
aspiracdo, usualmente de 1 a 2 mL min® (JARVIS et al., 1992;
TAYLOR; GARBARINIO, 1992).

No segundo estagio, o aerossol da amostra atinge a tocha (2), onde é
gerado o plasma propriamente dito. O plasma indutivamente acoplado é
uma descarga sem eletrodo em um gas (usualmente argdnio) a pressdo
atmosférica, mantido por uma energia acoplada a ele por um gerador de
radio-frequéncia. Uma descarga inicial é aplicada por uma bobina de
Tesla, na qual os elétrons sédo induzidos pelo campo magnético gerado
pela bobina de radio-frequéncia. A energia elétrica cedida a bobina é
convertida em energia cinética dos elétrons. Como o espaco livre que um
elétron pode percorrer a pressdo atmosférica antes de colidir com um
atomo de argdnio é de cerca de 10 mm, diversas colisGes se sucedem
causando a ionizacdo do gas. O plasma torna-se aquecido, podendo
atingir temperaturas de 10000 K (JARVIS et al., 1992, TAYLOR;
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GARBARINIO, 1992).

A tocha em si consiste de trés cilindros de quartzo concéntricos, e 0
gés proveniente do nebulizador e que é aquecido por irradia¢do, atravessa
o cilindro central, de modo a gerar um canal no centro do plasma. Ao
redor do cilindro central ocorre a passagem de um fluxo auxiliar de gas,
com a funcéo principal de manter a ponta do tubo central distante do
plasma, evitando sua fusdo, e entre o segundo e terceiro cilindros ocorre
a passagem de uma alta vazdo de gas, usualmente 10 a 15 L min™, com a
funcdo de resfriar as paredes do cilindro e alimentar o plasma
(TAYLOR; GARBARINIO, 1992).

A amostra, ap0s a passagem pelo plasma, é conduzida a uma zona
de baixa pressdo (2-3 torr) denominada interface (3), que tem a fungdo de
extrair o gas nele contido, que € representativo da amostra original. Isto é
feito por meio de uma série de dispositivos. Inicialmente, a amostra passa
por um cone amostrador, com um orificio circular de 1,0 mm de
didmetro, e o gas proveniente do plasma entra por uma &rea seccional
com diametro duas a trés vezes maior, de maneira que uma secdo de 1,5a
3 mm do canal axial é amostrada. A maior parte do gas restante é
evacuada por uma bomba. Ap6s 0 cone amostrador, um segundo cone,
denominado skimmer, e transmite o feixe de gas para um dispositivo que
reduz a presenca de fotons (photon-stop). O feixe idnico é focalizado
para o analisador de massas, por meio de uma lente idnica que possui
ainda a funcao de extrair ions de espécies neutras (DATE; GRAY, 1989).

O analisador de massas mais tradicionalmente utilizado em
aparelhos de ICP-MS é o quadrupolo, representado na Figura 5 pelo
nimero 4. Nele encontra-se em uma regido de alto-vacuo (10 torr), e
consiste de quatro cilindros metalicos revestidos com ouro, em que 0
campo elétrico é alternado de maneira a selecionar os ions com base em
suas razdes massa/carga (m/z). O campo elétrico em um quadrupolo é
um resultado das voltagens decorrentes da combinagdo de radio-
frequéncia e corrente direta que é aplicada aos cilindros. A uma dada
razdo entre radio-frequéncia/corrente, apenas ions de uma determinada
razdo m/z conseguem atravessar o quadrupolo e atingir o detector; ions
com razdo m/z inferiores ou superiores tém trajetérias instaveis e sdo
filtrados (BRENNER; TAYLOR, 1992; JARVIS et al., 1992).

Finalizando, os ions sdo detectados em um dispositivo multiplicador
de elétrons, que consiste em um arranjo de dinodos. Quando um ion
incide no primeiro dinodo, elétrons sdo ejetados e colidem com o dinodo
seguinte. Os elétrons incidentes nos dinodos sdo multiplicados, gerando
um “efeito cascata”, de maneira que para cada fon incidente cerca de 10’
elétrons sdo gerados. O sinal €, portanto, obtido pela geracdo de uma
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corrente elétrica proporcional ao nimero de ions incidentes no detector
(TAYLOR; GARBARINIO, 1992).

Uma das principais vantagens da utilizacdo da técnica de ICP-MS se
deve a alta sensibilidade para muitos elementos da tabela periddica, e a
possibilidade de realizar andlise multielementar, o que faz dela uma
técnica que permite analises em menor tempo (BRENNER; TAYLOR,
1992).

