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Resumo

RESUMO

As plantas aromaticas e medicinais sdo usadas desde tempos imemoriais pelo ser humano
e hoje em dia tém uma importancia acrescida devido as suas propriedades bioativas e
sensoriais. O Ocimum basilicum L., vulgarmente conhecido por manjericéo, é uma planta usada
tradicionalmente tanto pela medicina como pela culinaria, especialmente na zona do
Mediterraneo e india, o que levou ao desenvolvimento de novas cultivares de elevado interesse

nestas areas.

A qualidade do solo tem vindo a diminuir, nomeadamente no que diz respeito a
quantidade de sais presentes bem como ao excesso de adubacao para atingir determinado fim.
Este problema, de dificil solucdo, assenta no custo/beneficio para os produtores no momento
de escolher as melhores praticas de cultivo. Assim, é imperativo avaliar as cultivares e as taxas
de salinidade/adubacéo de modo a obter plantas com elevada qualidade em condi¢des menos

propicias ao seu natural desenvolvimento.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da salinidade e do nitrogénio,
veiculada na &gua de rega, na composicdo proximal (lipidos, proteinas, cinzas, hidratos de
carbono e valor energético), composicdo quimica (agucares livres, tocoferois, acidos organicos,
acidos gordos e compostos fendlicos) e bioatividades (atividade antioxidante e antimicrobiana)
de quatro cultivares de O. basilicum.

Os teores de lipidos, cinzas e glucidos aumentaram com a salinidade na cultivar ‘Dark-
opal’, enquanto que o valor energético foi afetado negativamente. Os acucares livres (totais e
individuais) aumentaram com as condic¢des de salinidade (S2) na cultivar ‘Basilico-rosso’,
enquanto que os acidos organicos e tocoferdis diminuiram em todas as cultivares. Os &cidos
gordos maioritarios foram os acidos a-linolénico, linoleico e palmitico sem variacGes
significativas com o aumento da salinidade, e os polifenois mais abundantes foram os acidos
sagerinico e o eriodictiol-O-malonilhexdsido. Por fim, os extratos de manjericdo apresentaram
atividade antioxidante moderada e atividade antifungica elevada. Em concluséo, verificou-se
que os efeitos da salinidade, na composic¢ao quimica e nas propriedades bioativas, dependem

do genotipo das cultivares testadas.

Verificou-se uma interacdo gendtipo x N significativa para a maioria dos parametros

quimicos medidos. Os teores de tocoferodis foram elevados nas folhas das plantas fertirrigadas

Xi



Resumo

com 200 ppm de N e inferiores nas que receberam 600 ppm de N, especialmente nas cultivares
‘Dark-opal’ e ‘Red-basil’. Os &cidos gordos polinsaturados (PUFA) foram os acidos gordos
maioritarios, e a ‘Red-basil’ apresentou a relacdo mais baixa n-6 (6mega 6)/n-3 (6mega 3)
(0,29) e, portanto, o melhor perfil de acidos gordos. Os &cidos fendlicos, flavonoides e
compostos fendlicos totais foram elevados no ‘Red-basil’ e ‘Dark-opal’ (em média 25 mg/g de
extrato), inferiores nas amostras ‘Mitikas’ e, diminuiram com o aumento da concentracdo de
N. Do mesmo modo, a atividade antioxidante foi elevada nas cultivares ‘Dark-opal’ e ‘Red-
basil’ fertirrigados com 200 ppm de N, e verificou-se que todos os extratos testados tiveram
atividade antibacteriana e antifingica elevada. Em concluséo, o perfil quimico e bioativo do
manjericdo foi significativamente influenciado tanto pelo gendtipo como pela concentracao de
N. O manjericdo de cor purpura apresentou o melhor perfil quimico, e as concentracoes
moderadas de N podem proporcionar o melhor equilibrio entre rendimento, valor nutricional e

bioatividade para a espécie.

Palavras-chave: Ocimum basilicum L.; salinidade; fertilizacdo com nitrogénio; composicao

quimica; propriedades bioativas.
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Abstract

ABSTRACT

Aromatic and medicinal plants have been used since immemorial times by human beings
and today are gaining increasing importance due to their bioactive and sensorial properties.
Ocimum basilicum L., commonly known as basil, is a plant traditionally used in medicine and
cuisine, especially in the Mediterranean area and India, which has led to the development of

new cultivars of high interest in these areas.

The soil quality has been decreasing, in particular in terms of the quantity of salts present
as well as the possibility of over fertilization to reach a certain goal. This problem, which is
difficult to solve, is based on the cost/benefit for producers when choosing the best cultivation
practices. It is therefore imperative to assess cultivars and salinity/fertilization rates in order to

obtain high quality plants under conditions less favorable to their natural development.

This study aims to evaluate the effect of salinity and amount of nitrogen conveyed in the
irrigation on the centesimal composition (lipids, proteins, ashes, carbohydrates and energy
value), chemical composition (free sugars, tocopherols, organic acids, fatty acids and phenolic
compounds) and bioactivity (antioxidant and antimicrobial activities) of four cultivars of O.

basilicum L..

Fat, ash and carbohydrates content increased by salinity in ‘Dark-opal’, whereas
energetic value was negatively affected. Free sugars (total and individual compounds)
increased under saline conditions (S2) in ‘Basilico-rosso’, whereas reducing trends were
observed for the main organic acids and tocopherols in all the cultivars. The main fatty acids
were a-linolenic, linoleic and palmitic acids with no consistent salinity effects, while the richest
polyphenols were sagerinic acid and eriodictyol-O-malonylhexoside. Finally, basil extracts
showed moderate antioxidant and strong antifungal activity. In conclusion, salinity showed a

genotype dependent effect on the chemical composition and bioactivities of the tested cultivars.

A significant genotype x N input interaction was observed for most of the chemical
parameters measured. Tocopherols contents were consistently higher in the leaves of plants
fertigated with 200 ppm of N and lower in those receiving 600 ppm of N, especially in ‘Dark-
opal’ and ‘Red-basil’ cultivars. Polyunsaturated fatty acids (PUFA) constituted the main
category of fatty acids and ‘Red-basil’ had the lowest n-6 (omega-6)/n-3 (omega 3) ratio (0.29)

and thus the best fatty acid profile. Phenolic acids, flavonoids and total phenolic compounds
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Abstract

were the highest in ‘Red-basil’ and ‘Dark-opal’ (25 mg/g of extract on average) and the lowest
in ‘Mitikas’ and decreased with increasing N input. Similarly, antioxidant activity was the
highest in ‘Dark-opal’ and ‘Red-basil’ fertigated with 200 ppm of N, whereas all the leaf
extracts tested had good antibacterial and antifungal activity. In conclusion, basil chemical and
bioactive profile was significantly influenced by both genotype and N input. Red-colo’Red-
basil’s had the best chemical profile, and moderate levels of N input may provide the best

compromise between yield, nutritional value and bioactivity for the species.

Keywords: Ocimum basilicum L .; salinity; nitrogen fertilization; chemical composition; bioactive

properties.
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Resumen

RESUMEN

Las plantas aromaticas y medicinales han sido utilizadas desde tiempos inmemoriales por
los seres humanos y hoy en dia han adquirido una importancia creciente debido a sus
propiedades bioactivas y sensoriales. Ocimum basilicum L., conocida como albahaca, es una
planta que se utiliza tradicionalmente tanto en la medicina como en la cocina, especialmente
en la zona del Mediterraneo y en la India, lo que ha dado lugar al desarrollo de nuevos cultivos

de gran interés en esas zonas.

La calidad del suelo ha ido disminuyendo, en particular en lo que respecta a la cantidad
de sales presentes, asi como a la posibilidad de sobrefertilizacion para alcanzar un cierto fin.
Este problema, de dificil solucion, se basa en la relacion costo-beneficio para los productores
a la hora de elegir las mejores préacticas de cultivo. Por lo tanto, es imperativo evaluar los
cultivares y relacion de salinidad/fertilizacién para obtener plantas de alta calidad en

condiciones menos favorables para su desarrollo natural.

El presente trabajo tiene por objeto evaluar el efecto de la salinidad y la cantidad de
nitrégeno, transportado en el agua de la irrigacion, sobre el composicién proximal (lipidos,
proteinas, cenizas, carbohidratos y valor energético), la composicidn quimica (azucares libres,
tocoferoles, acidos organicos, acidos grasos y compuestos fendlicos) y la bioactividad
(actividad antioxidante y antimicrobiana) de cuatro cultivares de O. basilicum L..

El contenido de grasa, cenizas y carbohidratos aument6 por la salinidad en la ‘Dark-
opal’, mientras que el valor energético se vio afectado negativamente. Los azucares libres
(totales e individuales) aumentaron en condiciones salinas (S2) en ‘Basilico-rosso’,
alternadamente, se observo una tendencia de reduccién de los principales acidos organicos y
tocoferoles en todos los cultivares. Los principales &cidos grasos fueron a-linolénico, linoleico
y palmitico, sin efectos de salinidad constatados, mientras que los polifenoles mas ricos fueron
el acido sagerinico y el eriodictiol-O-malonilhexoésido. Por ultimo, los extractos de albahaca
mostraron una actividad antioxidante moderada y una fuerte actividad antimicética. En
conclusion, la salinidad mostré un efecto dependiente del genotipo en la composicion quimica

y las bioactividades de los cultivares probados.

Se observd una interaccion significativa de genotipo x N para la mayoria de los

parametros quimicos medidos. El contenido de tocoferoles fue sistematicamente mayor en las
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Resumen

hojas de las plantas fertilizadas con 200 ppm de N y menor en las que recibieron 600 ppm de
N, especialmente en los cultivos de ‘Dark-opal’ y ‘Red-basil’. Los &cidos grasos
poliinsaturados (AGPI) constituyen la principal categoria de &cidos grasos y la ‘Red-basil’
tenia la proporcion mas baja de n-6 (omega-6)/n-3 (omega 3) (0,29) y, por lo tanto, el mejor
perfil de acidos grasos. Los acidos fendlicos, los flavonoides y los compuestos fendlicos totales
fueron los mas altos en las cultivares ‘Red-basil’ y ‘Dark-opal’ (25 mg/g de extracto en media)
y los valores mas bajos en las ‘Mitikas’, que disminuyen con el aumento del aporte de N. Del
mismo modo, la actividad antioxidante fue la mas alta en el ‘Dark-opal’ y la ‘Red-basil’
fertilizada con 200 ppm de N, mientras que todos los extractos de hoja analizados tenian una
buena actividad antibacteriana y antifangica. En conclusion, el perfil quimico y bioactivo de la
albahaca se vio considerablemente influido por el genotipo y el aporte de N. Las albahacas
rojas, tenian el mejor perfil quimico, y los niveles moderados de aporte de N pueden
proporcionar el mejor compromiso entre rendimiento, valor nutritivo y bioactividad para la

especie.

Palabras clave: Ocimum basilicum L.; salinidad; fertilizacion con nitrégeno; composicion

quimica; propiedades bioactivas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para a realizacdo da revisdo bibliografica foi realizada uma pesquisa aprofundada do
estado da arte relativo a planta Ocimum basilicum L.. Foi utilizada bibliografia recente,
proveniente de livros e artigos cientificos encontrados em diferentes bases de dados nacionais
e internacionais.

Nesta revisao bibliogréfica, irdo ser abordadas as problematicas da salinidade do solo e
da adubac@o com nitrogénio, relativamente as suas interagdes com as plantas, nomeadamente

nas questdes da produtividade e componentes nutricionais e bioativos.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Plantas aromaticas

1.1.1. Historia

A vida do reino Animal evoluiu com estreita dependéncia das plantas, assim como o
Homem, que as usa desde a sua existéncia. Inicialmente ndo havia distin¢ao entre a colheita de
plantas para a alimentacdo ou para fins medicinais (Yaniv, 2014). O Homem primitivo como
recolector, dependia inteiramente das plantas para a sua subsisténcia e hoje, depois de tantas
revolugdes sociais, culturais, industriais e tecnoldgicas continua a depender destas para as suas
necessidades diérias (Silpa et al., 2018; Vishwanathan, 2018).

Estima-se que haja entre 50 mil a 70 mil plantas aromaticas e medicinais no planeta e sdo
usadas pela maioria da populacdo mundial (Albuquerque, Patil, & Mathé, 2018). Assim, é
imperativo aumentar o conhecimento sobre estas plantas, ndo s6 na sua biodiversidade mas
também na sua caracterizacdo quimica e valor nutricional, com o intuito de explorar 0s
compostos responsaveis pela capacidade nutritiva e/ou medicinal/terapéutica (Albuguerque et
al., 2018).

As plantas tém sido uma grande fonte de compostos bioativos, derivados do seu
metabolismo secundério, e tém servido de base para o desenvolvimento de diversos
medicamentos; tém a versatilidade de servirem como produtores eficientes de compostos
bioativos de qualidade e através da manipulacdo genética permitirem aumentar a biomassa
produzida (Nitish Kumar, 2018; Shasany & Chittaranjan, 2018; Silpa et al., 2018). Os
compostos provenientes do metabolismo secundario sdo usados pela planta para a sua
autodefesa, quer por stress bidtico quer abidtico, para o ser humano sdo usados como:
farmacos, inseticidas, aromatizantes, “drogas”, entre outros. Além destes, existem metabolitos
secundarios como os compostos fenolicos, terpenos, flavonoides e derivados de enxofre e
nitrogénio (N) que tém um papel fundamental na prevencdo de doengas no ser humano
(Rajkumari & Sanatombi, 2018). Segundo 0 mesmo autor, 0S compostos provenientes do
metabolismo secundario dividem-se em trés grandes classes: terpenos, compostos fendlicos e

compostos nitrogenados.

Os terpenos sao formados por unidades isoprénicas (isopreno, 5 carbonos), provenientes

da via metabdlica do mevalonato e tém a sua denominagdo consoante o nimero de unidades
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isoprénicas, isto € 5 carbonos (C) denominam-se de hemiterpenos, 10 C - terpenos, 15 C -
sesquiterpenos, 20 C - diterpenos, 25 C - sesterpenos, 30 C - triterpenos e 40 C - tetraterpenos

(Dewick, 2009). Desta classe sdo exemplos o geraniol, farnesol, escaleno, mentol, entre outros.

Os compostos fendlicos sdo maioritariamente derivados da via metabolica do xiquimato,
na sua constituicdo base tém um anel aromatico benzénico com um ou mais grupos hidroxilo
como um dos substituintes. Sdo provavelmente o maior grupo de fitoquimicos com capacidades
terapéuticas, e desta familia fazem parte os flavonoides, taninos, estilbenos, cumarinas e acidos
fenolicos (Dewick, 2009; Garde-Cerdan et al., 2017).

Por sua vez, 0s compostos nitrogenados ou alcaloides sdo um grupo muito heterogéneo de
compostos, provenientes de vérias vias metabolicas e estima-se que haja 12.000 alcaloides
isolados. Dos quais, ha 3 grupos maioritarios: glicosideos cianogénicos, glucosinolatos e ndo
aminados/proteinados (Dewick, 2009; Silpa et al., 2018).

1.2. Familia Lamiaceae

Esta familia tem como caracteristicas principais os caules quadrados, folhas decussadas
(oposto-cruzadas) com muitas glandulas e flores zigomarficas. Muitas espécies sdo aromaticas
e contém o6leos essenciais compostos por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides.
Como exemplo encontramos os géneros Rosmarinus, Thymus, Salvia e Ocimum que pertencem
a esta familia (Aguiar, 2018; Hiltunen & Holm, 2006).

Em particular, o género Ocimum foi descrito por Linnaeus em 1753 com 5 espécies segundo
Shasany & Chittaranjan (2018), e hoje tem entre 180 a 250 especies, entre ervas e arbustos
sendo anuais ou perenes. Outros autores que, devido a taxonomia problematica deste género,
definem um limite entre 30 a 160 espécies (Hiltunen & Holm, 2006; Makri & Kintzios, 2008).

Dentro do género Ocimum, as espécies que se destacam sdo as Ocinum basilicum L., O.
americanum e os seus hibridos, O. x citriodorum e O. tenuiflorum. S&o usadas para extracao
de bleos essenciais, na culinaria e também como planta medicinal (Hiltunen & Holm, 2006;
Smith et al., 2019).
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1.2.1. Ocimum basilicum L.

A especie O. basilicum é uma planta herbécea da familia das Lamiaceae e é nativa da
India e Pérsia (The Plant List, 2020). Existem muitas variedades e cultivares desta planta, que
diferem em tamanho, forma, cor das folhas e do caule, flor e aroma (Shasany & Chittaranjan,
2018).

Os nomes “Ocimum” e “basilicum” provém do Grego e significam “ter fragrancia” e
“real”, respetivamente (Makri & Kintzios, 2008). Os nomes vernaculares mais usados segundo
Tropicos (2020) sé&o: “Basil” (em inglés), “luo le” (em chinés) e segundo Shasany and
Chittaranjan (2018): “Holy Basil” ou “Thulasi” (em indico). Em Portugal usa-se 0 nome

comum “manjericdo” ou “alfavaca” (Jardim Botanico, 2020) e em Espanha de “albahaca’
(Fitoterapia, 2020).

E uma espécie utilizada ha muitos anos, havendo registos de cultivos ha mais de 5000
anos (Nadeem et al., 2020) e ainda hoje tem um valor comercial elevado devido a ter multiplos
usos, como medicinal (Hiltunen & Holm, 2006; Makri & Kintzios, 2008; Pharmacopoeia
Commission for Indian Medicine & Homoeopathy, 2016), alimentar (Hiltunen & Holm, 2006;
Makri & Kintzios, 2008; Nadeem et al., 2020; Oppel, 2008), ornamental (Hiltunen & Holm,
2006; Makri & Kintzios, 2008; Oppel, 2008), cosmética e perfumaria (Hiltunen & Holm, 2006;
Makri & Kintzios, 2008), religioso (Hiltunen & Holm, 2006; Makri & Kintzios, 2008) e como
inseticida (Makri & Kintzios, 2008).

Tabela 1. Classificagdo taxonomica de O. basilicum (Cole et al., 2017; USDA, 2020)

Segundo Cronkvist Segundo APG IV
Reino Plantae Clado Early Angiosperms
Subreino Tracheobionta Clado Eudicots
Superdivisdo  Spermatophyta Clado Core Eudicots
Diviséo Magnolyophyta Clado Pentapetalae
Classe Magnoliopsida Clado Superasterids
Subclasse Asteridae Clado Asterids
Ordem Lamiales Clado Lamids
Familia Lamiaceae Ordem Lamiales
Género Ocimum Familia Lamiaceae
Espécie basilicum Género Ocimum

Espécie basilicum
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O. basilicum é uma planta herbéacea anual que pode atingir entre 60 a 90 cm de altura,
tem uma raiz primaria aprumada, com caules quadrados e glabros, maioritariamente verde mas
com cultivares ligeiramente puarpuras; as folhas sdo simples, opostas com 1 a 5 cm
longitudinalmente. As folhas mais compridas sdo ovadas e pontiagudas de margens lobadas ou
dentadas com um peciolo de 1,3 a 2,5 cm e com glandulas secretoras (tricomas peltados) nas
folhas (Figura 1). As inflorescéncias do Manjericéo séo racemos terminais, de 10 a 20 cm de
comprimento e formam pequenos glomérulos ao longo do racemo. As flores sdo sésseis e
zigomorficas, com 5 sépalas unidas, pilosas e glandulosas onde a sépala superior é maior e
mais arredondada que as restantes. Tem 5 pétalas, pilosas, unidas, sendo que a superior é maior,
contem 4 estames e estiletes com 2 estigmas com a mesma altura que os estames. O fruto é
seco, dividido em 4 nuculas ovéides envoltos em calice persistente (De Masi et al., 2006;
Hiltunen & Holm, 2006; Makri & Kintzios, 2008; Malerbo-Souza et al., 2000).

Figura 1. Variabilidade genética das folhas de Ocimum. Retirado de Shasany & Chittaranjan (2018).

Trés “cultivares” de cor parpura, nomeadamente, O. basilicum cv. ‘Red-basil’, O.
basilicum cv. ‘Dark-opal’ e O. basilicum cv. ‘Basilico-rosso’ € uma “cultivar” verde, O.

basilicum cv. ‘Mitikas’, serdo focadas neste trabalho (Figura 2).
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Figura 2. Cultivares utilizadas neste trabalho, a) ‘Mitikas’, b) ‘Red-basil’, ¢) ‘Basilico-rosso’ e d) ‘Dark-opal’.
Imagens fornecidas por Spyridon Petropoulos, durante o ciclo vegetativo da planta.

