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RESUMO

Os carotenoides sdo pigmentos naturais, lipofilicos, de cores atraentes, e que apresentam
efeitos benéficos a salide humana, como precursores da vitamina A, atividade antioxidante e
participacdo em diversos processos fisiolégicos. Por isso, a extracdo destes pigmentos é
vantajosa para a industria de alimentos, principalmente quando um produto sem valor
comercial, como descarte de vegetal folhoso, é utilizado como matriz. O objetivo deste
trabalho foi estabelecer metodologia para a obtencao de carotenoides, a partir da folha externa
do repolho, com vistas a aplicacdo como corante, antioxidante natural e/ou na fortificacdo de
alimentos. Inicialmente foi realizado um planejamento fatorial 2°*, para definir as variaveis
significantes na extragdo de carotenoides, sendo estudados os seguintes fatores e niveis:
temperatura (30 e 50°C), relacdo massa:volume (0,5:15 e 0,5:25 g/mL), numero de extracdes
(3 e5), tempo (30 e 60 minutos) e esterilizacdo (sim ou ndo), totalizando 16 experimentos. O
etanol foi utilizado como solvente, por ser reconhecido como seguro (GRAS) e a
saponificacdo simultanea foi empregada para eliminar uma etapa do método. Considerando-se
as variaveis que apresentaram efeito significante na resposta, foi realizado um planejamento
composto central 23 testando-se: tempo de extrac&o (60, 90 e 120 min), relacdo massa:volume
(0,5:10, 0,5:15 e 0,5:20 g/mL), e nimero de extracdes (2, 3 e 4 vezes), com amostras
esterilizadas e temperatura de 30°C. As respostas para este planejamento foram carotenoides
totais (g/g), porcentagem de reducdo dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 2,2'-
azino-bis  (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)  (ABTS), todos  determinados  por
espectrofotometria, tempo de inducdo (h) do 6leo de palma refinado acrescido dos extratos,
avaliado em Rancimat, e cor (CIELAB) analisada em colorimetro. Extracdo convencional
com acetona foi utilizada como controle e este extrato, assim como o da condi¢do 6tima do
planejamento, foi caracterizado quanto aos carotenoides majoritarios por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para analisar
os efeitos e interacOes entre as variaveis independentes dos planejamentos experimentais (p <
0,05). O teor de carotenoides obtido pelo método convencional foi de 416,67 + 6,60 ug/g, e
de 393,30 + 3,73 ug/g para a melhor condicdo do planejamento (amostra esterilizada, relagéo
massa:volume de 0,5:10 g/mL e 2 extracbes de 120 min a 30°C com saponificacdo
simultanea), representando 94,39% do obtido no convencional, com menor tempo de anélise
e volume de solvente. O tempo de extracdo foi o fator que teve maior efeito em todas as
respostas. Os dois tipos de extratos apresentaram all-trans-f-caroteno como pigmento
principal, seguido de luteina. A porcentagem de inibi¢cdo do DPPH foi de 32,06 + 1,63 e 30,88
*+ 0,22 % e do ABTS de 25,47 + 0,60 e 20,11 + 0,04 %, para os extratos de carotenoides
obtidos pelo método convencional e condi¢cdo Otima do planejamento, respectivamente.
Entretanto, os mesmos ndao aumentaram a estabilidade oxidativa do 6leo de palma refinado
submetido ao Rancimat. A folha externa de repolho apresentou-se como uma potencial fonte
para a obtencdo de carotenoides, predominantemente all-trans-B-caroteno e luteina, produtos
de alto valor agregado, com possibilidade de aplicacdo na industria de alimentos em processos
de fortificagdo e/ou como corantes e antioxidantes naturais, devendo, para isso, ser testados
em matriz alimenticia na auséncia de oxigénio e de temperaturas elevadas.

Palavras-chave: B-caroteno; extracdo; atividade antioxidante; DPPH; ABTS; superficie de

resposta.



ABSTRACT

Carotenoids are natural pigments, lipophilic, with attractive colors, and have beneficial effects
on human health, such as vitamin A precursors, antioxidant activity and participation in
various physiological processes. Therefore, the extraction of these pigments is advantageous
for the food industry, especially when a product without commercial value, such as the
dispose of leafy vegetable, is used as matrix. The aim of this study was to establish
methodology to obtain carotenoids from cabbage outer leaf, in order to apply as a dye, natural
antioxidant and/or food fortification. Initially was performed a factorial design 2>, to define
the significant variables in carotenoids extraction, with the following factors and levels:
temperature (30 and 50 ° C), mass ratio: volume (0.5:15 e 0.5:25 g/mL) number of extractions
(3 and 5), time (30 and 60 min) and sterilization (yes or no), a total of 16 experiments.
Ethanol was used as solvent for being recognized as safe (GRAS), and a simultaneous
saponification was employed to remove a stage of the method. Considering the variables that
had a significant effect on the response, a central composite design 2% was performed testing:
extraction time (60, 90 and 120 min), mass ratio: volume (0.5: 10, 0.5: 15 and 0.5: 20 g/mL),
and the number of extractions (2, 3 and 4 times) with sterile samples and 30 ° C. The answer
to this design were carotenoids (pg/g), inhibition percentage of radicals 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH) and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS), determined by spectrophotometry, induction time (h) of refined palm oil with
addition of the extracts, assessed at Rancimat, and color (CIELAB) analyzed in colorimeter.
Conventional extraction with acetone was used as control and this extract, as well as the
extract of the optimum condition were analyzed and characterized by High-performance
liquid chromatography (HPLC). Analysis of variance (ANOVA) was used to analyze the
effects and interactions between the independent variables of the experimental design (p <
0.05). The carotenoid content obtained by the traditional method was 416.67 + 6.60 pg/g and
393.30 + 3.73 pg/g for the best condition of experimental design (sterilized sample, mass
ratio: volume of 0.5:10 g/mL, and 2 extractions 120 min at 30 ° C with simultaneous
saponification), representing 94.39% of the conventional obtained with less analysis time and
volume of solvent. The extraction time was the factor that had the highest effect on all the
answers. The extracts showed all-trans-p-carotene as a major pigment, followed by lutein.
The percentage of inhibition of DPPH was 32.06 + 1.63 and 30.88 + 0.22% and ABTS 25.47
+ 0.60 and 20.11 + 0.04% for carotenoids extracts obtained by the conventional method and
optimal experimental design condition, respectively. However, they did not increase the
oxidative stability of refined palm oil submitted to the Rancimat. The cabbage outer leaf was
presented as a potential source for obtaining carotenoids, predominantly all-trans-p-carotene
and lutein, high value-added products, with possible application in the food industry
fortification processes and/or as natural colorants and antioxidants, should for that reason be
tested in food matrix in the absence of oxygen and high temperatures.

Keywords: B-carotene; extraction; antioxidant activity; DPPH; ABTS; response surface.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os carotenoides sdo um grupo de pigmentos naturais biossintetizados por plantas,
algas, fungos, leveduras e bactérias, sendo encontrados em vegetais, folhas, frutas, raizes,
flores, peixes, invertebrados e péssaros. Alguns carotenoides apresentam importante fungéo
nutricional na dieta de humanos como precursores da vitamina A, que é essencial para a visao,
diferenciacdo das células, desenvolvimento embrioldgico e outros processos fisiologicos
(RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008; VERONEZI e JORGE,
2011).

O interesse por estes pigmentos tem aumentado muito nos ultimos anos devido a
descoberta de sua atividade antioxidante, através do sequestro e extincdo de radicais livres,
reduzindo o risco do desenvolvimento de doencas degenerativas como o cancer, doencas
cardiovasculares, imunodeficiéncias, degeneracdo macular e formacdo de cataratas
(SKIBSTED, 2012; KRINSKY, 1994).

A obtencdo de carotenoides € uma vantagem para a industria de alimentos, pois 0s
mesmos podem ser utilizados como antioxidantes naturais e na producdo de alimentos
funcionais (SHI et al., 2013; WANG et al., 2007). Além disso, os carotenoides também tém
sido largamente utilizados como corantes em alimentos, bebidas, cosméticos e ra¢cdes animais,
principalmente de aves e peixes. As industrias de alimentos e farmacéuticas vém buscando
substituir os corantes sintéticos por naturais devido ao maior apelo do produto natural
(VALDUGA et al., 2009).

Segundo o Relatério do Mercado Global de Carotenoides, a Companhia de
Comunicag¢bes Empresarial (BCC Research) estimou que o valor do mercado mundial de
carotenoides utilizados comercialmente foi cerca de US$ 1,2 bilhdo em 2010, com uma
chance de crescer para US$ 1,4 bilhdes em 2018, com uma taxa de crescimento anual
composta de 2,3% (MARZ, 2011).

O valor de mercado do B-caroteno, estimado em cerca de US$ 250 milhdes em 2007,
aumentou para US$ 261 milhdes em 2010. Esse mercado deve crescer para 334 milhdes de
ddlares americanos em 2018, a uma taxa composta de crescimento anual de 3,1%. O valor de
luteina foi de cerca de $ 233.000.000 em 2010, e deve chegar a $ 309.000.000 em 2018, com
uma taxa de crescimento anual composta de 3,6 (MARZ, 2011).

Os carotenoides utilizados industrialmente sdo obtidos por via quimica ou extragdo de
plantas e/ou algas. Dentre os estudos realizados, destaca-se a produgéo de carotenoides pelos

microrganismos Rhodotorula, Phaffia rhodozyma, Sporobolomyces, Blakeslea trispora,
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Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis (VALDUGA et al., 2009). Alguns destes
pigmentos do reino vegetal s&o: bixina, extraida do urucum; crocina do agafréo; capsantina da
paprica; extratos de vegetais folhosos contendo xantofilas e licopeno do tomate (BRITTON,
LIAAEN-JENSEN, e PFANDER, 1995; PRADO, VEGGI e MEIRELES, 2014).

A grande maioria dos vegetais e frutas tropicais apresenta na sua composi¢cdo algum
tipo de carotenoide que pode ser extraido. Apesar disso, aproximadamente 35% de toda a
producdo agricola brasileira vao para o lixo, sendo que desse total, 30% estdo nas centrais de
abastecimento e 10% nos supermercados e domicilios, colocando o Brasil entre os dez paises
que mais desperdicam alimentos no mundo (CARVALHO, 2009).

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo utilizar vegetal folhoso
improprio para comercializacdo, doados por uma rede atacadista local, para a obtencdo de
carotenoides, que além da reconhecida funcdo corante, podem ser considerados aditivos
funcionais, ou seja, um produto com alto valor agregado para possivel uso como antioxidante

natural ou para fortificacdo de alimentos com pré-vitamina A.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estabelecer metodologia para a obtencdo de carotenoides, a partir da folha externa do
repolho, com vistas a aplicacdo como corante, antioxidante natural, e/ou na fortificacdo de

alimentos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair os carotenoides da folha externa do repolho utilizando metodologia
convencional;

e Estabelecer método alternativo para a obtencdo de um concentrado rico em
carotenoides a partir da folha externa de repolho, utilizando metodologia de superficie
de resposta, com avaliacdo do efeito de multiplas variaveis e suas interagdes;

e Ultilizar o método estabelecido para a obtencdo do extrato rico em carotenoides a partir
da folha externa do repolho;

e Determinar a cor dos extratos de carotenoides obtidos através da escala CIELAB.

e Caracterizar os extratos obtidos quanto ao contelido e carotenoides majoritarios por
espectrofotometria e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
respectivamente;

e Caracterizar os extratos de carotenoides obtidos com relacdo a atividade antioxidante
através do metodo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS (2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico));

e Comparar o efeito antioxidante dos extratos de carotenoides obtidos e do antioxidante
sintético TBHQ (terc-butil-hidroquinona) na oxidagdo lipidica do 6leo de palma

refinado através da oxidacdo acelerada.
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1. CAROTENOIDES

1.1. CARACTERISTICAS GERAIS

Os carotenoides sdo pigmentos lipofilicos com ligacbes duplas conjugadas quase
exclusivamente com a configuragdo trans, em contraste com os lipideos saturados, que tém
ligacbes duplas ndo conjugadas principalmente de configuracdo cis (SKIBSTED, 2012). Os
carotenoides sdo tetraterpenoides de 40 carbonos formados pela unido cauda-cabeca de oito
unidades isoprenoides, exceto na posi¢do central. A cadeia poliénica pode ter de 3 a 15
ligagBes duplas conjugadas, sendo que o comprimento do cromdforo, ou sistema de ligagdes
duplas conjugadas, determina o espectro de absorcdo e a cor da molécula (FRASER e
BRAMLEY, 2004; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

O esqueleto béasico dessas moléculas pode ser modificado através de ciclizacao,
hidrogenacdo, desidrogenacédo, introducdo de grupos contendo oxigénio, rearranjos,
encurtamento de cadeias ou combinacGes dessas modifica¢Bes, resultando numa imensa
variedade, com mais de 600 estruturas caracterizadas, das quais cerca de 100 tém sido
relatadas na natureza (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008;
FRASER e BRAMLEY, 2004).

Os carotenoides podem ser aciclicos (como o licopeno), monociclicos (como o y-
caroteno) ou biciclicos (como o a- e P-caroteno). Os carotenoides hidrocarbonetos sdo
denominados simplesmente de carotenos e aqueles com fungdes quimicas oxigenadas sdo
chamados de xantofilas (Figura 1) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os carotenos, que tem a férmula geral C4oHsg, ocorrem em varias formas isoméricas,
como alfa (), beta (), gama (), delta (), épsilon (¢) e zeta (C), sendo os principais o o e -
caroteno (KHOO et al., 2011). O B-caroteno, que ocorre naturalmente com 11 ligagdes duplas,
é de cor laranja, sendo encontrado principalmente na forma de isémeros all-trans e, em menor
quantidade, como isdmeros cis, sendo classificados na seguinte ordem: all-trans > 9-cis > 13-
cis > 15-cis. O all-trans-B-caroteno € muito instavel, podendo ser facilmente isomerizado
guando exposto ao calor e a luz. Desta forma, processamentos de frutas e vegetais podem
resultar em significante isomerizacdo, formando, principalmente, 13-cis-p-caroteno. O 9-cis-
[-caroteno é formado, principalmente, quando o carotenoide é exposto a luz (KHOO et al.,
2011).
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Figura 1 — Exemplos de estruturas quimicas dos carotenos (A) e xantofilas (B). Rodriguez-Amaya,
Kimura e Amaya-Farfan (2008).

As xantofilas, produtos de oxida¢do formados enzimaticamente a partir do o- ¢ f-
caroteno, apresentam grupos substituintes com oxigénio, como hidroxilas (ex. B-
criptoxantina), grupos ceto (ex.cantaxantina), epdxido (ex.violaxantina) e aldeido (como da f3-
citraurina), e sdo mais polares do que os carotenos, sendo que as mais comumente
encontradas sdo a luteina, zeaxantina e criptoxantina (Figura 1). S&o naturalmente amarelo-
alaranjadas, especialmente luteina e zeaxantina (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

1.2. PROPRIEDADES FUNCIONAIS

Além do poder corante, os carotenoides apresentam propriedades funcionais que
formam a base de diversas fungbes e acbes em organismos vivos. Muitos dos mesmos tém
atividade de pro-vitamina A (B-caroteno, a-caroteno e B-criptoxantina, por exemplo), além de
atuar na protecdo de células contra radicais livres e sequestrar espécies reativas de oxigénio,
devido a presenca de ligacbes duplas conjugadas em sua estrutura, sendo, portanto,
importantes antioxidantes naturais (KRINSKY, 1994; STAHL e SIES, 2003).

A atividade de pro-vitamina A dos carotenoides é a sua funcdo melhor estabelecida no
organismo. Estes sdo convertidos em retinol através de clivagem oxidativa por B,B-caroteno
15-15' dioxigenase. Esta clivagem também pode ser executada por seres humanos e animais
por B,B-caroteno 15,15'-mono-oxigenase, presente no trato intestinal (SAUVANT et al., 2012;
FRASER e BRAMLEY, 2004) (Figura 3).
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Figura 2 - Reagdo de B-caroteno (1) para retinol (3) por meio de enzima dioxigenase (2) (painel A);
ou por meio de enzima mono-oxigenase (4) e diol intermediarios (5) (painel B). A atividade
enzimatica é realizada sobre a posigdo central do B-caroteno. Fonte: Fernandez-Garcia et al. (2012).

O B-caroteno é o carotenoide de maior poténcia vitaminica A e ao qual se atribui
100% de atividade, enquanto 0 a-caroteno e a B-criptoxantina tém cerca de 50% da atividade
do B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008). A eficiéncia
da bioconversdo de prd-vitamina A em vitamina A é de seis miligramas de B-caroteno em

6leo ou 12 miligramas em alimentos mistos, apresentando a mesma atividade de vitamina A
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que um grama de retinol (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008;
FRASER e BRAMLEY, 2004).

Entre os outros efeitos promotores da saude relacionados aos carotenoides estdo a
imunomodulacado e reducdo do risco de contrair doencas crdnicas degenerativas, como cancer,
doencas cardiovasculares, catarata e degeneracdo macular relacionada a idade, modulagédo do
metabolismo de substancias cancerigenas, inibicdo da proliferagdo celular, realce da
diferenciacdo celular, estimulacdo da comunicacdo intercelular e filtragem da luz azul
(RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008; FRASER e BRAMLEY,
2004; FIEDOR e BURDA, 2014).

Um estudo de coorte, realizado por Freedman et al. (2008), demonstrou correlacéo
inversa entre o total de ingestdo de frutas e vegetais e risco de cancer de cabeca e pescoco,
sendo este 29% menor. Austin et al. (2006), avaliaram se a suplementacdo de carotenoides
podia melhorar a salde e sobrevivéncia de pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA). Na andlise multivariada, a sobrevivéncia foi significante e
independentemente melhor naqueles com maiores concentracfes basais de caroteno sérico (p
= 0,04), sugerindo que a suplementacdo pode melhorar a sobrevida por correcdo de uma
deficiéncia de micronutrientes, que foi encontrada em 16% dos participantes.

Vale ressaltar que estas atividades fisiologicas ndo possuem relacdo com a atividade
vitaminica A e tém sido atribuidas as suas propriedades antioxidantes, mais especificamente a
capacidade de sequestrar o oxigénio singlete e interagir com os radicais livres (STAHL e
SIES, 2003; GAMMONE, RICCIONI e D’ORAZIO, 2015) (Figura 4). Entretanto, deve-se
levar em consideracdo que em certos grupos de alto risco (por exemplo, fumantes), pode
haver efeitos adversos de altas doses de carotenoides, talvez por causa de suas propriedades
pro-oxidantes (LOWE, VLISMAS e YOUNG, 2003; STAHL e SIES, 2003).

Car + R. -5 C'&l'.+ 4+ R (transferéncia de elétrons)

Car + R = [Car RT (formacio de aduto radical)
Car + R* = Car(-H)®’ + RH (transferénciade 4tomo de Hidrogénio)

Figura 3 — Vias de reacOes consideradas para eliminacdo dos radicais oxidantes por carotenoides.
Fonte: Skibsted (2012).

