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RESUMO

O cardo é uma planta que encontra-se associada ao fabrico de queijo,
pois é responsavel pelo fendbmeno da coagulacdo do leite. No entanto, tém
aumentado o numero de estudos realizados nesta planta, relacionados com a
composi¢cdo quimica, de forma a perceber os beneficios para a saude.

O objetivo desta dissertacdo foi caracterizar a flor de cardo relativamente
a sua atividade antioxidante, composicdo em compostos fendlicos e avaliar a
sua estabilidade ao longo do trato digestivo. Para tal, foram estudas amostras de
flor de cardo da espécie C. cardunculus spp flavescens, apos liofilizacdo e
secagem em estufa com conveccdo forcada a diferentes temperaturas (40°C,
50°C e 60°C). Apos cada tratamento, efetuaram-se duas extragOes sucessivas
com solucdes de metanol (98% v/v) e de acetona (60% v/v). Os extratos obtidos
foram depois utilizados para quantificar os teores em compostos fenolicos
totais, em orto-difenois e em flavonoides. A atividade antioxidante foi
determinada utilizando os métodos DPPH e ABTS. Por fim, procedeu-se a
avaliacdo da bioacessibilidade dos compostos presentes submetendo os varios
extratos a condi¢Ges simulantes do trato digestivo.

Pela analise dos resultados obtidos foi possivel constatar que a
quantidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante na flor de cardo
varia consoante a temperatura de secagem, ocorrendo a diminuicdo a medida
que se aumenta a temperatura.

Os resultados obtidos para a bioacessibilidade mostraram um
comportamento distinto dos extratos de metanol e de acetona. No entanto, em
ambos 0s casos ocorreu uma diminuicdo na quantidade de compostos

disponiveis para absor¢éo intestinal.

Palavras-chave: Flor de cardo, secagem, compostos fenolicos, atividade

antioxidante, bioacessibilidade.



ABSTRACT

The thistle is a plant usually associated to the making of cheese, because
it’s responsible for the phenomenon of the coagulation of milk. However, the
number of studies of the quimical composition on this plant has risen, to
understand the health benefits.

The objective of this thesis is to characterize the thistle flower in relation
to its antioxidant activity, the composition of phenolic compounds and evaluate
its stability along the digestive tract. To this end, samples of thistle flower
species C. Cardunculus spp flavescens were studied, after freeze-drying and
oven drying with forced convection at various temperatures (40°C, 50°C and
60°C). After each treatment two successive extractions with solutions of
methanol (98% v/v) and acetone (60% v/v) were carried out. The extracts
obtained were then used to quantify the levels of total phenolic compounds in
ortodifenois and flavonoids. The antioxidant activity was determined using the
DPPH and ABTS methods. Finally | proceeded to the evaluation of the
bioaccessibility of the compounds present, subjecting the various extracts to
stimulants conditions of the digestive tract.

Through the analysis of the results it was found that the amount of
phenolic compounds and antioxidant activity on thistle flower varies depending
on the drying temperature, leading to the degradation as the temperature is
raised.

The results for bioaccessibility showed a distinct behavior of methanol
and acetone extracts. However, in both cases there was a decrease in the

amounts of compounds available for intestinal absorption.

Key-words: Thistle flower, drying, phenolic compounds, antioxidant activity,

bioaccessibility.
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1. INTRODUCAO




Introducéo

De acordo com a classificacdo cientifica o cardo pertence a familia das
Asteraceae, tendo uma variedade de géneros, incluindo Cirsium, Cynara
Silybum.

De acordo com Wiklund (1992), o género Cynara L. € constituido por oito
espécies: C. cardunculus L., C. syriaca Boiss., C. auranitica Post, C. cornigera
Lindley, C. algarbiensis Cosson, C. baetica (Spreng.) Pau, C. cyrenaica Maire et
Weiller, e C. humilis L.. A espécie C. tournefortii Boiss. et Reuter foi
posicionada num novo género tendo sido reincluida em Cynara por Robba et al.,
(2005).

O cardo da espécie cynara cardunculus L. (Figura 1) pode atingir mais de
um metro de altura, possui folhas peninérveas com espinhos e recortes a
ultrapassar metade da distancia entre a margem e a nervura central, o involucro
do capitulo globuloso ou eliptico apresenta espinhos mais ou menos

desenvolvidos e corola lilacinea.

Figura 1: Cardo - Cynara Cardunculus L.

O periodo de germinacdo inicia-se em Setembro, no més de julho da-se a
maturacdo dos aquénios, sendo que as flores apenas sdo produzidas por plantas

com mais de dois anos de idade (Lee, 2002).



Introducéo

O habitat desta planta localiza-se em sitios rochosos, sobretudo em
terrenos barrentos, podendo ser encontrada quer na forma selvagem quer em
terrenos de cultivo.

O género Cynara L. é utilizado para tratamentos medicinais, pois é uma
fonte rica em compostos fendlicos, o que Ihe confere atividade antioxidante,
assumindo importancia no tratamento de doencas hepaticas, diabetes, reducdo do
colesterol e glicemia, problemas digestivos, urinarios, reumaticos, distdrbios
abdominais e intestinais, etc (Kim, 2008). Também é muito utilizado na medicina
estética, em tratamentos de combate a celulite, bem como em cremes que
combatem o envelhecimento da pele. Normalmente, para o tratamentos destes
problemas o orgdo mais utilizado é as folhas, devido ao elevado numero de
compostos fendlicos que possuem (Detaille et al., 2008). Apds um processo de
secagem a flor do cardo é muito utilizada em Portugal, como agente coagulante
do leite, no fabrico de queijo. A espécie utilizada é a C. cardunculus L do género
Cynara.

A secagem €& um processo bastante complexo, onde ocorrem
simultaneamente fenomenos de transferéncia de massa e de calor por vezes
dificeis, se ndo impossiveis de descrever na sua totalidade (Guiné et al., 2009).
Para além das alteracfes estruturais, ocorrem alteracdes fisicas e quimicas nos
produtos, durante o processo de secagem. (Sacilik, 2007). A anélise dos
processos de secagem permite a sua compreensdo e eventualmente o
estabelecimento de condicdes operatérias adequadas a cada processo e cada
produto alimentar (Baini e Langrish, 2007).

O presente trabalho teve como objetivo a quantificacdo de compostos
fenolicos e da atividade antioxidante da flor de cardo da espécie C. cardunculus

L, submetida a diferentes tratamentos de secagem.
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Revisédo Bibliografica

2.1. Definicao do Cardo

A palavra Cardo deriva do latim carduus, que significa "fazer sinal com a
cabeca", devido a forma ovoide da flor apoiada no caule oscilante. Quanto a sua
classificagdo cientifica, o cardo pertence a familia das Asteraceae, tendo uma
variedade de géneros, incluindo para além do género Cynara, 0S Qgéneros
Carduus, Cirsium e Silybum.

O cardo cresce em locais rochosos, sobretudo em terrenos barrentos,
apresentando um caule lanoso e varas entre 20 a 100cm, as folhas sdo verdes na
pagina superior e brancas na inferior, podendo ter dimensbes até 35cm. E
composto por bracteas ovadas terminadas num espinho com 10 a 50 por 2 a
3mm,e a corola € violeta. No entanto, algumas destas caracteristicas podem

variar consoante a espécie de cardo, por exemplo:

= Cynara cardunculus L., apresenta variedades espinhosas ou nao

espinhosas (figura 2 c, d), em geral caracterizam-se por plantas de médio-
grande porte, mais de um metro (figura 2 a, b),folhas mais ou menos

recortadas (Figura 2 f) e bastantes inflorescéncias (figura 2 e).

a)<

by =<

Figura 2: Cynara Cardunculus L. localizando as diferentes estruturas.
(Godinho et al., 2006).



Revisédo Bibliografica

O cardo devido a sua adaptacdo a ambientes hostis, ndo necessita de ser
cultivada, pois cresce sob a forma selvagem, resistindo a condicGes de elevado
stress abiotico e clima desfavoravel, sendo assim pode ser encontrada ao longo
da bacia mediterranea (Portis et al., 2005).

O cardo selvagem é uma espécie alogdmica, propagada por sementes
(aguénios). A maioria das sementes cai junto a planta progenitora e acaba por
germinar ap0s as primeiras chuvas outonais, contudo a germinagdo pode ocorrer
ao longo do ano sob condicdes favoraveis. O periodo de crescimento decorre de
Setembro (emergéncia) a Julho (maturidade dos aquénios) e as flores sdo
normalmente produzidas por plantas com mais de dois anos de idade.

Cada planta produz inflorescéncias pequenas, médias e grandes, sendo as
maiores aquelas que sdo formadas nos apices dos rebentos ao longo do caule

central. As inflorescéncias mais pequenas desenvolvem-se nos ramos laterais.



