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Resumo 

Cynara cardunculus L., vulgarmente designado de cardo, oriundo da bacia mediterrânica, é 

utilizado em Portugal na produção de queijo da Serra DOP. O facto de as flores de cardo possuírem 

uma família de proteases aspárticas – cardosinas, permite a sua utilização como coagulante vegetal. No 

entanto, desta atividade resultam vários subprodutos (caules, folhas e capítulos com as brácteas, papilhos 

e sementes). O cardo é reconhecido na medicina popular devido aos seus efeitos hepatoprotetor e 

coleréticos, assim a sua biomassa, tais como folhas e caules, tem sido alvo de estudo devido à presença 

de compostos bioativos que podem estar associados às propriedades benéficas para a saúde. No entanto, 

para as sementes apenas é conhecida a composição do óleo. O objetivo deste trabalho foi a caracterização 

das sementes do cardo para avaliar o potencial de valorização para aplicação em diferentes indústrias 

como a alimentar, nutracêutica e cosmética. Neste estudo as sementes foram separadas em duas partes 

visivelmente diferentes, o miolo (60%) e a casca (40%), que foram sujeitas a extrações sequenciais para 

a obtenção dos diferentes componentes, nomeadamente compostos lipofílicos, compostos fenólicos e 

polissacarídeos. Os resultados obtidos demonstram que a casca é constituída por cerca de 21 % em 

açúcares e 38% em lenhina, já o miolo é rico em gordura (39%) e em proteína (27%). Os óleos obtidos 

com n-hexano (39% miolo e 1% casca) foram analisados quanto o teor em ácidos gordos tendo sido 

identificado o ácido linoleico como o seu componente maioritário (52-68%), seguido dos ácidos oleico 

(20-31%), palmítico (10-13%) e esteárico (2-4%). A análise dos derivados sililados também permitiu a 

identificação de α-tocoferol, estigmasterol e β-sitosterol no óleo do miolo. A caracterização dos 

polissacarídeos revelou que eram constituídos por (1→5)-Araf, (1→3,5)Araf, (1→2,5)Araf; (1→4)Glcp, 

(1→4,6)Glcp, (1→2)Xylp, e (1→2)Galp. Estas ligações são características de arabinanas e xiloglucanas. 

No entanto, a elevada percentagem molar de ramificações como a (1→3,5)Araf e (1→2,5)Araf; associada 

ao teor de compostos fenólicos nestas frações, 9 e 117 mg EAC/g para o EA do miolo e EA da casca, 

respetivamente, sugerem estruturas sob a forma de complexo entre polissacarídeo-composto fenólico. 

Este tipo de complexos têm vindo a ser associados pela elevada atividade antioxidante muitas vezes 

apresentada por polissacarídeos. 

Este trabalho demonstrou que as sementes de Cynara cardunculus L. são constituídas por 

compostos com potencial, tais como ácidos gordos, esteróis, compostos fenólicos, proteína e 

polissacarídeos, que podem ser valorizados para diferentes aplicações devido ao seu potencial biológico, 

como atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatória e ação como preservação cardíaca e 

neurológica.  

Palavras-chave: cardo; subprodutos; compostos lipofílicos; polissacarídeos; compostos 

fenólicos 

 



 

  



Abstract 

Cynara cardunculus L., commonly known as cardoon, from the Mediterranean basin, is used in 

Portugal for the production of “Queijo da Serra DOP”. The fact that the thistle flowers have a family 

of aspartic proteases - cardosins – allows them to be used as a vegetable coagulant. However, several by-

products (stems, leaves, heads (which include bracts, pappus and seeds)) result from this activity. 

Cardoon is recognized in popular medicine due to its hepatoprotective and choleretic effects and its 

biomass, such as leaves, and stems has been studied due to the presence of bioactive compounds that 

may be associated with beneficial properties for health. However, for the seeds only the composition of 

the oil is known. 

The aim of this work was to characterize the cardoon seeds in order to evaluate the potential 

for application in different industries such as food, nutraceuticals and cosmetics. In this study, seeds 

were separated into two visibly different parts, the kernel (60%) and the shell (40%), which were 

subjected to sequential extractions to obtain the different components, namely lipophilic, phenolic 

compounds and polysaccharides.  

The results obtained show that the shell consists of about 21% sugars and 38% lignin, while the 

kernel is rich in fat (39%) and protein (27%). The oils obtained with n-hexane (39% kernel and 1% shell) 

were analyzed for their fatty acid content and linoleic was identified as the major component (52-68%) 

followed by oleic (20-31%), palmitic (10-13%) and stearic (2-4%) acids. The analysis of silylated 

derivatives also allowed the identification of α-tocopherol, stigmasterol and β-sitosterol in the kernel oil.  

The characterization of polysaccharides revealed that they consisted of (1→5)-Araf, 

(1→3,5)Araf, (1→2,5)Araf; (1→4)Glcp, (1→4,6)Glcp, (1→2)Xylp, and (1→2)Galp. These bonds are 

characteristic of arabinans and xyloglucans. However, the high molar percentage of branches such as 

(1→3,5)Araf and (1→2,5)Araf along with the content of phenolic compounds in these fractions, 9 and 

117 mg ECA/g for water extract kernel and shell, respectively, suggest stuctures in the form of 

polysaccharide-phenolic compound complex. This type of complex has been associated with the high 

antioxidant activity often presented by polysaccharides.  

This work has shown that the seeds of Cynara cardunculus L. consist of compounds with potential 

such as fatty acids, sterols, phenolic compounds, proteins and polysaccharides which can be valorised 

for different applications due to their biological potential like antioxidant, antimicrobial and anti-

inflamatory activity and action as cardiac and neurological preservation. 

Keywords:  cardoon; byproducts; lipophilic compounds; polysaccharides; phenolic compounds 
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Capítulo 1 

Introdução 

1.1 O Cardo 

O cardo tem como nome científico Cynara cardunculus L. e pertence à família Asteraceae, género 

Cynara e espécie Cynara cardunculus [1], [2]. C. cardunculus está subdivida em três variedades: 1) a sylvestris 

Fiori (cardo selvagem); 2) scolymus (L.) Fiori (alcachofra) e 3) altilis DC (cardo cultivado) (Figura 1).  

Figura 1-Ilustrações das 3 variedades pertencentes à espécie Cynara cardunculus L.: (a) Cynara cardunculus. 
sylvestris Fiori, (b) Cynara cardunculus scolymus L. Fiori e (c) Cynara cardunculus L. altilis (DC) 

O cardo selvagem apresenta uma roseta característica de folhas grandes, caules ramificados e 

um capítulo com vários espinhos e tons azul-violeta [2], [3]. Estudos citogénicos indicam que tanto a 

scolymus (L.) Fiori e altilis DC provêm de Sylvestris Fiori. No entanto possuem diferentes características 

morfológicas como resultado de critérios de seleção [4]–[7]. Ao contrário de Sylvestris Fiori, Cynacara 

cardunculus (L.) altilis DC não apresenta espinhos nos caules, folhas e capítulo [3], [4], [8].  

1.2 Distribuição Geográfica 

O cardo selvagem é oriundo das zonas oeste e centro da Bacia do Mediterrâneo que inclui o sul 

da Europa (grande parte da Península Ibérica: sul de Portugal e sul de Espanha). Também se encontra 

espalhado pela Madeira, ilhas Canárias, norte de África, Turquia e Chipre. Este tipo selvagem também é 

uma espécie colonizadora no México, Argentina e Austrália [2], [3]. Quanto à alcachofra, espécie da 

mesma família,  pode encontrar-se por todo o mundo, mas tem um impacto económico especialmente 
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em países como Itália, Espanha, Turquia e França [3], [4], [8], [9]. Relativamente ao cardo cultivado 

encontra-se em Espanha, Itália, França, Grécia e, mais recentemente, no sul de Portugal [3], [10]–[13]. 

Em Portugal, podemos encontrar o cardo nas zonas do centro, sul e interior (Figura 2). 

 

Figura 2-Distribuição geográfica das plantações de cardo em Portugal -adaptado de [14] 

 

 

1.3 Ciclo de Vida  
 

Tanto nas variedades selvagens como o cardo cultivado são plantas herbáceas perenes, isto é, 

são plantas cujos seus caules não são lenhosos, atingindo a altura máxima e produção no espaço de um 

ano. O tempo de vida é superior a 2 anos e, neste caso específico, podem durar 10 a 15 anos. Estas 

plantas crescem e vivem sob condições xerotérmicas marcadas pelos verões mediterrânicos (elevadas 

temperaturas e stress hídrico) devido ao seu robusto sistema radicular (até 5 m de profundidade), estas 

apresentam um bom desenvolvimento face às condições climáticas adversas [11], [15].  

A primeira fase de crescimento do cardo começa com a germinação das sementes no início do 

outono. Os primeiros dois cotilédones emergem à superfície, seguidos do crescimento das folhas em 

forma de roseta (novembro) estendendo-se até junho, momento em que o cardo fica em flor (Figura 3). 

O processo de senescência começa a meados de julho e perdura durante o mês de agosto com a secura 

dos caules e folhas assim como a abertura e secura das cabeças que proporcionam a dispersão das 

sementes. É, nesta fase, que as raízes entram num estado de dormência até o começo de um novo ciclo, 
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com o respetivo brotar precoce da planta no início do outono [11], [15]–[17]. Sabe-se que uma planta de 

cardo na sua fase adulta pode atingir até 3 m de altura e uma área com 1,5 m de diâmetro[18]. 

  

Figura 3-Fases de crescimento do cardo: (A) formação dos cotilédones; (B) formação das primeiras 
folhas; (C) aparecimento dos capítulos; (D) desenvolvimento da planta; (E) floração (adaptado de [18]) 

 

1.4 Utilização do cardo  

 

1.4.1 Usos tradicionais  

 

As plantas da espécie Cynara cardunculus são utilizadas desde há vários séculos pelo Homem com 

vários propósitos. A utilização de infusões das folhas de alcachofra e cardo selvagem são reconhecidas 

pelos seus efeitos benéficos à saúde, como a proteção do fígado e estimulação do fluxo biliar [19]–[23]. 

As folhas e sementes de alcachofra também são consumidas para a prevenção da arteriosclerose, 

hipertensão arterial e hiperuricemia (elevada concentração de ácido úrico no sangue) [2], [24]. Ainda 

sobre a alcachofra, desde o século 15, que o capítulo faz parte da dieta mediterrânica, sendo consumido 

como um vegetal em fresco ou enlatado [3], [4], [9]. 

No cardo selvagem, o capítulo é o nome dado à inflorescência caracterizada por ter as flores 

inseridas num recetáculo protegido por brácteas onde também estão incluídas as sementes e os papilhos. 

As flores (pistilos) têm vindo a ser usadas durante séculos na Península Ibérica para a produção de queijos 

de ovelha como o da “Serra da Estrela”, “Nisa”, “Évora”, “Serpa” e “Azeitão” em Portugal e “La serena” 

e “Guía” em Espanha. A capacidade de coagulante dos estigmas do cardo selvagem resulta da elevada 

concentração de proteínas aspárticas denominadas de cardosinas [25]–[27].  
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1.4.2 Aplicações industriais: fabrico de queijo em Portugal  

 

A alimentação humana é um dos mais importantes setores económicos da Europa, onde o leite 

e os seus derivados representam alimentos comuns às diferentes dietas. O fabrico de queijo exige a 

passagem por várias etapas: inicia com a receção do leite cru que sofre um processo de filtração; passagem 

para as cubas de coagulação onde é aquecido até a temperatura desejada e adicionado o coalho vegetal 

ou animal, permanecendo em repouso até à ocorrência da coalhada. Após esse tempo faz-se a dessorção 

da coalhada onde o soro recolhido pode ser aproveitado para a produção de requeijão. Quanto à coalhada 

é colocada em moldes e devidamente prensados, tirada dos mesmos, salgada e colocada em câmaras de 

cura onde irá maturar (o processo de prensagem leva algum tempo até que seja extraído mais soro 

diminuindo o teor em humidade) [28].  

A coagulação é uma parte importante na produção do queijo. As proteínas existentes no leite 

encontram-se sob a forma de uma solução coloidal e, a fração proteica envolvida na coagulação é a fração 

das caseínas, sendo estas aproximadamente 80% das proteínas do leite. Apenas estas proteínas têm 

capacidade coagulante, e o rendimento em queijo depende não só da sua percentagem como também do 

tipo de proteínas presentes [29]. Este processo ocorre por alteração físico- química das caseínas [30] e, 

pode ocorrer por via enzimática (enzimas proteolíticas), ácida (diminuição do pH do leite) ou mista. A 

coagulação enzimática consiste em 3 fases: proteólise, agregação e gelificação [31]. As duas primeiras 

fases consistem na destabilização da ligação da Phe105-Met106 da k-caseína que consequentemente origina 

a libertação do segmento 106-169 hidrofílico caseinomacropéptido que fará parte do soro [32]. Quanto 

ao segmento 1-105 agrega-se originando a coalhada [33].  

O coalho animal foi o 1º coalho utilizado no fabrico de queijo, e consistia no extrato enzimático 

do abomaso de animais jovens. Este extrato é constituído apenas por duas enzimas: a quimosina (E.C. 

3.4.23.4) e a pepsina (E.C. 3.4.23.1). Quanto mais jovem é o animal maior o teor de quimosina no coalho 

[34]. No entanto, com o aumento da produção de queijo e diminuição dos bezerros abatidos (anos 70), 

levaram a diversas pesquisas em busca de alternativas com potencial uso no fabrico de queijo [35]. Os 

coalhos de origem vegetal são bastante utilizados a nível artesanal em pequenas explorações leiteiras e 

agrícolas [9], [36]. Há séculos que extratos de Cynara cardunculus são utilizados no fabrico de queijo e 

mostram afinidade específica para o leite de ovelha. Devido à localização geográfica e condições 

climatéricas favoráveis em Portugal, os pequenos ruminantes, em particular os ovinos, têm um papel 

importante na exploração animal. O queijo de ovelha é fabricado em Portugal há muitos anos e apreciado 

devido às suas caraterísticas únicas de textura e sabor, sendo considerado um produto gourmet [37].  