Tabela 2. Breve descri¢do das espécies de manjericdo mais comuns e especificidades. Adaptado de
Makri & Kintzios (2008).

Nome Comum Nome Latino Descrigdo

O mais comumente produzido, caule ereto, verde
Sweet Basil O. basilicum brilhante, folhas com 1 cm de comprimento. O

aroma assemelha-se ao cravinho.

Cultivar italiana, preferida para os pratos de pesto
Genovese Basil O. basilicum var Genovese e pratos com alho; caule ereto, folhas verde escuro

até 5 cm de comprimento.

Cultivar and, de folhas pequenas (< 1lcm) e

pujantes, flores brancas, ornamental. EXxistem

Bush ou Greek Basil ~ O. basilicum var minimum _ ‘ .
muitas variedades como a “Fine Green”, “Green
Bouquet” e “Spicy Globe™.
Cultivada para efeitos ornamentais e culinarios,
] N flores tipo lavanda, folhas semelhantes em forma
Purple Basil O. basilicum var purpurascens

e tamanho as de sweet basil. Inclui as variedades
“Opal”, “Purple Ruffles”, “Red Rubin” e “Rosso”.
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O valor comercial desta espécie é elevado, anualmente sdao comercializadas pelo menos
5000 toneladas desta planta, sob a forma de folhas secas, 6leos essenciais ou quimicos
derivados (Shasany & Chittaranjan, 2018). Nos Estados Unidos, em 2018, O. tenuiflorum L.
teve um total de vendas - como suplemento alimentar, de 3.421.090 $ (3.104.570 €), ocupando

a 27 posicdo dos suplementos mais vendidos nesse ano (Smith et al., 2019).

1.2.2. Composi¢do nutricional e quimica

Existe, hoje em dia, uma crescente preocupacdo com a qualidade nutricional e inclusive
bioativa do que se consome na dieta, a0 mesmo tempo que existem cada vez mais preocupagoes
ambientais e econdmicas. Este paradigma obriga a encontrar solu¢ées, a0 mesmo tempo
rentaveis, sustentaveis, ecoldgicas e nutricionalmente vantajosas num mercado claramente em
expansdo (Beszterda & Nogala-Katucka, 2019; Chatzigianni et al., 2019; Petropoulos et al.,
2017; Smith et al., 2019).

O. basilicum L. é uma espécie que, devido a sua variabilidade genética, é de dificil
caracterizacdo quimica, isto €, houve uma hibridizacdo exdgena (antropogénica) ao longo do
tempo, existindo hoje inimeras cultivares que ndo diferem significativamente em termos
morfolégicos (Da Costa et al., 2014; Makri & Kintzios, 2008). Apesar desta grande variedade,
nos 6leos essenciais predominam o0s monoterpenos e fenilpropandides e em 38 genotipos
analisados, os resultados demonstraram concentracdes de linalol que variaram entre 0s 9 a 75%

e de epi-a-cadinol entre 0 a 53% (Da Costa et al., 2014).

Segundo Hiltunen & Holm (1999), o O. basilicum contém entre 0,5 e 1,5 % de 6leo
essencial de composicdo variada, 5 % de taninos e p-sitosterol. As sementes contém mucilagos,
planteoses, polissacarideos e aproximadamente 20 % de 6leo cujos compostos maioritarios sao
o acido linoleico (50 %), linolénico (22 %) e oleico (15 %).

A composicdo do Oleo essencial do manjericdo é muito varidvel e complexa, 0s
compostos que prevalecem sdo os monoterpenos e fenilpropandides, como referido
anteriormente. Os mais abundantes sdo os eugenol, metil eugenol, chavicol, estragole, metil
cinamato e linalol (Figura 3). Tem monoterpenos (ocimeno, geraniol e alcanfor),

sesquiterpenos (bisaboleno e cariofileno) e como fenilpropanoides possui os metil cinamato e
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metil eugenol; esta composi¢do mantém-se nas cultivares de cor parpuras (Makri & Kintzios,
2008).

a)
b)
CH
CHj CH# ="
CH, HyC
Hacw "0
OH
©)
o] CH,
HO

Figura 3. Exemplo dos principais compostos presentes no 6leo essencial de O. Basilicum. a) linalol, b)

metilchavicol e c) eugenol. (Adaptado de Nadeem et al. (2020), desenhado no ChemDraw 16.0)

O. basilicum contém também flavonoides, acidos fendlicos, triterpenos, esteroides, entre
outros compostos considerados nutracéuticos (Ahmed et al., 2019; Da Costa et al., 2014;
Hiltunen & Holm, 2006; Makri & Kintzios, 2008; Zhan et al., 2019). O termo nutracéutico é
descrito como o componente nutricional ou medicinal, que provem de qualquer matriz natural,
e tem como finalidade melhorar a salde quer por acdo preventiva, quer como aplicacdo
terapéutica (Lockwood, 2007).

Diariamente, apesar de ndo se consumir uma quantidade suficiente de manjericdo para
ser determinante na nossa alimentacdo, este, contém uma variedade de compostos nutritivos
valiosos, nomeadamente: vitaminas (C e A, p-caroteno, tiamina, riboflavina, niacina,
tocoferol), minerais (potéassio, calcio, fosforo, ferro, magnésio), proteinas e fibras (teores
elevados nas sementes) (Hiltunen & Holm, 2006; Nadeem et al., 2020), para além de ser

hipocaldrico e apresentar teores reduzidos de lipidos.

A cultivar Red Rubin, assim como outras de cor purpura, apresentam teores elevados de
compostos fendlicos (Incrocci et al., 2019), a sua coloracdo vermelha deve-se a presenca de
antocianinas, este facto podera ajudar a explicar o seu potencial antioxidante muito superior

em relacdo as cultivares verdes (Dewick, 2009; Incrocci et al., 2019). A quantidade de
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antocianinas pode ser variavel devido a sua instabilidade genética, podendo haver folhas com
riscas verdes pronunciadas durante a fase de crescimento (Makri & Kintzios, 2008). Segundo
0 mesmo autor, existem cultivares de cor parpuras que atingem um valor de antocianinas de
200 ug/g de folha fresca, num total de 14 antocianinas diferentes, sendo a mais abundante a

cianidina-3-(di-p-comarilglucosideo)-5-glucosido.

1.2.3. Propriedades bioativas

O manjericdo tem variadissimas propriedades bioativas, as quais se podem salientar:
atividade antibacteriana e antifungica, antivirica, inseticida, repelente, anti-inflamatdria, anti
cancerigena, hipoglicémica, radioprotetora, analgésica, antiulcerinogénica, hepatoprotetora,
antidiabética, antimalarico, antistress, antipirético, antiarritmico, ansiolitico e sedativo, efeitos
cardiovasculares, anti osteoporose, anti colérico, citotoxico, efeito anti hematodxico, anti
hipertensivo, vaso relaxante e anti agregante plagquetario e antitrombotico (Hiltunen & Holm,
2006; Nadeem et al., 2020). Segundo (Zhan et al., 2019) estas propriedades podem ser
atribuidas a presenca, entre outros, de polissacaridos, esteroides, flavonas, cumarinas e
vitaminas.

Da Costa et al. (2014) refere ainda, que esta espécie é usada para tratamentos de
problemas intestinais, respiratérios e disfuncdo renal. Outros autores, referem que combate a
acne, queda de cabelo, frieiras, febre, atua contra amigdalites e aftas (Malerbo-Souza et al.,
2000) .

Asthana et al. (2015) demonstrou que os extratos aquosos de O. basilicum tém atividade
antioxidante, aumentando a longevidade de vermes, uma vez que diminuiram a quantidade de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Os responsaveis por essa atividade foram, neste caso, 0s
acidos cafeico, rosmarinico (Figura 4), fertlico e rutina. Makri e kintzios (2008) também
referem que alguns dos elementos antioxidantes poderosos do manjericéo séo os acidos cafeico,

rosmarinico e feralico.

E imperativo medir a significancia e atividade bioldgica das plantas no ser humano, isto
é, ndo basta ter compostos bioativos para que o seu efeito seja benéfico, os compostos bioativos
tém de estar biodisponiveis para que o organismo possa utiliza-los de forma eficiente. A
bioacessibilidade € definida como a parte de uma substancia ingerida, que fica potencialmente

disponivel para ser absorvida durante a digestdo. Esta é determinante no que toca a
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biodisponibilidade e posterior atividade fisiolégica do nutracéutico (Minekus et al., 2014;
Seczyk et al., 2020).

OH
COOH

OH

HO

OH

Figura 4. Estrutura do acido rosmarinico (ChemDraw professional 16.0).

1.3. Importéncia das condi¢Bes agrondémicas no perfil quimico e bioativo de plantas

E reconhecido que as condicbes agronomicas afetam a cultura, quer em termos
quantitativos quer em termos qualitativos. Estas condi¢des vdo desde a escolha do gendtipo,
condigdes climéticas, estagdo do ano, técnicas agrondmicas e suas interacdes (Murillo-amador
et al ., 2013; Primi et al., 2019). E também consensual que o “melhoramento genético” altera
a expressao de certos genes que por sua vez alteram o perfil quimico e bioativo da planta, dai
a importancia da escolha do geno6tipo (Beszterda & Nogala-Katucka, 2019; Murillo-amador et
al., 2013).

As condicdes agronomicas para producdo de manjericdo ja foram testadas (devido ao seu
valor comercial) e o N é o principal fator para aumentar a produtividade dentro dos
macronutrientes, e o Unico significativo uma vez que, quantidades excessivas de N fazem
diminuir a producéo exercendo um efeito toxico na planta (Hiltunen & Holm, 2006). Em paises
quentes, é possivel produzir esta espécie ao longo de todo 0 ano e consegue-se obter entre 4 a
5 colheitas por ano, exigindo adubagdo para ndo perder rendimento; a quantidade de agua
disponivel também é um fator determinante para obter rendimentos aceitaveis de manjericao,

uma vez que esta planta ndo é tolerante ao stress hidrico (Hiltunen & Holm, 2006).

A colheita € decisiva para se obter rendimentos elevados de 6leo essencial, onde o pico
maximo de obtencdo é imediatamente antes da abertura das flores (antese). Este efeito também
se faz sentir ao nivel das percentagens dos compostos presentes no 6leo essencial, de igual
modo que a maturacdo das folhas, assim como a transplantagcéo das sementes para o local de

cultivo, secagem ou manipulacdo pés colheita, sdo fatores a ter em conta. A secagem Otima
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deve ser feita a uma temperatura inferior a 40 °C, mas, ha estudos que indicam que a secagem
num forno a 50 °C se obtém rendimentos elevados quer em quantidade, quer em qualidade em
comparagdo com a secagem ao ar (Da Costa et al., 2014; Hiltunen & Holm, 2006; Makri &
Kintzios, 2008; Nadeem et al., 2020).

1.3.1. Stress salino

A problematica do stress salino com o cloreto de sédio (NaCl), um tipo de stress abidtico,
advem da constante deterioracdo do solo quer em zonas costeiras quer em zonas semiaridas,
ou com excesso de adubagdo em que se utiliza sais de N e tém a facilidade de lixiviacéo
(Eltarabily, Bali, Negm, & Yoshimura, 2019; Petropoulos et al., 2017). Por outro lado, a rega
com aguas residuais tratadas ou provenientes de lencois freaticos com elevada concentracéo
salina, amplificam este efeito de aumentar o teor de iBes Na* e ClI nas raizes das plantas
(Petropoulos et al., 2017). Esta problemaética é ja uma das maiores ameacas a agricultura
mundial, pois vem sendo considerado o maior inibidor da produtividade agricola (Parihar et
al., 2015; Rubio et al., 2019).

Estes fatores, em conjunto com a pressdo do uso do solo por parte do Homem, fazem
com que a agricultura tenha de procurar formas alternativas e de se reinventar e/ou deslocar
para zonas menos propicias a agricultura, e paralelamente de aumentar a sua produtividade
global. Existe, hoje, um bilido de hectares de solo no planeta, 6% da &rea total, cujo teor em sal
ja é considerado como limitante para o crescimento normal das plantas (Parihar et al., 2015;
Petropoulos et al., 2017)

O stress salino no solo provoca uma menor taxa metabdlica uma vez que é mais ativo na
zona meristematica e de alongamento celular, isto é, nos apices das raizes, baixando a taxa de
crescimento e produtividade da planta em termos globais (Petropoulos et al., 2017; Rubio et
al., 2019).

Existem dois tipos de stress salino definidos, stress osmético ou de deficit de dgua, e o
efeito de excesso de ides (toxico). O primeiro exerce um efeito no solo junto das raizes e limita
a entrada de agua na planta enquanto que o segundo exerce um efeito inter e intracelular em
varios tecidos da planta, desde a raiz até as folhas, incluindo na germinagdo das sementes
(Figura 5) (Parihar et al., 2015; Rubio et al., 2019).

27



Revisdo bibliografica

Adicéo gradual de sal
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(Stress Osmotico) (efeito especifico do sal)

Tempo (dias ou semanas)

Figura 5. Taxa de crescimento com os dois tipos de stress salino e a sensibilidade das plantas, ao longo

do tempo e adicdo gradual de sal (Munns, 2005).

A maioria das plantas cultivadas sdo sensiveis ao stress salino, havendo exce¢des como
0 tomate, couves e brocolos que sao tolerantes, e ha também espécies que séo resistentes a este

stress como o espinafre e os espargos (Petropoulos et al., 2017).

Considera-se, por definicdo da USDA Salinity Laboratory, que um solo €é salino quando
este apresenta uma concentracdo elevada de sais sollveis perfazendo um ECe > 4 dS/m
(equivalente a 40 mM NacCl, sendo o0 ECe a condutividade do extrato saturado do solo), embora

haja culturas que sejam inibidas com valores inferiores a este (Munns, 2005).

Muito embora a produtividade baixe com o aumento do NaCl, verifica-se por vezes, um
aumento da acumulacao de compostos bioativos provenientes do metabolismo secundario, tais
como carotenoides, compostos fenolicos, organosulfurados, poliamidas, entre outros. Este
efeito chama-se de eustress, isto €, um stress positivo que melhora os componentes nutricionais
e bioativos da planta; este fator depende de vérias outras condicionantes como a duracdo do
stress, 0 grau de exposicdo, da espécie, da cultivar e das condi¢Ges agrondmicas (Chatzigianni
etal., 2019).
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1.3.2. Concentracdo de N

O N é considerado um macronutriente, pois € necessario em quantidades significativas,
devido ao facto de ser um dos constituintes das proteinas, nucleétidos, &cidos nucleicos,
aminodcidos e clorofilas (Beszterda & Nogala-Katucka, 2019).

A adubacdo com N nos vegetais é de extrema importancia, mas também pode ter 0s seus
aspetos negativos como por exemplo, a excessiva quantidade de N consumida por parte do ser
humano (Petropoulos et al., 2019). O tipo de espécie nitrogenada também influéncia o
rendimento da colheita assim como a qualidade da mesma, nomeadamente no aumento de
compostos benéficos de interesse (tocoferdis, compostos fendlicos e acidos organicos) assim
como na reducdo de compostos antinutricionais (acido oxalico) (Petropoulos et al., 2019;
Petropoulos et al., 2018).

Em espécies ja estudadas, como Chichorium spinosum L., verificou-se 0 aumento de
compostos bioativos (como por exemplo &cidos fendlicos e flavonoides) associados a uma
baixa disponibilidade de N (Chatzigianni et al., 2019; Petropoulos et al., 2019). Verificou-se
também que existe maior variabilidade associada a cultivar do que a interagdo entre salinidade
versus concentracdo de N, quanto ao aumento dos compostos bioativos na sua generalidade.
Muito embora, hajam efeitos significativos destas varidveis na composicdo quimica e

quantidade de compostos bioativos.

No manjericdo, o0s estudos indicam que uma fertilizacdo base de 1:1:1 de
nitrogénio:fosforo:potéssio (N:P:K) é suficiente para melhorar a produgdo, muito embora se
possa aumentar a taxa de N de forma a aumentar a biomassa, o rendimento da extracéo de 6leo
essencial e a sua qualidade. Este aumento é dependente da cultivar, e é de salientar que o
aumento exagerado da adubacdo com N reduz a quantidade total de 6leo, influenciando

simultaneamente a qualidade do mesmo (Hiltunen & Holm, 2006; Makri & Kintzios, 2008).

Seczyk et al. (2020), sugerem que uma maior quantidade de azoto durante a adubacao
tem um efeito negativo na biodisponibilidade dos compostos nutracéuticos, aquando da
digestdo dessas plantas, isto é, a maiores quantidades de N correspondem menores taxas de

biodisponibilidade quando se aduba acima de 30 kg N.ha! (quantidade 6tima de adubac&o).
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Os objetivos deste trabalho foram definidos em funcéo de: em primeiro lugar, estado da
arte e em segundo lugar, da evidente necessidade de aprofundar o estudo da caracterizagao
nutricional, quimica e bioatividades de diferentes cultivares de O. basilicum L., em contextos

de salinidade e nitrogénio crescentes, e de maximizacdo da sua produtividade global.
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2. OBJETIVO

Devido as alteracGes edafoclimaticas que estdo a acontecer no Mundo, torna-se cada vez
mais pertinente entender quais as plantas que se adaptam a nova realidade, em particular, ao
aumento da  salinidade do  solo, sem perder a sua  qualidade
nutricional/organolética/nutracéutica e/ou terapéutica. Além deste fator, acresce a importancia
de diminuir a utilizacdo excessiva de adubacdo, quer por questdes economicas, quer
ambientais, sem perder também a qualidade e produtividade final da planta. O conhecimento
intrinseco das diferentes cultivares de manjericdo € uma mais-valia para a producdo das
mesmas e inclusive evidenciar e/ou aumentar a sua importancia econémica.

O presente trabalho tem como OBJETIVO GERAL avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de salinidade no valor nutricional, composicdo quimica e bioatividade de trés
cultivares de manjericdo de cor purpura: ‘Dark-opal’, ‘Red-basil’, e ‘Basilico-rosso’

O efeito de diferentes concentra¢bes de N, nos mesmo parametros, foi também avaliado

nas cultivares mencionadas, acrescido de uma cultivar de cor verde: ‘Mitikas’.

Para alcancar o objetivo geral do trabalho, foram delineados os seguintes OBJECTIVOS
ESPECIFICOS:

e Caracterizar o valor nutricional (lipidos, proteinas, cinzas, hidratos de carbono e energia) e
a composicdo quimica (&cidos gordos, agucares livres, &cidos organicos, tocoferois e
compostos fenolicos) das 4 cultivares de manjericéo;

e Determinar as bioatividades (atividade antioxidante e antimicrobiana);

e Auvaliar a influéncia da salinidade (controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3 dS/m e S2 com 4,5
dS/m) nos pardmetros enumerados;

e Auvaliar a influénciado N (controlo (0 ppm); 200 ppm; 400 ppm e 600 ppm) nos parametros
enumerados;

e Relacionar e determinar, dentro das cultivares, qual o0 método de cultivo (salinidade e/ou
N) mais interessante;

e Definir qual a melhor cultivar/método de cultivo para cada parametro estudado.
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Neste capitulo, serdo descritas as metodologias utilizadas para o desenvolvimento deste
trabalho, que estiveram de acordo, quer com a bibliografia mais recente, quer com o objetivo

deste trabalho, por forma a que os resultados pudessem ser validados cientificamente.

Estdo descritos detalhadamente, os procedimentos relativos a salinidade e da
fertirrigacdo com nitrogénio, assim como os procedimentos para determinacdo da composicao
proximal (humidade, lipidos, proteinas, cinzas, glucidos e energia), da composi¢do nutricional
(acucares livres, acidos orgéanicos, acidos gordos, tocoferdis e compostos fenolicos) e das

propriedades bioativas (atividade antioxidante e atividade antimicrobiana).
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3. METODOLOGIA

3.1. Padrdes e reagentes

O acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99.8% de grau HPLC foram
adquiridos da Lab-Scan (Lisboa, Portugal). O etanol 99,8%, metanol 99,9%, hexano, éter de
petrdleo, acido sulfurico e acido cloridrico de grau analitico foram adquiridos da Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, EUA). O cloroférmio, 2,2'-azobis (2-amidinopropano) dicloridrato
(AAPH), éacido tricloroacético (TCA), tris e os padrdes de éacido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), aglcares (>98% pureza HPLC), &cidos organicos
(>99% pureza HPLC), e a mistura de acidos gordos de ésteres metilicos (FAME) (padréo
47885-U) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, EUA). Os padrbes de
tocoferois (>98% pureza HPLC), tocol 50 mg/mL (98% pureza HPLC), foram adquiridos na
Matreya (Pleasant Gap, PA, EUA), os padrbes de compostos fenolicos foram adquiridos da

Extrasynthése (S.A., Genay, Franca).

