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Resumo

O processo respiratorio e diversas reagdes oxidativas das células aerdbicas levam a formagao de radicais
livres, que contribuem para o aparecimento de diversas doengas. As células humanas dependem de
sua capacidade antioxidante para fornecer proteg¢do contra os efeitos prejudiciais de radicais livres
e espécies reativas do oxigénio, que sdo conseqiiéncias inevitaveis da vida aerobica. Varios estudos
epidemioldgicos indicam que a alta ingestdo de produtos vegetais esta associada com uma redugio
no risco de uma variedade de doencas cronicas como aterosclerose ¢ cancer, efeitos que tém sido
particularmente atribuidos aos compostos que possuem atividade antioxidante nos vegetais: vitaminas
C ¢ E, os compostos fenodlicos, especialmente os flavondides, e os carotendides. Compostos fendlicos
agem como antioxidantes, ndo somente por sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também
em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes
do alimento, particularmente de lipidios. Carotendides sdo constituidos de cadeias de polienos, em um
longo sistema de duplas liga¢des conjugadas, rico em elétrons, responsavel pela atividade antioxidante
desses compostos: tanto na absor¢ao do oxigénio singlet quanto de radicais livres, para interromper as
reagdes em cadeia onde cles estdo envolvidos. Este trabalho teve por finalidade revisar as diferentes
formas de avaliagdo qualitativa e quantitativa dos principais componentes nao-nutrientes antioxidantes
em alimentos de origem vegetal: compostos fendlicos e carotenoides.
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Abstract

The respiratory process and several acrobic cells oxidative reactions lead to the formation of free radicals
which contribute to the appearance of different diseases. The human cells depend on their antioxidant
ability to provide protection against the prejudicial effects of free radical and reactive oxygen species
that are inevitable consequences of aerobic life. Several epidemiologic studies indicate that high plant
products ingestion is associated to a reduction in the hazard of a variety of cronical diseases such as
arteriosclerosis and cancer. These effects have been specifically attributed to the plant compounds that
have antioxidant activity: vitamin C and E, phenolic compounds, specially flavonoids, and carotenoids.
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Phenolic compounds act as antioxidants, not only for their ability to donate hydrogen atoms or electrons,
but also because of their stable intermediary radicals, that prevent the oxidation of many food ingredients,
especially lipids. Carotenoids are built by polyene chains in a long conjugated double bonds system,
electron rich, which is responsible for the antioxidant activity of these compounds, by the absorption of
singlet oxygen and free radicals, to interrupt the chain reaction they are involved in. This paper had as
a goal to review the different qualitative and quantitative evaluation methods of the main non-nutrient
antioxidants in plant originated foods: phenolic compounds and carotenoids.

Key words: Qualitative evaluation, quantitative evaluation, non-nutrient components

Introduciao

O processo respiratorio e diversas reagdes
oxidativas, que ocorrem nas células aerobicas, levam
a formacdo de radicais livres, que causam danos
ao organismo e contribuem para o aparecimento
doengas, inflamacgdes,
tumores malignos, mal de Alzheimer e doencas
cardiovasculares, bem como aceleram o processo
de envelhecimento (SIKORA et al., 2008). Por isso,
as células humanas dependem de certa capacidade
antioxidante para fornecer protecao contra os efeitos
prejudiciais de radicais livres e espécies reativas
do oxigénio, que s3o conseqiiéncias inevitaveis
da vida aerébica. Para alcancar uma protecdo
eficiente, os tecidos dispdem de um sistema
antioxidante integrado, que consiste de um arranjo
de diversos componentes lipossoliiveis (vitamina
E; carotenoides), hidrossoluveis (4acido ascorbico;
glutatinona) e enzimaticos (glutatinona peroxidase;
superoxido dismutase; catalase) (McLEAN et al.,
2005).

de muitas tals como:

Nos ultimos anos, uma ateng¢do crescente tem
sido dedicada ao papel da dieta na satide humana.
Varios estudos epidemiologicos indicaram que a
alta ingestdo de produtos vegetais esta associada
com uma redug@o no risco de uma variedade de
doengas crbonicas como aterosclerose e cancer.
Estes efeitos tém sido particularmente atribuidos
aos compostos que possuem atividade antioxidante.
Os principais antioxidantes nos vegetais sdo as
vitaminas C e E, os carotendides ¢ os compostos
fendlicos, especialmente os flavondides. Esses
antioxidantes absorvem radicais livres e inibem
a cadeia de iniciagdo ou interrompem a cadeia de
propagacao das reagdes oxidativas promovidas pelos

radicais (PODSEDEK, 2007). Além da ingestdao
de frutas e vegetais, que sdo recomendados como
fontes de compostos antioxidantes, acredita-se que
a suplementacao da dieta com ervas, contendo altas
concentra¢des de compostos capazes de desativar
radicais livres, tenha também efeitos benéficos
(CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2004).

As espécies reativas do oxigénio (ERO) e seu
provavel envolvimento em algumas fisiopatologias
humanas vém atraindo o interesse de diversos
setores da sociedade envolvidos com a satide publica
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).
O estresse oxidativo, causado pelo desbalango
entre os sistemas antioxidantes ¢ a produgdo
de compostos oxidativos (radicais livres, ERO)
aparentemente estd associado com diversas
doencas de cunho multifatorial, especialmente os
varios tipos de cancer, doengas cardiovasculares
e desordens inflamatorias. Os mecanismos pelos
quais essas patologias se desenvolvem, geralmente
envolvem alteracdes oxidativas de moléculas
consideradas criticas, o que inclui proteinas,
carboidratos, acidos nucléicos além das substancias
envolvidas na modulagdo da expressdo génica e em
respostas inflamatorias (KAWANISHI et al., 2002;

LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

O organismo humano desenvolveu sistemas de
defesa para lidar com o estresse oxidativo. Essa
defesa inclui sistemas enzimaticos (superéxido
dismutase,
sistemas tioredox) que
muito eficientes na detoxificagdo de ERO. Os
principais antioxidantes nao-enzimaticos presentes
no organismo humano sao a glutationa, a bilirubina,
os hormdnios sexuais estrogénicos, o acido urico, a

catalases, glutationa peroxidase e

sdo reconhecidamente
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coenzima Q, a melanina, a melatonina, o [I-tocoferol
e o acido lipdico (McLEAN et al., 2005). Além
disso, diversos estudos ja comprovaram que
antioxidantes exdgenos, obtidos dos alimentos, sdo
essenciais para a resisténcia ao estresse oxidativo.
Esses antioxidantes sdo obtidos sobretudo de
produtos de origem vegetal: compostos fenolicos,
acido ascorbico e carotenoides (LAGUERRE;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2007). Estudos
epidemiologicos mostraram haver uma estreita
correlagdo entre o consumo de frutas e uma redugao
no risco de doencas cronicas. Atualmente acredita-
se que a combinagdo de vitaminas, minerais,
compostos fenodlicos antioxidantes e fibra seja
responsavel pelo efeito desejado. Paralelamente
a esse reconhecimento vem crescendo o consumo
de frutas tropicais, consideradas exoticas, em todo
o mundo (VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN,
2008).

