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Resumo

Cynara cardunculus L., vulgarmente designado de cardo, oriundo da bacia mediterranica, ¢é
utilizado em Portugal na producido de queijo da Serra DOP. O facto de as flotes de cardo possuirem
uma familia de proteases asparticas — cardosinas, permite a sua utilizagdo como coagulante vegetal. No
entanto, desta atividade resultam varios subprodutos (caules, folhas e capitulos com as bracteas, 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 a presenca
de compostos bioativos que podem estar associados as propriedades benéficas para a saude. No entanto,
para as sementes apenas ¢ conhecida a composi¢ao do éleo. O objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo
das sementes do cardo para avaliar o potencial de valorizacdo para aplicagdo em diferentes industrias
como a alimentar, nutracéutica e cosmética. Neste estudo as sementes foram separadas em duas partes
visivelmente diferentes, o miolo (60%) e a casca (40%), que foram sujeitas a extragdes sequenciais para
a obtencdo dos diferentes componentes, nomeadamente compostos lipofilicos, compostos fendlicos e
polissacarideos. Os resultados obtidos demonstram que a casca é constituida por cerca de 21 % em
acucares e 38% em lenhina, ja o miolo ¢ rico em gordura (39%) e em proteina (27%). Os dleos obtidos
com 7-hexano (39% miolo e 1% casca) foram analisados quanto o teor em acidos gordos tendo sido
identificado o 4cido linoleico como o seu componente maioritario (52-68%), seguido dos acidos oleico
(20-31%)), palmitico (10-13%) e estearico (2-4%). A analise dos derivados sililados também permitiu a
identificacdo de a-tocoferol, estigmasterol e B-sitosterol no 6leo do miolo. A caracterizagio dos
polissacarideos revelou que eram constituidos por (125)-Araf, (123,5)Araf, (122,5)Araf; (124)Glcp,
(124,6)Glcp, (122)Xylp, e (12)Galp. Estas ligacdes sdo caracteristicas de arabinanas e xiloglucanas.
No entanto, a elevada percentagem molar de ramificagdes como a (123,5)Arafe (12,5)Araf; associada
ao teor de compostos fendlicos nestas fragdes, 9 e 117 mg EAC/g para o EA do miolo e EA da casca,
respetivamente, sugerem estruturas sob a forma de complexo entre polissacarideo-composto fendlico.
Este tipo de complexos tém vindo a ser associados pela elevada atividade antioxidante muitas vezes

apresentada por polissacarideos.

Este trabalho demonstrou que as sementes de Cynara carduncnlus 1. sdo constituidas por
compostos com potencial, tais como 4acidos gordos, esterdis, compostos fendlicos, proteina e
polissacarideos, que podem ser valorizados para diferentes aplicagdes devido ao seu potencial biol6gico,
como atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e acdo como preservacido cardiaca e

neurolégica.

Palavras-chave: cardo; subprodutos; compostos lipofilicos; polissacarideos; compostos

fendlicos






Abstract

Cynara carduncnlus 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 #-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 a-tocopherol, stigmasterol and B-sitosterol in the kernel oil.

The characterization of polysaccharides revealed that they consisted of (1-25)-Araf,
(123,5)Araf, (122,5)Araf; (124)Glep, (124,6)Glcp, (122)Xylp, and (1->2)Galp. These bonds are
characteristic of arabinans and xyloglucans. However, the high molar percentage of branches such as
(123,5)Arafand (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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Capitulo 1

Introducao

1.1 O Cardo

O cardo tem como nome cientifico Cynara cardunculus L. e pertence a familia Asteraceae, género

Cynara e espécie Cynara cardunculus (1), |2]. C. cardunculus esta subdivida em trés variedades: 1) a sylvestris

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

Figura 1-Tlustrages das 3 variedades pertencentes a espécie Cynara carduncnlus L.: (a) Cynara cardunculus.
sylvestris Fiori, (b) Cynara cardunculns scolymus L. Fioti e (c) Cynara carduncuius L. altilis (DC)

O cardo selvagem apresenta uma roseta caracteristica de folhas grandes, caules ramificados e
um capitulo com varios espinhos e tons azul-violeta [2], [3]. Estudos citogénicos indicam que tanto a
scolymus (L) Fiori e altilis DC provém de Sylvestris Fiori. No entanto possuem diferentes caracteristicas
morfolégicas como resultado de critérios de selecdo [4]-[7]. Ao contratio de Sylestris Fiori, Cynacara

carduncnlus (L.) altilis DC ndo apresenta espinhos nos caules, folhas e capitulo [3], [4], [8].

1.2 Distribui¢dao Geografica

O cardo selvagem ¢ oriundo das zonas oeste e centro da Bacia do Mediterraneo que inclui o sul
da Europa (grande parte da Peninsula Ibérica: sul de Portugal e sul de Espanha). Também se encontra
espalhado pela Madeira, ilhas Canarias, norte de Africa, Turquia e Chipre. Este tipo selvagem também é
uma espécie colonizadora no México, Argentina e Australia [2], [3]. Quanto a alcachofra, espécie da

mesma familia, pode encontrar-se por todo o mundo, mas tem um impacto econdémico especialmente



em paises como Italia, Espanha, Turquia e Franca [3], [4], [8], [9]. Relativamente ao cardo cultivado
encontra-se em Espanha, Italia, Franca, 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-Distribui¢io geografica das plantagSes de cardo em Portugal -adaptado de [14]

1.3 Ciclo de Vida

Tanto nas variedades selvagens como o cardo cultivado sdo plantas herbaceas perenes, isto ¢,
sdo plantas cujos seus caules nio sio lenhosos, atingindo a altura mixima e produgdo no espaco de um
ano. O tempo de vida é superior a 2 anos e, neste caso especifico, podem durar 10 a 15 anos. Estas
plantas crescem e vivem sob condi¢Ges xerotérmicas marcadas pelos verdes mediterranicos (elevadas
temperaturas e stress hidrico) devido ao seu robusto sistema radicular (até 5 m de profundidade), estas

apresentam um bom desenvolvimento face as condi¢des climaticas adversas [11], [15].

A primeira fase de crescimento do cardo comeca com a germinacio das sementes no inicio do
outono. Os primeiros dois cotilédones emergem a superficie, 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 senescéncia comega a meados de julho e perdura durante o més de agosto com a secura
dos caules e folhas assim como a abertura e secura das cabecas que proporcionam a dispersao das

sementes. E, nesta fase, que as rafzes entram num estado de dorméncia até o comeco de um novo ciclo,



com o respetivo brotar precoce da planta no inicio do outono [11], [15]—[17]. Sabe-se que uma planta de

cardo na sua fase adulta pode atingir at¢é 3 m de altura e uma area com 1,5 m de diametro[18].

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

1.4 Utilizagao do cardo

1.4.1 Usos tradicionais

As plantas da espécie Cynara cardunculus sao utilizadas desde ha varios séculos pelo Homem com
varios propositos. A utilizagdo de infusGes das folhas de alcachofra e cardo selvagem sao reconhecidas
pelos seus efeitos benéficos a satde, como a protecao do figado e estimulacio do fluxo biliar [19]—[23].
As folhas e sementes de alcachofra também sdo consumidas para a preven¢do da arteriosclerose,
hipertensio arterial e hiperuricemia (elevada concentragio de 4cido urico no sangue) [2], [24]. Ainda
sobre a alcachofra, desde o século 15, que o capitulo faz parte da dieta mediterranica, sendo consumido

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

No cardo selvagem, o capitulo é o nome dado a inflorescéncia caracterizada por ter as flores
inseridas num recetaculo protegido por bracteas onde também estdo incluidas as sementes e os papilhos.
As flores (pistilos) tém vindo a ser usadas durante séculos na Peninsula Ibérica para a producio de queijos
de ovelha como o da “Serra da Estrela”, “Nisa”, “Evora”, “Serpa” e “Azeitao” em Portugal e “La serena”
e “Guia” em Espanha. A capacidade de coagulante dos estigmas do cardo selvagem resulta da elevada

concentra¢do de proteinas asparticas denominadas de cardosinas [25]—[27].



1.4.2 Aplicagbes industriais: fabrico de queijo em Portugal

A alimenta¢io humana ¢ um dos mais importantes setores econémicos da Europa, onde o leite
e os seus derivados representam alimentos comuns as diferentes dietas. O fabrico de queijo exige a
passagem por varias etapas: inicia com a rececao do leite cru que sofre um processo de filtracdo; passagem
para as cubas de coagulacdo onde € aquecido até a temperatura desejada e adicionado o coalho vegetal
ou animal, permanecendo em repouso até a ocorréncia da coalhada. Apds esse tempo faz-se a dessor¢ao
da coalhada onde o soro recolhido pode ser aproveitado para a producio de requeijao. Quanto a coalhada
¢ colocada em moldes e devidamente prensados, tirada dos mesmos, salgada e colocada em camaras de
cura onde ira maturar (o processo de prensagem leva algum tempo até que seja extraido mais soro

diminuindo o teor em humidade) [28].

A coagulagio ¢ uma parte importante na producio do queijo. As proteinas existentes no leite
encontram-se sob a forma de uma solucao coloidal e, a fragdo proteica envolvida na coagulacio é a fracdo
das caseinas, sendo estas aproximadamente 80% das proteinas do leite. Apenas estas proteinas tém
capacidade coagulante, e o rendimento em queijo depende nio sé da sua percentagem como também do
tipo de proteinas presentes [29]. Este processo ocorre por alteragdo fisico- quimica das caseinas [30] e,
pode ocotrer por via enzimatica (enzimas proteoliticas), dcida (diminui¢io do pH do leite) ou mista. A
coagulacio enzimatica consiste em 3 fases: protedlise, agregacio e gelificagdo [31]. As duas primeiras
fases consistem na destabiliza¢do da ligagdo da Pheios-Metios da k-caseina que consequentemente origina
a libertacdo do segmento 106-169 hidrofilico caseinomacropéptido que fara parte do soro [32]. Quanto

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

O coalho animal foi o 1° coalho utilizado no fabrico de queijo, e consistia no extrato enzimatico
do abomaso de animais jovens. Este extrato ¢ constituido 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 producio de queijo e diminui¢do 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 sao bastante utilizados a nivel artesanal em pequenas exploragdes leiteiras e
agricolas 9], [36]. Ha séculos que extratos de Cynara cardunculus sio utilizados no fabrico de queijo e
mostram afinidade especifica para o leite de ovelha. Devido a localizagdo geografica e condicbes
climatéricas favoraveis em Portugal, os pequenos ruminantes, em particular os ovinos, tém um papel
importante na explora¢io animal. O queijo de ovelha é fabricado em Portugal ha muitos anos e apreciado

devido as suas carateristicas unicas de textura e sabor, sendo considerado um produto gowurmet [37].

Cynara carduncnlus ¢ um substituto do coalho animal, apresentando elevada atividade proteolitica
[33]. E nas flores desta espécie que é possivel isolar as cardosinas (proteases asparticas que tém o mesmo

comportamento na clivagem da k-caseina) [38], [39]. O famoso queijo da Serra da Estrela com
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denominagio 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, ¢ o resultado de um modo de vida que se adaptou as circunstancias da natureza local
e, dado o volume de producio deste queijo no nosso pais esta também associada uma necessidade de
plantacoes de cardos. No entanto, a parte util da planta sio apenas os pistilos da sua flor (Figura 4) pois
¢ onde existe maior concentragio das proteases asparticas — as cardosinas, que representa uma
percentagem pequena face ao tamanho que um cardo pode atingir. Esta questdo remete-nos a situaciao
de desperdicios agricolas que tém sido alvo de grande atencdo nos ultimos anos com o intuito de

valorizar os subprodutos agropecudrios. Esta industria produz anualmente grandes quantidades de

residuos cujo aproveitamento ¢ minimo ou nulo, sendo que apenas uma pequena parte ¢ utilizada

diretamente para alimenta¢do animal ou compostagem [40].

Pistilos

Floretos

Maior concentracio de
cardosinas

Figura 4-Ilustracio da flor de cardo

1.5 Subprodutos do cardo

Com a utiliza¢do das flores de cardo no fabrico do queijo da Serra da Estrela DOP, os caules,
as folhas e o capitulo, que engloba as bracteas, papilhos e sementes, surgem como um subproduto com

pouco, ou nenhum, valor econémico.

No entanto se olharmos apenas para a biomassa total gerada, a sua exploracdo para fins
energéticos surge como possibilidade de valorizag¢do desta cultura. Esta utilizacdo tem um efeito benéfico
ao nivel da reducdo da dependéncia de importacio de produtos energéticos, nomeadamente os
combustiveis fésseis, e na poluigio associada aos mesmos [41]. Do ponto de vista ecolégico, trata-se de

uma cultura autossuficiente, pois requer quantidades minimas de nutrientes, ajuda na preservagiao da
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erosao dos solos e consegue sobreviver apenas com a 4agua das chuvas no inverno, nao interferindo na
producio de biomassa. Segundo a literatura, na Grécia o rendimento em biomassa de cardo cultivado
pode ir até 33,4 ton peso seco/ha apds o 2° ano de vida da planta [11]. Em Portugal, mais especificamente
no Alentejo, também existem plantagdes de cardo cultivado, no entanto o rendimento em biomassa é
bastante inferior comparativamente as culturas gregas (7,5 ton peso seco /ha) [42]. No entanto, a
existéncia de compostos ativos nas diferentes partes morfolégicas do cardo potenciam a sua utilizagio
para outras aplicagdes. Segundo a literatura, as diferentes partes do cardo tém potencial para

enriquecimento de produtos na industria alimentar e farmacéutica, como uso fitoterapéutico [43].

