ALINE MANKE NACHTIGALL

EXTRA(;/T\O, SAPONIFICA(;AO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE
LUTEINA OBTIDA DE FLORES DE Tagetes patula L. E Calendula
officinalis L.

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2007



Ficha catalografica preparada pela Secdo de Catalogacio e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T

Nachtigall, Aline Manke, 1980-
N124e Extracdo, saponificacgdo e atividade antioxidante de luteina
2007 obtida de flores de Tagetes patula L. e calendula officinalis L.

/ Aline Manke Nachtigall. — Vigosa : UFV, 2007.
xiii, 100f. : il. (algumas col.) ; 29cm.

Orientador: Paulo Cesar Stringheta.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Luteina - Extragdo. 2. Luteina - Analise. 3. Luteina -
Efeito fisioldgico. 4. Carotendides. 5. Alimentos - Analise.
I. Universidade Federal de Vicosa. II.Titulo.

CDD 22.ed. 664.06




ALINE MANKE NACHTIGALL

EXTRACAO, SAPONIFICACAO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE LUTEINA
OBTIDA DE FLORES DE Tagetes patula L. E Calendula officinalis L.

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pods-
graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 02 de fevereiro de 2007.

Prof. Afonso Mota Ramos Prof?. Maria Beatriz Abreu Gloria
(Co-Orientador)

Prof. Anténio Fernandes de Carvalho Prof. Milton Nobel Cano Chauca

Prof. Paulo Cesar Stringheta
(Orientador)



AGRADECIMENTO

Ao orientador Prof. Dr Paulo César Stringheta, pela participagao diaria
na execugado deste trabalho, pelas diretrizes seguras, exigéncias e
incansavel colaboracéao.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de Tecnologia
de Alimentos, pela oportunidade.

A CAPES, pela concessao da bolsa de estudo.

Aos Professores do Departamento de Tecnologia de Alimentos, pelo
auxilio, apoio e ensinamentos.

A Professora Angela Cristina Oliveira Stringheta pela ajuda
imprescindivel com as flores e as sugestbes de grande valia para a
execucao do trabalho.

Aos funcionarios do Laboratorio de Pigmentos e Secagem Ligia
Santana Pontes Fialho e Valério Poleto, pelo constante auxilio durante a
execugao das analises, solicitude, paciéncia e boa vontade.

Aos amigos do Laboratério de Pigmentos e Secagem, pela grande
receptividade e colaboragdo, em especial, a Priscila Cardoso Fidélis, minha
inestimavel estagiaria, pela forma incondicional com que se dedicou a este
trabalho.

Aos funcionarios do DTA, de grande importadncia, e que nunca
mediram esforgos no atendimento.

As grandes amizades conquistadas nestes quatro anos de convivio.

A Jodo Alves Térres Jr., pelo amor, companheirismo, paciéncia e por
nunca me permitir desistir das coisas.

Ao meu cunhado, Fernando Prates Bisso, pelo auxilio inprescindivel
na analise dos dados.

A minha familia, pela forca nas horas mais dificeis e o incentivo
sempre presente.

A todos aqueles que, direta ou indiretamente, contribuiram para minha
formagdo humana e académica e que de alguma forma cooperaram na

execucao deste trabalho, meus sinceros agradecimentos.



BIOGRAFIA

ALINE MANKE NACHTIGALL, filha de Luiz Carlos Jones Nachtigall e
Vera Regina Manke Nachtigall, nasceu em Cruz Alta, Rio Grande do Sul, em
11 de janeiro de 1980.

Graduou-se Bacharel em margo de 2001, em Quimica de Alimentos,
pela Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul. Obteve o titulo de
Magister Scientiae em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, em janeiro de
2003, pela mesma Universidade.

Em margo de 2003 ingressou no curso de doutorado em Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos, na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.