A supressdo do oxigénio singlete depende da diferenca de energia entre o menor
orbital molecular desocupado e o maior orbital molecular ocupado e da energia de ionizacéo,
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e foi estabelecida uma relagdo estrutura-atividade quantitativa para essa atividade
(SKIBSTED, 2012). Desta forma, a capacidade de supressdo do oxigénio do carotenoide €
baseada no numero de ligacGes duplas conjugadas, obtendo-se a maxima protecdo daqueles
que possuem nove ou mais ligacdes duplas, ressaltando que estudos vém demonstrando que a
natureza do radical € igual ou tem mais importancia que a estrutura dos carotenoides
(SKIBSTED, 2012; RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008;
STAHL e SIES, 2003).

1.3. FONTES ALIMENTARES

Os animais sdo incapazes de biossintetizar carotenoides, dependendo da alimentacao
para sua obtencdo. Os carotenoides na dieta humana sdo, principalmente, derivados de
plantas, estando localizados nas raizes, folhas, brotos, sementes, frutas e flores. Podem
também, apesar de em menor grau, ser ingeridos em ovos de aves de criacdo doméstica e
peixe, que tenham sido alimentados com produtos vegetais ou de algas (FRASER e
BRAMLEY, 2004).

Nas plantas fotossintéticas, os carotenoides sdo encontrados universalmente nos
cloroplastos dos tecidos verdes, normalmente associados com proteinas, onde sua cor é
mascarada pela presen¢a da clorofila. S8o também largamente distribuidos em tecidos de
plantas ndo fotossintéticas, localizando-se normalmente nos cromoplastos, depositados em
forma cristalina ou como goticulas oleosas, sendo que as xantofilas sdo frequentemente
encontradas esterificadas com acidos graxos. Por se encontrar associado as proteinas, nos
vegetais folhosos os carotenoides tém menor biodisponibilidade, quando comparados aos
presentes nas frutas (KHOO et al., 2011).

Os principais carotenoides encontrados em alimentos sdo: (-caroteno e a-caroteno
(abébora, cenoura, espinafre, milho), B-criptoxantina (pimenta, caja, nectarina, mamao,
pésssego), licopeno (tomate, goiaba vermelha, melancia, mamé&o vermelho), luteina
(espinafre, alface, couve) e violaxantina (manga, pimentdo amarelo). Com a excecdo de
violaxantina, estes carotenoides sdo também os mais vulgarmente encontrados no plasma
humano e foram, em conjunto com a zeaxantina, 0s mais estudados quanto a promogéo de
efeitos a saude (RODRIGUEZ-AMAY A, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

Os principais carotenoides encontrados em vegetais folhosos estéo listados na Tabela
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Tabela 1 — Principais carotenoides de vegetais folhosos.

Fonte Principais Carotenoides (ug/g) Referéncias

Legumes Suicos Luteina (4,5-83,2), B-caroteno (2,3- Reif et al. (2013)
comumente consumidos 72,8)

(alface crespa, brdcolis,

repolho branco, espinafre)

Porcdes comestiveis de B-caroteno (44,5-86,8), luteina (64,1- ~ Guzman, Yousef e

brécolis e couve-flor 120,5), violaxantina (19,9-63,9), Brown (2012)
neoxantina (36,5-58,7)

Vegetais verdes cozidos Neoxantina (5,3-19,2), violaxantina Séa e Rodriguez-Amaya

(brocolis, escarola, feijao  (5,3-15,4), luteina (2,6-69,2), B- (2004)

verde e couve) caroteno (1,8-59,8)

Folhas verdes consumidas  -caroteno (12,6-52,6), a-caroteno Campos et al. (2003)

em Vigosa-MG (agriéo, (611,2-1370,5)
alface, cebolinha e salsa)

Acelga B-caroteno (27 + 1),a-caroteno (0,35 +  Costa et al. (2003)
0,04), luteina (27 £ 1), violaxantina (9,2
+0,9)

1.4. METODOS DE EXTRACAO DE CAROTENOIDES A PARTIR DE VEGETAIS

Todas as constatacdes de que os carotenoides tém efeitos benéficos a satde resultaram
em esforgos no desenvolvimento de métodos para extrair estes compostos e permitir sua
inclusdo em alimentos funcionais ou métodos para melhorar a sua biodisponibilidade nos
produtos transformados. Assim, 0s extratos tanto sdo usados para produzir aditivos e
suplementos alimentares, quanto para obter padres que permitam a quantificacdo e analise do
contedo de carotenoides dos alimentos (ISHIDA e CHAPMAN, 2012; ISHIDA E
CHAPMAN, 2009).

Na grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura sobre o tema, o enfoque é a
analise quantitativa de carotenoides. Para tal, as principais etapas sdo: (1) extracdo exaustiva
com solventes organicos, geralmente acetona, normalmente realizada em equipamentos de
pequeno porte, (2) filtracdo em funil de Bichner, (3) transferéncia para éter de petréleo
através de lavagens com agua em funil de separacgéo, (4) saponificacdo (opcional) e retirada
do alcali por lavagem, (5) concentracdo, (6) separagdo cromatografica e (7) quantificacéo
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Devido a variedade de fontes e diversidade de carotenoides, ndo existe metodo Unico
estabelecido para a extracdo deste pigmento (PRADO, VEGGI e MEIRELES, 2014). Do
ponto de vista industrial, a extracdo com solventes é a primeira opgao, por ser simples e de
baixo custo, tornando importante a comparacdo da eficiéncia destes para a extracdo de

carotenoides nas diversas fontes vegetais. Apesar disso, sdo poucos os trabalhos encontrados
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na literatura sobre otimizagdo das condi¢Oes de extracdo (STRATI e OREOPOULOU,
2011b).

A escolha do solvente é considerada como um dos fatores mais importantes no
processo de extracdo, sendo que a literatura relata como mais usados para produtos
alimenticios acetona, éter de petroleo, éter etilico, tetra-hidrofurano (THF), metanol, hexano e
diclorometano (PRADO, VEGGI e MEIRELES, 2014). Os solventes utilizados em varias
patentes dos Estados Unidos para a extracdo de licopeno incluem hexano, acetato de etila,
cloreto de metileno, metanol, etanol, propanol e acetona, sendo este o0 mais usado em produtos
alimenticios (ISHIDA e CHAPMAN, 2009).

Deve-se também levar em consideracdo na extragdo de carotenoides a fonte vegetal, o
processamento do material sélido, as técnicas de extracdo utilizadas, além da influéncia da
temperatura e tempo sobre o rendimento (PRADO, VEGGI e MEIRELES, 2014).

Ao avaliar os efeitos da extracdo na determinacgdo de luteina em espinafre (liofilizado
e ndo liofilizado), Simonovska et al. (2013) avaliaram diversos solventes (etanol, acetona,
etanol-acetato de etila 1:1 (v/v), metanol - tetraidrofurano 1:1 (v/v)), obtendo rendimentos
iguais de luteina (8,02 a 9,22 mg/100 g) em extracbes de 15 minutos em temperatura
ambiente. Os rendimentos foram melhorados com adicéo de 15 % de acetato de trietilamonio
1M em todos os solventes.

Guzman, Yousef e Brown (2012) desenvolveram um método mais eficiente para
extrair e quantificar carotenoides, clorofilas, e tocoferdis nas por¢des comestiveis de brocolis
e couve-flor. Para isso, a amostra liofilizada e triturada foi extraida por trés ciclos de 20
minutos em etanol seguidos de centrifugagé@o. O teor de carotenoides totais variou entre 36,5
+ 0,4 pg/g para couve-flor roxa a 367,6 = 15,7 pg/g para brocolis.

A eficiéncia de diversos solventes organicos para extrair carotenoides de descarte de
tomate seco, além do efeito da temperatura, tempo e numero de extracbes foi avaliada por
Strati e Oreopolou (2011a). Trés passos de extracdo, de 30 minutos cada um, foram
suficientes para todos os solventes (lactato de etila, acetona, acetato de etila, hexano e etanol),
enquanto que o aumento da temperatura (de 25 para 70 °C) geralmente resultou num aumento
de rendimento dos carotenoides, sendo 0 maximo de 243,00 mg/Kg em lactato de etila.

Em trabalho posterior, Strati e Oreopolou (2011b), examinaram misturas de solventes
(hexano e acetato de etila), sua proporcdo para a amostra (pele e sementes de tomate), e o
tamanho de particula dos residuos para otimizar as condi¢fes de extragdo A metodologia de
superficie de resposta foi utilizada, de forma a permitir a avaliacdo do efeito de multiplas

varidveis e as suas interacdes. As condicdes otimizadas para a maxima producdo de
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carotenoides (37,5 mg/kg de residuo seco) foram de 45% de hexano, a mistura de solvente
para a amostra na proporcao de 1:9,1 (g/mL) e tamanho de particula de 0,56 milimetros.

Para estudar os efeitos sobre a extracdo do licopeno de pele de tomate, Kaur et al.
(2008) realizaram um estudo experimental com cinco variaveis independentes. Os valores
experimentais de licopeno variaram entre 0,639 e 1,98 mg/100 g, sendo 0 mé&ximo extraido
com relacdo solvente/amostra de 30:1 mL/g, 4 extracdes, temperatura de 50 °C, tamanho de
particula de 0,15 mm e tempo de extracdo 8 minutos.

Periago et al. (2004) realizaram um estudo experimental para confirmar a hipdtese de
que as taxas de extracdo do licopeno a partir de tomate cru, molho e extrato de tomate sdo
uma funcéo do solvente utilizado (hexano, acetona e etanol) durante o processo de extragéo.
Embora o hexano tenha sido o principal solvente utilizado na extracdo, houve uma interacao
sinérgica positiva secundaria deste com etanol (todos os tipos de amostras) e com acetona
(amostras de polpa de tomate), o que sugere que a mistura que contém todos os trés
componentes é essencial para a otimizacao do processo de extracdo. O teor de licopeno variou
de 0,65-4,72 mg/100 g no tomate cru, 1,06-14,71 mg/100 g no molho no tomate, e 11,47-
53,90 mg/100 g na polpa de tomate.

A obtengdo de licopeno com 98% de pureza na forma de cristais a partir de amostras
de descarte de tomate foi reportada por Nunes e Mercadante (2004), utilizando as seguintes
etapas: 1) retirada de 4gua do tomate, com 4 extracdes de 30 minutos cada uma com 30 mL de
etanol comercial, 2) extracdo dos carotenoides através de 4 extracdes de 120 minutos com
acetato de etila e 3) purificacdo do licopeno através de duas cristalizacbes com
diclorometano/etanol a quente. O teor médio de licopeno obtido foi de 59,2 + 21,8ug/g.

Kimura e Rodriguez-Amaya (2002) utilizaram acetona como solvente de extragéo,
particdo para éter de petréleo e purificacdo em coluna aberta de MgO/hyflosupercel para
isolar padrbes de carotenoides de alface, sendo que a pureza variou de 91 a 97% para
neoxantina, 95 a 98% para violaxantina, 97 a 100% para lactucaxantina, 92 a 96% para
luteina e 90 a 97% para B-caroteno. Os teores de carotenoides obtidos foram de 7,0 pg/g de
neoxantina, 17,7 pg/g de violaxantina, 11,7 pg/g de lactucaxantina, 21,9 ng/g de luteina e 22,9
ug/g de B-caroteno.

O numero de trabalhos encontrados na literatura sobre a extragdo de carotenoides em
vegetais folhosos é pequena em comparacdo a outras matrizes alimenticias, como, por
exemplo, o tomate (STRATI e OREOPOULOU, 2014). Este nimero torna-se ainda menor

quando s&o pesquisados estudos sobre a otimizacdo da extracdo a partir de folhosos.
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1.5. COR

A cor influencia diretamente na aparéncia do alimento, sendo um dos fatores mais
avaliados pelos consumidores na escolha destes (PATHARE, OPARA e AL-SAID, 2013). As
cores atrativas que os carotenoides proporcionam aos alimentos estdo relacionadas ao seu
sistema de ligacBes duplas conjugadas, ou seja, ao tamanho do cromoforo da molécula. Para
que a cor amarela seja visivel, sdo necessarias, no minimo, sete ligacbes conjugadas. O
aumento do ndmero de duplas ligacBes implica em maiores bandas de absorcdo e,
consequentemente, os carotenoides tornam-se mais vermelhos. Dessa forma, ha uma relacéo
entre 0 conteldo e tipo de carotenoides presente no alimento e a cor que este apresenta
(KOOH et al., 2011; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

O sistema CIELAB permite a analise da cor a partir dos parametros L*a*b*. O L* é
uma mensuracao referente a luminosidade do objeto a ser avaliado, podendo variar do preto
(L* = 0) ao branco (L* = 100). O a* assume valores positivos para o vermelho e negativos
para o verde, enquanto o parametro b* assume valores positivos para amarelo e negativos para
azul (PATHARE, OPARA e AL-SAID, 2013) (Figura 5).

Figura 4 — Espago de cor CIELAB. Fonte: Konica Minolta (1998).

Nunes e Mercadante (2004) relacionaram os teores de licopeno de amostras de

descarte de tomate com os parametros de cor CIELAB. O parametro a* foi o que apresentou
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maior correlacdo com a concentracdo de licopeno (0,84). Meléndez-Martinez et al. (2007)
estudaram o comportamento de diversos padrdes de carotenoides através do sistema CIELAB.
Os carotenoides vermelhos, licopeno e cantaxantina, foram localizados no primeiro quadrante
do plano (valores positivos de a* e b*), enquanto os demais ficaram no segundo quadrante
proximo do eixo b* (valores negativos de a* e positivos de b*), portanto apresentam
coloracdo mais amarelada. Como esperado, o valor de a* e b* diminuiram em consequéncia

do decréscimo do numero de ligacdes duplas conjugadas.

1.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS CAROTENOIDES

Os carotenoides tém a acdo na prevencdo de doencas atribuida a sua atividade
antioxidante. Por isso, sdo numerosos o0s trabalhos relatando a atividade/capacidade
antioxidante de alimentos medidos in vitro publicados nos ultimos anos (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2010). Os ensaios de capacidade antioxidante podem ser classificados, de acordo
com as reacOes envolvidas, em dois tipos: os baseados em reacdes de transferéncia de atomo
de hidrogénio (HAT), e os baseados em transferéncia de elétrons (ET) (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2010; GULCIN, 2012; APAK et al., 2013).

Ensaios HAT empregam esquema de reacdo competitiva, em que antioxidante e
substrato competem por peroxilas que sdo geradas termicamente por meio da decomposicédo
de compostos azo. Exemplos dos ensaios HAT sdo o de capacidade de absorcdo de oxigénio
radical (ORAC) e o parametro total de aprisionamento de radical antioxidante (TRAP)
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2010; GULCIN, 2012; APAK et al., 2013).

Os ensaios baseados em ET medem a capacidade do antioxidante na reducdo de um
oxidante, que muda de cor quando reduzido, sendo o grau de mudanca de cor correlacionado
com as concentracdes de antioxidantes da amostra. Sdo exemplos destes métodos
concentracfes de fendis totais pelo reagente de Folin-Ciocalteu, Trolox- capacidade
antioxidante equivalente (TEAC), poder antioxidante de reducdo do ion férrico (FRAP) e os
métodos de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Nenhum destes métodos € considerado
universal, sendo que nos alimentos os ensaios mais usados sdo o0 ORAC, FRAP, TEAC e
DPPH, sendo estes dois ultimos muito utilizados devido a simplicidade (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2010; APAK et al., 2013).



29

1.6.1. Atividade antioxidante pelo radical DPPH

O ensaio do DPPH esta entre os mais utilizados, pois se encontra entre 0s mais
praticos, rapidos e sensiveis, além de ser de baixo custo e disponivel comercialmente.
Consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, de
coloracdo purpura, que absorve em um comprimento de onda de 515 nm. Por a¢do de um
antioxidante ou uma espécie radicalar (R), o DPPH é reduzido formando 2,2-difenilpicril-
hidrazina (DPPH-H), de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da banda de
absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia (Figura 6) (APAK et
al., 2013; RAMADAN, 2010).
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Figura 5 — Estrutura do DPPH e sua reducdo por um antioxidante. Fonte: Ramadan (2010).

A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante
(quantidade de DPPH reduzido pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais e/ou a
porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional, sendo que a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50% ¢é denominada
concentracdo eficiente (CEsp), também chamada de concentracdo inibitéria (Clsp). Quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEsy e maior a sua atividade
antioxidante (SOUZA et al., 2012).

Fu et al. (2011), ao avaliarem a atividade antioxidante dos principais carotenoides de
espinafre (violaxantina, luteina e B—caroteno), concluiram que os resultados estabeleceram o
potencial antioxidante destes carotenoides como possiveis responsaveis pela atividade de
limpeza de radicais livres desse vegetal na dieta. O B—caroteno foi considerado o mais
eficiente na eliminacédo do radical DPPH, com aproximadamente 75% de inibigéo, seguido da
violaxantina (= 60%) e luteina (= 50%).

Hernandez-Ortega et al. (2012) estudaram a atividade antioxidante de extratos de
carotenoides de pimenta seca através do radical DPPH, e a porcentagem de inibicao variou de

12,3 a 24,2% a depender da variedade da pimenta estudada (Pimenta guajillo, pimenta pasilla,
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e pimenta ancho). Uma possivel explicacdo para a maior atividade antioxidante da pimenta
guajillo foi atribuida a maior quantidade de B-caroteno e criptoxantina na mesma, indicando

que essa atividade é influenciada pelo tipo e quantidade de carotenoides.
1.6.2. Atividade antioxidante pelo radical ABTS

O método de rastreio de atividade antioxidante com ABTS é um ensaio de
descoloracdo aplicavel tanto a antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, como flavonoides,
carotenoides e plasma. O radical 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS") é formado por oxidacdo com agentes oxidantes, geralmente persulfato de potéssio
(K2S,0g), que sera reduzido na presenca de antioxidantes (RE et al., 1999; APAK et al., 2013)
(Figura 7).
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Figura 6 — Oxidagdo do ABTS com K,S,0s € geracdo do ABTS". Fonte: Giilgin (2012).

O radical formado apds a reacdo tem cor azul e absorve luz a 734 nm. A adicdo do
antioxidante reduzira o cation formado, gerando descoloracdo da solucdo, que é monitorada
espectrofotometricamente. O grau desta descoloracdo, consequentemente da resposta final,
sera funcdo do tempo de incubagdo e concentracdo do antioxidante, e € calcula em relacdo a
reatividade de Trolox como um padrdo, sob as mesmas condicBes. Por isso, esse ensaio €
frequentemente referido como ensaio de capacidade equivalente ao Trolox (TEAC - Trolox
equivalent antioxidant capacity) (APAK et al., 2013).

A vantagem do teste ABTS consiste na sua relativa simplicidade que permite a
aplicagdo na rotina de qualquer laboratorio. Entretanto, uma das limitagOes é ser dependente
do tempo de incubacéo, ja que divergéncias nos resultados podem ser atribuidas ao tempo de
reacdo do radical com o antioxidante (APAK et al., 2013). Bohm et al. (2002) estudaram a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox de isomeros de a-caroteno, [-caroteno,
licopeno e zeaxantina. Os valores de TEAC variaram de 0,5 a 3,1 mmol/L. Trés isdmeros cis

ndo identificados de licopeno demonstraram maior atividade antioxidante que o all-trans-
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licopeno, que foi aproximadamente duas vezes maior que a atividade antioxidante dos
isomeros de B-caroteno.