Cynara cardunculus é um substituto do coalho animal, apresentando elevada atividade proteolítica 

[33]. É nas flores desta espécie que é possível isolar as cardosinas (proteases aspárticas que têm o mesmo 

comportamento na clivagem da k-caseína) [38], [39]. O famoso queijo da Serra da Estrela com 



5 

 

denominação de origem protegida (DOP) é produzido com leite de ovelha Bordaleira Serra da Estrela 

e/ou Churra Mondegueira cru, sal e flor de cardo. O queijo da Serra da Estrela DOP representa um 

setor em Portugal, é o resultado de um modo de vida que se adaptou às circunstâncias da natureza local 

e, dado o volume de produção deste queijo no nosso país está também associada uma necessidade de 

plantações de cardos. No entanto, a parte útil da planta são apenas os pistilos da sua flor (Figura 4) pois 

é onde existe maior concentração das proteases aspárticas – as cardosinas, que representa uma 

percentagem pequena face ao tamanho que um cardo pode atingir. Esta questão remete-nos à situação 

de desperdícios agrícolas que têm sido alvo de grande atenção nos últimos anos com o intuito de 

valorizar os subprodutos agropecuários. Esta indústria produz anualmente grandes quantidades de 

resíduos cujo aproveitamento é mínimo ou nulo, sendo que apenas uma pequena parte é utilizada 

diretamente para alimentação animal ou compostagem [40].  

 

 

1.5 Subprodutos do cardo  

 

Com a utilização das flores de cardo no fabrico do queijo da Serra da Estrela DOP, os caules, 

as folhas e o capítulo, que engloba as brácteas, papilhos e sementes, surgem como um subproduto com 

pouco, ou nenhum, valor económico.  

No entanto se olharmos apenas para a biomassa total gerada, a sua exploração para fins 

energéticos surge como possibilidade de valorização desta cultura. Esta utilização tem um efeito benéfico 

ao nível da redução da dependência de importação de produtos energéticos, nomeadamente os 

combustíveis fósseis, e na poluição associada aos mesmos [41]. Do ponto de vista ecológico, trata-se de 

uma cultura autossuficiente, pois requer quantidades mínimas de nutrientes, ajuda na preservação da 

Figura 4-Ilustração da flor de cardo 
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erosão dos solos e consegue sobreviver apenas com a água das chuvas no inverno, não interferindo na 

produção de biomassa. Segundo a literatura, na Grécia o rendimento em biomassa de cardo cultivado 

pode ir até 33,4 ton peso seco/ha após o 2º ano de vida da planta [11]. Em Portugal, mais especificamente 

no Alentejo, também existem plantações de cardo cultivado, no entanto o rendimento em biomassa é 

bastante inferior comparativamente às culturas gregas (7,5 ton peso seco /ha) [42]. No entanto, a 

existência de compostos ativos nas diferentes partes morfológicas do cardo potenciam a sua utilização 

para outras aplicações. Segundo a literatura, as diferentes partes do cardo têm potencial para 

enriquecimento de produtos na indústria alimentar e farmacêutica, como uso fitoterapêutico [43].   

 

1.5.1 Folhas, Caules e Floretos  

 

A tabela 1 mostra o rendimento da extração de compostos lipofílicos com diclorometano de 

cada parte morfológica do cardo. O maior rendimento de extração está associado às folhas (17,5%) 

seguido do capítulo que varia de 3,3% e 4,5%. Esta informação é útil para entender quais as diferentes 

partes morfológicas do cardo com um maior rendimento das extrações lipofílicas. 

  

Tabela 1- Rendimentos de frações lipofílicas das várias partes morfológicas de Cynara cardunculus L. var. altilis (DC) 

(Adaptado de [44]) 

 

A cinaropicrina e o acetato de taraxasterilo (Figura 5) foram descritos como os compostos 

maioritários dos extratos lipofílicos de Cynara cardunculus L. var. altilis [18]. Nos extratos lipofílicos 

obtidos com diclorometano das diferentes partes do cardo (caules, folhas e capítulo) foram identificados 

65 compostos, entre os quais o ácido hicosanóico e cinaropicrina foram pela primeira vez identificados 

[18]. Nos extratos lipofílicos das folhas, floretos e caules o total de compostos identificados corresponde 

a  182,5 g/kg, 33,7 g/kg e 3 g/kg, respetivamente.  Para os extratos lipofílicos das folhas, as lactonas 

sesquiterpénicas foram a principal família identificada (≈94,5 g/kg; cinaropicrina ≈87,4 g/kg) enquanto 

que nos extratos dos floretos foram os compostos triterpenos pentacíclicos, a principal classe de 

compostos identificados (≈27,5 g/kg; acetato de taraxasterilo ≈8,9 g/kg). Os extratos lipofílicos das 

Parte morfológica de Cynara cardunculus L. 

var. altilis (DC) 
Rendimento de extração (% m/m) 

Caule 
Parte exterior 1,0 

Parte interior 2,0 

Capítulo 
Recetáculos e brácteas 3,3 

Flor 4,5 

Folhas 17,5 
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folhas e floretos (Figura 4) revelaram possuir efeitos antiproliferativos contra células cancerígenas [45]. 

Tanto os extratos como os compostos maioritários (cinaropicrina e acetato de taraxasterilo) foram 

testados, permitindo-os associar a este efeito nas células. Os resultados obtidos mostraram que as células 

foram mais sensíveis ao extrato lipofílico proveniente das folhas (IC50 10,39 µg/mL) do que ao extrato 

lipofílico extraído dos floretos (IC50 315,22 µg/mL). Comparativamente aos extratos enriquecidos, a 

cinaropicrina mostrou ser mais efetiva contra o desenvolvimento das células testadas. O valor de IC50 

obtido para a cinaropicrina foi de  6,19 µg/mL, o valor mais baixo de todos os testados. Este resultado 

indica que possivelmente, a cinaropicrina será o componente responsável pelo efeito observado nos 

extratos lipofílico proveniente das folhas [45].  

 

 

Figura 5-Estrutura química da cinaropicrina (a) e do acetato de  taraxasterilo (b) 

 

No cardo (Cynara cardunculus L. var. altilis) os compostos lipofílicos extraídos das folhas são 

constituídos principalmente por lactonas sesquiterpénicas e triterpenos pentacíclicos [46]. As lactonas 

sesquiterpénicas representam um grupo de metabolitos secundários presentes em todo o reino vegetal 

[47]. Este tipo de compostos é mais comum em algumas famílias, como Cactaceae, Solanaceae, Araceae, 

Euphorbiaceae e Asteraceae [48], [49]. Estes compostos são constituídos por 15 átomos de carbono e 

classificados com base no seu esqueleto (germacronolido, guaianolido, pseudoguaianolido, 

eudesmanolido, eremofilanolido, elemanolido, cadinanolido e xantonolido) sendo que as suas principais 

diferenças são na formação de anéis (varia no número de membros) e a posição das ligações duplas [50].  

A cinaropicrina, composto maioritário, pertence ao grupo das lactonas sesquiterpénicas mais 

especificamente às do tipo guaianolido [46]. Tanto a cinaropicrina como outras lactonas sesquiterpénicas 

têm vindo a mostrar atividades biológicas, como citotoxicidade contra algumas células tumorais (indução 

de apoptose), efeito inibitório sobre a produção de citocinas pró-inflamatórias e também como já 

referido anteriormente, ao nível de agente anti-carcinogénico (inibição da proliferação) [51]–[53]. A 

cinaropicrina é também o principal composto ativo na ação de relaxamento do músculo liso, o que revela 
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atividade antiespasmódica justificando assim o uso das infusões desta espécie para combate a problemas 

gastrointestinais [54].  

Os diversos compostos bioativos presentes nas folhas do cardo, bem como as suas propriedades 

e aplicações, tornam a biomassa desta espécie um material de interesse para a sua valorização, em especial 

para a extração de cinaropicrina, um composto de alto valor comercial (18 €/mg >97,5%) [46].   

Como já referido nos usos tradicionais (1.4.1) as infusões das folhas de cardo são reconhecidas 

pela medicina popular devido às suas ações hepatoprotetoras e coleréticas [20],[23]. Estes efeitos 

benéficos à saúde estão associados à presença de compostos fenólicos, tais como os ácidos 

hidroxicinâmicos (ácido 1,5-dicafeoilquínico) e flavonóides (luteolina e luteolina-7-O-glicosídeo) 

[20],[22]. Flores, folhas, caules e rizomas foram também já descritas como possuem propriedades 

antimicrobianas, com efeitos mais significantes para a Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, entre outras, 

tendo sido atribuída a responsabilidade aos compostos fenólicos presentes [55], [56].  

 

1.5.2 Capítulo e Sementes 

 

O capítulo engloba as brácteas, papilhos e sementes (Figura 6). As brácteas são das partes do 

cardo mais ricas em compostos fenólicos [57], principalmente em ácidos hidroxicinâmicos. Esta parte 

do cardo é também rica em carboidratos, sendo a sacarose o maior constituinte dos açúcares livres. O 

seu óleo é constituído principalmente por ácido gordos saturados, tais como o ácido palmítico, 

docosanoico, linoleico, esteárico, caproico, tendo também sido identificados os ácidos linoleico e oleico 

[43].  

 

Figura 6-Ilustração do capítulo de uma planta de cardo 

 

As sementes fazem parte do capítulo onde estão envolvidas nos papilhos e brácteas (Figura 7). 

Neste caso, o cardo trata-se de uma planta angiospérmica, isto é, uma planta espermatófita onde a sua 
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semente está protegida pelo fruto gerado, neste caso a flor de cardo, podendo no futuro germinar e 

originar uma nova planta.  

 

 

 

 

 

 

 

As sementes são constituídas por uma grande quantidade de  óleo (ácidos gordos, esteróis e 

tocoferóis). Ainda que as sementes de Cynara cardunculus L. correspondam a uma pequena percentagem 

da biomassa total, estudos demonstraram que estas são importantes devido às suas propriedades 

bioativas como a eliminação de radicais livres devido ao seu alto teor em compostos fenólicos [56]. O 

óleo das sementes pode variar entre 24 a 26 (% m/m) [43],[58]. No entanto, a quantidade em óleo está 

associada à irrigação da planta, isto é, menor irrigação menor quantidade de óleo. [59]. Contrariamente 

ao óleo do capítulo, o óleo das sementes é essencialmente constituído por ácidos gordos insaturados 

como o ácido linoleico e oleico. Na tabela 2 é possível verificar a composição em ácidos gordos do óleo 

extraído das sementes provenientes de culturas de diferentes locais da Europa onde foram avaliados 

vários genótipos. No entanto, os ácidos maioritários são os mesmo nas diferentes culturas: ácido 

linoleico (59-65%), oleico (21-25%), palmítico (9,4-11%) e esteárico (2,8-3,7%) e em percentagem 

inferior a 1% foram identificados os ácidos caproico, mirístico, palmitoleico, araquidónico, entre outros 

[17], [43], [60].  

O perfil de ácidos gordos é importante pois destaca o valor nutricional de um produto alimentar. 

O óleo extraído das sementes poderá ser adicionado a alimentos ou até ser usado ao nível industrial, em 

substituição de outros óleos alimentares [43],[56]. Noutra perspetiva o óleo de cardo também já foi 

estudado no sentido de ser utilizado como matéria-prima para a produção de biodiesel, tendo 

demonstrado características semelhantes às de culturas atualmente usadas para a produção de biodiesel 

[61].  

 

Figura 7-Ilustração das sementes de cardo: (A) - sementes envolvidas nos papilhos; (B) – sementes 
após separação 
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Tabela 2-Composição em ácidos gordos (%) do óleo de Cynara cardunculus L provenientes de culturas distribuídas 
pela Europa. 

Composição em 

ácidos gordos (%) 

Distribuição Geográfica 

Grécia [43] Espanha [17] 
Portugal[60] 

Beja Sesimbra 

C6:0 0,01    

C14:0 0,09 0,11 0,10 0,10 

C14:1  0,01   

C15:0 0,02    

C16:0 9,4 11 11 11 

C16:1 0,11 0,16 0,2 0,20 

C17:0 0,07 0,05 0,1 0,10 

C17:1  0,01   

C18:0 2,8 3,7 3,5 3,4 

C18:1 21 25 25 21 

C18:2 65 60 59 64 

C18:3 0,11  0,08 0,08 

C20:0 0,28 0,36 0,3 0,3 

C20:1 0,11 0,13 0,1 0,1 

C22:0 0,46 0,03 0,1 0,1 

C22:1 0,01    

C23:0 0,02    

C24:0 0,12  0,1 0,1 

 

Os esteróis e tocoferóis foram também identificados no óleo extraído das sementes [58]. Foram 

identificados 12 esteróis como o colesterol, campesterol, estigmasterol, β-sitosterol, clerosterol, 

estigmastanol, entre outros, sendo o β-sitosterol o composto maioritário (30,9-31,5%) [60]. Na classe 

dos tocoferóis apenas o α-tocoferol, γ-tocoferol e δ-tocoferol foram identificados no óleo [59].  

As sementes de cardo mostraram possuir propriedades bioativas como antimicrobianas e 

antioxidantes [56]. A existência destas propriedades bioativas realça o interesse para o possível uso das 

sementes em áreas como a indústria alimentar e/ou farmacêutica como, por exemplo, fonte de 

conservantes naturais. As propriedades bioativas demonstradas pelos extratos de sementes de cardo 

estão muitas vezes associadas à presença de compostos fenólicos [56]. Compostos fenólicos como ácido 

cis-3-O-cafeoilquínico, ácido trans-3-O-cafeoilquínico, ácido 1,3-di-O-cafeoilquínico, ácido cis-3,5-di-

O-cafeoilquínico, ácido 5-O-ferulolilínico, luteolin-7-O-glucuronida, hexosídeo de ácido cafeico, 
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hexosídeo de ácido p-cumárico, ácido trans-5-O-cafeoilquínico e ácido 3,5-di-O-cafeoilquínico, entre 

outros foram identificados nas diferentes partes morfológicas do cardo, no entanto, nas sementes apenas 

foram identificados ácidos hidroxicinâmicos, nomeadamente o ácido trans-5-O-cafeoilquínico e ácido 

3,5-di-O-cafeoilquínico (Figura 8) [43]. De acordo com a literatura, extratos metanólicos da semente 

mostraram efeitos antimicrobianos, também associados aos compostos fenólicos, uma vez que em outras 

espécies vegetais, este tipo de compostos (ácidos cafeoilquínicos) está associado a estes efeitos inibitórios 

[56].  

 

Figura 8-Estruturas químicas dos ácidos cafeicos identificados nas sementes: (a) ácido trans-5-O-
cafeoilquínico (b) ácido 3,5-di-O-cafeoilquínico 

 

As sementes de Cynara cardunculus  scolymus L. Fiori (alcachofra) como as de L. altilis (cardo) foram 

previamente identificadas como um produto de importante valor nutricional devido ao elevado teor em 

proteína (26-30 g/100 de massa seca) e fibras (celulose e lenhina) [56], [62]. Relativamente ao teor em 

minerais as sementes são constituídas por potássio, cálcio, magnésio, sódio, ferro, manganês e zinco, 

correspondendo no total a aproximadamente 2400 mg/ 100g de amostra seca [43], [56].  