Um antioxidante ¢ qualquer substancia capaz de
retardar ou impedir danos devidos a oxidagao (como
rancificagdo e formagao de off-flavors em alimentos)
estando presente em pequenas concentragdes,
quando em comparagdo com o agente oxidante.
As substancias antioxidantes podem apresentar
diferentes propriedades protetivas e agir em diversas
etapas do processo oxidativo, funcionando por
diferentes mecanismos e sao, portanto, classificadas
categorias
primarios e secundarios. Sao considerados primarios
os compostos de acdo antioxidante capazes de inibir
ou retardar a oxidagdo por inativacdo de radicais
livres gracas a doacdo de atomos de hidrogénio
ou de elétrons, o que transforma os radicais em

em duas principais: antioxidantes

substancias estaveis. Os antioxidantes secundarios
apresentam uma grande variedade de modos de agao:
ligacdo de ions metalicos (alteracdo de valéncia);
inativagdo de ERO, conversao de hidroperoxidos
em espécies nao-radicalares ou absor¢do de
radiagdo UV (MAISUTHISAKUL; SUTTAIJIT;
PONGSAWATMANIT, 2007).

A busca por antioxidantes naturais para

produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos

vem desafio
para a pesquisa industrial nos ultimos 20 anos
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE,
2007). Nesses produtos, ha um grande interesse
pelo estudo da oxidagdo lipidica, em virtude da
deterioracdo que este tipo de dano oxidativo pode
causar (rancificagdo, perda de aromas e formacgao
de off-flavors, rejeicao do consumidor). A oxidacao

lipidica ¢ um processo complexo que envolve

representando um  importante

uma variedade de radicais livres e ¢ influenciada
pela temperatura, pela luz, presenca de O,, além
das propriedades fisico-quimicas do produto e da
presenca de possiveis iniciadores e catalisadores
da reagdo. O uso de antioxidantes em produtos
contendo lipidios € uma das principais formas de
se minimizar a rancificacdo, retardar a formacao
de produtos tdxicos, manter a qualidade sensorial
e nutricional e aumentar a vida-de-prateleira
de produtos alimenticios (MAISUTHISAKUL;
SUTTAJIT, PONGSAWATMANIT, 2007). Uma
vez que os consumidores vém apresentando
rejeicdo pelo uso de antioxidantes sintéticos, ha
um crescente interesse na obtencdo de substancias
antioxidantes provenientes de produtos vegetais.
Além disso, alguns produtos naturais (como extrato
de gengibre e de outros temperos) apresentaram, in
vitro, maior atividade antioxidante que os produtos
sintéticos (MURCIA et al., 2004; PAREJO et al.,
2002). Extratos de ervas aromaticas, cha, uva e citros
estdo entre as principais fontes de antioxidantes
naturais estudadas. Apesar da grande quantidade
de trabalhos desenvolvidos, muito do potencial
existente permanece inexplorado (LAGUERRE;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

Os vegetais possuem dois tipos de metabolitos:
primarios e secundarios. Enquanto os metabolitos
primarios respondem pela do
vegetal, exercendo funcdo ativa nos processos de
fotossintese, respiragdo e assimilagdo de nutrientes;
os metabolitos secundarios estdo
associados a estratégias de defesa das plantas (NASS,
2007). Além disso, por apresentarem atividade
bioldgica contra herbivoros e microrganismos,

sobrevivéncia

intimamente
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por ex., muitos desses metabolitos sdo utilizados
como inseticidas, fungicidas, etc. (TAYS; ZEIGER,
2004). Os principais metabolitos secundarios sao
distribuidos em trés grupos de acordo com sua
rota biossintética: terpenos, compostos fenolicos e
compostos contendo nitrogénio (TAYZ; ZEIGER,
2004).

Este trabalho teve por finalidade revisar as
de avaliagdo qualitativa e
quantitativa dos principais componentes nao-
nutrientes antioxidantes em alimentos de origem
vegetal: compostos fendlicos e carotenodides.

diferentes formas

Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos s3o substancias
amplamente distribuidas na Natureza, mais de
8000 compostos fendlicos ja foram detectados em
plantas. Esse grande e complexo grupo faz parte dos
constituintes de uma variedade de vegetais, frutas
e produtos industrializados. Podem ser pigmentos,
que ddo a aparéncia colorida aos alimentos, ou
produtos do metabolismo secundario, normalmente
derivado de reagdes de defesa das plantas contra
agressoes do ambiente. Esses compostos agem como
antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade
em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em
virtude de seus radicais intermediarios estaveis,
que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do
alimento, particularmente de lipidios (BRAND-

WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Principais compostos fenolicos encontrados em
vegetais

Os compostos fenolicos apresentam, em sua
estrutura, varios grupos benzénicos caracteristicos,
tendo como substituintes grupamentos hidroxilas
(HERNANDEZ; PRIETO GONZALES,1999).
Esta classe de compostos apresenta uma grande
diversidade e divide-se em flavonoides (polifenois)
e nao-flavonodides (fendis simples ou acidos). Os
atomos dehidrogénio dos gruposhidroxilaadjacentes
(orto-difendis), localizados em varias posicodes
dos anéis A, B e C, as duplas ligagdoes dos anéis
benzénicos e a dupla ligagdo da fungdo oxo (-C=0)
de algumas moléculas de flavonodides garantem a
esses compostos sua alta atividade antioxidante
(HRAZDINA; BORZEL; ROBINSON, 1970;
RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

Os flavonodides compreendem um grupo de
compostos fendlicos amplamente distribuidos nas
frutas e nos vegetais, apresentando-se sob muitas
variacdes como flavonois, flavonas, flavanonas,
catequinas (Figura 1A),
1B), isoflavonas e chalconas. Suas principais

antocianinas (Figura
fontes sdo: café, cebola, mac¢a, uva cerveja, vinho
tinto e especialmente cha, que contém sobretudo
catequinas em sua composicdo (GRAHAM, 1992;
VAN ACQUIRE, 1996).

Na classe dos ndo-flavonoides estao os derivados
dosacidoshidroxicinamicoehidroxibenzoéico(Figura
2). Sua atividade antioxidante esta relacionada com
a posicao dos grupos hidroxilas e também com a
proximidade do grupo —CO,H em relagdo ao grupo
fenil. Quanto mais proéximo esse grupo estiver do
grupo fenil, maior serd a capacidade antioxidante
do grupo hidroxila na posicdo meta (HRAZDINA;
BORZEL; ROBINSON, 1970).
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Figura 1. Exemplos de flavondides mais comumente encontrados. A: catequinas e B: antocianinas.
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B

Figura 2. Moléculas dos acidos hidrocinamico (A) e do hidroxibenzoéico (B).

Os principais compostos fendlicos nao-
flavonodides derivados dos acidos hidroxicinamicos
sdo os ésteres dos acidos caféico, cumarico e
felurico, que estdo presentes em alimentos como
maga, péra, cereja e damasco. Quanto aos derivados
dos acidos hidroxibenzoicos, podem-se destacar
os acidos salicilico, galico, elagico, protocatéico
e vanilico, que sdo encontrados em morango, uva,
laranja, limdo e tangerina (BELITZ; GROSCH,
2004).

Estudos realizados com os compostos fendlicos
demonstram sua capacidade antioxidante, assim
como seu possivel efeito na prevengao de diversas
enfermidades cardiovasculares, cancerigenas e
neurologicas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000;
SANCHEZ-MORENO, 2002). De maneira geral,
a acdo benéfica dos compostos fendlicos na satide

humana vem sendo relacionada com a sua atividade
antiinflamatodria e com a atividade que impede, ndo
s6 a aglomeragdo das plaquetas sanguineas, mas
também a agao de radicais livres no organismo. Uma
vez que protegem moléculas como o DNA, podem
vir a abortar alguns processos carcinogénicos.

Metodologias  para de

compostos fenolicos

determinacio

Meétodos de extracdo

trabalhos dedicados ao estudo da

presenca de compostos fendlicos em produtos

Diversos

vegetais podem ser encontrados na literatura recente.
A (Tabela 1) retine alguns desses trabalhos, dando

\

especial atencdo a metodologia aplicada para a
extragao dos compostos anterior a sua quantificacao/

identificacéo.
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Tabela 1. Técnicas de extragdo de compostos fendlicos.