Prasad et al. (2011) utilizaram o ensaio de reducdo do ABTS para avaliacdo do poder
antioxidante dos carotenoides extraidos da pele, polpa e semente do fruto de Canarium
odontophyllum. Como resultado, os pigmentos que apresentaram maior correlacdo com a
atividade de redugdo do ABTS foram o B-caroteno e seus isdmeros, quando comparado a
luteina, exercendo as maiores atividades antioxidantes no ensaio, que variaram de 18,3 a

44,5% na polpa, a depender da concentracdo de carotenoides.

1.6.3. Estabilidade oxidativa em Rancimat

Esse teste € baseado na determinacdo do tempo necessario (tempo de inducdo) para
um determinado dleo ou gordura entrar na fase exponencial (quando o grau de oxidacao
aumenta abruptamente) do processo de oxidacdo. Esse tempo é determinado medindo a
condutividade da dgua deionizada, na qual vai borbulhando ar que passa pela amostra de 6leo
aquecido a uma temperatura especifica, arrastando consigo os compostos volateis resultantes

do processo de oxidacdo (Figura 8).
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Figura 7 — Representacdo esquemética do funcionamento do
Rancimat. Fonte: Metrohm (2009).

Arranz et al. (2008) estudaram a possivel relagdo entre os valores de capacidade de
eliminacdo de radicais livres (DPPH) e da estabilidade oxidativa (método Rancimat) em
diferentes 6leos (aveld, amendoim, pistache, nozes e améndoas), encontrando uma correlacéo
significante entre os dois (r* = 0,83, p = 0,032). Os autores deixam claro que, embora uma
comparacdo direta ndo seja possivel, pois eles se concentram em diferentes aspectos da

capacidade antioxidante de 0leos, esta correlacdo positiva indica que seria possivel supor que,
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para um determinado lote de amostras, o ranking de capacidade antioxidante proporcionada
pelos dois ensaios seria semelhante.

Os lipideos, por serem constituidos de tri, di e monoacilglicerois, acidos graxos livres,
glicolipidios, fosfolipidios, esterdis e outras substancias oxidaveis, sdo altamente suscetiveis a
oxidagdo, seja por via hidrolitica, oxidacdo enzimatica, fotoxidacdo ou autoxidacdo, sendo
esta ultima a principal. Para inibir ou retardar esses processos, sdo utilizados os antioxidantes
(RAMALHO e JORGE, 2006).

Dentre os antioxidantes sintéticos mais usados em alimentos, esta o terc-butil-
hidroquinona (TBHQ), geralmente considerado o mais eficaz, principalmente em 0&leos
vegetais, pois resiste ao calor, ndo altera o sabor ou o cheiro do material e pode ser utilizado
em menor concentracdo. Entretanto, apesar da eficacia, estudos toxicoldgicos tém
demonstrado que esses antioxidantes podem apresentar efeitos carcinogénicos, o que
impulsiona ainda mais a busca de compostos naturais que possam ser usados como
antioxidantes, reduzindo o uso dos sintéticos (RAMALHO e JORGE, 2006).

Considerando que os carotenoides atuam como antioxidantes primarios, inativando os
radicais livres, ou secundarios, suprimindo o oxigénio singlete, estes seriam uma alternativa
de antioxidante natural para adicdo em alimentos, como, por exemplo, o 6leo de palma
refinado, que perde os carotenoides naturalmente presentes durante o processo de refino.

Neste sentido, o trabalho de Mendoncga (2014) avaliou, em Rancimat, a estabilidade
oxidativa de 6leo de palma refinado adicionado de antioxidante sintético TBHQ comparada a
estabilidade do Oleo adicionado de extrato de carotenoides obtido a partir da microalga
Spirulina platensis. Os tempos de inducdo das amostras variaram de 7,86 + 0,42 h a 9,00 £
0,02 h para os 6leos de palma sem acréscimo de antioxidante, de 14,15 + 0,05 h a 14,85 +
0,46 h, para os 6leos com TBHQ e de 10,43 + 0,30 h a 14,33 + 0,52 h para os 0leos
adicionados do extrato de carotenoides, ndo sendo verificada diferenca estatistica entre os
resultados obtidos para as amostras com TBHQ e com o0 extrato de carotenoides, indicando
que esse apresenta potencial para aplicacdo como antioxidante de 6leo de palma refinado.

Zeb e Murcovic (2010, 2011, 2013a, 2013b), ao utilizarem o Rancimat para analisar a
estabilidade oxidativa de 6leos vegetais adicionados de [3-caroteno (300 ug/g) verificaram que
a concentracdo deste diminuiu em funcdo do tempo de aquecimento, sendo degradado nas
primeiras horas (3-5 horas) de tratamento térmico. Quando comparada a estabilidade do -
caroteno e da astaxantina (300 ug/g) em azeite de oliva, esta foi degradada mais lentamente
(ZEB e MURCOVIC, 2011).
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Os oOleos vegetais utilizados nos experimentos acima foram mais estaveis durante o
tratamento térmico na presenca de [-caroteno quando O mesmo apresentava em sua
composicdo outras substancias, tais como: tocoferois, &cido oléico, compostos fendlicos,
dentre outras, visto que podem atuar sinergicamente com este pigmento retardando a oxidacao
lipidica. Além disso, deve ser levada em consideracdo a composi¢do em &cidos graxos dos

0Oleos vegetais estudados.

2. DESCARTE DE VEGETAIS

O setor agricola brasileiro destaca-se como um dos mais importantes da economia,
apresentando recordes de safras. Neste cenario de producdo de alimentos, entretanto, o Brasil
também tem sido consagrado como um campedo em perdas pds-colheita e desperdicios
(VILELA, LANA e MAKISHIMA, 2003; TOFANELLI et al., 2009; BRASILIA, 2009).
Especificamente no caso das hortalicas, estudos realizados constatam que no Brasil os niveis
médios de perdas pds-colheita sdo de 35%, chegando a atingir até de 40%, enquanto em
outros paises como nos Estados Unidos ndo passam de 10% (VILELA, LANA e
MAKISHIMA, 2003; BRASILIA, 2009).

Um alerta feito durante a realizacdo do Forum Green Global Growth, em Copenhague,
capital da Dinamarca, em outubro de 2013, divulgou que 1,3 bilhdo de toneladas de alimentos
sdo jogadas no lixo. Um prejuizo de US$ 750 bilhdes, equivalentes a mais de R$ 1,6 trilhdo
(GRAYLEY, 2013). As perdas de alimentos acontecem em estagios de producdo, pés-colheita
e processamento da cadeia de abastecimento alimentar. As perdas pds-colheita podem ser
definidas como aquelas que ocorrem ap6s a colheita em virtude da falta de comercializacao
ou do consumo do produto em tempo habil, sendo esta classificada como desperdicio de
alimentos (FAO, 2011).

Essas perdas, apesar da tecnologia aplicada a fim de manter a qualidade, seguranca
alimentar e também reduzir perdas qualitativas e quantitativas entre a colheita e consumo,
podem ocorrer em nUmero expressivo e representar gasto de recursos valiosos e escassos
utilizados na producédo, como agua e energia. Produzir alimentos que ndo sdo consumidos leva
a emissdes desnecessarias de dioxido de carbono, além de perda do valor econdmico dos
alimentos produzidos (FAO, 2011). A Figura 9 ilustra as perdas de frutas e vegetais nos

diversos estagios, da producdo ao consumo, em diferentes regides do mundo.
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Figura 8 — Distribuicdo (%) da producdo inicial perdida ou desperdicada em diferentes fases da cadeia
de fornecimento alimentar para frutas e vegetais, em diferentes regides do mundo. Fonte: FAO (2011).

Os alimentos sdo desperdicados, quando, em boas condicdes fisiologicas, sao
desviados do consumo para o lixo. Esse desperdicio pode acontecer através da sobra de
alimentos nos pratos apos as refeicbes domiciliares e em restaurantes, pelo descarte dos
produtos in natura com boas condigdes fisicas, vencimento do prazo de validade e, até mesmo
pela falta de outras formas alternativas de aproveitamento (VILELA, LANA e MAKISHIMA,
2003).

Na Figura 10 estdo apresentadas perdas de alguns vegetais folhosos de uma empresa
atacadista do Centro de Abastecimento da Bahia (CEASA) localizado na regido metropolitana
de Salvador, Bahia. O periodo de perdas compreendido no grafico é de cinco meses (outubro
de 2013 a fevereiro de 2014). Neste periodo, é possivel observar, além da perda do alimento,
improprio para ser comercializado e consumido, e da perda financeira, a possibilidade do uso
destes descartes para obtencdo de compostos naturais de alto valor agregado, como é o caso

dos carotenoides.
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Figura 9 — Perda de vegetais folhosos durante periodo de cinco meses de empresa atacadista de frutas
e hortalicas na CEASA, localizada na Regido Metropolitana de Salvador, no Estado da Bahia.

Diante da constatacdo das perdas pds-colheita de frutas e hortalicas na horticultura
brasileira, e de que os residuos de vegetais podem conter muitas sustancias reutilizaveis de
alto valor, tais como o B-caroteno e a luteina, com importante funcdo nutricional na dieta

humana, sdo imprescindiveis estudos para obtencdo de carotenoides a partir dessas fontes.



36

3. REFERENCIAS

APAK, R. et al. Methods of measurement and evaluation of natural antioxidant
capacity/activity (IJUPAC Technical Report). Pure and Applied Chemistry, v. 85, p.5, p.
957-998, 2013.

ARRANZ, S. Comparison between free radical scavenging capacity and oxidative stability of
nut oils. Food Chemistry, v. 110, p. 985-990, 2008.

AUSTIN, J. et al. A community randomized controlled clinical trial of mixed carotenoids and
micronutrient supplementation of patients with acquired immunodeficiency syndrome.
European Journal of Clinical Nutrition v. 60, p. 1266— 1276, 2006

BOHM, V. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity of Different Geometrical Isomers of a-
Carotene, 3-Carotene, Lycopene, and Zeaxanthin. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 50, p. 221-226, 2002.

BRASILIA, D. C. Fome e desperdicio de alimentos. Disponivel em: <
http://www.ipea.gov.br/desafios/index.php?option=com_content&id=1256:reportagens-
materias&Itemid=39>. Acesso em: 15 de outubro de 2013.

CAMPOS, F. M.; SANT’ANA, H. M. P.; STRINGHETA, P. C.; CHAVES, J. B. P.; Teores
de beta-caroteno em vegetais folhosos preparados em restaurantes comerciais de Vicosa-MG.
Brazilian Journal of Food Technology, v. 6, p. 163-169, 2003.

COSTA, S. M. Caracterizacion de acelga fresca de santiago del estero (argentina).
comparacion del contenido de nutrientes en hoja y tallo. evaluacion de los carotenoides
presentes. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos v. 23, n. 1, p. 33-37, 2003.

FAOQ. Organizacdo das Nac6es Unidas para Alimentacdo e Agricultura. Global food losses
and food waste: extent, causes and prevention. FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. Roma, 2011.

FERNANDEZ-GARCIA, E. et al. Carotenoids bioavailability from foods: From plant
pigments to efficient biological activities. Food Research International v. 46, p. 438-450,
2012.

FIEDOR, J.; BURDA, K. Potential Role of Carotenoids as Antioxidants in Human Health and
Disease. Nutrients v. 6, p. 466-488, 2014

FRASER, P. D.; BRAMLEY, P. M. The biosynthesis and nutritional uses of carotenoids.
Progress in Lipid Research, v. 43, n. 3, p. 228-265, 2004.

FREEDMAN, N. D. et al. Fruit and vegetable intake and head and neck cancer risk in a large
United States prospective cohort study. International Journal of Cancer, v. 122, p. 2330—
2336, 2008.

FU, H. et al. Evaluation of antioxidant activities of principal carotenoids available in water
spinach (Ipomoea aquatica). Journal of Food Composition and Analysis, v. 24, p. 288-297,
2012.



37

GAMMONE, M. A.; RICCIONI, G.; D’ORAZIO, N. Carotenoids: potential allies of
cardiovascular health? Food & Nutrition Research, v. 59, p. 26762, 2015.

GRAYLEY, M. V. FAO quer que mundo monitore desperdicio de alimentos. 2013. Noticias
e Midia: Radio ONU. Disponivel em:
http://www.unmultimedia.org/radio/portuguese/2013/10/fao-combate-a-fome-passa-por-
monitoramento-de-desperdicio-de-alimentos/. Acesso em 24 de novembro de 2013.

GULCIN, I. Antioxidant activity of food constituents: an overview. Archives of Toxicology,
v. 86, p. 345-391, 2012.

GUZMAN, |.; YOUSEF, G. G.; BROWN, A. F. Simultaneous Extraction and Quantitation of
Carotenoids, Chlorophylls, and Tocopherols in Brassica Vegetables. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 60, n. 29, p. 7238-7244, 2012.

HERNANDEZ-ORTEGA, M. Antioxidant, Antinociceptive, and Anti-Inflammatory Effects
of Carotenoids Extracted from Dried Pepper (Capsicum annuum L.). Journal of Biomedicine
and Biotechnology, v. 2012, 10p., 2012.

ISHIDA, B. K.; CHAPMAN, M. H. Carotenoid extraction from plants using a novel,
environmentally friendly solvent. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 11, n. 3,
p. 1051-1059, 2009.

ISHIDA, B. K.; CHAPMAN, M. H. Effects of a hydrodynamic process on extraction of
carotenoids from tomato. Food Chemistry, v. 132, n. 3, p. 1156-1160, 2012.

KAUR, D. et al. Effect of extraction conditions on lycopene extractions from tomato
processing waste skin using response surface methodology. Food Chemistry, v. 108, n. 2, p.
711-718, 2008.

KHOO, H. et al. Carotenoids and Their Isomers: Color Pigments in Fruits and Vegetables.
Molecules, v. 16, n. 2, p. 1710-1738, 2011.

KIMURA, M., RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. A scheme for obtaining standards and HPLC
quantification of leafy vegetable carotenoids. Food Chemistry. 78: 389-398, 2002.

KONICA MINOLTA. Comunicacao precisa da cor: controle de qualidade da percepcéo a
instrumentacdo. Seoul: Konica Minolta, 1998. 59p. Disponivel em:
<www.konicaminolta.com/sensingusa/support/product_applications>. Acesso em: 15 de
novembro de 2013.

KRINSKY, N. I. The biological properties of carotenoids. Pure and Applied Chemistry. v.
66, n. 5, p. 1003-1010, 1994.

LOWE, G. M.; VLISMAS, K.; YOUNG, A.J. Carotenoids as prooxidants? Molecular
Aspects of Medicine, v. 24, n. 6, p. 363-369, dez. 2003.

MELENDEZ-MARTINEZ, A. J.; BRITTON, G.; VICARIO, |. M.; HEREDIA, F. J.
Relationship between the colour and the chemical structure of carotenoid pigments. Food
Chemistry, v. 101, p. 1145-1150, 2007.



38

MENDONCA, T. A.; Carotenoides da microalga Spirulina platensis: obtencao e avaliacdo
da atividade antioxidante (Dissertacdo). Salvador: Universidade Federal da Bahia,
Faculdade de Farmaécia, 2014.

METROHM AG. 743 Rancimat Manual. Switzerland, 2009.

NUNES, I. L., MERCADANTE, A. Z. Obtenc&o de cristais de licopeno a partir de descarte
de tomate. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 24, n. 3, p. 440-447.

PATHARE, P. B.; OPARA, U. L.; AL-SAID, F. A. Colour Measurement and Analysis in
Fresh and Processed Foods: A Review. Food and Bioprocess Technology, v. 6, p. 3660,
2013.

PERIAGO, M. J. et al. Mixture approach for optimizing lycopene extraction from tomato and
tomato products. Journal of Agricultural and Food Chemistry., v. 52, n, 19, p. 5796-5802,
2004.

PRADO, J. M.; VEGGI, P. C.; MEIRELES, A. A. Extraction Methods for Obtaining
Carotenoids from Vegetables — Review. Current Analytical Chemistry, v. 10, p. 29-66,
2014,

PRASAD, K. N. et al. Carotenoids and antioxidant capacities from Canarium odontophyllum
Miq. fruit. Food Chemistry, v. 124, p. 1549-1555, 2011.

RAMADAN, M. F. Rapid antiradical method for screening deep fried oils. Journal fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, v. 5, p. 47-50, 2010.

RAMALHO, V. C.; JORGE, N. Antioxidantes utilizados em 6leos, gorduras e alimentos
gordurosos. Quimica Nova, v. 29, p. 755-760, 2006.

RE, R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. Free Radical Biology & Medicine, v. 26, n. 9/10, p. 1231-1237, 1999.

REIF, C. et al. Carotenoid database of commonly eaten Swiss vegetables and their estimated
contribution to carotenoid intake. Journal of Food Composition and Analysis, v. 29, p. 64—
72, 2013.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. A guide to carotenoid analysis in food. Washington, DC:
International Life Sciences Institute Press, 2001, p.64.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. Quantitative analysis, in vitro assessment of bioavailability
and antioxidant activity of food carotenoids—A review. Journal of Food Composition and
Analysis, v. 23, p. 726-740, 2010.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B.; KIMURA, M.; AMAYA-FARFAN, J. Fontes de
carotenoides: tabela brasileira de composicéo de carotenodides em alimentos. Brasilia:
Ministério de Meio Ambiente/Secretaria de Biodiversidade e Florestas, 2008. 99 p.

SA, M. ; RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. Optimization of HPLC quantification of carotenoids
in cooked green vegetables - Comparison of analytical and calculated data. Journal of Food
Composition and Analysis, v. 17, n.1, p. 37-51, 2004.



39

SAUVANT, P. et al. Vitamin A enrichment: Caution with encapsulation strategies used for
food applications. Food Research International v. 46, n. 2, p. 469-479, 2012.

SIMONOVSKA, B; VOVK, I; GLAVNIK, V.; CERNELIC, K. Effects of extraction and
high-performance liquid chromatographic conditions on the determination of lutein in
spinach. Journal of Chromatography A, v. 1276, p. 95- 101, 2013.

SKIBSTED, L. H. Carotenoids in Antioxidant Networks. Colorants or Radical Scavengers.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 60, n. 10, p. 2409-2417, 2012.

SOUZA, V. R. et al. Determination of bioactive compounds, antioxidant activity and
chemical composition of Cerrado Brazilian fruits. Food Chemistry, v. 134, p. 381-386,
2012.

STAHL, W.; SIES, H. Antioxidant activity of carotenoids. Molecular Aspects of Medicine,
V. 24,n. 6, p. 345-51, 2003.

STRATI, I. F.; OREOPOULOU, V. Effect of extraction parameters on the carotenoid
recovery from tomato waste. International Journal of Food Science & Technology, v. 46,
n. 1, p. 23-29, 2011a.

STRATI, I. F.; OREOPOULOU, V. Process optimisation for recovery of carotenoids from
tomato waste. Food Chemistry, v. 129, n. 3, p. 747-752, 2011b.

STRATI, I. F.; OREOPOULOU, V. Recovery of carotenoids from tomato processing by-
products — a review. Food Research International, v. 65, p. 311-321, 2014.

TOFANELLI, M. B. D. et al. Levantamento de perdas em hortalicas frescas na rede varejista
de Mineiros. Horticultura Brasileira, v. 27, n.1, 2009.