1.5.1 Folhas, Caules e Floretos

A tabela 1 mostra o rendimento da extragdo de compostos lipofilicos com diclorometano de
cada parte morfoldgica do cardo. O maior rendimento de extragdao estd associado as folhas (17,5%)
seguido do capitulo que varia de 3,3% e 4,5%. Esta informacio ¢ util para entender quais as diferentes

partes morfolégicas do cardo com um maior rendimento das extragdes lipofilicas.

Tabela 1- Rendimentos de fracoes lipofilicas das varias partes morfologicas de Cynara cardunculus 1. var. altilis (DC)

(Adaptado de [44])

Parte morfolégica de Cynara cardunculus L.
Rendimento de extra¢do (% m/m)
var. altilis (DC)
Parte exterior 1,0
Caule

Parte interior 2,0
Recetaculos e bracteas 33

Capitulo
Flor 4.5
Folhas 17,5

A cinaropicrina e o acetato de taraxasterilo (Figura 5) foram descritos como os compostos
maloritarios dos extratos lipofilicos de Cynara cardunculus L. var. altilis [18]. Nos extratos lipofilicos
obtidos com diclorometano das diferentes partes do cardo (caules, folhas e capitulo) foram identificados
65 compostos, entre os quais o 4acido hicosanéico e cinaropicrina foram pela primeira vez identificados
[18]. Nos extratos lipofilicos das folhas, floretos e caules o total de compostos identificados corresponde
a 1825 g/kg, 33,7 g/kg e 3 g/kg, respetivamente. Para os extratos lipofilicos das folhas, as lactonas
sesquiterpénicas foram a principal familia identificada (=94,5 g/kg; cinaropicrina =874 g/kg) enquanto
que nos extratos dos floretos foram os compostos triterpenos pentaciclicos, a principal classe de

compostos identificados (27,5 g/kg; acetato de taraxasterilo =8,9 g/kg). Os extratos lipofilicos das
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folhas e floretos (Figura 4) revelaram possuir efeitos antiproliferativos contra células cancerigenas [45].
Tanto os extratos como 0s compostos maioritarios (cinaropicrina e acetato de taraxasterilo) foram
testados, permitindo-os associar a este efeito nas células. Os resultados obtidos mostraram que as células
foram mais sensiveis ao extrato lipofilico proveniente das folhas ICso 10,39 ng/mL) do que ao extrato
lipofilico extraido dos floretos (ICs0315,22 pg/ml). Comparativamente aos extratos entiquecidos, a
cinaropicrina mostrou ser mais efetiva contra o desenvolvimento das células testadas. O valor de ICso
obtido para a cinaropictina foi de 6,19 pg/mlL, o valor mais baixo de todos os testados. Este resultado
indica que possivelmente, a cinaropicrina serd o componente responsavel pelo efeito observado nos

extratos lipofilico proveniente das folhas [45].

OH

0O

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

No cardo (Cynara cardunculus L. var. altilis) os compostos lipofilicos extraidos das folhas sio
constituidos principalmente por lactonas sesquiterpénicas e triterpenos pentaciclicos [46]. As lactonas
sesquiterpénicas representam um grupo de metabolitos secundarios presentes em todo o reino vegetal
[47]. Este tipo de compostos ¢ mais comum em algumas familias, como Cactaceae, Solanaceae, Araceae,
Euphorbiaceae e Asteraceae [48], [49]. Estes compostos sdo constituidos por 15 atomos de carbono e
classificados com base no seu esqueleto (germacronolido, guaianolido, pseudoguaianolido,
eudesmanolido, eremofilanolido, elemanolido, cadinanolido e xantonolido) sendo que as suas principais

diferencas sdo na formacio de anéis (varia no nimero de membros) e a posi¢do das ligacdes duplas [50].

A cinaropicrina, composto maioritatio, pertence ao grupo das lactonas sesquiterpénicas mais
especificamente as do tipo guaianolido [46]. Tanto a cinaropicrina como outras lactonas sesquiterpénicas
tém vindo a mostrar atividades biol6gicas, como citotoxicidade contra algumas células tumorais (indugdo
de apoptose), efeito inibitério sobre a producio de citocinas pré-inflamatérias e também como ja
referido anteriormente, ao nivel de agente anti-carcinogénico (inibicdo da proliferacdo) [51]-[53]. A

cinaropicrina é também o principal composto ativo na a¢ao de relaxamento do musculo liso, o que revela
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atividade antiespasmodica justificando assim o uso das infusoes desta espécie para combate a problemas
gastrointestinais [54].

Os diversos compostos bioativos presentes nas folhas do cardo, bem como as suas propriedades
e aplica¢Ges, tornam a biomassa desta espécie um material de interesse para a sua valorizagdo, em especial
para a extracdo de cinaropictina, um composto de alto valor comercial (18 €/mg >97,5%) [46].

Como ja referido nos usos tradicionais (1.4.1) as infusGes das folhas de cardo sdo reconhecidas
pela medicina popular devido as suas agoes hepatoprotetoras e coleréticas [20],[23]. Estes efeitos
benéficos a saude estdo associados a presenca de compostos fendlicos, tais como os acidos
hidroxicinamicos (acido 1,5-dicafeoilquinico) e flavonéides (luteolina e luteolina-7-O-glicosideo)
[20],[22]. Flores, folhas, caules e rizomas foram também ja descritas como possuem propriedades
antimicrobianas, com efeitos mais significantes para a Staphylococcus anreus, Bacillus cerens, entre outras,

tendo sido atribuida a responsabilidade aos compostos fendlicos presentes [55], [56].

1.5.2 Capitulo e Sementes

O capitulo engloba as bracteas, papilhos e sementes (Figura 6). As bracteas sao das partes do
cardo mais ricas em compostos fendlicos [57], principalmente em acidos hidroxicinamicos. Esta parte
do cardo é também rica em carboidratos, sendo a sacarose o maior constituinte dos agucares livres. O
seu 6leo ¢é constituido principalmente por acido gordos saturados, tais como o dcido palmitico,

docosanoico, linoleico, estedrico, caproico, tendo também sido identificados os 4cidos linoleico e oleico

[43]-

Capitulo

Bracteas Papilhos e

sementes no seu
interior

Figura 6-Ilustragao do capitulo de uma planta de cardo

As sementes fazem parte do capitulo onde estao envolvidas nos papilhos e bracteas (Figura 7).

Neste caso, o cardo trata-se de uma planta angiospérmica, isto ¢, uma planta espermatéfita onde a sua



semente estd protegida pelo fruto gerado, neste caso a flor de cardo, podendo no futuro germinar e

originar uma nova planta.

(B)

Figura 7-Ilustragdo das sementes de cardo: (A) - sementes envolvidas nos papilhos; (B) — sementes
apos separagao

As sementes sio constituidas por uma grande quantidade de dleo (dcidos gordos, esterdis e
tocoferdis). Ainda que as sementes de Cynara cardunculus L. correspondam a uma pequena percentagem
da biomassa total, estudos demonstraram que estas sio importantes devido as suas propriedades
bioativas como a eliminagdo de radicais livres devido ao seu alto teor em compostos fendlicos [56]. O
6leo das sementes pode variar entre 24 a 26 (% m/m) [43],[58]. No entanto, a quantidade em 6leo esta
associada a irrigacdo da planta, isto é, menor irrigacio menor quantidade de dleo. [59]. Contrariamente
20 dleo do capitulo, o 6leo das sementes é essencialmente constituido por 4dcidos gordos insaturados
como o 4cido linoleico e oleico. Na tabela 2 ¢ possivel verificar a composi¢do em acidos gordos do 6leo
extraido das sementes provenientes de culturas de diferentes locais da Europa onde foram avaliados
varios genotipos. No entanto, os acidos maioritarios sio os mesmo nas diferentes culturas: acido
linoleico (59-65%), oleico (21-25%), palmitico (9,4-11%) e estearico (2,8-3,7%) e em percentagem
inferior a 1% foram identificados os acidos caproico, mitistico, palmitoleico, araquidénico, entre outros
[17], [43], [60].

O perfil de 4cidos gordos é importante pois destaca o valor nutricional de um produto alimentar.
O 6leo extraido das sementes podera ser adicionado a alimentos ou até ser usado ao nivel industrial, em
substituicdo de outros Oleos alimentares [43],[56]. Noutra perspetiva o éleo de cardo também ja foi
estudado no sentido de ser utilizado como matéria-prima para a producido de biodiesel, tendo
demonstrado caracteristicas semelhantes as de culturas atualmente usadas para a producdo de biodiesel

[61].



Tabela 2-Composi¢io em acidos gordos (%) do déleo de Cynara cardunculus 1. provenientes de culturas distribuidas
pela Europa.

Distribuicio Geografica
Composicao em
Portugal[60]
acidos gordos (%0) Grécia [43] Espanha [17]
Beja Sesimbra

Ceo 0,01

Ci40 0,09 0,11 0,10 0,10
Cia1 0,01

Ciso 0,02

Ciso 9,4 11 11 11
Cie 0,11 0,16 0,2 0,20
Ci7o 0,07 0,05 0,1 0,10
Ci7a 0,01

Ciso 2,8 3,7 3,5 3,4
Cis: 21 25 25 21
Cis 65 60 59 04
Ciss 0,11 0,08 0,08
Caoo 0,28 0,36 0,3 0,3
Coo1 0,11 0,13 0,1 0,1
Cao 0,46 0,03 0,1 0,1
Ca21 0,01

Caso 0,02

Coso 0,12 0,1 0,1

Os esterdis e tocoferdis foram também identificados no éleo extraido das sementes [58]. Foram
identificados 12 esterdis como o colesterol, campesterol, estigmasterol, P-sitosterol, clerosterol,
estigmastanol, entre outros, sendo o B-sitosterol o composto maioritario (30,9-31,5%) [60]. Na classe

dos tocoferdis apenas o a-tocoferol, y-tocoferol e 8-tocoferol foram identificados no éleo [59].

As sementes de cardo mostraram possuir propriedades bioativas como antimicrobianas e
antioxidantes [50]. A existéncia destas propriedades bioativas real¢a o interesse para o possivel uso das
sementes em 4reas como a indudstria alimentar e/ou farmacéutica como, por exemplo, fonte de
conservantes naturais. As propriedades bioativas demonstradas pelos extratos de sementes de cardo
estdo muitas vezes associadas a presenca de compostos fenélicos [56]. Compostos fenélicos como acido
cis-3-O-cafeoilquinico, acido trans-3-O-cafeoilquinico, acido 1,3-di-O-cafeoilquinico, acido cis-3,5-di-
O-cafeoilquinico, acido 5-O-ferulolilinico, luteolin-7-O-glucuronida, hexosideo de acido cafeico,
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hexosideo de acido p-cumarico, acido trans-5-O-cafeoilquinico e 4cido 3,5-di-O-cafeoilquinico, entre
outros foram identificados nas diferentes partes morfologicas do cardo, no entanto, nas sementes apenas
foram identificados 4cidos hidroxicinamicos, nomeadamente o acido trans-5-O-cafeoilquinico e acido
3,5-di-O-cafeoilquinico (Figura 8) [43]. De acordo com a literatura, extratos metandlicos da semente
mostraram efeitos antimicrobianos, também associados aos compostos fenolicos, uma vez que em outras
espécies vegetais, este tipo de compostos (acidos cafeoilquinicos) estd associado a estes efeitos inibitorios

[56].

o o)
H&w 3 ﬁo%
HO S i . HO "0 0" NF
:@MLO‘ OH :©/\)L OH J\/\Q\
HO (a) OH HO

Figura 8-Estruturas quimicas dos acidos cafeicos identificados nas sementes: (a) acido trans-5-O-
cafeoilquinico (b) 4acido 3,5-di-O-cafeoilquinico

As sementes de Cynara cardunculus scolymns L. Fiori (alcachofra) como as de L. altilis (cardo) foram
previamente identificadas como um produto de importante valor nutricional devido ao elevado teor em
proteina (26-30 g/100 de massa seca) e fibras (celulose e lenhina) [56], [62]. Relativamente ao teor em
minerais as sementes sdo constituidas por potassio, calcio, magnésio, sodio, ferro, manganés e zinco,

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

1.6 Objetivos

A valorizacido de subprodutos induz a recuperagio de substincia bioativas presentes nos
residuos gerados pelas intimeras indudstrias, levando a uma questdo de sustentabilidade: natural e
financeira. Ao nivel da sustentabilidade natural, esta relacionada com a recuperagdo de compostos com
valor acrescentado existentes no material vegetal descartado, como compostos fendlicos, pigmentos,
fibras, vitaminas e sais minerais. Por vezes os subprodutos podem ser reaplicados noutras industrias,
como a alimentar, nutracéutica e cosmética [40],[40]. Ao nivel da sustentabilidade financeira o conceito
de valorizacio reflete sobre um “consumo verde” e economia circular [63]. Todavia, um fator importante
¢ garantir a existéncia de potenciais utilizadores do que é recuperado.