 

1.6 Objetivos 

 

A valorização de subprodutos induz a recuperação de substância bioativas presentes nos 

resíduos gerados pelas inúmeras indústrias, levando a uma questão de sustentabilidade: natural e 

financeira. Ao nível da sustentabilidade natural, está relacionada com a recuperação de compostos com 

valor acrescentado existentes no material vegetal descartado, como compostos fenólicos, pigmentos, 

fibras, vitaminas e sais minerais. Por vezes os subprodutos podem ser reaplicados noutras indústrias, 

como a alimentar, nutracêutica e cosmética [40],[46]. Ao nível da sustentabilidade financeira o conceito 

de valorização reflete sobre um “consumo verde” e economia circular [63]. Todavia, um fator importante 

é garantir a existência de potenciais utilizadores do que é recuperado.  

O sector agroindustrial em conjunto com a comunidade científica tem realizado estudos com o 

objetivo de desenvolver um maior potencial dos alimentos funcionais, de forma a garantir a promoção 
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da saúde e bem-estar do cidadão através de propostas alternativas às dietas onde são incluídos produtos 

de valor acrescentado, criando novos nichos de mercado [40].  

O consumo de sementes tem vindo a aumentar pois este tipo de alimentos estão associados a 

efeitos benéficos à saúde devido à presença de compostos, como os ácidos gordos dos quais podemos 

salientar o ómega 3 que está associado à redução do nível de colesterol na corrente sanguínea [67]. Assim, 

as sementes do cardo podem também ser valorizadas devido ao seu valor nutricional, tal como os ácidos 

gordos insaturados e compostos fenólicos. No entanto, a sua composição ainda não está completamente 

elucidada. 

 

O objetivo deste trabalho foi a caracterização da semente de cardo com vista à identificação do 

seu potencial de valorização como fonte de compostos com elevado valor acrescentado, visto ser um 

subproduto subvalorizado. O estudo focou-se especificamente na caracterização dos polissacarídeos, 

devido à falta de informação sobre estes compostos na literatura. Realizaram-se diferentes extrações com 

o intuito de determinar compostos solúveis e/ou insolúveis em solventes diferentes e posterior 

caracterização.  
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Capítulo 2 

Procedimento Experimental 

 

2.1 Ensaio Experimental 

 

Na época de floração do cardo, é realizado o corte dos estigmas (parte onde está a maior 

concentração de cardosinas) para a utilização na produção de queijo. Esta ação gera alguns subprodutos: 

caules, folhas e capítulos (brácteas, papilhos e sementes). Neste trabalho foram estudadas as sementes 

de cardo, que foram separadas em duas partes: miolo e casca. A ambas as partes foram realizadas 

extrações sequenciais para separar os diferentes componentes, nomeadamente extração dos compostos 

lipofílicos, pelo método de Soxhlet com diferentes solventes (n-hexano e mistura clorofórmio: metanol), 

extração com etanol, para a obtenção dos compostos fenólicos, e extração dos polissacarídeos solúveis 

em água. Os extratos obtidos foram analisados para quantificar e caracterizar os diferentes componentes. 

Na figura 9 está representado um esquema com a ordem de obtenção de frações e análises 

realizadas.   
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Figura 9-Esquematização das frações obtidas e análises realizadas 

 

2.2 Reagentes 

 

Ácido sulfúrico, diclorometano e tetracosano foram adquiridos à Honeywell- Fluka; boro-

hidreto de sódio deuterado (NaBD4), 2-desoxiglucose, peneiros moleculares de 3 Å, 3-fenilfenol, 

heptadecanoato de metilo e ácido cafeico foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Ácido acético glacial, 

metanol, ácido bórico foram obtidos da Fisher Chemicals; Anidrido acético, n-hexano, piridina, 

tetraidrofurano e etanol foram adquiridos à Carlo Erba Reagents. Quanto ao reagente de Folin-

Ciocalteau, iodeto de metilo e ácido galacturónico eram da Merck; 1-metilimidazol e membranas de 

diálise foram adquiridos às empresas Alfa Aesar e Medicell Membranes Ltd, respetivamente.  
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2.3 Preparação das amostras  

 

As amostras de sementes de cardo foram colhidas no ano de 2019 na Escola Superior Agrária de 

Viseu (ESAV), que cultiva esta espécie de plantas para estudos que visam esclarecer diferenças ao nível 

genético dentro da espécie que possam influenciar variações na produção de Queijo da Serra com 

Denominação de Origem Protegida (DOP).  

No campo onde se encontra a plantação de cardos, estão também presentes todas as espécies 

existentes na região demarcada do Queijo da Serra da Estrela com o objetivo de recriar a zona na sua 

essência. Tais espécies podem ser divididas em 3 grupos: vegetação basal, intermédia e superior nas quais 

podemos salientar sobreiro (Quercus suber) para o andar basal; carvalho-negral (Quercus pyrenaica), bosques 

de bétulas (Betula alba) e teixos (Taxus baccata) para os andares intermédio; e zimbro (Juniperus communis) e 

piorno (Cytisus oromediterraneus) para o superior.  

Para uma melhor análise deste subproduto, separou-se a parte interior (miolo) da semente da sua 

casca, obtendo assim duas partes distintas (figura 10). Ambas as partes foram analisadas a nível físico-

químico.   

 

 

 

2.4 Determinação do conteúdo em lenhina, humidade e cinzas 

 

A determinação do conteúdo em lenhina foi apenas efetuada às cascas da semente do cardo que 

foram previamente secas numa estufa a 105 ºC durante uma noite, etapa na qual se determinou a 

percentagem de humidade. Neste passo também se determinou a humidade relativamente ao interior da 

semente. Colocou-se aproximadamente 500 mg de amostra numa caixa de petri numa estufa a 105 ºC 

onde permaneceram durante 8 h. A percentagem de humidade foi determinada de forma gravimétrica 

pela diferença de massa obtida após o tempo que as amostras estiveram na estufa.  

Figura 10-Ilustração das sementes do cardo: (A)-sementes inteiras; (B)-Miolo da 
semente; (C)-Casca da semente 
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A metodologia usada para a determinação do conteúdo em lenhina foi adaptada da literatura 

[64], [65]. Foi pesada aproximadamente 1 g de amostra, em triplicado e colocada num Erlenmeyer 

juntamente com 15 mL de H2SO4 a 72% (m/v) e incubou-se a 30 ºC durante 1 h sob agitação. Após a 

pré-hidrólise, foram adicionados 345 mL de água destilada obtendo assim uma solução com 3 % (m/v) 

de H2SO4 e colocou-se em refluxo durante 4 h a 100 ºC. Posteriormente as amostras foram filtradas, 

utilizando filtros de placa porosa. O filtrado foi usado para determinação da lenhina solúvel em ácido e 

o resíduo foi lavado com água quente até à obtenção de pH neutro do filtrado resultante das lavagens. 

Este resíduo foi seco durante a noite numa estufa a 105 ºC e, posteriormente, pesado.  

Ao filtrado foi medida a absorvância ao comprimento de onda de 205 nm num leitor de 

microplacas (BioTek) para a determinação da lenhina solúvel em ácido. É necessário garantir que o 

filtrado absorve no intervalo de 0,4 a 0,7 u.a. Foi utilizada uma microplaca de quartzo para as medições 

e, realizaram-se várias diluições (F.D = 4, 10 e 20).  

O teor em lenhina resulta da soma da lenhina solúvel e da insolúvel em ácido. A  lenhina solúvel, 

é determinada de acordo com a equação 1 (A – absorvância, D – fator de diluição, Vt – volume total, a 

– coeficiente de extinção da lenhina (110 g/L), b – largura da célula (cm) e M – massa inicial da amostra): 

(1)  𝐴𝑆𝐿 =  
𝐴 𝐷 𝑉𝑡

𝑎 𝑏 𝑀
 𝑥 1000 (

𝑚𝑔

𝑔
) 

 

A lenhina insolúvel em ácido é determinada gravimetricamente pela diferença entre o resíduo 

obtido após a hidrólise e a subtração da massa de cinzas. A percentagem de cinzas foi determinada no 

resíduo insolúvel em ácido e no interior da semente. Neste ensaio, utilizaram-se cadinhos de porcelana 

onde foi colocada a amostra, cada uma em triplicado. A amostra foi incinerada e, em seguida, os cadinhos 

foram colocados numa mufla durante 7 h a 700 ºC . Depois de arrefecer num exsicador, os cadinhos 

com as cinzas foram pesados de forma a obter a massa das cinzas [66].  

 

 

2.5 Quantificação da proteína 

 

A análise elementar foi realizada para determinação da percentagem de carbono, oxigénio, 

hidrogénio e nitrogénio, nos extratos de água e seus respetivos resíduos de ambas as partes da semente. 

A análise elementar foi realizada num equipamento de análise elementar da marca Leco TruSpec 630-

200-200 com um detetor TCD (detetor de condutividade térmica). A temperatura de operação do forno 

de combustão foi de 1075 ºC e a temperatura do pós-queimador foi de 850 ºC. A condutividade térmica 

foi usada para detetar o nitrogénio. 

De acordo com FAO (1973) [67] foi utilizado um fator de conversão adequado para sementes 

de 5,3, para a determinação do conteúdo proteico a partir da quantidade de nitrogénio elementar.   
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2.6 Extração dos compostos lipofílicos  

O método de Soxhlet é um sistema fechado que utiliza refluxo de solvente, num processo de 

extração intermitente. O extrator de Soxhlet contém uma câmara central onde está retida a amostra, 

dentro de um cartucho de fibra de vidro, que se enche à medida que ocorre condensação do solvente 

(Figura 11). Quando atinge o sifão, o solvente em contacto com a amostra é descartado para o balão de 

fundo redondo onde está o solvente em excesso, arrastando os compostos lipofílicos extraídos. Este 

método é utilizado para a extração de metabolitos secundários de origem vegetal como, por exemplo, 

ácidos gordos, fitoesteróis e terpenóides [18]. 

A parte interior da semente e a sua casca foram congeladas com azoto líquido e moídas com um 

pilão e sujeitas a uma extração dos compostos lipofílicos. Relativamente à metodologia, foi utilizado um 

banho térmico a 80ºC, o solvente utilizado foi n-hexano (ponto de ebulição de 69ºC) e, realizaram-se 3 

réplicas para cada amostra, sendo que cada réplica continha aproximadamente 5 a 6 g de amostra. De 

modo a garantir a eficácia da extração dos lípidos existentes, foi contabilizado o tempo que demorava a 

realizar um ciclo e, assim, conduziu-se a extração até se realizarem, pelo menos, 50 ciclos. 

 

Figura 11-Esquema do sistema de extração do material lipofílico - metodologia de Soxhlet – adaptado 
de [18] 

 

Ao interior da semente foi ainda realizada uma segunda extração com clorofórmio: metanol (2:1 

v/v) de forma a potenciar a extração de compostos com polaridade intermédia. Neste caso a única 

alteração feita foi em relação à temperatura do banho térmico, que foi ajustada a 69 ºC [56]. 
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Os compostos lipofílicos presentes no óleo extraído do interior e da casca da semente foram 

analisados por duas metodologias: a determinação do perfil de triacilglicerídeos (FAME – fatty acid 

methyl esters) por cromatografia em fase gasosa e os compostos lipofílicos livres como derivados 

sililados por cromatografia em fase gasosa acoplada com espectrometria de massa.  

 

2.6.1.1 Análise do perfil de ácidos gordos esterificados  

 

O perfil de ácidos gordos esterificados existente no óleo extraído de ambas as partes da semente 

foi determinado por transesterificação. A principal vantagem da utilização deste método, para além da 

rapidez, é o facto de se realizar à temperatura ambiente o que reduz significativamente o risco de 

oxidação dos ácidos gordos.   

Pesaram-se aproximadamente 3 mg de amostra para um tubo Sovirel, ao qual se adicionou 100 

µL de solução de padrão interno, o heptadecanoato de metilo (C17:0), em metanol numa concentração 

de 7 mg mL-1, seguido de 1 mL de n-hexano e 0,2 mL de solução de hidróxido de potássio 2 M em 

metanol. Agitou-se, vigorosamente, no vortex durante 30 s. Posteriormente, foram adicionados 3 mL de 

uma solução saturada de hidróxido de sódio e, centrifugou-se a 2000 rpm durante 5 min de modo a 

separar a fase orgânica da aquosa. No final, foi retirada uma alíquota de 1 mL da fase orgânica. Os ácidos 

gordos foram identificados e quantificados pela análise por cromatografia em fase gasosa com detetor 

de ionização em chama. O cromatógrafo utilizado foi um Perkin Elmer Clarus 400 equipado com uma 

coluna de sílica fundida DB-FFAP com 0,32 mm de diâmetro, 30 m de comprimento e 0,25 µm de 

espessura de filme. Esta coluna é ideal para a análise de ácidos gordos voláteis e fenóis, devido à sua 

elevada polaridade. As temperaturas do injetor e detetor estavam programadas para 245 e 250 ºC, 

respetivamente. O forno foi programado para três rampas de aumento de temperatura: desde 75 a 155 

ºC com um aumento de 15 ºC/min, de 155 até 180 ºC a 3 ºC/min e, por último de 180 até 220 ºC a 20 

ºC/min à qual se manteve por 3 min, perfazendo um tempo total de corrida de 17,7 min O gás de arraste 

foi o hidrogénio a uma pressão à cabeça da coluna de 17 psi. Os ácidos gordos metilesterificados foram 

identificados de acordo com o tempo de retenção de uma mistura comercial de ácidos gordos 

metilesterificados (C8-C24) [68]. A quantificação foi realizada com base na razão das áreas entre o analito 

e o padrão interno utilizado. Todas as amostras analisadas foram realizadas em triplicado (n=3). 

 

2.6.1.2 Análise dos compostos lipofílicos livres 

  
Nesta análise foi realizada uma reação de derivatização – sililação – as reações de derivatização 

servem para transformar o analito num derivado volátil que permita a sua eluição sem decomposição 

térmica. No caso da sililação, é dos métodos de derivatização mais utilizados e, consiste na substituição 

2.6.1 Análise dos compostos lipofílicos 
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hidrogénio por um grupo trimetilsilil (Si(CH3)3) diminuindo a polaridade do analito e as ligações por 

pontes de hidrogénio. Normalmente o agente sililante mais utilizado é o N, O – bis(trimetilsilil) 

trifluoroacetamida, figura 12 [18]. 