VILELA, N.J.; LANA, M.M.; MAKISHIMA, N. O peso da perda de alimentos para a
sociedade: o caso das hortalicas. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 21, n. 2, p. 141-143,
2003.

ZEB, A.; MURKOCIC, M. Pro-oxidant effects of 3-carotene during thermal oxidation, of
edible oils. Journal of the American Oil Chemistry Society, v. 90, p. 881-889, 2013a.

ZEB, A.; MURKOCIC, M. Determination of thermal oxidation and oxidation products of 3-
carotene in corn oil triacylglycerols. Food Research International, v. 150, p. 534-544,
2013b.

ZEB, A.; MURKOVIC, M. Carotenoids and triacylglycerols interactions during thermal
oxidation of refined olive oil. Food Chemistry, v. 127, p. 1584-1593, 2011.

ZEB, A.; MURKOVIC, M. Characterization of the effects of -carotene on the thermal
oxidation of triacylglycerols using HPLC-ESI-MS. European Journal of Lipid Science and
Technology, v. 112, p. 1218-1228, 2010.



CAPITULO I

ARTIGO I: METODOS DE EXTRACAO DE CAROTENOIDES
EM VEGETAIS: REVISAO



41

METODOS DE EXTRACAO DE CAROTENOIDES EM VEGETAIS: UMA REVISAO
Renata L. Nascimento®*, Itaciara L. Nunes®
Escola de Nutricdo, Universidade Federal da Bahia, 40110-090 Salvador - BA, Brasil

Devido aos efeitos benéficos dos carotenoides na saide humana, ha um interesse crescente na
extracao destes compostos em matrizes vegetais. Entretanto, por ndao existir um método Unico
para a extracdo, sdo inumeros os estudos encontrados sobre o assunto. A extragdo
convencional por solvente e baixa pressdo ainda € o método mais utilizado, mas o uso de
técnicas para aprimorar o processo, principalmente buscando menor gasto de solventes
organicos, tem se destacado. Entre estas, estdo a extracdo assistida por micro-ondas (MAE),
assistida por ultrassom (UAE), sob alta pressdo (PLE) e com fluido supercritico (SFE). Todas
as técnicas devem ser analisadas antes do uso, por serem dependentes da matriz, do tipo de
carotenoide presente, dos tratamentos da amostra, entre outros fatores, podendo, muitas vezes,

serem usadas em conjunto.

Palavras-chave: obtencédo; quantificacdo; carotenoides; técnica analitica.



42

INTRODUCAO

Os carotenoides sdo uma classe de pigmentos lipossollveis presentes em organismos
fotossintéticos e s30 0s maiores responsaveis pelas cores amarela a vermelha dos vegetais. -
Além do poder corante e atividade de pro-vitamina A, os carotenoides atuam na protecdo de
células contra radicais livres e no sequestro de espécies reativas de oxigénio, devido a
presenca de ligacGes duplas conjugadas em sua estrutura, sendo, portanto, importantes
antioxidantes naturais. **

Atribuidas as suas propriedades antioxidantes, estdo a imunomodulacéo e reducéo do risco de
contrair doengas cronicas degenerativas, como cancer, doencas cardiovasculares, catarata e
degeneracdo macular relacionada a idade, entre outras. *® Essas propriedades fazem com que
a utilizacdo dos carotenoides em suplementos dietéticos e alimentos processados seja
desejavel. *° Segundo o Relatério do Mercado Global de Carotenoides, a Companhia de
Comunicag¢bes Empresarial (BCC Research) estimou que o valor do mercado mundial de
carotenoides utilizados comercialmente foi cerca de US $ 1,2 bilhdo em 2010, com uma
chance de crescer para US $ 1,4 bilhdes em 2018, com uma taxa de crescimento anual
composta de 2,3%. ™

Dessa forma, ha uma exigéncia do mercado por uma busca constante de novas fontes e
métodos de extracdo, que obtenham o maximo de rendimento ao mesmo tempo em que
preservem as caracteristicas bioldgicas e quimicas desses compostos. Uma alternativa que
vem sendo explorada por diversos estudos € a extracao de carotenoides a partir de residuos de
vegetais, que apresentam-se como fonte de sustancias reutilizaveis, tais como o B-caroteno, o
licopeno e a luteina, sendo necessario, para isso, uma tecnologia adequada que converta essa
matéria residual em produtos comerciais de alto valor,. ™%

Durante a extracdo dos carotenoides, deve-se levar em consideracdo que no tecido intacto dos
vegetais h4 maior protecdo contra a oxidacdo dos mesmos, entretanto, com a ruptura dos
tecidos ha um aumento da sua suscetibilidade aos fatores pro-oxidantes. Alem disso, devido a
variedade de fontes e diversidade de carotenoides, ndo existe método Unico estabelecido para
a extracdo deste pigmento, tornando a extragcdo quantitativa e a obtencdo de carotenoides a
partir de fontes naturais, bem como sua purificacdo, bastante estudadas. ‘° Apesar da extracéo
com solventes ser a mais utilizada, é crescente a demanda por métodos que sejam mais
rapidos, eficientes e utilizem menor quantidade de solventes.

Esta revisdo de literatura apresenta e discute trabalhos publicados nos dltimos quinze anos, e

que tiveram por finalidade realizar extragdo quantitativa e/ou otimizar métodos diversos para
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extragdo/obtencdo de carotenoides a partir de diversas fontes vegetais, assim como realizar a
caracterizagdo/anélise quantitativa desses pigmentos.

METODOS DE EXTRACAO DE CAROTENOIDES EM ALIMENTOS

A busca de artigos reportando métodos de extracdo de carotenoides a partir de fontes vegetais
foi realizada nas bases de dados Web of Science, Scopus, Science Direct, International
Information System for the Agricultural Science and Technology (AGRIS), National
Agricultural Library Catalog e Food Science and Technology Abstracts (OVID), utilizando-
se a combinacdo dos descritores carotenoids extraction, vegetables e carotenoids
quantification.

Foram excluidos artigos de revisao e que nao utilizassem vegetais como matriz para extracdo
dos carotenoides. Os estudos tiveram suas informacdes sumarizadas em tabelas contendo os
itens: autor, matriz, objetivo, metodologia utilizada e principais resultados encontrados.

A andlise de carotenoides, de forma geral, engloba uma série de etapas desde a amostragem
até a quantificacdo, sendo a extracdo de grande importancia pela sua influéncia nos passos
seguintes. As etapas de amostragem e preparo da amostra devem ser adaptadas ao propdésito
da analise, natureza da matriz e carotenoides a serem extraidos, assim como do método de
extracdo que serd utilizado. A particdo é geralmente realizada para remocdo da agua
remanescente no extrato e transferéncia deste para um solvente compativel com as analises
posteriores. A saponificacdo € um meio efetivo de remover clorofilas e lipideos, etapa que
pode ser dispensada a depender da matriz. A separacdo cromatografica seguida da
identificacdo e quantificacdo é, em alguns estudos, o objetivo principal da analise (Figura 1).
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Amostragem e preparo da
amostra

Extracao

Particao

Saponificagdo (opcional), lavagem e
evaporacao do solvente

Separacdo cromatografica

Identificacdo e quantificacao

Figura 1 — Principais etapas em andlise de carotenoides. Adaptado de Rodriguez-Amaya e
Kimura '’

H& uma grande diversidade de estudos sobre a determinacdo de carotenoides atualmente
disponiveis, e 0s mesmos utilizam diferentes matrizes, métodos de extracdo, de quantificacao
e de avaliacdo dos extratos obtidos. Entretanto, esses estudos tém diferentes focos: atingir
condicdes melhoradas de obtencdo/extracdo de carotenoides a partir de determinada
metodologia, como nos estudos em que sdo realizados planejamentos experimentais,
totalizando vinte e dois dos estudos aqui apresentados; aprimorar metodologias de
quantificacdo/identificacdo de carotenoides, como em dois dos estudos; e caracterizar por
extracdo quantitativa o perfil de carotenoides de determinada matriz ainda pouco conhecida,
ou que necessite de novos estudos, sendo aqui apresentados seis destes estudos.

161819 antretanto,

Né&o existe um método Unico estabelecido para a extracdo de carotenoides,
do ponto de vista industrial, a extracdo com solventes € a primeira opcdo, por ser simples e de
baixo custo, tornando importante a comparacdo da eficiéncia destes para a extracdo de
carotenoides nas diversas fontes vegetais. 2> As técnicas mais utilizadas e estudadas para
extracdo de carotenoides atualmente s@o as de extragdo por solvente, que envolvem calor e/ou
agitacdo, e extracdo com fluido supercritico. A extracdo por solvente sob baixa pressdo

(LPSE) é mais usada tradicionalmente.
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Extracdo convencional

A maioria dos métodos de extracdo envolvem a libertagdo dos componentes desejados a partir
da perturbacdo do tecido das matrizes e posterior remocdo para o solvente de extracdo. *°
Convencionalmente, diversos solventes vém sendo usados para extrair carotenoides, como
diclorometano, cloroférmio, tetra-hidrofurano, hexano, éter de petroleo, éter dietilico,
diclorometano, acetona, acetato de etila, isoproponol e metanol. 1%

Para escolha do solvente a ser utilizado alguns critérios sdo priorizados: custo, toxicidade e
solubilidade dos carotenoides no solvente. Geralmente os carotenoides esterificados séo
extraidos com solventes apolares (hexano), enquanto as xantofilas sdo extraidas com
solventes polares (etanol e acetona). 2 O uso de solventes vem sendo discutido na maioria dos
artigos publicados sobre a extragdo de carotenoides. ***® Essas discussdes sdo provenientes
das limitacfes do governo de diversos paises ao uso destes, em conjunto com a preocupacao
da populacdo em geral com a prevencao da salde e preservacao do meio ambiente.

Os solventes utilizados em varias patentes dos Estados Unidos para a extracdo de licopeno
incluem hexano, acetato de etila, cloreto de metileno, metanol, etanol, propanol e acetona,
sendo este 0 mais usado em produtos alimentares. ° Nos estudos de extracdo convencional
citados nesta revisdo os mais utilizados foram acetona, metanol, etanol e hexano,
respectivamente.

Deve-se também considerar a suscetibilidade dos carotenoides a oxidac¢do durante o processo
de extracdo por solventes, por encontrarem-se em solucdo, tornado-se mais sensiveis a luz,
calor, 4cido ou exposicdo ao oxigénio, o que promove sua degradacdo. ° O oxigénio,
principalmente na presenca de luz e calor, é altamente destrutivo, levando a formacéo de
artefatos, como epoxi-carotenoides e apocarotenoides. A exposicdo a luz induz a
fotoisomerizacdo trans-cis e a fotodestruicdo dos carotenoides. Ja na presenca de acidos, 0s
carotenoides podem decompor, desidratar, ou isomerizar, sendo a maioria estavel sob
condicdes alcalinas.

Nesse sentido, a extragdo por solventes com baixa pressdo (LPSE) apresenta desvantagens
relacionadas ao uso de altas temperaturas, ao elevado consumo de solventes, elevado tempo
de extracdo, consumo de energia, custo e, consequentemente, trabalho. *°

Como forma de adequar-se as atuais exigéncias relacionadas ao consumo de solvente, salde e
meio ambiente, grande parte dos estudos busca otimizar as condigdes de extracdo, ou seja,

obter o maior rendimento possivel com menor tempo e gasto de reagentes, assim como com
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menor degradacdo dos carotenoides e utilizando solventes geralmente reconhecidos como
seguros (Generally Recognized as Safe — GRAS), como lactato de etila e etanol.
Alguns artigos sobre extracdo de carotenoides que usam metodologias tradicionais estdo

disponiveis na Tabela 1. Dentre eles, estdo os artigos de quantificacdo, que realizaram

25,26,27,30,31,34

caracterizagdo/investigacdo da matriz (6), que aprimoraram 0 método de

28,29 9,23,24,32,33,35,36

quantificacéo (2), e os de obtengéo (7).



Tabela 1. Métodos de extrac@o de carotenoides por extracdo convencional em fontes vegetais

(continua)

Método de extracdo/quantificacdo: amostra
(a); didmetro (d); relacdo massa:solvente
(m:s); solvente (s); tempo (t); temperatura

(T); nimero de extra¢des (n); quantificacdo

(@)

Contelido do extrato
de carotenoides

Referéncia

24

Matriz Obijetivo
Residuos do Usar residuos de tomate
processamento de como potencial fonte de
tomate carotenoides bioativos.
Folhas de Investigar os efeitos da agua

de cozimento sobre as
mudancas no conteudo total
de carotenoides, teor de
fendlicos totais, e capacidade
antioxidante total em vegetais
ricos em carotenoides.
Pesquisar ampla variedade de
cultivares verdes japoneses
diferentes em classificacéo
botanica, mas cultivadas em
condicdes idénticas, e
analisadas com um Unico
método analitico.
Produzir dados de
carotenoides para diferentes
cultivares de vegetais,
identificados por sua
classificacdo botanica,
através de técnica analitica
simples.

manjericao, coentro,
choy sum (repolho
chinés), e folha de
batata doce cozidas.

Folhas verdes
Brassica

Vegetais comumente
consumidos na Suica

Solvente e agitagdo. a = 10 g de residuo de
tomate seco; s = 160 mL de hexano; t = 10
min; n =3; q = CLAE

Solvente e agitacdo. a = 10g de amostra
homogeneizada; s = 120 mL de etanol; t =
10 min; n =4; g = CLAE

Solvente e agitacdo. a =5 g de pé
congelado; s = 60 mL de metanol e acetona
—1:1 com 50 mL de 2,6-ditert-butil-
metilfenol por litro; t =30s; g = CLAE

Solvente e agitacdo. a =5 g de pé
congelado; s = 60 mL de metanol e acetona
—1:1 com 50 mL de 2,6-ditert-butil-
metilfenol por litro; t =30s; g = CLAE

Licopeno = 6,34 —
15,69 mg/g
B-caroteno = 2,73 —
11,95 mg/g
Carotenoides totais =
35 -85 ug/g

Luteina =3,8-10,5
mg/100g
-caroteno = 2,1 - 6,8
mg/100g

Luteina=0,2 - 13
mg/100g
B —caroteno =0,2—-8
mg/100g

25

26

27
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(continua)
Espinafre Esclarecer a influéncia de um  Solvente e agitacéo. Liofilizado: a=10¢g; luteina=0,79 —9,22 28
numero de fatores na s = 10 mL de etanol, acetona, etanol-acetato mg/100g
determinacéo do teor de deetiloa 1: 1 e metanol-THF a 1: 1 (15%
luteina no espinafre. de TEAA em cada solvente e mistura de
solvente); t = 15 min; q = CLAE
Nao liofilizado: a=100g; s=10 mL de
acetona (adicdo de diferente porcentagem de
agua, 1 M de TEAA (pH 7) ou 1 M TEAA
(pH 7) e 0,5 m NaCl); t =15 min; q =
CLAE
Brocolis e couve-flor ~ Oferecer um novo método,  Solvente e agitacdo. a = 0,2 g liofilizada; s Carotenoides totais = 29
mais rapido e preciso do que =5mL de etanol; t=20 min; n=3;q = 36,5 —367,6 ug/g
0s métodos descritos CLAE Luteina = 64,1 — 120,
anteriormente, para extrair e 5 ug/g
analisar simultaneamente f — caroteno =44,5 —
carotenoides, clorofilas, e 86,8 uo/g
tocoferois de vegetais Violaxantina = 19,9 —
Brassica. 63,9 ua/g
Neoxantina = 36,5 —
58,7 polg
Araca Caracterizar os niveis de Solvente e agitacdo. a=0,25gde cascae  Carotenoides totais = 30
carotenoides no fruto maduro polpa liofilizaadas; s = 5 mL de metanol 806 e 2484 ug/100 g
e determinar mudancas seguido de 5 mL de hexano/acetona (1: 1);t  Luteina = 154 e 756
qualitativas no perfil de =12 min; n =5; q = CLAE Mg/100 g
carotenoides por estagio de o — caroteno = 31 e 96
maturacao. Hg/100 g
[} —caroteno =44 e
143 pug/100 g
zeaxantina = 17 e 144
Hg/100 g
Pimenta seca Avaliar o conteudo de Solvente e maceracdo. a =1 g de pimenta  Carotenoides totais = 31

carotenoides de trés

seca; s = 20 mL de acetona; q = CLAE e

1437 — 3406 ug/g
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(continua)

variedades de pimenta seca
mexicana e determinar
atividade antioxidante e
efeito analgésico e anti-

espectrofotdmetro [ — caroteno = 47,7 —
344,0 ng/g
B — criptoxantina =

185,6 — 407,2 pg/g

inflamatorio.

Violaxantina = 746,2
-3667,2 ng/g

Residuos do Examinar misturas de Solvente e agitacdo. a = 10 g de residuo de  Carotenoides totais = 23
processamento de solventes e otimizar as tomate seco e homogeneizado; d = 0,5, 075 6,1 — 36,5 mg/Kg
tomate condicdes de extracdo. e1,0mm; m:s=1:3,1:6,5e 1:10g/mL; s =
mistura hexano e acetato de etila (10, 45 e
80%); t=30min; T=25°C;q=
espectrofotbmetro
Residuos do Investigar a extracao de Solvente e agitacdo. a = 20 g de residuo de  Carotenoides totais = 32
processamento de licopeno em diferentes tomate seco homogeneizado; m:s = 1:10 6,1 — 243, 0 mg/Kg
tomate solventes organicos e avaliar g/mL ; s = 200 mL de hexano, etanol,
a influéncia das condigdes de  acetato de etila e lactato de etila; t = 5-40
extracéao. min; T=25,50e75°C;n=3;q=
espectrofotdmetro
Lycium barbarum L. Desenvolver um método de  Solvente e agitacdo. a=10g; s=50ml de - caroteno = 8,97 — 33
cromatografia preparativa  solucdo de sulfato de sodio anidro 10%, 100 16,6 mg/g
para isolar ml de hexano-etanol-acetona-tolueno (10: 6: Neoxantina = 13,2
componentes funcionaise  7:7), seguida de 50 ml de hexano; t=1h; q mg/g
estudar a sua atividade = CLAE. Fracdo de
antioxidante. criptoxantina = 53,3
mg/g
zeaxantina = 4,85 -
39,3 mg/g
Vegetais indianos Determinar conteudo de Solvente e maceracdo. a =20 g frescose  Luteina = 65 — 10620 34
luteina em vegetais e 6leos moidos no liquidificador com sulfato de 1g/100g

vegetais alimentares
selecionados.

sodio (5 g) e 2 mM de a-tocoferol em etanol
(0,1%); s = 50 mL de acetona; n = perda da
cor; g = CLAE

Zeaxantina — 2 —
62,85 |g/100g




(concluséo)

Tomate, milho Determinar as condicdes de
branco e cenouras extracdo méxima de
carotenoides e testar a
eficacia dos antioxidantes
adicionados.

Casca de tomate Padronizar os parametros
para a extracdo maxima de
licopeno de pele desidratada
de residuos de tomate.