Como o ICP-MS é facilmente adaptavel a analise multielementar,
torna-se um método adequado para caracterizacdo e analise quantitativa
de varios elementos de ocorréncia em produtos naturais e em materiais
complexos em geral. Além disso, os limites de detec¢do sdo melhores do
que os de emissdo Gptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
(TSALEV et al., 1995).

O ICP é uma das fontes mais eficientes de ionizacao, contudo, nao é
perfeito. ldealmente, apenas os ions atdmicos deveriam ser observados,
contudo, muitos ions poliatdbmicos e constituintes da matriz da amostra
injetados podem interferir na determinacdo do analito de interesse
(KARUNASAGAR; ARUNACHALAM, 2001).

1.5 Microscopia em alimentos

A microscopia é um recurso apropriado para analise de estrutura de
alimentos, por ser somente um método analitico que fornece resultados
em forma de imagens. Este recurso € utilizado para examinar alimentos
que sofrem processos distintos, visto que possibilita visualizar o
comportamento do alimento em termos de morfologia e composi¢ao
(JOSLYN, 1970).

Segundo Orrego (2002), a microscopia pode proporcionar
informagdes sobre importantes caracteristicas dos alimentos, tais como:
composicao quimica e distribuicdo de seus componentes; caracteristicas
estruturais; contaminantes e presenga de microrganismos.

Sob essa perspectiva, a microscopia de alimentos pode ser
conceituada como um método analitico que, baseando-se na observacédo
microscopica, evidencia a ocorréncia de fraudes, bem como, de alimentos
em mau estado de conservacdo sanitaria (contaminacdo e sujidades)
(FONTES; FONTES, 2005). Além disso, a microscopia de alimentos,
objetiva subsidiar o estudo e a identificacdo de espécies vegetais
empregadas na elaboracdo de produtos alimenticios processados.
Trata-se de uma ciéncia aplicada que emprega conhecimentos de
botanica (morfologia, anatomia e taxonomia), de quimica analitica e de
entomologia (JORGE et al., 2009).
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O exame microscopio de alimentos apresenta duas importantes
caracteristicas: a rapidez com que pode ser executado e o0 baixo custo da
analise, e entre as principais técnicas de microscopia para utilizagdo em
alimentos, destacam-se: a microscopia de fluorescéncia e a microscopia
eletr6nica de varredura (FONTES; FONTES, 2005; JOSLYN, 1970).

1.5.1 Microscopia de fluorescéncia

As primeiras pesquisas realizadas com um microscopio de
fluorescéncia datam de 1904, e foram realizadas pelo cientista alemao
August Kohler. A partir deste momento, a técnica evoluiu ao longo das
Gltimas décadas em relacdo a analise de imagens, e 0s microscopios de
fluorescéncia tornaram-se mais acessiveis, levando a sua utilizacdo em
varias &reas do conhecimento (BASCHONG; LANDMAN, 2006;
REICHMAN, 2000).

A microscopia de fluorescéncia € uma ferramenta analitica que
combina as propriedades de aumento de microscopia de luz com a
visualizacao da fluorescéncia (GITAI, 2009), um fendmeno que envolve
a absorcéo e emissao de uma pequena gama de comprimentos de onda de
luz por uma molécula fluorescente conhecida como um fluoréforo, a qual
pode ser adicionada ao meio, ou ser expresso naturalmente nas células e
tecidos (GITAI, 2009; TABOGA, 2001).

O microscépio de fluorescéncia é composto por um sistema éptico
que utiliza uma luz de mercdrio de alta pressao, cujos picos variam entre
312 e 579 nm. Um dos elementos fundamentais para uma boa
visualizagdo da amostra consiste em filtros especiais chamados de filtros
de excitacdo e filtros de barreira (REICHMAN, 2000).

O filtro de excitacdo localiza-se logo apds a saida de luz antes do
condensador, e transmite somente os comprimentos de onda da luz de
iluminacéo eficiente, que excitam um corante especifico. Por outro lado,
o filtro de barreira (também chamado de filtro de emissdo) localiza-se
entre a objetiva e a ocular, apds o objeto, e atenua toda a luz transmitida
pelo filtro de excitacdo, além de transmitir de forma muito eficiente
qualquer fluorescéncia emitida pela amostra. Geralmente, a emissdo de
fluorescéncia ocorre em um comprimento de onda superior ao de
excitacdo, o que é denominado de Lei de Stokes (BASCHONG, 2006;
TABOGA, 2001).