Solucio extratora Tempo ~d ¢ Temperatlira de Outras informagoes Referéncia
extracao extracao
Soxleht seguido por
Etanol - ) purificacdo em coluna FURLONG et al.,
cromatografica de silicae 2003
carvao ativado (1:0,5)
Soxleht, purifica¢ao por
pflrt1qa0 com éter de. FURLONG et al.,
Etanol 06 h - petréleo e acetona seguida 2003
por precipitacdo com
acetato de chumbo.
Agita¢do magnética,
. parti¢do com hexano e FURLONG et al.,
Metanol Ambiente clarificagdo com hidroxido 2003
de bario e sulfato de zinco
Acetona e agua
deionizada . o YILMAZ; TOLEDO,
(0%,25%, 50%, ~ overmieht 4-107C ] 2006
75% e 100%)
Acetona 70% 20 min 4°C Centrifugagao 4200xg EFRAIM et al., 2006
Eter etilico Ih Ambiente Agltalg:alo~ magn,etlca e BROINIZI et al.,
filtragdo a vacuo 2007
Metanol 100% 12h Ambiente Agitagdo magnética AO etal., 2007
96% n-hexano,
acetona, acetato VAZQUEZ et al.,
de etila, etanol e I5h ) Soxhlet 2008
metanol
Agitador orbital,
Etanol-agua (’80/20) recuperagéo do erxtrato VAZQUEZ et al.,
e metanol-agua 2h - por filtragdo a vacuo e 2008
(50/50) evaporagao do solvente em
rotaevaporador
Agua e solugio Reator de vidro com VAZQUEZ et al
aquosa Na SO, a lh 90 °C - A ”
203 agitacdo mecanica 2008

2,5%

Quantificagdo de compostos fenolicos totais

De um modo geral, o contetido de fenodis
pode
espectrofotométricos de Folin-Ciocalteu (ROSSI
JUNIOR; SINGLETON 1965) ou do azul da Prassia
modificado (GRAHAM, 1992), que se baseiam nas
reacdes de oxi-reducdo entre os compostos fenolicos

totais ser determinado pelos métodos

e ions metalicos.

O método que usa o reagente de Folin-Ciocalteu
utiliza a reducdo pelos fenois, em meio alcalino,
do fosfomolibdato-fosfotungstato, a molibdénio,
cuja coloragdo é azul. O método chamado de azul
da Prussia ¢ recomendado para analise de fenois
em uma grande variedade de substratos, pois ¢
menos susceptivel a interferéncia de proteinas
que o método de Folin-Ciocalteu. A base quimica
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daquela metodologia é a redugdo, pelos grupos
hidroxi-fendlicos, de ions Fe™ a Fe™, que formam
complexos com ferrocianeto, produzindo pigmentos
de coloragdo azul.

Em ambos os casos ¢ necessaria a utilizacao de
curva padrdo, sendo o padrdo mais utilizado o acido
galico. Por este motivo os resultados sdao, em geral,
expressos em mg de acido galico em 100g de peso
seco da amostra.

Identifica¢do de compostos fenolicos

Emalgunstrabalhos os pesquisadores procuraram
identificar os diversos compostos fenolicos presentes
nas amostras. A metodologia empregada em alguns
artigos esta sumarizada na (Tabela 2).

Tabela 2. Técnicas de identificagdo de compostos fenolicos.