 

Figura 12-Estrutura química do agente sililante N, O - bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida 

 

A metodologia para a realização deste ensaio foi adaptada de Vilela et al [67]. Previamente 

preparou-se uma solução padrão de tetracosano em piridina (0,5 mg mL-1). Pesaram-se cerca de 20 mg 

de cada amostra, em triplicado, para um tubo de Sovirel ao qual foram adicionados 250 µL da solução 

de padrão interno, 250 µL N, O – bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida e 50 µL de cloreto de trimetilsililo 

e, incubou-se durante 30 min a 70 ºC num bloco de aquecimento. Posteriormente, foi injetada uma 

alíquota de 1 µL num cromatógrafo em fase gasosa (Shimadzu CG-MS-QP2010 ULTRA) equipado com 

uma coluna HT5 (30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro e 0,10 µm de espessura de filme), com 

o injetor a 250 ºC e em modo split (razão de 33). O forno foi programado para uma temperatura inicial 

de 80 ºC seguida de um aquecimento de 4 ºC/min até 260 ºC e, por último um aumento de 2 ºC/min 

até 285 ºC à qual permaneceu 10 min, perfazendo um tempo total de corrida de 72,5 min. A velocidade 

linear do gás de arraste (He) foi definida a 35 cm/s. Os espectros de massa foram adquiridos entre 700 

e 33 m/z com uma energia de ionização a 70 eV. Os compostos foram identificados como derivados 

trimetilsililados (TMS) pela comparação dos espectros de massa obtidos com os espectros de massa das 

bibliotecas existentes Wiley e NIST [68], [69]. Para uma quantificação correta dos compostos existentes, 

foram usados fatores de resposta previamente obtidos em relação ao tetracosano para cada família: ácido 

palmítico (r2=0,905 y=0,69x) para os ácidos gordos, estigmasterol (r2=0,972 y=0,65x) para os esteróis e 

1-dodecanol (r2=0,963 y=0,94x) para álcoois alifáticos de cadeia longa. Foram analisados por este 

método os compostos lipofílicos extraídos com n-hexano, o SnAIR do miolo e com a mistura de 

solventes clorofórmio: metanol (2:1 v/v). No entanto, para o material extraído com a mistura de 

solventes e SnAIR, o forno foi programado de outro modo, atingindo temperaturas mais altas. O forno 

foi preparado para uma temperatura inicial de 160 ºC, seguido de um aquecimento a 4 ºC/min até 260 

ºC e, por último a 5 ºC/min até 350 ºC à qual permaneceu durante 5 min perfazendo um tempo total de 

corrida de 48 min. Todas as amostras analisadas foram realizadas em triplicado (n=3). 

 

dos hidrogénios dos grupos hidroxilo que estão disponíveis para realizar ligações por pontes de 
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2.6.2 Análise por espectrofotometria UV-Visível do material extraído com 

clorofórmio: metanol  

 

A espectrofotometria UV- Visível é uma espectroscopia de absorção e uma técnica de análise 

quantitativa. A absorvância (A) exprime a energia luminosa que é absorvida por uma espessura de um 

material, isto é, a  capacidade de absorver luz. Sendo possível relacionar  com a transmitância (T), isto é, 

resulta da relação que há entre a intensidade da luz transmitida após a passagem pela amostra (I) e a que 

incide na amostra (Io) equações 2 e 3. 

𝑇 =  
𝐼

𝐼𝑜
   (2)                                    𝐴 = 𝑙𝑜𝑔10 (𝑇)             (3) 

  A análise por espectrofotometria UV- Visível foi realizada para verificar se o material extraído 

com clorofórmio: metanol contém compostos que absorvam na zona do UV-Vis, como por exemplo os 

compostos fenólicos, que podem interagir com as membranas. Foram utilizadas diferentes massas desta 

fração dissolvidas no respetivo solvente e analisadas por espectrofotometria UV-Visível, utilizando um 

leitor da BioTek.  

 

2.7 Extração sequencial dos compostos solúveis em meio aquoso   

Ao material desengordurado do interior da semente e da casca foram realizadas duas extrações 

sequenciais:  

1) extração em etanol: a amostra foi macerada numa solução com etanol a 85% e levada à fervura 

durante 10 min com um sistema de refluxo. Após este tempo, procedeu-se a uma filtração sob vácuo, 

com funis de placa porosa, e o resíduo insolúvel em álcool (AIR) foi seco numa estufa durante noite 

a 105ºC. O sobrenadante (SnAIR) foi concentrado utilizando um evaporador rotativo (BÜCHI 

Rotavapor R-114), congelado e liofilizado.  

2) extração em água quente: o AIR foi macerado em água destilada, numa razão massa – volume 

utilizada de 0,03 g/mL, de acordo com Martins et al. [70], e levado ao ponto de fervura durante 2 h. 

Ao fim desse tempo, os extratos foram filtrados sob vácuo, com funis de placa porosa. O resíduo 

foi congelado e liofilizado e extrato aquoso foi dialisado, usando mangas de diálise com cut-off de 12-

14 kDa. Inicialmente realizaram-se duas mudas diárias da água da diálise e, posteriormente apenas 

uma até atingir a condutividade idêntica à da água destilada (σ = 1 µS cm-1). O extrato dialisado foi 

congelado e, posteriormente liofilizado. 
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2.7.1 Determinação dos compostos fenólicos totais 

 

A determinação dos compostos fenólicos totais foi realizada através do método espectrofotométrico 

de Folin - Ciocalteau utilizando como padrão o ácido cafeico. O método Folin – Ciocalteau, ou método 

dos fenóis totais, consiste na mistura dos ácidos fosfotúngstico e fosfomolíbdico (reagente de Folin) que, 

em meio alcalino, reage com os compostos fenólicos existentes em solução, ocorrendo 

consequentemente a dissociação de um protão fenólico, formando o anião fenolato. Por sua vez, o anião 

gerado tem a capacidade de reduzir o reagente de Folin, formando um complexo azul de molibdénio que 

absorve intensamente a 750 nm. A intensidade da cor é proporcional à concentração de compostos 

fenólicos.  

A metodologia para a execução deste ensaio foi adaptada de Ferreira et al. [71]. Foi preparada uma 

solução padrão de ácido cafeico (0,250 mg mL-1) em etanol, e dessa solução foram retirados 0, 200, 400, 

600, 790, 1190 e 1590 µL aos quais se juntou etanol até perfazer um volume total de 2 mL. Elaborou-se 

uma curva de calibração com soluções padrão de ácido cafeico em etanol (r2=0,974; y=3,5513 + 0,0745), 

pela qual se quantificou o total de compostos fenólicos existentes. Os volumes utilizados para a 

realização do ensaio foram adaptados de modo a se utilizar uma microplaca de 96 poços. Assim sendo, 

adicionou-se a cada poço 60 µL de água destilada, 15 µL de padrão ou amostra e 15 µL de reagente Folin, 

deixando incubar à temperatura ambiente durante 5 min. Por último, adicionaram-se 150 µL de 

carbonato de sódio (Na2CO3 7% (m/v)) e, deixou-se reagir à temperatura ambiente durante 1 hora. Ao 

final do tempo de reação mediu-se a absorvância a 750 nm no leitor de microplacas (BioTek). Os extratos 

testados quanto ao seu teor em compostos fenólicos foram os sobrenadantes da extração em etanol a 

85% e extratos de aquosos do miolo e casca. Também o material obtido pela extração pelo método de 

Soxhlet com a mistura de solventes clorofórmio: metanol foi analisado. Todos os extratos foram pesados 

entre 0,46 a 2,44 mg e dissolvidos em 1 mL do solvente utilizado (etanol 85%, água destilada ou 

clorofórmio: metanol, respetivamente). Os resultados obtidos foram expressos como compostos 

fenólicos totais em equivalentes de ácido cafeico (mg/g de extrato). Foram analisadas 3 réplicas para 

cada padrão e amostra. 

 

2.7.2 Análise de Polissacarídeos 

2.7.2.1 Análise dos açúcares neutros 

 

Para a análise de açúcares foi realizada uma derivatização – acetilação – sendo assim identificados 

como acetatos de alditol. As reações de derivatização servem para transformar o analito num derivado 

volátil que permita a sua eluição sem decomposição térmica. O agente acetilante utilizado foi o anidrido 

acético - (CH3CO)2O.  
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Pesaram-se aproximadamente 2 mg de cada fração (amostra desengordura, AIR, SnAIR, EA e 

REA de ambas as partes) para um tubo de cultura, ao qual foram adicionados 200 µL de ácido sulfúrico 

(H2SO4) a 72% (m/m) para fazer uma pré-hidrólise dos polissacarídeos. Esta mistura esteve à 

temperatura ambiente durante 3 h com agitação pontual. De seguida, adicionaram-se 2,2 mL de água 

destilada, obtendo-se uma concentração final de 1 M de H2SO4, e colocou-se num bloco de aquecimento 

a 100 ºC durante 2 h e 30 min para a hidrólise, sendo que ao final da primeira hora removeu-se uma 

alíquota de 0,5 mL para a análise dos ácidos urónicos (secção 2.7.2).  

Arrefeceram-se os tubos num banho de gelo e, adicionaram-se 200 µL de padrão interno, 2-

deoxi-glucose (1 mg mL-1) a cada tubo, e transferiu-se 1 mL para novos tubos e neutralizou-se com 200 

µL de amoníaco (NH3) a 25 %. O pH foi verificado, garantindo a eficácia da neutralização da solução. 

Seguidamente as amostras foram reduzidas com 100 µL de boro-hidreto de sódio (NaBH4) 15 % (m/v)  

em NH3 a 3 M, e colocadas num bloco a 30 ºC durante 1 h. Colocaram-se novamente os tubos num 

banho de gelo e adicionou-se 2 vezes 50 µL de ácido acético glacial, para a destruição do excesso de BH4
-

. Foram transferidos 300 µL para tubos de Sovirel e mantidos no banho de gelo durante a adição de 450 

µL de 1-metilimidazol e de 3 mL de anidrido acético, os quais foram bem agitados e colocados 

novamente num bloco de aquecimento a 30 ºC durante 30 min. Nesta etapa promove-se a acetilação dos 

monossacarídeos presentes na amostra.  

Novamente num banho de gelo, adicionou-se 3 mL de água destilada para a destruição do 

excesso de anidrido acético e 2,5 mL de diclorometano (CH2Cl2), agitaram-se muito bem manualmente, 

os tubos com o objetivo de extrair os acetatos de alditol para a fase orgânica. Para essa separação de 

fases, foram centrifugados durante 30 s a 3000 rpm. A fase aquosa foi aspirada por sucção e o passo 

anterior foi repetido mais uma vez. De seguida, lavou-se bem a fase orgânica com 3 mL de água destilada, 

agitou-se e centrifugou-se e, removeu-se a fase aquosa – este passo foi realizado 2 vezes. Por fim, os 

tubos foram colocados num evaporador rotativo para a evaporação do diclorometano. Ao resíduo seco 

adicionou-se 1 mL de acetona anidra e colocou-se a evaporar – este passo foi repetido mais uma vez 

[72]. Todas as análises foram realizadas em triplicado (n=3).  

Os acetatos de alditol obtidos após a hidrólise dos polissacarídeos e respetiva derivatização dos 

monossacarídeos presentes nas diferentes frações obtidas da semente do cardo, foram identificados e 

quantificados pela análise por cromatografia em fase gasosa com detetor de ionização em chama (GC-

FID). Os acetatos de alditol foram dissolvidos em 20 µL de acetona anidra e injetou-se 2 µL no 

cromatógrafo em modo split. As amostras foram analisadas num cromatógrafo (Perkin Elmer Clarus 

400) com uma coluna DB-225 (0,25 mm de diâmetro, 30 m de comprimento e 0,15 µm de espessura de 

filme). A temperatura do injetor estava programada a 220 ºC e o detetor a 250 ºC. O forno foi 

programado para uma temperatura inicial de 200 ºC, seguido de um aumento de 40 ºC/min até 220 ºC, 
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permanecendo a essa temperatura durante de 7 minutos, seguido um aumento da temperatura até 230 

ºC (20 ºC/min). Os acetatos de alditol foram identificados de acordo com o tempo de retenção face ao 

padrão interno utilizado.  

 

2.7.2.2 Análise dos ácidos urónicos 

 

Os ácidos urónicos foram quantificados através de um método espectrofotométrico – método 

colorimétrico do m-fenilfenol (MFF) usando uma curva de calibração de ácido galacturónico (GalA), 

figura 12. Para a determinação da curva de calibração foi preparada uma solução padrão de ácido 

galacturónico com uma concentração de 200 ug mL-1 da qual foram retiradas 0, 50, 100, 150, 200 e 250 

uL, perfazendo com água destilada um volume total de 500 uL, obtendo assim soluções padrão com 

diferentes concentrações de ácido galacturónico.  

As alíquotas retiradas durante o processo de hidrólise (secção 2.7.1) foram diluídas em 3 mL de 

água destilada. Para todos os padrões e amostras prepararam-se 3 tubos (1 branco e 2 réplicas), tendo-

se adicionado 0,5 mL de amostra diluída. Colocaram-se os tubos num banho de gelo e, de seguida, 

adicionou-se a cada um 3 mL de borato de sódio (50 mM) preparado em ácido sulfúrico concentrado. 

Agitaram-se manualmente os tubos e colocaram-se num banho a 100 ºC durante 10 min e, novamente 

arrefecidos num banho de gelo.  

Para cada padrão e amostra foi efetuado um branco, no qual se adicionaram todos os reagentes 

à exceção do agente cromóforo (MFF 0,15% (m/v) em 0,5% (m/v) NaOH). Foram adicionados 100 µL 

de MFF aos restantes tubos, agitados manualmente e deixados a reagir no escuro à temperatura ambiente 

durante 30 min [72]. No final do tempo de reação, agitaram-se novamente os tubos e leu-se a absorvância 

a 520 nm num leitor de microplacas (BioTek). 

 

           

 

 

Figura 13-Estrutura química do agente cromóforo (a): m-fenilfenol e do padrão (b): ácido 
galacturónico 
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2.7.2.3. Análise de ligações glicosídicas 

 

De modo a caracterizar os polissacarídeos existentes nas amostras procedemos a uma análise 

das ligações glicosídicas pela análise dos acetatos de alditol parcialmente metilados (PMAAs – Partially 

Methylated Alditol Acetate) [73]. Esta análise foi realizada aos extratos de água e os seus resíduos tanto do 

interior da semente como da casca. O processo de obtenção dos PMAAs divide-se em três etapas: a) 

metilação; b) hidrólise; e c) redução e acetilação.  

a) Metilação: pesaram-se 1 a 2 mg de amostra para tubos speedvac e colocaram-se durante uma noite 

numa estufa de vazio sob a presença de pentóxido de fósforo (P2O5) garantindo a menor percentagem 

de humidade possível na amostra. De seguida foi adicionado 1 mL de DMSO, seco com peneiros 

moleculares de 3 Å, a cada tubo, e ficou sob agitação durante a noite para a dissolução total da 

amostra. Após a dissolução, adicionaram-se 40 mg de NaOH triturado sob atmosfera de árgon e 

deixou-se reagir sob agitação durante 30 min à temperatura ambiente. Promovido o meio básico na 

solução, procedeu-se à adição de 80 µL de iodeto de metilo (CH3I) e a mistura foi colocada 

novamente sob agitação vigorosa durante 20 min – este passo foi repetido mais duas vezes. Em 

seguida foram adicionados 2 mL de uma mistura de solventes (clorofórmio: metanol 1:1 v/v) e 

agitados. Transferiu-se a amostra para uma manga de diálise com cut-off 12-14 kDa e foram colocadas 

a dialisar numa solução etanólica a 50% (a solução foi mudada 3 vezes). No final da diálise, 

transferiram-se os dialisados para tubos e foram concentrados até à secura no evaporador rotativo. 