Revisédo Bibliografica

2.2. Funcionalidades da flor do cardo

Relatos afirmam que os gregos foram um dos primeiros povos a utilizar o
cardo na culinaria, descobrindo posteriormente as suas propriedades terapéuticas.
Atualmente é utilizado como produto medicinal e culinario um pouco por todo o
mundo; a Argentina é um bom exemplo da aplicacdo do caule do cardo para fins
alimentares, sendo consumido cozido ou frito a milanesa. No entanto, esta planta
é muito utilizada no nosso pais devido as propriedades coagulantes da flor, esta é
utilizada para fazer diversos tipos queijos, nomeadamente o queijo Serra da
Estrela, Azeitdo, Serpa, Castelo Branco, Nisa, Evora, etc.

A espécie de cardo tradicionalmente utilizada no queijo € o Cynara
cardunculus L., devido as proteinases asparticas. Estas enzimas possuem uma
estrutura tridimensional semelhante, encontram-se na natureza e assumem grande
importancia na regulacéo de sistemas biologicos, como precursores de proteinas,
regulacdo sanguinea e na hidrélise e armazenamento de proteinas intracelulares
As duas enzimas coagulantes sdo a cardosina A, responsavel por coagular o leite
e a cardosina B por fragmentar a caseina em pedacos cada vez mais pequenos
durante a maturacdo do queijo, 0 que contribui para um queijo amanteigado
(Rodrigues et al., 2000). Estas enzimas apresentam atividade com pH entre 2 e 7,
atingindo uma atividade maxima a pH 5,5, e a temperatura de 60°C, apresentando
instabilidade a temperaturas elevadas. As proteinas asparticas, nomeadamente as
cardosinas clivam preferencialmente os péptidos em bandas, entre residuos
hidrofébicos. Entre as cardosinas, a B apresenta maior especificidade que a
cardosina A.

Nas misturas comercias de flor de cardo pode conter outras espécies além
do Cynara cardunculus L., isto deve-se a falta de homogeneidade dos lotes de
flores comercializados. Este fato origina queijos com caracteristicas diferentes,
por exemplo caso o lote de cardo contenha a espécie Cynara humilis L., que
apenas contém a cardosina A, ndo conferindo ao queijo a caracteristica tdo

apreciada, o “amanteigado” (Rodrigues et al, 2000).



Revisédo Bibliografica

As folhas do cardo sdo muito utilizadas como produtos medicinais, devido
ao seu potencial terapéutico como agentes diuréticos, ou no combate a doencas
hepaticas, cancro diabetes, prisdo de ventre, reumatismo, anemia, etc (Falleh et
al, 2008).

2.2.1.Propriedades coagulantes do cardo

O leite tem na sua composicdo proteinas com propriedades diferentes,
sendo as mais importantes derivadas do seu comportamento relativamente ao
coalho, aos &cidos e ao calor. Essas substancias proteicas sdo a caseina, a
lactoalbumina e a lactoglobulina. Qualquer delas agrupa, por sua vez, substancias
que, embora com grandes afinidades fisico-quimicas entre si, ndo sao
absolutamente iguais, pois tém pesos moleculares diferentes, devido as suas
propriedades (Sa e Barbosa, 1990).

A caseina, a lactoalbumina e a lactoglobulina encontram-se no leite
dispersas sob a forma de suspenséo coloidal. A primeira desempenha um efeito
protetor contra a acdo do calor (coloide protetor) em relagdo as outras proteinas,
evitando a sua precipitacéo, ou seja, a sua floculacdo. Assim sendo quando o leite
€ aquecido a uma temperatura elevada (de 60 a 100°C), a precipitacdo\floculacéo
dessas duas proteinas é relativamente pequena. Por outro lado, a caseina, em
presenca do coalho ou de um &cido precipita\coagula e isola-se dos restantes
constituintes, originando dois produtos: a coalhada e o soro. Nestas condicdes, 0
soro contém a quase totalidade da lactoalbumina e lactoglobulina do leite. Estas
proteinas, uma vez desprotegidas pela caseina coagulam pelo calor nas
proximidades das temperaturas de ebuli¢do do soro (Sa e Barbosa, 1990).

Na segunda parte da coagulacdo, é necessario distinguir a coagulacéo
enzimatica da coagulacdo lactica, pois sdo dois fendmenos perfeitamente
distintos. Em relacdo a coagulacdo enziméatica o importante é considerar o facto
de este fendmeno sé acontecer na presenca dos sais de célcio. A caseina

encontra-se no leite sob a forma de fosfocaseinato de célcio e, a coagulacdo pelo

7
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coalho s6 se realiza por via do ido célcio que, tendo uma funcéo &cida livre vai
por meio dessa funcdo ligar-se a outra molécula igual, provocando a coagulacao.
O fosfocaseinato de célcio transforma-se, pela acdo da enzima coagulante, em
fosfoparacaseinato de calcio. O resultado da coagulacdo néo significa, portanto, o
isolamento da caseina pura, mas sim de um composto de caseina chamado

fosfoparacaseinato de célcio (Sa e Barbosa, 1990).
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2.3. Tratamentos Térmicos

2.3.1. Tratamentos de Secagem

O processo de secagem de alimentos é uma pratica ancestral que surgiu,
inicialmente, pela necessidade de alargar o periodo de conservacdo dos
alimentos, devido a remoc¢do de humidade (agua) ou outro solvente de um
sistema sélido ou semi-solido.

A secagem de plantas € um processo crucial que visa leva-las a baixos
teores de humidade, permitindo a conservacdo adequada das mesmas, mantendo
a qualidade fisica e quimica por mais tempo (Radiinz et al., 2002). Caso o teor de
humidade residual esteja acima de 10%, pode favorecer o desenvolvimento de
fungos e bactérias, bem como possibilitar a atividade hidrolitica de diversas
enzimas presentes nas celulas vegetais, levando a reacfes de oxidacdo e
degradacdo dos principios ativos (Schulz, 2002), podendo desta forma,
influenciar a sua atividade. Sendo assim, €& necessario a aplicacdo de
metodologias de secagem apropriadas para cada espécie, visando assegurar 0S
teores de substancias ativas (Corréa et al., 2004).

Tradicionalmente, o método escolhido é o da secagem por exposicao
direta ao sol (Doymaz, 2005; Ferreira e Candeias, 2005 Karathanos e Belessiotis,
1997). Este processo revela, contudo, alguns problemas, quer pela permanéncia
excessiva as condi¢cdes meteorologicas oscilantes, quer devido a fauna presente,
nomeadamente insetos, podendo resultar danos significativos ao nivel do produto
final (Ferreira e Candeias, 2005; Sharma et al., 2009).

Com o intuito de minimizar estes efeitos indesejaveis foram surgindo nos
altimos anos algumas alternativas, nomeadamente secadores solares, designados
de sistemas diretos, ou os indiretos que consistem em juntar a cAmara de secagem
um coletor solar. Estes sistemas de secagem, embora sejam uma clara evolucao,
ndo permitem, contudo, a independéncia das condi¢bes meteoroldgicas. Desta
forma a secagem por convecgdo forcada em tunel surge como alternativa,

permitindo um total controlo do processo e das condi¢fes impostas a0 mesmo,
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sem limitagdes das condi¢cGes meteoroldgicas (Ferreira & Candeias, 2005;
Karathanos e Belessiotis, 1997).

A secagem da flor do cardo para a producdo de queijo é feita a sombra,
num local fresco e arejado. A flor é espalhada em tabuleiros, devendo ser mexida
periodicamente. Quando a flor estd seca, mantendo a cor violacea, coloca-se
dentro de sacos de pano que se manterdo pendurados (Rodrigues et al, 2000).

A utilizacdo dos diversos sistemas referidos e principalmente a melhoria
das técnicas de secagem assume uma importancia cada vez maior, ndo sé como
método de conservacdo de alimentos, mas também como forma de obtencédo de

novos produtos de qualidade e exceléncia.

2.3.2. Tratamentos de secagem utilizando a liofilizacao

O conceito da liofilizacdo pensa-se ter surgido nos polos articos para a
conservacao de peixe, utilizando os ventos secos caracteristicos desta zona. Este
processo € muito utilizado em produtos ligados a area da medicina (preservacéao
de sangue e tecidos humanos) e na alimentacdo (Marques, 2008). Assim, a
liofilizacdo comecou a ganhar importancia nos mercados, pois € um processo
vantajoso, devido ao aumento da durabilidade dos alimentos e por manter as
condigdes organalépticas.