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

objetivo de desenvolver um maior potencial dos alimentos funcionais, de forma a garantir a promogao
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da saude e bem-estar do cidaddo através de propostas alternativas as dietas onde sao incluidos produtos

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

O consumo de sementes tem vindo a aumentar pois este tipo de alimentos estdo associados a
efeitos benéficos a saude devido a presencga de compostos, como os acidos gordos dos quais podemos
salientar o 6mega 3 que estd associado a redu¢io do nivel de colesterol na corrente sanguinea [67]. Assim,
as sementes do cardo podem também ser valorizadas devido ao seu valor nutricional, tal como os acidos
gordos insaturados e compostos fendlicos. No entanto, a sua composi¢ao ainda nio esta completamente

elucidada.

O objetivo deste trabalho foi a caracterizagdao da semente de cardo com vista a identificagdo do
seu potencial de valorizagdo como fonte de compostos com elevado valor acrescentado, visto ser um
subproduto subvalorizado. O estudo focou-se especificamente na caracterizacio dos polissacarideos,
devido a falta de informacdo sobre estes compostos na literatura. Realizaram-se diferentes extra¢cdes com
o intuito de determinar compostos soliveis e/ou insoluveis em solventes diferentes e posterior

caracterizacao.

12



Capitulo 2

Procedimento Experimental

2.1 Ensaio Experimental

Na época de floragdo do cardo, é realizado o corte dos estigmas (parte onde estd a maior
concentrag¢do de cardosinas) para a utilizacdo na produgio de queijo. Esta acio gera alguns subprodutos:
caules, folhas e capitulos (bracteas, 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
extracOes sequenciais para separar os diferentes componentes, nomeadamente extra¢gio dos compostos
lipofilicos, pelo método de Soxhlet com diferentes solventes (#-hexano e mistura cloroférmio: metanol),
extracio com etanol, para a obten¢do dos compostos fendlicos, e extracdo dos polissacarideos soldveis

em 4gua. Os extratos obtidos foram analisados para quantificar e caracterizar os diferentes componentes.

Na figura 9 estd representado um esquema com a ordem de obtencdo de fragdes e andlises

realizadas.
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Figura 9-Esquematizacio das fragGes obtidas e analises realizadas

2.2 Reagentes

Acido sulftrico, diclorometano e tetracosano foram adquiridos a Honeywell- Fluka; boro-
hidreto de sédio deuterado (NaBD4), 2-desoxiglucose, peneiros moleculares de 3 A, 3-fenilfenol,
heptadecanoato de metilo e acido cafeico foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Acido acético glacial,
metanol, icido bérico foram obtidos da Fisher Chemicals; Anidrido acético, n-hexano, piridina,
tetraidrofurano e etanol foram adquiridos a Catlo Erba Reagents. Quanto ao reagente de Folin-
Ciocalteau, iodeto de metilo e acido galacturénico eram da Merck; 1-metilimidazol e membranas de

dialise foram adquiridos as empresas Alfa Aesar e Medicell Membranes Ltd, respetivamente.
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2.3 Preparagao das amostras

As amostras de sementes de cardo foram colhidas no ano de 2019 na Escola Superior Agraria de
Viseu (ESAV), que cultiva esta espécie de plantas para estudos que visam esclarecer diferencas ao nivel
genético dentro da espécie que possam influenciar variagdes na produgio de Queijo da Serra com
Denominagio de Origem Protegida (DOP).

No campo onde se encontra a plantacio de cardos, estdo também presentes todas as espécies
existentes na regidao demarcada do Queijo da Serra da Estrela com o objetivo de recriar a zona na sua
esséncia. Tais espécies podem ser divididas em 3 grupos: vegetacio 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 oromediterranens) para o supetiot.

Para uma melhor analise 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 nivel fisico-

quimico.

Figura 10-Ilustracdo das sementes do cardo: (A)-sementes inteiras; (B)-Miolo da
semente; (C)-Casca da semente

2.4 Determinagao do conteuido em lenhina, humidade e cinzas

A determinacdo do conteddo em lenhina foi apenas efetuada as cascas da semente do cardo que
foram previamente secas numa estufa a 105 °C 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 °C
onde permaneceram durante 8 h. A percentagem de humidade foi determinada de forma gravimétrica

pela diferenca de massa obtida apds o tempo que as amostras estiveram na estufa.
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A metodologia usada para a determina¢ido do conteido 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 H2SO42 72% (m/v) e incubou-se a 30 °C durante 1 h sob agitagio. Apds a
pré-hidrélise, foram adicionados 345 mL de 4gua destilada obtendo assim uma solu¢io com 3 % (m/v)
de H2SOy4 e colocou-se em refluxo durante 4 h a 100 °C. Posteriormente as amostras foram filtradas,
utilizando filtros de placa porosa. O filtrado foi usado para determinacio da lenhina solivel em acido e
o residuo foi lavado com agua quente até a obtencdo de pH neutro do filtrado resultante das lavagens.

Este residuo foi seco durante a noite numa estufa a 105 °C e, postetiormente, pesado.

Ao filtrado foi medida a absorvancia ao comprimento de onda de 205 nm num leitor de
microplacas (BioTek) para a determinagio da lenhina solivel em 4cido. E necessario garantir que o
filtrado absorve no intervalo de 0,4 a 0,7 u.a. Foi utilizada uma microplaca de quartzo para as medi¢Ses

e, realizaram-se varias dilui¢des (F.D = 4, 10 e 20).

O teor em lenhina resulta da soma da lenhina soluvel e da insolavel em acido. A lenhina soluvel,
¢ determinada de acordo com a equacio 1 (A — absorvancia, D — fator de dilui¢do, Vt — volume total, a

— coeficiente de extin¢io da lenhina (110 g/L), b — largura da célula (cm) e M — massa inicial da amostra):

) asz = 22Vt 1000 (mg)
~ abM x g

A lenhina insoluvel em acido é determinada gravimetricamente pela diferenca entre o residuo
obtido apds a hidrdlise e a subtragdo da massa de cinzas. A percentagem de cinzas foi determinada no
residuo insoluvel em 4cido 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 °C . Depois de arrefecer num exsicador, os cadinhos

com as cinzas foram pesados de forma a obter a massa das cinzas [60].

2.5 Quantificagao da proteina

A anilise elementar foi realizada para determina¢ido da percentagem de carbono, oxigénio,
hidrogénio e nitrogénio, nos extratos de agua e seus respetivos residuos de ambas as partes da semente.
A analise elementar foi realizada num equipamento de analise elementar da marca Leco TruSpec 630-
200-200 com um detetor TCD (detetor de condutividade térmica). A temperatura de operagio do forno
de combustio foi de 1075 °C e a temperatura do pos-queimador foi de 850 °C. A condutividade térmica

foi usada para detetar o nitrogénio.

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

de 5,3, para a determinacdo do conteddo proteico a partir da quantidade de nitrogénio elementar.
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2.6 Extragdo dos compostos lipofilicos

O método de Soxhlet é um sistema fechado que utiliza refluxo de solvente, num processo de
extracdo intermitente. O extrator de Soxhlet contém uma camara central onde esta retida a amostra,
dentro de um cartucho de fibra de vidro, que se enche a medida que ocorre condensacio do solvente
(Figura 11). Quando atinge o sifao, o solvente em contacto com a amostra ¢ descartado para o balao de
fundo redondo onde estd o solvente em excesso, arrastando os compostos lipofilicos extraidos. Este
método ¢ utilizado para a extragdo de metabolitos secundarios de origem vegetal como, por exemplo,
acidos gordos, fitoesterois e terpendides [18].

A parte interior da semente ¢ a sua casca foram congeladas com azoto liquido e moidas com um
pilao e sujeitas a uma extragio dos compostos lipofilicos. Relativamente a metodologia, foi utilizado um
banho térmico a 80°C, o solvente utilizado foi #-hexano (ponto de ebuli¢ao de 69°C) 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 eficicia da extragdo dos lipidos existentes, foi contabilizado o tempo que demorava a

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

Figura 11-Esquema do sistema de extra¢do do material lipofilico - metodologia de Soxhlet — adaptado

de [18]
Ao interior da semente foi ainda realizada uma segunda extragdo com cloroférmio: metanol (2:1

v/v) de forma a potenciar a extragio de compostos com polaridade intermédia. Neste caso a unica

alteracdo feita foi em relagdo a temperatura do banho térmico, que foi ajustada a 69 °C [56].
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2.6.1 Analise dos compostos lipofilicos

Os compostos lipofilicos presentes no 6leo extraido do interior e da casca da semente foram
analisados por duas metodologias: a determinacdo do perfil de triacilglicerideos (FAME — fatty acid
methyl esters) por cromatografia em fase gasosa e os compostos lipofilicos livres como derivados

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

2.6.1.1 Analise do perfil de acidos gordos esterificados

O perfil de acidos gordos esterificados existente no éleo extraido de ambas as partes da semente
foi determinado por transesterificagdo. A principal vantagem da utiliza¢do deste método, para além da
rapidez, é o facto de se realizar a temperatura ambiente o que reduz significativamente o risco de
oxidagdo dos acidos gordos.

Pesaram-se aproximadamente 3 mg de amostra para um tubo Sovirel, ao qual se adicionou 100
pL de solu¢io de padrio interno, o heptadecanoato de metilo (C17:0), em metanol numa concentracio
de 7 mg mL1, seguido de 1 mL de #-hexano e 0,2 mL de solu¢do de hidréxido de potissio 2 M em
metanol. Agitou-se, vigorosamente, no vortex durante 30 s. Posteriormente, foram adicionados 3 mL de
uma solucio saturada de hidroxido de sodio e, centrifugou-se a 2000 rpm durante 5 min de modo a
separar a fase organica da aquosa. No final, foi retirada uma aliquota de 1 mL da fase organica. Os acidos
gordos foram identificados e quantificados pela analise por cromatografia em fase gasosa com detetor
de ionizacdo em chama. O cromatégrafo utilizado foi um Perkin Elmer Clarus 400 equipado com uma
coluna de silica fundida DB-FFAP com 0,32 mm de diametro, 30 m de comprimento e 0,25 um de
espessura de filme. Esta coluna ¢é ideal para a andlise de dcidos gordos volateis e fendis, devido a sua
elevada polaridade. As temperaturas do injetor e detetor estavam programadas para 245 e 250 °C,
respetivamente. O forno foi programado para trés rampas de aumento de temperatura: desde 75 a 155
°C com um aumento de 15 °C/min, de 155 até 180 °C a 3 °C/min e, por ultimo de 180 até 220 °C a 20
°C/min a qual se manteve por 3 min, perfazendo um tempo total de corrida de 17,7 min O gas de arraste
foi o hidrogénio a uma pressio a cabeca da coluna de 17 psi. Os acidos gordos metilesterificados foram
identificados de acordo com o tempo de retencio de uma mistura comercial de 4cidos gordos
metilesterificados (C8-C24) [68]. A quantificacio foi realizada com base na razao das areas entre o analito

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

2.6.1.2 Analise dos compostos lipofilicos livres

Nesta andlise foi realizada uma reacdo de derivatizacio — sililacdo — as reacoes de detivatizagio
servem para transformar o analito num derivado volatil que permita a sua elui¢do sem decomposi¢ao

térmica. No caso da sililacdo, é dos métodos de derivatizagdo mais utilizados e, consiste na substituicio
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dos hidrogénios dos grupos hidroxilo que estdo disponiveis para realizar ligacdes por pontes de

hidrogénio por um grupo trimetilsilil (Si(CH3)3) diminuindo a polaridade do analito e as ligacoes por
pontes de hidrogénio. Normalmente o agente sililante mais utilizado é o N, O — bis(trimetilsilil)

trifluoroacetamida, figura 12 [18].

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

A metodologia para a realizacio deste ensaio foi adaptada de Vilela et al [67]. Previamente
preparou-se uma solu¢ao padrio 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 pL. da solugio
de padrio interno, 250 pl. N, O — bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida e 50 pL de cloreto de trimetilsililo
e, incubou-se durante 30 min a 70 °C num bloco de aquecimento. Posteriormente, foi injetada uma
aliquota de 1 uL num cromatoégrafo em fase gasosa (Shimadzu CG-MS-QP2010 ULTRA) equipado com
uma coluna HT5 (30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro e 0,10 um de espessura de filme), com
o injetor a 250 °C e em modo split (razao de 33). O forno foi programado para uma temperatura inicial
de 80 °C seguida de um aquecimento de 4 °C/min até 260 °C e, por tltimo um aumento de 2 °C/min
até 285 °C a qual permaneceu 10 min, perfazendo um tempo total de corrida de 72,5 min. A velocidade
linear do gés de arraste (He) foi definida a 35 cm/s. Os espectros de massa foram adquitidos entre 700
e 33 m/z com uma energia de ioniza¢io a 70 eV. Os compostos foram identificados como derivados
trimetilsililados (TMS) pela comparag¢io dos espectros de massa obtidos com os espectros de massa das
bibliotecas existentes Wiley e NIST [68], [69]. Para uma quantificagio correta dos compostos existentes,
foram usados fatores de resposta previamente obtidos em relagio ao tetracosano para cada familia: dcido
palmitico (£2=0,905 y=0,69x) para os 4dcidos gordos, estigmasterol (+?=0,972 y=0,65x) para os esterdis e
1-dodecanol (r?=0,963 y=0,94x) para alcoois alifaticos de cadeia longa. Foram analisados por este
método os compostos lipofilicos extraidos com #-hexano, o SnAIR do miolo e com a mistura de
solventes cloroférmio: metanol (2:1 v/v). No entanto, para o material extraido 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 °C, seguido de um aquecimento a 4 °C/min até 260
°C e, por ultimo a 5 °C/min até 350 °C a qual permaneceu durante 5 min perfazendo um tempo total de

corrida de 48 min. Todas as amostras analisadas foram realizadas em triplicado (n=3).
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2.6.2 Analise por espectrofotometria UV-Visivel do material extraido com

cloroformio: metanol

A espectrofotometria UV- Visivel ¢ uma espectroscopia de absor¢io e uma técnica de anilise
quantitativa. A absorvancia (A) exprime a energia luminosa que é absorvida por uma espessura de um
material, isto ¢, a capacidade de absorver luz. Sendo possivel relacionar com a transmitincia (T), isto ¢é,
resulta da relacdo que ha entre a intensidade da luz transmitida apés a passagem pela amostra (I) e a que

incide na amostra (Io) equagoes 2 e 3.