SUMARIO

LISTADE TABELAS. ... ... e e e e e e e e e eeaneees Vi
LISTADE FIGURAS . ... ...t e e e viii
RESUMO....... ot e e e ee e iX
ABSTRACT ... e e e e e e e e e Xi
INTRODUGAO GERAL ...ttt 1
REFERENCIAS BIBLIGRAFICAS..........cooeiieieeeeee e 3
Luteina: propriedades antioxidantes e beneficios a saude....................... 4
RESUMIO. ... e e e e e e e e e e 4
INEFOAUGAD. ... . et e e e e e e e e e e eaaaeaees 4
Luteina: quimica e propriedades antioxidantes...........ccccooooeviiiiiiiieiiiiinnnnnnn. 6
Luteina e sua importancia para saude...............oooviiiiiiiiiiiieiee e 9
Fontes de luteina e seu uso em alimentos.............ccceeeiiiiiiiiiiiiiieiee, 18
Estabilidade da luteina.............oooeoiiiiiic e, 20
(070 [ (11T 1T T PPN 23
ADSIFACT. ... 23
Referéncias BibliografiCas............uueieiiiiiiiiiii e 24

Caracterizagao das flores de Tagetes patula L. e Calendula officinalis L.

como fonte de luteina......................oooii i 32
RESUMIO. ..o e e e e e e e e eenaas 32
SUIMIMAIY ettt e e e e e e e et e ettt b e et e et e et ee et eeeaaaeeeeeaaeesaannnnes 32
(o Yo 11 T Lo 33
2 Material € MEtOUOS........ooeeeeeiieceee e 35

2.1 Material.......ccoeeeeeee e 35

2.2 Extrac&o € sapoNnifiCaCa0........uuuuuiiieeie e 36
2.3 Confirmacéao da identidade dos carotendides e quantificagao do teor
de TULBING. ... e 37

3 Resultados € DISCUSSA0........ccuuuiiiiiiiiiiei et 38

0o ) [or 11T L= TSP 42

5 Referéncias BibliografiCas............cccuuuuiiiiiiiiiiiiiie 42

Efeito da saponificagao sob o teor de luteina em flores de Tagetes

patula L. e Calendula officinalis L. ...............oooouuiiiiiiiie e 46
RESUMO. . 46
SUIMIMAIY .ttt e e e e e e e et e ettt e et e et e et e e e e e e e aaeaeeeeaaeaaaannnnes 47
(o o 11 Tz Lo U 48
2 Material € MEtOdOS.........ccooiiiiii e 50



2.1 MAtEIIAL. ... 50

2.2 Padronizagao do método de saponificagao............ccccvevvvvrvnernnnnnnnn. 50
2.3 Influéncia da saponificacdo sobre o teor de luteina........................... 51
2.3.1 Extrac&o do pigmento.......cccooeieiieiiiiieie e 51
2.3.2 Confirmacao da identidade dos carotendides e quantificagdo do
teorde luteina.........oooueei i 52
2.4 Delineamento Experimental.............ccoooiiiiiiiiiiiii e, 53
3 Resultados € DISCUSSAO0........ccuuuiiiiiiiiiiec e 53
3.1 Padronizagdo do método de saponificagao.........cccceeeeveeeeeiiiiiiiieennnn, 53
3.2 Influéncia da saponificacdo sobre o teor de luteina............ ............. 54
4 CONCIUSOES. ....uueeiieie e e e e e e e s e e e e e e aaaaaaaees 61
5 Referéncias BibliografiCas...........cccuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 61

Efeito do solvente extrator sob o teor de luteina em flores de Tagetes

patula L. e Calendula officinalis L. ...............oooouumiiiiiiiiei e 65
RESUMIO. ... e e e e e e eaaaas 65
SUIMIMAIY ettt e e e e oo et e ettt e et ettt e e et e e e e e eeeeaaeeeaeesaaannnnes 66
(o Yo 11 T Lo 67
2 Material € MEtOUOS........coovieeiiiceee e 68

2.1 Material.......ccooeeeeeeeee e 68

2.2 Extrac&o € sapoNnifiCaCa0........uuuuuiiiieiei e 68
2.3 Confirmacao da identidade dos carotendides e quantificacéo do

teorde Iuteina.........oooeeii i 69

3 Resultados € DiSCUSSA0........uuuuuiieiieieeeeee e e e e e e e e 70

4 CONCIUSOES. ....uuuuiieee et e e e e e e e s e e e e e e aaaaaaaees 75

5 Referéncias BibliografiCas...........cccuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 75

Atividade antioxidante de extratos de luteina proveniente de flores de

Tagetes patula L. e Calendula officinalis L................ooooiiiiiiiiiiieiee e 79
RESUMIO. ..o e e e e e e e 79
SUIMIMIAIY <.ttt e e e e e e e e et e e e b bbb et ettt e et et e e e aeaeeaeeeaeesaannnnes 80
(o Yo 11 T Lo 81
2 Material € MEtOUOS........ooeeeeeiieceee e 83