A liofilizacdo consiste em congelar o produto de forma rapida, utilizando
temperaturas entre os 40 a 80°C abaixo de zero, depois é colocado numa camara
de vacuo, onde, por acdo da baixa pressdo, ocorre a sublimacéo do gelo, ou seja,
ha a passagem direta do estado sélido ao estado gasoso.

O facto de trabalhar com baixas temperaturas e sob vacuo, € recomendado
para produtos termosensiveis; bioldgicos (fungos enzimas, tecidos, sangue);
farmacéuticos (antibioticos, vacinas, soros); alimentos (sumos, carnes, legumes,

frutas) e produtos quimicos (Pitombo, 1989).
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Apesar do elevado custo do processo, inflacionando assim o do produto
final, a liofilizagdo é amplamente difundida e utilizada por diversas industrias,

nomeadamente a farmacéutica, alimenticias, etc (Marques, 2008).
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2.4.Queijo

A laboragdo do queijo € uma prética que vem desde os tempos mais
remotos. As inlmeras citacdes que se encontram em documentos mais antigos
deixados pelo Homem, em todas as epocas da sua evolucdo histérica,
demonstram com a maior clareza e, sem deixar lugar a qualquer duvida, que o

queijo foi em todos os tempos, um dos alimentos mais apetecidos.

2.4.1.Queijo Serra da Estrela

O queijo “Serra da Estrela” é um produto tradicional da Beira Alta,
produzido em 18 concelhos de quatro distritos: Aguiar da beira, Celorico da
Beira, Fornos de Algodres, Gouveia, Guarda, Manteigas, Seia, Trancoso (distrito
da Guarda), Covilha (distrito de castelo Branco), Arganil, Oliveira do Hospital,
Tabua (distrito de Coimbra), Carregal do Sal, Mangualde, Nelas, Penalva do
Castelo, Tondela e Viseu (distrito de Viseu) (Figura 3) (Rodrigues et al, 2000).

Figura 3: Mapa dos concelhos produtores de queijo "Serra da Estrela"

12



Revisédo Bibliografica

A origem deste queijo remonta ao tempo dos Romanos agquando a sua
ocupacdo na Peninsula Ibérica. Mantendo-se ao longo dos seculos as técnicas de
fabrico, bem como a zona de producdo, que ha muito consagrou a sua tipicidade
e elevada qualidade (Rodrigues et al, 2000).

Foi o primeiro queijo de ovelha a conquistar o titulo de Denominagéo de
Origem Protegida — DOP (Despacho 6/94, de 2 de Janeiro) (Rodrigues et al,
2000).

“O queijo “Serra da Estrela” estd definido legalmente como um queijo de
ovelha curado, de pasta semi-mole, amanteigada, branca ou ligeiramente
amarelada, com poucos ou nenhuns “olhos”, obtidos por dessoramento lento da
coalhada, depois da coagulacdo do leite de ovelha cru e estreme pelo cardo
(Cynara cardunculus L.) (figura 4), de fabrico artesanal e proveniente da regido
demarcada / Area Geografica de Producdo “Serra da Estrela (Dec. Regul. 42/85,
de 05.07 e Desp. 6/94, de 26.01)” (Figura3) (Rodrigues et al, 2000).

No entanto, para este queijo ser reconhecido “Serra da Estrela” tem de

cumprir uma série de exigéncias, nomeadamente:

= a utilizagdo de leite cru de ovelha, que segundo o caderno de
especificacdes tem de ser de racas locais, como Bordaleira Serra da
Estrela e Churra Mondegueira;

= coagulacéo pelo flor do cardo;

= obtencdo do queijo por dessoramento lento da coalhada;

= fabrico artesanal do queijo.

R

Figura 4: Queijo "Serra da Estrela".
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2.5. Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos estdo muito presentes no reino vegetal, podendo
apresentar estruturas simples ou bastante complexas, sdo essenciais no
crescimento e reproducdo das plantas, além de serem responsaveis por
mecanismos de defesa e contribuirem na pigmentagio (Angelo & Jorge, 2006).
Estes compostos sendo antioxidantes, combatem o envelhecimento celular
(radicais livres) (Giada; Mancini-Filho, 2006), previnem doencas cardiacas,
cancro (Simdes et al, 1999), inibem a oxidacdo lipidica e a proliferacdo de
fungos e também intervém em processos responsaveis pela cor, adstringéncia e
aroma em diversos alimentos (Peleg et al, 1998).

Os fenois vegetais sdo numerosos e variados, e estdo representados em
quase todas as classes de metabolitos secundarios (Smith, 1976). Na classificacao
de Waterman e Mole (1994) sdo descritos fendis simples (com um dnico anel
aromatico), metabolitos mais complexos baseados no esqueleto CgCs,
metabolitos com o esqueleto carbdnico CsCs-2Cs, metabolitos com o esqueleto
CeC3Cq, quinonas, benzofenonas e substancias afins, alcaldides, terpenos. Devido
a sua estrutura variavel sdo considerados compostos multifuncionais, pois podem
efetuar uma grande variedade de combinacdes (King e Young, 1999). Este
complexo grupo de moléculas pode ser dividido em néo-flavondides e
flavonoides (figura 5).

Acidos Acidos benzoicos
fendlicos < &
Acidos cinamicos
7~ Nao

Flavondides

Estilbenos

Compostos
Fendlicos Flavondis

Flavonondis e Flavonas

Flavondides Antocianinas <
Catequinas

\ Flavandis Procianidinas
Taninos

condensados Prodelfinidinas

ot

Figura 5: Classificacdo geral dos compostos fendlicos.

(Zamora et al., 2003)
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2.5.1. Compostos nao flavonodides

No grupo dos compostos nao flavondides encontram-se os estilbenos e os
acidos fendlicos (acidos benzoicos e acidos cindmicos)

Os acidos fenodlicos caraterizam-se por terem um anel benzoico, um grupo
carboxilico e um ou mais grupos hidroxilicos e ou metoxilicos na molécula
(Huang et al., 2005) Estes acidos para além de se apresentarem sob forma natural
também podem ligar-se entre si, ou com outros compostos. Assim 0s &cidos
fendlicos sdo divididos em dois grupos. O primeiro é composto pelos &cidos
benzoicos (figura 6, tabela 1), que possuem sete atomos de carbono (Cs-C:) e sdo
0s acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza.

Os é&cidos benzoicos estdo presentes nos alimentos e muitas vezes séo
componentes de uma estrutura complexa, associados a taninos hidrolisaveis, a
acucares ou linhina (Shahidi e Naczk, 2004). Os derivados do acido benzoico sdo
produzidos atraves da hidroxilacdo ou metoxilagdo do acido hidroxibenzoico,
fazendo parte deste grupo os acidos p-hidroxibenzdico, protocatéquinico, géalico,
vanilico, siringico, salicilico e gentisico, sendo o mais abundante o &cido géalico
que se encontra sob a forma de éster de flavandis, e os acidos vanilico, siringico,
e salicilico, que aparecem ligados as paredes celulares. Os acidos
protocatequeénio, gentisico e p-hidroxibenzdico existem em menores quantidades,
podendo encontrar-se sob a forma livre ou combinada (Ribéreau-Gayon et al.,
1972).

Figura 6: Estrutura quimica dos acidos benzdicos.
(Soares , 2002)
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Tabela 1: Estrutura quimica dos acidos benzoicos.

Acidos benzéicos | R1 R2 R3 R4
Acido salicilico OH H H H
Acido gentisico OH H H OH

~ Acidop- H H OH H
hidroxibenzdico
Acido OH H H H
protocatequinico
Acido vanilico H OCH, OH H
Acido galico H OH OH OH
Acido siringico H OCH, OH OCH,

Os acidos cindmicos pertencem ao grupo dos acidos fenolicos (figura 7),
que possuem na sua constituicdo nove atomos de carbono (Cs-Cs), sendo sete os
mais comumente encontrados no reino vegetal.

No grupo do acido cinamico fazem parte o acido p-cumarico, o-cumarico,
m-cumarico, cafeico, feralico, sindpico e clorogénico. Estes &cidos estdo

envolvidos nas rea¢des de oxidacao enzimatica e acastanhamento (tabela 2).

Ra — CH = CH = COOH

Ra

Figura 7: Estrutura quimica dos acidos cindmicos.
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Tabela 2: Estrutura quimica dos acidos cinamicos.

Acidos cinamicos| Ri1 R2 R3 R4
Acido cindmico H H H H
Acido o-cumarico | OH H H H
Acido m-cumarico H OH H H
Acido p-cumdrico H H OH H
Acido caféico H OH OH H
Acido ferdlico H OCH, OH H
Acido sinapico H OCH, OH OCH;

Os é&cidos cindmicos podem originar outros compostos tais como as
cumarinas, atraves da ciclizacdo da cadeia lateral do acido cumarico, como

representa a figura 8.