T== @ A =1og10 (T) 3)

A analise por espectrofotometria UV- Visivel foi realizada para verificar se o material extraido
com cloroférmio: metanol contém compostos que absorvam na zona do UV-Vis, como por exemplo os
compostos fendlicos, que podem interagir com as membranas. Foram utilizadas diferentes massas desta
fracio dissolvidas no respetivo solvente e analisadas por espectrofotometria UV-Visivel, utilizando um

leitor da BioTek.

2.7 Extragdo sequencial dos compostos soliveis em meio aquoso
Ao material desengordurado do interior da semente e da casca foram realizadas duas extracoes

sequenciais:

1) extracio em etanol: a amostra foi macerada numa solu¢do com etanol a 85% e levada a fervura

durante 10 min com um sistema de refluxo. Ap6s este tempo, procedeu-se a uma filtracio sob vacuo,
com funis de placa porosa, e o residuo insoldvel em alcool (AIR) foi seco numa estufa durante noite
a 105°C. O sobrenadante (SnAIR) foi concentrado utilizando um evaporador rotativo (BUCHI
Rotavapor R-114), congelado e liofilizado.

2) extracdo em dgua quente: o AIR foi macerado em agua destilada, numa razdo 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 vacuo, com funis de placa porosa. O residuo
foi congelado e liofilizado e extrato aquoso foi dialisado, usando mangas de dialise com cuz-off de 12-
14 kDa. Inicialmente realizaram-se duas mudas diarias da agua da dialise e, posteriormente apenas
uma até atingir a condutividade idéntica a da agua destilada (o = 1 uS ecm!). O extrato dialisado foi

congelado e, posteriormente liofilizado.
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2.7.1 Determinagiao dos compostos fenolicos totais

A determinacio dos compostos fendlicos totais foi realizada através do método espectrofotométrico
de Folin - Ciocalteau utilizando como padrio o acido cafeico. O método Folin — Ciocalteau, ou método
dos fendis totais, consiste na mistura dos acidos fosfotingstico e fosfomolibdico (reagente de Folin) que,
em meio alcalino, reage com os compostos fendlicos existentes em solugdo, ocorrendo
consequentemente a dissociagdao de um protio fendlico, formando o anido fenolato. Por sua vez, o anidao
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 a concentracio de compostos
fendlicos.

A metodologia para a execugio deste ensaio foi adaptada de Ferreira et al. [71]. Foi preparada uma
solugdo padrio de dcido cafeico (0,250 mg mL") em etanol, e dessa solu¢do foram retirados 0, 200, 400,
600, 790, 1190 e 1590 pL aos quais se juntou etanol até perfazer um volume total de 2 mL. Elaborou-se
uma curva de calibragdo com solucdes padrio de acido cafeico em etanol (12=0,974; y=3,5513 + 0,0745),
pela qual se quantificou o total de compostos fendlicos existentes. Os volumes utilizados para a
realiza¢dao do ensaio foram adaptados de modo a se utilizar uma microplaca de 96 pogos. Assim sendo,
adicionou-se a cada poco 60 uL de agua destilada, 15 uL de padrio ou amostra e 15 uL de reagente Folin,
deixando incubar a temperatura ambiente durante 5 min. Por dltimo, adicionaram-se 150 uL de
carbonato de sédio Na,CO3 7% (m/v)) e, deixou-se reagir a temperatura ambiente durante 1 hora. Ao
final do tempo de reacio mediu-se a absorvancia a 750 nm no leitor de microplacas (BioTek). Os extratos
testados quanto ao seu teor em compostos fendlicos foram os sobrenadantes da extracdo em etanol a
85% e extratos de aquosos do miolo e casca. Também o material obtido pela extracdo pelo método de
Soxhlet com a mistura de solventes cloroférmio: 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%, agua destilada ou
cloroférmio: metanol, respetivamente). Os resultados obtidos foram expressos como compostos
fenodlicos totais em equivalentes de acido cafeico (mg/g de extrato). Foram analisadas 3 réplicas para

cada padrio e amostra.

2.7.2 Analise de Polissacarideos

2.7.2.1 Analise dos agucares neutros

Para a analise de acucares foi realizada uma derivatizacio — acetilacio — sendo assim identificados
como acetatos de alditol. As reacdes de derivatizagdo servem para transformar o analito num derivado

volatil que permita a sua eluigdo sem decomposicdo térmica. O agente acetilante utilizado foi o anidrido

acético - (CH5CO),0.
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Pesaram-se aproximadamente 2 mg de cada fracdo (amostra desengordura, AIR, SnAIR, EA e
REA de ambas as partes) para um tubo de cultura, ao qual foram adicionados 200 pL de 4cido sulfarico
(H2SO4) a 72% (m/m) para fazer uma pré-hidrolise dos polissacarideos. Esta mistura esteve 2
temperatura ambiente durante 3 h com agitacdo pontual. De seguida, adicionaram-se 2,2 mL de agua
destilada, obtendo-se uma concentragao final de 1 M de H2SO4, e colocou-se num bloco de aquecimento
a 100 °C durante 2 h e 30 min para a hidrélise, sendo que ao final da primeira hora removeu-se uma

aliquota de 0,5 mL para a analise dos acidos urénicos (secgio 2.7.2).

Arrefeceram-se os tubos num banho de gelo e, adicionaram-se 200 pl. de padrio interno, 2-
deoxi-glucose (1 mg mL") a cada tubo, e transferiu-se 1 mL para novos tubos e neutralizou-se com 200
uL de amonfaco (NH3) a 25 %. O pH foi verificado, garantindo a eficacia da neutralizacio da solugio.
Seguidamente as amostras foram reduzidas com 100 uL. de boro-hidreto de s6dio (NaBHy) 15 % (m/v)
em NHj3a 3 M, e colocadas num bloco a 30 °C durante 1 h. Colocaram-se novamente os tubos num
banho de gelo e adicionou-se 2 vezes 50 uL de acido acético glacial, para a destrui¢io do excesso de BHy
. Foram transferidos 300 pL para tubos de Sovirel e mantidos no banho de gelo durante a adigio de 450
pL de 1-metilimidazol e de 3 mL de anidrido acético, os quais foram bem agitados e colocados
novamente num bloco de aquecimento a 30 °C durante 30 min. Nesta etapa promove-se a acetilagio dos

monossacarideos pI‘CSCHtCS na amostra.

Novamente num banho de gelo, adicionou-se 3 mL de 4gua destilada para a destrui¢io do
excesso de anidrido acético e 2,5 mL de diclorometano (CHCl), agitaram-se muito bem manualmente,
os tubos com o objetivo de extrair os acetatos de alditol para a fase organica. Para essa separagio de
fases, foram centrifugados durante 30 s a 3000 rpm. A fase aquosa foi aspirada por suc¢do e o passo
anterior foi repetido mais uma vez. De seguida, lavou-se bem a fase orginica com 3 mL de 4gua 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 evaporacdo do diclorometano. Ao residuo seco
adicionou-se 1 mL de acetona anidra e colocou-se a evaporar — este passo foi repetido mais uma vez

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

Os acetatos de alditol obtidos ap6ds a hidrolise dos polissacarideos e respetiva derivatizacio dos
monossacatideos presentes nas diferentes fracoes obtidas da semente do cardo, foram identificados e
quantificados pela analise por cromatografia em fase gasosa com detetor de ionizacdo em chama (GC-
FID). Os acetatos de alditol foram dissolvidos em 20 pl. de acetona anidra e injetou-se 2 pl. no
cromatografo em modo sp/it. As amostras foram analisadas num cromatégrafo (Perkin Elmer Clarus
400) com uma coluna DB-225 (0,25 mm de diametro, 30 m de comprimento e 0,15 um de espessura de
filme). A temperatura do injetor estava programada a 220 °C e o detetor a 250 °C. O forno foi

programado para uma temperatura inicial de 200 °C, seguido de um aumento de 40 °C/min até 220 °C,
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ermanecendo a essa temperatura durante de 7 minutos, seguido um aumento da temperatura até
p d temperatura durante de 7 t guid to da temperat té 230
°C (20 °C/min). Os acetatos de alditol foram identificados de acordo com o tempo de retencio face ao

padrio interno utilizado.

2.7.2.2 Analise dos acidos urdonicos

Os acidos urénicos foram quantificados através de um método espectrofotométrico — método
colorimétrico do m-fenilfenol (MFF) usando uma curva de calibracdo de acido galacturénico (GalA),
figura 12. Para a determinacido da curva de calibracio foi preparada uma solucdo padrio de acido
galacturénico com uma concentra¢io de 200 ug mL-! da qual foram retiradas 0, 50, 100, 150, 200 e 250
ul, perfazendo com agua destilada um volume total de 500 uL, obtendo assim solu¢des padrio com
diferentes concentracSes de acido galacturénico.

As aliquotas retiradas durante o processo de hidrélise (secgdo 2.7.1) foram diluidas em 3 mL de
dgua destilada. Para todos os padrées e amostras prepararam-se 3 tubos (1 branco e 2 réplicas), tendo-
se adicionado 0,5 mL de amostra diluida. Colocaram-se os tubos num banho de gelo e, de seguida,
adicionou-se a cada um 3 mL de borato de sédio (50 mM) preparado em acido sulfdrico concentrado.
Agitaram-se manualmente os tubos e colocaram-se num banho a 100 °C durante 10 min e, novamente
arrefecidos num banho de gelo.

Para cada padrio e amostra foi efetuado um branco, no qual se adicionaram todos os reagentes
a excecao do agente croméforo (MFF 0,15% (m/v) em 0,5% (m/v) NaOH). Foram adicionados 100 L.
de MFF aos restantes tubos, agitados manualmente e deixados a reagir no escuro a temperatura ambiente
durante 30 min [72]. No final do tempo de reagio, agitaram-se novamente os tubos e leu-se a absorvancia

a 520 nm num leitor de microplacas (BioTek).

HO CO,H
HO /~O

(OO a
OH

(@) (b)y OH

Figura 13-Estrutura quimica do agente croméforo (a): -fenilfenol e do padrio (b): 4cido
galacturénico
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2.7.2.3. Analise de ligagGes glicosidicas

De modo a caracterizar os polissacarideos existentes nas amostras procedemos a uma analise
das ligacGes glicosidicas pela analise dos acetatos de alditol parcialmente metilados (PANL.AAs — Partially
Methylated Alditol Acetate) [73]. Esta anélise foi realizada aos extratos de 4gua e os seus residuos tanto do
interior da semente como da casca. O processo de obtencdo dos PM.AAs divide-se em trés etapas: a)

metilacdo; b) hidrélise; e ¢) reducio e acetilacio.

a) Metilacdo: pesaram-se 1 a 2 mg de amostra para tubos speedvac e colocaram-se durante uma noite
numa estufa de vazio sob a presenca de pentéxido de fésforo (P20Os) garantindo a menor percentagem
de humidade possivel na amostra. De seguida foi adicionado 1 mL de DMSO, seco com peneiros
moleculares de 3 A, a cada tubo, e ficou sob agitagio durante a noite para a dissolucio total da
amostra. Apos a dissolucio, adicionaram-se 40 mg de NaOH triturado sob atmosfera de argon e
deixou-se reagir sob agitacido durante 30 min a temperatura ambiente. Promovido o meio bésico na
solucio, procedeu-se a adi¢do de 80 pl. de iodeto de metilo (CHsl) e a mistura foi colocada
novamente sob agitacdo vigorosa durante 20 min — este passo foi repetido mais duas vezes. Em
seguida foram adicionados 2 mL de uma mistura de solventes (cloroférmio: metanol 1:1 v/v) e
agitados. Transferiu-se a amostra para uma manga de didlise com exz-gff 12-14 kDa e foram colocadas
a dialisar numa solu¢io etandlica a 50% (a solugdo foi mudada 3 vezes). No final da dialise,
transferiram-se os dialisados para tubos e foram concentrados até a secura no evaporador rotativo.
Na amostra seca foram repetidos todos os passos desta etapa, iniciando na adi¢ado do DMSO.

b) Hidrdlise: as amostras metiladas foram adicionados 500 pl. de TFA e incuba¢io num bloco de
aquecimento a 121 °C durante 1 h, seguida de evaporagio do solvente no evaporador rotativo.