2.1 MaAterial......oeeeeeeeee e 83
2.2 Extrac&o € sapoNnifiCaCa0........uuuuuiiiieeee e 83
2.3 Determinacao da atividade antioxidante...............ccoooeiiiiiiiinninnnn. 85
2.4 Confirmacéao da identidade dos carotendides e quantificagdo do
teor de IUteINa.......oovveeicee e ———————— 85
3 Resultados € DISCUSSA0.......cccuuuuiiiiiiiiiiie ettt eeee s 86
4 CONCIUSOES. ....ueeeiiiee et e e e e e e et e e e e e e e e aaaaaaaees 96
5 Referéncias BibliografiCas...........cccuuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 96
CONCLUSOES GERAIS ... 100



LISTA DE TABELAS

Luteina: propriedades antioxidantes e beneficios a saude....................... 4

Tabela 1 - Teor de luteina em frutas e hortaligas ...........cccoceevvvveeeei. 19

Caracterizagao das flores de Tagetes patula L. e Calendula officinalis L.

como fonte de luteina................ 32
Tabela 1 - Descricao dos lotes de flores avaliados..........ccccccoeeeeveennnnn.n. 36
Tabela 2 - Teores de luteina nas flores de tagetes e caléndula (mg.100

G PESO SECO ) oeereeeeeeeeeeeee e e ne e 40

Efeito da saponificagao sob o teor de luteina em flores de Tagetes

patula L. e Calendula officinalis L.................oooeuuiiiiieieee e 46
Tabela 1 - Teor de carotendides totais, expresso em mg de luteina.100 g
petalas secas', nos diferentes extratos cetdnicos de
tagetes. ..o 53
Tabela 2 - Teor médio de luteina (mg.100 g de pétalas secas™”) em
amostras saponificadas e nao saponificadas de tagetes......55
Tabela 3 - Teor médio de luteina (mg.100 g de pétala secas™) em
amostras saponificadas e ndo saponificadas de caléndula..55
Tabela 4 - Porcentagem de luteina do total de carotendides nos extratos
nao saponificados e saponificados de tagetes..................... 59
Tabela 5 - Porcentagem de luteina do total de carotendides nos extratos
nao saponificados e saponificados caléndula....................... 59

Efeito do solvente extrator sob o teor de luteina em flores de Tagetes

patula L. e Calendula officinalis L................ooooemumiiiiiaie e 65
Tabela 1 - Teor médio de luteina nas amostras saponificadas de tagetes
e caléndula (mg. 100 g de pétalas secas™)......ccccoeeeueueunnn. 70
Tabela 2 - Porcentagem de luteina do total de carotendides nos extratos
saponificados de tagetes e caléndula..................cceeevvvinnnnnes 73

Atividade antioxidante de extratos de luteina proveniente de flores de

Tagetes patula L. e Calendula officinalis L....................cccoeeieiiiiiiiiieieeeeeenn, 79
Tabela 1 - Valor de ECsy (g.mmoles radical DPPH™) nos extratos néo
saponificados e saponificados de tagetes..................ccooo. 86
Tabela 2 - Valor de ECsy (g.mmoles radical DPPH™) nos extratos néo
saponificados e saponificados de caléndula......................... 87
Tabela 3 - Porcentagem de inibicdo da oxidacdo do sistema [ -
caroteno/ac. linoléico dos extratos n&do saponificados e
saponificados de tagetes...........uuveeviiiiiiiis 89

vi



Tabela 4 - Porcentagem de Inibigdo da oxidacdo do sistema f -
caroteno/ac. linoléico dos extratos ndo saponificados e
saponificados de caléndula..............ccooiriiiiiiiii e 90

Tabela 5 - Teor médio de luteina (mg.100g”) e porcentagem (%) de
luteina do total de carotendides nos extratos de tagetes e

CaAlBNAUIA. ..o e 94

Vii



LISTA DE FIGURAS

Luteina: propriedades antioxidantes e beneficios a saude...................... 4
Figura 1 - Estrutura quimica da luteina e da zeaxantina......................... 7
Figura 2 - Reacao da luteina com oxigénio simglete............ccccceeeeeeeee.n. 8
Figura 3 - Reacgdes da luteina com radicais peroxido............cccceeeeeeneee. 8
Figura 4 - Pigmentos maculares no olho humano...............ccccoeiiiiiies 9
Figura 5 - Alteragdes na visao durante o avango da DMRI................... 11
Figura 6 - Carotenoides encontrados em olhos humanos e seus