CH = C(H T COOH

Acido o-cumarico

Cumarina

Figura 8: Estrutura quimica das cumarinas e acido cumarico.
(Soares, 2002)
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Quanto ao grupo dos estilbenos o resveratrol € o composto mais
abundante. Estes sdo compostos por um anel A substituido por dois grupos
hidroxilo em posicdo meta, ligado a uma anel aromético B (figura 9, tabela 3) por
uma cadeia insaturada de dois carbonos, podendo ser chamados por 1,2-
diariletenos. As diferentes combinagdes de grupos hidroxilo e metoxilo como

substituintes do anel B d&o origem aos diferentes compostos dos estilbenos.

—

HO
V7
\\ / B \
— , —RA4
/y N
F A \\> /f — /
/ R2 R3
/

Figura 9: Estrutura bésica dos estilbenos.

-~

( Filip et al., 2003)

Tabela 3: Diferentes compostos de estilbenos de acordo com o grupo de
substituicéo.
(Filip et al., 2003)

Estilbenos R2 R3 R4
Pinisilvina H H H
Resveratrol H H OH
Hidroxiresveratrol OH H OH
Piceatonal H OH OH
Rapontigenina H OH OCH;
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2.5.2. Compostos Flavondides

Os flavondides estdo largamente distribuidos no reino vegetal, no entanto
a concentracdo destes compostos varia consoante diversos fatores de acordo com
a fila, ordem e familia do vegetal, bem como da variacdo das especies.

E importante ressaltar que fatores abidticos naturais como a radiagao solar,
raios UV, periodos de seca ou chuva, nutrientes e esta¢cdes do ano influenciam no
metabolismo e na producdo destes compostos (Catherine e Packer, 2003) e ainda,
fatores artificiais, como poluentes, podem interferir também nesse mecanismo
(Degéspari e Waszczynskyj, 2004).

Geralmente, os flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes
daqueles presentes nas flores, nos galhos, raizes e frutos. O mesmo composto
ainda pode apresentar diferentes concentragdes dependendo do 6rgéo vegetal em
que se encontra (Simdes et al., 2000),

Diversas func¢des séo atribuidas aos flavondides nas plantas. Entre elas,
pode-se citar a protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra
microrganismos patogénicos, acdo antioxidante, acdo alelopéatica e inibicéo
enzimatica (Simdes et al., 2000).

O cardo (Cynara cardunculus L.) segundo Falleh et al, (2008),apresenta
maior quantidade de compostos fendlicos nas sementes e folhas do que nas
flores. No entanto, do total de compostos fenolicos nas flores, 80% sao
flavonoides, enguanto as folhas contém 61% e as sementes 68%.

Quimicamente os flavonoides possuem uma estrutura baseada em 2-fenil-
benzopirano (C¢CsCg) (Harbone, 1973), ou seja, sdo constituidos por dois anéis
aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos formando um anel

heterociclico, denominado anel C (figura 10).
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O
C
/
Figura 10: Estrutura quimica bésica dos flavonoides.
(Fonte: Angelo e Jorge, 2006).

As diferentes classes de flavondides dependem do grau de oxidacdo do
anel pirano central, resultando os flavonois, flavonas, flavanonas, flavanois /
catequinas, isoflavonas e antocianinas (Pietta et al., 1989). A substitui¢do do anel
A e B originam diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides
(figura 11). Estas substituicbes podem incluir oxigenagdo, alquilagao,

glicosilacéo, acilacdo e sulfatacdo (Degaspari e Waszczynskyj, 2004).

Formula Flavonéi substituicées
noides
estrutural 5 6 7 2 4
Flavanona *
o @: Eriodictiol OH H OH OH OH
‘ < Hespe xitina OH H OH OH OMe
’ o/' Naxinesnina OH H oM H OH
Flavanol
(IO)/O Catechina OH H OH OH OH
N O Gallo catechina OH H OH OH OH
Flavona
o Apigerndna OH H OH H OH
Crisina H 2 OH B H
o Letwolna OH H OH OH OH
Flavonol
o Kaméexol OH H OH H OH
o Plixice tina OH H OH OH OH
o Querce tina OH H OH OH OH
Flavononol
EI:/\HQ Taxafolna OH H OH OH OH
oM
I
Isoffavona

Daidazrina H H O i OH

o -
Genis #ina OH H OH H OH
. CGlicieina OH OMe OH H OH

Figura 11: Estrutura quirhica de alguns flavondides de ocorréncia em plantas
(Birtetal., 2001)
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As flavonas e flavondis que aparecem como agliconas ou glicosideos,
possuindo uma dupla ligagdo entre carbono dois e o carbono trés. A diferenca
estrutural entre estes compostos, é que os flavondis possuem um grupo hidroxilo
na posicao trés. Dentro de cada classe destes compostos individuais eles podem
variar no numero e distribuicdo de grupos hidroxilo bem como o seu grau de
alquilagdo ou glicosilacdo (Shahidi e Naczk, 2004). Estes compostos encontram-
se muito frequentemente nas folhas e cascas de plantas/frutos.

As antocianinas sdo importantes pigmentos solUveis na dgua contribuindo
para a cor dos alimentos, assumindo assim importancia na indudstria alimentar.
No entanto, esta caracteristica pode variar consoante as estruturas quimicas,
condigdes fisicas do meio e a presenca/auséncia de copigmentos (Mazza e
Brouillard, 1990).

A maioria das antocianinas aparece como monoglicosideos e diglicosideos
de pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina como
se apresenta na figura 9.

R41=0OH Ro=H 3-G-Cianidina

R41=0OH Ro=0OH 3-G-Delfinidina
R4=0CH3z  Rp=H 3-G-Peonidina
R1=OH Ro=0CHgz 3-G-Petunidina

R41=0CHg Ro=0CHg 3-G-Malvidina

Figura 12: Estrutura da antocianinas monoglucosiladas (G-glucose).
(Mazza e Brolillard, 1990).

Na natureza encontram-se mais de 300 antocianinas, devido a diversidade
de glicosilagbes. No entanto, o aglicar mais encontrado € a glucose, seguido da
ramnose, galactose e arabinose. Por vezes 0s agucares sao acilados por &cidos,
como o acético, cumarico, feralico ou o caféico (Bakker e Timberlake, 1985)

Os flavondis sdo compostos orto-difendlicos e engloba as catequinas e 0s
taninos condensados, nomeadamente as procianidinas ou orto-difendis e as

prodelfinidinas. As procianidinas e as prodelfinidinas constituem o0s
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proantocianidinas, que sdo compostos que libertam antocianinas, quando
aquecidas em meio fortemente &cido e alcodlico, mediante a rutura das ligacdes
entre as unidades monoméricas (Silva et al., 2003). A unidade fundamental das
proantocianidinas sdo as moléculas de flavan-3-ois e em alguns casos unidades
de flavan-3,4-diol, podendo ser classificadas por dimeros, trimeros, oligdmeros
ou polimeros, dependendo do numero de unidades de flavonoides. Estes
compostos encontram-se em elevadas quantidades nos alimentos, nomeadamente
nos frutos, conferindo-lhes caracteristicas sensoriais, como a adstringéncia
provocada pela precipitacdo das proteinas na presenca dos taninos (Degéspari e
Waszczynskyj, 2004).

O consumo de alimentos ricos em flavondides é importante, porque 0s
humanos nédo os sintetizam, sendo importante a sua ingestdo (Peterson e Dwyer,
1998; Birt, et al., 2001). No entanto, a confecdo dos alimentos para consumo
pode, resultar em perdas destes compostos, em maior ou menor grau, variando de
acordo com o tipo de alimento e o tipo de preparacdo empregada. Todavia, 0s
flavonoides sdo compostos relativamente estaveis, pois resistem a oxidacdo, altas

temperaturas e moderadas variacOes de acidez (Peterson e Dwyer, 1998).
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2.6. Atividade antioxidante

Atualmente existe um grande interesse em estudar 0s compostos
antioxidantes, uma vez que sdo substancias que em pequenas quantidades podem
prevenir e tratar doencas causadas por radicais livres (Falleh et al, 2008) Os
radicais livres de oxigénio ou mais genericamente espécies reativas de oxigénio
sdo produtos do metabolismo normal das células que estdo associados a
processos como producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacdo intracelular e sintese de substancias bioldgicas importantes.
No entanto, quando em excesso tem efeitos prejudiciais, tais como a peroxidagédo
dos lipidos de membrana e ataque as proteinas dos tecidos e das membranas, as
enzimas, hidratos de carbono e DNA (Hussain et al., 1987).