Solvente e agitacdo. a = 0,25-1,0 g vegetal
liofilizado em po; s = antioxidante e 10 ml
de lactato de etila ou mistura lactato de etila
/ etanol (0-100%); t=0a5h; T=230,45¢
60°C ; g = espectrofotdmetro e CLAE

Solvente e agitacdo. a= casca de tomate
seca; d = 0,05, 0,15, 0,25, 0,35 e 0,43 mm; s
= (hexano: acetona: alcool 2: 1: 1) m:s =
1:20, 1:30, 1:40, 1:50 e 1:60 g/mL; t = 4, 8,
12,16 e 20 min; T = 20, 30, 40, 50 e 60 °C;
n=1,2 3,4eb5;q= espectrofotdbmetro

[-caroteno = 876,99 a
1140,54 pg/g;
Luteina = 6,17 a 8,38

Ho/g

Licopeno = 0,639 a
1,98 mg/100g

9

35

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Os artigos de quantificacdo, apesar de terem como objetivo principal avaliar o contetdo
de carotenoides na amostra podem ter diferentes focos, como o de caracterizar a matriz
estudada, avaliando-a como fonte de carotenoides, ou a de melhorar a eficiéncia do
método de extracdo e quantificacdo usado para uma amostra ja conhecida.

Ao avaliar os efeitos da extracdo na determinacdo de luteina em espinafre (liofilizado e

ndo liofilizado), Simonovska et al.?®

testaram diversos solventes (etanol, acetona,
etanol-acetato de etila 1:1 (v/v), metanol - tetraidrofurano 1:1 (v/v)), obtendo
rendimentos iguais de luteina (8,02 a 9,22 mg/100 g) em extracGes de 15 minutos em
temperatura ambiente. Os rendimentos foram melhorados com adicdo de 15% de acetato
de trietilamdnio 1M em todos os solventes, devido a neutralizacdo dos &cidos e,
provavelmente, pela capacidade de dissociar a luteina de complexos com proteinas e
clorofilas.

Reif et al.?” analisaram vegetais consumidos na Suica, entres eles o espinafre, que
apresentou conteudo de luteina similar ao trabalho citado anteriormente (6,41 — 8,32
mg/100 g), com a intengcdo de compor banco de dados de carotenoides para vegetais
suicos claramente identificados, cultivados em condi¢cdes conhecidas e analisadas
através de um protocolo padronizado. Foi encontrada uma forte correlacdo entre
carotenoides e clorofila, indicando que os vegetais com coloracdo verde escura podem
ser considerados como melhores fontes de carotenoides.

Os artigos de obtencdo de carotenoides buscam, em sua maioria, otimizar as condicdes
do método, de forma a gastar menor tempo e solvente e atingir maiores taxas de
obtencdo. Periago et al. *® realizaram um estudo experimental para confirmar a hip6tese
de que as taxas de extracdo do licopeno a partir de tomate cru, molho e extrato de
tomate sdo uma funcdo do solvente utilizado (hexano, acetona e etanol) durante o
processo de extracdo: realizada por 30 min. com 50 mL de solvente (mistura hexano,
acetona e etanol, com proporcdo variando de 0 a 1). Embora o hexano tenha sido o
principal solvente utilizado na extracdo, houve uma interacdo sinérgica positiva
secundaria deste com etanol (todos os tipos de amostras) e com acetona (amostras de
polpa de tomate), o que sugere que a mistura que contém os trés componentes foi
essencial para a otimizagéo do processo de extracdo. O teor de licopeno variou de 0,65-
4,72 mg/100 g no tomate cru (47,8 de hexano, 15,1 de acetona, e 37,1 de etanol), 1,06-
14,71 mg/100 g de molho no tomate (59,1% de hexano, 6,1% de acetona, e 34,8% de
etanol), e 11,47-53,90 mg/100 g na polpa de tomate (58,7% de hexano, 18,1% de

acetona, e 23,1% de etanol).
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A eficiéncia de diversos solventes organicos para extrair carotenoides de descarte de
tomate seco, além do efeito da temperatura, tempo e nimero de extracGes foi avaliada
por Strati e Oreopolou . Trés passos de extracdo, de 30 minutos cada um, foram
suficientes para todos os solventes (lactato de etila, acetona, acetato de etila, hexano e
etanol — 20 g de amostra em 200 mL), enquanto que o aumento da temperatura (de 25
para 70 °C) geralmente resultou num aumento de rendimento dos carotenoides, sendo o
méaximo de 243,00 mg/Kg em lactato de etila. Esse aumento na temperatura nao foi
relacionado a formacdo de isdbmeros. Também neste trabalho, os autores concluiram que
o lactato de etila, solvente GRAS, € bastante promissor para uso na extracdo de
carotenoides.

Em trabalho posterior, os autores examinaram misturas de solventes (hexano e acetato
de etila), sua proporcdo para a amostra (pele e sementes de tomate), e o tamanho de
particula para otimizar as condi¢bes de extracdo A metodologia de superficie de
resposta foi utilizada, de forma a permitir a avaliacdo do efeito de mdltiplas varidveis e
as suas interacfes. As condicBes otimizadas para a maxima producdo de carotenoides
(37,5 mg/kg de residuo seco) foram de 45% de hexano, a mistura de solvente para a
amostra na proporcao de 1:9,1 (g/mL) e tamanho de particula de 0,56 milimetros. %3

O uso de vegetais improprios para consumo, como no caso dos residuos de
processamento industrial, foi citado em quatro dos estudos apresentados.?****** Todos
eles foram de descarte de tomate, com intuito de otimizar a obtencdo de licopeno a
partir de um subproduto, promovendo-o para uso como fonte de carotenoides bioativos

para a industria de alimentos e farmacéutica.

Extracdo assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom (Ultrasound assisted extraction - UAE) consiste no
uso da forca de cavitagdo do ultrassom para perturbar as paredes celulares de plantas,
gerando o rompimento do tecido superficial e facilitando a libertagdo dos compostos
que estdo sendo extraidos. *” Esse rompimento do tecido gera aumento da transferéncia
de massa na superficie, da difusdo intraparticula e do carregamento da cadmara de
extracdo com o substrato, resultando em aumento da taxa de extragcdo e do rendimento
dos compostos extraido, em especial no inicio do ciclo, e permitindo grande reducédo do

tempo associado ao aumento do rendimento. %
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Entretanto, esses resultados sdo dependentes, como em qualquer metodologia de
extracdo, da natureza do composto e do tecido a ser extraido, da localizagdo dos
compostos na estrutura deste, e do tratamento da matriz anterior & extracao. *

Além do interesse relacionado ao rendimento, a UAE apresenta vantagens por ser um
método de complemento, em que a metodologia de extracdo utilizada, geralmente com
solventes, é melhorada sem a necessidade de grandes alteracbes. Com o aumento do
rendimento e reducdo do tempo, hé a redugdo no gasto de solventes, tornando a UAE
uma alternativa econémica para processos de extracdo tradicional, que beneficia a
demanda industrial por um desenvolvimento sustentavel. *

Na Tabela 2 estdo apresentados alguns estudos que utilizaram UAE para obtencdo de
carotenoides em diferentes alimentos. Por ser um método alternativo, trés deles *"4%*
utilizaram metodologia de superficie de resposta (RSM) para definir as melhores
condicdes de obtencdo de carotenoides com o uso do ultrassom, enquanto o ultimo,
apesar de ndo utilizar RSM, estudou o efeito de diferentes temperaturas, frequéncias e
potencias de ultrassom. Todos os trabalhos compararam a UAE com o método de

extracdo convencional.



Tabela 2. Estudos de extracdo de carotenoides por extracéo assistida por ultrassom em fontes vegetais
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Método de extracdo/quantificacdo: amostra (a);
didmetro (d); relagdo massa:solvente (m:s);

Contelido do extrato

Matriz Obijetivo solvente (s); tempo (t); temperatura (T); q . Referéncia
. _ LN ) e carotenoides
amplitude (amp); frequencia (f); poténcia (p);
pressdo (P); quantificacdo (q)
Residuos do  Investigar a influéncia da aplicacdo UAE: a = 3 g tomate seco moido; d =4 mm; s Carotenoides totais = 37
processamento  de pressao moderada sobre a UAE = 100 mL de hexano:etanol (25:75, 50:50 e 7,29 — 14,08
de tomate de carotenoides a partir de polpade  75:25 %); t =0a 10 min; T = 25, 35 e 45°C; mg/100g
tomate seco. amp =58, 76 e 94 um; f =20 kHz; P=0,50¢
100 kPa; g = HPLC
Cenoura Desenvolver uma técnica de UAE ~ UAE: a =100 a 300 g de cenoura seca moida;  f-caroteno = 120,78 40
inovadora, rapida e verde para d = 0,25 mm; m:s = 1:10, 2:10 e 3:10; s = 6leo —334,75 mg/L
carotenoides utilizando 6leo de de girassol; t =5, 20 e 35 min; T = 20, 40 e 60
girassol como um solvente °C:p=9,516e225W/cm™; q=UPLC
alternativo.
Tomate Otimizar as condi¢Oes avaliadas na  UAE: a = 0,5 g tomate liofilizado; m:s =53,2  all-trans-licopeno = 41
UAE, a fim de obter um maior a 86,8 mL/g;s = n-hexano, acetona e etanol 511+£0,27mg/g
rendimento de licopeno e (2:1:1);t=23,2a56,8min; T=31,6a48,4
minimizar sua degradacéo e °C; f=37kHz; p=340W; g=HPLCe
isomerizacao durante o processo de espectrofotdmetro
extracéo.
Farinha de Investigar a forma como a extragdo UAE: a = 60 g tomate farinha de milho; m:s = Carotenoides totais = 39
milho de carotenoides de milho foi 1:6 g/mL; s = etanol; t =60 min; T=30¢ 40 0,0519 - 0,0968 g

afetada por tratamento com
ultrassons e qual a aplicabilidade.

°C; f=20e 25 kHz; p= 700, 800 e 900 W; q
= espectrofotdmetro

/mL

UAE: Extragdo assistida por ultrassom (Ultrasound assisted extraction); CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Ao extrair carotenoides de farinha de milho, Ye et al. * concluiram que o ultrassom
pode melhorar significativamente a extracdo de carotenoides, como um resultado do
efeito da corrente turbulenta, efeito de perturbacdo e acdo cumulativa. Em 12 minutos
de extracdo a concentracao de carotenoides com o uso de ultrassom foi 3,6 vezes maior
que a extracdo sem o uso do mesmo. O aumento da poténcia de 700 W para 900 W teve
efeito positivo no conteudo de carotenoides, entretanto, causou aumento da temperatura,
0 que ndo é recomendado pela natureza termolabil dos carotenoides.

No estudo de Eh e Teoh ** a comparagéo entre extracdo de licopeno a partir de tomate
por UAE e método convencional demonstrou que esse exerce melhoria na eficiéncia do
rendimento de 26%, além de menor degradacdo e isomerizacao do licopeno.

Com o intuito de desenvolver uma técnica de extragdo inovadora, rapida e “verde”, Li et
al. *° utilizaram 6leo de girassol como solvente alternativo para extracdo de carotenoides
em cenouras frescas assistida por ultrassom. Como resultado, a concentracdo de B-
caroteno obtida em 60 minutos de extragdo convencional com hexano (321,36 mg/L) foi
obtida em 20 minutos de UAE com 6leo de girassol (334,75 mg/L). A influéncia do uso
de pressdo moderada sobre a extracdo ultrassom assistida de carotenoides a partir de
polpa de tomate seca, obtida através de residuos do processamento, foi estudada por
Luengo et al.. ¥ O rendimento dos carotenoides aumentou em 143% quando a pressdo
foi aumentada, possibilitando a diminuicdo do solvente e ndo ocorrendo degradacdo dos

carotenoides.
Extragéo assistida por micro-ondas

A extracdo assistida por micro-ondas (Microwave assisted extraction - MAE) vem
sendo amplamente estudada e utilizada em diversas areas, como em produtos naturais e
andlise agricola. Consiste na utilizacdo de micro-ondas durante a extracdo, que gera
calor e consequente pressdo no interior da célula da matriz. Este aumento da pressdo
modifica o tecido, aumentando também a porosidade deste e, consequentemente,
facilitando a entrada do solvente e a libertagdo do composto que se deseja extrair da
matriz. 1>

Dentre as vantagens, estdo o menor gasto de solvente, menor tempo de extracdo e
rendimento equivalente ou superior ao obtido na extracdo convencional sendo, por isso,

proposta como método alternativo a esta. **
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Entretanto, se as condicGes operacionais aplicadas na MAE durante a extracdo
(temperatura, tempo de tratamento e poténcia de micro-ondas) ndo forem adequadas,
haverd instabilidade significante dos compostos, e consequente degradacdo dos
carotenoides, j4 que sdo compostos termolébeis. ** Por isso, a baixa temperatura é
especialmente importante para evitar a degradacdo dos componentes, demonstrando um
bom potencial para a extragdo do composto labil em alimentos, produtos farmacéuticos
e produtos naturais por MAE.

Na Tabela 3 estdo apresentados alguns estudos sobre a aplicacdo da MAE para obtencao
de carotenoides em vegetais. Ha uma busca evidente por aperfeicoar o uso da MAE na
extracdo de carotenoides em matrizes vegetais, estudando os fatores que apresentam
influéncia na extragcdo, como temperatura, poder de micro-ondas, tempo de extracao,

entre outros.



Tabela 3. Estudos de extracdo de carotenoides por extracéo assistida por micro-ondas em fontes vegetais

Matriz

Obijetivo

Método de extracdo/quantificacdo:

amostra (a); diametro (d); relagéo Contelido do extrato
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Casca de tomate

Casca de cenoura

Cenoura

Cenoura

Determinar as condi¢des 6timas de
MAE para o licopeno de cascas de
tomate e avaliar o efeito do
tratamento sobre os rendimentos cis
e trans-licopeno.
Investigar uso viavel de
funcionamento intermitente de
MAE a partir de casca de cenoura.

Investigar os efeitos dos métodos
de pré-tratamento da amostra antes
da extracdo por MAE.

Desenvolver um método simples e
eficiente efetuando a extragéo
assistida por microondas em vacuo.

massa:solvente (m:s); solvente (s); tempo q . Referéncia
; A AtAne ; . e carotenoides
(t); temperatura (T); poténcia (p); energia
(e); quantificacdo (q)
MAE: a=1, 20u4 g de casca de tomate; Licopeno — 8,875 — 42
m:s = 1:20, 2:20 e 4:20 g/mL; s = 17,375 mg/100g
hexano:acetato de etilaem 1:0, 1.5:0.5¢
1:1 mL/mL; p =400, 800 e 1600 W; e =
24,36 e 48 Kj; g = CLAE
MAE intermitente: a =2 g de cascade  Carotenoides totais = 43
cenoura moida; s = 75 ou 150 mL (50% 219,01 - 276,44
hexano, 25% acetona e 25% etanol); t = mg/100g
3,5a19,5min; p=180e300W; q= B — caroteno = 102,
espectrofotémtro e CLAE. 88 — 136,00 mg/100
g
MAE: a =2 g de cenoura moida; d = 1,4 Carotenoides totais = 15
—2mm; s =75mL (50% hexano, 25% 51.79 - 61,62
acetona e 25% etanol) t=1,3 e 5min; p mg/100 g
=100, 180 e 300 W; q = -caroteno = 23,26 —
espectrofotémtro e CLAE. 32,08 mg/100 g
MAE. pg-caroteno: a = 5,0 g; m:s = 1:8. [-caroteno = 9,86 44
1:10e 1:12 g/mL; s =40 a 60 mL mg/100g

acetona: etanol (1: 2, v/v); t=5, 10, 15
e 20 min com vacuo a 0,02 a 0,06 Mpa; T
=10, 15,25 e 35 -C; p = 300, 500 e 700
W; q = CLAE.

MAE: Extracdo assistida por micro-ondas (Microwave-assisted extraction); CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Hiranvarachat et al. *° determinaram tempo e energia de micro-ondas adequados para
extrair B-caroteno de cenouras utilizando MAE, além de avaliar o efeito de diferentes
tratamentos antes da extracdo. O branqueamento em agua e acido citrico aumentou de
forma significativa o teor de B-caroteno no extrato, o que foi relacionado ao maior dano
celular e melhor solubilizacdo do pigmento. Foi realizada também uma comparacgédo
entre MAE e extragdo por Soxhlet, revelando que o extrato do MAE foi obtido com
menor tempo de extragdo, entretanto, continha menor quantidade de [B-caroteno e
carotenoides totais e apresentava menor atividade antioxidante, o que sugeriu ser
interessante o uso intermitente da MAE, de forma a aliar o menor tempo de obtencéo a
maiores teores de carotenoides e atividade antioxidante.

A partir destes resultados, um estudo utilizando a MAE intermitente foi realizado por

Hiranvarachat e Devahastin

, € a menor energia de micro-ondas, usada de forma
intermitente, resultou em maiores teores de P-caroteno e carotenoides totais nos
extratos, quando comparados com MAE continuo nas mesmas condigdes
correspondentes.

Ao comparar a UAE e a extracdo assistida por ultrassom e micro-ondas (UMAE),
Lianfu e Zelong *°, concluiram que, com rendimentos de 89,4% e 97,4% para UAE e
UMAE, respectivamente, este € muito mais eficiente. Ainda segundo os autores, a UAE
é preferivel a saponificacdo para quebrar a parede celular, por falta de envolvimento
quimico no processo, ao passo que a MAE aquece 0s extratos rapidamente e acelera o
processo de extracdo pela adsorcdo e dessor¢do dos compostos de interesse a partir da
matriz, apesar de ter como desvantagem o aquecimento ndo homogéneo, sendo o

acoplamento das duas técnicas vantajoso.
Extracéo por liquido pressurizado

A extracdo por liquido pressurizado (Pressurized liquid extraction - PLE) ou extracdo
por solvente acelerada (Accelerated solvent extraction - ASE) combina temperatura e
pressao elevadas com o uso de solventes, permitindo a rapida extragdo dos componentes
desejados. As altas temperaturas reduzem a viscosidade do solvente, aumentando a
permeabilidade, e auxiliam nas quebras das ligacdes dos componentes com a matriz,
incentivando a difusdo e forcando o solvente em areas que no seriam atingidas.

Entretanto, temperaturas elevadas aumentam a solubilidade e transferéncia de massa,

mas também diminuem a seletividade e podem afetar componentes termolabeis sujeitos
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a degradacdo. “°*® A pressdo reduz a tensdo superficial do solvente, o que também
facilita a penetracdo nos poros da matriz, resultando em rompimento da matriz e,
portanto, aumento da transferéncia do componente da amostra para o solvente. *"*

Na extracdo por agua quente pressurizada (Pressurized hot water extraction — PHWE) a
agua € utilizada em vez de outro solvente organico. As mudancas nas propriedades
fisico-quimicas da &gua, especialmente em sua constante dielétrica (¢), em temperaturas
e pressOes elevadas, aumentam a sua utilidade como um solvente de extragdo. A
constante dielétrica diminui significativamente com temperatura e pressao elevadas,
ficando mais proxima a constante de solventes como etanol e acetona, fazendo como
que tenha acdo parecida com a desses solventes, permitindo a extracdo de compostos de
média ou baixa polaridade. *°*’

A aplicacdo da PLE era centrada na extracdo de poluentes ambientais e apenas
recentemente vem sendo utilizada para extracdo de componentes de interesse em
alimentos, como carotenoides. O interesse surgiu devido as vantagens desse tipo de
extracdo, que tem o tempo de extracdo e volume de solvente significativamente
reduzido, gerando economia de tempo e reducéo de custos. *°4’

Mustafa, Trevino e Turner *°, ao extrairem carotenoides de cenoura a partir de PLE,
concluiram que o tempo e a temperatura de extragdo tém efeito significante no
rendimento, mas que aumentar a quantidade de solvente ndo melhora a extracao,
resultado que corrobora com o uso desta técnica para extracdes mais eficientes e menor
custo/gasto de solventes.