Eluente/Gas de

Técnica Detector Coluna Referéncia
arraste
Espectro de Tipo DB-
Cromatografia gasosa p 5MS (30m x Hélio AO etal., 2007
massa
0,25mm)
. 1 A
Cromatografia liquida de Tipo 80 A (éguas'zc\i]c?(l)l;cético)
A - (150mm x 60 ' AO etal., 2007
alta eficiéncia eB
mm) .
(metanol:acetonitrila).
Tipo HP-PL gel
Cromato~graﬁa de Ar.ranjo 5 um, protegida ) VAZQUEZ et al., 2008
permeagdo em gel diodo por coluna de
guarda
Espectroscopia FTIR - - VAZQUEZ et al., 2008
Carotendides ampla variedade de carotendides. Os exemplos
. ~ . . L mais comuns sdo: tomates (licopeno), cenouras
Carotendides sdao pigmentos lipossoluveis,

amarelos, laranjas e vermelhos, presentes em muitas
frutas e vegetais. Em plantas superiores, estdo
localizados em organelas subcelulares (cloroplastos
e cromoplastos). Nos cloroplastos encontram-
se associados principalmente a proteinas e sdo,
normalmente, mascarados pela presenca de outros
pigmentos clorofilicos dominantes. Atuam como
pigmentos fotoprotetores na fotossintese e como
estabilizadores de membranas. Nos cromoplastos,
eles sdo depositados na forma cristalina (ex. tomates
e cenouras) ou como goticulas de 6leo (ex. manga e
paprica) (KURZ, CARLE; SCHIEBER, 2008).

Os tecidos de plantas comestiveis contém uma

(o e B-caroteno), milho (luteina e zeaxantina),
pimentas vermelhas (capsantina), urucum (bixina)
e batata doce (B-caroteno). Outras fontes vegetais
de carotendides sdo: abobora, pimentdo vermelho e
amarelo, inhame, card, azeitona roxa, repolho roxo,
folhas verde-escuras (como brocolis e espinafre),
alface, aipo, mag¢a, damasco, manga, ameixa, frutas
vermelhas, melancia, laranja, tangerina, nectarina
e mamao. Alguns dos carotendides apresentam a
estrutura ciclica -ionona em suas moléculas sendo,
portanto, precursores de vitamina A (ex. o, [ e
y-caroteno e B-criptoxantina). Estudos apontam que
a funcdo antioxidante dos carotendides desempenha
um papel importante na redu¢do do risco de
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cancer, catarata, ateriosclerose e no processo de

envelhecimento  (DAMODARAN,  PARKIN;
FENNEMA, 2008).
Os carotenodides sao biosintetizados

principalmente por algas no oceano, mas também
por plantas e muitos microorganismos € 0s animais
devem obté-los desses alimentos. O conteudo
de carotenoides nas frutas e vegetais depende
de varios fatores variedade genética,
estadio de
colheita, processamento e preparo (CAPECKA,

MARECZEK; LEJA, 2005).

como:

maturagdo, armazenamento pos-

Do ponto de vista quimico, carotenoides

sdo compostos polisoprendides e podem ser
divididos em dois grandes grupos: (a) carotenos ou
carotenodides hidrocarbonos: compostos apenas de
carbono ¢ hidrogénio (ex. o e B-caroteno e licopeno)
e (b) xantofilas: que s3o derivados oxigenados
dos carotenos e contém pelo menos uma fungdo
hidroxi, ceto, epoxi, metoxi ou acido carboxilico
(ex. luteina, zeaxantina e astaxantina) (QUIROS;

COSTA, 2006).

Acaracteristicaestruturalcomumdoscarotendides
¢ acadeiapolieno, um longo sistema de ligagao dupla
conjugada, que forma a “espinha dorsal” damolécula
e influencia suas propriedades quimicas, fisicas e
bioquimicas. Esta cadeia pode apresentar grupos
terminais ciclicos, que apresentam substituintes
contendo oxigénio. O sistema conjugado e rico em
elétrons do polieno é responsavel pela atividade
antioxidante dos carotenoides: tanto na absorc¢do
do oxigénio singlet quanto de radicais livres, para
interromper as reagdes em cadeia onde eles estdo
envolvidos (McNULTY, et al., 2007; QUIROS;
COSTA, 2006; SIKORA et al., 2008). A presenca
dessas ligacdes também facilita a oxidagdo dos
carotenoides, o que provoca uma perda da coloragao
nos alimentos. E por serem facilmente oxidados,
que apresentam atividade antioxidante. Além da
protecdo celular e in vitro contra oxigénio singlet,
os carotendides inibem a peroxidagdo de lipideos
em baixas pressoes de oxigénio. A eficiéncia como