Os radicais livres do oxigénio, com os seus eletrdes livres, podem atacar e
danificar, praticamente, qualquer molécula encontrada no organismo. Sao téo
ativos gque, uma vez formados, ligam-se a diferentes compostos em fracbes de
segundo. Ao fazé-lo, podem entregar o seu eletrdo livre ou capturar um eletrdo de
outra molécula, a fim de formar um par. De uma forma ou de outra, os radicais
acabam por ficar estaveis, mas a molécula atacada, transforma-se num radical.
Isso inicia uma reacdo em cadeia que pode agir destrutivamente um tecido
(Youngson, 1995).

As espécies reativas do oxigénio sdo: superoxido (O:); radical hidroxilo
(OH-); oxido nitrico (NO); perdxido de hidrogénio (H:0:); radical lipidico (L-);
entre outros. Estes compostos assumem uma grande importancia nos processos
bioldgicos de producdo de energia e fagocitose (Borek, 1997). Entre as espécies,
o radical hidroxilo é mais reativo na inducdo de lesdes nas moléculas celulares.
Além disso, o perdxido de hidrogénio, apesar de ndo ser considerado um radical
livre, é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos a molécula de
DNA (Anderson, 2000).

Dessa forma, os radicais livres encontram-se relacionados com varias

patologias tais como: artrite, choque hemorragico, doencas cardiacas, cataratas,
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disfungdes cognitivas, envelhecimento e cancro, podendo ser a causa ou o fator
agravante do quadro geral (Halliwell et al., 1995).

Atividade antioxidante depende de muitos fatores tais como a composicao
lipidica, concentracdo de antioxidantes, temperatura, pressdo de oxigénio e na
presenga de muitos outros antioxidantes e componentes de alimentos comuns,
por ex. Proteinas e agua.

Os antioxidantes comecaram a ser utilizados na Segunda Guerra Mundial
para preservar os alimentos, sendo apenas utilizados antioxidantes naturais
(Pokorny et al., 2001). Nos dias de hoje, devido & elevada importancia dada a
este grupo de compostos, ja existem antioxidantes artificiais, embora sejam mais

aconselhados o uso destes sob a forma natural.
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2.7. Bioacessibilidade

Alguns alimentos recebem a denominagao de “alimentos funcionais”, pois
sdo fonte de compostos bioativos, tais como compostos fendlicos, péptidos,
vitaminas, antioxidantes e minerais. Estes compostos sdo essencias para o
organismo humano, além de promoverem beneficios para a salde (Bouayed,
2010; Bouayed e Bohn, 2010). Assim, tém sido realizados muitos estudos, de
forma a identificar alimentos que contenham compostos fendlicos. No entanto, o
contetdo total de um nutriente presente hum alimento ndo revela exatamente o
valor nutricional deste, pois deve-se ter em conta, que nem toda a quantidade do
nutriente presente no alimento é libertado durante a digestdo humana para ser
absorvido pelo organismo. A quantidade disponivel na corrente sanguinea
depende da bioacessibilidade e da biodisponibilidade de cada composto. A
bioacessibilidade refere-se a parte do nutriente que € libertado do alimento no
trato gastrointestinal, tornando-se disponivel na absorcdo intestinal de forma a
entrar na corrente sanguinea. A biodisponibilidade refere-se a fracdo de um
nutrientes presente num alimento, que é disponibilizado para funcdes fisiologica,
ou seja s6 um fracdo do nutriente é utilizado pelo organismo.

Nos seres humanos, o processo digestivo é iniciado na boca, onde ocorre a
degradacéo inicial, de polissacarideos e triglicéridos durante a mastigacéo, sob o
efeito de a-amilase salivar e lipase lingual (Hinsberger e Sandhu, 2004; Pedersen
et al., 2002). Subsequentemente, o bolo alimentar prossegue para 0 sistema
gastrointestinal, onde vai ocorrer a digestdo. Nesta fase, as enzimas digestivas do
estdmago e do intestino delgado, através das secrecdes do figado (sistema biliar),
pancreas, e mais tarde a fermentacdo bacteriana no colon intestinal, em conjunto
desempenham um papel fundamental na libertacdo de nutrientes e ndo-nutrientes
(Biehler e Bohn, 2010; Hinsberger e Sandhu, 2004; Pedersen et al, 2002; Saura-
Calixto et al., 2007), para que os nutrientes sejam absorvidos pelo intestino e
posteriormente libertados na corrente sanguinea.

Durante a digestdo gastrointestinal, os polifendis podem interagir com

qualquer outra componente alimentar (por exemplo, a quelacdo de ides),
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ocorrendo a degradacao destes (Argyri, et al., 2006; Cilla et al, 2009; McDougall
et al., 2005; Saura-Calixto et al., 2007). Estas mudancas estruturais podem afetar
tanto a sua absor¢do como a bioactividade (Argyri et al, 2006, EI Hajji et al.,
2006; Lee et al., 2003).
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Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar o efeito da
secagem na composi¢do em compostos fenolicos e na atividade antioxidante da
flor de cardo (C. cardunculus L.).

Para atingir este proposito foram definidos os seguintes objetivos especificos:

= Submeter a flor de cardo a diferentes processos de secagem: liofilizagéo, e
secagem em estufa por conveccao as temperaturas de 40°C, 50°C e 60°C.

= Obter extratos ricos em compostos fenolicos antioxidantes.

= Quantificar o teor em compostos fendlicos totais, flavondides e orto-
difendis nos diferentes extratos.

= Determinar a atividade antioxidante através dos métodos ABTS e DPPH,

= Avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos ao longo do trato
digestivo.
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Parte Pratica

4.1.Metodologia experimental

4.1.1. Amostras

As amostras de flor de cardo usadas neste estudo eram da espécie Cynara
cardunculus L. colhido na zona centro, mais propriamente em Oliveira do
Hospital, na ANCOSE (Associagdo Nacional de Criadores de Ovinos da Serra da
Estrela) na época da florescéncia, em Junho. Por forma a manter as
caracteristicas da flor procedeu-se a sua congelacdo, até se efetuar a secagem
deste.

4.1.2. Processamento

As flores de cardo foram secadas a diferentes temperaturas (40°C, 50°C e
60°C) numa estufa com ventilagdo forcada regulada para a temperatura
pretendida. A estufa usada foi uma WTB Binder, com uma velocidade de ar de
0,5 m/s. A cada 15 minutos, foi retirada uma amostra de forma a controlar a
percentagem de humidade. A humidade foi determinada numa balanca de
Halogénio, Halogen Moiture Analiser HG 53 da Mettler Toledo. Cada processo
de secagem ficou concluido quando se atingiu 1 % de humidade. Dos processos
resultaram 3 amostras, CS40, CS50 e CS60, para o cardo secado a 40, 50 e 60°C,
respetivamente. Paralelamente, a flor do cardo foi liofilizado num liofilizador
TDF 5505 da Uniequip, apos ter sido congelada a uma temperatura de — 18°C. O
processo de liofilizacdo decorreu durante 24 horas, e as condi¢cbes operatorias
foram temperaturas entre — 52°C e — 49°C e pressdo de 0,7 Pa. A amostra

liofilizada foi designada CL.
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4.1.3.Extracao dos compostos fendlicos

A extracdo dos compostos fendlicos do cardo foi realizada por adaptacéo
do procedimento descrito por Ferreira et al. (2002). A 5g de cada uma das
amostras (CL, CS40, CS50 e CS60) adicionaram-se 100ml de uma solucdo
metanol: acido acético (98:2) (figura 13). A extracdo foi mantida durante 1 hora
sob agitacdo. Passado este tempo, a fracdo liquida (EM1) foi recolhida por
filtracdo. Ao residuo solido juntaram-se, novamente, 100 ml de metanol, sob
agitacdo durante o0 mesmo periodo de tempo. Passado este tempo, foi recolhido o
2° extrato de metanol (EMZ2). Este processo foi novamente repetido, usando uma
solucédo de acetona (60% v/v) em vez de metanol:acido acético, dando origem a
dois extratos de acetona (EA1 e EA2).

Figura 13: Processo de extracao

4.1.4. Determinacao dos compostos Fendlicos

4.1.4.1. Método de Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado para a determinacdo de

compostos fendlicos.de acordo com o descrito por Gongalves et al. (2012):

. Para um tubo, mediu-se 0,125 ml de extrato. Adicionou-se 0,75ml de agua
destilada e 0,125 ml de reagente de Folin-Ciocalteu deixando reagir durante 6
minutos. Juntou-se 2ml de solu¢édo de carbonato de sodio a 5% (m/v). Esperou-se

60 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. Efetuaram-se as leituras
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das absorvancias a 760 nm (realizou-se autozero no espectrofotémetro com agua
destilada).

