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RESUMO - A alcachofra é cultivada em diversos paises, apresenta inflorescéncia
comestivel. A planta apresenta em sua composicdo compostos bioativos (polifenois,
fibras, terpenos) com propriedades benéficas a salde (atividade antioxidante, antirus,
anticancer, dentre outros). Pode ser consumida fresca ou processada como vegetal
enlatado, no entanto, esse processamento gera grandes quantidades de residuos e
subprodutos (folhas, caules, raizes, bracteas, inflorescéncias menores), que podem ser
reaproveitados pela inddstria na extracdo de bioativos, producdo de celulose, dentre
outros. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar as propriedades bioativas
(compostos fendlicos, flavonoides, atividade antioxidante e antimicrobiana) do extrato
bruto de estigmas e estiletes de flores secundarias da alcachofra, obtido na extracdo
assistida por ultrassom. O extrato bruto de estigmas e estiletes de flores secundarias da
alcachofra, obtido na extracdo assistida por ultrassom apresentou 197,09 + 2,73
mgEAG/g de compostos fendlicos e 76,87 + 1,04 mgEQ/g de flavonoides, 1Cso de 0,50
+ 0,02 mg/mL e ndo apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus e Gram-negativas Escherichia coli (e
Salmonella enterica serovar choleraesuis nas concentragcdes estudadas (100 — 1,56
mg/mL). Os resultados demonstram que a alcachofra possui potencial para ser
empregada na extracdo de compostos bioativos para diversos fins (alimenticio,
farmacéutico, quimico).

INTRODUCAO

A alcachofra (Cynara scolymus L.) €
nativa da Bacia do Mediterraneo, adapta-se a
diversas condicOes climaticas e tipos de solo
(Zayed; Farag, 2020), sendo assim cultivada
em muitos paises, com destaque para Itélia,
Egito e Espanha, que si&o 0s maiores
produtores (Dabbou et al.,, 2017; Gostin;
Waisundara, 2019; Zayed et al., 2020).

A planta apresenta um caule
esbranquicado, folhas grandes, de coloracéo
verde-clara e aparéncia recortada (Barros et
al., 2020). Os capitulos florais ou
inflorescéncias sdo grandes, de coloracdo

azul-violacea, semelhantes a pequenas pinhas,
com de 7 a 10 cm de didmetro. A
inflorescéncia madura €& composta por
estiletes e estigmas (Gostin; Waisundara,
2019; Sousa; Malcata, 2002), a parte
comestivel € constituida pelo fundo ou
coragdo e pelas Dbracteas internas da
inflorescéncia imatura (de Falco et al., 2015;
Lépez-Molina et al., 2005)

Os caules, folhas, bracteas e flores da
alcachofra possuem diversos metabdlitos
primarios e secundarios, como os polifendis,
os flavonoides, as fibras dietéticas e o0s
terpenos (Pandino et al., 201la). Estes
compostos conferem a alcachofra diversas
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propriedades benéficas para a saude
(atividade antioxidante, antivirus, anti-
inflamatoria, efeitos hepatoprotetores,
cardioprotetores, anticancer, antiobesidade,
entre outros) (Zayed et al., 2020).

As inflorescéncias  imaturas  da
alcachofra podem ser consumidas como
vegetais frescos (in natura) ou processada
como vegetais enlatados ou congelados
(Lattanzio et al., 2009; Martinez-Espla et al.,
2017). Grandes quantidades de subprodutos e
residuos (80-85% da biomassa total) séo
gerados pelo cultivo e processamento
industrial, que descarta folhas, bracteas
externas, caules, sementes e raizes (Llorach et
al., 2002; Lbpez-Molina et al., 2005; Zayed;
Farag, 2020), além de inflorescéncias
menores, que ndo apresentam uma aparéncia
satisfatoria.

Estes  subprodutos  podem  ser
reaproveitados na industria para producdo de
aditivos alimentares e nutracéuticos (Cavini et
al., 2022; Llorach et al., 2002; L6pez-Molina
et al., 2005), na extracdo de compostos
bioativos como polifendis e inulina (Cavini et
al., 2022; Fissore et al., 2014; Lattanzio et al.,
2009; Pagano et al., 2018); na quimica verde
para producdo de celulose e biocombustiveis,
dentre outros (de Falco et al., 2015).