A microscopia de fluorescéncia baseia-se na propriedade que alguns
corantes possuem de emitir luz fluorescente quando excitados por
radiacbes de certos comprimentos de ondas. Estes corantes sdo
denominados de fluorocromos, e sdo capazes de se fixarem em lugares
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especificos da amostra, induzindo a fluorescéncia (fluorescéncia
secundaria) atribuindo-lhes cores. Entretanto, é possivel detectar
compostos naturalmente fluorescentes em alguns componentes de origem
vegetal e animal, ao serem irradiados com excitacdo especifica
(fluorescéncia primaria ou autofluorescéncia), como a clorofila, lignina
de paredes celulares, elastina e colageno (HEALTH, 2000; TABOGA,
2001).

Em plantas que possuem clorofila, uma pequena parte da radiacdo
absorvida é suficiente para a emissdo de fluorescéncia natural na cor
vermelha. Além desta, pode-se observar fluorescéncia primaria na
camada de aleurona na cor azul, devido a presenca do &cido ferulico e
compostos fendlicos (HAGEN et al., 2006).

Cabe destacar que mesmo sendo uma técnica analitica verséatil e de
baixo custo, alguns fatores podem afetar a fluorescéncia das amostras
comprometendo as analises, como a decomposicdo fotoquimica e perda
da intensidade com o tempo; a concentragdo da substancia fluorescente; o
pH das solucbes; a estrutura quimica da amostra e a polaridade dos
solventes utilizados. Além disso, as amostras analisadas por esta técnica
ndo podem ser observadas durante longos periodos de tempo, devido ao
desaparecimento da fluorescéncia (REICHMAN, 2000; FULCHER;
IRVING; DE FRANCISCO, 1989).

1.5.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura ¢ uma técnica versatil de
caracterizacdo microestrutural de amostras bioldgicas e ndo bioldgicas
utilizadas em diversos campos do conhecimento, mais particularmente
nas ciéncias bioldgicas, ciéncias da vida, ciéncias de materiais,
geociéncias dentre outras areas (GOLDSTEIN et al., 1992). Vem se
tornando mais frequente por fornecer informacGes de detalhe, com
aumento muito superior ao da microscopia 6tica. O aumento maximo
conseguido pelo MEV fica entre o microscépio éptico (MO) e o
Microscdpio Eletronico de Transmissdo (MET). A grande vantagem do
MEV em relacdo ao microscopio optico é sua alta resolugdo, na ordem de
2 a5nm (20 - 50 Ao) - atualmente existem instrumentos com até 1 nm
(10 A0) - enquanto que no optico é de 0,5 um. Comparado com o MET a
vantagem do MEV esta na facilidade de preparacdo das amostras e na
elevada profundidade do foco com imagem tridimensional (MUCCILLO,
2009).

Os sinais de maior interesse para a formacdo da imagem na
microscopia eletronica de varredura sdo os elétrons secundarios e 0s
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retroespalhados. A medida que o feixe de elétrons primarios vai varrendo
a amostra, estes sinais vao sofrendo modificacGes de acordo com as
variagBes da superficie. Os elétrons secundarios fornecem imagem de
topografia da superficie da amostra, e sdo o0s responsaveis pela obtengdo
das imagens de alta resolucdo. J& os retroespalhados fornecem imagem
caracteristica de variacdo de composicdo (BOZZOLA; RUSSELL, 1999;
GOLDSTEIN et al., 1992).

O MEV tem seu potencial ainda mais desenvolvido com a
adaptacdo na cdmara da amostra de detectores de raios-X, permitindo a
realizacdo de andlise quimica na amostra em observacdo. Através da
captacdo pelos detectores e da analise dos raios-X caracteristicos
emitidos pela amostra (resultado da interacdo dos elétrons primarios com
a superficie), é possivel obter informagfes qualitativas e quantitativas da
sua composicdo na regido submicrométrica de incidéncia do feixe de
elétrons.

E importante ressaltar que atualmente quase todos os MEV sdo
equipados com detectores de raios-X, e devido a confiabilidade e
principalmente & facilidade de operacdo, a grande maioria faz uso do
detector de energia dispersiva de Raios-X (EDX) (BOZZOLA;
RUSSELL, 1999).

A versatilidade da microscopia eletrénica de varredura aliada a
microanalise semiquantitativa por EDX possibilitam o aprimoramento
nos estudos de células, tecidos e superficies de diversas micro-estruturas
com obtencdo de imagens com alta resolugdo, bem como no
aprimoramento do estudo de propriedades de materiais e sua analise
quimica. Como vantagens adicionais deste método pode-se mencionar a
facilidade na selecdo e preparo das amostras, a rapidez na aquisi¢do dos
dados e 0 baixo custo para analise (HAYAT, 2000; BOZZOLA, 1999).