Em estudo recente, Saha et al. *° aplicaram ASE para extracdo de carotenoides em
cenoura e otimizaram os parametros utilizados, levando em consideragao na escolha dos
solventes parametros de solubilidade e constante dielétrica dos mesmos. O tempo e a
temperatura apresentaram efeito significante no rendimento, sendo obtido méaximo de
carotenoides com 60°C por 15 min. e trés ciclos de extragdo a 1500 psi. Maiores
volumes de solvente, assim como no estudo anterior, e maior nimero de extra¢des nao
obtiveram efeito positivo. Os parametros de solubilidade e constante dielétrica dos
solvente foram de grande importancia no processo de extracdo, sendo a mistura de

acetona, hexano e etanol (1:3:2) a melhor.

Extracdo com fluido supercritico
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A extracdo com fluido supercritico (Supercritical fluid extraction - SFE) é um método
de extragdo que utiliza fluidos/solventes aquecidos acima de sua temperatura critica. E
uma alternativa ambientalmente segura para extracdo de carotenoides, sendo o fluido
supercritico mais utilizado o diéxido de carbono (CO;), por ndo ser téxico ou
inflamavel e estar disponivel a baixo custo e alta pureza. O CO, também pode ser
utilizado para extrair composto termolébeis, devido & sua temperatura critica moderada.
A partir destas caracteristicas, o CO, € um solvente ideal para uso em alimentos,
corantes, produtos farmacéuticos, entre outros. >*

Apesar dos elevados custos de investimento associados a SFE serem apontados como
fator limitante a sua propagagdo, o consumo de energia para a separacao do solvente em
LPSE faz o seu custo muito maior do que SFE, de modo que quando todos os custos sao
calculados, a SFE torna-se extremamente competitiva com os demais métodos de
extracdo. 1°

Na Tabela 4 estdo listados diferentes estudos que utilizaram SFE, todos tendo como
objetivo a obtencdo de carotenoides de matriz vegetal, aprimorando as condi¢des de

extracdo, como pressdo, temperatura, € 0 uso de co-solventes.



Tabela 4. Estudos de extracao de carotenoides por extracdo por fluido supercritico em fontes vegetais (continua)
Método de extracdo/quantificacdo: amostra
Matriz Objetivo (a).; d.iémetro (d); .relagéo ma}ssa:solvente Conteldo do e_xtrato de Referéncia
(m:s); solvente (s); tempo (t); temperatura carotenoides
(T); fluxo (f); pressdo (p); quantificacdo (q)
Abdbora Determinar mudancas de SFE: a =2 g amostra liofilizada; d = 1 mm; Carotenoides totais = 13
conteldo e bioatividade dos s = CO; + (1) modificadores individuais 0,930 — 6,198 mmol/kg
extratos com modificadores. (5%, 10% ou 15%): etanol, &gua, ou azeite  a-caroteno = 0,086 — 2,638
de oliva; (2) modificadores misturados mmol/kg
binarios (5% ou 10%): etanol x agua, agua x [-caroteno = 0,2077 —
azeite, ou de etanol x azeite; t=1h; T =50 2,819 mmol/kg
e 80 °C; f=1,5mL/min; p =250 bar; q = (9 + 13-cis)-p-caroteno =
CLAE. 0,204 — 0,933 mmol/kg
Luteina e ésteres de luteina
= 0,053 — 1,838 mmol/kg
Casca de oliva  Verificar como a pressao e SFE: a=25gde cascadeolivaseca;d = Carotenoides totais = 8,01 14
temperatura influenciam 0,33 mm; s = CO, e etanol co-solvente; t =0 — 16,44 ppm
rendimento de 6leo e abh; T=313,323e333K; f=1L/min; p =
qualidade do extrato. Obter 25, 30 e 35 Mpa; q = espectrofotometro.
parametros cinéticos da
extracéo e determinar efeito
do co-solvente.
Carotenoides totais = 51

SFE: a =3,5 g de amostra seca; d = 0,665
mm; s = CO,; t =150 min; T =40 - 80°C; f
= 2-4 ml/min; p = 150-450 bar; g = CLAE.

10,35 - 20,88 mg/g

Rosa Mosqueta Analisar o efeito da
Licopeno =1,180-14,37

temperatura, vazéo e

pressdo de CO2 sobre 0
rendimento de extracdo de mg/g
carotenoides em rosa p-caroteno = 0,154-1,017
mosqueta por SFE e relatar mg/g
a cinética de extracao. Luteina = 1,25-16,84 mg/g
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(concluséo)

Pitanga Estudar a extracao de SFE: a =5,6 g de polpa liofilizada; s = CO,; Carotenoides totais = 5474 10
carotenoides por SFE em t =120 min; T=40e 60 °C; f=6,8 x 10° Wg
pitanga, com base na Kg/s; p = 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400
mudanca na selectividade bar; g = CLAE.
do didxido de carbono como
uma funcdo das variveis
operacionais.
Cenoura Investigar uso potencial de  SFE: a = 2g de amostra liofilizada extraida; a-caroteno = 287,96 — 52
6leo de canola como co- d =0,25-0,5,0,5-1, e 1-2 mm; s = CO,e 846,68 ug/g
solvente na extragéo de 6leo de canola como co-solvente 0, 2,5e 5% B-caroteno = 337,76 — 899,
carotenoides em cenoura (9/9); t=4h; T=40,55e70°C; f=0,5, 1, 97 ug/g

por SFE.

e2 L/min; p=27,6,41,3e 551 Mpa; q =

Luteina = 23,5 - 37,5 ug/g
CLAE.

SFE: Extracdo com fluido supercritico (Supercritical fluid extraction); CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Filho et al. *° extrairam carotenoides de polpa de pitanga sob diferentes temperaturas e
pressbes por SFE com CO, supercritico. Quando utilizadas press@es elevadas, o rendimento
dos extratos foi maior com 0 aumento da temperatura, entretanto, em pressées mais baixas, as
altas temperaturas causaram decréscimo no rendimento dos extratos. Desta forma, variar essas
condic@es indicou que o CO, supercritico extrai os carotenoides de forma seletiva, a depender
das condicdes utilizadas, sendo a recuperagdo maxima de carotenoides obtida em 60°C e 250
bar, extraindo 74% da rubixantina e 78% dos isdmeros de licopeno.

Com intuito de determinar a melhor condicdo de extracao de carotenoides a partir de frutos de

1 realizaram um

rosa mosqueta por SFE com CO, supercritico, Machmudah et al
planejamento fatorial completo. Os resultados demonstraram que a temperatura foi a variavel
que exerceu maior influéncia sobre o rendimento de extracdo dos carotenoides totais. Para o
licopeno, temperatura, pressao e taxa de fluxo de CO, tiveram influéncia, enquanto para -
caroteno e luteina a pressdo e a taxa de fluxo foram determinantes.

Apesar da alta solubilidade dos carotenoides em CO,, o alto peso molecular destes pigmentos
é responsavel por inibir essa solubilidade, devido & baixa volatilidade. > Assim, é grande o
nimero de estudos que utilizam os co-solventes, principalmente o etanol, como forma de
aumentar a eficiéncia do processo de extracdo, tornando os carotenoides mais soldveis. >2
Buscando aumentar a eficiéncia da SFE por CO, Sun e Temelli (2006) investigaram 0 uso de
6leo de canola como co-solvente no processo. O rendimento de o e B-caroteno aumentou duas
vezes, enquanto o de lutefna foi mais de quatro vezes maior que sem uso do 6leo. Shi et al. *3
estudaram o efeito de diferentes modificadores (etanol, agua, azeite de oliva) e condicdes de
processamento sobre o rendimento, composicdo e atividade antioxidante dos extratos de
carotenoides por extragdo supercritica com CO,. Os modificadores e a temperatura claramente
influenciaram a seletividade dos carotenoides, principalmente a proporcdo de cis-p-
caroteno/carotenoides totais, sendo que todos os modificadores aumentaram o rendimento,

menos a agua (azeite> etanol> agua).
CONCLUSAO

Os trabalhos encontrados sobre extracdo de carotenoides estdo divididos entre os de
quantificacdo e os de obtencdo. A maioria dos artigos encontrados ainda é de extracdo
convencional, embora os artigos sobre SFE, MAE e UAE sugiram como uma tendéncia na

busca pelo aperfeicoamento das condi¢cdes de extracdo, independente do proposito e do
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método utilizado, a0 mesmo tempo em que maiores teores de carotenoides sdo obtidos e/ou
quantificados com menor custo operacional.

Desta forma, fica evidente que nenhum dos métodos apresentados pode ser considerado
universal, devendo ser avaliadas as alternativas para escolha do mais adequado, inclusive a
possibilidade de combinagbes, ponderando vantagens e desvantagens, de acordo com o
proposito da extracdo e matriz vegetal a ser extraida.
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CAPITULO III

ARTIGO II: OBTENCAO DE CAROTENOIDES A PARTIR DA
FOLHA EXTERNA DO DESCARTE DE REPOLHO
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver método para a obtencéo de carotenoides, a partir da
folha externa do repolho, através de planejamento composto central, comparando-o0 ao método
de extracdo convencional com vistas a aplicagdo como corante, antioxidante natural, e/ou na
fortificacdo de alimentos. O teor de carotenoides obtido pelo método convencional foi de
416,67 + 6,60 pg/g, e de 393,30 + 3,73 pg/g para a melhor condicdo do planejamento
(amostra esterilizada, relagcdo massa:volume 0,5:10 g/mL e 2 extracbes com etanol de 120
min/30°C com saponificagdo simultanea), representando 94,39% do obtido no convencional,
com menor tempo e volume de solvente. O all-trans-p-caroteno foi o pigmento principal dos
extratos, seguido de luteina. A porcentagem de inibicdo do DPPH foi de 32,06 + 1,63 e 30,88
+ 0,22 % e do ABTS de 25,47 + 0,60 e 20,11 £+ 0,04 %, para extracdo convencional e
condicdo 6tima do planejamento, respectivamente. Entretanto, os mesmos nao aumentaram a
estabilidade oxidativa do 6leo de palma refinado submetido ao Rancimat. A folha externa de
repolho apresentou-se como uma potencial fonte para obtencdo de extrato rico em all-trans-f3-
caroteno e luteina, produtos de alto valor agregado com possibilidade de aplicacdo na
indUstria de alimentos para fortificacdo e/ou como corantes e antioxidantes naturais, nesse
caso, em auséncia de oxigénio e de temperaturas elevadas.

PALAVRAS CHAVE: B-caroteno; extracdo; atividade antioxidante; DPPH; ABTS;

superficie de resposta.
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1. INTRODUCAO

Os carotenoides sdo uma classe de mais de 600 pigmentos naturais sintetizados por
plantas, algas, fungos e bactérias, de cores que variam do amarelo ao vermelho, sendo o a-
caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, luteina, licopeno e zeaxantina os carotenoides dietéticos
mais comuns (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008; SKIBSTED,
2012; KHOO et al., 2011).

Estes pigmentos tém diversas funcbes benéficas ao ser humano, como precursores da
vitamina A, como antioxidantes, participando da regulacdo do crescimento celular, modulacéo
da expressdo de genes e resposta imunoldgica, com consequente reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas cronicas degenerativas, como cancer, doengas cardiovasculares,
catarata e degeneracdo macular relacionada a idade (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e
AMAYA-FARFAN, 2008; FRASER e BRAMLEY, 2004; FIEDOR e BURDA, 2014).

Por causa dessas propriedades bioldgicas, os carotenoides atrairam grande atengdo da
indUstria de alimentos, sendo usados como suplementos dietéticos, em alimentos
enriquecidos, corantes alimenticios, racdo animal, produtos farmacéuticos e cosméticos (SHI
etal., 2013; WANG et al., 2007; VALDUGA et al., 2009; STRATI e OREOPOULOU, 2014).
Assim, com a demanda de produtos naturais, € crescente 0 nimero de estudos sobre a
obtencdo de carotenoides, que podem ser extraidos de vegetais, algas e fungos.

Devido a variedade de fontes e diversidade de carotenoides, ndo existe método Unico
estabelecido para a extracdo deste pigmento (PRADO, VEGGI e MEIRELES, 2014). Do
ponto de vista industrial, a extracdo com solventes é a primeira opc¢do, por ser simples e de
baixo custo, apesar das desvantagens relacionadas ao uso de altas temperaturas e de solventes
organicos, que podem ser minimizadas com a defini¢do das condi¢fes 6timas de obtencédo e
uso de solventes seguros (Generally Recognized as Safe - GRAS) (RIGGI, 2010; PRADO,
VEGGI e MEIRELES, 2014). Por isso, é necessario levar em consideracdo na extracdo de
carotenoides a fonte vegetal, o solvente utilizado, o processamento do material sélido, as
técnicas de extracdo utilizadas, além da influéncia da temperatura e tempo sobre o rendimento
(PRADO, VEGGI e MEIRELES, 2014). Apesar disso, sdo poucos os trabalhos encontrados
na literatura com objetivo de definir condigdes 6timas das condi¢Ges de extracdo (STRATI e
OREOPOULOU, 2011a).

Vérios estudos, com objetivo de obtencdo de carotenoides, utilizam descarte de
vegetais sem valor comercial eou residuos do processamento de vegetais, pois 0s mesmos
contém muitas sustancias reutilizaveis, que dependerdo de uma tecnologia adequada para

converter essa matéria residual em produtos comerciais com alto valor agregado (STRATI E
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OUREOUPOLU, 2011a; HIRANVARACHAT et al., 2013; SHI et al., 2013). O valor do
mercado mundial de carotenoides utilizados comercialmente foi cerca de US $ 1,2 bilhdo em
2010, com uma chance de crescer para US $ 1,4 bilhdes em 2018, com uma taxa de
crescimento anual composta de 2,3% (MARZ, 2011). Esses dados apontam para a
necessidade de mais estudos relacionados a obtencdo de desses pigmentos.

Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver método para a obtencdo de
carotenoides a partir da folha externa do repolho, descartada e sem valor comercial, com

vistas a aplicacdo como corante, antioxidante natural, e/ou na fortificacdo de alimentos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. AMOSTRAS

As folhas externas de repolho foram coletadas dentre os alimentos sem valor
comercial doados por uma rede atacadista local e imediatamente levadas para o Laboratdrio
de Bioquimica dos Alimentos, da Escola de Nutri¢do, Universidade Federal da Bahia.

Os folhosos foram lavados em agua corrente, permitindo a retirada de contaminantes
fisicos, drenados e divididos em duas partes: uma que foi imediatamente congelada em
freezer a -80°C e outra que foi esterilizada em autoclave universal (AV-110 Phoenix,
Araraquara, S&o Paulo) (121°C/15 minutos) e posteriormente congelada nas mesmas
condigdes que a anterior (NUNES E MERCADANTE, 2004).

As amostras congeladas foram levadas ao liofilizador (Terroni LS 3000, Terroni, Sdo
Carlos, Séo Paulo, Brasil) por 24h para secagem. Apds esse periodo, as mesmas foram
trituradas em processador de ago inox, armazenadas em frascos ambar, fechadas em atmosfera

inerte (nitrogénio), e mantidas em refrigeracdo até o momento das anélises.

2.2. EXTRACAO/OBTENCAO DOS EXTRATOS DE CAROTENOIDES

2.2.1. Extragdo convencional

Os carotenoides foram extraidos da amostra liofilizada e autoclavada (0,5 g) com
acetona, sob condigdes de iluminacdo reduzida, até a perda da cor e saponificados com
solucéo 10% de KOH em metanol a temperatura ambiente por uma noite, seguido de lavagem
com agua para retirada do alcali (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

ApoOs a remocgdo do alcali, o extrato foi transferido para éter de petrdleo e a
quantificacdo dos carotenoides totais realizada em espectrofotdmetro UV-Vis Lambda 25
(Perkin Elmer, Ayer Rajah Crescent, Singapore) através de leitura da absorbancia no

comprimento de onda maximo de absor¢do do -caroteno em éter de petroleo (450 nm), e a
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concentracdo calculada considerando o coeficiente de absortividade (A'*i,) de 2592
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A extracao foi realizada em trés repeticdes.

2.2.2. Planejamento Fatorial Fracionario 2 ®

Inicialmente foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2 ©, com intuito de
definir as variaveis significativas na extracdo dos carotenoides a partir da folha externa do
repolho. Os seguintes fatores e niveis foram estudados: temperatura (30 e 50°C), relacédo
massa:volume (0,5:15 e 0,5:25 g/mL), nimero de extracdes (3 e 5), tempo (30 e 60 minutos) e
esterilizagdo (sim ou ndo), totalizando 16 experimentos, cuja resposta foi expressa como
contetdo de carotenoides totais em pg/g. Todos os experimentos foram realizados em
incubadora do tipo shaker (Modelo CT 712, Cientec, Sdo Paulo, Brasil) utilizando alcool
etilico como solvente e saponificacdo simultanea com KOH etandlico a 10%. Apos a extracdo
foi realizada a remocdo do alcali, os extratos foram transferidos para éter de petréleo, e os
carotenoides totais quantificados como descrito no item 2.2.1. Todos os experimentos foram

realizados em trés repeticdes.

2.2.3. Planejamento Composto Central 2°

Um planejamento composto central 2° com pontos centrais e axiais foi realizado com
as variaveis que apresentaram maior efeito sobre a obtencdo de carotenoides no planejamento
fracionario, buscando otimizar o método. Todos os experimentos foram realizados como no
item 2.2.2. As respostas finais dos experimentos foram expressas como teor de carotenoides
totais em pg/g, porcentagem de reducdo dos radicais DPPH e ABTS, tempo de indugédo do
6leo de palma refinado adicionado dos extratos e cor (CIELAB).

2.3. ANALISE DOS CAROTENOIDES MAJORITARIOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Os extratos de carotenoides obtidos através do ponto 6timo do planejamento composto

central e da extragdo convencional foram submetidos & cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) em equipamento com degaseificador, bomba de solvente quaternaria e

detector UV/vis para a separacdo dos carotenoides. Para tal foi utilizada coluna Czo de fase

reversa polimérica (3um, 250 x 4,6mm) (YMC) e a fase mdvel foi composta de

agua/metanol/éter tert metil butilico (MTBE) (J. T. Baker-Mallinckrodt), comecando com

propor¢oes de 5:90:5, atingindo 0:95:5 em 12 min, 0:89:11 em 25 min, 0:75:25 em 40 min e,

por fim, 0:50:50 depois de 60 min, com um fluxo de 1 mL/min a 33 °C (ZANATTA e
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MERCADANTE, 2007). Para a quantificacdo dos carotenoides majoritarios, foram
construidas curvas padrdes de all-trans-p-caroteno (5-50 pg/mL), all-trans-a-caroteno (2—25
pug/mL), luteina (1-65 pg/mL), zeaxantina (1-40ug/mL) e criptoxantina (4—100 ug/mL)
(Sigma-Aldrich). Os limites de quantificacdo (LOQ) e de deteccdo (LOD) foram,
respectivamente, para all-trans-B-caroteno 10,89 x 102 mg/kg e 6,53 x 102 mg/kg; para
criptoxantina, 3,51 x 1072 mg/kg e 2,11 x 1072 mg/kg; para all-trans-a-caroteno, 3,28 x 1072
mg/kg e 1,97 x 102 mg/kg; para luteina, 1,15 x 102 mg.kg™ e 6,9 x 102 mg.kg™; e para
zeaxantina, 1,59 x 102 mg.kg™ e 9,56 x 102 mg.kg™. As areas dos picos foram comparadas
com as curvas de calibragdo. Os resultados foram expressos em pg de carotenoides por g de

amostra.