Agar Mueller-Hinton e agar malte foram obtidos do Instituto de Imunologia e Virology,
Torlak (Belgrado, Seérvia). Dimetilsulfoxido (DMSO) foi adquirido na Merck (KGaA,
Alemanha). Os controlos positivos E211 e E224 foram adquiridos na Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, EUA). Outros reagentes e solventes de grau analitico foram adquiridos de fontes comuns.

O tratamento da &gua foi realizado usando um sistema de purificacdo de agua Milli-Q
(TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, EUA).

3.2.Preparacgdo das amostras
3.2.1. CondigGes de aplicacéo da salinidade

Sementes de trés cultivares de manjericdo de cor purpura (O. basilicum), nomeadamente
‘Red-basil’ (manjericdo purpura, Geniki Fytotechniki SA; Atenas, Grécia), ‘Dark-opal’ (Opala
escuro, De Corato Sementi; Andria, Italia) e ‘Basilico-rosso’ (Larosa Emanuele Sementi;

Andria, Italia) foram selecionadas.
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As sementes foram cultivadas em tabuleiros contendo turfa no dia 04/04/2019. As
plantulas foram transplantadas para sacos de 2 L contendo turfa e perlite (1:1; v/v) no dia

23/04/2019 na Universidade Tessal6nica, na Grécia.

Foram efetuados 3 tratamentos distintos de salinidade, com concentracGes crescentes de
NaCl, nomeadamente, controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m. Todas as
plantas foram fertirrigadas com uma solucdo nutritiva contendo 200 ppm de N:P:K (20:20:20)

(até, aproximadamente, as 3 semanas apds a transplantacéo).

Posteriormente, todas as plantas receberam o tratamento de salinidade e utilizaram-se 15

vasos com uma planta por vaso, perfazendo 45 vasos no total.

A colheita foi realizada a 14/06/2019, precedente a antese (abertura da flor). Logo ap6s
a colheita, as plantas foram pesadas, liofilizadas (FreeZone 4.5, Labconco, MO, USA), trituradas

e armazenadas ao abrigo da luz até posterior analise.

3.2.2. Condicdes de aplicacdo do nitrogénio

Para além das cultivares anteriormente selecionadas para o ponto 3.2.1., foi utilizada
adicionalmente uma cultivar local ‘Mitikas’ (verde) e as condicdes de cultivo foram idénticas

as descritas no ponto anterior.

Foram efetuados 4 tratamentos distintos com concentracOes crescentes de N,
nomeadamente, controlo (0 ppm); 200 ppm, 400 ppm e 600 ppm. As plantas foram fertirrigadas
com 50 a 300 mL dependendo das condicGes de crescimento. Para cada tratamento, foram

utilizados 15 vasos com uma planta por vaso (60 vasos no total).

Para a colheita e preparacdo das amostras, procedeu-se de acordo com o descrito

anteriormente no ponto 3.2.1.

A origem e classificacdo taxonomica das amostras de manjericdo ndo é clara, havendo
ambiguidades no que se refere a aplicacdo da nomenclatura botanica. As amostras estudadas,
‘Red-basil’ e ‘Dark-opal’ sdo consideradas cultivares selecionadas artificialmente, ‘Basilico-
rosso’ é considerada uma cultivar comercial (trade designation) e a ‘Mitikas’ € uma subespécie

com distribuig&o local.
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Para facilitar a sua identificacdo e referéncia ao longo deste trabalho adotou-se a grafia
correspondente para designar as cultivares, respetivamente ‘Dark-opal’, ‘Red-basil’, ‘Basilico-

rosso’ e ‘Mitikas’.

3.3. Caracterizacao nutricional e quimica das cultivares de manjericéo
3.3.1. Composicédo Proximal

Foi avaliada a composicdo em macronutrientes (humidade, glucidos, cinzas, proteinas e
lipidos) conforme os métodos oficiais de analise de alimentos (AOAC, 2016). O teor de
humidade foi avaliado com base na diferenca de massa obtida antes e depois da liofilizacéo,
utilizando a seguinte equagdo: Humidade (g/planta) = [(g fresco — g seco)/  fresco]*100. O teor de
proteinas totais foi estimado pelo método macro-Kjeldahl por conversdo do azoto total
utilizando o fator de converséo (N x 6,25). Os lipidos foram determinados através da extracao
de uma massa conhecida da amostra com éter de petroleo, utilizando-se o aparelho de Soxhlet.
O teor de cinzas foi determinado por incinera¢do numa mufla a 550£15 °C. Os glucidos foram
calculados por diferenca, segundo equacdo: Glucidos (g/100 g massa seca (ms)) = 100 - (g
cinzas + § proteinas + § lipidos). A energia foi calculada com base no sistema de Atwater de acordo

com a equacéo: Energia (Kcal/100 g ms) = 4 x (g proteinas + g glicidos) + 9 X ( tipidos)-

3.3.2. Acucares Livres

A determinacédo dos acucares livres foi realizada com base na metodologia descrita por
Obodai et al. (2017), utilizando um sistema de Cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detetor de indice de refragio (HPLC-RI). As amostras liofilizadas (1,5 g), foi adicionado 1 mL
de padrdo interno (PI, melezitose, 25 mg/mL) e posteriormente procedeu-se a extracdo com 40
mL de etanol 80% a 80 °C durante 1h 30 min. Em seguida, procedeu-se a filtracéo e evaporacéao
do etanol e o sobrenadante obtido foi lavado trés vezes sucessivas com 10 mL de éter etilico
(deslipidificacdo da fase aquosa). Apds concentracdo a 40 °C, o residuo solido foi redissolvido
em agua destilada para um volume final de 5 mL. Apos filtracdo em filtros de nylon de 0,2 um
para vials, procedeu-se a analise por HPLC-RI a 35 °C utilizando um sistema de HPLC
(Knauer, sistema Smartline) equipado com um detetor de RI (Knauer Smartline 2300) e com

uma coluna 100-5 NH2 Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer). A fase mével utilizada foi
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acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v) com um caudal de 1 mL/min. A identificacdo dos
acucares foi realizada usando 0 método do PI e por comparacgdo cromatografica com padrfes

comerciais. Os resultados foram expressos em g por 100 g de ms.

3.3.3. Acidos Organicos

Os é&cidos organicos foram determinados por cromatografia liquida ultra rapida com
detetor de diodos (UPLC-DAD), conforme a metodologia descrita e otimizada por Barros et
al. (2013). Procedeu-se a extracdo de 1,5 g das amostras liofilizadas com 25 mL de acido
metafosforico (25 °C a 150 rpm) em agitacdo durante 25 min. As solucdes obtidas foram
filtradas através de papel Whatman N° 4 e seguidamente atraveés de filtros de nylon de 0,2 um
(Millipore) para vials. Os acidos organicos foram analisados utilizando um sistema Shimadzu
20A series UFLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado com uma coluna de fase
reversa C18 SphereClone (Phenomenex, 5 um, 250 x 4,6 mm), termostatizada a 35 °C. A
eluicdo foi realizada com acido sulfarico 3,6 mM usando um caudal de 0,8 mL/min. A detecédo
foi efetuada num detetor DAD, utilizando 215 nm e 245 nm (para o acido ascorbico) como
comprimentos de onda. Os acidos organicos identificados foram quantificados por comparacao
da &rea dos picos com as curvas de calibragdo obtidas a partir de padrées comerciais de cada

composto. Os resultados foram expressos em g por 100 g de ms.

3.3.4. Acidos Gordos

A partir da fracdo lipidica obtida anteriormente pela extracdo de Soxhlet, os acidos
gordos foram derivatizados por um processo de transesterificacdo previamente descrito por
Obodai et al. (2017). 5 mL de metanol:acido sulfarico:tolueno (2:1:1, v/v/v) foram adicionados
a fracdo lipidica e incubados por 12 h a 50 °C e 160 rpm. Apds a incubagdo, foram adicionados
3 mL de &gua destilada e 3 mL de éter dietilico, agitou-se vigorosamente com a ajuda de um
vortex. A fase organica contendo os FAME foi removida, desidratada com sulfato de sodio

anidro e filtrada com filtros de nylon de 0,2 um (Millipore) para anélise posterior.

O perfil de acidos gordos foi determinado por cromatografia gasosa (GC 1000, DANI,
Mildo, Italia) equipado com um injetor split/splitless a 250 °C, detetor de ionizac¢éo de chama

(FID) a 250 °C e uma coluna Macherey-Nagel (30 m x 0,32 mm ID x 0,25 um, df, Phenomenex,
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Lisboa). O programa de temperatura do forno utilizado foi o seguinte: temperatura inicial da
coluna foi de 80 °C, durante 1,5 min., em seguida aumentou-se a temperatura 40 °C/min até o0s
160 °C, 5 °C/min até os 185 °C, 30 °C/min até os 260 °C durante 4 min. O caudal do gas de
arraste (hidrogénio) foi de 0,6 mL/min, medido a 100 °C. A injecéo split foi de 1:80.

A identificacdo de acidos gordos foi feita com base nos tempos de retencdo relativos dos
picos da mistura padrdo dos 37 FAMEs e das amostras. Os resultados foram processados
usando o software Clarity 4.0.1.7 (DataApex, Podohradska, Republica Checa) e expressos em

percentagem relativa de cada &cido gordo.

3.3.5. Tocoferois

Os tocoferois foram determinados de acordo com o procedimento otimizado pelos
autores Martins et al. (2016). Antes de se proceder & extracdo, adicionou-se as amostras
liofilizadas (~500 mg) uma solugdo de BHT em hexano (10 mg/mL, 100 pL) e o padrédo interno
(P1) (tocol em hexano 50 ug/mL; 400 uL). Adicionaram-se 4 mL de metanol e posterior
homogeneizacdo no vortex durante 1 min. De seguida, adicionaram-se 4 mL de hexano
procedendo-se, posteriormente, a nova homogeneizagdo no vortex (1 min). Posteriormente
adicionou-se ainda 2 mL de uma solucéo aquosa saturada de NaCl, homogeneizou-se no vortex
(2 min), centrifugou-se (centrifuga refrigerada Multifuge X1R, Thermo Fisher Scientific, 5
min, 4000 g) e transferiu-se, cuidadosamente, o sobrenadante para um frasco ambar. A amostra
foi re-extraida mais duas vezes com hexano e desidratada com sulfato de soédio anidro. O
extrato foi levado a secura recorrendo a uma corrente de azoto. De seguida foi re-dissolvido
em 2 mL de hexano, filtrado (filtros de 0,22 um) para vials &mbar e analisados por HPLC-FL.

Utilizou-se um sistema integrado de bomba quaternaria (Knauer, sistema Smatline 1000),
um desgaseificador (Smartline 5000), um amostrador automatico (AS-2057 2500) e um detetor
de fluorescéncia (FL, Jasco) programado para excitagdo a 290 nm e emissdo a 330 nm. Os
dados foram analisados usando o software Clarity 2,4 (DataApex, Praga, Republica Checa). A
separagdo cromatografica foi conseguida com uma coluna em fase normal Poliamida Il (5 zm,
250 x 4.6 mm, WMC Waters, Japao), operando a 30 °C (forno 7971 R Grace). A fase mdvel
utilizada foi uma mistura de hexano/acetato de etilo (70:30, v/v) com um caudal de 1 mL/min.
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A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o método do
Pl e por comparacdo cromatografica com padrdes. Os resultados foram expressos em mg por
100 g de ms.

3.3.6. Preparacdo dos extratos hidroalcoodlicos das folhas

Para a preparacdo dos extratos hidroalcodlicos, 3 g das folhas liofilizadas, foram
extraidas com 60 mL de etanol/agua (80:20, v/v) sob agitacdo magnética constante, a
temperatura ambiente, durante uma hora. O preparado foi filtrado através de um filtro de papel
Whatman N° 4 e o residuo re-extraido repetindo-se o procedimento. Posteriormente, o etanol
foi evaporado a 40 °C (Buchi R-2010), e procedeu-se a congelacdo e liofilizacdo para a

obtencdo do extrato.

3.3.7. Compostos fenolicos

Os extratos foram submetidos a anélise cromatogréfica de acordo com o procedimento
descrito pelos autores Bessada et al. (2016), em HPLC Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo
Scientific, San Jose, CA, USA) utilizando um sistema composto por bomba quaternéria e dupla
detecdo on-line: detetor de diodos (DAD), usando o 4 de 280 nm, 330 nm e 370 nm, e um
detetor de espectrometria de massas (MS). Para a separacdo utilizou-se uma coluna Waters
Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 um, 150 x 4,6 mm, Watersm Milford, MA, USA), operando a 35
°C. A fase movel foi 0,1% de acido formico em agua (A) e acetonitrilo (B). O gradiente de
eluicdo foi de 15% B (5 min), 15% B a 20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10
min), 35-50% B (10 min), e a coluna foi reequilibrada (10 min) utilizando um fluxo de 0,5

mL/min.

A detecdo MS foi realizada por um espectrometro de massa lon Trap Linear LTQ XL
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), com uma fonte de ionizacgéo electrospray ESI. O azoto
foi utilizado como gas de arrasto a 50 psi. O sistema operou com uma voltagem de spray a 5
kV a 325 °C com tensdo capilar de -20 V. Foi mantida a voltagem de -66 V do tube lens offset.
Os espectros foram gravados em modo ido negativo entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisdo
utilizada foi de 35 (unidades arbitréarias), e os resultados foram recolhidos e analisados por

intermédio no programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).
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Identificaram-se os compostos fenolicos através de comparacGes dos tempos de
retencdo, espectros de massa e de UV-Vis com os obtidos pelos padrdes quando disponiveis,
e/ou comparando com a informacao disponivel na literatura. Realizou-se a analise quantitativa
de acordo com as retas de calibracdo (&cido cafeico, 3-quercetina-3-O-rutinosideo e acido
rosmarinico), usando como base o sinal UV-Vis dos padrdes comerciais no seu A maximo e,
quando ndo disponiveis, a partir de outros compostos com o mesmo grupo fendlico. Os

resultados foram expressos em mg por g de extrato.

3.4. Propriedades bioativas
3.4.1. Atividade Antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante foi determinado in vitro nos extratos
hidroalcodlicos preparados anteriormente e realizaram-se dos ensaios celulares: inibicdo da
peroxidacdo lipidica, TBARS (espécies reativas do &cido tiobarbitarico) e o ensaio da inibi¢éo
da hemdlise oxidativa (OXHLIA).

3.4.1.1. TBARS - inibicdo da peroxidacéo lipidica através de produtos reativos do acido

tiobarbiturico

Neste ensaio os TBARS foram obtidos a partir de tecidos cerebrais de porco, de animais
oficialmente abatidos. O tecido cerebral foi homogeneizado em solugdo tampéo Tris-HCI (20
mM e pH 7,4) para se obter uma porcdo de 1:2 (m/v) de homogeneizado cerebral apds a
centrifugacdo a 4000 g durante 10 min. Recolheu-se o sobrenadante, o qual foi adicionando
(100 pL) as solucBes das amostras (200 pL) na presenca de 100 pL de FeSO4 (10 mmol/L e
100 pL de &cido ascérbico (0.1 mmol/L). Apds incubacdo a 37 °C durante 1 hora, parou-se a
reacao através da adicdo de 500 pL de &cido tricloroacético (28%, m/v), seguido do acido
tiobarbitarico (TBA, 2%, m/v, 380 uL). Seguidamente a mistura foi aquecida a 80 °C durante
20 min e centrifugada a 3000 g durante 10 min para remover o precipitado proteico. A
intensidade da cor do complexo malondialdeido (MDA) — TBA no sobrenadante foi medida a

532 nm e a inibigdo da peroxidacao lipidica (%) foi calculada segundo a equacdo:
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Inibicio de peroxidagio lipidica (%) = [AA%B x 100, onde A corresponde a absorvancia

do controlo e B a absorvancia da amostra por Sarmento et al. (2015).

3.4.1.2. OXHLIA - ensaio da inibi¢cdo da hemdlise oxidativa

Para a realizagéo deste ensaio celular, foi efetuada uma colheita de sangue de ovelha do
qual foram obtidos apenas os eritrocitos por centrifugacdo (Multifuge X1R, Thermo Fisher
Scientific) a 2900 rpm, durante 5 min a 10 °C. Apds eliminacdo do sobrenadante, a amostra
centrifugada foi submetida a uma lavagem com NaCl (150 mM) seguida de trés lavagens com
tampdo fosfato-salino (PBS; pH 7,4), procedendo-se a centrifugacdo e remocédo do
sobrenadante a cada lavagem. Em seguida preparou-se uma solugéo de eritrocitos a 2,8% (v/v)
tendo como diluente o PBS. Posteriormente, 200 puL da solugdo de eritrécitos foram
adicionados a 400 pL de PBS, (servindo esta solugdo de controlo), bem como as diferentes
concentracdes de extrato dissolvidas em PBS (20 a 0,625 mg/mL). Realizou-se ainda a adicao
da solucdo de eritrocitos a agua (para promover a hemolise completa), funcionando como um
controlo negativo. Os ensaios foram realizados em microplacas de 48 pocos, as quais foram
incubadas a 37 °C durante 10 min com agitagdo. Ap6s o periodo de incubacdo, foram
adicionados 200 uL de dicloridrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH; 160 mM) e a
densidade otica foi medida a 690 nm. As microplacas foram depois incubadas nas mesmas

condicdes até hemolise completa, com medigdes a cada 10 min (Lockowandt et al., 2019).

A percentagem da populacdo de eritrocitos (PE) que permanece intacta foi calculada

conforme a equagéo:
PE (%) = (St- CHO/ SO - CHO) x 100

onde St e SO correspondem a densidade 6tica da amostra num instante de tempo t e 0 min,
respetivamente, e CHO é a densidade Gtica correspondente & hemolise completa aos 0 min. Os
resultados foram expressos como tempo de atraso da hemdlise (At), calculado da seguinte

equacéo:
At (min) = Htso (amostra) — Htso (controlo)

onde Htso € 0 tempo correspondente a 50% de hemalise (min) obtido graficamente a partir

da curva de hemolise para cada concentracdo de amostra antioxidante.
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Foram estabelecidas correlacdes entre os valores de At e as diferentes concentracdes de
amostra, de forma a calcular a concentracdo capaz de retardar a hemolise em 60 min (ECso (60
min), ug/mL) e 120 min (ECso (120 min), pg/mL).

3.4.2. Atividade Antimicrobiana

Quatro bactérias Gram (+) [Bacillus cereus (isolado clinico), Micrococcus flavus (ATCC
10240), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), e Listeria monocytogenes (NCTC 7973)] e
bactérias Gram (-) [Escherichia coli (ATCC 35210)], Enterobacter cloacae (isolado humano),
Salmonella enteritidis (isolado clinico) e S. typhimurium (ATCC 13311)] foram utilizadas para
avaliar a atividade antibacteriana dos extratos hidroalcoolicos de manjericdo. Sete fungos
[Aspergillus fumigatus (ATCC 1022), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Aspergillus
ochraceus (ATCC 12066), Aspergillus niger (ATCC 6275), Cladosporium cladosporioides
(ATCC 11278), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), e Penicillium verrucosum var.
ciclopium] foram utilizados para avaliar a atividade antifingica. Os microrganismos foram
obtidos no laboratério de micologia, Departamento de Fisiologia Vegetal, Instituto de
investigacao biologica "Sinisa Stankovi¢", Universidade de Belgrado, Sérvia. O ensaio
antimicrobiano foi realizado utilizando o método de microdilui¢cdo seguindo a metodologia

anteriormente descrita pelos autores (Petropoulos et al., 2017).

As concentragdes que inibiram completamente o crescimento foram definidas como as
concentragdes mais baixas que ndo apresentaram crescimento visivel apds visualizacdo no
microscopio binocular, sendo determinadas pelo ensaio da viabilidade microbiana
colorimétrica baseado na reducdo do corante INT (violeta p-iodonitrotetrazolium) e pela
reinoculacdo de 10 uL de meio com o in6culo. Apds 24 horas, observou-se o crescimento de
microrganismos, e a auséncia de crescimento foi considerada como a concentracdo minima
inibitéria (CMI). A concentracdo minima bactericida (CMB) e a concentragdo minima
fungicida (CMF) foram também calculadas, indicando 99,5% de inibicdo do indculo original.
Os aditivos alimentares E211 (benzoato de sodio) e E224 (metabissulfito de potassio) foram

utilizados como controlos positivos e 5% de DMSO foi utilizado como controlo negativo.