©) Reducio e acetilagdo: as amostras hidrolisadas foram adicionados 20 mg de NaBD4e 300 puL. de NH3
(2 M) que reagiram durante 1 h a 30 °C. Posteriormente, arrefeceram-se os tubos em gelo e foram
adicionados por duas vezes 50 uL de acido acético glacial para a destruigio do NaBD, Quanto a
acetilacio foi realizado tal como descrito na analise de aglcares totais para a obtencdo dos acetatos
de alditol (sec¢do 2.7.1).

Nos extratos de 4gua também se realizou a redugio dos grupos carboxilicos de modo a entender
como os acidos urénicos estdo ligados nos polissacarideos. Para a realizacdo desta andlise, os
polissacarideos depois de metilados e dialisados de cada amostra foram divididos para 2 tubos (um para
analise dos acetatos de alditol parcialmente metilados e outro para a analise dos acetatos de alditol

parcialmente metilados com reducdo dos grupos carboxilicos). Partindo da amostra seca e metilada,

procedeu-se a adigao de 20 mg de LiAlD, (um agente redutor forte capaz de reduzir um acido carboxilico
a dlcool) e 1 mL de tetraidrofurano (THF), seco com penciros moleculares de 3 A, que reagiram durante
4 h a 65 °C num bloco de aquecimento. No final do tempo de reacdo adicionaram-se 2 a 3 gotas de

etanol seguidas de 2 a 3 gotas de 4gua cujo objetivo foi a destruicao do LiAlD4e foi-se adicionando HCI
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1 M para a neutralizagdo da solugdo. Posteriormente foram adicionados 2 mL de uma mistura de
cloroférmio: metanol (2:1 v/v) e centrifugou-se 30 s a 3000 rpm. Retirou-se a fase organica para novos
tubos e repetiu-se este passo mais duas vezes. Quanto aos sobrenadantes recolhidos foram adicionados
e levados a secura no evaporador rotativo. A partir deste passo, procedeu-se a hidrélise, reducio e
acetilacdo como descrito anteriormente [72]. Posteriormente, foi injetada uma aliquota de 1 pL. num
cromatografo em fase gasosa (Shimadzu CG-MS-QP2010 ULTRA) equipado com uma coluna HT5 (30
m de comprimento, 0,25 mm de didametro e 0,10 um de espessura de filme), com o injetor a 250 °C e em
modo split (razio de 2). O forno foi programado para uma temperatura inicial de 80 °C seguida de trés
rampas de aquecimento: a 1* um aquecimento de 7,5 °C/min até 140 °C 2 qual permaneceu durante 5
min, a 2* a 0,20 °C/min até 143,2 °C e por ultimo um aumento de 15 °C/min até 250 °C a qual
permaneceu 5 min, perfazendo um tempo total de corrida de 41,12 min. A velocidade linear do gas 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 ionizacio a 70 eV.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 Composigao quimica das sementes

O objetivo deste trabalho fol a caracterizacdo das sementes do cardo. Para a concretizacdo do
objetivo, as diferentes partes da semente foram separadas, isto €, a casca do miolo. A casca corresponde
a 40% e o miolo a 60% da semente. As duas partes foi determinada a sua composicio quimica,
nomeadamente o conteddo em compostos lipofilicos, proteina, carboidratos, compostos fendlicos,

cinzas e humidade (Tabela 3).

Tabela 3- Composi¢io quimica das sementes de Cynara cardunculus 1.. e dos seus componentes, miolo e casca.

Oleo Carboidratos | Lenhina | Proteina | Compostos | Cinzas | Humidade | Total
(mg/@) |  (mg/g)" | (mg/g)" | (mg/g)" | fendlicos | (mg/g)" | (mg/g)’
EAC
(mg/g)
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 sdo a média de trés ensaios independentes (n=3)

O miolo apresentou um rendimento de 39% em 6leo, 27% proteina e 9% em agicares, enquanto
que a casca apresentou 38% de lenhina, 21% de actcares, 5% de proteina e apenas 1% em 6leo. No
global, foi possivel caracterizar cerca de 80% da semente (24% de 6leo, 18% em proteina, 15% em
lenhina e 14% em agucares). O dleo representa 24% da semente e é constituido essencialmente por
acidos gordos saturados (acido palmitico e estedrico) e poli-insaturados (acido oleico e linoleico) sob o
perfil de triacilglicerideos. No entanto é o miolo que tem o teor mais elevado em éleo, o qual foi possivel
caracterizar 98% (92% acidos gordos esterificados e 6% compostos lipofilicos livres).

O conteudo em protefna existente no miolo (27%) é aproximadamente 5 vezes superior ao
contetdo em proteina da casca (5%). Observando a semente na sua {ntegra, verificamos que podera ser
uma fonte de proteina (18%) interessante assim como outras sementes [74], por exemplo, sementes de
abobora que tém sido alvo de estudo para incorporagio de produtos alimentares, como ragdo animal,

devido ao seu elevado teor em proteina (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 insoluvel em 4cido (35%), aproximadamente 10 vezes supetior a lenhina solavel em acido (3%).
O facto de a lenhina insoluvel ser o componente maioritario esta de acordo com a literatura, que refere
que as lenhinas sdo fibras insolaveis dificilmente hidrolisadas. Comparativamente as outras partes
morfolégicas do cardo, o contetdo em lenhina ¢ similar ao dos caules (17%) [18]. Em rela¢io a outras
sementes, segundo a literatura, a casca de pinhdo, noz e améndoa 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 polimetiza¢io das lenhinas pode ser resultante
de mondémeros de alcoois hidroxicindmicos como o alcool cumatilico (4-(3-hidroxiprop-1-enil) fenol);
alcool coniferflico (4-(3-hidroxiprop-1-enil) -2-metoxifenol e alcool sinapilico (4-(3-hidroxiprop-1-enil)
-2,6-dimetoxifenol) [77]. As lenhinas sdo consideradas fibras dietéticas indigeriveis que podem ter efeitos
benéficos a saude (efeitos prébioticos) e estdo presentes em sementes, frutas e alguns vegetais [78].

A parte interior da semente, miolo, e a sua casca, apos o seu desengorduramento, foram sujeitas
a uma extra¢do com uma solucio de etanol a 85% com o objetivo de separar o material de elevado peso
molecular, como polissacarideos e proteinas, que precipitam em etanol (AIR, alchool insoluble
residue). Na tabela 4 estio representados os rendimentos obtidos para as extragGes 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 soluvel em alcool (27%). O facto de a percentagem de AIR na casca ser elevada e ser
essencialmente constituido por agtcares (62%), estd associado ao facto das cascas, barreiras de protegio,
serem constituidas por celulose, hemiceluloses e lenhina que lhe conferem rigidez, impermeabilidade e
protecdo contra ataques de agentes patogénicos. O SnAIR da casca da semente, apesar do baixo
rendimento, é um extrato rico essencialmente em compostos fendlicos (33%). O miolo apresenta um
rendimento superior de material solivel em etanol (27%) constituido maioritariamente por agucares
(43%), embora também contenha compostos fendlicos (15%), estes devem ser agtcares de baixo peso
molecular, que servem como fonte de alimento para a germinacio das sementes [43]. O AIR do miolo é
constituido por uma mistura de acucares (25%) e proteina (19%), devido também a sua fun¢io 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 quantificacio de proteina, carboidratos e compostos fendlicos (equivalentes de acido cafeico, EAC)

Compostos
Rendimento Proteina Carboidratos
% (m/m) me/e) fendlicos (me/)
o (m/m mg/g mg/g
EAC (mg/g)
AIRa 69 185 252
SnAIR» 27 72 148 429
Miolo
EAb 7 471 9 167
REAP 71 623 121
AIRa 90 45 620
SnAIR2 9 5 331 43
Casca
EAb 0,6 110 117 362
REAPb 86 59 752

7 Obtido através da amostra desengordurada; P obtido através do AIR (Os resultados apresentados sio a
média T desvio-padrio de ensaios independentes (n=3))

Ao material insolivel em alcool (AIR) foi realizada uma extragio em agua quente (EA) durante
2 h para promover a solubilizacio dos compostos soliveis em agua, entre os quais, polissacarideos. Na
tabela 4 estdo representados os rendimentos obtidos para a extracdo com agua quente (EA) para cada
parte da semente, onde se verifica que, tal como na extragdo com etanol 85%, a casca é a que apresenta
menor rendimento na extra¢io (0,6%), enquanto que o miolo apresenta um rendimento de 7% para o
EA. O EA e o residuo obtido apéds a extragdo (REA) do miolo sdo ricos em proteina (47% e 62%,
respetivamente), enquanto que os BA e REA da casca sio ricos em agucares (37% e 75%,
respetivamente). Este teor elevado em proteina do miolo da semente, além de serem proteinas de reserva
da semente que estdo armazenadas em organismos prdptios, vaciolos de reserva proteica ("protein
storage vacuoles"), sio também proteinas menores onde se incluem proteases, lipoxigenases, proteinas

de defesa, entre outras [79].

O teor em compostos fenolicos totais, em equivalentes de acido cafeico (EAC), foi determinado
para extratos de agua, sobrenadantes da extragdo com alcool de ambas as partes e material lipofilico
extraido com a mistura de solventes. Os resultados obtidos indicam que o teor em compostos fendlicos
em EAC varia de 9 a 331 mg/g (Tabela 4), sendo estes valores correspondentes as fracdes EA do miolo

e SnAIR da casca, respetivamente. Verifica-se que em ambas as partes os sobrenadantes da extracdo em
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etanol, sao os extratos mais ricos nesta familia de compostos. No entanto, o SnAIR da casca (331 mg
EAC/g de extrato) tem um teor em compostos fendlicos duas vezes mais do que o SnAIR do miolo
(148 mg EAC/g de extrato). Quanto aos EA verifica-se que ainda foi possivel extrair alguns compostos
fendlicos, verificando-se também que o teor em compostos fendlicos 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, constituida por materiais lignoceluldsicos, isto ¢, celulose, hemiceluloses
e lenhina [76], os resultados obtidos seriam os esperados, visto que a lenhina é composta por varios
mondmeros de compostos fendlicos, o que contribui para o elevado valor de compostos fendlicos
obtido, associado a esta parte da semente.

Analisando os valores obtidos por extragdo, isto é, 9-331 mg EAC/g de extrato, para as
sementes, verifica-se que o teor de compostos fendlicos destas é superior a outros subprodutos
provenientes da Cynara carduncunlus L., como dos capitulos (recetaculos e bracteas), caules e folhas (59,4,
52,9 € 22,6 mg EAG/g de extratos (metanol/ agua/ 4cido acético 49,5:49,5:1 v/v, respetivamente) [18].
Apesar de os rendimentos, dos extratos das sementes serem inferiores as das outras partes morfoldgicas,
(18,7% (m/m) para os capitulos, 17,5% (m/m) para os caules e 28% (m/m) para as folhas [18]),
calculando o teor de compostos fendlicos 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 fendlicos em EAC por g de
semente, ¢ supetior ao teor determinado para as folhas, caules e capitulos (6,3 mg EAG/g peso seco, 9,2
mg EAG/g peso seco e 11 mg EAG/g peso seco, respetivamente) [18]. O conteido em compostos
fendlicos 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
fenolicos de 13-16 mg EAG/g de extrato [80], e Salvia hispanica L. (chia), que tém um teor em compostos
fenolicos de aproximadamente de 0,9 mg EAG/g de semente [81]. Estes resultados revelam o potencial

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

3.2 Caracterizagao dos compostos lipofilicos

O miolo e casca da semente foram sujeitos a uma extracdo do material lipofilico (6leo) pelo
método de Soxhlet com o solvente #-hexano. No miolo foi obtido um rendimento de 39% (m/m) e na
casca, apenas de 1%. O valor obtido nesta extra¢ao para o miolo foi bastante superior comparativamente
a0 que esta descrito na literatura, em que o 6leo das sementes de Cynara cardunculus corresponde a um
conteudo entre 21 e 26% [60]. A diferenca entre estes valores deve-se ao facto de, neste ensaio, a casca
da semente ter sido retirada. Se relacionarmos a percentagem de 6leo obtida para cada fragdo com o
facto de o miolo corresponder a 60% e a casca a 40% na semente, obtemos um rendimento em 6leo de

24% para a semente na totalidade, que esta de acordo com os valores da literatura (21-26%) onde a
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extracdo do 6leo ¢ feita sempre com a semente na integra. O miolo é mais rico em gordura do que a
casca pois a func¢do da semente é a germinagao sendo a gordura do miolo usada como fonte de energia
enquanto que a casca atua apenas como barreira de protecdo a ataques microbiolégicos [82].