As concentracfes dos compostos fenodlicos nos extratos foram obtidas
através da reta padrédo efetuada com concentracgdes de acido galico entre 0-0,5 g/l.

Os resultados foram expressos em mg de acido galico por grama de cardo.

4.1.4.2. Determinacgdo do Teor em Orto-difendis

O método utilizado foi o da reacdo com molibdato, descrito por Mateos et
al (2001).

O principio do método baseia-se na complexacdo dos orto-difenois com os
ibes molibdato. Desta complexacdo resulta uma alteracdo colorimétrica
originando uma coloracdo alaranjada que tem absorcdo méaxima a um
comprimento de onda de 370nm.

Para a determinacdo das absorvancias, adicionou-se num tubo de ensaio
4ml de extrato e 1ml de solucdo a 5% (m/v) de molibdato de sodio preparada em
50% (v/v) etanol. Esperou-se 10 a 15 minutos ap6s homogeneizacdo, de modo a
que a reacdo ocorresse. Procedeu-se a leitura das absorvancias a 370nm, em
cuvetes de 1cm de percurso otico.

As concentracdes do teor em orto-difendis foram obtidas através da reta
padrdo efetuada com concentracdes de acido galico entre 0 e 300 mg/L. Os

resultados foram expressos em mg de acido galico por grama de cardo.

4.1.4.3. Determinacao do teor em Flavonodides

Na determinacdo do teor em flavondides o método utilizado foi uma
adaptacdo do método descrito por Meda et al. (2005). Neste método utilizaram-se
2 mL de extrato misturados com 2 mL de solucdo metandlica de cloreto de

aluminio a 2%, as amostras foram preservadas no escuro durante.10 minutos. Em
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seguida procedeu-se a leitura das absorvancias no espetrofotometro a 330 nm, em
cuvetes de quartzo.

O total de flavondides presente em cada amostra, foi determinado através
da reta padréo efetuada com concentra¢des da solugéo de quercina entre 0,02 e
0,20. Os resultados foram expressos por mg de equivalentes de quercitina (EQ)

por grama de amostra.

4.1.5. Determinacao da atividade antioxidante

As metodologias implementadas para a determinacdo da atividade
antioxidante total sdo os métodos: DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) e
ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbensothiazoline)-6-sulfonic acid).

4.1.5.1.Método DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH realizou-
se através da adaptacdo do método descrito por Brand-Wiliams et al. (1995),

tendo-se realizado os seguintes passos:

= Preparacdo da solucdo DPPH (6x10°): Num baldo de 50ml

preparou-se uma solucdo metandlica contendo 1,25mg de DPPH.
Efetuou-se a leitura desta solucdo a 515nm (autozero com metanol),
cuja sua absorvancia foi de 0,700.

»  Num tubo juntou-se 2,0ml de solucéo de DPPH e 0,1 ml de amostra
e agitou-se. Guardou-se no escuro e, deixou-se reagir durante

30min. Efetuou-se a leitura da absorvancia a 515nm.

Para obter as concentracfes foi elaborada uma reta padrdo com
concentracg6es de trolox entre 0,08 e 0.4 mmol. Os resultados foram expressos em

mg equivalentes de trolox por g.de amostra de cardo.
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4.1.5.2.Método ABTS

A determinacgdo da atividade pelo método do ABTS foi feita através da

adaptacdo do método descrito por Re et al. (1999), tendo-se realizado o0s

seguintes passos:

Preparacdo da solucdo de ABTS: preparou-se uma solucdo de ABTS de

concentracdo 7mmol numa solucédo de persulfato de potéssio (0,66g/L).
Antes de usar, manteve-se no escuro durante 16h. Decorrido esse tempo,
dilui-se esta solucdo em etanol na propor¢cdo de 1:80. No
espetrofotometro, realizou-se o autozero a 734nm com etanol. Efetuou-se
a leitura desta solucgéo, cuja absorvancia foi de 0,700.

Num tubo tampado, juntou-se 2,5ml de solucdo de ABTS e 0,1 ml de
amostra (ou solucdo controlo) e agitou-se. Deixou-se reagir, N0 escuro,

durante 15min. Efetuou-se as leituras das absorvancias a 734nm.

Para obter as concentracdes foi feita uma reta padrdo com concentracdes

de trolox entre 0,08 e 0.4mmol. Os resultados foram expressos em mg

equivalentes de trolox por cada grama de amostra de cardo.

4.1.6. Simulacao in vitro das condicoes do trato digestivo

O método para a simulacdo in-vitro das diferentes etapas do sistema

digestivo foi baseada no modelo proposto por MCDougal et al (2005). Para a

simulacdo das diferentes fases do trato digestivo foi necessario preparar as

seguintes solucdes:

Cloreto de sodio a 1% (m/v);

Solugdo salina de a-amilase a 1% (m/v);
Solucéo salina de pepsina 1% (m/v);
Solucéo salina de pancreatina a 0,3% (m/v);

Sais biliares a 1% (m/v).
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O pH da solucdo de a amilase foi previamente ajustado a pH 6,5; pepsina
a pH 2 e de pancreatina mais sais biliares a pH 7.

Solucdo in vitro do processo digestivo:

= Boca: Num tubo adicionou-se 1ml da amostra, mais 1ml de solugido o
amilase e deixou-se reagir durante 2 minutos a 37°C.

= Estdmago: A 1ml da solucdo anterior adicionou-se 1ml da solucdo de
pepsina e deixou-se reagir durante 2 horas a 37°C

» Intestino: A 1ml da solucdo anterior adicionou-se 1 ml da solugédo de

pancreatina e sais biliares e deixou-se reagir durante 2 horas a 37°C.

No final de cada etapa foi avaliado o teor de compostos fendlicos.
Paralelamente, em cada etapa, foram realizados ensaios controlo, com as mesmas

condicdes simuladas, mas sem amostra.
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Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

5.1. Otimizacao do processo de extracao

No sentido de otimizar o processo de extragéo, efetuaram-se trés extracoes
sucessivas com cada um dos solventes, obtendo-se trés extratos de metanol
(EM1, EM2, EM3) e trés extratos de acetona/agua (EA1, EA2, EA3.).

Os resultados obtidos, descritos na tabela 4, mostraram que o terceiro
extrato de metanol representava cerca de 10% do total de compostos extraidos
com este solvente. De forma semelhante, a quantidade de compostos recolhidos
no 3° extrato de acetona representava 8% do total extraido pelo mesmo. Assim,
optou-se por realizar apenas duas extracdes com cada um dos solventes, de forma
a otimizar o tempo de trabalho e gasto de reagentes. Os diferentes extratos de
metanol e de acetona foram misturados dando origem ao extrato de metanol
(EM) e ao extrato de acetona (EA) (tabela 4).

Tabela 4: Percentagem de compostos presentes em cada extracao.

EM1

EM2

EM3

EAl

EA2

EA3

% de extracéo

57

33

10

70

21
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5.2.Composicao Fenolica

A figura 14 mostra a composicdo em compostos fendlicos, expressos em
equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg EAG/g), obtida para o
cardo liofilizado (CL) e secado a 40°C (CS40), 50°C (CS50) e 60°C (CS60). Os
valores descritos resultam da soma dos compostos fendlicos extraidos com as

solucdes de metanol e de acetona.
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Figura 14: Concentracdo dos compostos fendlicos nas diferentes amostras
de cardo.

Legenda: CL- cardo liofilizado, CS40- cardo secado a 40°C, CS50 — cardo
secado a 50°C, CS60 — cardo secado a 60°C.

Pela observacdo da figura 14 verificou-se que o cardo liofilizado (CL)
apresentava 18,5 mg em equivalentes de acido galico (EAG) por grama de cardo.
A amostra CS40 apresentou uma quantidade de compostos fendlico muito
semelhante a amostra secada a 50°C (CS50), com 12,7 e 13,0 mg (EAG) por
grama de amostra, respetivamente. A amostra com menor quantidade de
compostos fendlicos era a CS60 com 10,2 mg (EAG) por g de amostra.

A quantidade de compostos fendlicos extraidos com os diferentes

solventes (Metanol e acetona) foi, em geral, semelhante entre si. No caso da
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amostra CL, 69 % foram obtidos no extrato de metanol. No entanto, nas amostras
secadas ocorreu uma ligeira tendéncia para uma maior extracdo com acetona,
variando entre 50 e 58 % do total extraido.

Estes resultados podem estar relacionados com o facto do processo de
liofilizacdo se realizar a baixas temperaturas, ndo havendo a degradacdo dos
compostos, enquanto nos processos de secagem, quanto maior a temperatura
menor a quantidade de compostos fendlicos.