2.4. COR
A determinacdo da cor dos extratos (planejamento composto central e extragdo
convencional) foi realizada em colorimetro Minolta CR-400 com iluminante D65, angulo de
observacao de 2° utilizando-se a escala CIELab, sendo L* a luminosidade, variando de O
(preto) a 100 (branco); a* intensidade de vermelho, variando de verde a vermelho (-a/+a); b*

intensidade de amarelo, variando de azul a amarelo (-b/+b).

2.5. DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.5.1. Atividade Antioxidante Total através do Radical DPPH

A atividade antioxidante dos extratos determinada através do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) (planejamento composto central e extragdo convencional) foi
realizada segundo Brand-Williams et al. (1995), com modificagdes. Os extratos (1mL) foram
dissolvidos em 3 mL de solucdo de DPPH 1uM em metanol. A mistura foi agitada por 10
segundos e a leitura realizada apds 30 minutos de reacdo em espectrofotbmetro UV-Vis
Lambda 25 (Perkin Elmer, Ayer Rajah Crescent, Singapore) no comprimento de onda de 515
nm. O resultado final foi expresso como porcentagem de inibicdo do radical (Equacéo 1):

AtiVidade (%) [(Acontro|e - Ateste)/Acontr0|e)] X 100 (Equagéo 1)

Onde: Acontrole € @ absorbancia da solugdo de DPPH sem adigdo do extrato e At € @

absorbancia da solu¢do do DPPH adicionada do extrato.
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2.5.2. Atividade Antioxidante Total através do radical ABTS

A atividade antioxidante dos extratos (planejamento composto central e extracdo
convencional) por ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) foi realizada de
acordo com Re et al. (1999), com modificagdes. O radical ABTS foi produzido a partir da
reacdo da solucdo estoque de ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (2,45 mM) na relacdo
2:1 e repouso no escuro e temperatura ambiente durante 16 horas. Esta solucdo foi diluida em
alcool etilico até absorbancia de 0,70 + 0,05 em 734 nm.

Os extratos (300 pL) foram dissolvidos em 3 mL do radical ABTS e agitados por 10 s.
A leitura foi realizada ap6s seis minutos de reacdo em espectrofotémetro UV-Vis Lambda 25
(Perkin Elmer, Ayer Rajah Crescent, Singapore) no comprimento de onda de 734 nm. O

resultado final foi expresso como porcentagem de inibicdo do radical (Equacao 2):

Atividade (%) [(Acontrole - Ateste) Acontrole)] X 100 (Equagdo 2)

Onde: Acontrole € @ absorbancia do radical ABTS sem adicdo do extrato e Agste € a

absorbancia do radical adicionada do extrato.

2.5.3. Aplicagdo dos extratos de carotenoides como antioxidantes em 6leo de palma
refinado

Para avaliacdo da acdo antioxidante dos extratos obtidos (melhor condicdo do
planejamento composto central e extracdo convencional) no tempo de inducdo de 6leo de
palma refinado (doado pela Cargill Agricola SA, Brasil) submetido a oxidagdo acelerada em
Rancimat (743, Methrom, AG, Herisau, Switzerland), os mesmos foram concentrados em
evaporador rotatdrio, adicionados ao 6leo de palma (3 g) nos tubos de vidro proprios do
Rancimat, homogeneizados em vértex por 10 segundos e submetidos a um fluxo de nitrogénio
por aproximadamente 5 minutos para evaporacao total do solvente. O 6leo de palma refinado
foi previamente submetido a quantificacdo de carotenoides em espectrofotdmetro, que
confirmou a auséncia dos pigmentos. Como controles foram realizados experimentos com
0leo de palma sem antioxidante e com adi¢cdo de TBHQ (200 mg/Kg), que foi adicionado
diretamente no Oleo e agitado até completa homogeneizacdo. Todas as amostras foram
analisadas em triplicata e nas mesmas condicGes de temperatura (120°C) e fluxo de ar (20
L/h).
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2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram analisados utilizando o software Statistica 7.0 e analise de
variancia (ANOVA) foi utilizada para analisar o efeito da cada termo, as interacdes e sua
significancia estatistica (p <0,05) no modelo. Os resultados de carotenoides totais, cor, DPPH
radical, ABTS radical e de estabilidade em Rancimat foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis no IBM Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 22 para verificar diferencgas
entres as respostas de cada experimento, seguido do teste de Mann-Whitney, corrigido
segundo o método de Bonferroni. Os carotenoides majoritarios dos extratos foram
comparados através do teste t de Student (p<0,05), e a ANOVA foi realizada para analisar
diferencas entre os resultados da estabilidade em Rancimat do 6leo acrescido do extrato do

ponto 6timo do planejamento, do método convencional e do antioxidante TBHQ (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS

O valor médio de carotenoides totais, obtido pelo método de extracdo convencional,
foi de 416,67 pug/g de amostra. N&o foram encontrados estudos sobre extragdo de carotenoides
da folha externa de repolho. Kaulmann et al. (2014) encontraram para o repolho branco 50,5
Kg/g de carotenoides totais, valor muito menor quando comparado ao encontrado na amostra
desse estudo.

Reif et al. (2013), ao analisar diversos vegetais comumente consumidos na Suica,
encontraram uma forte correlacdo entre carotenoides e clorofila, indicando que os vegetais
verde escuros podem ser considerados como melhores fontes de carotenoides. O teor de
carotenoides encontrado em brécolis, por Guzman, Yousef e Brown (2012), através de
extracdo convencional, foi de 222,8 a 367,6 g/g, valores menores que os encontrados para a
folha neste estudo, o que indica que esta seja uma boa fonte de carotenoides.

Os valores codificados e reais do planejamento fracionario 2 ©™% podem ser verificados
na Tabela 1. O etanol foi escolhido como solvente de extracdo, por ser um solvente GRAS
(Generally Recognized as Safe) (21 CRF 184.1293, 2012). A concentragdo de carotenoides
totais variou entre 189,58 a 343,78 ug/g, atingindo maior valor no ensaio 5, com 82,51% de

carotenoides em relacdo ao obtido no método convencional (Tabela 1).
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Tabela 1 — Condicdes experimentais do planejamento fatorial fracionario 2 ®% e resposta para extragdo de
carotenoides em folha externa de repolho.

Fatores Resposta
Ensaios  Temperatura Relagao Namero TempoNde S Carotenoides % em
(C°) massa/volume de i extragao Esterilizacdo totais (g/g) rela(;go
(g/mL) extracdes  (minutos) EC

1 30 (-1) 0,5:15 (-1) 3(-1) 30 (-1) Néo (+1) 189,58 +1,97 45,50
2 50 (+1) 0,5:15 (-1) 3(-1) 30 (-1) Sim (-1) 290,16 +7,04 69,64
3 30 (-1) 0,5:25 (+1) 3(-1) 30 (-1) Sim (-1) 308,36 +1,19 74,00
4 50 (+1) 0,5:25 (+1) 3(-1) 30 (-1) Né&o (+1) 167,66 £2,88 40,24
5 30 (-1) 0,5:15 (-1) 5(+1) 30 (-1) Sim (-1) 343,78 +1,48 82,51
6 50 (+1) 0,5:15 (-1) 5(+1) 30(-1) Néo (+1) 181,65+4,60 43,60
7 30 (-1) 0,5:25 (+1) 5(+1) 30(-1) Néo (+1) 294,04 +589 70,57
8 50 (+1) 0,5:25 (+1) 5(+1) 30(-1) Sim (-1) 22260+7,06 53,42
9 30 (-1) 0,5:15 (-1) 3(-1) 60 (+1) Sim (-1) 296,69 +4,53 71,21
10 50 (+1) 0,5:15 (-1) 3(-1) 60 (+1) Néo (+1) 339,86 +2,54 81,57
11 30 (-1) 0,5:25 (+1) 3(-1) 60 (+1) Néo (+1) 312,65+6,62 75,03
12 50 (+1) 0,5:25 (+1) 3(-1) 60 (+1) Sim (-1) 280,51 +7,47 67,32
13 30 (-1) 0,5:15 (-1) 5(+1) 60 (+1) Néo (+1) 251,79 +3,41 60,43
14 50 (+1) 0,5:15 (-1) 5(+1) 60 (+1) Sim (-1) 288,56 +1,30 69,25
15 30 (-1) 0,5:25 (+1) 5(+1) 60 (+1) Sim (-1) 218,65+1,26 52,48
16 50 (+1) 0,5:25 (+1) 5(+1) 60 (+1) Néo (+1) 252,13 +3,17 60,51

R = 0,9913. EC = Extracdo convencional. *Porcentagem de carotenoides totais obtidos em relacdo ao método de
extracdo convencional (416,67 + 6,60 pg/g).

Todos os fatores apresentaram efeitos significativos no contedo de carotenoides totais
(Tabela 2). Como o objetivo do planejamento fracionario é detectar a importancia dos efeitos
e eliminar os fatores que sejam menos importantes, foram analisados os valores dos efeitos de
cada fator.

Os fatores esterilizagdo, tempo de extracdo e temperatura, foram os que tiveram maior
efeito na resposta, respectivamente. A esterilizacdo ocasionou aumento no teor de
carotenoides totais, apesar do valor do efeito ter sido negativo, o que indica que ha queda no
rendimento quando a amostra nao é esterilizada. Alguns estudos demonstram que 0 processo
de esterilizacdo facilita a quebra da parede celular, tornando a obtencdo do pigmento mais
facil NUNES E MERCADANTE, 2004; KAO, CHIU e CHIANG, 2014).

Tabela 2 — Efeitos dos fatores do planejamento fatorial fracionario2 ¢

Efeitos p?
Temperatura (C°) -24,0570 0,000000
Relacéo massa/volume (g/mL) -15,6805 0,000000
NUmero de extracdes -16,5275 0,000000
Tempo de extracdo (minutos) 30,3693 0,000000
Esterilizacdo -32,4976 0,000000

#<0,05
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O tempo de extracdo apresentou efeito positivo no teor de carotenoides, por prolongar
0 contato do solvente com a amostra, 0 que estd em concordancia com outros estudos
(STRATI E OREOUPOLOU, 2011b; KAMFFER, BINDON e OBERHOLSTER, 2010). O
efeito negativo da temperatura de extracdo no teor de carotenoides indica que temperaturas
inferiores a 50°C, nivel superior deste fator no experimento, seriam mais indicadas para o
processo de extracdo. Ishida e Chapman (2009), ao extrairem B-caroteno e luteina de vegetais
liofilizados a 30, 45 e 60°C, concluiram que estes sdo mais eficientemente extraidos a 30°C,
por serem menos estaveis a temperaturas mais elevadas.

A relacdo massa:volume e o nimero de extracfes também apresentaram efeitos
negativos, apesar de menores que os demais. Kaur et al. (2008) fizeram a otimizacdo da
extracdo de licopeno em pele de tomate com diversos niveis para a relacdo massa:volume
(1:20, 1:30, 1:40, 1:50, e 1:60 g/mL) e encontraram alterac@es significantes no rendimento do
licopeno, concluindo-se que a melhor condicdo foi obtida com a relagdo 1:30 g/mL, ou seja, 0
resultado foi melhor quando a relagdo foi mantida em seu nivel inferior, como neste estudo.
Quanto ao nimero de extracdes, o efeito negativo pode estar relacionado ao maior nimero de
etapas utilizadas para a extracdo, resultando em perdas durante o processo.

A partir dos resultados do planejamento fracionario, um planejamento composto
central 2° foi realizado para obter as melhores condicdes de extracdo, tornando o rendimento o
mais proximo possivel do obtido com a extracdo convencional. Para isso, as amostras foram
esterilizadas e a temperatura foi definida em 30°, ja que este fator apresentou efeito negativo
no planejamento fracionario, sendo mantido em seu nivel inferior. Os fatores e niveis

codificados e reais estdo na Tabela 3, assim como as respostas do planejamento.



78

Tabela 3 - Condig6es experimentais do planejamento composto central 2° e respostas para extragdo de carotenoides, % de redugdo do DPPH, % de reducéo do ABTS, tempo
de inducéo e cor (CIELAB).

Fatores Respostas
Ensaio  1empo de Razdo Namero Carotenoides % % reducio % reducao Tempo de
extracao massa:volume de~ totais (g/q) rleagag DPPH ABTS indugdo L* ax b*
(minutos) (g/mL) extracdes aEC (horas)

EC - - - 416,67 + 6,60 - 32,06+1,63 2547+0,60 13,01+0,14 60,72+0,25 -6,06+0,05 22,33+0,35
1 60 (-1,00) 0,5:10 (-1,00) 2 (-1,00) 314,66 £ 2,34 75,52 23,79+0,31 1841+0,46 1239+0,42 62,01+0,05 -497+0,15 17,96+0,37
2 60 (-1,00) 0,5:10 (-1,00) 4 (+1,00) 316,16 + 5,05 75,88 22,10+0,03 18,14+0,70 12,15+0,57 62,35+0,10 -4,30+0,22 15,67 +0,66
3 60 (-1,00) 0,5:20 (+1,00) 2 (-1,00) 313,03 +2,52 75,13 23,86+0,10 18,49+0,24 12,14+0,78 62,28+0,04 -503+0,05 22,08+1,02
4 60 (-1,00) 0,5:20 (+1,00) 4 (+1,00) 314,32 + 3,61 75,43 21,92+0,72 17,80+0,17 12,10%£0,72 62,44+0,08 -4,35+0,24 1554 +0,40
5 120 (+1,00)  0,5:10(-1,00) 2 (-1,00) 393,30 + 3,73 94,39 30,88+0,22 20,11+0,04 1265+0,13 62,49+0,05 -4,95+0,13 19,59+ 0,96
6 120 (+1,00)  0,5:10(-1,00) 4 (+1,00) 394,93 + 3,24 94,78 31,28+0,30 20,04+0,07 12,79+0,17 61,33+0,08 -4,98+0,11 18,97 +0,05
7 120 (+1,00)  0,5:20 (+1,00) 2 (-1,00) 414,42 + 9,75 99,46 32,27+0,64 2546+0,32 13,32+0,59 61,14+0,22 -6,09+0,03 22,31+0,30
8 120 (+1,00)  0,5:20 (+1,00) 4 (+1,00) 416,29 + 5,41 99,91 32,82+0,90 26,22+0,13 13,85+0,27 6092+0,87 -6,12+0,03 22,93+0,15
9 40 (-1,68) 0,5:15 (0,00) 3(0,00) 396,07 + 8,66 95,06 31,28+0,70 20,30+0,23 1250+0,44 6168+0,22 -4,98+0,05 19,04+0,11

10 140 (1,68) 0,5:15 (0,00) 3(0,00) 406,34 + 3,01 97,52 32,22+051 24,05+0,14 1232+042 62,71+056 -511+0,02 19,05+0,02

11 90 (0,00) 0,5:7 (-1,68) 3(0,00) 409,08 + 2,64 98,18 33,05+0,28 2511+0,44 12,09+0,25 6197+0,03 -6,03+0,28 22,08+1,03

12 90 (0,00) 0,5:24 (1,68) 3(0,00) 347,11+ 8,01 83,30 26,22+0,46 1985+0,15 12,18+0,31 62,10+0,09 -511+0,01 18,57+0,25
13 90 (0,00) 0,5:15 (0,00) 1(-1,68) 295,41 + 0,47 70,90 18,97+0,32 1353+0,76 11,89+0,19 62,60+0,14 -4,37+0,06 14,78+0,21

14 90 (0,00) 0,5:15 (0,00) 5(1,68) 308,69 + 2,65 74,08 19,84+0,28 15,73+0,53 12,39+0,37 62,48+0,02 -4,16+0,07 1513+0,18

15C 90 (0,00) 0,5:15 (0,00) 3(0,00) 344,65 + 3,90 82,72 26,28+0,54 1892+0,41 12,38+0,37 62,38+0,04 -500%0,03 18,27+0,54
16C 90 (0,00) 0,5:15 (0,00) 3(0,00) 346,56 + 5,87 83,17 26,53+0,56 18,73+0,31 1222+0,67 6244+0,12 -4,96+0,03 17,67 1,25
17C 90 (0,00) 0,5:15 (0,00) 3(0,00) 339,77 £ 6,34 81,54 2441+0,46 1837+0,19 1208+0,83 62,48+0,06 -4,88+0,15 17,35+0,51
18C 90 (0,00) 0,5:15 (0,00) 3(0,00) 351,98 + 3,48 84,47 26,16 £0,10 18,51+0,31 12,19+0,09 61,83+0,07 -514+0,16 18,44+0,52
19C 90 (0,00) 0,5:15 (0,00) 3(0,00) 344,27 + 4,47 82,62 26,18+0,36 1891+0,62 1226+0,35 61,89+0,04 -511+0,02 18,32+0,16

EC = Extragdo convencional; ® Porcentagem de carotenoides totais obtidos em relagdo ao método de extragdo convencional.
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A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para estimar a significancia
estatistica dos efeitos principais e interacbes. As equacfes dos modelos, com termos
lineares, quadraticos e de interacdo, que apresentaram maior ajuste e efeito nas
respostas, estdo na Tabela 4. O valor do R? para a resposta carotenoides totais foi de
0,7366, indicando que 73,5% da variabilidade na resposta pode ser explicada pelo
modelo. A variabilidade ndo explicada pelo modelo pode estar relacionada a outros

fatores que influenciaram na resposta e ndo foram estudados por esse modelo.

Tabela 4 — Equacdes do modelo e R? (coeficiente de determinacao) para as respostas carotenoides totais,
% de reducdo do DPPH e % de reducdo do ABTS.

Equacdes dos Modelos R

) ) Y = 456,3741 — 3,5299 X, — 17,8159 X, + 96,0667 X3 + 0,0215 X* + 0,
Carotenoides totais ) 5 0,7366
4471 X=, -15, 7087 X3 + 0,0381X,X..

% reducéo do Y =40, 17576 — 0,43266X; — 2,02004X, + 11,56715X; + 0,00238X?, +

, , 0,7765
DPPH 0,05580X2, — 2,22196 X2, + 0,00252X, X, + 0,01904X;X.

% reducdo do Y =41, 98505 — 0,3811X; — 2,68153X, + 7,13112X; + 0,00155X?, + 07630
ABTS 0,06009X2, — 1,27397X2; + 0,00983X;X,. ’

O grafico de Pareto para as variaveis independentes mostrou efeito significante
das funcdes lineares, quadraticas e de interacdo entre tempo e razdo massa:volume sobre
a varidvel dependente carotenoides totais (Figura 1), sendo o principal efeito
relacionado ao tempo de extracdo. A Figura 2 apresenta as superficies de resposta para
carotenoides totais, % de reducdo do DPPH e % de reducdo do ABTS. Observa-se que
quando o tempo foi utilizado em seus niveis superiores, houve uma maior obtencao de
carotenoides, independente da relacdo massa:volume e do nimero de extracdes.