antioxidante varia entre os diferentes carotendides,
sendo o licopeno considerado o mais eficiente como
capturador de oxigénio singlet (DAMODARAN,
PARKIN; FENNEMA, 2008).

Principais carotendides encontrados em produtos
vegetais

O B-caroteno (Figura 3) é o carotendide que
possui maior atividade de provitamina A e ¢
encontrado em diversos vegetais como cenoura,
abobora, manga e mamao (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2008). Street et al. (1994)
relataram uma significativa associag@o entre baixas
concentracdes de B-caroteno no plasma e aumento
da incidéncia de infarto do miocardio. Uma dieta
rica em f-caroteno ja foi associada ao menor risco
de morte prematura devido as doengas coronarianas
(BELLIZI et al., 1994).

Luteina e zeaxantina (Figura 3) sdo xantofilas
resultantes doprocessodehidroxilagdo de a.-caroteno
e [-caroteno, respectivamente,
atividade de provitamina A. Durante a maturagdo

que possuem

dos frutos, a conversdo a luteina e zeaxantina
provoca uma diminui¢do nos niveis de a-caroteno
e P-caroteno. Estudos epidemioldgicos e clinicos
mostraram que baixa ingestao ou baixa concentragao
desses carotendides no plasma estd associada com
a degeneracdo macular. Os beneficios desses dois
carotendides em humanos ndo param na saude dos
olhos. Estudos recentes sugerem que eles podem
manter a saude do coragdo por reduzirem 0s riscos
de doencas cardiovasculares e protegem a pele dos
danos causados por radiagdo UV (SANTOCONO et
al., 2007; MARINOVA; RIBAVORA, 2007).

Licopeno (Figura 3) ¢ um isomero aciclico do
B-caroteno, com atividade de pré-vitamina A, que
estd presente em muitas frutas e vegetais. Devido
ao grande numero de liga¢des dienos conjugadas,
o licopeno ¢ um dos mais potentes absorvedores
de oxigénio singlet entre os carotendides naturais e
funciona como um antioxidante muito potente. Além
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disso, ele ¢ capaz de reduzir a mutagénese e, em ou apoptose celular. Umas das fontes vegetais mais
concentracdes fisioldgicas, pode inibir o crescimento  ricas em licopeno ¢ o tomate (SCOLASTICI et al.,
de células humanas cancerigenas, especialmente em  2007; BLUM et al., 2005).

cancer de prostata, sem evidéncia de efeitos toxicos

IS N TN YT X
BETACAROTENO
OH
IS NN NN N Y
OH ZEAXANTINA
OH
SN N g\ YT X
° LUTEINA
LICOPENO
Figura 3. Estruturas moleculares de alguns carotendides encontrados nos vegetais.
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Metodologias de

carotenoides

para  determinacio

Meétodos de extracdo

O método mais comumente utilizado € a extracao
com solventes. Devido a estrutura complexa ¢ a
diversidade desses compostos encontrados em
amostras vegetais, ndo ha um protocolo unico para
extrai-los (QUIROS; COSTA, 2006). Uma vez
que os carotenodides sdo pigmentos lipossolaveis
ndo saponificaveis, ¢ comum realizar uma etapa

de saponificacdo para remover os lipideos que
possam interferir nos procedimentos de extragdao
com solventes apolares. A saponificagdo ¢ feita
utilizando-se uma solucao de base, como hidréxido
de potassio, em solvente polar, como metanol ou
etanol, de onde os carotenodides sdo posteriormente
extraidos (MARINOVA; RIBAVORA, 2007).