41



Metodologia

3.5. Analise estatistica

O desenho experimental foi realizado atraves do bloco completo randomizado com trés
repeticOes. Para todos os ensaios, trés amostras foram preparadas para cada tratamento e cada
ensaio foi realizado em triplicado (n=3) e expressos como média = desvio padrdo (DP). Foi
efetuada a anlise de variancia bidirecional (ANOVA), considerando como fatores as cultivares
e os tratamentos de salinidade e nitrogénio, enquanto as médias foram comparadas de acordo
com o teste Tukey’s HSD (p=0.05). Todas as outras analises foram realizadas com o programa
SPSS v.23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo discutidos, a luz de diferentes autores, os resultados obtidos nos
ensaios realizados no que concerne a caracterizacdo nutricional e quimica assim como

propriedades bioativas.

Serdo analisados os resultados referentes aos efeitos salinidade e a adubacao nitrogenada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Tolerancia a salinidade
4.1.1. Composicao proximal e valor energético

Para todos os pardmetros avaliados, a analise ANOVA a duas vias mostrou uma interacao
significativa entre os fatores testados. Portanto, todas as combinacdes possiveis de tratamentos

foram comparadas entre si e 0s resultados sdo apresentados nas tabelas correspondentes.

Os resultados da composicao proximal e o valor energético encontram-se representados
na Tabela 3. Observaram-se diferencas significativas entre as cultivares testadas relativamente
a humidade, sendo a ‘Red-basil” a que apresentou teores mais elevados em todos os niveis de
salinidade testados, exceto para o nivel mais elevado (S2) (27+3 g/g planta) onde nédo difere
significativamente da cultivar ‘Dark-opal’ (273 g/g planta). Por outro lado, as cultivares
‘Dark-opal’ e Basilico Rosso ndo foram afetadas pelo aumento da salinidade. Em contraste, a
cultivar ‘Red-basil” apresentou uma diminuicéo significativa nos teores de humidade das folhas
quando foi submetida ao nivel mais elevado de salinidade (4,5 dS/m). Estes resultados estéo
de acordo com os descritos da literatura, onde varias cultivares de manjericdo foram testadas
sob as mesmas condigdes, e observaram uma resposta variavel a salinidade (Maia et al., 2017).
Além disso, Bione et al. (2014) evidenciaram uma diminuicdo linear dos teores de humidade
com o aumento da salinidade, o que ndo foi observado no nosso estudo. Este resultado
contraditério pode ser devido, ao facto de Bione et al. (2014), terem utilizado as amostras
controlo com uma concentragdo muita baixa de salinidade (0,29 dS/m) e uma gama mais ampla

de concentracgdes de salinidade do que as utilizadas no nosso estudo (1,45dS/m a 8,43 dS/m).

Os teores de lipidos variaram entre 1,38 g/100 g ms e 2,10 g/100 g ms para as amostras
controlo na cultivar ‘Red-basil’ e o tratamento S2 na cultivar ‘Dark-opal’, respetivamente. Em
geral, 0 aumento da salinidade resultou num aumento do teor de lipidos para todas as cultivares,

sendo que os teores mais elevados foram obtidos para a cultivar ‘Dark-opal’.

Da mesma forma, os teores de cinzas variaram entre 12,2 g/100 g ms (‘Basilico-rosso’;
tratamento controlo) e 15,5 g/100 g ms (‘Dark-opal’; tratamento S1); observou-se uma

tendéncia crescente em todas as cultivares com o aumento da concentracdo de salinidade,
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especialmente a cultivar ‘Dark-opal’ que apresentou os teores mais elevados (25,0% e 22,5%

para os tratamentos S1 e S2, respetivamente).

Os teores de proteinas variaram entre 38,4 g/100 g ms (‘Dark-opal’; tratamento S2) e
52,2 /100 g ms (‘Red-basil’; tratamento de controlo), em contraste com os teores de lipidos e
cinzas, em que se verificou uma diminuicdo significativa com o aumento da concentracdo de

salinidade (até 17% na cultivar ‘Dark-opal’).

Os glucidos também foram afetados significativamente, e os teores variaram entre 35,2
g/100 g ms (‘Basilico-rosso’; tratamento de controlo) e 44,3 g/100 g ms (‘Dark-opal’;
tratamento S2), verificando-se que o aumento da salinidade resultou no aumento significativo

nos teores dos glucidos (até 12,1% para a cultivar ‘Dark-opal’).

Relativamente ao valor energético, os teores mais elevados foram registados no
tratamento controlo em todas as cultivares estudadas, enquanto que o aumento da salinidade
resultou numa concomitante reducédo do valor energetico. Tal como no nosso estudo, Kaur et
al. (2019), descreveram teores de proteinas e glucidos dentro do mesmo intervalo, enquanto
que os teores de lipidos e de proteinas foram mais elevados e reduzidos, respetivamente, do
que os observados no nosso estudo. Além disso, Ghoora et al. (2020) relataram um contetdo
proteico, em microvegetais de manjericdo francés, dentro do mesmo intervalo (38 g/100 g ms)
embora o conteudo de cinzas fosse significativamente mais elevado do que o descrito no nosso
estudo (22,7 g/100 g ms).

Outros autores, em diferentes espécies de Ocimum (O. viride e O. gratissimum)
descreveram um perfil nutricional diferente em comparacdo com o nosso estudo (Danso-
Boateng, 2013; Mlitan, 2014), enquanto que Naiji e Souri (2018) testaram o efeito do regime
de fertilizacdo (fertilizacdo quimica x cultivo orgénico) nas folhas de manjericdo doce e

também observaram uma composi¢éo nutricional diferente.

Estes resultados indicam um efeito significativo do gendtipo e das préaticas de cultivo no
estado nutricional do manjericéo, e Ribas et al. (2019) referem que as diferencas entre os varios

estudos podem ser atribuidas & presenca de caules dentro das amostras.

Quanto ao efeito da salinidade, de acordo com a literatura, o stress salino induz a
acumulacdo de varios osmélitos, como por exemplo os glicidos, para a protecdo do citoplasma
e estruturas celulares, e a retencdo da absorcao de agua, como também foi observado no nosso
estudo (Dias et al., 2019).
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Tabela 3. Humidade (g/planta), composicao proximal (g/100 g ms) e valor energético (kcal/100 g ms)

das cultivares de manjericdo estudadas em relagdo aos niveis de salinidade aplicados (média + DP, n=3).

Cultivar Humidade Lipidos Proteinas Cinzas Glucidos Energia
Controlo 27+3 B2 1,70+0,04 A° 46,4+0,2 “ 12,4+0,5 B 39,5+0,6 ¢ 359+148
‘Dark-opal’ S1 26+2 B2 2,08+0,04 A 41,2+0,2 ¢ 15,540,242 41,22+0,027°  348,4+0,4 B¢
S2 27+3 48 2,10+0,03 42 38,4+0,3 °f 15,240,142 44,3+0,2 A 349,740,4 B¢
Controlo 3043 A2 1,3840,024¢ 52,2+0,6 A 11,8+0,3 B¢ 34,6+0,6 B 359,740,942
‘Red-basil’ S1 2942 A4 1,57+0,02 Ad 50,9+0,8 A 13,1+0,14° 34,4405 355,3+0,14°
S2 27+3 AP 1,55+0,02 Ad 49,2+0,8 A° 12,8+0,2 Abe 36,5+0,4 < 356,7+0,54°
Controlo  22,4+0,8“  1,59+0,08A%  51,10+0,07 A% 12,2+0,1 Bde 35,240,2 Bef 359,340,142
‘Basilico-rosso’  S1 18+2 ¢ 1,67+0,04 Abc 49+1 B¢ 13,2+0,2 4 36,4+0,8 Bee 355,7+0,7 A
S2 22+2 Ba 1,70+0,01A° 46,5+0,2 B¢ 12,9+0,14 38,9+0,2 B¢ 356,9+0,34°

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m. *Diferentes letras latinas maiusculas na mesma
coluna indicam diferencas significativas entre as cultivares testadas para o mesmo tratamento de salinidade,
enquanto as letras latinas mindsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos de

salinidade testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05).

4.1.2. Acucares livres

A composicdo em agUcares livres é apresentada na Tabela 4, onde apenas trés compostos
foram identificados. A glucose foi o aclcar maioritario, seguido da sacarose e da frutose. O
mesmo perfil de acucares foi descrito pelos autores Carocho et al. (2016), enquanto que
Fernandes et al. (2019) detetaram, adicionalmente, a presenca de trealose em quantidades
semelhantes a sacarose e a frutose. A cultivar ‘Basilico-rosso’ apresentou teores elevados de
acucares totais e individuais comparativamente com as outras cultivares, especialmente no
tratamento S2. E interessante salientar que os aglcares livres totais e individuais aumentaram
com o0 aumento da salinidade em todas as cultivares testadas, exceto na cultivar ‘Dark-opal’,
onde se verificou uma diminuicdo significativa da glucose. Esta diferenca, na resposta das
plantas aos tratamentos de salinidade, poderia ser associada aos resultados da humidade das
cultivares (ver Tabela 3), onde a humidade da ‘Dark-opal’ aumentou ligeiramente com o

tratamento de salinidade mais elevado (S2).

Os acUcares livres sdo considerados os principais osmdlitos que as plantas utilizam para

aumentar o potencial do citoplasma, como mecanismo de protecdo contra o stress provocado
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pela salinidade (Dias et al., 2019), os resultados do nosso estudo indicam uma eventual

tolerancia a salinidade da cultivar ‘Dark-opal” comparativamente com as outras duas cultivares.

O stress induzido pela salinidade esta associado a inducdo das vias biossintéticas do 6leo
essencial em vérias plantas aromaticas, sendo os agucares considerados como 0s principais
precursores, especialmente a sacarose (Becker et al., 2015). Além disso, os fatores do stress
abioticos como o défice hidrico ou a elevada salinidade podem induzir a acumulacdo de
acucares como meio de mitigar os efeitos negativos no metabolismo celular (Dias et al., 2019;
Petropoulos et al., 2020Db).

Tabela 4. Composicao em acUcares livres das cultivares de manjericdo estudadas em relagéo aos niveis

de salinidade aplicados (g/100g ms) (média £ DP, n=3).

Cultivar Frutose Glucose Sacarose Acucares livres totais

Controlo 0,93+0,03¢ 2,59+0,02"  0,95+0,01" 4,47+0,01 ¢

‘Dark-opal’ S1 1,65+0,01 b 2,80+0,01F  1,73+0,04°¢ 6,17+0,03 Be
S2 1,69+0,01° 1,35+0,06'  1,79+0,02¢ 4,84+0,08 "

Controlo 1,52+0,04 ¢ 2,670,029  0,88+0,021 5,08+0,01 B¢

‘Red-basil’ S1 1,61+0,04°¢ 2,90+0,01¢ 1,11+0,01¢ 5,63+0,05 ¢f
S2 1,92+0,018 3,15+0,01¢  1,57+0,03f 6,64+0,02 B¢

Controlo 0,52+0,04 3,71+0,02¢  2,09+0,04°¢ 6,32+0,03Ad

‘Basilico-rosso’ S1 1,61+0,02° 3,76+0,01°  2,30+0,01° 7,67+0,02 A
S2 1,94+0,022 3,97+0,03%  2,48+0,03°2 8,39+0,04 A

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m. *Diferentes letras latinas maiusculas ha mesma
coluna indicam diferencas significativas entre as cultivares testadas para o mesmo tratamento de salinidade,
enquanto letras latinas minudsculas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os tratamentos de
salinidade testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05). Curvas de calibracéo
utilizadas: frutose (y = 1,04x, R? = 0,999; Limite de detecdo (LOD) = 0,05 mg/mL; Limite de quantificagdo (LOQ)
= 0,18 mg/mL), glucose (y = 0,935%, R = 0,999; LOD = 0,08 mg/mL; LOQ = 0,25 mg/mL) e sacarose (y =
0,977x, R? = 0,999; LOD = 0,06 mg/mL, LOQ = 0,21 mg/mL).

4.1.3. Acidos organicos

A composicao dos &cidos organicos é apresentada na Tabela 5, sendo o acido quinico o
acido organico maioritario seguido dos acidos oxalico e xiquimico, por sua vez, foram

detetados apenas vestigios do acido ascorbico. O &cido quinico foi descrito como sendo o acido
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organico mais abundante pelos autores Fernandes et al. (2019), que estudaram a composicao
quimica das folhas de manjericdo da cultivar Red Rubin (O. basilicum var. purpurascens), e
também identificaram os &cidos oxalico, malico, citrico, xiquimico, fumarico e ascorbico. Os
mesmos acidos organicos maioritarios foram também descritos por Carocho et al. (2016) que

identificaram os acidos malico e citrico, mas em quantidades menores.

O contetido mais elevado de &cidos oxalico, quinico e organicos totais foram registados
para o tratamento controlo da cultivar ‘Basilico-rosso’. Em todas as cultivares testadas o
aumento da salinidade resultou numa diminuicdo dos acidos organicos maioritarios (acido
quinico e oxalico), bem como no teor de acidos organicos totais. Tendéncias semelhantes foram
descritas por Petropoulos et al. (2020b) e Carvalho et al. (2009) em outros vegetais folhosos,
e também observaram uma diminuicéo dos &cidos organicos com o aumento da concentracao

da salinidade.

Considerando os resultados obtidos relativamente a composicdo e teores de aglcares
livres e de tocoferdis, parece evidente que 0 mecanismo protetor ndo enziméatico do manjericdo
contra o stress induzido pela salinidade esté relacionado com a acumulacdo de agUcares, que
séo os principais osmolitos, enguanto que os tocoferois e acidos organicos tém um papel menos

relevante.

Tabela 5. Composicdo em &cidos organicos das cultivares de manjericdo estudadas em relacdo aos

niveis de salinidade aplicados (g/ 100g ms) (média £ DP, n=3).

Cultivar Acido Acido Acido Acido Acidos Organicos
Oxalico Quinico Xiquimico Ascorbico Totais
Controlo 5,23+0,08°¢ 9,87+0,03°¢ 0,090+0,001 f tr 15,240,1 ¢
‘Dark-opal’ S1 4,08+0,01°9 8,19+0,08f 0,100+0,001¢ tr 12,38+0,08 "
S2 4,81+0,02F 8,11+0,03f 0,180+0,0022 tr 13,11+0,01 B9
Controlo  5,49+0,03° 10,5+0,2° 0,110+0,001 ¢ tr 16,0+0,2 B°
‘Red-basil’ S1 4,97+0,03¢ 8,77+0,05¢ 0,100+0,001 ¢ tr 13,85+0,02 Bf
S2 4,97+0,02°¢ 7,4+0,19 0,130+0,001° tr 12,540,1¢"
Controlo  5,80+0,05% 11,970,012 0,120+0,002°¢ tr 17,89+0,06 A2
‘Basilico-rosso’  S1 5,09+0,07 ¢ 9,71+0,05°¢ 0,110+0,0014 tr 14,90+0,03 Ad
S2 5,17+0,06 ° 9,33+0,09¢ 0,090+0,001 f tr 14,60+0,04 A€

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m; tr- tracos; *Diferentes letras latinas maitusculas na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre as cultivares testadas para 0 mesmo tratamento de

salinidade, enquanto letras latinas mindsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os
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tratamentos de salinidade testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05). Curvas
de calibragdo utilizada: 4cido oxalico (y = 9 x 10%x + 377,946; R?= 0,994; LOD = 12,55 ug/mL; LOQ = 41,82
ug/mL); acido quinico (y = 612,327 x + 16,563; R?= 1; LOD = 24,18 ug/mL; LOQ = 80,61 ug/mL); acido
xiquimico (y = 7 x 107x + 175156; R2 = 0,9999; LOD = 10,2 ug/mL; LOQ = 56,5 ug/mL) e acido fumarico (y =
148,083x + 96,092; R=1; LOD = 0,08 ug/mL; LOQ = 0,26 ug/mL).

4.1.4. Acidos gordos

Dezoito acidos gordos individuais foram detetados em todas as amostras de manjericao
estudadas (Tabela Al), sendo os maioritarios os acidos a-linolénico, linoleico e palmitico
(Tabela 6). Além disso, os acidos gordos polinsaturados (PUFA) foram a classe predominante
de &cidos gordos, seguido dos &cidos gordos saturados e monoinsaturados (SFA e MUFA,
respetivamente). Perfil semelhante de acidos gordos foi descrito para 0 manjericdo Red Rubin
por Fernandes et al. (2019), ndo s6 para os compostos individuais mas também para as classes
de &cidos gordos, enquanto que Ababutain (2019) e Suanarunsawat et al. (2016) identificaram
0s mesmos compostos em extratos de folhas de manjericdo doce e manjericdo sagrado (O.

sanctum), respetivamente.

Jensen et al. (2018) testaram o efeito da qualidade da luz na fisiologia do manjericéo, e
obtiveram um perfil diferente de acidos gordos sendo que os &cidos palmitico e oleico

representaram aproximadamente 92% do total de acidos gordos.

O efeito da salinidade no contetdo dos principais acidos gordos variou entre as cultivares,
apesar de Tarchoune et al. (2013) terem sugerido que a composicdo dos acidos gordos
permaneceu inalterada quando as plantas foram sujeitas a concentragdes de salinidade elevada,
quer aplicando 25 mM de Na2SO4 ou 50 mM de NaCl. Além disso, os teores elevados de
PUFA no tratamento controlo da cultivar ‘Red-basil’, podem ser associadas com o perfil em
tocoferdis (ver Tabela 7), uma vez que esta confirmado o papel dos tocoferdis na prevencéo

da peroxidacao lipidica (Petropoulos et al., 2019).

Em contraste, Sgherri et al. (2011) descreveram que os tocoferdis tém pouca contribuigdo
na atividade antioxidante lipofilica dos extratos de manjericdo, sugeriram também que o
contetdo em antioxidantes individuais ndo reflete a atividade antioxidante global devido as

reacOes sinérgicas e redox entre as varias moléculas bioativas.
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A cultivar 'Basilico-rosso’ apresentou 0s valores mais baixos na razéo n-6/n-3, com o
aumento da salinidade, ao contrério das outras cultivares, pelo que o efeito da salinidade ndo

foi linear.

Tabela 6. Acidos gordos maioritarios (%), grupos de 4cidos gordos e razdo n-6/n-3 identificados nas

cultivares de manjericdo estudadas em relacéo aos niveis de salinidade aplicados (média £ DP, n=3).

Cultivar C16:0 C18:2n6¢ C18:3n3 SFA MUFA PUFA n-6/n-3

Controlo 21,17+0,01F 14,94+0,02 ¢ 42,1440,057  33,65£0,054¢  8,46+0,014%  57,91+0,06¢"  0,35+0,01 Ac

‘Dark-opal’ S1 21,8+0,4¢ 18,29+0,02° 40,5+0,39 32,8+0,5¢ 7,8+0,3 A¢ 59,3+0,3Ad 0,33+0,015d
S2 20,940,2¢ 18,72+0,032 44,0+0,1¢ 29,1+0,2 ©f 7,740,1 B¢ 63,2+0,1 A 0,43+0,0172
Controlo 19,6+0,1° 14,4+0,37 49,240,12 28,7+0,2 Bf 7,3+0,1¢ 64,110,242 0,294+0,0065¢
‘Red-basil’ S1 22,85+0,01°¢ 15,3+0,1¢ 42,2+40,17 33,840,18¢ 8,240,140 58,0+0,15"  0,363+0,0017¢
S2 22,07+0,33¢ 16,3+0,3°¢ 42,440,1¢ 32,4+0,4 B 8,240,147 59,440,484 0,385+0,0058°
Controlo 19,8440,01" 12,6+0,19 49,240,12 29,6+0,18¢ 7,8+0,1B¢ 62,6+0,18¢ 0,2560,003 ¢f
‘Basilico-rosso’ S1 30,16+0,062 10,3+0,11 47,3+0,1°¢ 36,540,144 5,4+0,1 Bf 58,1+0,1 Bf 0,217+0,003¢¢
S2 29,86+0,01° 10,67+0,04" 47,59+0,06° 35,74£0,14 5,740,1°¢ 58,7+0,18¢  0,224+0,001¢"

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m; C16:0 - &cido palmitico; C18:2n6c - acido linoléico;
C18:3n3 - &4cido a-linolénico; SFA - Acidos gordos saturados; MUFA - Acidos gordos monoinsaturados; PUFA
- Acidos gordos polinsaturados. *Diferentes letras latinas maidsculas na mesma coluna indicam diferengas
significativas entre as cultivares testadas para 0 mesmo tratamento de salinidade, enquanto letras latinas
minudsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos de salinidade testados para a

mesma cultivar, de acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05).