Comparando os valores obtidos com o valor descrito por outro estudo
(Falleh et al., 2008) realizado com cardo da espécie C. Cardunculus L. cultivado
na Tunisia, verificou-se uma diferenca significativa, pois o valor descrito foi de
6,96 mg EAG /g, um valor inferior aos obtidos neste trabalho (figura 14). Esta
diferenca pode dever-se ao processo de secagem usado, pois o valor descrito
provem de uma secagem artesanal, exposicdo direta ao sol, enquanto neste
trabalho a secagem foi por secador convectivo/liofilizacdo. Pode ainda dever-se,
ao processo de extracdo usado, pois no estudo descrito por Falleh et al, (2008) foi
efetuada uma extracdo com metanol durante 30min em agitacdo. Outro fator é a
origem do cardo, pois estamos a comparar resultados provenientes de flor de

cardo da Tunisia com a de Portugal.
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5.3. Composicao em Flavonodides

A figura 15 representa a composicdo de flavondides nos extratos de
metanol (EM) e de acetona (EA) das amostras, CL, CS40, CS50, CS60, expressa
em mg equivalentes de quercitina (EQ) por g de amostra.
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EEM ®EA

Flavonéides
(mg EQ/g de amostra)
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Amostra

Figura 15: Concentracdo de flavonoides em cada extrato das diferentes
amostras de cardo.

Legenda: CL- cardo liofilizado, CS40- cardo secado a 40°C, CS50 — cardo

secado a 50°C, CS60 — cardo secado a 60°C, EM — extrato de metanol, EA —
extrato de acetona.

O cardo liofilizado, conforme representado na figura 15, apresentou, em
média, no extrato de metanol (23,40 mg EQ/g amostra) uma quantidade de
compostos flavondides 20% menor do que no extrato de acetona (29,08 mg EQ
por cada grama de amostra). Na amostra secada a 40°C o extrato de metanol
representa 37% (16,09 mg EQ/g de amostra) do total de flavonoides, enquanto
gue com o solvente de acetona retirou-se 27,28 mg em equivalentes de quercitina
por grama de cardo. Os extratos de metanol e acetona referentes as amostras

secadas a 50°C e 60°C obtiveram percentagens de extracdo muito semelhantes.
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Nos estratos de metanol das amostras CS50 e CS60, obtiveram-se 25,56 e 26,21
mg EQ/g de amostra, respetivamente. No extrato de acetona, o teor de
flavonoides foi de 26,28 mg em equivalentes de quercitina por g de amostra
(CS50) e 27,97 mg EQ/g de cardo secado a 60°C (CS60). Os resultados obtidos
permitiram inferir que a amostra CS60 continha uma percentagem relativa de
compostos flavonoides superior as restantes.

Apesar das diferentes condicfes de extracdo usadas, bem como o
comprimento de onda utilizado para as leituras de absorvancias, comparando os
resultados obtidos com o estudo realizado por Zheleva-Dimitrova et al (2011), a
quantidade de flavonoides quantificados neste trabalho foi semelhante aos
valores descritos para 8 géneros da familia cynara, em que o teor de compostos

flavonoides variou entre 1,86 a 3,31 g de quercitina por 100g de amostra.
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5.4. Composicao em orto-difendis

Os resultados para a determinacdo de orto-difendis, nos extratos de
metanol e acetona para cada amostra (CL, CS40, CS50, CS60), foram expressos
em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por grama de amostra como

mostra a figura 16.

EEM BEEA

Orto-difendis
(mg em EAG/ g de amostra)

CL CS40 CS50 CS60
Amostras

Figura 16: Concentracdo de orto-difenois em cada solvente, relativa a cada
amostra,

Legenda: CL- cardo liofilizado, CS40- cardo secado a 40°C, CS50 — cardo
secado a 50°C, CS60 — cardo secado a 60°C, EM — extrato de metanol, EA —

extrato de acetona

O teor de orto-difenois mais elevado foi na amostra CL com 4,2 mg em
EAG/g de cardo. Sendo a amostra secada a 40°C a que apresentou menor
quantidade de orto-difendis, 1,7 mg EAG por grama de amostra. As amostras
CS50 E CS60, obtiveram respetivamente 2,7 e 3,5 mg equivalentes de &cido
galico por grama de amostra.

Os resultados mostraram que 0s compostos orto-difendlicos foram
preferencialmente extraidos pela acetona. No caso das amostras CL e CS50, a
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quantidade de compostos extraidos com acetona representava cerca de 80% do
total, enquanto nas amostras CS40 e CSO representavam cerca de 60%.

A amostra que detentora do maior teor orto-difendlico, foi a de cardo
liofilizado (CL), seguido da amostra secada a 60°C (CS60), depois a amostra
secada a 50°C (CS50), e com menor quantidade o cardo secada a temperatura
mais baixa (CS40).
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5.5. Atividade antioxidante

5.5.1. ABTS

A figura 17 representa a atividade antioxidante, expressa em mmol em
equivalentes de trolox (ET) por grama de amostra, utilizando o método ABTS, na
amostra de cardo liofilizado (CL) e secado a 40°C (CS40), 50°C (CS50) e 60°C

(CS60). Os valores apresentados resultam da soma da atividade antioxidante

presentes nos extratos de metanol e de acetona.

Atividade Antioxidante
(mmol de ET/g de amostra)

CL CS40 CS50 CS60
Amostras

Figura 17: Atividade antioxidante das diferentes amostras de cardo,
utilizando o método ABTS.
Legenda: CL- cardo liofilizado, CS40- cardo secado a 40°C, CS50 — cardo
secado a 50°C, CS60 — cardo secado a 60°C.

De acordo com a figura 17 a atividade antioxidante mais elevada foi a
amostra de cardo liofilizado com 6,7 mmol em equivalentes de trolox por grama
de cardo, sendo que 78% se deveu a contribuicdo do extrato de acetona. O poder
antioxidante da amostra secada a 50°Cquando comparado com a amostra de

cardo liofilizada, apresentou uma atividade muito semelhante, cerca de 7% mais
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baixa. Neste caso a contribuicdo relativa de cada extrato para a atividade
antioxidante total foi semelhante a da amostra CL. A amostra de cardo CS40 e
CS60 apresentavam uma atividade antioxidante de 5,5 e de 4,2 mmol em
equivalentes de trolox (ET) por grama de amostra, respetivamente.

Quanto a amostra CS60 o extrato de metanol contribuiu com 38% da atividade
antioxidante, verificando-se condi¢bes semelhantes nas amostras CL e CS50
(22% e 57%). Pelo contrério, na amostra CS40 o extrato de metanol foi
responsavel por 57% da atividade antioxidante.

De acordo com Gouveia e Castilho (2012) a atividade antioxidante
determinada através do método ABTS do cardo da Madeira foi de 4,19 mmol de
trolox por grama de amostra. Sendo assim os valores obtidos encontram-se
ligeiramente acima do valor descrito. No entanto, esta diferenca de resultados
pode estar relacionada com a origem do cardo, ou com 0 processo de secagem,
pois no caso do cardo da Madeira, foi realizada uma secagem natural a

temperatura ambiente (£20°C).
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5.5.2. DPPH

Na figura 18 encontra-se representada a atividade antioxidante relativa a
cada amostra (CL; CS40; CS50, CS60), expresso em mmol em equivalentes de
trolox (ET) por g de amostra utilizando como meétodo analitico o DPPH. Os
valores apresentados resultam da soma da atividade antioxidante presentes nos

extratos de metanol e de acetona.

40

30

20

Atividade antioxidante
(mmol EQ/g de amostra)

10

CL CS40 CS50 CS60

Amostras

Figura 18: Atividade antioxidante das diferentes amostras de cardo,
utilizando o método DPPH.

Legenda: CL- cardo liofilizado, CS40- cardo secado a 40°C, CS50 — cardo
secado a 50°C, CS60 — cardo secado a 60°C.

Pela observacdo da figura 18, é possivel verificar que a atividade
antioxidante determinada pelo método DPPH foi muito semelhante nas amostras
CL, CS40, CS50, as quais apresentaram, respetivamente, valores de 32,8; 33,1;
30,9 mmol ET/g de amostra. A amostra de cardo secado a 60°C foi a que
apresentou menor atividade antioxidante, menos 71% em comparagdo com 0
poder antioxidante da amostra de cardo liofilizada. Este menor valor estad de

acordo com a menor quantidade de compostos fendlicos totais presentes nesta
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amostra. Diversos autores (Katalinic et al., 2004; Lachman et al., 2007)
descreveram uma correlacdo positive entre o teor em compostos fendlicos e a
atividade antioxidante.