MEtabOIItOS. .. oo 12
Figura 7 - Visao de uma pessoa com catarata...........ccoceeveeviiieeenennnnnnn. 14

Caracterizagao das flores de Tagetes patula L. e Calendula officinalis L.

como fonte de luteina................ 32
Figura 1 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos
saponificados das flores de tagetes e caléndula................... 38

Efeito da saponificagao sob o teor de luteina em flores de Tagetes

patula L. e Calendula officinalis L.................ooouuuuiiiiiiieieee e 46

Figura 1 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos nao
saponificados e saponificados de flores de T patula L.......... 57

Figura 2 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos nao
saponificados e saponificados de flores de calendula........... 58

Efeito do solvente extrator sob o teor de luteina em flores de Tagetes

patula L. e Calendula officinalis L....................ouuuiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeen 65
Figura 1 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos
saponificados das flores de T. patulalL ..........ccccccvneinnnn. 72
Figura 2 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos
saponificados das flores de C. officinalis L.......................... 73

Atividade antioxidante de extratos de luteina proveniente de flores de
Tagetes patula L. e Calendula officinalis L....................coeeieiiiiiiiiieieeeeeeinn, 79

Figura 1 - Desempenho dos extratos saponificados de tagetes (A) e
caléndula (B) extraidos com tetraidrofurano, pelo teste do
radical DPPH...... ... 88
Figura 2 - Desempenho dos extratos de tagetes (A) e de caléndula (B)
nao saponificados extraidos com tetraidrofurano, pelo teste
do sistema emulsionado B - caroteno/ac. linoléico............... 91
Figura 3 - Desempenho do extrato hexédnico de tagetes néo
saponificado (A) e saponificado (B), pelo teste do sistema
emulsionado B - caroteno/ac. linoléico............ccccceeeeieeeeeea.. 92

viii



RESUMO

NACHTIGALL, Aline Manke, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2007. Extragao, saponificagcao e atividade antioxidante
de luteina obtida de flores Tagetes patula L. e Calendula officinalis L.
Orientador: Paulo César Stringheta. Conselheiros: Afonso Mota Ramos e
Helena Maria Pinheiro S’Antana.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade do emprego
das flores de Tagetes patula L. (tagetes) e Calendula officinalis L.
(caléndula), como fontes de luteina, bem como verificar o efeito da etapa de
saponificagdo e dos solventes extratores sobre as caracteristicas das
oleoresinas e seu poder antioxidante. A caracterizagdo das flores amarelas,
laranjas e marrons de tagetes e amarelas e laranjas de caléndula foi
avaliada mediante comportamento em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e por meio de espectrofotometria no visivel, apds extragéo
com tetraidrofurano por 24 h e saponificagdo “over night” com KOH etandlico
10% (p/v). O maior teor de luteina foi verificado nas flores marrom de tagetes
(1230,6 mg.100g™"), sendo significativamente superior ao encontrado nas
flores de caléndulas amarela e laranja (29,80 mg.100g™"), embora estes
tltimos nao tenham diferido das flores de tagetes amarelas (59,7 mg.100g™).
Por apresentarem o maior teor de luteina em cada espécie, as flores
marrons de tagetes e laranjas de caléndula foram empregadas nas demais
fases do trabalho. A influéncia das modificacdes na etapa de saponificacéo e
nos solventes extratores sobre o teor de luteina e o perfil de carotendides
dos extratos foi avaliada por meio de seu espectro no visivel e
comportamento em CLAE. Os extratos de luteina das flores marrom de
tagetes e laranja de caléndula foram obtidos por extragao a frio das pétalas
secas durante 24 h com os solventes etanol, tetraidrofurano e hexano e,
extracdo a quente com hexano realizada em aparato soxhlet com 7h de
extragao dinamica, extragcao estatica “over night” e 1h de extragdo dindmica.
Metade destes extratos n&o foi saponificada e a outra metade foi submetida
a saponificagdo simultdnea a extracdo com KOH etandlico 10% (p/v). Em
testes preliminares, verificou-se que a saponificagdo e a extracao realizadas