Diversas técnicas podem ser
empregadas na extracdo de compostos de
matrizes vegetais (Machmudah et al., 2018;
Molino et al., 2020), dentre elas, a extragdo
assistida por ultrassom, que pode ser realizada
em tempo reduzido, possui baixo consumo de
energia e menor uso de solventes,
possibilitando uma extracdo eficiente (Ajila et
al., 2011; Altemimi et al., 2017; Trojanowska
et al., 2019). Por esses motivos é considerada
uma metodologia apropriada para a extracdo
de compostos bioativos para o consumo
humano (He et al., 2016).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar
as  propriedades bioativas  (compostos
fendlicos, flavonoides, atividade antioxidante
e antimicrobiana) do extrato bruto de
estigmas e estiletes de flores secundarias da
alcachofra, obtido na extracdo assistida por
ultrassom.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo da amostra

As flores secundarias de alcachofra
(Cynara scolymus L.) foram coletadas em
Trés Arroios, Rio Grande do Sul, no més
dezembro de 2021 (latitude 27°30°08.2”S ¢
longitude 52°06°59.5”W). Uma amostra foi
depositada junto ao Herbéario Padre Balduino
Rambo, sob o nimero HPBR 12.704.

A coleta foi manual, e as inflorescéncias
maduras de coloracdo arroxeada foram
cortadas a 5 cm do caule. Na sequéncia, foram
higienizadas de forma individual e o0s
estigmas e estiletes foram manualmente
retirados das cabecas da alcachofra,
previamente secos por meio de secagem
natural (25 £ 2°C - temperatura média em
dezembro de 2021), por 15 dias e
acondicionados em vidro ambar com tampa.

Na sequéncia a amostra passou por um
processo de congelamento (congelador
Brastemp, modelo frost-free eletronico 280) e
liofilizacdo (liofilizador Edwards, modelo
Modulyo), até a umidade de 4,5%, sendo
posteriormente armazenada ao abrigo da luz
em frascos fechados.

Extrato bruto

O extrato bruto dos estigmas e estiletes
utilizado na determinacdo dos compostos
bioativos foi obtido de acordo com a
metodologia proposta por Esposito et al.
(2016), com modificacdes, por meio da
extracdo assistida por ultrassom. A extracéo
foi realizada em banho ultrassénico
(UNIQUE, USC-1800A) com 40 kHz de
frequéncia e 132 W de poténcia, a 35°C,
durante 40 min, empregando 8mL de acetato
de sédio 0,1 M (pH 5,0) e 1 g de amostra
liofilizada.

O extrato obtido foi filtrado e
centrifugado (MPW MED. INSTRUMENTS,
MPW-351R) a 8.000xg por 15 min a 4°C, o
sobrenadante foi congelado (congelador
Brastemp, modelo frost-free eletrénico 280) e
liofilizado (liofilizador Edwards, modelo
Modulyo) para analises posteriores.

Fendlicos totais
A determinacdo do teor de compostos
fenolicos totais foi realizada seguindo a
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metodologia descrita por Singleton et al.,
(1999), com adaptacgdes. Inicialmente, 1 mL
de extrato bruto diluido (1 mg/mL) foi
adicionado em um tubo de ensaio e na
sequéncia foram adicionados 0,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau, 2,5 mL de agua
destilada e 1 mL de uma solucéo de carbonato
de sddio 20% (m/v). A mistura foi agitada
durante 30 s e incubada por 10 min ao abrigo
da luz, em temperatura ambiente. A
absorbancia das amostras foi lida em
espectrofotdmetro UV-Visivel (LS-7052-BIV,
Logen Scientific) no comprimento de onda de
760 nm.

O teor de fenolicos totais foi calculado a
partir de uma regresséo linear de uma curva
padrdo de &cido galico (0,78 a 100 pg/mL).
Os resultados foram expressos em miligramas
de equivalente &cido gélico por gramas de
extrato seco (MgEAG/Q).