Cabe destacar que como em toda técnica analitica, o MEV acoplado
ao EDX, apresenta suas limitagbes na identificagdo de compostos
polimorfos, vez que a analise quimica é semiquantitativa. Além disso,
elementos com baixo nimero atdmico (< 4), ndo sdo identificados pelo
EDX, e pelo fato da amostra ser exposta a alto vacuo, o material é
bombardeado por um raio de elétrons que pode eventualmente danificar a
amostra (HAYAT, 2000).



CAPITULO 2 — ANALISE HISTOLOGICA E MICROANALISE
QUIMICA DA PARTE AEREA DE Sarcocornia ambigua
(Amaranthaceae)
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ANALISE HISTOLOGICA E MICROANALISE QUIMICA DA
PARTE AEREA DE Sarcocornia ambigua (Amaranthaceae)

RESUMO

O objetivo foi expandir o conhecimento sobre a S. ambigua, através da
analise histoldgica dos elementos anatdbmicos potencialmente
importantes para a sobrevivéncia dessa planta, bem como a microanélise
guimica dos tecidos vegetais da mesma. As amostras de S. ambigua
foram coletadas no més de maio de 2013, em duas regides distintas
localizadas na Grande Floriandpolis, no Estado de Santa Catarina (SC)
Brasil. A analise histologica de S. ambigua, foi realizada por
microscopia Optica de fluorescéncia, e a andlise ultraestrutural e
microanalise quimica da parte aérea, foi realizada com energia
dispersiva de raios-x em microscopia eletronica de varredura. A bainha
foliar é formada por epiderme (externa e interna), mesofilo e feixes
vasculares. A epiderme interna da bainha é pouco evidente, mostrando-
se continua com a epiderme que delimita o caule, a qual apresenta
células com paredes espessadas e, muito precocemente, origina uma
periderme. Regides mais basais da planta perdem a bainha, e a
periderme caulinar passa a ser o tecido externo de protecdo. Entretanto,
a epiderme voltada para o exterior mostra células amplas revestidas por
cuticula e com evidente deposicdo de ceras epicuticulares. O
parénquima pali¢adico esta formado por células alongadas e justapostas,
sendo o Unico tecido com ocorréncia de clorofila. As seccdes
transversais da bainha foliar, de ambas as amostras de S. ambigua,
mostraram cor vermelha, com uso de filtros azul e verde, indicando que
este é o tecido responsavel pela fotossintese. Além disso, com o uso do
filtro verde também verificou-se a presenca de cutina na superficie
epidérmica e de lignina nos elementos vasculares. A presenca de
estruturas cristaliferas foi verificada em ambas as amostras de S.
ambigua, nas células do mesofilo (hidrénquima e parénquima
palicadico). Os resultados sobre a distribuicdo dos elementos quimicos
nos tecidos das amostras de S. ambigua demonstraram que o elemento
encontrado em maior concentragdo na epiderme e no hidrénquima foi o
Ca seguido do K, porém a distribuicdo destes elementos diferiu entre as
amostras. Ja na epiderme caulinar o Unico elemento detectado foi o Ca.
Quando realizadas analises pontuais nos cristais presentes nas células do
parénquima palicadico e nas células do hidrénquima, verificou-se a
presenca de taxas elevadas de Na e K, e baixos teores de Mg. Pode-se
concluir que os estudos nessa area ainda sdo muito limitados, mas
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importantes para o conhecimento de novas matérias-primas vegetais.
Desta forma, mais pesquisas devem ser realizadas e encorajadas, pois,
apesar da complexidade anatdmica das halofitas e da diversidade
estrutural dos constituintes quimicos das mesmas, considerar a
heterogeneidade ambiental, as variaveis envolvidas no desenvolvimento
e cultivo das plantas (composicdo mineral do solo, temperatura, estresse
bidtico e abidtico, qualidade e composicdo da &gua para irrigagio),
permitird um maior aprofundamento sobre a teméatica.