conjuntamente possibiltam reduzir em ao menos 12 h a obtengéo de luteina



de flores de tagetes. O efeito da saponificagdo sobre o perfil cromatografico
dos extratos foi observado apenas nas flores de tagetes, pelo nitido aumento
na propor¢cdo de Iluteina acompanhado pela redugdo dos demais
carotendides. Com isto confirma-se a necessidade de saponificar os extratos
de tagetes, ao passo que, para as flores de caléndula a saponificagcdo nao
se faz necessaria. Com relacdo ao solvente extrator, verificou-se a atuacao
diferenciada destes sobre as fontes estudadas. A caléndula ndo sofreu
influéncia dos solventes, sendo que para o tagetes os melhores solventes
extratores foram o tetraidrofurano (1220,0 mg.100g™") e o hexano (893,9
mg.100g™"). O emprego da temperatura além de provocar a degradagéo dos
pigmentos proporcionou extratos com menor pureza. O efeito da
saponificagdo e do solvente extrator sobre a capacidade antioxidante dos
extratos foram avaliados pelo teste do radical livre DPPH e pelo teste do -
caroteno/ ac. linoléico. A saponificacao foi associada a uma reducido da
atividade antioxidante dos extratos, uma vez que esta capacidade estava
correlacionada néo s6 a presenca de luteina, mas também, com a acao de
outros compostos com atividade antioxidante. O solvente extrator afetou
significativamente a capacidade antioxidante dos extratos. Os extratos que
apresentaram maior capacidade de reducdo do radical DPPH foram os de
caléndula extraidos com tetraidrofurano independente da saponificacéo e os
de tagetes extraidos com etanol sem saponificagdo e o saponificado extraido
com tetraidrofurano (0,004; 0,015; 0,044 e 0,068 g.mmol de DPPH,
respectivamente). Os extratos de tagetes e caléndula mais efetivos sobre a
inibicdo da peroxidacédo lipidica foram os n&o saponificados extraidos com
tetraidrofurano (72,22% e 72,97%, respectivamente). P6de-se observar com
o desenvolvimento do trabalho que as fontes vegetais avaliadas tém seus
extratos influenciados tanto pelo solvente, como pela temperatura, e ainda,
pela execucdo da etapa de saponificagdo. A saponificagdo gera o aumento
da concentracido de luteina, mas, uma vez que, esta ndo €& o Unico
antioxidante presente nos extratos a sua realizacdo acaba por reduzir o
efeito protetor desses. Os resultados indicam que as flores estudadas sao
fontes promissoras de compostos biologicamente ativos, como a luteina,
com propriedades antioxidantes que vem a auxiliar no fortalecimento do

sistema imunoldgico e na diminuigdo do risco de doengas degenerativas.



ABSTRACT

NACHTIGALL, Aline Manke, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
february, 2007. Extractions, saponification and antioxidant properties
of lutein obtained from Tagetes patula L. and Calendula officinalis L.
flowers. Advisor: Paulo Cesar Stringheta. Counselors: Afonso Mota
Ramos and Helena Maria Pinheiro S’Antana.

The aim of this present study was to evaluate the availability of using
Tagetes patula L. (african marigold) and Calendula officinalis L. (marigold)
flowers as sources of the lutein, as well as to evaluate the effect of the
saponification process and extraction solvents over the oilresins and its
antioxidant powers. The characterization of the flowers yellow, orange and
brown T. patula L. flowers, as well as the yellow and orange C. officinalis L.
was determined by their UV-visible spectra and High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The extract is obtained from a 24-hour extraction
with tetrahydrofurane and saponification overnight with a solution of 10%
KOH in ethanol. The highest content of lutein (means) was verified in the
brown african marigold (1230,6 mg.100g™"), which was significantly higher
than the values encountered in the yellow and orange marigold (29,80
mg.100g™"). However, these content values had not differed from the yellow
african marigold (59,7 mg.100g™). The brown african marigold and the
orange marigold were the selected flowers to be carried out in the
succeeding experiments since those were the ones showing the highest
contents of lutein in each species. The influences of the modifications in the
saponification process and extraction solvents over the contents of lutein and
the carotenoid profiles of the extracts of the flowers were evaluated by UV-
visible spectra and HPLC. The extracts of the lutein of the brown african
marigold and the orange marigold flowers were obtained through a cold
extraction of the dried petals for 24 hours, with the solvents ethanol,
tetrahydrofurane, hexane and, hot extraction with hexane was also
conducted by using a soxhlet apparatus in which a dynamic extraction took
place for 7 hours, followed by an overnight static extraction and an extra hour
of a dynamic extraction. Half of the extracts were not submitted to