4.1.5. Tocoferéis

O perfil em tocoferodis é apresentado na Tabela 7. Foram detetadas trés isoformas,
nomeadamente a-, y- e J-tocoferol, sendo a primeira a maioritaria em todas as amostras
testadas. Os resultados do nosso estudo estédo em contraste com o estudo descrito por Fernandes
et al. (2019) que detetaram todas as isoformas , como também identificaram o y-tocoferol como
0 composto mais abundante, enquanto Inoue et al. (2012) detetaram apenas as isoformas a-, -
e yp-tocoferol. Estes resultados contraditorios podem ser atribuidos ao facto de terem sido

testados diferentes gendtipos nos referidos estudos.

Os teores elevados de y- e d-tocoferdis foram detetados no tratamento controlo da cultivar
‘Dark-opal’, enquanto o a-tocoferol foi elevado na cultivar ‘Red-basil’ para 0 mesmo

tratamento.
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O aumento da salinidade resultou numa diminuicdo dos teores nos tocoferois totais e
individuais em todas as cultivares, o que contrasta com o estudo de Tarchoune et al. (2013),
que relataram o aumento de tocoferois em folhas de manjericdo como parte do mecanismo de
desintoxicacdo ndo enzimética das plantas. Contudo, os mesmos autores relataram uma
resposta variada em funcéo da cultivar (cv. Genovese e Fine), da duracdo do stress (15 ou 30
dias) e do tipo de sal (NaCl ou Na2SQOa4) aplicado, 0 que poderia justificar parcialmente os

diferentes resultados em comparagdo com 0 nosso estudo.

Outra explicacdo para esta diferenca poderia ser a contribuicdo de outros compostos
bioativos, tais como polifendis e acidos orgénicos na protegdo das plantas contra o stress
oxidativo (Petropoulos et al., 2019) ou o facto de as plantas do nosso estudo terem sido colhidas
no inicio da floracdo onde, segundo Petropoulos et al. (2017), a fase de desenvolvimento pode

ter um impacto na composicdo dos tocoferois.

Além disso, é de salientar que apesar dos teores mais baixos terem sido registados na
cultivar Basilico Rosso, a maior reducéo foi observada na cultivar ‘Red-basil’, onde os teores
elevados foram detetados a 43,7%, 31,2%, 68,7% e 45,2% para as isoformas a-, y-, o- €
tocoferdis totais, respetivamente), o que indica que este mecanismo antioxidante foi menos

eficaz em condicGes de salinidade elevada.

Tabela 7. Composicao em tocoferois das cultivares de manjericao estudados (mg/100 g ms) em relacdo

aos niveis de salinidade aplicados (média + DP, n=3).

Cultivar a-Tocoferol y-Tocoferol o-Tocoferol Tocoferdis Totais

Controlo 6,11+0,04° 1,35+0,042 1,15+0,09° 8,61+0,08 B°

‘Dark-opal’ S1 3,49+0,05F 1,04+0,01°¢ 0,49+0,02 < 5,02+0,04 Bd
S2 3,84+0,05°¢ 1,0740,04 0,40+0,01 ¢f 5,32+0,08 A¢

Controlo 7,07+0,022 1,12+0,01° 1,12+0,05% 9,31+0,0242

‘Red-basil’ S1 4,11+0,02°¢ 0,83+0,02¢ 0,43+0,02 % 5,37+0,02 A¢
S2 3,98+0,07 ¢ 0,77+0,01°¢ 0,35+0,01F 5,10+0,06 B4

Controlo 1,29+0,029 0,49+0,04f 0,90+0,02° 2,68+0,03 ¢

‘Basilico-rosso” Sl 1,07+0,01" 0,47+0,01f 0,53+0,02°¢ 2,07+0,02 ¢f
S2 0,75+0,011 0,41+0,01°9 0,38+0,01¢f 1,54+0,01 %

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m. *Diferentes letras latinas maitsculas na mesma
coluna indicam diferengas significativas entre as cultivares testadas para o0 mesmo tratamento de salinidade,
enguanto letras latinas minudsculas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os tratamentos de
salinidade testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05). Curvas de calibragéo
utilizadas: a-tocoferol (y = 1,295x; R?=0,991; LOD: 18,06 ng/mL, LOQ: 60,20 ng/mL); y-tocoferol (y = 0,567x;
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R?=0,991; LOD: 14,79 ng/mL, LOQ: 49,32 ng/mL); é-tocoferol (y = 0,678x; R?= 0,992; LOD: 20,09 ng/mL,
LOQ: 66,95 ng/mL).

4.1.6. Compostos Fenolicos

Os resultados relativos a identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos sao
apresentados nas Tabelas 8 e 9, respetivamente. Foram identificados seis compostos
individuais em todas as amostras estudadas, nomeadamente quatro compostos fendlicos (&cido
cafeico, acido chicorico (acido hidroxicindmico), &cido sagerinico, e acido salvianolico F) e
dois flavonoides-O-glicosilados (derivados da quercetina e eriodictiol). Os polifendis
maioritarios foram os &cidos fendlicos, que representaram 63,0% - 83,4% do total de

compostos fenolicos.

Resultados semelhantes foram descritos por Majdi et al. (2020) e Fernandes et al. (2019),
embora o perfil dos compostos individuais fosse diferente do nosso estudo. Varios estudos,
sugerem diversos perfis de compostos fendlicos nas folhas de manjericdo, sugerindo também
varios fatores que podem afetar a composicao quimica, incluindo o regime de fertilizagdo com
nitrogénio (Nguyen & Niemeyer, 2008), o método de extracao e gendtipo (Majdi et al., 2020),

ou a inoculagdo com fungos micorrizicos (Scagel & Lee, 2012).

A quantificacdo de compostos individuais evidenciou um perfil variavel nas amostras
estudadas, sendo os acidos sagerinico e eriodictiol-O-malonilhexosido, os polifendis mais
abundantes, seguido dos acidos salviandlico F e acido chicorico. Ao contrario da maioria dos
estudos mencionados na literatura, o acido rosmarinico ndo foi detetado no nosso estudo,
enquanto o eriodictyol-O-malonilhexosido e o &cido chicorico também foram identificados por
Fernandes et al. (2019).

Os teores mais elevados de compostos fendlicos totais, flavondides totais e acidos
fendlicos totais foram registadas no tratamento S2 da cultivar ‘Red-basil” devido ao maior teor
de acido sagerinico e eriodictiol-O-malonilhexésido, enquanto que o tratamento controlo da

cultivar Basilico Rosso apresentou os menores teores de polifendis individuais e totais.

Além disso, 0 aumento de compostos fendlicos individuais e totais foram observados na
cultivar ‘Basilico-rosso’, 0 que pode ser atribuido ao aumento concomitante do teor de agucares

redutores, que estdo associados com a biossintese de compostos fenélicos (Shen et al ., 2015).
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Tabela 8. Tempos de retengdo (Rt), comprimentos de onda de absor¢do méaxima na regido do visivel (Ama), dados espectrais de massa e tentativa de

identificacdo dos compostos fenolicos presentes nos extratos hidroalcodlicos das cultivares de manjericdo estudadas em relagdo aos niveis de salinidade

aplicados.
Pico Rt(min)  Amax (nm)  [M-H] (m/z) MS? (m/z) Tentativa de Identificacdo
1 8.91 179 135(100) Acido cafeico
2 14.96 473 313(61),293(100) Acido chicérico
3 16.8 334 609 301(100) Quercetina-O-desoxihexosideo-hexosideo
4 195 290/325 535 491(100),287(34) Eriodictiol-O-malonilhexosideo
5 20.76  282/327 719 359(100),197(31),179(42),161(50),135(5) Acido sagerinico
6 35.36  287/333 313 269(51),203(12),179(5),161(100),135(5) Acido salvianélico F

Tabela 9. Quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos hidroalcoolicos das cultivares de manjericao estudadas em relagdo aos niveis de

salinidade aplicados (mg/g de extrato) (média + DP, n=3).

Cultivar Pico 1 2 3 4 5 6 TPA TF TPC
Controlo  1,54+0,04 ¢ 3,52+0,04 2 0,34+0,01¢ 8,5+0,2° 10,3+0,3°¢ 3,34+0,03" 18,7+0,3 Bd 8,9+0,2 A 27,6+0,1 8¢
‘Dark-opal’ S1 1,11+0,02f 2,94+0,01¢  0,859+0,001¢  4,40+0,06° 11,6+0,5¢ 1,57+0,01°9 17,2+0,5 B¢ 5,3+0,1 Bf 22,410,6 ¢
S2 1,39+0,04°¢ 3,37+0,01° 1,62+0,03% 5,96+0,03°¢ 11,94+0,01¢ 1,37+0,081 18,1+0,1 8¢ 7,6+0,1 8¢ 25,7+0,2 B¢
Controlo  2,18+0,04% 1,98+0,03¢  0,429+0,003f 8,4+0,1° 16,51+0,06° 4,99+0,052 25,7+0,1 4P 8,940,140 34,5+0,1A°
‘Red-basil’ S1 1,69+0,01°¢ 1,11+0,039  0,756+0,004°¢ 3,0+0,29 14,3+0,6° 2,04+0,02°¢ 19,140,6 A¢ 3,8+0,2%9 22,9+0,4 A¢
S2 1,99+0,03° 2,230,049 1,48+0,01° 10,5+0,3% 19,8+0,22 3,19+0,02°¢ 27,2+0,2 7@ 12,010,342 39,240,144
Controlo  0,63+0,01¢ 0,840,027  0,215+0,003" 3,250,059 2,96+0,01°9 1,47+0,04" 5,90+0,01 ©" 3,47+0,05 B" 9,37+0,06 <"
‘Basilico-rosso’ Sl 1,65+0,02°¢ 1,05+0,02" 1,12+0,01° 5,35+0,03°¢ 6,5+0,3f 1,82+0,02F 11,1+0,3¢ 6,47+0,02 A¢ 17,540,389
S2 1,66+0,01° 1,25+0,02f 1,43+0,08" 5,67+0,03¢ 6,640,3f 2,28+0,024 11,840,2 ¢ 7,140,184 18,9+0,1°¢

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m. TPA: acidos fenolicos totais; TF-Total flavonoides, TPC-Total compostos fendlicos. *Diferentes letras latinas

maiUsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as cultivares testadas para 0 mesmo tratamento de salinidade, enquanto letras latinas minGsculas na

mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos de salinidade testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05). Curvas
de calibragdo utilizadas: 1 e 2 - 4cido cafeico (y = 388345x + 406369, R? = 0,9939: LOD = 0,78 ug/mL; LOQ = 1,97 ug/mL), 3 e 4- quercetina-3-O-rutinosideo (y = 13343x
+ 76751, R?=0,9998; LOD = 0,18; LOQ = 0,65), 5 e 6- acido rosmarinico (y = 191291x - 652903, R? = 0,999; LOD = 0,15 pg/mL; LOQ = 0,68 pg/mL).
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4.1.7. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de folhas de manjericéo foi determinada mediante

0s ensaios TBARS e OxHLIA e os resultados sdo apresentados no Tabela 10.

A atividade elevada (menor ECso) para o ensaio TBARS foi observada no tratamento
controlo da cultivar ‘Dark-opal’, enquanto que os valores ICso do ensaio OXHLIA apds os 60
min foram baixos para a cultivar ‘Red-basil’ (tratamento controlo) e para as ‘Dark-opal’ e
‘Basilico-rosso’ (tratamento S1), e para o tempo de 120 min na cultivar ‘Red-basil’ (tratamento
controlo). Nenhum dos extratos testados mostrou maior atividade do que o Trolox, que foi o

controlo positivo utilizado.

Os resultados variaveis, dependendo do ensaio implementado, sdo habituais em matrizes
naturais uma vez que varios antioxidantes estdo envolvidos nos mecanismos antioxidantes
globais das plantas, incluindo tocoferois, polifendis, acucares livres e acidos organicos
(Petropoulos et al., 2020b).

Os resultados do nosso estudo podem ser parcialmente atribuidos a presenca de tocoferdis
e ao acido chicdrico no caso do ensaio TBARS, em que a atividade mais elevada foi associada
a estes compostos abundantes observados na ‘Dark-opal’ (tratamento controlo). Por outro lado,
o0 a-tocoferol, o &cido cafeico e salviandlico F poderiam ser responsaveis pela maior atividade

no ensaio OXHLIA a At=120 min descrito na cultivar ‘Red-basil’ (tratamento controlo).

Vaérios autores referem que o stress induzido pela salinidade e a deprivacdo do N incitam
a biossintese dos polifendis como meio de adaptacdo das plantas de manjericdo ao stress
oxidativo (Nguyen & Niemeyer, 2008; Scagel et al ., 2019).

O aumento dos compostos fenolicos totais e individuais em paralelo com a concentragédo
crescente de salinidade na cultivar ‘Red-basil’ ndo foi evidenciado com o aumento da atividade
antioxidante dos extratos, indicando assim um mecanismo antioxidante complexo a ser

explorado.
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Tabela 10. Atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos das cultivares de manjericdo estudadas

em relagdo aos niveis de salinidade aplicados (média + DP, n=3).

Cultivar TBARS OxHLIA (1Cs0, pg/mL) _
(ECso, pg/mL) At=60min At=120 min
Controlo 13,0+0,51 66+3°P 155+5°P
‘Dark-opal’ S1 14,5+0,4 N 41+1°¢ 104+3°¢
S2 30+1f 50+1¢ 100+2°¢
Controlo 24,6+0,7 9 35+1¢ 73+24
‘Red-basil’ S1 45,3+0,5°¢ 69+2°P 168+13°
S2 49,4+0,6 © 58+3°¢ 112+3°¢
Controlo 31,4+0,2 ¢ 86152 209442
‘Basilico-rosso’  S1 35,6+0,9 ¢ 38+2¢ 99+2¢
S2 51,0+0,92 51+1¢ 100+2°¢
Trolox 5,4+0,3 19,6+0,7 41+1

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m. A atividade antioxidante foi expressa em valores
de ECso, 0 que significa que valores elevados correspondem a baixo potencial antioxidante. ECso: corresponde a
concentracdo de extrato necessaria para obter 50% de atividade antioxidante. 1Csy corresponde & concentracéo de
extrato necessaria para manter 50% da populacéo de eritrécitos intacta por 60 e 120 min. *Diferentes letras latinas
mailsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as cultivares testadas para o mesmo
tratamento de salinidade, enquanto letras latinas mindsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas

entre os tratamentos de salinidade testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05).

4.1.8. Atividade Antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos extratos hidroalcodlicos testados é apresentada na Tabela
11. Na maioria dos casos, 0s controlos positivos (E211 e E224) foram mais eficazes do que 0s
extratos obtidos a partir de folhas de manjericdo, embora tenha havido tratamentos com valores
semelhantes aos controlos CMI contra as bactérias S. aureus (controlo e tratamentos S1 da
cultivar ‘Red-basil’ e ‘Basilico-rosso’, respectivamente), B. cereus (controlo e tratamento S1
da cultivar ‘Basilico-rosso’) e S. tympimurium (S2 e controlo da cultivar ‘Red-basil’ e

‘Basilico-rosso’, respetivamente).

Por outro lado, a atividade dos extratos hidroalcodlicos contra os fungos testados (Tabela 12)
é mais evidente que os controlos positivos (E211 e E224), especialmente contra A. fumigatus,
A. niger e A. Versicolor, onde todos os extratos tiveram valores de CMI e CMF mais baixos do
que os controlos. Foi também observada uma atividade significativa contra a estirpe T. viride,

onde quase todos os extratos avaliados apresentaram valores de CMI e CMF inferiores e
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semelhantes aos controlos, respetivamente (exceto para o tratamento S1 da cultivar ‘Basilico-

10sso’).

Além disso, os extratos das cultivares ‘Red-basil’ e ‘Dark-opal’ (apenas o tratamento
controlo) foram eficazes contra a estirpe P. verrucosum var. ciclopium, enquanto todos os
extratos (exceto o tratamento S1 da cultivar ‘Red-basil’) apresentaram valores de CMI

inferiores aos dos controlos positivos contra P. funiculosum.

De acordo com Ababutain (2019), a composicéo de acidos gordos esta relacionada com
as propriedades antimicrobianas e o comprimento da cadeia pode afetar a atividade contra as
estirpes de bactérias, sendo os acidos gordos insaturados mais eficazes do que os saturados

contra S. aureus, Helicobacter pylori e Mycobacteria.

Tabela 9. Atividade antibacteriana (concentracdo minima de inibi¢cdo (CMI) e concentra¢cdo minima
bactericida (CMB) (mg/mL) dos extratos hidroalcodlicos das cultivares de manjericdo estudadas em

relacdo aos niveis de salinidade aplicados.

Cultivares S.aureus  B.cereus L. monocytogenes  E. coli S. typhimurium E. cloacae
CMI 4 1 2 2 2 4
Controlo
CMB 8 2 4 4 4 8
CMI 2 1 2 2 2 2
‘Dark-opal’ Sl
CMB 4 2 4 4 4 4
CMI 2 1 1 2 2 2
S2
CMB 4 2 2 4 4 4
CMI 1 1 1 1 2 1
Controlo
CMB 2 2 2 2 4 2
CMI 2 1 1 2 2 2
‘Red-basil” S1
CMB 4 2 2 4 4 4
CMI 2 1 1 2 1 2
S2
CMB 4 2 2 4 2 4
Controlo CMI 2 0.5 1 2 1 2
CMB 4 1 2 4 2 4
‘Basilico- 1 CMI 1 0.5 1 2 2 1
rosso’ CMB 2 1 2 4 4 2
CMI 2 1 1 2 2 2
S2
CMB 4 2 2 4 4 4
CMI 4 0.5 1 1 1 2
E211
Controlos CMB 4 0.5 2 2 2 4
positivos CMI 1 2.0 0.5 0.5 1 0.5
E224
CMB 1 4.0 1 1 1 0.5

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m. E211 - benzoato de sodio e E224 - metabissulfito de potassio.
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Tabela 10. Atividade antifungica (concentracdo minima de inibicdo (CMI) e concentracdo minima

fungicida (CMF) mg/mL) dos extratos hidroalcodlicos das cultivares de manjericdo estudadas em

relacdo aos niveis de salinidade aplicados.

Cultivares A. fumigatus  A.niger  A.versicolor  P.funiculosum P.v.var. T.
cyclopium  viride
CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
Controlo
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 1 0.25
‘Dark-opal’ S1
CMF 1 1 1 1 2 0.5
S CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 1 0.25
CMF 1 1 1 1 2 0.5
CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
Controlo
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.5 0.5 0.5 1 0.5 0.25
‘Red-basil’ S1
CMF 1 1 1 2 1 0.5
S CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
CMF 1 1 1 1 1 0.5
Controlo  CMI 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
CMF 0.5 1 1 1 1 0.5
‘Basilico- s1 CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 1 0.5
rosso’ CMF 1 1 1 1 2 1
S CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 1 0.25
CMF 1 1 1 1 2 0.5
CMI 1 1 2 1 2 1
E211
Controlos CMF 2 2 2 2 4 2
positivos CMI 1 1 1 0.5 1 0.5
E224
CMF 1 1 1 0.5 1 0.5

Controlo com 1,8 dS/m; S1 com 3,0 dS/m e S2 com 4,5 dS/m. E211 - benzoato de sédio e E224 - metabissulfito de potassio.
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4.2.  Tolerancia ao nitrogénio
4.2.1. Composicao proximal e valor energético

Observou-se uma interacao significativa entre as cultivares e a concentracdo de N em
todos os parametros avaliados do valor nutricional (Tabela 13). Nas quatro cultivares, a
humidade respondeu a concentracdo crescente de N. Independentemente da concentracdo de
N, a cultivar ‘Mitikas’ foi a que apresentou teores superiores de humidade em comparagdo com
as cultivares ‘Dark-opal’, ‘Red-basil’ e ‘Basilico-rosso’. Resultados semelhantes foram
descritos pelos autores Prinsi et al. (2020), comparando o manjericdo verde italiano com o

manjericdo Red Rubin cultivado em sistema sem solo.

As quatro cultivares de manjericdo estudadas apresentaram teores semelhantes de lipidos
(1,9 g/100 g ms); contudo, a concentracdo de N aplicada teve um impacto significativo, e 0s
teores de lipidos foram geralmente elevados nas amostras controlo e os teores menores foram

encontrados nas plantas fertirrigadas com 200 ppm de N.