Na amostra seca foram repetidos todos os passos desta etapa, iniciando na adição do DMSO. 

b) Hidrólise: às amostras metiladas foram adicionados 500 µL de TFA e incubação num bloco de 

aquecimento a 121 ºC durante 1 h, seguida de evaporação do solvente no evaporador rotativo.  

c) Redução e acetilação: às amostras hidrolisadas foram adicionados 20 mg de NaBD4 e 300 µL de NH3 

(2 M) que reagiram durante 1 h a 30 ºC. Posteriormente, arrefeceram-se os tubos em gelo e foram 

adicionados por duas vezes 50 µL de ácido acético glacial para a destruição do NaBD4. Quanto à 

acetilação foi realizado tal como descrito na análise de açúcares totais para a obtenção dos acetatos 

de alditol (secção 2.7.1).  

Nos extratos de água também se realizou a redução dos grupos carboxílicos de modo a entender 

como os ácidos urónicos estão ligados nos polissacarídeos. Para a realização desta análise, os 

polissacarídeos depois de metilados e dialisados de cada amostra foram divididos para 2 tubos (um para 

análise dos acetatos de alditol parcialmente metilados e outro para a análise dos acetatos de alditol 

parcialmente metilados com redução dos grupos carboxílicos). Partindo da amostra seca e metilada, 

procedeu-se à adição de 20 mg de LiAlD4 (um agente redutor forte capaz de reduzir um ácido carboxílico 

a álcool) e 1 mL de tetraidrofurano (THF), seco com peneiros moleculares de 3 Å, que reagiram durante 

4 h a 65 ºC num bloco de aquecimento. No final do tempo de reação adicionaram-se 2 a 3 gotas de 

etanol seguidas de 2 a 3 gotas de água cujo objetivo foi a destruição do LiAlD4 e foi-se adicionando HCl 
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1 M para a neutralização da solução. Posteriormente foram adicionados 2 mL de uma mistura de 

clorofórmio: metanol (2:1 v/v) e centrifugou-se 30 s a 3000 rpm. Retirou-se a fase orgânica para novos 

tubos e repetiu-se este passo mais duas vezes. Quanto aos sobrenadantes recolhidos foram adicionados 

e levados à secura no evaporador rotativo. A partir deste passo, procedeu-se à hidrólise, redução e 

acetilação como descrito anteriormente [72].  Posteriormente, foi injetada uma alíquota de 1 µL num 

cromatógrafo em fase gasosa (Shimadzu CG-MS-QP2010 ULTRA) equipado com uma coluna HT5 (30 

m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro e 0,10 µm de espessura de filme), com o injetor a 250 ºC e em 

modo split (razão de 2). O forno foi programado para uma temperatura inicial de 80 ºC seguida de três 

rampas de aquecimento: a 1ª um aquecimento de 7,5 ºC/min até 140 ºC à qual permaneceu durante 5 

min, a 2ª a 0,20 ºC/min até 143,2 ºC e por último um aumento de 15 ºC/min até 250 ºC à qual 

permaneceu 5 min, perfazendo um tempo total de corrida de 41,12 min. A velocidade linear do gás de 

arraste (He) foi definida a 50 cm/s. Os espectros de massa foram adquiridos entre 700 e 50 m/z com 

uma energia de ionização a 70 eV. 
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Capítulo 3 

Resultados e Discussão 
 

3.1 Composição química das sementes  

 

O objetivo deste trabalho foi a caracterização das sementes do cardo. Para a concretização do 

objetivo, as diferentes partes da semente foram separadas, isto é, a casca do miolo. A casca corresponde 

a 40% e o miolo a 60% da semente. Às duas partes foi determinada a sua composição química, 

nomeadamente o conteúdo em compostos lipofílicos, proteína, carboidratos, compostos fenólicos, 

cinzas e humidade (Tabela 3).  

 

Tabela 3- Composição química das sementes de Cynara cardunculus L. e dos seus componentes, miolo e casca. 

 

Óleo 
(mg/g)* 

Carboidratos  
(mg/g)* 

Lenhina 
(mg/g)* 

Proteína 
(mg/g)* 

Compostos 
fenólicos 

EAC 
(mg/g)* 

Cinzas 
(mg/g)* 

Humidade 
(mg/g)* 

Total 

Semente 240 138 150 181 26 35 4 774 

Miolo 390 92  268 24 53 7 834 

Casca 10 208 379 50 30 6  683 

* Os resultados apresentados são a média de três ensaios independentes (n=3) 

 

O miolo apresentou um rendimento de 39% em óleo, 27% proteína e 9% em açúcares, enquanto 

que a casca apresentou 38% de lenhina, 21% de açúcares, 5% de proteína e apenas 1% em óleo. No 

global, foi possível caracterizar cerca de 80% da semente (24% de óleo, 18% em proteína, 15% em 

lenhina e 14% em açúcares). O óleo representa 24% da semente e é constituído essencialmente por 

ácidos gordos saturados (ácido palmítico e esteárico) e poli-insaturados (ácido oleico e linoleico) sob o 

perfil de triacilglicerídeos. No entanto é o miolo que tem o teor mais elevado em óleo, o qual foi possível 

caracterizar 98% (92% ácidos gordos esterificados e 6% compostos lipofílicos livres). 

O conteúdo em proteína existente no miolo (27%) é aproximadamente 5 vezes superior ao 

conteúdo em proteína da casca (5%). Observando a semente na sua íntegra, verificamos que poderá ser 

uma fonte de proteína (18%) interessante assim como outras sementes [74], por exemplo, sementes de  

abóbora que têm sido alvo de estudo para incorporação de produtos alimentares, como ração animal, 

devido ao seu elevado teor em proteína (24,5% a 36,0%) [75]. 
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O teor em lenhina representa 38% da casca, correspondendo a 15% da semente de cardo, sendo 

a lenhina insolúvel em ácido (35%), aproximadamente 10 vezes superior à lenhina solúvel em ácido (3%). 

O facto de a lenhina insolúvel ser o componente maioritário está de acordo com a literatura, que refere 

que as lenhinas são fibras insolúveis dificilmente hidrolisadas. Comparativamente às outras partes 

morfológicas do cardo, o conteúdo em lenhina é similar ao dos caules (17%) [18]. Em relação a outras 

sementes, segundo a literatura, a casca de pinhão, noz e amêndoa possuem valores (39,9%, 29,9 e 28,8% 

de lenhina, respetivamente) semelhantes do cardo [76]. A lenhina é caracterizada por ser formada por 

uma estrutura macromolecular tridimensional amorfa. A polimerização das lenhinas pode ser resultante 

de monómeros de álcoois hidroxicinâmicos como o álcool cumarílico (4-(3-hidroxiprop-1-enil) fenol); 

álcool coniferílico (4-(3-hidroxiprop-1-enil) -2-metoxifenol e álcool sinapílico (4-(3-hidroxiprop-1-enil) 

-2,6-dimetoxifenol) [77]. As lenhinas são consideradas fibras dietéticas indigeríveis que podem ter efeitos 

benéficos à saúde (efeitos prébioticos) e estão presentes em sementes, frutas e alguns vegetais [78].  

A parte interior da semente, miolo, e a sua casca, após o seu desengorduramento, foram sujeitas 

a uma extração com uma solução de etanol a 85% com o objetivo de separar o material de elevado peso 

molecular, como polissacarídeos e proteínas, que precipitam em etanol (AIR, alchool insoluble 

residue). Na tabela 4 estão representados os rendimentos obtidos para as extrações para cada parte da 

semente. Na casca foi obtido um rendimento de 90% em AIR e apenas 9% no sobrenadante do AIR 

(SnAIR), enquanto que o miolo apresenta um menor teor em AIR (69%) e uma percentagem superior 

de material solúvel em álcool (27%). O facto de a percentagem de AIR na casca ser elevada e ser 

essencialmente constituído por açúcares (62%), está associado ao facto das cascas, barreiras de proteção, 

serem constituídas por celulose, hemiceluloses e lenhina que lhe conferem rigidez, impermeabilidade e 

proteção contra ataques de agentes patogénicos. O SnAIR da casca da semente, apesar do baixo 

rendimento, é um extrato rico essencialmente em compostos fenólicos (33%). O miolo apresenta um 

rendimento superior de material solúvel em etanol (27%) constituído maioritariamente por açúcares 

(43%), embora também contenha compostos fenólicos (15%), estes devem ser açúcares de baixo peso 

molecular, que servem como fonte de alimento para a germinação das sementes [43]. O AIR do miolo é 

constituído por uma mistura de açúcares (25%) e proteína (19%), devido também à sua função nutritiva 

para o crescimento da nova planta.  
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Tabela 4-Rendimento obtido, em mg/g, de cada extrato (AIR, SnAIR, EA e REA) obtido para o miolo e casca e 
a quantificação de proteína, carboidratos e compostos fenólicos (equivalentes de ácido cafeico, EAC) 

 
Rendimento 

% (m/m) 

Proteína 

(mg/g) 

Compostos 

fenólicos 

EAC (mg/g) 

Carboidratos  

(mg/g) 

Miolo 

AIRa 69 185  252 

SnAIRa 27 72 148 429 

EAb 7 471 9 167 

REAb 71 623  121 

Casca 

AIRa 90 45  620 

SnAIRa 9 5 331 43 

EAb 0,6 110 117 362 

REAb 86 59  752 

a  Obtido através da amostra desengordurada; b obtido através do AIR (Os resultados apresentados são a 
média ± desvio-padrão de ensaios independentes (n=3)) 

 

Ao material insolúvel em álcool (AIR) foi realizada uma extração em água quente (EA) durante 

2 h para promover a solubilização dos compostos solúveis em água, entre os quais, polissacarídeos. Na 

tabela 4 estão representados os rendimentos obtidos para a extração com água quente (EA) para cada 

parte da semente, onde se verifica que, tal como na extração com etanol 85%, a casca é a que apresenta 

menor rendimento na extração (0,6%), enquanto que o miolo apresenta um rendimento de 7% para o 

EA. O EA e o resíduo obtido após a extração (REA) do miolo são ricos em proteína (47% e 62%, 

respetivamente), enquanto que os EA e REA da casca são ricos em açúcares (37% e 75%, 

respetivamente). Este teor elevado em proteína do miolo da semente, além de serem proteínas de reserva 

da semente que estão armazenadas em organismos próprios, vacúolos de reserva proteica (″protein 

storage vacuoles″), são também proteínas menores onde se incluem proteases, lipoxigenases, proteínas 

de defesa, entre outras [79].   

O teor em compostos fenólicos totais, em equivalentes de ácido cafeico (EAC),  foi determinado 

para extratos de água, sobrenadantes da extração com álcool de ambas as partes e material lipofílico 

extraído com a mistura de solventes. Os resultados obtidos indicam que o teor em compostos fenólicos 

em EAC varia de 9 a 331 mg/g (Tabela 4), sendo estes valores correspondentes às frações EA do miolo 

e SnAIR da casca, respetivamente. Verifica-se que em ambas as partes os sobrenadantes da extração em 
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etanol, são os extratos mais ricos nesta família de compostos. No entanto, o SnAIR da casca (331 mg 

EAC/g de extrato) tem um teor em compostos fenólicos duas vezes mais do que o SnAIR do miolo 

(148 mg EAC/g de extrato). Quanto aos EA verifica-se que ainda foi possível extrair alguns compostos 

fenólicos, verificando-se também que o teor em compostos fenólicos é bastante superior na casca (117 

mg EAC/g de extrato) quando comparado com o miolo (9 mg EAC/ g de extrato). Sendo a casca uma 

camada protetora da semente, constituída por materiais lignocelulósicos, isto é, celulose, hemiceluloses 

e lenhina [76], os resultados obtidos seriam os esperados, visto que a lenhina é composta por vários 

monómeros de compostos fenólicos, o que contribui para o elevado valor de compostos fenólicos 

obtido, associado a esta parte da semente.  

Analisando os valores obtidos por extração, isto é, 9-331  mg EAC/g de extrato, para as 

sementes, verifica-se que o teor de compostos fenólicos destas é superior  a outros subprodutos 

provenientes da Cynara cardunculus L., como dos capítulos (recetáculos e brácteas), caules e folhas (59,4, 

52,9 e 22,6 mg EAG/g de extratos (metanol/ água/ ácido acético 49,5:49,5:1 v/v, respetivamente) [18]. 

Apesar de os rendimentos, dos extratos das sementes serem inferiores às das outras partes morfológicas, 

(18,7% (m/m) para os capítulos, 17,5% (m/m)  para os caules e 28% (m/m) para as folhas [18]), 

calculando o teor de compostos fenólicos no miolo e casca inicial,  obtemos 24 mg EAC/ g de miolo e 

30 mg EAC/g de casca, o que corresponde a 26 mg EAC/g de semente (Tabela 3), dado que a miolo 

corresponde a 60% da semente e a casca a 40%.  Este valor de compostos fenólicos em EAC por g de 

semente, é superior ao teor determinado para as folhas, caules e capítulos (6,3 mg EAG/g peso seco, 9,2 

mg EAG/g peso seco e 11 mg EAG/g peso seco, respetivamente) [18]. O conteúdo em compostos 

fenólicos das sementes do cardo revelou também ser superior ao de outras sementes estudadas na 

literatura, como da espécie Abelmoschus esculentus (quiabo), que apresentam um teor em compostos 

fenólicos de 13-16 mg EAG/g de extrato [80], e Salvia hispanica L. (chia), que têm um teor em compostos 

fenólicos de aproximadamente de 0,9 mg EAG/g de semente [81]. Estes resultados revelam o potencial 

das sementes do cardo como fonte de compostos fenólicos com atividade antioxidante. 