Quanto as extracOes efetuadas as diferencas entre cada um dos solventes
sdo minimas em média a acetona extraiu, 52% na CL, 49% na CS40, 48% na
CS50 e 61% na CS60.

De acordo com o estudo efetuado por Gouveia e Carvalho (2012) a
atividade antioxidante do cardo da madeira foi de 1,768 mmol equivalentes de
trolox por grama de amostra. Quando comparado com o valor obtido verifica-se
que o valor descrito € inferior. Esta diferenca de resultados pode ter estado
relacionada com a origem do cardo (Portugal Continental/Madeira) o processo de
secagem (secagem artificial/secagem natural), o procedimento para a
determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH néo ter sido igual,
etc.

Comparando com os resultados obtidos pelo método ABTS, verificou-se
uma menor contribuicdo relativa aos compostos presentes no extrato de acetona
para a atividade antioxidante total quando determinada pelo método do DPPH.

Contudo ao comparar os compostos fendlicos extraida pelo extrato de
metanol nas amostras CL, CS40, CS50, CS60 com percentagens de 69%, 50%,
47% e 42%, respetivamente, & contribuicdo do mesmo extrato no método DPPH
com 48% no CL, 31% no CS40, 52% no CS50 e 39% CS60, verificaram-se
resultados muito semelhantes. Enquanto no método ABTS esta proporcdo ndo se
aferiu, sendo o extrato de acetona responsavel pela maior atividade antioxidante.
Este fato, pode estar relacionado com o método ABTS apresentar maior
solubilidade em solventes aquosos, pois o solvente de acetona contém 40% de

agua.
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5.6. Avaliacao da Bioacessibilidade

5.6.1. Composicao Fendlica

A alteracdo da composicdo fenodlica relativa ao extrato de metanol ao
longo de condigdes in vitro simulantes do trato intestinal expressa em
percentagem, para cada uma das amostras de cardo, encontra-se representada na

figura 19.
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Figura 19: Composicéo fendlica nos extratos de metanol ao longo do trato
digestivo.

Legenda: CL- cardo liofilizado, CS40- cardo secado a 40°C, CS50 — cardo
secado a 50°C, CS60 — cardo secado a 60°C.

Pela observacdo da figura 19, verificou-se que a quantidade de compostos
fenolicos nos extratos de metanol relativos a amostra de cardo liofilizado (CL),
diminui ao longo do trato intestinal, comecando na boca, local onde sofreu um
decréscimo de 16%. Segue-se o estdmago com um declinio de 42% e finalmente
apos as condi¢bes simulantes do intestino, a quantidade de compostos

permaneceu inalterada. Quanto a amostra de cardo secado a 40°C (CS40) apos a
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boca, ocorreu uma diminuicdo dos compostos de 6%, na etapa referente as
condicdes simulantes do estdbmago os compostos fendlicos ficaram reduzidos a
52%, enquanto no intestino a percentagem disponivel para ser absorvida foi de
37%. Na amostra CS50, na boca a quantidade de compostos fendlicos aumentou
ligeiramente (9%), no entanto a degradacdo apds a digestdo no estdmago
verificou-se um decréscimo para 54% do valor inicial. No final do trato
digestivo, a quantidade de compostos fendlicos quantificada representava 15%
do inicial. Quanto ao estrato de metanol secado a 60°C a degradacdo dos
compostos foi mais ligeira ao longo das diversas fases do trato digestivo. Na
boca a reducdo foi apenas de 8%, seguido do estdmago com uma diminuicdo de
24%, apds as condi¢des simulantes as do intestino delgado, restou apenas 51%
dos compostos contidos no inicio.

A figura 20 representa a quantidade de compostos fendlicos expressa em
percentagem para cada amostra (CL, CS40, CS50, CS60) ao longo do trato
intestinal.
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Figura 20: Composicéo fendlica nos extratos de acetona ao longo do trato
digestivo.

Legenda: CL- cardo liofilizado, CS40- cardo secado a 40°C, CS50 — cardo
secado a 50°C, CS60 — cardo secado a 60°C.
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Ao analisar figura 20 depreende-se que a amostra de cardo liofilizado
(CL) comeca por degradar-se ap6s as condi¢fes simulantes as da boca ocorrendo
uma perda de 8% do teor em compostos fendlicos, seguido do estbmago com
uma perda de 24%, ficando ainda mais reduzido o teor em compostos apos as
condigdes simulantes as do intestino, restando apenas 58% da concentracdo
inicial. Na amostra de CS40 apds a digestdo na boca, a percentagem de
compostos foi de 95%; no estdmago deu-se uma reducado significativa, libertando
para o intestino 48%. Seguido de mais uma reducdo no teor total de fendis, nas
condicdes simulantes as do intestino delgado, para 39%. Relativamente a amostra
secada a 50°C, apds ter sido submetida as condic¢des simulantes da boca, ocorreu
um aumento de 9% no teor em compostos, enquanto no estbmago deu-se uma
diminuicdo dos compostos de 20%. ApoOs a amostra ter sido submetida as
condigdes simulantes do intestino delgado, a quantidade de compostos fendélicos
disponivel para absorcéo representava 85% do inicial. No extrato secado a 60°C
houve um aumento de 7% ap0s as condicdes simulantes as da boca, seguido de
uma diminuicdo de 6% no estdmago, e um aumento de 19% ap0s a passagem por
condigdes simulantes as do intestino delgado.

De acordo com um estudo realizado por Cilla et al., (2009), apos a
ingestdo de sumos de fruta o processo digestivo diminui cerca de 47% o teor
inicial de compostos fenolicos. Outro estudo realizado por Tagliazucchi et al,.
(2010) demonstrou que as uvas apos a digestdo intestinal, perderam cerca de 38%
do total de compostos fenolicos. Segundo a investigacdo realizada por Bouayed
et al., (2011) em variedades de maca, os compostos fenolicos apos a digestdo no
estdmago reduzem cerca de 35%, sendo que nos extratos de acetona estudados se
verificou uma reducdo entre 15% e 61%. Nesta fase do processo digestivo 0s
valores obtidos estdo coincidentes com os valores descritos por Cilla et al.,
(2009); Tagliazucchi et al,. (2010) e Bouayed et al., (2011). No intestino o valor
de compostos fendlicos pode aumentar mais de 10%, quando compara com 0
valor obtido apds a digestdo no estbmago, conforme o descrito no estudo
realizado por Bouayed et al., (2011). Este fato verificou-se no extrato de acetona

relativo a amostra de cardo secado a 60°C, apresentando um aumento de 13%.
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O aumento de compostos fendlicos apds a digestdo no intestino delgado,
pode estar relacionado com a duracdo desta etapa, cerca de 2h, ou o efeito das
enzimas (lipase, pancreatina ou amilase e atividade das proteases) na matriz
alimentar, facilitando a libertagdo dos compostos fendlicos ligados a matriz.

Apesar de matrizes alimentares diferentes (Cilla et al., 2009; Tagliazucchi
et al., 2010 e Bouayed et al., 2011), a percentagem final de compostos fendlicos
disponibilizada para a potencial absorgéo intestinal foi semelhante ao obtido para

0s extratos do cardo.
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Conclusoes

A flor de cardo liofilizado apresentava 18,5 mg EAG/g de
compostos fendlicos totais. A secagem em estufa originou uma diminuicdo dessa
guantidade com o aumento da temperatura de secagem, em especial para 60°C.
Em geral, a quantidade de compostos fenolicos extraidos com metanol foi
semelhante a extraida com acetona.

A quantidade de compostos flavonoides presentes nas flores do cardo foi
semelhante independentemente das condi¢Ges de secagem do cardo.

O teor de orto-difendis presentes na flor de cardo liofilizado era 4,2 mg
EAG/g.de amostra. As amostras de cardo secadas apresentaram valores mais
baixos entre 1,7 e 3,5 mg EAG/g de amostra destes compostos. Os compostos
orto-difendlicos foram preferencialmente (60-80%) extraidos com acetona.

Os valores de atividade antioxidante das amostras foram ligeiramente
diferentes de acordo com o método utilizado. Apesar destas diferencas, o cardo
liofilizado foi o que apresentou maior atividade antioxidante, enquanto que a
amostra secada a 60°C apresentou o valor mais baixo.

Apos a passagem por um modelo in vitro simulante do trato digestivo,
15% a 61% dos compostos fendlicos presentes no extrato de acetona
mantiveram-se disponiveis para serem absorvidos pelo intestino. Os compostos
fenolicos presentes no extrato de acetona mostraram-se mais resistentes as
condigdes do trato digestivo, quando comparados com o0s do extrato de metanol.

A flor do cardo é constituida por compostos fenolicos que preservaram a
maior parte da sua atividade antioxidante apds 0s processos de secagem a que

foram submetidos.
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