Os teores de proteinas variaram entre 24,8 e 63,6 g/100 g ms e verificou-se que com o
aumento da concentracdo de N, 0s teores de proteinas aumentaram, embora se tenham
observado diferencas minimas ou nulas entre as plantas fertirrigadas com 200 e 400 ppm de N
nas cultivares ‘Red-basil’ e ‘Basilico-rosso’. As plantas ndo fertilizadas apresentaram

consistentemente os teores mais baixos de proteinas.

Os teores de cinzas variaram entre 12,2 e 14,2 g/100 g ms e, diferiram entre as cultivares

avaliadas e a concentracdo de N, sem se verificar uma tendéncia uniforme.

Os teores de glucidos variaram entre 21,4 e 60,1 g/100 g ms e, foram menores nas plantas

que receberam 600 ppm e elevados nas plantas que n&o receberam N.

O valor energético variou entre 351 a 362 kcal/100 g ms e foi influenciado tanto pela
cultivar como pela concentragdo de N, mas sem se observarem tendéncias consistentes. De
acordo com estudos anteriores, as proteinas e os glucidos foram os principais macronutrientes
encontradas nas folhas de manjericdo (Fernandes et al., 2019; Murillo-amador et al., 2013),
embora no nosso estudo tenham sido observados teores elevados de proteinas nas plantas
fertirrigadas com as concentragdes mais altas de N ao contrério dos glicidos, que diminuiram

com o aumento da concentragdo de N.
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Pereira et al. (2015) determinou o valor nutricional de manjericdo verde e observaram

teores semelhantes de cinzas, teores substancialmente elevados de glacidos e teores reduzidos

de proteinas, em compara¢ao com 0 nosso estudo.

Tais diferencas podem estar associadas aos diferentes métodos de secagem (Siti Mahirah

et al., 2018), a diferentes condi¢cbes ambientais de crescimento e particularmente, a

concentracgdes inferiores de N durante o cultivo, bem como a diferencas genotipicas.

Tabela 11. Humidade (g/planta), composi¢do proximal (g/100 g ms) e valor energético (kcal/100 g ms)

das cultivares de manjericdo estudadas em rela¢do aos niveis de nitrogénio (ppm) aplicados (média £

DP, n=3).
Cultivar ppm Humidade Lipidos Proteinas Cinzas Glucidos Energia
‘Dark-opal’ 23+2°¢ 1,9+0,2 A" 47114 A 12,9+0,2 B 38+148B 358+1 A
0 18+11 2,17+0,01 ab 262" 12,8+0,1" 59+1 P 359,8+0,2 °
200 26129 1,69+0,01 ¢ 46,8+0,2 12,8+0,3 " 38,71+0,08 © 357+1 &f9
400 27+3F 1,79+0,02 ¢ 51,1+0,6 %¢ 13,1+0,1 &f 34,0£0,5°¢ 356,5+0,3 9"
600 2241 1,97+0,03 ¢ 63,6+0,6 2 13,0+0,3 79 21,4+0,71 357,7+0,8 &f
‘Red-basil’ 27+18B 1,9+0,34 45+11°8 13,0£0,6 A 40+11 4 357+2 4
0 21+0,8' 2,19+0,01 ab 25,4+0,8 M 12,9+0,1 fon 59,5+0,6 &P 359,3+0,3 P°
200 307+1¢ 1,40+0,02 1 51,5+0,549 12,140,21 35,040,2 def 358,7+0,7 ¢4
400 27+1° 1,78+0,01 &f 50,4+0,8 © 13,6+0,5 ¢ 34,3+0,2 f9 355+1 1
600 31424 2,06£0,07 © 52,3#0,1¢ 13,3+0,1 %¢ 32,3+0,1" 356,9+0,4 f9
‘Basilico-rosso’ 20+1° 1,940,24 45+118 12,740,6 AB 40£12 A 35943 A
0 15+1% 2,17+0,02° 25,5+0,9 M 12,240,4 60,1+0,9 2 362412
200 2242N 1,58+0,03"  51,08+0,06 ¢¢ 12,240,3 35,1+0,3 4¢ 359,0+0,8 Pbed
400 26129 1,79+0,04 ©f 50,6+0,7 © 13,4+0,2 ©d 34,1+0,6 ¢ 355,2+0,7
600 18+21 2,06£0,01 ¢ 52,9409 ¢ 13,0+0,1 9 32,0+0,6 " 358,2+0,1 ¢
‘Mitikas’ 50£54 1,940,224 46114 A 13,6+0,54 38+13° 355+3 B
0 3445 2,21+0,052 248+0,41 13,9+0,1° 59,1+0,4 ° 355,5+0,1 M
200 60152 1,60+0,07 " 48,9+0,6 f 14,240,2 2 35,340,549 351,0+0,8
400 58+52 1,75+0,03 50,4+0,8 © 13,4+0,3 ©d 34,4+0,8 &9 355,0+0,8'1
600 49+8 P 2,08+0,01 © 61,5+0,8° 12,86+0,04 9" 23,5+0,51 358,9+0,1 Ped

*Diferentes letras latinas maiusculas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as cultivares

testadas para 0 mesmo tratamento de nitrogénio, enquanto letras latinas mindsculas na mesma coluna indicam

diferengas significativas entre os tratamentos de nitrogénio testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste
HSD de Tukey (p=0,05).

59



Resultados e discussdo - Tolerancia ao nitrogénio

4.2.2. AcuUcares Livres

Observou-se uma interagéo significativa entre as cultivares e a concentracéo de N no que
se refere a composi¢do em aculcares livres determinados nas amostras de manjericao (Tabela
14). Foram identificados e quantificados trés acucares soltveis: glucose, frutose e sacarose,
enquanto que a trealose foi referida em estudos anteriores (Fernandes et al., 2019; Pereira et

al., 2015) mas né&o foi detetada no nosso estudo.

A glucose foi o agucar maioritario detetado (3,4 g/100 g ms em media), seguido da
frutose (1,5 g/100 g ms em média) e da sacarose (0,95 g/100 g ms em média) em todas as
cultivares, com excegédo da ‘Basilico-rosso’ que, independentemente da concentragdo de N
fornecido, obteve os teores mais elevados de sacarose (2,2 g/100 g ms em media) e teores
relativamente menores de frutose (0,9 g/100 g ms em média) em compara¢do com as outras
cultivares estudadas. As plantas néo fertilizadas, caracterizaram-se por teores relativamente
menores de glucose e teores elevados de frutose em todas as cultivares, excepto na ‘Basilico-

rosso’.

Os teores elevados de agUcares livres totais foram consistentemente observados nas
plantas fertirrigadas com o nivel mais elevado de N. Com excecdo da auséncia de trealose,
estes resultados estdo de acordo com os estudos anteriores (Fernandes et al., 2019; Pereira et
al., 2015) e, sugerem que em todos as cultivares avaliadas, os niveis elevados de N estdo

associados ao aumento dos teores de acUcares livres totais.
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Tabela 12. Composi¢do em aglcares livres das cultivares de manjericdo estudadas em relagéo aos niveis
de nitrogénio (ppm) aplicados (g/100g ms) (média + DP, n=3).

Cultivar ppm Frutose Glucose Sacarose Acucares Livres Totais
‘Dark-opal’ 1,740,5 A" 3*1¢ 0,9+0,2 8 5+2 ¢
0 1,65+0,04F  0,87+0,01" 0,6240,011 3,1440,06 }
200 0,92+0,017 2,51+0,01/  0,95+0,01¢ 4,38+0,011
400 2,05£0,09° 3,25+0,06"  1,04+0,05F 6,34+0,07
600 2,3240,03* 3,45+0,029  1,07+0,01° 6,84+0,06 ©
‘Red-basil’ 1,7£04 4 3t1¢ 0,6+0,2 € 541 BC
0 1,40+0,02" 0,64+0,02™ 0,530,051 2,57+0,09 %
200 1,55+0,019 2,69+0,04' 0,878+0,004" 5,11+0,04 "
400  1,40+0,05" 3,73+0,01F 0,442+0,006 k 5,570,059
600 2,2940,022 3,76+0,02 ¢ 0,51+0,03 6,57+0,07 ©
‘Basilico-rosso’ 0,9+0,4B 3,5+0,6 AB 2,2+0,14 714
0 0,55+0,04%  2,48+0,047  2,03+0,04 9 5,06+0,05 "
200 0,52+0,02%  3,71+0,03"  2,09+0,03 ¢ 6,31+0,02
400 1,08+0,01 7  3,96+0,02 ¢ 2,17+0,02° 7,21+0,05°
600 1,40+0,05" 3,98+0,01¢  2,41+0,01°? 7,79+0,04 @
‘Mitikas’ 1,8£0,24 442 A 0,1140,03 P 612 AB
0 1,52+0,049 0,95+0,06 ¥  0,096+0,004 ™ 2,57+0,09 X
200 1,74+0,05¢ 4,48+0,05¢ 0,092+0,003 ™ 6,32+0,01f
400 1,850,069 4,82+0,03® 0,109+0,001 ™ 6,78+0,09 ¢
600 2,01+0,06° 4,99+0,012 0,160+0,004" 7,16+0,05°

*Diferentes letras latinas maitsculas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as cultivares
testadas para 0 mesmo tratamento de nitrogénio, enquanto letras latinas mintsculas na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre os tratamentos de nitrogénio testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste
HSD de Tukey (p=0,05). Curvas de calibracéo utilizadas: frutose (y = 1,04x, R? = 0,999; LOD = 0,05 mg/mL;
LOQ = 0,18 mg/mL), glucose (y = 0,935x, R?=0,999; LOD = 0,08 mg/mL; LOQ = 0,25 mg/mL) e sacarose (y =
0,977x, R = 0,999; LOD = 0,06 mg/mL, LOQ = 0,21 mg/mL).

4.2.3. Acidos Organicos

Os é&cidos organicos identificados e quantificados nas amostras de manjericdo foram os
acidos quinico, oxalico e xiquimico, enquanto que o acido ascérbico foi identificado apenas

vestigialmente (Tabela 15).
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Fernandes et al. (2019) relataram um perfil diferente de acidos organicos em folhas de
O. basilicum var. purpurascens, uma vez que também identificaram o &cido malico, citrico,
fumarico, e ascérbico, contudo, de forma consistente com o nosso estudo, o &cido quinico foi

0 &cido organico maioritario.

As folhas das trés cultivares de manjericdo purpura apresentaram teores semelhantes de
acido quinico, variando de 9 a 11 g/100 g ms, enquanto que o teor de acido quinico da cultivar
‘Mitikas’ foi em média de 6 g/100 g ms. O teor do acido oxalico foi elevado na cultivar ‘Dark-

opal’, enquanto que as outras trés cultivares apresentaram teores semelhantes de acido oxalico.

Os teores totais de acidos orgéanicos, foram significativamente elevados nas trés
cultivares de manjericdo pdrpura em comparacdo com a cultivar verde. Ao avaliar o impacto
da concentragdo de N, verificou-se que em geral, o teor de cada &cido organico e os teores de
acidos organicos totais aumentaram em paralelo com o aumento da concentracdo de N nas
quatro cultivares. Estes resultados sugerem que a deficiéncia de N nas plantas néo fertirrigadas

limita a sintese de acidos organicos.

De acordo com outros estudos, a fertilizagdo com N pode afetar a composicéo e o teor de
acidos orgénicos quando se aplica concentracdes crescentes de N, resultando assim, num
elevado teor de acidos organicos (Petropoulos et al., 2019; Petropoulos et al., 2020a;
Petropoulos et al., 2020D).
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niveis de nitrogénio (ppm) aplicados (g/100g ms) (média + DP, n=3).

Cultivar opm Aci(_jo Aci(fio -Acido- Acid(-) Acidos Or%;énicos
Oxalico Quinico Xiquimico Ascorbico Totais
‘Dark-opal’ 5,7+0,8 A" 9+3°8 0,11+0,01 4 1544 AB
0 4,670,011 4,45+0,01" 0,120+0,001° tr 9,24+0,01™
200 5,27+0,05" 9,80+0,08 " 0,100+0,003 &F tr 15,1840,02
400  6,01+0,09¢¢  10,57+0,06 0,100+0,001 ¢ tr 16,68+0,039
600 6,78+0,072 12,4140,02°  0,100+0,001¢ tr 19,29+0,05°
‘Red-basil’ 5+18 1043 A8 0,090,048 1544 AB
0 3,17+0,011 4,50+0,03™ 0,020+0,0011 tr 7,69+0,03"
200 5,33+0,02°¢ 10,370,029 0,100+0,007 f tr 15,80+0,05"
400 5,76+0,06 f 11,07+0,02°¢ 0,110+0,001 ¢ tr 16,94+0,04 f
600 6,04+0,01°¢ 12,4140,04° 0,130+0,0012 tr 18,59+0,05°¢
‘Basilico-rosso’ 5+28 11+4 A 0,09+0,04 A 16+54
0 2,41+0,01' 4,95+0,06' 0,030+0,001 tr 7,39+0,06°
200 5,97+0,01 %€ 11,4040,02¢ 0,110+0,002°¢ tr 17,48+0,02 ¢
400 6,31+0,09° 11,50+0,05¢  0,110+0,001 ¢ tr 17,92+0,04 ¢
600 6,78+0,012 14,90+0,062 0,120+0,001° tr 21,80+0,072
‘Mitikas’ 5+18 611 € 0,0440,02 © 1243 ¢
0 2,90+0,02 4,14+0,04° 0,020+0,0011 tr 7,06+0,01°
200 5,25+0,01" 6,81+0,02 0,030+0,001 tr 12,09+0,02'
400 5,77+0,03f 7,14+0,021 0,060+0,003 " tr 12,97+0,02K
600 5,95+0,07 © 7,89+0,01' 0,070+0,003¢9 tr 13,92+0,09 |

*Diferentes letras latinas maiusculas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as cultivares
testadas para 0 mesmo tratamento de nitrogénio, enquanto letras latinas mintsculas na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre os tratamentos de nitrogénio testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste
HSD de Tukey (p=0,05). Curvas de calibragdo utilizada: cido oxalico (y = 9 x 108x + 377,946; R?= 0,994; LOD
=12,55 ug/mL; LOQ = 41,82 ng/mL); acido quinico (y = 612,327 x + 16,563; R?=1; LOD = 24,18 ug/mL; LOQ
= 80,61 ug/mL); acido xiquimico (y = 7 x 10"x + 175156; R2 = 0,9999; LOD = 10,2 ug/mL; LOQ = 56,5 ug/mL)
e acido fumarico (y = 148,083x + 96,092; R?=1; LOD = 0,08 ug/mL; LOQ = 0,26 ug/mL).

4.2.4. Acidos Gordos

Foram identificados e quantificados quinze acidos gordos nas quatro cultivares de

manjericdo estudadas (Tabela 16 e A2). Os acidos gordos maioritarios encontrados foram os
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acidos a-linolénico (6mega 3) e linoleico (6mega 6) de entre os acidos gordos polinsaturados
(PUFA) e, o acido palmitico de entre os acidos gordos saturados (SFA). O &cido a-linolénico
foi 0 4cido gordo maioritario e variou entre 31,3% e 51% do teor total de &cidos gordos, sendo
em média mais elevado na cultivar ‘Red-basil’, sequido das cultivares ‘Basilico-rosso’ € ‘Dark-
opal’ e significativamente mais baixo na cultivar verde ‘Mitikas’. Avaliando a proporc¢édo das
diferentes categorias de &cidos gordos mencionados neste trabalho, os resultados estdo de
acordo com os encontrados pelos autores Fernandes et al. (2019) na cultivar O. basilicum var.

purpurascens.

No presente estudo, nas quatro cultivares estudadas, os PUFA constituiram o grupo
principal de acidos gordos, seguido pelos SFA e acidos gordos monoinsaturados (MUFA). A
percentagem de PUFA foi elevada na cultivar ‘Red-basil” e menor na ‘Mitikas’, que por sua
vez, apresentou teores elevados de MUFA, enquanto que a ‘Red-basil’ apresentou 0s menores
teores de SFA.

Avaliando a razdo n-6/n-3, teores menores indicam elevado valor nutricional, e foram
observados na cultivar ‘Red-basil’ (0,29) e a razdo mais elevada foi encontrada na cultivar
‘Mitikas’ (0,33). O efeito da concentracdo de N no perfil dos acidos gordos variou com a
cultivar. A razéo n-6/n-3 foi influenciada pela concentracdo de N e, foi menor nas plantas
fertirrigadas com 200 ppm, com excecdo da ‘Dark-opal’ que apresentou a razdo mais baixa de
n-6/n-3 a 400 ppm e a mais alta a 200 ppm. Globalmente, estes resultados confirmam que o
manjericdo, e particularmente as cultivares pdrpura, tém um perfil interessante de &cidos
gordos, caracterizado por uma baixa razdo n-6/n-3 e por teores elevados de acido a-linolénico
(n-3), que apresenta efeitos benéficos potenciais para a satde (Saini & Keum, 2018; Shahidi &
Ambigaipalan, 2018).
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Tabela 14. Acidos gordos maioritarios (%), grupos de &cidos gordos e razdo n-6/n-3 identificados nas cultivares de manjericio estudadas em relacdo aos

niveis de nitrogénio (ppm) aplicados (média £ DP, n=3).

Cultivar ppm C16:0 C18:2n6¢ C18:3n3 SFA MUFA PUFA n-6/n-3
‘Dark-opal’ 20,8+0,8 AB” 14,440,7 A 46438 3124 7,840,4 BC 61+2B 0,34+0,01 A
0 20,9+0,2 ¢ 14,6+£0,4 ¢ 44,6+0,31 32,1+0,1 ¢ 8,240,19 59,7+0,2" 0,45+0,01 @
200 21,8+0,2° 15,2+0,2° 41,840,171 34,1+0,2° 8,210,2 9 57,8404 0,36+0,01°
400 20,540,7 ¢ 13,4+0,4 48,940,2 d¢ 29,7+0,6 ¢ 7,5+0,1 M 62,8+0,6 € 0,274+0,006 |
600 19,87+0,07 14,4+0,4 cde 49,08+0,04 ¢d 28,8+0,4 of 7,340,114 64,0+0,5°¢ 0,292+0,008 9"
‘Red-basil’ 18,54+0,6 © 14,4+0,4 A 49,5+0,6 A 27,940,8 ¢ 7,740,5BC 64,4+0,7 A 0,29+0,01 8
0 18,89+0,05 " 14,17+0,07 &f9 48,6+0,4 28,540,2 8,12+0,1°9 63,3+0,4 ¢ 0,29+0,01"
200 19,4+0,19 14,06+0,07 "9 50,03+0,06 P 28,5+0,1F 7,0+0,1" 64,5+0,1° 0,281+0,002 M
400  18,06+0,01'  14,29+0,06 **f  50,08+0,07°  27,69+0,02 ¢ 7,43+0,04 64,9+0,1 2b 0,285+0,002"
600 17,78+0,08 ] 15,13+0,01° 49,3+0,1 ¢ 26,7+0,11 8,31+0,02 f 65,0+0,12 0,307+0,001 ®
‘Basilico-rosso’ 20+18B 1441 A 47428 29+1 AB 8,3+0,58 62428 0,30+0,01 B
0 21,5+0,5b¢ 15,540,223 45,4+0,4 30,040,549 8,8+0,1¢ 61,2+0,6 ¢ 0,341+0,002
200 18,43+0,01 " 13,3+0,1n’ 51,0+0,22 27,2401 " 7,6£0,1" 65,2+0,12 0,261+0,002
400 20,5+0,8 ¢ 15,2+0,1° 455+0,7" 29,8+0,8 ¢ 8,5+0,1°¢ 61,7+0,8f 0,33+0,01 ¢
600 20,3+0,6 © 13,17+0,05 47,3105 F 29,9+0,6 ¢ 8,4+0,1f 61,8406 f 0,278+0,0021
‘Mitikas’ 2243 A 13,9+0,4 AB 4347 € 305 A 1242 A 57+7°¢ 0,33+0,01 4
0 27,36+0,012 13,440,31 31,3+0,1 K 38,5+0,12 16,2+0,3 2 45,3+0,31 0,43+0,01 @
200  19,12+0,06 9" 14,04+0,57 ¢ 48,5+0,5 ¢ 26,240,1 10,8+0,1°¢ 63,0+0,1 %¢ 0,29+0,01"
400 19,8+0,2 14,45+0,04 ¢ 46,5+0,1 9 27,3+0,2 9N 11,3+0,1° 61,4+0,1 79 0,311+0,002 ®
600 21,2+0,6 ¢ 13,740,2" 45,7+0,6 " 29,1+0,6 10,8+0,2 ¢ 60,1+0,8 " 0,300+0,001°

C16:0 - 4cido palmitico; C18:2n6c¢ - 4cido linoléico; C18:3n3 - 4cido a-linolénico; SFA - Acidos gordos saturados; MUFA - Acidos gordos monoinsaturados; PUFA - Acidos
gordos polinsaturados. *Diferentes letras latinas maiGsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as cultivares testadas para 0 mesmo tratamento de
nitrogénio, enquanto letras latinas mindsculas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os tratamentos de nitrogénio testados para a mesma cultivar, de

acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05).
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4.2.5. Tocoferéis

O perfil de tocoferdis foi influenciado pelo efeito interativo da cultivar e pela
concentracdo de N (Tabela 17). Nas quatro cultivares, foram detetadas as trés isoformas a-, y-
e o-tocoferois. A isoforma maioritaria foi a a-tocoferol seguida das y- e -tocoferdis. O teor de
a-tocoferol variou em média entre 0,8 mg/100 g ms na cultivar ‘Basilico-rosso’ a 4 mg/100 ms
na ‘Dark-opal’ e ‘Red-basil’. Avaliando as cultivares, o teor de a-tocoferol foi elevado nas
plantas fertirrigadas com 200 ppm, enquanto que o aumento adicional de N, resultou numa

diminuicéo de a-tocoferol.