O numero de extragdes, assim como no planejamento fracionario, apresentou
efeito negativo no resultado. Na Figura 2 pode-se obervar que a concentracdo de
carotenoides é menor tanto nos niveis inferiores do fator nimero de extragdo quanto nos
niveis superiores deste fator, sugerindo que sejam considerados como melhores 0s
valores centrais. A maioria dos estudos encontrados que realizaram planejamento para
obtencdo de carotenoides encontrou efeito positivo para o nimero de extragdes
(NUNES e MERCADANTE, 2004; KAUR et al., 2008; STRATI e OREOUPOULOU,
2011 b). O resultado deste trabalho pode ser explicado pelo maior nimero de extracGes
relacionarem-se a um maior nimero de etapas durante a extracdo e, consequentemente,

perda de carotenoides durante estas etapas.
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Figura 1 - Gréficos de Pareto para os efeitos dos fatores estudados no planejamento composto central 2°
sobre as repostas (A) carotenoides totais, (B) % de reducdo do DPPH e (C) % de reducdo do ABTS.

Os melhores resultados para a obtencdo de carotenoides foram obtidos nas
condicdes dos ensaios 5 a 11 (94,39 a 99,91% de obtencdo em relacdo ao convencional).
Considerando a realizacdo de extracdo com menor tempo, gasto de solvente e nimero
de etapas, foi realizada uma comparacéo entre estes ensaios, apontando-se como melhor
condicdo do planejamento para a resposta “carotenoides totais” o ensaio 5, com relag¢do
massa:volume de 0,5:10 g/mL e 2 extragdes de 120 min., que obteve 94,39% de
carotenoides em relacdo ao método convencional.

Nunes e Mercadante (2004) observaram trés pontos na regido 6tima de obtencédo
de licopeno, com diferentes condicOes: 4 extracdes de 120 minutos, 7 extracdes de 120
minutos e 6 extracOes de 180 minutos, obtendo-se cerca de 100ug de licopeno/g de
tomate esterilizado. A primeira condicdo foi escolhida como melhor, por menor tempo
total de analise e 0 menor gasto de solvente.

Da mesma forma, Mendonca (2013), encontrou melhor rendimento na extracéo
de carotenoides, a partir da microalga Spirulina platensis, em trés experimentos:

(256,15 pg/g; relagdo massa:volume 0,5:20 g/mL e 6 extragdes de 40 min. a 30°C),
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(257,44 ng/g; relacdo massa:volume 0,5:20 g/mL e 6 extracfes de 40 min. a 40°C) e
pontos centrais (250.71 pg/g ; relacdo massa:volume 0,5:15 g/mL e 5 extracdes de 30
min. a 35°C), sendo este escolhido como melhor, por atingir percentual similar com os
demais em menor tempo total de analise e menor gasto de solventes.

Através do teste de Kruskal-Wallis, foi rejeitada a hipotese de que a distribuicéo
de carotenoides totais seja a mesma em todos os experimentos (p<0,05). Assim, 0
ensaio cinco foi comparado ao convencional através do teste de Mann-Whitney. Néo
houve diferenca estatistica significante entre o contetdo de carotenoides totais nos dois
extratos, sendo o ensaio cinco definido como o ponto Otimo para obtencdo de

carotenoides a partir da folha externa do repolho.



S1BJ0], SapIoudjote))

Hddd 0enpay %,

SLAV oBdNpay ¢,

50
[ 500
1450
= 400
[ EE

| EH
I 40
3 35
] 30
B 25
B 20

SIBJO], sapIoudjote))

Hdd(q oednpay o,

SLAV oednpay o,

Il 500
I 250
[ 400
=1 350
I 300

I 30
Il 26
22
= 18
B 4

SIBJO], SapIoudjote))

Hdd(q oednpay o,

SLAV ordnpay v

I <00
I 350
I 360
1340
[ 320
B 300
I 250

82

Figura 2 — Superficies de resposta para os resultados do planejamento composto central 2° sobre as repostas: carotenoides totais, % de redugdo do DPPH e % de redugéo do

ABTS.
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3.2. ANALISE DOS CAROTENOIDES POR CLAE
A composigdo dos extratos de carotenoides obtidos a partir da extracdo
convencional (Figura 3A) e da condicdo 6tima (Figura 3B) foi determinada por CLAE.
O all-trans-p-caroteno foi o carotenoide majoritario nos dois extratos, seguido de
luteina, sendo seu teor maior no extrato obtido pelo método convencional, enquanto o

contetdo de luteina foi maior na condigdo 6tima do planejamento (Tabela 5).
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Figura 3 — Cromatogramas dos extratos de carotenoides, obtidos por CLAE, para extracdo realizada de
acordo com (A) método convencional e (B) condigdo 6tima do planejamento.

A diferenga na composic¢ao dos carotenoides esta principalmente relacionada ao

tipo de solvente utilizado nos diferentes métodos. Por serem hidroxiladas, a luteina e
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zeaxantina foram melhores extraidas pelo etanol (CH3-CH,OH), enquanto o p-caroteno,
menos polar, foi melhor extraido pela acetona (CH3-CO-CH3) (KHOO et al. 2011;
STRATI E OUREOUPOLU, 2014).

Tabela 5 — Carotenoides identificados por HPLC obtidos no ponto 6timo do planejamento e a partir da
extragdo convencional.

all-trans-pB- i ] . ) all-trans-a-
Luteina Zeaxantina Criptoxantina
caroteno caroteno

Convencional (u/g)* 351,80 +1,56*° 49,18 +5,62° 7,14+0,34°% 11,23+0,51* 3,74+0,38°

Ensaio 5 (p/g)* 32491 +535° 169,57 +1,26° 20,41+090° 11,22+0,06*° 4,22 +0,02°

*U/g de carotenoide em peso seco. Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Teste t de Student.

Nachtigall et al. (2007) compararam o teor de luteina extraido em diversas
hortalicas por diferentes solventes (acetona, etanol, hexano e tetraidrofurano). Como
neste trabalho, verificou-se que a composicdo qualitativa dos extratos permaneceu
constante com variaces quantitativas no perfil de carotenoides dos mesmos, que foram
dependentes do solvente utilizado, com maiores concentracdes de luteina para o etanol e

acetona, a depender da hortalica.

3.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ESTABILIDADE OXIDATIVA
3.3.1. Determinacdo da atividade antioxidante através da captura do radical
DPPH

A variavel dependente, % de reducdo do DPPH, apresentou comportamento
semelhante a variavel contetido de carotenoides, sendo maior a reducdo do DPPH nos
ensaios em que foi maior o conteido de carotenoides totais. O valor do R? para esta
resposta foi de 0,7765, indicando que 77,65% da variabilidade pode ser explicada pelo
modelo (Tabela 5). O grafico de Pareto (Figura 1) mostrou efeito significante das
funcBes lineares, exceto para numero de extracfes, quadraticas, e de interacdo entre
tempo e razdo massa:volume e entre tempo e nimero de extracoes.

As superficies de resposta (Figura 2), assim como para carotenoides totais,
indicam os valores maximos de reducdo de DPPH quando o fator tempo esta em seus
niveis superiores. O teste de Mann-Whitney foi realizado para comparar a % de reducao
de DPPH entre o ensaio cinco e convencional, a fim de verificar se a escolha do ensaio

cinco como ponto 6timo se aplicava também a esta resposta.
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Os valores de % de reducdo do DPPH variaram entre 19,84 e 33,05%, sendo de
30,88% para 0 ensaio cinco e de 32,06% para a extracdo convencional, ndo sendo
verificada diferenca estatistica significante entre os mesmos pelo teste de Kruskal
Wallis (p>0,05) (Tabela 1). Hernandez-Ortega et al. (2012) estudaram a atividade
antioxidante de extratos de carotenoides de pimenta seca através do radical DPPH. A
porcentagem de inibicdo variou de 12,3 a 24,2% a depender da variedade da pimenta.
Uma possivel explicagdo para a maior atividade antioxidante de uma variedade foi
atribuida a maior quantidade de all-trans-f-caroteno e criptoxantina, indicando que essa
é influenciada pelo tipo e quantidade de carotenoides.

Fu et al. (2011), ao avaliarem a atividade antioxidante dos principais
carotenoides de espinafre (violaxantina, luteina e [B-caroteno), concluiram que o0s
resultados estabeleceram o potencial antioxidante destes carotenoides como possiveis
responsaveis pela atividade de limpeza de radicais livres desse vegetal na dieta. O p—
caroteno foi considerado o mais eficiente na eliminagdo do radical DPPH, com
aproximadamente 75% de inibicdo, seguido da violaxantina (aproximadamente 60%) e
luteina (aproximadamente 50%).

Neste trabalho, observou-se uma diferenca quantitativa entre os carotenoides
majoritarios dos extratos obtidos através do ensaio cinco e pela metodologia
convencional. Entretanto, ndo foi verificada diferenca na porcentagem de inibicdo do
DPPH entre ambos os extratos, possivelmente, porque a atividade antioxidante é maior
para o B-caroteno, e as diferencas de composicdo foram maiores para a luteina e

zeaxantina.

3.3.2. Determinacdo da atividade antioxidante através da captura do radical
ABTS

Os resultados para o ensaio do ABTS apresentaram resultados que variaram
entre 13,53% de reducéo e 25,47%. Da mesma forma que para o resultado da atividade
antioxidante através do radical DPPH, ndo houve diferenca estatistica significante entre
o resultado de reducéo do radical pelo extrato obtido no ensaio cinco e pela metodologia
convencional.

Prasad et al. (2011) utilizaram o ensaio de reducdo do ABTS para avaliacdo do
poder antioxidante dos carotenoides extraidos da pele, polpa e semente do fruto de
Canarium odontophyllum, fruto indiano de polpa amarela e sabor comparado ao do

abacate. Como resultado, o pigmento que apresentou maior correlagdo com a atividade
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de redugdo do ABTS foi o B-caroteno, exercendo a maior atividade antioxidante no
ensaio, que variou de 18,3 a 445 % na polpa, a depender da concentracdo de
carotenoides. Segundo Fu et al. (2011), a atividade antioxidante do B-caroteno no ensaio
ABTS aumenta consideravelmente com o aumento da concentracdo deste, resultados
que corroboram com o encontrado neste estudo, j& que ndo houve diferenca significante
entre a atividade antioxidante dos extratos comparados (ensaio cinco e convencional),
possivelmente relacionados ao contetido de B-caroteno, que apesar de diferir de forma
significante, ndo apresentou teores muito diferentes entre os extratos.

O valor de R? para 0 modelo da % de reducdo do ABTS foi 0,7930, explicando
79,30% da variabilidade na resposta. O gréfico de Pareto para as varidveis
independentes mostrou efeito significativo das funcbes lineares, quadraticas e de
interacdo exceto para a interacdo entre os fatores razdo massa:volume e numero de
extragdes (Figura 1). Assim como nos demais modelos, o principal efeito foi o tempo,
que quando em seus niveis superiores, proporcionou maior porcentagem de reducdo de
ABTS, assim como para as respostas carotenoides totais e porcentagem de reducéo do
DPPH.

3.3.3. Oxidacdo acelerada em Rancimat

Através do teste de Kruskal-Wallis foi possivel verificar que ndo houve
diferenca estatistica entre os valores de tempo de inducédo para os diferentes ensaios do
planejamento composto central e extragdo convencional (p>0,05) (Tabela 1). Ao
comparar os valores de tempo de inducdo para o 6leo de palma sem antioxidante, com
adicdo dos extratos de carotenoides e com TBHQ, foi observada diferenca estatistica

significante apenas entre o leo com TBHQ e os demais (Tabela 6).

Tabela 6 — Tempo de inducdo do dleo de palma refinado sem antioxidantes, com extratos de carotenoides
da folha externa de repolho, e com TBHQ.

Oleo de palma Tempo de Indugéo
Controle 12,30 + 0,53
Oleo + extrato | 13,01 +0,14%
Oleo + extrato 11 12,65 + 0,13
Oleo + TBHQ 16,66 + 0,68 "

Controle: 6leo de palma refinado; Extrato I: extracdo convencional; Extrato Il: ensaio 5. Letras diferentes
na coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05). ANOVA

O oleo de palma refinado foi escolhido para ser utilizado nestes experimentos

por sua extensa aplicagdo na industria de alimentos, sendo considerado bastante estavel
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ao agquecimento. Dentre o0s antioxidantes sintéticos mais usados em alimentos, esta o
terc-butil-hidroquinona (TBHQ), geralmente considerado o mais eficaz, principalmente
em Oleos vegetais, pois resiste ao calor, ndo altera o sabor ou o cheiro do material e
pode ser utilizado em menor concentracao, resultado compativel com o deste estudo.

Os extratos de carotenoides ndo apresentaram efeito protetor como antioxidantes
durante o processo de oxidacdo acelerada em Rancimat, pois ndo diferiram
estatisticamente do controle. Zeb e Murcovic (2010, 2011, 2013a, 2013b), ao utilizarem
0 Rancimat para analisar a estabilidade oxidativa de 6leos vegetais adicionados de B-
caroteno (300 ug/g) verificaram que a concentragdo deste diminuiu em fungdo do tempo
de aquecimento, sendo degradado nas primeiras horas (3-5 horas) de tratamento
térmico. Quando comparada a estabilidade do B-caroteno e da astaxantina (300 ug/g)
em azeite de oliva, esta foi degradada mais lentamente (ZEB e MURCOVIC, 2011).

Os oOleos vegetais utilizados nos experimentos relatados acima foram mais
estaveis durante o tratamento térmico na presenca de P-caroteno quando 0 mesmo
apresentava em sua composi¢do outras substancias, tais como: tocoferdis, acido oléico,
compostos fendlicos, dentre outras, visto que podem atuar sinergicamente com este

pigmento retardando a oxidacéo lipidica.

3.4. COR

Os valores dos parametros de cor dos extratos obtidos a partir do planejamento
composto central e da extracdo convencional estdo apresentados na Tabela 3. Os valores
de L* variaram de 60,72 a 62,48, indicando que os extratos apresentaram luminosidade
tendendo ao branco. O parametro a* variou de -4,30 a -6,12, valores que estdo
localizados no segundo quadrante do espago CIELAB, enquanto o parametro b* variou
de 14,78 a 22,33, valores localizados no primeiro quadrante. A localiza¢do conjunta dos
parametros a*, b* e L* indica a cor amarela com alta luminosidade.

Meléndez-Martinez et al. (2007) estudaram o comportamento de diversos
padrdes de carotenoides através do sistema CIELAB. Os carotenoides vermelhos,
licopeno e cantaxantina, foram localizados no primeiro quadrante do plano (valores
positivos de a* e b*), enquanto os demais ficaram no segundo quadrante proximo do
eixo b* (valores negativos de a* e positivos de b*), portanto apresentam coloracdo mais

amarelada, como no caso dos carotenoides majoritarios deste estudo.
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A cor influencia diretamente na aparéncia do alimento, um dos fatores mais
avaliados pelos consumidores na escolha destes (PATHARE, OPARA e AL-SAID,
2013). A obtencédo de carotenoides é uma vantagem para a inddstria de alimentos, pois
0s mesmos podem ser utilizados como antioxidantes naturais, na producédo de alimentos
funcionais, alem de serem largamente utilizados como corantes em alimentos, bebidas,
cosmeticos e ra¢fes animais, principalmente de aves e peixes (SHI et al., 2013; WANG
et al., 2007). Gradativamente, as industrias de alimentos e farmacéuticas vém buscando
substituir os corantes sintéticos por naturais devido ao maior apelo do produto natural
(VALDUGA et al., 2009).

4. CONCLUSAO

A condi¢do Otima de obtencdo de carotenoides foi definida a partir dos
planejamentos realizados, constando de amostra esterilizada, relagdo massa:volume de
0,5:10 g/mL e 2 extracdes com etanol de 120 min a 30°C com saponifica¢do simultanea,
representando 94,39% do obtido no convencional, com menor tempo de analise e
volume de solvente.

O all-trans-p-caroteno foi o carotenoide majoritario nos dois extratos, seguido de
luteina, sendo seu teor maior no extrato obtido pelo método convencional, devido ao
uso da acetona como solvente, enquanto o conteido de luteina foi maior na condicéo
6tima do planejamento em que foi utilizado etanol.

A atividade antioxidante dos extratos obtidos através do planejamento e extracdo
convencional nos ensaios DPPH e ABTS ndo apresentou diferenca significante, no
entanto, os mesmos ndo tiveram efeito protetor sobre o éleo de palma refinado nas
condicdes de oxidacdo acelerada em Rancimat.

A folha externa do descarte de repolho, um produto sem valor comercial, que
normalmente ndo € utilizado para consumo humano, apresentou-se como uma potencial
fonte de obtencdo de carotenoides, predominantemente de all-trans-p-caroteno e de
luteina, produtos de alto valor agregado, com possibilidade de aplicacdo na inddstria de
alimentos em processos de fortificagdo e/ou como corantes e antioxidantes naturais,
devendo, para isso, ser testados em matriz alimenticia na auséncia de oxigénio e de

temperaturas elevadas.
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CONCLUSAO GERAL

A obtencdo e quantificacdo dos carotenoides a partir de vegetais vém sendo
bastante estudadas nos ultimos anos, devido aos efeitos benéficos desses pigmentos na
salide humana em conjunto ao crescente interesse da inddstria e dos consumidores por
produtos naturais, e que utilizem menores quantidades de solventes orgéanicos. Assim,
dentre esses estudos, € possivel perceber a necessidade de aperfeicoamento e
desenvolvimento de técnicas e condicdes adequadas de extracdo dos carotenoides nos
diversos vegetais.

O ponto 6timo de obtencdo de carotenoides definido a partir dos planejamentos
realizados utilizou a amostra esterilizada, temperatura de 30°C, relacdo massa:volume
de 0,5:10 g/mL e 2 extracdes de 120 min, atingindo 94,39% do conteddo obtido pelo
método convencional, com menor tempo de extracdo, saponificacdo simultanea, menor
gasto de solventes e uso de solvente GRAS. Dentre os fatores estudados no
planejamento composto central, todos foram significantes, sendo o tempo de extracdo o
mais importante.

O all-trans-p-caroteno foi o carotenoide majoritario nos dois extratos, seguido de
luteina, sendo seu teor maior no extrato obtido pelo método convencional, devido ao
uso da acetona como solvente, enquanto o contetdo de luteina foi maior na condicéo
6tima do planejamento em que foi utilizado etanol.

A atividade antioxidante dos extratos obtidos através do planejamento e extracdo
convencional nos ensaios DPPH e ABTS ndo apresentou diferenca significante, no
entanto, os mesmos ndo tiveram efeito protetor sobre o 6leo de palma refinado nas
condicdes de oxidacdo acelerada em Rancimat.

A folha externa de repolho, um produto sem valor comercial, que normalmente
ndo é utilizado para consumo humano, apresentou-se como uma potencial fonte de
obtencdo de carotenoides, predominantemente de all-trans-B-caroteno e de luteina,
produtos de alto valor agregado, com possibilidade de aplicacdo na inddstria de
alimentos em processos de fortificagdo e/ou como corantes e antioxidantes naturais,
devendo, para isso, ser testados em matriz alimenticia na auséncia de oxigénio e de

temperatura elevada.