saponification whereas the other half was saponified, simultaneously to the
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extraction, with a 10% KOH in ethanol (w/v), in a ratio of 1:1. The effect of the
saponification on the profile chromatographic of the extracts was just verified
in the flowers of african marigold, where a clear increase was observed in the
lutein proportion accompanied by the reduction of the other carotenoids.
However, when extracts of orange C. Officinalis L. were submitted to
saponification, an increase in the lutein content was not observed whereas
contents of other carotenoids actually increased. Hence, whenever working
with african marigold, it is necessary to submit these flowers to saponification
whereas marigold do not demand it. As far as the extraction solvent goes, it
was confirmed that each one had different performances over the studied
lutein sources. The marigold didn't suffer influence of the solvents, and for
the african marigold the best solvents extractors were the tetraidrofurano
(1220,0 mg.100g™") and the hexano (893,9 mg.100g™"). Not only the use of
temperature caused degradation of pigments but it also provided less pure
extracts. The effects of the solvent extractor and of the saponification about
the antioxidant capacity of the extracts were appraised for the test of the free
radical DPPH and of the pB-caroten/ac. linoleic. The saponification was
associated with reducing the protection capacity of the extracts due to the
oxidation effects. This capacity was not only correlated to the lutein contents,
but to the influence of other antioxidants compounds as well. The extracts
that presented larger capacity of reduction of the radical DPPH were the one
of extracted marigold with independent tetrahydrofurane of the saponification
and the one of extracted african marigold with ethanol without saponification
and the extracted saponificado with tetrahydrofurane (0,004; 0,015; 0,044
and 0,068 g.mmol of DPPH", respectively). Saponification had no affect on
the results of these former extracts. The african marigold extracts and more
effective marigold about the inhibition of the peroxidation lipidic were the not
saponification extracted with tetrahydrofurane (72,22% and 72,97%,
respectively). It can be noticed that the plant sources analyzed in this study
have their extracts highly influenced not only by the solvents and temperature
but to saponification processes as well. The saponification estimulates an
increase of the lutein concentration in the extracts. However, since lutein is
not the only existent antioxidant substance in the extracts, the conduction of

saponification processes tend to reduce the of protective antioxidant ability

Xii



they possess. The results of this study indicate that the analised flowers are
promising sources of biological active compounds, such as lutein, which
contain antioxidants properties that assist in the strengthening of the
imunologic system as well as reduce the risks of developing degenerative
deseases.
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INTRODUGAO GERAL

Com o aumento da preocupagao com a saude e a qualidade de vida,
tem-se notado uma preferéncia por alimentos contendo ingredientes naturais
e com caracteristicas benéficas a saude. Nesse contexto, os carotendides se
destacam devido as suas multiplas funcdes. Além de conferirem aos
alimentos uma ampla variedade de cores, que vao do amarelo até o
vermelho, os carotendides também apresentam algumas propriedades
funcionais [7, 8].

A luteina, carotendide diidroxilado, € um potente antioxidante que atua
protegendo os tecidos dos danos causados por radicais livres [8, 9]. Além de
prevenir a degeneragdo macular relacionada com a idade (DMRI), a luteina
destaca-se na prevengdo da aterosclerose, da catarata, da retinopatia
diabética, da retinite pigmentosa, do cancer e de outras doengas [1, 2, 3, 4,
10].

Dados recentes do Conselho Brasileiro de Oftalmologia estimam que
aproximadamente 2,9 milhdes de brasileiros, com mais de 65 anos de idade,
apresentam casos de degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI),
doenca ocular grave e irreversivel que causa cegueira em pessoas na faixa
etaria a cima de 65 anos. Com o aumento da expectativa de vida, é natural
que este numero se eleve dai a importancia de uma nutricdo adequada [6].
Ja que estudos realizados com animais e humanos demonstram que a
concentragdo de luteina no sangue e nos tecidos esta estreitamente
relacionada ao consumo de alimentos ricos neste carotendide, como frutas e
hortalicas de folha verde [8, 9, 10].

Visto que os seres humanos nao possuem capacidade de sintetizar
antioxidantes para a neutralizagdo de radicais livres, estes devem ser
supridos pelo consumo de alimentos e/ou suplementos alimentares. A
adicdo de carotendides em formulagdes alimenticias tem sido comum na
industria.