No 6leo do miolo e da casca foram identificados os seguintes acidos gordos: acido palmitico
(Cig0), acido estearico (Cigg), acido oleico (Cis:) e acido linoleico (Cisz). O perfil cromatografico dos

acidos gordos esterificados existentes nos 6leos extraidos é apresentado na figura 14.
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Figura 14-Cromatograma obtido por GC- FID com o petfil em acidos gordos esterificados do dleo
extraido do miolo da semente do cardo

No miolo das sementes os acidos gordos esterificados correspondem a 916 mg/g de dleo dos
quais 68% correspondem ao acido linoleico, 20% ao 4cido oleico, 10% ao acido palmitico e 2% de acido
estedrico (Figura 15). Na casca os 4cidos gordos esterificados apenas representam 462 mg/g dos quais
52% correspondem ao 4acido linoleico, 31% ao acido oleico, 13% ao acido palmitico e 4% de acido
estearico (Figura 15). Relacionando os dois 6leos, verifica-se que o do miolo tem um contetdo em TGA
cerca de duas vezes superior a0 da casca, devido ao maior conteudo em acidos gordos poli-insaturados,
nomeadamente, o acido linoleico. No entanto, a proporcdo dos diferentes acidos gordos é idéntica em
ambas as partes da semente. Esta composi¢do em acidos gordos esterificados estd de acordo com a
literatura, em que o 6leo das sementes de Cynara cardunculus L.. é maioritariamente constituido por acido
linoleico (62-65%), acido oleico (21-22%), acido palmitico (9-11%) e, minoritariamente em acido

estedrico (2-3%) [43], [17], [83].
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Figura 15-Composicdo em acidos gordos esterificados do 6leo
do miolo e casca da semente do cardo. (Os resultados apresentados sio a
média * desvio-padrio de ensaios independentes (n=3))

Os compostos lipofilicos livres apenas foram analisados no 6leo proveniente do interior da
semente, pois ¢ o que apresenta um rendimento maior. Na figura 16 estd representado o perfil do
cromatograma obtido da analise dos compostos lipofilicos livres do dleo extraido com #-hexano, assim
como a identificagdo dos picos maioritarios, e em anexo ¢ apresentada a lista de todos os compostos
identificados com o respetivo espectro de massa (Tabela I). Os compostos lipofilicos livres quantificados
representam aproximadamente 6% (56 mg/g de 6leo) da composicio do 6leo extraido das sementes. A
tabela 5 mostra a quantidade de cada composto identificado no éleo do miolo. Foram identificados 14
compostos dos quais 50% sdo acidos gordos, 21% sio fitoesterdis, 7% de a-tocoferol, 7% de acido
benzoico e 14% de compostos nio identificados. Nos acidos gordos foi identificado o acido linoleico
(30 mg/g de 6leo), acido oleico (11 mg/g), acido palmitico (7 mg/g ), 4cido estearico (2 mg/g), acido
azelaico (1 mg/g), acido elaidico (1 mg/g) e acido subérico (1 mg/g). Quanto aos fitoesterois, o
composto maiorititio encontrado foi o estigmasterol (1,3 mg/g) seguido pelo B-sitosterol (0,6 mg/g).
Esta analise mostra que os compostos maioritarios sob a forma livre no 6leo proveniente da semente de
cardo sao os acidos gordos sendo o principal o acido linoleico, correspondendo a cerca de 50 % dos
compostos lipofilicos livres. A composicdo em acidos gordos livres ¢ idéntica a proporcio de 4cidos
gordos esterificados (Figura 15). Os 14 % de compostos nao identificados dizem respeito a 2 compostos,
1 pertencente a classe dos fitoesterdis pois de acordo com espectro de massa ha producio ides

caractetisticos desta familia (471, 213, 129, 75 e 73 m/z).
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Figura 16-Cromatograma dos compostos lipofilicos livres existentes no éleo extraido do miolo da semente
com #-hexano.

Tabela 5 -Quantificacdo dos compostos lipofilicos livres identificados no 6leo extraido do miolo da semente do

cardo.

Composto Conteudo (mg/ g
de dleo)?
Acido linoleico 30+12,7
Acido oleico 11£4,54
Acido palmitico 7,0£2.33
Acido estearico 2,0+0,54
Acido azelaico 1,410,23
Acido elafdico 1,0£0,41
Acido subético 1,0£0,09
Estigmasterol 1,3 £0,08
B-sitosterol 0,6x0,07
a-tocoferol 0,410,10
Campesterol 0,310,01
Total 5619

20Os resultados apresentados sio a média * desvio-padrio de ensaios independentes (n=3)

Apbs a extragdo com 7-hexano foi realizada uma segunda extracio, ao interior da semente com
uma mistura de cloroférmio: metanol, com o objetivo de extrair compostos lipofilicos mais polares. O

material extraido com esta mistura de solventes apresentou um rendimento de 31% (m/m). Na figura
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17 esta representado o perfil do cromatograma obtido da analise dos compostos lipofilicos livres deste
extrato e na tabela Il (anexo) é apresentada a lista de composto identificados. Neste extrato foram
identificados 18 compostos, tais como acidos gordos (acido palmitico, acido oleico e 4cido estearico) e
acidos hidroxicinamicos (acido cafeico e 3,4 — hidroxicinamato de metilo). Nesta analise foi ainda
possivel identificar dois picos correspondentes a dissacarideos, provavelmente turanose, palatinose,
maltose ou maltulose, e também de polidis, possivelmente o D-sorbitol e o inositol. O D-sorbitol é
utilizado na inddstria alimentar como adogante e exsicante e na industria farmacéutica desempenha
papéis como diurético e incorpora pastas dentifricas. O inositol é a base de sinalizadores celulares e
mensageiros secundarios nos organismos eucariotas e, ao nivel das plantas, tem impacto no seu
crescimento e desenvolvimento [84]. Foram também detetados dois compostos pertencentes a classe das
cumarinas, possivelmente a esculina e a escopolina que sdo derivados glicosilados da escopoletina, isto
¢, pela aciio da enzima glicosiltransferase escopoletina [18]. Pela percentagem de area, verifica-se que os
compostos maioritarios nesta fracdo sdo os dissacarideos e cumarinas glicosiladas. As curmarinas tém
vindo a ser alvo de estudo devido as suas propriedades biolégicas como atividade antioxidante e
antibacteriana [85]. Neste extrato obtido com a mistura de cloroférmio: metanol, em relagio ao extrato
obtido com 7-hexano, revela a presenca de compostos com um caracter mais hidrofilico, tais como os

glicosideos e acidos hidroxicinamicos, devido a natureza dos solventes usados na extracio.
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Figura 17-Cromatograma dos compostos lipofilicos livres existentes no material extraido com a mistura
de solventes (cloroférmio: metanol 2:1v/v)

O extrato obtido com 85% etanol foi também analisado quanto a sua composi¢do compostos
lipofilicos (Figura 19, Tabela 111, anexo). A andlise permitiu identificar 14 compostos, sendo a sua
composicdo similar ao 6leo extraido com mistura de cloroférmio: metanol (Tabela II), sendo os
constituintes maioritarios os dissacarideos (sacarose, palatinose ou turanose) e cumarinas glicosiladas
(esculina e escopolina), verificando-se também a presenca de alguns acidos gordos (acido palmitico, acido

linoleico e acido oleico), polidis (inositol) e acidos hidroxicindmicos.
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Tabela 6-Compostos lipofilicos identificados no extrato de cloroférmio: metanol e SnAIR do miolo da semente
de Cynara cardunculus 1.

% Area
Tempo Extrato
de loroférmio:
Retencio Composto cloroférmio:
crens metanol (2:1 SnAIR
(min) v /V)
5,885 D-Sorbitol 0,11 0,16
7,063 Acido glucénico - 0,20
8,091 Acido cafeico 0,15 -
9,057 Inositol 0,08 0,14
9,140 34 Hldroxlqnarnato 0,02 i
de metila
9,303 Acido palmitico 0,03 0,02
11,350 Acido cafeico 0,61 1,02
12,292 Acido linoleico - 0,12
12,433 Acido oleico 0,10 0,04
13,041 Acido estedrico 0,04 -
Sacarose
17,937 [56]possivelmente) 9,26 12,6
24.424 Nio 1de{1t1ﬁcado 0,10 0,32
(Agucar)
28,029 Nio 1de{1t1ﬁcado 0,32 1,60
(Agucar)
20,442 Cumarina g]{cosllada 3.5 10,0
/ esculina
30,664 N2o identificado 0,15 -
31,639 Composto 0,19 .
aromatico
38,821 Dissacarideo 0,27 2,65
39,728 Dissacarideo 0,59 -
40,606 HEscopolina 445 39,4
42,390 Dissacarideo 342 28,7

A analise por espectrofotometria UV-Visivel foi realizada para verificar se o material extraido
com cloroférmio:metanol contém compostos que absorvam na zona do UV-Vis, como por exemplo os
compostos fendlicos. De acordo com a analise do teor em compostos fendlicos, o extrato obtido com
cloroférmio: metanol possui 27 EAC mg/g de extrato. As bandas observadas neste espetro, a A = 250
nm e a 280 nm visivel na figura 18, estdo associadas aos compostos aromaticos, como os presentes nos
compostos fendlicos, confirmando a sua presenca neste extrato, nomeadamente 4cidos
hidroxicinamicos, como se verificou na analise dos compostos lipofilicos (Tabela 6). No entanto este
espectro induz a presenga de flavonas e flavondides, pois esta classe de compostos fendlicos sao
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 absot¢io do extrato cloroférmio: metanol (2:1 v/v) do miolo da semente do
cardo

As membranas biolégicas sdo maioritariamente compostas por lipidos, proteinas, glicolipidos e
glicoproteinas, ou seja, lipidos e proteinas com pequenas porg¢des de sacarideos ligados covalentemente.
Os lipidos estio maioritariamente ligados a um grupo fosfato, designados de fosfolipidos e formam uma
bicamada onde as proteinas estdo incorporadas de maneira intrinseca ou extrinseca — modelo de mosaico
fluido. As proteinas membranares estdo associadas a fun¢des estruturais, transporte de substancias ou
acdo como recetores. Associado as interagdes com a membrana estdo os compostos fendlicos, uma vez
que este tipo de compostos tém a capacidade de agir como agentes redutores, dadores de protdes,
sequestradores de radicais livres e supressores do anido superéxido [87]. A sua ingestdo estd
correlacionada com propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e preservagio cardiaca
e neurolégica [88]. Naturalmente, o metabolismo de seres expostos ao oxigénio, como o ser humano,
produz espécies reativas de oxigénio (do inglés: “ROS — reactive oxygen species”) através da fostorilacao
oxidativa e a formagio de ligacdes dissulfeto em proteinas que sio eliminadas por via enzimatica (por
exemplo: a catalase) ou por antioxidantes (exemplo: glutationa).

O corpo humano est4 constantemente sujeito ao contacto com substancias que nao fazem parte
do metabolismo normal, cuja presen¢a pode ser toxica as células. Essas substincias sao designadas de
xenobibticos onde estio incluidas drogas sintéticas e venenos [89]. A presenca de xenobi6ticos no
organismo esta relacionado o stress oxidativo que é o desequilibrio entre a produgdo espécies reativas
de oxigénio e a sua elimina¢do através dos sistemas enzimaticos ou nao enzimaticos, ou seja, existe um
maior numero de agentes oxidantes no corpo que podem danificar estruturas celulares (desde lipidos ao
DNA). O enriquecimento da dieta com alimentos ricos em compostos fendlicos propicia a destrui¢io

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

Os subprodutos, neste caso, os extratos obtidos de ambas as partes das sementes de cardo, além
de serem constituidas por compostos lipofilicos e proteina, sio também constituidos por carboidratos.
Assim, foi determinado o perfil de agicares totais para cada extrato obtido, nomeadamente, amostra
desengordurada (apds a realizagdo do método de Soxhlet) e os extratos obtidos da precipitacio com 85%
etanol (AIR e SnAIR) e apds a extracdo em 4gua 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

cromatografico resultante da analise da composicdo em actcares neutros.

Tabela 7- Concentracio total (mg/g) e composicio dos agucares (%o molar) do miolo desengordurado e das
diferentes fragcdes da precipitagdio com 85% etanol (AIR e snAIR) e extragdo com agua quente (EA ¢ REA) do
miolo da semente do cardo.

Monossacatrideos (mol %o)? Total de
carboidratos
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc UA (mg /g)
Miolo
desengordurado 17 5 2 8 68 92132
AIR
30 6 2 6 27 28 252+15
SnAIR
0,5 0,5 2 8 87 2 429115
EA
64 7 2 9 4 14 167x11
REA 34 11 2 5 24 22 121£11

2Os resultados apresentados sao a média + desvio-padrio de ensaios independentes (n=3)

No miolo da semente desengordurado os agucares totais correspondem a 92 mg/g, constituido

principalmente por glucose (68 mol%) e arabinose (17 mol%). Comparando os diferentes extratos, o
sobrenadante da extracio em alcool (SnAIR) € a fragio mais rica em agucares, 429 mg/g, essencialmente
glucose (87 mol%). Este resultado confirma que esta parte da semente é essencialmente constituida por
aglcares pequenos, isto é, monossacatideos, dissacarideos e/ou trissacarideos. O AIR e o REA tém baixa
quantidade de agucares, 252 ¢ 121 mg/g respetivamente, sendo constituidos por arabinose (30-34 mol%),

glucose (24-27 mol%) e acido urdénico (22-28 mol%). O extrato obtido com agua quente apresenta um
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contetdo baixo em polissacatrideos (167 mg/g) e é constituido principalmente por arabinose (64 mol%o)

¢ acido urénico (14 mol%).