Palavras chave: Sarcocornia ambigua; Haléfitas; Microscopia dptica
de fluorescéncia; Microscopia eletrbnica de varredura; Histologia
vegetal; Microanalise quimica.
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1. Introducéo

Plantas haldfitas (Grego hal = sal, phyton = planta) ou halofiticas
podem ser definidas como plantas superiores vasculares (angiospermas)
que apresentam tolerancia, e realizam seu ciclo de vida em ambientes
com elevada concentracdo salina (100 a 500 mmol L-1 de NaCl)
(FLOWERS; COLMER, 2008). Por serem organismos altamente
evoluidos e especializados, com caracteristicas morfologicas,
anatdmicas, fisioldgicas bem adaptaveis, geralmente se desenvolvem na
regido litoranea, onde ocorre uma estreita faixa arenosa entre a zona das
marés e as dunas, a qual é frequentemente inundada pela agua salgada,
pela acdo das ondas e pelo vento (BOEGER; GLUZEZAK, 2006).

Devido as condi¢cGes ambientais estressantes, as quais as halofitas
estdo sujeitas (baixa disponibilidade de matéria organica, submersdo
periddica, drenagem rapida da agua, luz solar direta e intensa, e
inundacdo com 4gua salina), algumas adaptacfes bioquimicas podem ser
utilizadas para sobreviverem ao ambiente hostil, caracteristico dos solos
submetidos a efluentes salinos nas regibes costeiras tropicais e
subtropicais (BOEGER; GLUZEZAK, 2006; SILVA, 2000).

A capacidade das haldfitas sobreviverem em presenca de grande
quantidade de sal é de suma importancia para a distribuicdo ecoldgica
das plantas e para a agricultura, pois amenizam as condicfes fisico-
quimicas, as trocas na salinidade e geoquimica do sedimento, de modo a
possibilitar a ocupacao de areas entre-marés antes indspitas, por espécies
menos tolerantes a estresses ambientais (DAVY et al., 2001).

Sob essa perspectiva, 0 uso de haléfitas pode ser uma alternativa
para tornar areas antes improdutivas (solos salinos) em produtivas,
podendo se destacar na agricultura como uma nova oportunidade de
modelo agricola (halocultura ou cultura biosalina), além de fornecer um
retorno econdmico para 0s produtores, como matéria verde para
alimentacdo de rebanhos, ou mesmo para alimentagdo humana
(YENSEN, 2000; GLEN; BROWN; O'LEARY, 1998).

Existem segundo Yensen (2000), aproximadamente 10.000 plantas
tolerantes ao sal, e aproximadamente 250 espécies de haldfitas com
potencial de producdo agricola que podem ser utilizadas em solos
salinizados. Entre as hal6fitas que possuem elevado potencial
agrondmico, ou podem se tornar uma importante cultura comercial,
destacam-se as espécies dos géneros Salicornia e Sarcocornia
pertencentes a familia Amaranthaceae (YENSEN; BEDELL, 1993).

No Brasil, sdo encontradas 145 espécies da familia, distribuidas em
19 géneros, sendo que, 71 dessas espécies sdo advindas de diferentes
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regides e biomas brasileiros (MARCHIORETTO et al., 2005).
Especificamente no estado de Santa Catarina (SC), embora algumas
revisdes taxondmicas internacionais ndo confirmem a ocorréncia das
espécies dos géneros Salicornia e Sarcocornia e tampouco tenham sido
levantados dados consistentes sobre os aspectos fitogeograficos da
espécie em nosso estado a ocorréncia da espécie Sarcocornia ambigua,
foi verificada em duas (2) areas de ocorréncia natural na Grande
Florianépolis.

Pesquisas internacionais realizadas com espécies da familia
Amaranthaceae pertencentes aos géneros Salicornia e Sarcocornia
(Sarcocornia ambigua, Salicornia herbacea; Salicornia bigelovii;
Salicornia brachiata, Salicornia persica, Sarcocornia fructicosa,
Sarcocornia decussata), tém sido exploradas em seus aspectos
taxondmicos, fitogeogréficos, fitoquimicos, e também em sua prospec¢édo
como cultura comercial (BERTIN et al., 2014; PARIDA; JHA, 2010;
STEFFEN et al., 2009; ALONSO; CRESPO, 2008; MARTINS;
FERREIRA; VALE, 2008; KADEREIT; MUCINA; FREITAG, 2006).

Neste contexto, estudos envolvendo as estratégias de sobrevivéncia
das espécies Sarcocornia e Salicornia em diferentes ambientes, niveis de
salinidade e técnicas de cultivo, tém sido realizados, considerando-se o
interesse no reconhecimento de suas estruturas morfo-anatdmicas e da
composicdo quimica e distribuicdo de seus componentes na estrutura
celular, afim de prospectar amplamente a cultura biosalina das mesmas
(D’OCA et al., 2012; IZEPPI, 2011; PARIDA; JHA, 2010; COSTA,
2006; 