 

3.2 Caracterização dos compostos lipofílicos 

 

O miolo e casca da semente foram sujeitos a uma extração do material lipofílico (óleo) pelo 

método de Soxhlet com o solvente n-hexano. No miolo foi obtido um rendimento de 39% (m/m) e na 

casca, apenas de 1%. O valor obtido nesta extração para o miolo foi bastante superior comparativamente 

ao que está descrito na literatura, em que o óleo das sementes de Cynara cardunculus corresponde a um 

conteúdo entre 21 e 26% [60]. A diferença entre estes valores deve-se ao facto de, neste ensaio, a casca 

da semente ter sido retirada. Se relacionarmos a percentagem de óleo obtida para cada fração com o 

facto de o miolo corresponder a 60% e a casca a 40% na semente, obtemos um rendimento em óleo de 

24% para a semente na totalidade, que está de acordo com os valores da literatura (21-26%) onde a 
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extração do óleo é feita sempre com a semente na íntegra. O miolo é mais rico em gordura do que a 

casca pois a função da semente é a germinação sendo a gordura do miolo usada como fonte de energia 

enquanto que a casca atua apenas como barreira de proteção a ataques microbiológicos [82].  

No óleo do miolo e da casca foram identificados os seguintes ácidos gordos: ácido palmítico 

(C16:0), ácido esteárico (C18:0), ácido oleico (C18:1) e ácido linoleico (C18:2). O perfil cromatográfico dos 

ácidos gordos esterificados existentes nos óleos extraídos é apresentado na figura 14.  

 

Figura 14-Cromatograma obtido por GC- FID com o perfil em ácidos gordos esterificados do óleo 
extraído do miolo da semente do cardo 

 

No miolo das sementes os ácidos gordos esterificados correspondem a 916 mg/g de óleo dos 

quais 68% correspondem ao ácido linoleico, 20% ao ácido oleico, 10% ao ácido palmítico e 2% de ácido 

esteárico (Figura 15). Na casca os ácidos gordos esterificados apenas representam 462 mg/g dos quais 

52% correspondem ao ácido linoleico, 31% ao ácido oleico, 13% ao ácido palmítico e 4% de ácido 

esteárico (Figura 15). Relacionando os dois óleos, verifica-se que o do miolo tem um conteúdo em TGA  

cerca de duas vezes superior ao da casca, devido ao maior conteúdo em ácidos gordos poli-insaturados, 

nomeadamente,  o ácido linoleico. No entanto, a proporção dos diferentes ácidos gordos é idêntica em 

ambas as partes da semente. Esta composição em ácidos gordos esterificados está de acordo com a 

literatura, em que o óleo das sementes de Cynara cardunculus L. é maioritariamente constituído por ácido 

linoleico (62-65%), ácido oleico (21-22%), ácido palmítico (9-11%) e, minoritariamente em ácido 

esteárico (2-3%) [43], [17], [83].  
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Os compostos lipofílicos livres apenas foram analisados no óleo proveniente do interior da 

semente, pois é o que apresenta um rendimento maior. Na figura 16 está representado o perfil do 

cromatograma obtido da análise dos compostos lipofílicos livres do óleo extraído com n-hexano, assim 

como a identificação dos picos maioritários, e em anexo é apresentada a lista de todos os compostos 

identificados com o respetivo espectro de massa (Tabela I). Os compostos lipofílicos livres quantificados 

representam aproximadamente 6% (56 mg/g de óleo) da composição do óleo extraído das sementes. A 

tabela 5 mostra a quantidade de cada composto identificado no óleo do miolo. Foram identificados 14 

compostos dos quais 50% são ácidos gordos, 21% são fitoesteróis, 7% de α-tocoferol, 7% de ácido 

benzoico e 14% de compostos não identificados. Nos ácidos gordos foi identificado o ácido linoleico 

(30 mg/g de óleo), ácido oleico (11 mg/g), ácido palmítico (7 mg/g ), ácido esteárico (2 mg/g), ácido 

azelaico (1 mg/g), ácido elaídico (1 mg/g) e ácido subérico (1 mg/g). Quanto aos fitoesteróis, o 

composto maioritário encontrado foi o estigmasterol (1,3 mg/g) seguido pelo β-sitosterol (0,6 mg/g). 

Esta análise mostra que os compostos maioritários sob a forma livre no óleo proveniente da semente de 

cardo são os ácidos gordos sendo o principal o ácido linoleico, correspondendo a cerca de 50 % dos 

compostos lipofílicos livres. A composição em ácidos gordos livres é idêntica à proporção de ácidos 

gordos esterificados (Figura 15). Os 14 % de compostos não identificados dizem respeito a 2 compostos, 

1 pertencente à classe dos fitoesteróis pois de acordo com espectro de massa há produção iões 

característicos desta família (471, 213, 129, 75 e 73 m/z).  
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Figura 15-Composição em ácidos gordos esterificados do óleo 
do miolo e casca da semente do cardo. (Os resultados apresentados são a 

média ± desvio-padrão de ensaios independentes (n=3)) 
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Tabela 5 -Quantificação dos compostos lipofílicos livres identificados no óleo extraído do miolo da semente do 

cardo.  

Composto 
Conteúdo (mg/ g 

de óleo)a 

Ácido linoleico 30±12,7 

Ácido oleico 11±4,54 

Ácido palmítico 7,0±2,33 

Ácido esteárico 2,0±0,54 

Ácido azelaico 1,4±0,23 

Ácido elaídico 1,0±0,41 

Ácido subérico 1,0±0,09 

Estigmasterol 1,3 ±0,08 

β-sitosterol 0,6±0,07 

α-tocoferol 0,4±0,10 

Campesterol 0,3±0,01 

Total 56±19 

aOs resultados apresentados são a média ± desvio-padrão de ensaios independentes (n=3) 
 

Após a extração com n-hexano foi realizada uma segunda extração, ao interior da semente com 

uma mistura de clorofórmio: metanol, com o objetivo de extrair compostos lipofílicos mais polares. O 

material extraído com esta mistura de solventes apresentou um rendimento de 31% (m/m). Na figura 

Figura 16-Cromatograma dos compostos lipofílicos livres existentes no óleo extraído do miolo da semente 
com n-hexano. 
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17 está representado o perfil do cromatograma obtido da análise dos compostos lipofílicos livres deste 

extrato e na tabela II (anexo) é apresentada a lista de composto identificados. Neste extrato foram 

identificados 18 compostos, tais como ácidos gordos (ácido palmítico, ácido oleico e ácido esteárico) e 

ácidos hidroxicinâmicos (ácido cafeico e 3,4 – hidroxicinamato de metilo). Nesta análise foi ainda 

possível identificar dois picos correspondentes a dissacarídeos, provavelmente turanose, palatinose, 

maltose ou maltulose, e também de polióis, possivelmente o D-sorbitol e o inositol. O D-sorbitol é 

utilizado na indústria alimentar como adoçante e exsicante e na indústria farmacêutica desempenha 

papéis como diurético e incorpora pastas dentífricas. O inositol é a base de sinalizadores celulares e 

mensageiros secundários nos organismos eucariotas e, ao nível das plantas, tem impacto no seu 

crescimento e desenvolvimento [84]. Foram também detetados dois compostos pertencentes à classe das 

cumarinas, possivelmente a esculina e a escopolina que são derivados glicosilados da escopoletina, isto 

é, pela ação da enzima glicosiltransferase escopoletina [18]. Pela percentagem de área, verifica-se que os 

compostos maioritários nesta fração são os dissacarídeos e cumarinas glicosiladas. As curmarinas têm 

vindo a ser alvo de estudo devido às suas propriedades biológicas como atividade antioxidante e 

antibacteriana [85]. Neste extrato obtido com a mistura de clorofórmio: metanol, em relação ao extrato 

obtido com n-hexano, revela a presença de compostos com um caracter mais hidrofílico, tais como os 

glicosídeos e ácidos hidroxicinâmicos, devido à natureza dos solventes usados na extração.  

 

Figura 17-Cromatograma dos compostos lipofílicos livres existentes no material extraído com a mistura 
de solventes (clorofórmio: metanol 2:1v/v) 

 

O extrato obtido com 85% etanol foi também analisado quanto à sua composição compostos 

lipofílicos (Figura 19, Tabela III, anexo). A análise permitiu identificar 14 compostos, sendo a sua 

composição similar ao óleo extraído com mistura de clorofórmio: metanol (Tabela II), sendo os 

constituintes maioritários os dissacarídeos (sacarose, palatinose ou turanose) e cumarinas glicosiladas 

(esculina e escopolina), verificando-se também a presença de alguns ácidos gordos (ácido palmítico, ácido 

linoleico e ácido oleico), polióis (inositol) e ácidos hidroxicinâmicos. 
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Tabela 6-Compostos lipofílicos identificados no extrato de clorofórmio: metanol e SnAIR do miolo da semente 
de Cynara cardunculus L. 

 
Tempo 

de 
Retenção 

(min) 

 
Composto 

% Área 

Extrato 
clorofórmio: 
metanol (2:1 

v/v) 

 
SnAIR 

5,885 D-Sorbitol 0,11 0,16 

7,063 Ácido glucónico - 0,20 

8,091 Ácido cafeico 0,15 - 

9,057 Inositol 0,08 0,14 

9,140 
3,4 Hidroxicinamato 

de metila 
0,02 - 

9,303 Ácido palmítico 0,03 0,02 

11,350 Ácido cafeico 0,61 1,02 

12,292 Ácido linoleico - 0,12 

12,433 Ácido oleico 0,10 0,04 

13,041 Ácido esteárico 0,04 - 

17,937 
Sacarose 

[56]possivelmente) 
9,26 12,6 

24,424 
Não identificado 

(Açúcar) 
0,10 0,32 

28,029 
Não identificado 

(Açúcar) 
0,32 1,60 

29,442 
Cumarina glicosilada 

/ esculina 
3,52 10,0 

30,664 Não identificado 0,15 - 

31,639 
Composto 
aromático 

0,19 - 

38,821 Dissacarídeo 0,27 2,65 

39,728 Dissacarídeo 0,59 - 

40,606 Escopolina 44,5 39,4 

42,390 Dissacarídeo 34,2 28,7 
 

A análise por espectrofotometria UV-Visível foi realizada para verificar se o material extraído 

com clorofórmio:metanol contém compostos que absorvam na zona do UV-Vis, como por exemplo os 

compostos fenólicos. De acordo com a análise do teor em compostos fenólicos, o extrato obtido com 

clorofórmio: metanol possui 27 EAC mg/g de extrato. As bandas observadas neste espetro, a λ = 250 

nm e a 280 nm visível na figura 18, estão associadas aos compostos aromáticos, como os presentes nos 

compostos fenólicos, confirmando a sua presença neste extrato, nomeadamente ácidos 

hidroxicinâmicos, como se verificou na análise dos compostos lipofílicos (Tabela 6). No entanto este 

espectro induz a presença de flavonas e flavonóides, pois esta classe de compostos fenólicos são 

caracterizados por duas bandas, uma na zona entre os 240-280 nm que corresponde ao anel benzoil e 

outra entre os 300-380 nm que corresponde ao anel cinamoil [86]. 
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Figura 18-Espectro de absorção do extrato clorofórmio: metanol (2:1 v/v) do miolo da semente do 

cardo 
 

As membranas biológicas são maioritariamente compostas por lípidos, proteínas, glicolípidos e 

glicoproteínas, ou seja, lípidos e proteínas com pequenas porções de sacarídeos ligados covalentemente. 

Os lípidos estão maioritariamente ligados a um grupo fosfato, designados de fosfolípidos e formam uma 

bicamada onde as proteínas estão incorporadas de maneira intrínseca ou extrínseca – modelo de mosaico 

fluído. As proteínas membranares estão associadas a funções estruturais, transporte de substâncias ou 

ação como recetores. Associado às interações com a membrana estão os compostos fenólicos, uma vez 

que este tipo de compostos têm a capacidade de agir como agentes redutores, dadores de protões, 

sequestradores de radicais livres e supressores do anião superóxido [87]. A sua ingestão está 

correlacionada com propriedades antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana e preservação cardíaca 

e neurológica [88]. Naturalmente, o metabolismo de seres expostos ao oxigénio, como o ser humano, 

produz espécies reativas de oxigénio (do inglês: “ROS – reactive oxygen species”) através da fosforilação 

oxidativa e a formação de ligações dissulfeto em proteínas que são eliminadas por via enzimática (por 

exemplo: a catalase) ou por antioxidantes (exemplo: glutationa).  

O corpo humano está constantemente sujeito ao contacto com substâncias que não fazem parte 

do metabolismo normal, cuja presença pode ser tóxica às células. Essas substâncias são designadas de 

xenobióticos onde estão incluídas drogas sintéticas e venenos [89]. À presença de xenobióticos no 

organismo está relacionado  o stress oxidativo que é o desequilíbrio entre a produção espécies reativas 

de oxigénio e a sua eliminação através dos sistemas enzimáticos ou não enzimáticos, ou seja, existe um 

maior número de agentes oxidantes no corpo que podem danificar estruturas celulares (desde lípidos ao 

DNA). O enriquecimento da dieta com alimentos ricos em compostos fenólicos propicia a destruição 

de radicais livres diminuindo o stress oxidativo. 
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3.3 Análise dos carboidratos da semente do cardo 

 

Os subprodutos, neste caso, os extratos obtidos de ambas as partes das sementes de cardo, além 

de serem constituídas por compostos lipofílicos e proteína, são também constituídos por carboidratos. 

Assim, foi determinado o perfil de açúcares totais para cada extrato obtido, nomeadamente, amostra 

desengordurada (após a realização do método de Soxhlet) e os extratos obtidos da precipitação com 85% 

etanol (AIR e SnAIR) e após a extração em água quente (EA e REA) em ambas as partes da semente 

(Tabelas 7 e 8). Na figura 21 (anexo) é apresentado o cromatograma obtido por GC-FID do perfil 

cromatográfico resultante da análise da composição em acúcares neutros.  

Tabela 7- Concentração total (mg/g) e composição dos açúcares (% molar) do miolo desengordurado e das 
diferentes frações da precipitação com 85% etanol (AIR e snAIR) e extração com água quente (EA e REA) do 
miolo da semente do cardo. 

 

aOs resultados apresentados são a média ± desvio-padrão de ensaios independentes (n=3) 

 

No miolo da semente desengordurado os açúcares totais correspondem a 92 mg/g, constituído 

principalmente por glucose (68 mol%) e arabinose (17 mol%). Comparando os diferentes extratos, o 

sobrenadante da extração em álcool (SnAIR) é a fração mais rica em açúcares, 429 mg/g, essencialmente 

glucose (87 mol%). Este resultado confirma que esta parte da semente é essencialmente constituída por 

açúcares pequenos, isto é, monossacarídeos, dissacarídeos e/ou trissacarídeos. O AIR e o REA têm baixa 

quantidade de açúcares, 252 e 121 mg/g respetivamente, sendo constituídos por arabinose (30-34 mol%), 

glucose (24-27 mol%) e ácido urónico (22-28 mol%). O extrato obtido com água quente apresenta um 

Monossacarídeos (mol %)a Total de 

carboidratos  

(mg /g) 

 

Rha 

 

Fuc 

 

Ara 

 

Xyl 

 

Man 

 

Gal 

 

Glc 

 

UA 

Miolo 

desengordurado 

 

 
 

 

17 

 

5 

 

2 

 

8 

 

68 

 

 

 

92±32 

AIR 
 

1 
 

 

30 

 

6 

 

2 

 

6 

 

27 

 

28 

 

252±15 

SnAIR   
 

0,5 

 

0,5 

 

2 

 

8 

 

87 

 

2 

 

429±15 

EA   
 

64 

 

7 

 

2 

 

9 

 

4 

 

14 

 

167±11 

REA 1 1 34 11 2 5 24 22 121±11 
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conteúdo baixo em polissacarídeos (167 mg/g) e é constituído principalmente por arabinose (64 mol%) 

e ácido urónico (14 mol%). 