Tabela 8 - Concentragio total (mg/g) e composicdo dos agicares (%o molar) da casca desengordurada e das

diferentes fragoes da precipitagio com 85% etanol (AIR e SnAIR) e extracio com agua quente (EA ¢ REA) da

casca da semente do cardo.

Monossacatideos (mol %)2

Total de
carboidratos
Rha Fuc Ara Xyl | Man | Gal Glc UA (mg /g)
Casca
6 21 1 2 29 40 208%20
desengordurada
AIR 6 33 1 2 49 8 620133
SnAIR 9 8 12 56 15 438
EA 41 8 11 12 9 16 362129
REA 0,1 5 33 1 1,4 36 22 752£30

*amostra inicial ap6s desengorduramento; *Os resultados apresentados sao a média & desvio-padrio de

ensaios independentes (n=3)

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

amostra desengordurada, contendo acidos urénicos (40 mol%), glucose (29 mol%) e xilose (21 mol%).

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

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

que a casca ¢ essencialmente constituida por polissacarideos. As fragbes com maior rendimento de

carboidratos cotresponde ao AIR (620 mg/g) e ao residuo insolivel proveniente da extracdo em agua

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

acidos urénicos (8-22 mol%). O extrato soluvel em 4gua quente contém 362 mg/g de carboidratos e é

principalmente constituido por arabinose (41 mol%) e menores quantidades de acido urénico, galactose,

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

O elevado conteudo em glucose, xilose e arabinose nos residuos insolaveis (AIR e REA) do

miolo e casca da semente esta relacionado com a presenga de amido, celulose e hemiceluloses (glucanas,
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xilanas, arabinoxilanas e arabinanas) que constituem as paredes celulares de tecidos celulares que sdo
insoluveis em agua. Relativamente a presenca de acidos urénicos em ambas as partes da semente, poder-
se-4 associar a presenca de polissacarideos pécticos que estdo presentes na lamela média das paredes
celulares das plantas.

Como o material lipofilico extraido com a mistura de solventes cloroférmio:metanol (2:1 v/v)
do miolo da semente revelou conter dissacarideos (Tabela 6), foi também analisada a sua composicao
em agucares, apresentada na tabela 9. Este extrato contém cerca de 29 % (m/m) de carboidratos
constituidos maioritariamente por glucose (95 mol%), tal como se verificou para o SnAIR do miolo

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

Tabela 9 - Contetdo total (mg/g) e composicio dos aglicates totais (% molar) do matetial lipofilico extraido com

cloroférmio: metanol (2:1 v/v).

Monossacarideos (mol %) Total de
carboidratos
Xyl | Man | Gal Glc (mg/g)
Oleo 140,01 2+02| 2+0,4| 95+0,6 295+20

Com o objetivo de identificar as ligacdes glicosidicas, permitindo inferir quais os tipos de
polissacarideos existentes nas sementes da espécie Cynara cardunculus L. realizou-se uma anilise por
metilacio as fracOes obtidas pela extragdo com agua quente do miolo e casca da semente, isto é, extratos
de 4dgua (EA) e respetivo residuo insoluvel (REA). Os resultados da andlise das ligacdes glicosidicas

encontram-se na tabela 10.
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Tabela 10-Identificacio e quantificagio, em % molar, das ligagGes glicosidicas identificadas na analise dos acetatos

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

Ligagoes EA EA REA REA
glicosidicas Miolo Casca Miolo Casca
#-Fuep 0,4+0,06* 0,72%0,15 0,4£0,03
2-Fucp 0,9+0,30* 0,8+0,03
Total 1,340,36* 0,724015 (1%) 1,210,05 (0,2%)
t-Araf 21,8249 16+0,6 19,6%0,04 3,610,601
t-Arap 2+0,81 1,410,24
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 45+13
3,5-Araf 19,2489 1,240,04 21,5%0,10 1,2%0,77
2,5-Araf 11,3124 160,97
Total | 8271,60 (74%) 5510,53 57,51£1,65 1142,79 (7%)
(49%) (44%)
+-Xylp 1,8%0,4 1,1£0,29 421043 1,7£0,05
2-Xylp 1,3£0,03
4-Xylp 1,7£0,08 7,610,05 2,5+0,03 29,1+3,07
Total | 3,540,32 (9%) 910,33 (9%) 810,38 (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 424146
Total | 0,610,18 (2%) 1210,86 (13%) 0,83140,16 4,741,73 (1%)
%)
t-Galp 0,6+0,05 1,4£0,33 1,06£0,20 0,8+0,3
2-Galp 0,410,06 0,2£0,07 0,33%+0,20
4-Galp 0,4%0,16
6-Galp 1,1£0,38 2,710,16
3,6 -Galp 4,9+0,32 5£0,6
Total | 740,59 (10%) 10140,46 (14%) 1,410,39 (7%) 0,810,3 (1%)
+-Glep 0,7+0,44 1,940,18 0,81£0,41 1,7£0,06
4-Glep 5,9£0,29 9,8£1,32 26,2%,69 47,812,39
4,6-Glep 0,7+0,18 0,6+0,19 4,6+1,37 240,47
Total | 7,310,33 (5%) 1241,48 (11%) 31,6%1,65 51,5+1,86 (47%)
31%)
+-GlepA 4,6x0,5
3-GlepA 1,8£0,02
3,4-GlepA 0,8+0,1
3,4-GalpA 0,520,01
Total 870,01 (16%)

O EA do miolo ¢ essencialmente composto pelas ligacdes (125)-Araf (22,5%), (123,5)Araf

(19,2%) e (12,5 Araf (11,3%). A presenca

destas ligacoes juntamente com t-Araf (21,8%) ¢

caracteristica das arabinanas constituida por (1->5)-Arafna cadeia principal com ramificagdes nos C; e

Cs [90],[91]. No entanto, o conteudo total em residuos ramificados de arabinose ((1-23,5)Araf e

(1>2,5)Araj) no EA proveniente do miolo é de 30,5%, sendo um valor supetior 2 percentagem de t-

Araf (21,8%), o que indica que ndo sdo apenas residuos de Ara que estdo nos terminais das cadeias

laterais. Esta situacdo também se verifica nos dois extratos aquosos com a galactose, onde a percentagem
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da ligagio (123,6)Galp (5%) ¢é superior a de t-Galp (0,6-1,4%). Estes resultados levam a ponderar a
presenca de outros compostos na estrutura do polissacarideo que estejam ligados ao terminal da
ramificacdo. Esses compostos podem ser compostos fendlicos que muitas vezes estdo presentes na
estrutura dos polissacarideos presentes nas paredes celulares [92], [90], [93]. Por exemplo, os polifendis
da maga apresentam grau de polimerizacio de 5 pelo que difundem ao longo na membrana num processo
de dialise, a néo ser que sejam retidos por algum tipo de interagio, isto é, polissacarideo-polifendis [92].
Também no vinho ja foi descrito a presenca de polifendis no material de elevado peso molecular que
podem ser fruto de interagSes entre polissacarideos pécticos e fragdes de glucose [94], [95]. As paredes
celulares sdo compostas por polissacarideos e pequenas por¢bes de proteinas e compostos fenolicos.
Estas sdo estruturas bastante complexas com diversas fungdes ao longo da vida da célula, como por
exemplo o transporte e comunicagdo intercelular e, por vezes podem contribuir como reserva alimentar
[96]. Segundo o modelo classico, a fase matricial da parede celular ¢ composta por uma variedade de
polissacarideos, glicoproteinas e compostos fendlicos que variam a sua composi¢io nas diferentes
camadas da parede assim como no tipo de células e fase do ciclo celular [97]. Com os resultados obtidos
patra o teotr em compostos fendlicos onde foram determinados 117 mg EAC/g de EA para a casca e 9
EAC mg/g de EA para o miolo, a hipétese de que poderao existit compostos fendlicos na estrutura dos
polissacarideos é credivel.

O EA da casca ¢é bastante semelhante sendo também constituido por (1-25)-Araf (7,4%),
(123,5)Araf (1,2%) e (122,5)Araf (16%), no entanto as diferencas de percentagem de cada ligagio
indicam que o EA da casca possui proporcionalmente menor conteudo de (125)-Araf, em relagio aos
residuos ramificados ((1-23,5)Arafe (1-22,5)Araf), o que indica um polimero mais ramificado do que no
miolo. Neste extrato nio se verifica a diferenca entre os residuos ramificados e o terminal de arabinose,

podendo indicar que ndo contém compostos fendlicos ligados covalentemente ao polissacarideo.

Na figura 20A ¢é possivel ver uma representacio de uma proposta da estrutura dos
polissacarideos constituidos por arabinose, as arabinanas, existentes nos EA. O R representa possiveis
ramificacdes, que podem ser mondmeros de arabinose originando as ligacdes (123,5)Araf ou
(122,5)Araf. No caso do EA do miolo, a razio entre (125)Araf e (123,5Araf e (1>5)Araf
(122,5)Araf é 1:1 e 2:1, respetivamente. Ainda assim € de salientar que neste caso, a ramificagio podera

terminar com um composto fendlico (Figura 20B).
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Figura 19-Proposta de estrutura da arabinana existente nos EA

Legenda: Arabinose: o (96)

No REA do miolo, sendo esta fracdo rica em arabinose (44%), verifica-se uma elevada
percentagem das ligagoes 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 ligacoes, mas em percentagens inferiores, o que indica um polimero com
menos ramificacdes, a semelhanca do que se verificou no EA. Comparando com o EA, nos REA
observa-se que existem menos ramificacdes de arabinose e galactose, apenas existe (12 3,5)Arafe deixou
de existir (122,5)Araf e (13,6)Galp, respetivamente. No REA proveniente do miolo obsetva-se a
presenca de ligagdes como t-Fucp, (122)Xylp, e (12)Galp que em conjunto com as ligagdes (124)Glcp
e (124,6)Glcp suportam a proposta de presenca de xiloglucanas [98]—[100]. Quanto ao REA da casca,
foi possivel identificar t-Fucp e (1-2)Fucp em pequenas percentagens. No entanto nio foi identificado
(122)Xylp, e (12)Galp o que nos leva a crer a presenca de xilanas na casca e nio xiloglucanas como
no miolo. A presenca de t-Glcp e a elevada percentagem de (124)Glep assim como alguma percentagem
de (14,6)Glcp indica a presenca de amido, cuja estrutura é a mistura de dois polimeros: amilose (=10-
30%) e amilopectina (=70-90%). A amilose é um polimero linear formado por mondémeros de glucose
em a(124)Glcp (adotando uma estrutura em espiral) j4 a amilopectina é formada por uma cadeia

principal de «(124)Glcp com ramificagcdes em Cq por mondmeros de glucose [101].

A figura 21 representa uma proposta de estrutura dos polissacarideos existentes, as xiloglucanas

que sio compostas por uma cadeia linear de (1-24)Glcp com ramificagdes na posicio Cs onde podem
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estar ligados monomeros de xilose ou cadeias laterais de xilose unidas pela ligagio (1->2)Xylp,

representado pelo “R”.

Ba g Ba g B4 g fpdpa
o0 0o 06060

. —
*— Xilose

Glucose

Figura 20-Proposta da estrutura da xiloglucana existente no REA do miolo [102]

A figura 21 representada uma proposta de estrutura dos polissacarideos existentes no REA da

casca, as xilanas que sio compostas por uma cadeia linear de (1->4)Xylp.

K ose
A

Figura 21- Proposta da estrutura da xilana existente no REA da casca [102]
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Capitulo 4

Conclusao

Este estudo permitiu determinar que 60% da semente de Cynara cardunculus L. diz respeito ao
miolo e 40% a sua casca. Determinou-se ainda que o miolo ¢ rico em gordura (39%), proteina (27%),
acucares (9%) e compostos fenodlicos (=2%). A casca apresentou um teor superior em agucares (21%),
38% em lenhina, 3% em compostos fenodlicos e apenas 1% em gordura. O dleo extraido do miolo é
constituido por 92% de acidos gordos esterificados (acido linoleico, oleico, palmitico e estearico) e 6%
em compostos lipofilicos livres, nomeadamente acidos gordos (95%), esterdis (3%) e tocoferdis (1%).
Aumentando a polaridade do solvente (cloroférmio: metanol, 2:1 v/v), foi possivel a extracio de
compostos mais polares tais como 29% em agucares (dissacarideos) e 3% em compostos fendlicos
(acidos hidroxicinamicos), o que podera indicar potencialmente atividade antioxidante. O facto de o
miolo ser rico em proteina e compostos fendlicos pode vir a ser uma fonte de interesse para
enriquecimento, por exemplo, de ra¢des animais, potenciando a ingestdo de rages enriquecidas com
substancias que podem potenciar o bem-estar do animal. Relativamente a casca, o elevado conteudo em
lenhinas revela interesse pois estas sdo fibras dietéticas insoluveis associadas a efeitos benéficos ao nivel
da microflora intestinal.