Em média, os teores de y- e J-tocoferdis foram equivalentes dentro de cada cultivar, os
teores elevados foram observados na ‘Dark-opal’ e 0s inferiores foram observados na cultivar
verde, ‘Mitikas’. O perfil em tocoferdis encontrado neste estudo, foi semelhante ao perfil
observado por Sgherri et al. (2010) em amostras de manjericéo verde, mas, ndo correspondeu
ao perfil encontrado por Fernandes et al. (2019), que descreveram as quatro isoformas da
vitamina E (a-, -, y-, e oJ-tocoferdis) nas folhas de O. basilicum var. purpurascens,

prevalecendo o y-tocoferol.

Os teores totais de tocoferois variaram entre 1,3 a 9,34 mg/100 g ms e, foram elevados
nas plantas fertirrigadas com 200 ppm, seguido pelas fertirrigadas com 400 ppm e pelas
amostras controlo, enquanto que os teores mais baixos de tocoferdis totais foram observados

nas plantas fertirrigadas com a concentragcdo mais elevada de N (600 ppm).

A grande variacdo no conteddo de tocoferdis dentro da mesma cultivar, sugere que a
disponibilidade de N desempenha um papel fundamental na determinacdo do conteudo total de
tocoferdis e, tanto a deficiéncia como o excesso de N parecem afetar negativamente o contelido

de vitamina E.
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Tabela 15. Composicdo em tocoferdis das cultivares de manjericdo estudadas em relacdo aos niveis de
nitrogénio (ppm) aplicado (mg/100 g ms) (média + DP, n=3).

Cultivar ppm a-Tocoferol y-Tocoferol o-Tocoferol Tocoferois Totais
‘Dark-opal’ 441 A 0,840,34 0,840,34 5424

0 3,60+0,03 ¢ 0,44+0,03f 0,325+0,008 " 4,37+0,05¢
200 6,07+0,03° 1,3240,012 1,1840,032 8,58+0,01°
400 2,71+0,019 0,94+0,02°¢ 0,97+0,02°¢ 4,63+0,01°¢
600 2,41+0,02" 0,60+0,03 ¢ 0,76+0,03°¢ 3,770,037

‘Red-basil’ 442 AB 0,6+0,3 8 0,5+0,48 534

0 3,14+0,02 ¢ 0,447+0,001 0,31+0,02" 3,90+0,01°¢
200 7,09£0,022 1,13+0,01° 1,12+0,01° 9,34+0,022
400 3,80£0,03° 0,41+0,01¢ 0,40+0,02F 4,61+0,01°¢
600 1,71+0,01 0,340+0,002"  0,259+0,003 2,3140,01!

‘Basilico-rosso’ 0,840,3P 0,5+0,1 B¢ 0,5+0,3B 1,84£0,6 €

0 0,55+0,02° 0,44+0,017 0,313+0,004 " 1,30+0,01"
200  1,257+0,001' 0,49+0,02°¢ 0,91+0,04 ¢ 2,66+0,01 "
400 0,87+0,02™ 0,67+0,03¢ 0,370+0,002 ¢ 1,92+0,02'
600 0,66+0,02" 0,35+0,04 " 0,32+0,02" 1,33£0,08"

‘Mitikas’ 1,940,7 ¢ 0,36+0,07 P 0,27+0,06 © 2,6+0,8 B

0 2,360,041 0,445+0,003 "  0,315+0,002 " 3,13+0,05"
200 2,76+0,05f 0,396+0,004 ¢  0,325+0,001 " 3,4840,049
400 1,55+0,01% 0,321+0,005'  0,255+0,004 2,12+0,01k
600 1,13+0,01™ 0,278+0,0041  0,171+0,0021 1,58+0,01™

*Diferentes letras latinas maitsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as cultivares
testadas para 0 mesmo tratamento de nitrogénio, enquanto letras latinas mintsculas na mesma coluna indicam
diferengas significativas entre os tratamentos de nitrogénio testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste
HSD de Tukey (p=0,05). Curvas de calibragéo utilizadas: a-tocoferol (y = 1,295%; R?=0,991; LOD: 18,06 ng/mL,
LOQ: 60,20 ng/mL); y-tocoferol (y = 0,567x; R?=0,991; LOD: 14,79 ng/mL, LOQ: 49,32 ng/mL); é-tocoferol (y
=0,678x; R?=0,992; LOD: 20,09 ng/mL, LOQ: 66,95 ng/mL).

4.2.6. Compostos Fenolicos

Os resultados relativos a identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos séo
apresentados nas Tabelas 18 e 19, respetivamente. As cultivares de manjericdo e a concentracao

de N adicionado tiveram um efeito interativo significativo sobre o perfil fendlico.
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Nas quatro cultivares foram detetados seis compostos fenolicos, incluindo quatro acidos
fendlicos: acido cafeico, acido chicorico (acido hidroxicinamico), acido sagerinico, e acido
salviandlico F, e dois flavondides-O-glicosilados (derivados da quercetina e eriodictiol). O
acido sagerinico foi o composto fendlico maioritario detetado, seguido do derivado do
eriodictiol e o &cido salvianolico F. Estes resultados contrastam com as conclus@es de estudos
anteriores que relatavam que o acido rosmarinico ou o &cido chicorico foram os principais
compostos fendlicos identificado no manjericdo, dependendo da cultivar de manjericdo
examinada (Javanmardi et al ., 2002; Kwee & Niemeyer, 2011; Lee & Scagel, 2009; Nguyen
& Niemeyer, 2008).

No entanto, no presente trabalho e em estudos anteriores, foi observado que a cultivar
exerce um papel fundamental na composicdo do perfil fendlico. De facto, foram observadas
grandes variacGes no contetdo dos compostos fendlicos maioritarios, entre as quatro cultivares

de manjericéo estudadas, o que reforca ainda mais este argumento.

O acido sagerinico variou em média de 3 mg/g de extrato no manjericdo verde (‘Mitikas’)
até 11 mg/g de extrato nas cultivares ‘Dark-opal’ e ‘Red-basil’. O derivado eriodictiol variou
entre 0 minimo de 1 mg/g de extrato na cultivar ‘Mitikas’ e 7 mg/g de extrato na cultivar ‘Red-
basil’. As cultivares ‘Red-basil’ e ‘Dark-opal’ apresentaram os teores mais elevado de acidos
fenolicos totais e flavondides totais e, por conseguinte, apresentaram os teores mais elevados
de compostos fenodlicos totais (25 mg/g de extrato em média), enquanto que a ‘Mitikas’

apresentou o teor mais baixo de compostos fenolicos totais (em media 9 mg/g de extrato).

Estes resultados estdo de acordo com o descrito pelos autores Nguyen e Niemeyer (2008),
que observaram teores substancialmente menores de compostos fendlicos no manjericéo verde
Genovese em comparagdo com o manjericao ‘Dark-opal’. Variagdes significativas no contetido
de &cidos fendlicos e derivados de flavondides também foram observadas em fungdo da

concentragdo de N.

Na cultivar ‘Dark-opal’ por exemplo, a concentracdo de acido sagerinico variou entre
24,6 mg/g de extrato nas plantas ndo fertirrigadas até o0 minimo de 4,6 mg/g de extrato nas

cultivares fertirrigadas com 600 ppm de N.

Nas quatro cultivares de manjericdo, o contetdo de acidos fendlicos totais e flavondides
totais, bem como o contetdo total de compostos fendlicos, diminuiram com o aumento da

concentracdo de N, sugerindo assim que, na presenca de concentracGes elevadas de N o
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crescimento das plantas pode estar a inibir a biossintese de compostos fendlicos, enquanto que

0 stress associado a deficiéncia de N podera ter ativado a biossintese de compostos fendlicos.

Estes resultados estdo de acordo com o descrito pelos autores Nguyen & Niemeyer
(2008), que avaliaram o efeito da concentracdo do N no perfil fendlico das cultivares Sweet
Thai, ‘Dark-opal’ e Genovese e, observaram niveis significativamente elevados de compostos
fenolicos, especialmente, do acido rosmarinico na concentracdo mais baixa de N para as

cultivares ‘Dark-opal’ e Genovese.

Da mesma forma, Prinsi et al. (2020), observaram um aumento no contetdo do acido
rosmarinico e fenodlicos totais nas cultivares de manjericdo verde e pdrpura cultivado em

sistema hidropdnico ap6s o suprimento de N, 5 dias antes da colheita.

Tabela 16. Tempos de retencdo (Rt), comprimentos de onda de absorcdo maxima na regido do visivel
(Amax), dados espectrais de massa e tentativa de identificacdo dos compostos fendlicos presentes nos
extratos hidroalcodlicos das cultivares de manjericdo estudadas em relagdo aos niveis de nitrogénio

(ppm) aplicados (média = SD, n=3).

Pico Rt(min) Amax (nm) [M-H] (m/z) MS? (m/z) Tentativa de Identificacdo
1 8.91 323 179 135(100) Acido cafeico
2 14.96 323 473 313(61),293(100) Acido chicérico
3 16.8 334 609 301(100) Quercetina-O-desoxihexosideo-hexosideo
4 19.5 290/325 535 491(100),287(34) Eriodictiol-O-malonilhexosideo
5 20.76  282/327 719 359(100),197(31),179(42),161(50),135(5) Acido sagerinico
6 35.36  287/333 313 269(51),203(12),179(5),161(100),135(5) Acido salvianélico F
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Tabela 17. Quantificagdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos hidroalcodlicos das cultivares de manjericdo estudadas em relacdo aos niveis de

nitrogénio (ppm) aplicados (mg/g de extrato) (média + DP, n=3).

Cultivar ppm Pico TPA TF TPC
1 2 3 4 5 6
‘Dark-opal’ 1,6+0,6 A 241 A 1+2 AB 612 A 1148 A 2,9+0,54 18+10 4 T4 A 25+13 A
0 2,55+0,07 ® 2,84+0,01°¢ 3,58+0,05 @ 8,0£0,4 ¢ 24,6+0,42 3,49+0,06 ¢ 33,540,2° 11,64+0,5° 45,0+0,3°
200 1,51+0,06 © 3,98+0,06 2 0,275+0,006 8,1+0,1°¢ 10,56+0,03 ¢ 3,17+0,02 ¢ 19,2+0,1 ¢ 8,4+0,1°¢ 27,6+0,2 9
400 1,59+0,01 ¢ 0,761+0,003 " tr 3,860,06 5,08+0,09 f 2,33+0,01 9 9,76+0,08 f 3,860,069 13,62+0,02 9
600 0,901+0,007 | 1,73+0,04 ¢ tr 3,1+0,29 4,61+0,03 M 2,43+0,03 f 9,67+0,05 3,1+0,2" 12,8+0,1"
‘Red-basil’ 1,7£0,8 A 2+1 A 1+1 A T4 A 11+8 3£2A 18+12 A 8154 25417 A
0 2,68+0,04 @ 3,06+0,02 ° 3,550,010 11,5+0,4 @ 23,2+0,4 4,93+0,04 © 33,9+0,42 15,1+0,4 @ 48,910,82
200 2,23+0,02 ¢ 2,12+0,02 ¢ 0,226+0,001 1 8,4+0,3"° 14,9+0,4 ¢ 4,93+0,03° 242+0,4° 8,6+0,3°¢ 32,8+0,7 ¢
400 1,15+0,01 " 1,000,019 0,340,019 4,43+0,02 ¢ 4,43+0,02 9 1,227+0,005 7,807+0,004 " 4,77+0,03 f 12,58+0,03 "
600 0,61+0,02" 0,51+0,011 0,074+0,004 1,7440,09' 2,782+0,03' 1,12+0,03™ 5,040,1J 1,82+0,091 6,80,1"
‘Basilico-rosso’ 0,9+0,2 8 0,9+0,2 8 1+1 A 4+1 B 3,840,7 8 1,6+0,4 B 7+1B 5+2B 12438
0 1,20+0,02 9 1,00+0,01 ¢ 2,89+0,01°¢ 4,42+0,07 ¢ 4,42+0072 " 1,46+0,04 8,4+0,29 7,340,149 15,7+0,2 f
200 1,08+0,01 1,03+0,02 0,41+0,01 f 5,1+0,2 ¢ 3,98+0,051 2,12+0,02" 8,200,019 5,5+0,2 ¢ 13,7+0,2 ¢
400 0,726+0,003 ™ 1,01+0,01 fo 0,624+0,005 ¢ 3,2+0,2 9 3,7#0,1K 1,880,041 7,3£0,1" 3,8+0,29 11,1+0,3
600 0,80+0,03' 0,59+0,02 0,298+0,004 " 2,32+0,01" 2,7¢0,1! 1,05+0,01" 5,17+0,031 2,61+0,011 7,840,1K
‘Mitikas’ 1,0£0,4 B 0,8+0,6 B - 1+1¢ 3+38 32 A 8158 2+1 € 9+6 €
0 1,34+0,03 1,72+0,02 ¢ 0,52+0,01 ¢ 3,22+0,03 9 7,640,5¢ 4,97+0,02 2 15,60,5 ¢ 3,74+0,04 9 19,440,5¢
200 1,31+0,01 f 0,45%0,01 % tr 1,49+0,011 2,21+0,03 ™ 3,02+0,04 ¢ 6,99+0,01 1,49+0,01 8,480,011
400 0,84+0,02 % 0,51+0,011 tr 1,08+0,01 1,77£0,06 " 1,50+0,02 1 4,6+0,1K 1,080,01 "' 57#0,1™
600 0,33+0,02 ° 0,41+0,01" tr 0,065+0,006 ' 0,98+0,01° 1,25+0,02"' 3,040,1' 0,065+0,006 ™ 3,0£0,1"

tr - tragos; TPA: &cidos fendlicos totais; TF-Total flavonoides, TPC-Total compostos fenélicos. *Diferentes letras latinas maidsculas na mesma coluna indicam diferencgas

significativas entre as cultivares testadas para 0 mesmo tratamento de nitrogénio, enquanto letras latinas minasculas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre

o0s tratamentos de nitrogénio testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste HSD de Tukey (p=0,05). Curvas de calibracdo utilizadas: 1 e 2 - acido cafeico (y =
388345x + 406369, R? = 0,9939: LOD = 0,78 ug/mL; LOQ = 1,97 ug/mL), 3 e 4- quercetina-3-O-rutinosideo (y = 13343x + 76751, R = 0,9998; LOD = 0,18; LOQ = 0,65),
5 e 6- 4cido rosmarinico (y = 191291x - 652903, R? = 0,999; LOD = 0,15 pg/mL; LOQ = 0,68 pg/mL).
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4.2.7. Actividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos das folhas de manjericdo foi
avaliada através de dois métodos celulares, nomeadamente o método TBARS e o método
OxHLIA (Tabela 20). No ensaio TBARS, observou-se que as folhas de manjericdo ‘Dark-
opal’ fertirrigadas com 200 ppm apresentaram menores valores de ECso (13,1 ug/mL) e
portanto, a maior atividade antioxidante, seguida das cultivares ‘Red-basil’ (25,2 ug/mL) e
‘Basilico-rosso’ (31 ug/mL) fertirrigadas com 200 ppm de N. Por sua vez, as cultivares
‘Mitikas’ e a ‘Red-basil’ cultivadas com as concentracOes elevadas de N apresentaram valores

de ECso elevados e portanto, a menor atividade antioxidante.

No ensaio OXHLIA, as menores concentracdes inibitorias (1Cso) calculadas ap6s uma ou
duas horas, foram observadas no extrato das cultivares ‘Dark-opal’ e ‘Red-basil’ fertirrigadas
com 200 ppm de N, enquanto que os valores mais altos foram observados no extrato da

‘Mitikas’ fertirrigada com a concentragdo mais elevada de N.

O grau da atividade antioxidante é resultante da interacdo entre as cultivares e, a
concentracdo de N foi correlacionada positivamente com o contetdo total de tocoferdis, que
foram elevados na cultivar ‘Dark-opal’ e ‘Red-basil’ fertirrigados com 200 ppm e menores na
cultivar ‘Basilico-rosso’ e ‘Mitikas’, fertirrigados com os niveis mais elevados de N (Tabela
17).

Resultados semelhantes foram relatados por Majdi et al. (2020), que também observaram
diferencas significativas entre duas espécies de Ocimum (O. basilicum cv. Cinnamon e O.
citriodorum) e obtiveram valores de ICso significativamente mais baixos do que o controlo

positivo (Trolox).
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Tabela 18. Atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos das cultivares de manjericdo estudadas

em relag&o aos niveis de nitrogénio (ppm) aplicados (média + DP, n=3).

Cultivar TBARS OxHLIA (ICs values, pg/mL)
ppm (ECso, pg/mL) At =60 min At =120 min
‘Dark-opal’ 32+16 0" 10656 B 198+89 B
0 34+3 ¢ 79+39 145+4
200 13,1+0,3 ¢ 30,8+0,9' 82+11
400 25,7+0,5 14442 ¢ 270+3 ¢
600 55,4+0,6 ° 1714 ¢ 29344 ¢
‘Red-basil’ 50+15 B 68426 P 170484 €
0 55,740,2° 60+2 " 109+2 "
200 25,240,2 40,0+0,9 I 79+31
400 60+1 @ 64+3 " 20214 ¢
600 61+2 @ 10946 28916 ¢
‘Basilico-rosso’ 43+12 € 77+44 € 151476 P
0 32+1¢ 38+1 k! 65+21
200 31,0+0,2 ¢ 463 1 136+3 9
400 54,9+0,7° 147+4 9 271474
600 55,1+0,8 ° 79439 13045 9
‘Mitikas’ 57+4 A 183+106 A 269+254 A
0 54,3+0,8 ° 51+2'1 105+2 "
200 52,0£0,9 ¢ 119+7°¢ 314+15°
400 59,7+0,5¢ 250+11° na
600 61,2+0,2 2 313+13° 655+19 @
Trolox 5,4+0,3 19,6+0,7 41+1

*Diferentes letras latinas maidsculas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as cultivares

testadas para 0 mesmo tratamento de nitrogénio, enquanto letras latinas mintsculas na mesma coluna indicam

diferengas significativas entre os tratamentos de nitrogénio testados para a mesma cultivar, de acordo com o teste

HSD de Tukey (p=0,05).

4.2.8. Atividade Antimicrobiana

Os resultados mais baixos de CMI e CMB e, portanto, maior atividade antibacteriana,

foram observados contra a estirpe B. cereus, com concentracdes inferiores as dos controlos

positivos E211 e E224 (Tabela 19). Foram observados valores de CMI e CMB semelhantes ou

menores aos controlos positivos também para as estirpes S. aureus e S. Tymphimurium, mas
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ndo foi observada uma tendéncia particular no potencial da atividade antibacteriana das

cultivares e/ou concentracdo de N.

Tabela 19. Atividade antibacteriana (concentragdo minima de inibi¢do (CMI) e concentragcdo minima
bactericida (CMB) (mg/mL) dos extratos hidroalco6licos das cultivares de manjericao estudadas em

relacdo aos niveis de nitrogénio (ppm) aplicados.