 

Tabela 8 - Concentração total (mg/g) e composição dos açúcares (% molar) da casca desengordurada e das 

diferentes frações da precipitação com 85% etanol (AIR e SnAIR) e extração com água quente (EA e REA) da 

casca da semente do cardo. 

 

Monossacarídeos (mol %)a 

Total de 
carboidratos  

(mg /g) 

 

Rha 

 

Fuc 

 

Ara 

 

Xyl 

 

Man 

 

Gal 

 

Glc 

 

UA 

 

Casca 

desengordurada  

 

1 

 

 

 

6 

 

21 

 

1 

 

2 

 

29 

 

40 

 

208±20 

 

AIR 

 

1 
 

 

6 

 

33 

 

1 

 

2 

 

49 

 

8 

 

620±33 

 

SnAIR 
  

 

9 

 

 

 

8 

 

12 

 

56 

 

15 

 

43±8 

 

EA 

 

3 
 

 

41 

 

8 

 

11 

 

12 

 

9 

 

16 

 

362±29 

 

REA 

 

1 

 

0,1 

 

5 

 

33 

 

1 

 

1,4 

 

36 

 

22 

 

752±30 

*amostra inicial após desengorduramento; aOs resultados apresentados são a média ± desvio-padrão de 
ensaios independentes (n=3) 

 

Por sua vez, na casca verifica-se uma quantidade superior de açúcares totais (208 mg/g) para a 

amostra desengordurada, contendo ácidos urónicos (40 mol%), glucose (29 mol%) e xilose (21 mol%). 

Contrariamente ao miolo o SnAIR é a fração mais pobre em açúcares (43 mg/g), sendo também 

constituído essencialmente por glucose (56 mol%). O facto de o SnAIR ser pobre em carboidratos induz 

que a casca é essencialmente constituída por polissacarídeos. As frações com maior rendimento de 

carboidratos corresponde ao AIR (620 mg/g) e ao resíduo insolúvel proveniente da extração em água 

quente (752 mg/g) que são essencialmente compostos por glucose (36-49 mol%), xilose (33 mol%) e 

ácidos urónicos (8-22 mol%). O extrato solúvel em água quente contém 362 mg/g de carboidratos e é 

principalmente constituído por arabinose (41 mol%) e menores quantidades de ácido urónico, galactose, 

manose, glucose e xilose (16-8 mol%). 

O elevado conteúdo em glucose, xilose e arabinose nos resíduos insolúveis (AIR e REA) do 

miolo e casca da semente está relacionado com a presença de amido, celulose e hemiceluloses (glucanas, 
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xilanas, arabinoxilanas e arabinanas) que constituem as paredes celulares de tecidos celulares que são 

insolúveis em água. Relativamente à presença de ácidos urónicos em ambas as partes da semente, poder-

se-á associar a presença de polissacarídeos pécticos que estão presentes na lamela média das paredes 

celulares das plantas.  

Como o material lipofílico extraído com a mistura de solventes clorofórmio:metanol (2:1 v/v) 

do miolo da semente revelou conter dissacarídeos (Tabela 6), foi também analisada a sua composição 

em açúcares, apresentada na tabela 9. Este extrato contém cerca de 29 % (m/m) de carboidratos 

constituídos maioritariamente por glucose (95 mol%), tal como se verificou para o SnAIR do miolo 

(Tabela 7). Este resultado parece indicar que o dissacarídeo identificado neste extrato pode ser maltose. 

 

Tabela 9 - Conteúdo total (mg/g) e composição dos açúcares totais (% molar) do material lipofílico extraído com 

clorofórmio: metanol (2:1 v/v). 

Monossacarídeos (mol %) Total de 

carboidratos  

(mg/g) 

 

Xyl 

 

Man 

 

Gal 

 

Glc 

 

Óleo  

 

1±0,1 

 

2±0,2 

 

2±0,4 

 

95±0,6 

 

295±20 

 

Com o objetivo de identificar as ligações glicosídicas, permitindo inferir quais os tipos de 

polissacarídeos existentes nas sementes da espécie Cynara cardunculus L. realizou-se uma análise por 

metilação às frações obtidas pela extração com água quente do miolo e casca da semente, isto é, extratos 

de água (EA) e respetivo resíduo insolúvel (REA). Os resultados da análise das ligações glicosídicas 

encontram-se na tabela 10.  
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Tabela 10-Identificação e quantificação, em % molar, das ligações glicosídicas identificadas na análise dos acetatos 

de alditol parcialmente metilados por GC-MS (* - não detetados por GC-FID, mas detetado por GC-MS) 

 

 

O EA do miolo é essencialmente composto pelas ligações (1→5)-Araf (22,5%), (1→3,5)Araf 

(19,2%) e (1→2,5)Araf (11,3%). A presença  destas ligações juntamente com t-Araf (21,8%) é 

característica das arabinanas constituída por (1→5)-Araf na cadeia principal com ramificações nos C2 e 

C3 [90],[91]. No entanto, o conteúdo total em resíduos ramificados de arabinose ((1→3,5)Araf e 

(1→2,5)Araf) no EA proveniente do miolo é de 30,5%, sendo um valor superior à percentagem de t-

Araf (21,8%), o que indica que não são apenas resíduos de Ara que estão nos terminais das cadeias 

laterais. Esta situação também se verifica nos dois extratos aquosos com a galactose, onde a percentagem 

Ligações 
glicosídicas 

EA 
Miolo 

EA 
Casca 

REA 
Miolo 

REA 
Casca 

t-Fucp  0,4±0,06* 0,72±0,15 0,4±0,03 
2-Fucp  0,9±0,30*  0,8±0,03 

Total  1,3±0,36* 0,72±015 (1%) 1,2±0,05 (0,2%) 
t-Araf 21,8±2,49 16±0,6 19,6±0,04 3,6±0,61 
t-Arap 2±0,81 1,4±0,24   
2-Araf 0,3±0,05 0,6±0,09  1,6±0,12 
3-Araf 4,7±0,92 13±0,32   
5-Araf 22,5±0,71 7,4±0,22 16,4±1,50 4,5±1,3 
3,5-Araf 19,2±8,9 1,2±0,04 21,5±0,10 1,2±0,77 
2,5-Araf 11,3±2,4 16±0,97   

Total 82±1,60 (74%) 55±0,53 
(49%) 

57,5±1,65 
(44%) 

11±2,79 (7%) 

t-Xylp 1,8±0,4 1,1±0,29 4,2±043 1,7±0,05 
2-Xylp   1,3±0,03  
4-Xylp 1,7±0,08 7,6±0,05 2,5±0,03 29,1±3,07 

Total 3,5±0,32 (9%) 9±0,33 (9%) 8±0,38 (14%) 30,8±3,02 (43%) 
t-Manp 0,6±0,18 0,8±0,19 0,83±0,16 0,5±0,27 
4-Manp  11,6±0,88  4,2±1,46 

Total 0,6±0,18 (2%) 12±0,86 (13%) 0,83±0,16 
(2%) 

4,7±1,73 (1%) 

t-Galp 0,6±0,05 1,4±0,33 1,06±0,20 0,8±0,3 
2-Galp 0,4±0,06 0,2±0,07 0,33±0,20  
4-Galp  0,4±0,16   
6-Galp 1,1±0,38 2,7±0,16   
3,6 -Galp 4,9±0,32 5±0,6   

Total 7±0,59 (10%) 10±0,46 (14%) 1,4±0,39 (7%) 0,8±0,3 (1%) 
t-Glcp 0,7±0,44 1,9±0,18 0,81±0,41 1,7±0,06 
4-Glcp 5,9±0,29 9,8±1,32 26,2±,69 47,8±2,39 
4,6-Glcp 0,7±0,18 0,6±0,19 4,6±1,37 2±0,47 

Total 7,3±0,33 (5%) 12±1,48 (11%) 31,6±1,65 
(31%) 

51,5±1,86 (47%) 

t-GlcpA  4,6±0,5   
3-GlcpA  1,8±0,02   
3,4-GlcpA  0,8±0,1   
3,4-GalpA  0,5±0,01   

Total  8±0,01 (16%)   
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da ligação (1→3,6)Galp (5%) é superior à de t-Galp (0,6-1,4%). Estes resultados levam a ponderar a 

presença de outros compostos na estrutura do polissacarídeo que estejam ligados ao terminal da 

ramificação. Esses compostos podem ser compostos fenólicos que muitas vezes estão presentes na 

estrutura dos polissacarídeos presentes nas paredes celulares [92], [90], [93]. Por exemplo, os polifenóis 

da maçã apresentam grau de polimerização de 5 pelo que difundem ao longo na membrana num processo 

de diálise, a não ser que sejam retidos por algum tipo de interação, isto é, polissacarídeo-polifenóis [92]. 

Também no vinho já foi descrito a presença de polifenóis no material de elevado peso molecular que 

podem ser fruto de interações entre polissacarídeos pécticos e frações de glucose [94], [95]. As paredes 

celulares são compostas por polissacarídeos e pequenas porções de proteínas e compostos fenólicos. 

Estas são estruturas bastante complexas com diversas funções ao longo da vida da célula, como por 

exemplo o transporte e comunicação intercelular e, por vezes podem contribuir como reserva alimentar 

[96]. Segundo o modelo clássico, a fase matricial da parede celular é composta por uma variedade de 

polissacarídeos, glicoproteínas e compostos fenólicos que variam a sua composição nas diferentes 

camadas da parede assim como no tipo de células e fase do ciclo celular [97]. Com os resultados obtidos 

para o teor em compostos fenólicos onde foram determinados 117 mg EAC/g de EA para a casca e 9 

EAC mg/g de EA para o miolo, a hipótese de que poderão existir compostos fenólicos na estrutura dos 

polissacarídeos é credível. 

O EA da casca é bastante semelhante sendo também constituído por (1→5)-Araf (7,4%), 

(1→3,5)Araf (1,2%) e (1→2,5)Araf (16%), no entanto as diferenças de percentagem de cada ligação 

indicam que o EA da casca possui proporcionalmente menor conteúdo de (1→5)-Araf, em relação aos 

resíduos ramificados ((1→3,5)Araf e (1→2,5)Araf), o que indica um polímero mais ramificado do que no 

miolo. Neste extrato não se verifica a diferença entre os resíduos ramificados e o terminal de arabinose, 

podendo indicar que não contém compostos fenólicos ligados covalentemente ao polissacarídeo.  

 

Na figura 20A é possível ver uma representação de uma proposta da estrutura dos 

polissacarídeos constituídos por arabinose, as arabinanas, existentes nos EA. O R representa possíveis 

ramificações, que podem ser monómeros de arabinose originando as ligações (1→3,5)Araf  ou 

(1→2,5)Araf. No caso do EA do miolo, a razão entre (1→5)Araf  e (1→3,5)Araf  e (1→5)Araf  

(1→2,5)Araf  é 1:1 e 2:1, respetivamente. Ainda assim é de salientar que neste caso, a ramificação poderá 

terminar com um composto fenólico (Figura 20B).  
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No REA do miolo, sendo esta fração rica em arabinose (44%), verifica-se uma elevada 

percentagem das ligações t-Araf (19,6%), (1→5)Araf (16,4%) e (1→3,5)Araf  (21,5%). No caso do REA 

da casca existem as mesmas ligações, mas em percentagens inferiores, o que indica um polímero com 

menos ramificações, à semelhança do que se verificou no EA. Comparando com o EA, nos REA 

observa-se que existem menos ramificações de arabinose e galactose, apenas existe (1→3,5)Araf e deixou 

de existir (1→2,5)Araf e (1→3,6)Galp, respetivamente. No REA proveniente do miolo observa-se a 

presença de ligações como t-Fucp, (1→2)Xylp, e (1→2)Galp que em conjunto com as ligações (1→4)Glcp 

e (1→4,6)Glcp suportam a proposta de presença de xiloglucanas [98]–[100]. Quanto ao REA da casca, 

foi possível identificar t-Fucp e (1→2)Fucp em pequenas percentagens. No entanto não foi identificado 

(1→2)Xylp, e (1→2)Galp o que nos leva a crer a presença de xilanas na casca e não xiloglucanas como 

no miolo. A presença de t-Glcp e a elevada percentagem de (1→4)Glcp assim como alguma percentagem 

de (1→4,6)Glcp indica a presença de amido, cuja estrutura é a mistura de dois polímeros: amilose (≈10-

30%) e amilopectina (≈70-90%). A amilose é um polímero linear formado por monómeros de glucose 

em α(1→4)Glcp (adotando uma estrutura em espiral) já a amilopectina é formada por uma cadeia 

principal de α(1→4)Glcp com ramificações em C6 por monómeros de glucose [101].   

A figura 21 representa uma proposta de estrutura dos polissacarídeos existentes, as xiloglucanas 

que são compostas por uma cadeia linear de (1→4)Glcp com ramificações na posição C6 onde podem 

Figura 19-Proposta de estrutura da arabinana existente nos EA  

Legenda:  Arabinose: ( 96) 
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estar ligados monómeros de xilose ou cadeias laterais de xilose unidas pela ligação (1→2)Xylp, 

representado pelo “R”.  

 

 

Figura 20-Proposta da estrutura da xiloglucana existente no REA do miolo [102] 

 

A figura 21 representada uma proposta de estrutura dos polissacarídeos existentes no REA da 

casca, as xilanas que são compostas por uma cadeia linear de (1→4)Xylp.   

 

 

Figura 21- Proposta da estrutura da xilana existente no REA da casca [102] 
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Capítulo 4 

Conclusão  
 

Este estudo permitiu determinar que 60% da semente de Cynara cardunculus L. diz respeito ao 

miolo e 40% à sua casca. Determinou-se ainda que o miolo é rico em gordura (39%), proteína (27%), 

açúcares (9%) e compostos fenólicos (≈2%). A casca apresentou um teor superior em açúcares (21%), 

38% em lenhina, 3% em compostos fenólicos e apenas 1% em gordura. O óleo extraído do miolo é 

constituído por 92% de ácidos gordos esterificados (ácido linoleico, oleico, palmítico e esteárico) e 6% 

em compostos lipofílicos livres, nomeadamente ácidos gordos (95%), esteróis (3%) e tocoferóis (1%). 