Flavonoides totais

A quantificacdo do teor de flavonoides
totais do extrato foi realizada por meio da
metodologia proposta por Garrido et al.
(2013). Inicialmente, 0,5 mL de extrato bruto
liofilizado diluido (1 mg/mL) foram
adicionados em um tubo de ensaio, seguido
pela adicdo de 4,3 mL de etanol 70% (v/v),
0,1 mL de nitrato de aluminio 10% (m/v) e
0,1 mL de acetato de potassio 10% (m/v). O
branco foi composto por etanol 70% e nitrato
de aluminio 10%. A reacdo foi incubada ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente, por 40
min. A absorbancia da amostra foi lida em
espectrofotdmetro UV-Visivel (LS-7052-BIV,
Logen Scientific) no comprimento de onda de
415 nm.

Os flavonoides totais foram
quantificados por meio de regresséo linear de
uma curva padrdo de quercetina (5 a 200
pg/mL). Os resultados foram expressos em
termos de miligramas de equivalente
quercetina por gramas de extrato seco

(mgEQ/Qg).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato
bruto foi avaliada de acordo com o método
proposto por Brand-Williams et al. (1995),
com adaptagdes. O método € baseado na
reducdo da absorcdo do radical DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazil) em 515 nm, em
espectrofotémetro UV-Visivel. Inicialmente
1000 pL de uma solucéo etandlica de DPPH
0,1 mM foram adicionados em 1000 pL de
solucdes do extrato bruto diluidos em etanol
absoluto em  concentragbes  crescentes
(0,00025 a 10 mg/mL). Etanol absoluto foi
utilizado para o branco e para o controle
foram utilizados 1000 pL de uma solucdo
etandlica de DPPH 0,1 mM misturados em
1000 pL de etanol absoluto. As amostras
foram agitadas e incubadas ao abrigo da luz
por 30 min, em temperatura ambiente. A
leitura da absorbéncia das amostras foi
realizada em espectrofotdmetro UV-Visivel
(LS-7052-BIV, Logen  Scientific) no
comprimento de onda de 515 nm.

A atividade antioxidante (captura do
radical DPPH pelas amostras ou inibi¢do do
radical) foi expressa, em percentual, pela
Equacéo 1.

100-[(AbSamostra—AbSpranco)*100]

AA% =

1)

AbScontrole

A atividade antioxidante foi calculada
por meio de regresséo linear e expressa em
termos de ICso (concentragdo em mg/mL de
extrato bruto necessaria para capturar 50 % do
radical livre DPPH)

Concentracdo inibitoria minima

A concentracdo inibitéria minima
(CIM) do extrato foi determinada de acordo
com a metodologia de Gaio et al. (2015), com
modificacbes. Para as analises foram
utilizadas duas bactérias Gram-negativas,
Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella
enterica serovar choleraesuis (ATCC 10708)
e duas bactérias Gram-positivas, Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
obtidas da American Type Culture Collection.
Estes microrganismos estdo disponiveis no
laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes (URI Erechim).

As cepas foram crescidas em meio
Luria Bertani (LB), preparado com 10 g/L de
triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L
de NaCl, durante 24 h em 35 + 1°C em estufa
bacteriolégica (JProlab®, modelo JP 101). A
analise foi realizada em placas de ELISA,
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empregando diluicbes seriadas do extrato
bruto, com concentracdo inicial de 100
mg/mL em meio LB até a concentracdo final
de 1,56 mg/mL, em seguida foram inoculodos
10 pL de bactéria, apds foi realizada a leitura
inicial (0 h) das microplacas em leitor
automatico (Bio-Tec Instruments Inc., modelo
EL800) em 490 nm. As microplacas foram
incubadas em estufa bacteriologica, durante
24 h, na temperatura de 35 + 1°C. Apoés as 24
h uma nova leitura das microplacas foi
realizada.

A Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) é a menor concentracdo do extrato
(mg/mL) que possui a capacidade de inibir o
crescimento microbiano, determinada pela
diferenca na absorbancia entre 24 e 0 h de
incubacdo de cada bactéria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Compostos fendlicos e flavonoides totais

O extrato bruto de estigmas e estiletes
de flores secundarias da alcachofra obtido na
extracdo assistida por ultrassom apresentou
197,09 * 2,73 mgEAG/g de fendlicos totais e
76,87 = 1,04 mgEQ/qg de flavonoides totais.

A extracdo assistida por ultrassom
possibilita uma extracdo eficiente, devido a
menor utilizacdo de solventes, menores tempo
e gasto de energia (Ajila et al., 2011,
Altemimi et al., 2017; Trojanowska et al.,
2019), por estes motivos, pode ser
considerado um método adequado para a
recuperacdo de compostos bioativos de
matrizes vegetais para 0 consumo humano
(He et al., 2016).

Gouveia e Castilho (2012) obtiveram
2,336 e 1,845 mgEAG/g de fendis e 0,97 e
0,0286 mgER/g de flavonoides de folhas in
natura da alcachofra e do cardo da Madeira
(Cynara  cardunculus var. ferocissima  —
Arquipelago da Madeira), respectivamente.
Os autores utilizaram 1 g de amostra e 25 mL
de metanol, a extragdo ocorreu durante 60 min
com o auxilio de um sonicador Bandelin
Sonorex (35 kHz e 200 W, Alemanha), em
temperatura ambiente

Falleh et al. (2008), a partir de extratos
metandlicos de folhas, flores e sementes do
cardo seco, encontraram, em peso seco, 14,79;
6,96 e 14,33 mgEAG/g de fendlicos, 9,08;

558 e 9,78 mg EC/g de flavonoides,
respectivamente.

Atividade antioxidante

Através de uma correlacdo entre a
atividade antioxidante (%) e a concentracao
de extrato bruto (Figura 1) foi calculado um
ICso de 0,50 + 0,02 mg/mL, indicando que
esta é a quantidade de extrato que possui a
capacidade de neutralizar 50% do radical livre
DPPH.
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Figura 1: Regressdo linear para determinagéo
do ICsp do extrato bruto.

Vale ressaltar que, a medida que o valor
de ICso diminui, a atividade antioxidante
aumenta. No entanto, é importante mencionar
que essa concentracdo ndo é considerada alta
qguando comparada as encontradas na
literatura nos estudos realizados com
alcachofra.

Ramos et al. (2014) obtiveram valores
de ICso de 0,03435; 0,16392 e 0,1649 mg/mL
para extrato de flores do capitulo,
recpectaculo e bracteas, e folhas de C.
cardunculus L. var. altilis (DC),
respectivamente, utilizando o método DPPH.
Para a extracdo os autores usaram 2g de
amostra liofilizada em metanol/agua/acido
acético (49,5:49,5:1), agitacdo constante na
auséncia de luz, durante 24 h a temperatura
ambiente.

Shallan et al. (2020), pelo método
DPPH, obtiveram um ICso de 0,00642 e
0,0282 mg/mL para extratos de bracteas e
receptaculo. Foram realizadas extracOes
sucessivas com hexano, éter dietilico anidro,
etanol e agua bidestilada e 100 g de
alcachofra seca (bracteas ou receptaculo), o
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extrato etandlico foi utilizado pelos autores na
determinacéo da atividade antioxidante.

A diferenga na atividade antioxidante
observada no presente estudo e a literatura,
pode ser explicada de acordo com o que é
relatado por Yahya et al. (2018). Os autores
afirmam que diversos fatores na extracdo
assistida por ultrassom de compostos
bioativos podem afetar o perfil desses
compostos e a atividade antioxidante dos
mesmos, a mencionar poténcia ultrassonica e
frequéncia, tempo de sonicagdo, temperatura,
pressdo e solventes (Dzah, 2014; Dzah et al.,
2020). Além disso, as partes da planta (caule,
folhas, flores, etc.), assim como o preparo da
amostra (fresca, seca, liofilizada), também
podem afetar a atividade antioxidante. Para
obter maiores atividades antioxidantes pode-
se concentrar e/ou purificar os extratos (SUN
etal., 2012).