Relativamente ao contetdo em carboidratos, verificou-se que a casca tem um teor em agucares
superior ao miolo. A analise da estrutura permitiu verificar que os polissacarideos soluveis em agua sao
provavelmente arabinanas presentes nas duas pattes, sendo que no miolo o polimero tem uma cadeia
principal mais longa e com mais ramificacbes. A analise da estrutura permitiu identificar que os
polissacarideos insoluveis em dgua sio arabinanas, xiloglucanas, xilanas e amido, caracteristicos das
paredes celulares das plantas. Nas arabinanas parecem existit compostos fendlicos ligados
covalentemente na estrutura polimero, que podera indiciar atividade antioxidante deste polimero devido
aos compostos fenolicos.

Os resultados obtidos sdo promissores devido a todos os compostos bioativos existentes no
cardo, como os compostos fendlicos, carboidratos, dleo e proteina. Os compostos fendlicos estdo
associados a diversas propriedades biologicas (antioxidante e antimicrobiana). Também as fibras soluveis
e insoluveis presentes em ambas as partes da semente poderao apresentar propriedades bioldgicas devido
a substincias libertadas durante a sua digestdo, no caso das soluveis e, também, ao facto de nas suas
estruturas poderem estar associados compostos fenolicos. Como trabalho futuro é importante identificar
os compostos fendlicos presentes, tal como avaliar a citotoxicidade, estudos de permeacgio e possivel
capacidade antioxidante dos diferentes extratos de modo a determinar as suas possiveis atividades
biolégicas e, consequentemente, aplicagdio em diferentes dreas como a alimentar, nutracéutica ou

cosmética.
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Apéndice

Tabela I.- Identificacio dos compostos derivados TMS presentes no 6leo extraido com n-hexano, tempo de retencio, area e
ides produzidos (m/z)

Tempo de . . .
N° Retencao Area Composto [nlz/[/z]) Loes p ro;i;mdos
(min) ( (m
Adid 179 (100)[M-CH3]*, 135 (66), 105 (97)[M-
1 10,807 15953013 b ncz 10 194 (7) | (CH3)3SiO]*,77(93), 75(12)[(CH3):SiOH]*,
eRzoIco 73(9)[(CH3)sSi]*
2 | 207 | ssem | Acdossbinico | 3039 | 2TOMTTEOMTENIC0S00ICH
2 >
L, _ +
3 27,372 7459400 | Acido azelaico | 317(12) 302(0’0131)%9(;% (852?0;?(%01)29(20)’
Acido 313(28)[M-CH3]*, 145(21), 132(31),
4 33,467 33162643 palmitico 3282 129(5),117(79), 75(70), 73(100)
. _ +
5 37,113 122371448 | Acido linoleico | 352(0,7) 337(12)[1\49%{% %51?957()6)’7132(?(()20?’ 7@,
. . 339(17) [M-CH3]*, 185(4), 145(18), 129(6),
6 37,257 45158144 | Acido oleico | 354(0,9) | 7 1<7<5)9gMg 601 63)] ” (2(5)>75 @ i) 33 (100())
‘. o 339(6) [M-CH;]*,185(1,5), 145(9), 129(50),
7 37,409 2870030 | Acido elaidico | 354(0,3) | 1(723%\;[ o (13}0 ol ((1 1))75 (1(50; 3 (éé))
. _ +
s | won | sms | Addocueico | sy | I NCHI 15GH, 120D,
277(14)[C6(CH3)3CH20Si(CH3)30CCH
2CH3]*,237(46)[C6(CH3)3CH20Si(CH3
9 55,738 2056032 a-tocoferol 502(27) 3OH]]+ 221((5))[193<(3) 7)5 ) 73(108) )
Nio 429(0,15)[ M-CH3]*, 406 (4), 351(2),
10 58,491 2172940 identificado | Y | 200100), 17942), 15143), 75(8), 73(81)
457(0,24) [M-CH]*,382(19) [M-
1 + _ 1 _ +
11 58,745 1926525 Campesterol 472(6) <CH243§2§)8]) ’ 338378)0%4 2(2:1%;3%?5 (g)m] ’
213(10), 129(81), 75(19), 73(50)
471 (2)[M-CH3]*, 396 (0,17)[M-
. (CH3)3Si0]*, 381(5) [M-(CH3)3SiO-CH3]*
12 59,227 3236376 B-sitosterol 486(3) 303(3), 275(2), 255(27), 213(10), 129(65),
75(43), 73(57)
469(0,42)[M-CH;]*, 394(1) [M-
: CH3);SiO]*, 355(2), 303(2), 273(3),
15 | 60750 | 6800017 | Estigmasterol | 484(12) | .} o) 3)2313(1]1) 159((1)3) 12(9()1 h 8(3()19)
75(60), 73(79)
Esterol oo 471(12) [M-CH3]*, 396(3) [M-(CH3)3SiO]*,
14 62,343 3606116 dentificad 486(33) 381(10) [M-(CH3);SiO- CH3]*,213 (19),
crteado 129(22), 81(40), 75(70), 73(40)

Nota: o valor entre paréntesis representa a intensidade relativa do ido produzido
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Tabela II.-Identificacdo dos compostos derivados TMS presentes no 6leo extraido com cloroférmio: metanol (2:1
v/v), tempo de retencio, area e ides produzidos (m/z):

Tempo de . . .
N°? | Retenc¢ao Area Composto i/[ /z] Toes p ;?;i;mdos
nin (m/2) (m/2)
. 307(5), 229(2) [M-(CH5);SiO]", 217(11), 147(26),
1 5,885 2516424 D-Sorbitol 319(10) | g (©), 103(23), 73100
. . 381(4) [M-CHs]*, 339(0,3), 307(2), 249(3), 219(31),
2 8,091 3395668 Acido cafeico 396(6) 101(8), 147(3). 75(12), 73(100)
367(0,6), 318(8), 305(12) [CsH,((CH3)SIiO)s],
3 9,057 1869419 Inositol 612(0,01) | 265(5), 217(25), 191(11), 147(33), 129(8), 103(2),
75(8), 73(100)
34 R
4 9,140 445729 Hidroxicinamato de | 338(11) 308(1,5) [M-CoHq[ ", 219(49), 191(2), 131(8), 89(11),
; 73(100)
metila
- i 313(11)[M-CHs|*, 145(8), 132(21), 129(19),117(33),
5 9,303 574748 Acido palmitico | 328(4) 75(100), 73(100)
. . 381(3) [M-CH3]*, 307(2), 249(3), 219(34), 191(8),
6 11,350 13820173 Acido cafeico 396(11) | 7,47 (). 73100,
- . 264(4), 222(6), 199(4), 185(4), 145(22), 132(11),
7 12,433 2296359 Acido oleico 339(10) 129(40), 117(45), 96(11), 81(7), 75(92). 73(100)
- . 341(10) M-CHj]", 145(13), 132(26), 129(2), 117(58),
8 13,041 850262 Acido estedtrico 356(2) 75(41). 73(100)
Sacar 437(4)[M-CH,]*, 367(0,04) [M-(CH3):SiO]*, 319(4),
9 17,937 210074130 s acf‘ Olffl e | LD 271(12), 217(46), 191(8), 169(19), 147(36), 129(24),
[>6]possivelmente) 103(39), 73(100)
Nio identificado 419(2)[M-CH3]*, 361(4), 306(5), 217(19), 204(92),
10} 24,424 2246151 (Acticar) 434() 191(31), 147(36), 129(22), 103(20), 73(100)
11 28,029 7222352 Nao(f;‘ggado 345(12) | 307(8), 255(14), 219(6), 191(7), 147(14), 73(100)
Cumarina 437(5)[M-CH3]*, 367(0,12) [M-(CH3)3SiO]*, 319(3),
12 | 29442 79946395 glicosilada / 451(2) 271(8), 217(37), 204(39), 191(9),169(14), 147(21),
esculina 129(28), 103(27), 73(100)
305(1) [M-(CH>)3]*, 259(4) [ M-(CH3)3SiO],
13 | 30,664 3362403 Nio identificado | 349(2) 217(22), 204(100), 191(5), 147(23), 129(21), 105(50),
73(91)
Compost 299(1)[M-CHa]*, 284(4) [M-HCHO]*, 259(14),
14 | 31,639 4257189 OmpOosto 314(16) | 242(26), 217(20), 147(19), 129(11), 103(13), 89(3),
aromatico
73(100)
361(38)[M-(CH:)5SiO], 319(0,8), 271(9), 217(57),
15 | 38821 6225871 Dissacarideo 451(3) 204(89), 169(16), 147(22), 129(40), 103(28), 97(3),
73(100)
361(9)[M-(CHs)58i0]*, 307(4), 271(6), 217(17),
16 | 39,728 13370989 Dissacarideo 450(3) 204(1), 169(16), 151(49), 147(16), 129(14), 103(31),
73(100)
517(0,8) [M-CHs]*, 450(14), 396(5), 361(63), 319(7),
17 | 40,606 1008854775 Escopolina 532(8) 271(23), 217(78), 204(8), 169(43), 151(98), 147(79),
129(62), 103(75), 75(2), 73(100)
429(0,7)[M-CH3]*, 361(42), 319(5), 271(15), 217(62),
18 | 42,390 776043574 Dissacarideo 444(34) | 169(32), 151(78), 147(63), 129(51), 103(61), 89(5),

75(68),74(100) 73(93)

Nota: o valor entre paréntesis representa a intensidade relativa do ido produzido
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Tabela III.-Identificacio dos compostos derivados TMS presentes no SnAIR do miolo, tempo de retencio, area
e ides produzidos (m/z):

Tempo de . . .
N°? | Retencio Area Composto ([mM/z] foes p ro/dzx;mdos
(min) ) (m
. 307(12), 229(1) [M-(CH3);SiO]*, 217(13), 147(25),
1 5,863 7182188 D-Sorbitol 3190) | 1006, 10324, 73(100)
‘ i 319(2), 292(4), 217(6), 189(3), 147(22), 129(2), 117(5),
2 7,063 9012536 Acido glucénico | 3336) | 1313 "7506)’ 73100)
367(0,2), 318(6), 305(12) [CsHa((CH3)SiO)]*, 265(4),
3 9,044 6216205 Inositol 612 217(21), 191(13), 147(32), 129(6), 117(0,6), 103(5),
75(6), 73(100)
‘. ) 313(31)[M-CH3]*, 145(17), 132(33), 129(25),117(66),
4 9,285 869687 Acido palmitico | 328() | 757073 10
0 . 381(3) [M-CHs]*, 307(2), 249(3), 219(32), 191(8),
5 11,361 45325504 Acido cafeico | 396() | {473 73100,
C 337(9)[M-CHs|*, 145(3), 132(3), 129(20), 117(20),
6 12,292 5130892 Acido linoleico | 3520,01) | 550" 73 100)
. . 264(1), 222(2), 199(1), 185(1), 145(11), 132(7),
7 12,426 1821855 Acido oleico 339(10) 129(26), 117(46), 96(4), 81(12), 75(55), 73(100)
Sacarose 437(9)[M-CH,]*, 319(8), 271(22), 217(85), 191(16),
8 17,998 S0138820 1 5 ossivelmente) | 1@ | 169(37), 147(71), 120(44), 103(73), 74(60). 73(100)
) 361(3), 305(5), 217(27), 204(84), 191(21), 147(27),
9 | 24358 14031405 Acticar 433Q) | Too(16). 103(13). 75(5). 73(100)
Nio identificado 307(10), 255(16), 219(8), 191(7), 147(17),75(7),
10 | 28013 70973546 Actcan 345016) | 73100)
Cumarina
- 437(13)[M-CH]*, 319(8), 271(20), 217(97), 204(92),
| 29472 45589431 gh;’cill?jz / SO | 19120),169(37), 147(47), 129(66), 103(61), 73(83)
361(48)[M-(CH5);Si0]*, 319(3), 271(11), 217(53),
12 | 38840 117850794 Dissacarideo 451(5) | 204(100), 169(18), 147(21), 129(34), 103(26), 97(0,4),
73(86)
517 (1)[M-CH5]*, 450(19), 396(8), 361(83), 319(11),
13 | 40,668 1750225712 Escopolina 532(11) | 271(32), 217(95), 204(11), 169(60), 151(87), 147(92),
129(80), 103(92), 75(73), 73(100)
429(1)[M-CH3]*, 361(54), 319(6), 271(22), 217(78),
14 | 42,437 1275862071 Dissacarideo 444(42) | 169(44), 151(91), 147(83), 129(64), 103(74), 89(6),
75(99), 73(100)

Nota: o valor entre paréntesis representa a intensidade relativa do ido produzido
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Figura 22-Perfil cromatografico obtido por GC-FID dos acetatos de alditol presentes ambas as partes
da semente

Chromatogram (All TIC)
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Figura 23-Cromatograma dos acetatos de alditol parcialmente metilados existentes no residuo da
extra¢do com agua quente proveniente do miolo
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Figura 24-Cromatograma dos acetatos de alditol parcialmente metilados existente no extrato de agua
proveniente do miolo
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Chromatogram (All TIC)
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Figura 25-Cromatograma dos acetatos de alditol parcialmente metilados existentes no residuo da
extragdo com agua quente proveniente da casca
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Figura 26-Cromatograma dos acetatos de alditol parcialmente metilados existente no extrato de agua
proveniente da casca
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