Aumentando a polaridade do solvente (clorofórmio: metanol, 2:1 v/v), foi possível a extração de 

compostos mais polares tais como 29% em açúcares (dissacarídeos) e 3% em compostos fenólicos 

(ácidos hidroxicinâmicos), o que poderá indicar potencialmente atividade antioxidante. O facto de o 

miolo ser rico em proteína e compostos fenólicos pode vir a ser uma fonte de interesse para 

enriquecimento, por exemplo, de rações animais, potenciando a ingestão de rações enriquecidas com 

substâncias que podem potenciar o bem-estar do animal. Relativamente à casca, o elevado conteúdo em 

lenhinas revela interesse pois estas são fibras dietéticas insolúveis associadas a efeitos benéficos ao nível 

da microflora intestinal.  

Relativamente ao conteúdo em carboidratos, verificou-se que a casca tem um teor em açúcares 

superior ao miolo. A análise da estrutura permitiu verificar que os polissacarídeos solúveis em água são 

provavelmente arabinanas presentes nas duas partes, sendo que no miolo o polímero tem uma cadeia 

principal mais longa e com mais ramificações. A análise da estrutura permitiu identificar que os 

polissacarídeos insolúveis em água são arabinanas, xiloglucanas, xilanas e amido, característicos das 

paredes celulares das plantas. Nas arabinanas parecem existir compostos fenólicos ligados 

covalentemente na estrutura polímero, que poderá indiciar atividade antioxidante deste polímero devido 

aos compostos fenólicos.  

Os resultados obtidos são promissores devido a todos os compostos bioativos existentes no 

cardo, como os compostos fenólicos, carboidratos, óleo e proteína. Os compostos fenólicos estão 

associados a diversas propriedades biológicas (antioxidante e antimicrobiana). Também as fibras solúveis 

e insolúveis presentes em ambas as partes da semente poderão apresentar propriedades biológicas devido 

a substâncias libertadas durante a sua digestão, no caso das solúveis e, também, ao facto de nas suas 

estruturas poderem estar associados compostos fenólicos. Como trabalho futuro é importante identificar 

os compostos fenólicos presentes, tal como avaliar a citotoxicidade, estudos de permeação e possível 

capacidade antioxidante dos diferentes extratos de modo a determinar as suas possíveis atividades 

biológicas e, consequentemente, aplicação em diferentes áreas como a alimentar, nutracêutica ou 

cosmética. 
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Apêndice  

Tabela I.- Identificação dos compostos derivados TMS presentes no óleo extraído com n-hexano, tempo de retenção, área e 

iões produzidos (m/z) 

 

Nota: o valor entre parêntesis representa a intensidade relativa do ião produzido 

 

 
Nº 

 
Tempo de 
Retenção 

(min) 

 
Área 

 
Composto 

 
[ M+,]  
(m/z) 

 
Iões produzidos  

(m/z) 

1 10,807 15953013 
Ácido 

benzoico 
194 (7) 

179 (100)[M-CH3]+, 135 (66), 105 (97)[M-
(CH3)3SiO]+,77(93), 75(12)[(CH3)2SiOH]+,  

73(9)[(CH3)3Si]+ 

2 24,707 3647749 Ácido subérico 303(6) 
217(9),187(26),147(21),129(20),75(90)[(CH

3)2SiOH]+,73(100)[(CH3)3Si]+ 

3 27,372 7459400 Ácido azelaico 317(12) 
302(0,03)[M-CH3]+ , 201(14), 129(20), 

117(19), 75(82), 73(100) 

4 33,467 33162643 
Ácido 

palmítico 
328(2) 

313(28)[M-CH3]+ , 145(21), 132(31), 
129(5),117(79), 75(70), 73(100) 

5 37,113 122371448 Ácido linoleico 352(0,7) 
337(12)[M-CH3]+ , 145(6),129(29), 117(24), 

95(33), 75(97), 73(100) 

6 37,257 45158144 Ácido oleico 354(0,9) 
339(17) [M-CH3]+, 185(4), 145(18), 129(6), 

117(59), 96(16), 81(20), 75(84), 73(100) 

7 37,409 2870030 Ácido elaídico 354(0,3) 
339(6) [M-CH3]+,185(1,5), 145(9), 129(50), 

117(38), 96(14), 81(11), 75(100), 73(86) 

8 37,971 8235800 Ácido esteárico 356(2) 
341(25) M-CH3]+, 145(24), 132(31), 

129(32), 117(77), 75(64), 73(100) 

9 55,738 2056032 α-tocoferol 502(27) 

 
277(14)[C6(CH3)3CH2OSi(CH3)3OCCH
2CH3]+,237(46)[C6(CH3)3CH2OSi(CH3)
3OH]+, 221(5), 193(3), 75(5), 73(100) 

 
 

10 58,491 2172940 
Não 

identificado 
444(14) 

429(0,15)[ M-CH3]+, 406 (4), 351(2), 
209(100), 179(42), 151(43), 75(8), 73(81) 

11 58,745 1926525 Campesterol 472(6) 

457(0,24) [M-CH3]+,382(19) [M-
(CH3)3SiO]+, 367(7) [M-(CH3)3SiO-CH3]+, 

343(38) , 303(0,02), 261(8), 255(9), 
213(10), 129(81), 75(19), 73(50) 

12 59,227 3236376 Β-sitosterol 486(3) 

471 (2)[M-CH3]+, 396 (0,17)[M-
(CH3)3SiO]+, 381(5) [M-(CH3)3SiO-CH3]+ , 
303(3), 275(2), 255(27), 213(10), 129(65), 

75(43), 73(57) 

13 60,750 6800017 Estigmasterol 484(0,12) 

469(0,42)[M-CH3]+, 394(1) [M-
(CH3)3SiO]+, 355(2), 303(2), 273(3), 

255(9), 213(11), 159(13), 129(14), 83(19), 
75(60), 73(79) 

14 62,343 3606116 
Esterol não 
identificado 

486(33) 
471(12) [M-CH3]+, 396(3) [M-(CH3)3SiO]+, 

381(10) [M-(CH3)3SiO- CH3]+,213 (19), 
129(22), 81(40), 75(70), 73(40) 
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Tabela II.-Identificação dos compostos derivados TMS presentes no óleo extraído com clorofórmio: metanol (2:1 
v/v), tempo de retenção, área e iões produzidos (m/z): 

 

Nota: o valor entre parêntesis representa a intensidade relativa do ião produzido 

 

 

Nº 
Tempo de 
Retenção 

(min) 
Área Composto 

[M+,]  
(m/z) 

Iões produzidos  
(m/z) 

1 5,885 2516424 D-Sorbitol 319(10) 
307(5), 229(2) [M-(CH3)3SiO]+, 217(11), 147(26), 
129(6), 103(23), 73(100) 

2 8,091 3395668 Ácido cafeico 396(6) 
381(4) [M-CH3]+, 339(0,3), 307(2), 249(3), 219(31), 
191(8), 147(3), 75(12), 73(100) 

3 9,057 1869419 Inositol 612(0,01) 
367(0,6), 318(8), 305(12) [C3H2((CH3)SiO)3]+, 
265(5), 217(25), 191(11), 147(33), 129(8), 103(2), 
75(8), 73(100) 

4 9,140 445729 
3,4 

Hidroxicinamato de 
metila 

338(11) 
308(1,5) [M-C2H6]+, 219(49), 191(2), 131(8), 89(11), 
73(100) 

5 9,303 574748 Ácido palmítico 328(4) 
313(11)[M-CH3]+ , 145(8), 132(21), 129(19),117(33), 
75(100), 73(100) 

6 11,350 13820173 Ácido cafeico 396(11) 
381(3) [M-CH3]+, 307(2), 249(3), 219(34), 191(8), 
147(3), 73(100) 

7 12,433 2296359 Ácido oleico 339(10) 
264(4), 222(6), 199(4), 185(4), 145(22), 132(11), 
129(40), 117(45), 96(11), 81(7), 75(92), 73(100) 

8 13,041 850262 Ácido esteárico 356(2) 
341(10) M-CH3]+, 145(13), 132(26), 129(2), 117(58), 
75(41), 73(100)  

9 17,937 210074130 
Sacarose 

[56]possivelmente) 
451(1) 

437(4)[M-CH3]+, 367(0,04) [M-(CH3)3SiO]+, 319(4), 
271(12), 217(46), 191(8), 169(19), 147(36), 129(24), 
103(39), 73(100) 

10 24,424 2246151 
Não identificado 

(Açúcar) 
434(1) 

419(2)[M-CH3]+, 361(4), 306(5), 217(19), 204(92), 
191(31), 147(36), 129(22), 103(20), 73(100) 

11 28,029 7222352 
Não identificado 

(Açúcar) 
345(12) 307(8), 255(14), 219(6), 191(7), 147(14), 73(100) 

12 29,442 79946395 
Cumarina 

glicosilada / 
esculina 

451(2) 
437(5)[M-CH3]+, 367(0,12) [M-(CH3)3SiO]+, 319(3), 
271(8), 217(37), 204(39), 191(9),169(14), 147(21), 
129(28), 103(27), 73(100) 

13 30,664 3362403 Não identificado 349(2) 
305(1) [M-(CH3)3]+, 259(4) [ M-(CH3)3SiO]+, 
217(22), 204(100), 191(5), 147(23), 129(21), 105(50), 
73(91)  

14 31,639 4257189 
Composto 
aromático 

314(16) 
299(1)[M-CH3]+, 284(4) [M-HCHO]+, 259(14), 
242(26), 217(20), 147(19), 129(11), 103(13), 89(3), 
73(100) 

15 38,821 6225871 Dissacarídeo  451(3) 
361(38)[M-(CH3)3SiO]+, 319(0,8), 271(9), 217(57), 
204(89), 169(16), 147(22), 129(40), 103(28), 97(3), 
73(100) 

16 39,728 13370989 Dissacarídeo 450(3) 
361(9)[M-(CH3)3SiO]+, 307(4), 271(6), 217(17), 
204(1), 169(16), 151(49), 147(16), 129(14), 103(31), 
73(100) 

17 40,606 1008854775 Escopolina 532(8) 
517(0,8) [M-CH3]+, 450(14), 396(5), 361(63), 319(7), 
271(23), 217(78), 204(8), 169(43), 151(98), 147(79), 
129(62), 103(75), 75(2), 73(100) 

18 42,390 776043574 Dissacarídeo 444(34) 
429(0,7)[M-CH3]+, 361(42), 319(5), 271(15), 217(62), 
169(32), 151(78), 147(63), 129(51), 103(61), 89(5), 
75(68),74(100) 73(93) 
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Tabela III.-Identificação dos compostos derivados TMS presentes no SnAIR do miolo, tempo de retenção, área 
e iões produzidos (m/z): 
 

 

Nota: o valor entre parêntesis representa a intensidade relativa do ião produzido 

 

Nº 
Tempo de 
Retenção 

(min) 
Área Composto 

[ M+,]  
(m/z) 

Iões produzidos  
(m/z) 

1 5,863 7182188 D-Sorbitol 319(9) 
307(12), 229(1) [M-(CH3)3SiO]+, 217(13), 147(25), 
129(6), 103(24), 73(100) 

2 7,063 9012536 Ácido glucónico 333(5) 
319(2), 292(4), 217(6), 189(3), 147(22), 129(2), 117(5), 
103(13), 75(6), 73(100) 

3 9,044 6216205 Inositol 612 
367(0,2), 318(6), 305(12) [C3H2((CH3)SiO)3]+, 265(4), 
217(21), 191(13), 147(32), 129(6), 117(0,6), 103(5), 
75(6), 73(100) 

4 9,285 869687 Ácido palmítico 328(3) 
313(31)[M-CH3]+ , 145(17), 132(33), 129(25),117(66), 
75(79), 73(100) 

5 11,361 45325504 Ácido cafeico 396(8) 
381(3) [M-CH3]+, 307(2), 249(3), 219(32), 191(8), 
147(3), 73(100) 

6 12,292 5130892 Ácido linoleico 352(0,01) 
337(9)[M-CH3]+ , 145(3), 132(3), 129(20), 117(20), 
95(20), 75(67), 73(100) 

7 12,426 1821855 Ácido oleico 339(10) 
 264(1), 222(2), 199(1), 185(1), 145(11), 132(7), 
129(26), 117(46), 96(4), 81(12), 75(55), 73(100)  

8 17,998 560138820 
Sacarose 

[56](possivelmente) 
451(2) 

437(9)[M-CH3]+, 319(8), 271(22), 217(85), 191(16), 
169(37), 147(71), 129(44), 103(73), 74(60), 73(100) 

9 24,358 14031405 Açúcar 433(2) 
361(3), 305(5), 217(27), 204(84), 191(21), 147(27), 
129(16), 103(15), 75(5), 73(100) 

10 28,013 70973546 
Não identificado 

(Açúcar) 
345(16) 

307(10), 255(16), 219(8), 191(7), 147(17),75(7), 
73(100) 

11 29,472 445589431 
Cumarina 

glicosilada / 
esculina 

451(6) 
437(13)[M-CH3]+, 319(8), 271(20), 217(97), 204(92), 
191(20),169(37), 147(47), 129(66), 103(61), 73(83) 

12 38,840 117850794 Dissacarídeo 451(5) 
361(48)[M-(CH3)3SiO]+, 319(3), 271(11), 217(53), 
204(100), 169(18), 147(21), 129(34), 103(26), 97(0,4), 
73(86) 

13 40,668 1750225712 Escopolina 532(11) 
517 (1)[M-CH3]+, 450(19), 396(8), 361(83), 319(11), 
271(32), 217(95), 204(11), 169(60), 151(87), 147(92), 
129(80), 103(92), 75(73), 73(100) 

14 42,437 1275862071 Dissacarídeo 444(42) 
429(1)[M-CH3]+, 361(54), 319(6), 271(22), 217(78), 
169(44), 151(91), 147(83), 129(64), 103(74), 89(6), 
75(99), 73(100) 
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Figura 22-Perfil cromatográfico obtido por GC-FID dos acetatos de alditol presentes ambas as partes 
da semente 

  

Figura 23-Cromatograma dos acetatos de alditol parcialmente metilados existentes no resíduo da 
extração com água quente proveniente do miolo 

 

 

Figura 24-Cromatograma dos acetatos de alditol parcialmente metilados existente no extrato de água 
proveniente do miolo 
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Figura 25-Cromatograma dos acetatos de alditol parcialmente metilados existentes no resíduo da 
extração com água quente proveniente da casca 

 

Figura 26-Cromatograma dos acetatos de alditol parcialmente metilados existente no extrato de água 
proveniente da casca 
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