Atividade antimicrobiana

A concentragdo inibitéria minima do
extrato bruto liofilizado dos estigmas e
estiletes de flores secundérias da alcachofra,
obtido por meio da extracdo assistida por
ultrassom com acetato de sédio 0,1 M, pH
5,0, sobre as bactérias Gram-positivas Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Gram-negativas Escherichia coli (ATCC
25922) e Salmonella enterica serovar
choleraesuis (ATCC 10708) pode ser
observada na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo inibitoria
minima do extrato bruto obtido de estigmas e
estiletes de flores secundarias da alcachofra,
obtido pela extragdo assistida por ultrassom
com acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0, sobre L.
monocytogenes, S. aureus, E. coli e S.
choleraesuis.

Microrganismos CIM (mg/mL)
L. monocytogenes >100
S. aureus >100
E. coli >100
S. choleraesuis >100

N&o houve inibi¢cdo no crescimento das
bactérias estudadas (L. monocytogenes, S.
aureus, E. coli e S. enterica serovar
choleraesuis) na faixa de concentragdo

avaliada (100 — 1,56 mg/mL). Testes em
concentragdes mais altas (acima de 100
mg/mL) devem ser realizados com o intuito
de avaliar se o extrato apresenta atividade
antimicrobiana.

Foram encontrados na literatura
trabalhos avaliando a concentragdo inibitdria
minima a partir de extratos de alcachofra
empregando solventes como etanol e metanol.
Extratos obtidos com acetato de sodio, como
empregado neste trabalho, é comumente
utilizado na extracao de enzimas e proteina da
alcachofra, como no trabalho realizado por
Silva et al. (2021), no qual foi utilizado
citrato de sodio 0,1 M (pH 3,0), acetato de
sodio 0,1 M (pH 5,0), Tris-HCI 0,1 M (pH
7,0) na extragdo de enzimas proteoliticas de
folhas de alcachofra.

Shallan et al. (2020) avaliaram a
concentracdo inibitéria minima de extratos
etandlicos de bracteas secas e receptaculo
seco, encontrando uma CIM contra S.
enterica, E. coli e S. aureus de 0,08, 0,15 e
0,23 mg/mL para extrato de bracteas secas e
0,18, 0,12 e 0,38 mg/mL para o extrato de
receptaculo seco, respectivamente. Para a
extracdo, foram utilizadas 100 g de partes
secas da alcachofra, e 500 mL de hexano, éter
dietilico anidro, etanol e &gua bidestilada,
pelo método de extracdo sucessiva. Ao final,
os extratos foram rotaevaporados e os extratos
etandlicos foram utilizados nas analises.

Alghazeer et al.(2012) encontraram uma
CIM de 12,5 mg/mL contra S. aureus e 12,5
mg/mL contra E. coli para extratos obtidos da
maceracdo com metanol (200 mL) do p6 de
rizomas (20 g) de Cynara scolymus L.

CONCLUSAO

O extrato de estigmas e estiletes de
flores secundérias da alcachofra, obtido na
extracdo assistida por ultrassom apresentou
197,09 + 2,73 mgEAG/g de compostos
fenolicos e 76,87 = 1,04 mgEQ/g de
flavonoides, 1Cso de 0,50 + 0,02 mg/mL e ndo
apresentou atividade antimicrobiana frente as
bactérias L. monocytogenes, S. aureus, E. coli
e S. enterica serovar choleraesuis nas
concentragdes estudadas (100 — 1,56 mg/mL),
demonstrando que a alcachofra possui
potencial para ser empregada na extracdo de
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compostos bioativos para diversos fins
(alimenticio, farmacéutico, quimico).
Alternativas para aprimorar esses resultados
consistem em purificar e/ou concentrar o
extrato obtido.

NOMENCLATURA

ABS: aborbéncia

ATCC: American  Type
Collection

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

EAG: equivalente de &cido galico

EC: equivalente de catequina

EQ: equivalente de quercetina

ER: equivalente de rutina

mg/mL: miligramas por mililitro

Culture
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