Cultivar ppm S. aureus B. cereus L. monocytogenes E. coli S. Typhimurium E. cloacae
‘Dark-opal’ 0 CMI 4 1 2 2 2 4
CMB 8 2 4 4 4 8
CMI 2 1 1 2 2 2
200 cme 4 2 2 4 4 4
CMI 1 1 2 1 2 1
40 cvs 2 2 4 2 4 2
CMI 2 1 2 2 2 2
600 CMB 4 2 4 4 4 4
‘Red-basil’ 0 CMI 2 1 2 1 1 2
CMB 4 2 4 2 2 4
CMI 1 1 1 1 2 1
200 CMB 2 2 2 2 4 2
CMI 2 1 2 2 1 2
400 CMB 4 2 4 4 2 4
CMI 2 0.5 2 1 1 2
600 CMB 4 1 4 2 2 4
‘Basilico-rosso’ 0 CMI 1 1 1 2 2 1
CMB 2 2 2 4 4 2
CMI 1 0.5 1 2 1 1
200 CMB 2 1 2 4 2 2
CMI 2 1 2 2 2 2
400 CMB 4 2 2 4 4 4
CMI 1 1 2 2 2 1
600 CMB 2 2 4 4 4 2
‘Mitikas’ 0 CMI 2 1 2 2 2 2
CMB 4 2 4 4 4 4
CMI 2 1 2 2 1 2
20 cm 4 2 4 4 2 4
CMI 2 1 2 2 1 2
400 CMB 4 2 4 4 2 4
CMI 2 1 2 1 2 2
600 CMB 4 2 4 2 4 4
Controlos E211 CMI 4.0 0.5 1.0 1.0 1.0 2.0
positivos CMB 4.0 0.5 2.0 2.0 2.0 4.0
E224 CMI 1.0 2.0 0.5 0.5 1.0 0.5
CMB 1.0 4.0 1.0 1.0 1.0 0.5

Ao avaliar a atividade antifungica dos extratos hidroalcoolicos de folhas de manjericao
(Tabela 20), observou-se que os tratamentos aplicados de N apresentaram valores CMI e CMF
inferiores ao tratamento controlo para as estirpes A. fumigatus, A. versicolor e T. viride. Além
disso, os extratos especificos apresentavam valores de CMI e CMF inferiores aos apresentados
para os dois controlos positivos contra as estirpes A. niger, P. funiculosum e P. verrucosum
var. cyclopium, A. fumigatus. Tal como no nosso estudo, Fernandes et al. (2019), descreveram
atividades antibacterianas significativas nas folhas de O. basilicum var. purpurascens e 0s

extratos apresentaram valores de CMI, CMB e CMF inferiores aos controlos positivos
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utilizados. No entanto, estes resultados ndo sdo comparaveis com 0s do nosso estudo devido as

diferentes cultivares e controlos positivos utilizados.

Tabela 20. Atividade antifingica (concentracdo minima de inibicdo (CMI) e concentracdo minima
fungicida (CMF) mg/mL) dos extratos hidroalcodlicos das cultivares de manjericdo estudadas em

relacdo aos niveis de aos niveis de nitrogénio (ppm) aplicados.

Cultivar ppm A. fumigatus A. niger A. versicolor P. funiculosum P.v.var. T. viride
cyclopium
‘Dark-opal’ 0 CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
200
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.5 0.5 05 0.5 05 0.25
400
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.25 0.5 05 0.5 05 0.25
600
CMF 0.5 1 1 1 1 0.5
‘Red-basil’ 0 CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 05 0.25
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
200
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.25 0.5 0.25 0.5 1 0.25
400
CMF 0.5 1 0.5 1 2 0.5
CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
600
CMF 1 1 1 1 1 0.5
‘Basilico- 0 CMI 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
rosso’ CMF 0.5 1 1 1 1 0.5
CMI 0.5 0.5 0.5 1 1 0.5
200
CMF 1 1 1 2 2 1
CMI 0.25 0.5 0.25 0.5 1 0.25
400
CMF 0.5 1 0.5 1 2 0.5
CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
600
CMF 1 1 1 1 1 0.5
‘Mitikas’ CMI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.125
0
CMF 1 1 1 1 1 0.25
CMI 0.5 0.5 05 0.5 05 0.25
200
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.5 0.5 05 0.5 05 0.25
400
CMF 1 1 1 1 1 0.5
CMI 0.25 0.5 05 0.5 1 0.25
600
CMF 0.5 1 1 1 2 0.5
CMI 1.0 1.0 2.0 1.0 2.0 1.0
E211
Controlos CMF 2.0 2.0 2.0 2.0 4.0 2.0
positivos CMI 1.0 1.0 1.0 0.5 1.0 0.5
E224
CMF 1.0 1.0 1.0 0.5 1.0 0.5
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Apresentam-se as conclusdes, a partir dos objetivos e resultados alcancados neste
trabalho. Posteriormente, serdo referidas as possibilidades de alargar o ambito deste estudo, de
forma a acrescentar ainda mais conhecimento relativamente a espécie O. basilicum L. no intuito

de melhorar o seu uso por parte da investigacdo e sociedade.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

5.1. Conclusao

No que se refere aos efeitos da salinidade, os resultados do nosso estudo mostraram que
as cultivares testadas foram moderadamente tolerantes a salinidade, sem efeitos significativos
sobre nos teores de humidade das folhas. No que se refere ao valor nutricional, o efeito da
salinidade foi variado, verificaram-se teores elevados de gordura, cinzas e glicidos, e uma

diminuicdo do valor proteico e energéetico em todas as cultivares.

Além disso, as plantas das cultivares ‘Red-basil’ e Bassilico Rosso sujeitas ao stress da
salinidade, tenderam a acumular acgucares livres e compostos fendlicos como principais
osmdlitos, para contribuir para 0 mecanismo antioxidante global das plantas, enquanto que 0s
tocoferdis e acidos organicos foram negativamente afetados pela salinidade em todas as
cultivares. No entanto, a ligeira reducdo do &cido oxalico é considerada benéfica devido aos

efeitos antinutricionais deste composto.

A atividade antioxidante variou nos ensaios avaliados, para o ensaio TBARS, o
tratamento controlo apresentou maior atividade (menor ECso). Por outro lado, os resultados do
ensaio OXHLIA, indicam que a elevada salinidade pode aumentar a atividade antioxidante para

as cultivares especificas (‘Dark-opal’ e ‘Basilico-rosso’).

Curiosamente, a maioria dos extratos apresentou elevada atividade antifngica contra os
fungos patogénicos testados, com valores de CMI e CMF semelhantes ou inferiores aos dos
controlos positivos. Por conseguinte, poder-se-a concluir que o cultivo do manjericao sob stress
de salinidade moderado é uma opcao viavel, que permite a valorizacao de solos ligeiramente
salinizados ou a utilizacdo de agua salobra. Contudo, sdo necessarios mais estudos para

identificar e selecionar as cultivares que séo adequadas para o cultivo em condigdes salinas.

No que se refere aos efeitos da fertilizacdo com N, encontrar o equilibrio certo entre
rendimento, valor nutricional e bioatividade em plantas aromaticas como 0 manjericdo pode

ser um desafio devido & complexa interacdo entre a cultivar e as condi¢des ambientais.

O presente estudo contribui para aumentar significativamente o nosso conhecimento
sobre a complexa interagdo do N, um dos nutrientes mais importantes no rendimento, perfil

quimico, e bioatividade das cultivares avaliadas.
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O estudo revelou um impacto interativo significativo de ambos os fatores (cultivar x N).
As folhas de cor parpura, apresentavam um perfil nutricional e bioativo elevado, apresentando
teores elevado de a-, y-, - e tocoferois totais, percentagem elevada de PUFAs e menor razdo
de n-6/n-3, juntamente com teores elevado de flavonoides totais e compostos fendlicos totais,

0 que resultou numa elevada atividade antioxidante dos extratos hidroalcoo6licos.

No entanto, o perfil quimico de cada cultivar foi modulado pela concentracdo de N, e
enquanto os teores de compostos fenolicos totais diminuiram com o aumento da concentracao
de N, os teores de a-, y-, - e tocoferois totais aumentaram nas plantas fertirrigadas com 200

ppm e diminuiram nas que receberam 600 ppm.

Do mesmo modo, o teor de acidos gordos e PUFA aumentaram nas plantas fertirrigadas
com 200 ppm, e apresentaram a menor razdo de n-6/n-3 nas cultivares de manjericdo avaliadas,
com excecdo do manjericdo ‘Dark-opal’ que apresentou o melhor perfil de &cidos gordos e a

menor razao de n-6/n-3 quando fertirrigado com 400 ppm.

As plantas fertirrigadas com 200 ppm apresentaram melhor atividade antioxidante,
especialmente no caso dos extratos das cultivares ‘Dark-opal’ e ‘Red-basil’, enquanto que todas
as cultivares apresentaram elevada atividade antibacteriana e antiflngica, independentemente

da concentracdo de N.

5.2. Perspectivas Futuras

Em futuros trabalhos seria interessente avaliar um conjunto mais alargado de cultivares,
bem como a interacdo dos fatores ambientais e culturais, que podem ter um impacto
significativo na composi¢do quimica e propriedades bioativas, como por exemplo o
fotoperiodo, exposicao solar, tempo de colheita, macro e micronutrientes, entre outros. Tentar

correlacionar estes dados através de programas especificos de estatistica.

Avaliar as biodisponibilidades dos compostos nutracéuticos das cultivares de manjericao
em simuladores de digestdo, para medir o real impacto na alimentacdo humana e como

potenciar a absorcdo metabdlica.

Comprovar outras caracteristicas medicinais, como as propriedades anticancerigenas, em
ensaios laboratoriais com linhas diferenciadas de células tumorais. Procurando possiveis
associacdes com outras plantas, que potenciem o efeito, com base na etnofarmacologia

botanica.
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ANEXQOS

Nos anexos apresentam-se as tabelas suplementares de acidos gordos em relacdo aos

niveis de salinidade e nitrogénio aplicados.



ANEXO 1 - Tabela suplementar de acidos gordos

Anexo

Tabela Al. Composicio (%) dos Acidos Gordos nas cultivares de manjericio estudadas em relacéo aos niveis de salinidade aplicados (média + DP, n=3).

‘Dark-opal’ ‘Red-basil’ Rosso
Controlo S1 S2 Controlo S1 S2 Controlo S1 S2

C12:0 0,06740,001 0,057+0,002 0,030+0,001 0,122+0,001 0,144+0,003 0,109+0,009 0,140+0,005 0,184+0,001 0,143+0,001
C13:0 3,35+0,01 3,82+0,07 2,22+0,07 2,7540,01 3,53+0,01 3,37+0,05 2,94+0,01 0,91+0,06 0,540+0,008
C14:0 0,326+0,003 0,34+0,02 0,261+0,006 0,348+0,008 0,450+0,005 0,399+0,002 0,271+0,004 0,444+0,003 0,342+0,001
C15:0 0,300+0,004 0,32+0,01 0,249+0,003 0,354+0,005 0,426+0,003 0,359+0,006 0,282+0,004 0,254+0,001 0,249+0,006
C15:1 0,25+0,01 0,44140,004 0,7310,03 0,928+0,004 0,84+0,01 1,0340,01 0,94+0,02 0,860+0,008 0,848+0,007
C16:0 21,17+0,01 21,8404 20,940,2 19,6+0,1 22,85+0,01 22,0740,33 19,84+0,01 30,16+0,06 29,86+0,01
C16:1 3,92+0,01 3,1+0,2 3,610,1 2,63+0,01 2,88+0,01 2,88+0,03 3,02+0,01 0,89+0,06 0,654+0,007
C17:0 1,45+0,05 1,40+0,02 1,62+0,07 1,62+0,01 1,85+0,03 1,76+0,07 1,71+0,04 0,34+0,01 0,346+0,001
C18:0 4,3310,01 4,0+0,1 3,2740,02 3,5510,03 4,12+0,01 3,93+0,04 4,04+0,01 3,58+0,06 3,53+0,01
C18:1n9c 3,06+0,04 3,32+0,03 2,78+0,05 3,28+0,02 3,97+0,05 3,75+0,03 3,3740,01 3,4440,01 3,93+0,01
C18:2n6c 14,94+0,02 18,29+0,02 18,72+0,03 14,440,3 15,3+0,1 16,310,3 12,6+0,1 10,310,1 10,67+0,04
C18:3n3 42,14+0,05 40,510,3 44,0+0,1 49,240,1 42,240,1 42,440,1 49,240,1 47,340,1 47,59+0,06
C20:2 0,829+0,004 0,54+0,01 0,472+0,004 0,436+0,001 0,51+0,01 0,704+0,003 0,756+0,001 0,448+0,008 0,423+0,004
C23:0 2,66+0,01 1,06+0,09 0,5740,01 0,313+0,001 0,447+0,008 0,404+0,001 0,396+0,001 0,63+0,02 0,66+0,02
C24:0 1,23+0,03 1,02+0,04 0,58+0,02 0,439+0,006 0,495+0,008 0,511+0,009 0,46+0,02 0,230+0,007 0,247+0,008
SFA 33,65+0,05 32,840,5 29,1+0,2 28,7+0,2 33,840,1 32,4+0,4 29,610,1 36,5+0,1 35,740,1
MUFA 8,46+0,01 7,810,3 7,740,1 7,310,1 8,240,1 8,210,1 7,8+0,1 5,440,1 5,740,1
PUFA 57,91+0,06 59,3+0,3 63,2+0,1 64,1+0,2 58,0+0,1 59,4+0,4 62,610,1 58,1+0,1 58,710,1

C12:0 - 4cido laurico; Acido C13:0 — 4cido tridecandico; C14:0 - 4cido miristico; C15:0 - acido pentadecandico; C15:1 - acido 1-pentadecendico; C16:0 - acido palmitico;

C16:1 - acido palmitoléico; C17:0 — acido heptadecandico; C18:0 - acido estearico; C18:1n9c - &cido oleico; C18:2n6¢ - 4cido linoléico; C18:3n3 - acido alfa-linolénico;

C20:2 - 4cido eicosadiendico; C23:0 - &cido tricosandico; C24:0 - 4cido lignocérico; SFA - Acidos gordos saturados; MUFA - écidos gordos monoinsaturados; PUFA -

Acidos gordos polinsaturados.
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Tabela A2. Composicdo (%) dos Acidos Gordos nas cultivares de manjericdo estudadas em relagio aos niveis de nitrogénio (ppm) aplicados (média + DP,
n=3).
‘Dark-opal’ ‘Red-basil’

0ppmN 200 ppm N 400 ppm N 600 ppm N 0ppmN 200 ppm N 400 ppm N 600 ppm N
C12:0 0,052+0,005 0,068+0,001 0,096+0,003 0,114+0,001 0,194+0,007 0,125+0,001 0,145+0,004 0,144+0,003
C13:.0 1,14+0,02 3,48+0,04 2,53+0,01 2,33+0,01 1,04+0,07 2,70+0,04 2,44+0,01 2,47+0,06
C14:0 0,242+0,007 0,358+0,008 0,240+0,005 0,249+0,003 0,353+0,001 0,332+0,001 0,239+0,004 0,249+0,006
C15:0 0,130+0,007 0,297+0,006 0,347+0,004 0,370+0,006 0,244+0,003 0,280+0,006 0,370+0,007 0,344+0,003
C15:1 0,39+0,01 0,273+0,009 0,86+0,03 0,869+0,008 0,48+0,01 0,877+0,002 0,647+0,001 0,624+0,003
C16:0 20,9+0,2 21,8+0,2 20,5+0,7 19,87+0,07 18,89+0,05 19,4+0,1 18,06+0,01 17,78+0,08
C16:1 2,15+0,01 4,17+0,08 2,76+0,02 2,740,1 3,58+0,08 2,46+0,01 3,28+0,06 3,44+0,02
C17:0 1,49+0,01 1,56+0,01 1,54+0,02 1,67+0,03 3,840,2 1,61+0,04 2,43+0,04 2,04+0,15
C18:0 7,5+0,1 4,09+0,05 4,1+0,2 3,840,3 3,2620,02 3,730,01 3,38+0,07 3,16+0,04
C18:1n9c 4,340,1 3,02+0,09 3,48+0,07 3,46+0,04 3,37+0,02 3,30+0,06 3,09+0,01 3,72+0,01
C18:2n6c 14,6+0,4 15,240,2 13,4+40,4 14,4+0,4 14,17+0,07 14,06+0,07 14,29+0,06 15,13+0,01
C18:3n3 44,6+0,3 41,8+0,1 48,9+0,2 49,08+0,04 48,6+0,4 50,03+0,06 50,08+0,07 49,3+0,1
C20:2 0,56+0,04 0,82+0,05 0,55+0,01 0,53+0,01 0,606+0,004 0,445+0,003 0,52+0,05 0,55+0,03
C23:0 0,63+0,05 2,37+0,01 0,39+0,04 0,373+0,009 0,759+0,008 0,373+0,008 0,63+0,02 0,537+0,008
C24:0 1,27+0,03 0,729+0,001 0,37+0,01 0,315+0,001 0,639+0,007 0,344+0,001 0,41+0,02 0,524+0,001
SFA 32,140,1 34,140,2 29,7+0,6 28,8+0,4 28,5+0,2 28,5+0,1 27,69+0,02 26,740,1
MUFA 8,240,1 8,2+0,2 7,5+0,1 7,3+0,1 8,12+0,1 7,0+0,1 7,43+0,04 8,31+0,02
PUFA 59,7+0,2 57,8+0,4 62,8+0,6 64,0£0,5 63,3+0,4 64,5+0,1 64,9+0,1 65,0+0,1
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Tabela A2. continuagdo

Anexo

‘Basilico-rosso’ ‘Mitikas’

0ppmN 200 ppm N 400 ppm N 600 ppm N 0ppmN 200 ppm N 400 ppm N 600 ppm N
C12:0 0,174+0,001 0,159+0,006 0,198+0,006 0,162+0,004 0,195+0,003 0,160+0,006 0,161+0,002 0,179+0,001
C13:0 0,539+0,006 2,35+0,01 2,94+0,01 3,26+0,09 2,27+0,07 2,76+0,01 2,77+0,05 3,03£0,01
C14:0 0,669+0,007 0,37£0,01 0,344+0,002 0,365+0,004 0,500+0,008 0,260+0,008 0,29+0,02 0,337+0,006
C15:0 0,248+0,008 0,251+0,001 0,240+0,009 0,39+0,01 0,789+0,009 0,370+0,008 0,356+0,002 0,315+0,002
C15:1 0,465+0,001 0,835+0,001 0,541+0,009 1,07+0,03 0,62+0,03 0,95+0,01 1,05+0,01 0,87+0,05
C16:0 21,540,5 18,43+0,01 20,5+0,8 20,3+0,6 27,36+0,01 19,12+0,06 19,8+0,2 21,2+0,6
Cil6:1 3,939+0,009 2,67+0,04 3,52+0,01 3,810,1 10,5+0,1 7,14+0,01 7,05£0,07 6,66+0,23
C17:0 1,04+0,01 1,44+0,02 0,742+0,001 0,648+0,007 0,506+0,004 0,363+0,001 0,340+0,005 0,343+0,001
C18:0 5,14+0,01 3,86+0,02 3,84+0,02 3,76x0,06 6,16+0,03 2,70£0,08 2,97+£0,01 3,045+0,003
C18:1n9c 4,18+0,08 3,64+0,02 4,15+0,01 3,1540,02 4,0+0,2 2,18+0,07 2,58+0,07 2,63+0,05
C18:2n6c 15,5+0,2 13,3+0,1 15,240,1 13,17+0,05 13,440,3 14,0+0,6 14,45+0,04 13,740,2
C18:3n3 45,41+0,4 51,0+0,2 45,5+0,7 47,3+0,5 31,340,1 48,5+0,5 46,5+0,1 45,7+0,6
C20:2 0,311+0,004 0,85+0,03 1,00+0,01 1,27+0,05 0,68+0,04 0,434+0,002 0,466+0,002 0,630+0,008
C23:0 0,737%0,007 0,37£0,02 1,00+0,02 0,97+0,01 0,710%0,007 0,500+0,006 0,62+0,03 0,62+0,03
C24:0 0,259+0,004 0,450+0,005 0,299+0,004 0,39£0,03 1,00+0,01 0,529+0,008 0,61+0,04 0,67+0,01
SFA 30,0+0,5 27,2+0,1 29,8+0,8 29,9+0,6 38,5+0,1 26,240,1 27,310,2 29,1+0,6
MUFA 8,840,1 7,610,1 8,510,1 8,410,1 16,2+0,3 10,8+0,1 11,3+0,1 10,8+0,2
PUFA 61,2+0,6 65,240,1 61,740,8 61,8+0,6 45,340,3 63,0£0,1 61,4+0,1 60,1+0,8
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