Diversos solventes ou misturas de solventes
tém sido empregados nos trabalhos realizados. A
(Tabela 3) apresenta alguns dos principais solventes
de extracao utilizados em estudos recentes.

Tabela 3. Solventes empregados na extragao de carotenodides em diferentes amostras.

Amostra

Solvente de extracao

Referéncia

Cenouras, graos verdes e
brocolis

Suco de tomate

Frutas vermelhas bulgarianas

Caléndulas

Plantas comestiveis da
Tailandia

Hexano

Dunaliella salina

Rhodotorula

Tetrahidrofurano

Tetrahidrofurano

Metanol:tetrahidrofurano (1:1, v/v)

Hexano

Hexano:acetona:etanol (2:1:1, v/v/v)

Eter etilico, acetato de etila e éter etilico/
acetato de etila (1:1)

MCcINERNEY et al., 2007

SANCHEZ-MORENO et al.,
2006

MARINOVA; RIBAVORA, 2007
WANG et al., 2006

CHANWITHEESUK et al., 2005
HU et al., 2008

SQUINA; MERCADANTE, 2003

Quantificagdo e identificagdo de carotendides

Embora alguns autores utilizem a cromatografia
a pressdo atmosférica para separar carotenoides, a
separagdo desses compostos € comumente realizada
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
podendo ocorrer tanto em fase normal quanto em
fase reversa, utilizando elui¢do isocratica ou em
gradiente. O detector pode ser o UV/Vis ou o detector
de arranjo de diodos (DAD) (CHANWITHEESUK;
TEERAWUTGULRAG; RAKARIYATAM, 2005;
KIOKIAS; OREOPOULOU, 2006). Quando o
DAD nao ¢ suficiente, em virtude de interferéncias

espectrais, a espectroscopia de massa (MS)

acoplada a cromatografia pode ser utilizada com
sucesso (SIKORA et al, 2008). A identifica¢do
de carotendides ¢ geralmente realizada por (1)
comparacdo dos tempos de retengdo e espectro
de absor¢ao dos picos desconhecidos com os
padroes de referéncia e (2) adi¢do de carotenoides
padrao a amostra, para co-cromatografia. Para a
quantifica¢@o dos carotendides sdo utilizadas curvas
de calibra¢dao com solugdes de compostos padrao na
absorcao especifica maxima. A (Tabela 4) apresenta
alguns trabalhos onde a CLAE foi utilizada para
identificacdo de carotenoides.
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Tabela 4. Analise de carotendides por CLAE.

Amostra Eluente

Detector Referéncia

A: metanol: éter metiltercibutilico:

agua (81:15:4, v/v/v)

Abricos e abobora B: metanol:éter

metiltercibutilico:agua (4:92:4,

DAD
(200-700) nm
KURZ et al., 2008
Espectrometro de

V/VIV) massa (MS)
A: acetonitrila
Suco de tomat B: metanol DAD SANCHEZ-MORENO et
uco de tomate C: diclorometano 474 nm al., 2006
D: hexano
Friassomelas SIS 0S5 0) pap  warmiows,
bulgarianas etila (60:20:20, V/v/v) 450 nm RIBAVORA, 2007
. A: acetonitrila:metanol (9:1, v/v) DAD
Flores marigold B: acetato de etila 200-600 nm WANG et al., 2006
DAD
Carotenos: Carotenos:
Plantas comestiveis Hexano:acetone (9:1 v/v) 436 nm CHANWITHEESUK et
da Tailandia Xantofilas: hexano:acetona:metanol al., 2005
(8:1:1 v/viv) Xantofilas:
474 nm
Metanol:acetonitrila:agua (84:14:2, DAD
Dunaliella salina v/v/v)/ cloreto de metila (75:25, HU et al., 2008
450 nm
v/v)
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