Durante o processamento de alimentos o conteudo de luteina pode
ser significativamente reduzido, provocando um decréscimo de sua
biodisponibilidade. Este fato reforca a necessidade de suplementagcao

alimentar, bem como, justifica os estudos de otimizacdo do processo de



extracdo de luteina, de forma a reduzir ao minimo sua atividade antioxidante,
possibilitando o emprego de ésteres de luteina como aditivos em alimentos
com alegagdes funcionais [5].

As flores sdo exemplos de fontes que podem ser empregadas para a
obtencdo de carotendides, visando a suplementagcdo alimentar, cuja
produgcdo comercial € restrita a poucas espécies. Apenas as flores de
Tagetes erecta L. sao cultivadas comercialmente como fonte de luteina. No
entanto, se considerarmos a grande variedade de flores na natureza, e
ainda, a capacidade destas em biossintetizar varios tipos de carotendides,
torna-se interessante a investigagdo dos carotendides presentes nestas
espécies, uma vez que novas fontes destes pigmentos podem ser
detectadas.

Com base no exposto, o presente trabalho objetivou verificar a
viabilidade do emprego de flores de Tagetes patula L. (tagetes) e Calendula
officinalis L. (caléndula) como fonte de luteina, bem como, avaliar a
influéncia das modificagdes na etapa de saponificagdo e no solvente extrator
sob o perfil de carotendides e a atividade antioxidante dos extratos de
luteina obtidos destas flores.
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LUTEINA: PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES E BENEFICIOS A SAUDE*

RESUMO: Este trabalho constitui uma revisdo de dados cientificos sobre luteina e
sua agdo antioxidante. A luteina € um carotendide capaz de dissipar a energia dos
radicais livres e seqliestrar o oxigénio singlete. Radicais livres agem continuamente
no organismo, podendo desencadear danos celulares e serem os responsaveis pelo
desenvolvimento de cancer e certas doencgas cronicas. Estudos mostram que a luteina
protege moléculas de lipidios, membranas protéicas, lipoproteinas de baixa
densidade, proteinas e DNA contra o ataque dos radicais, tendo um papel essencial
na prote¢ao de doengas, notadamente na reducdo do risco da degeneragao macular
relacionada a idade (DMRI). Como prevengao, preconiza-se o consumo de dietas
com alimentos ricos em luteina como vegetais de folhas verdes. A luteina ingerida
diariamente pelos consumidores brasileiros ¢ um importante componente bioativo,
que pode também ser utilizado como um nao nutriente, em alimentos com alegagdes

de propriedades funcionais.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidante; carotenoides; luteina; degeneracdo macular.

Introducio

Compostos naturais, contendo duplas ligacdes conjugadas, atuam por seu
efeito antioxidante na eliminacdo de radicais livres. Um exemplo desses compostos
sao os carotenoides da dieta ou de formulagdes medicamentosas, que podem
desempenhar efeito benéfico no organismo humano pelo seqiiestro e extingao destes
radicais. **

A correlagdo entre altos niveis plasmaticos de carotendides e beneficios a

saude apareceu na literatura na década de 70. As dietas ricas em frutas e legumes

* Artigo enviado a Revista Alimentos & Nutri¢do em 23 de maio de 2006.



estavam associadas a reduzidas taxas de cancer ¢ doencas coronarias. Como
conseqiiéncia, a populacao foi encorajada a consumir ao menos 5 por¢des de frutas e
hortalicas diariamente, equivalente a aproximadamente 6 mg de carotendides. *°
Desde entdo, esta correlagdo tem sido avaliada e confirmada por uma série de
autores, % 13+ 17:21,23,48,66

Estudando os beneficios dos carotenodides a saude, Bako et al. 8 afirmaram
que além de precursores da vitamina A, estes pigmentos apresentam outras fungdes
fisiologicas, tais como prevengao de determinados tipos de cancer, agdo inibidora nas
mucosas de ulceras gastricas, capacidade de prevenir a fotossensibilizagao em certas
doencas de pele, aumento da resposta imunoldgica a determinados tipos de infec¢ao
e propriedades antienvelhecimento.

A luteina, carotendide macular de pigmentacdo amarela, ¢ um potente
antioxidante que previne danos causados por radicais livres nos tecidos. > % >*
Segundo Dagnelie et al. *°, este pigmento protege os fotoreceptores foveais ao filtrar
a luz azul prejudicial a macula, reduzindo em 40% a incidéncia desta a retina. A
perda da sensibilidade visual, ocorrida em pessoas com idade avancada e baixa
densidade do pigmento macular nos tecidos oculares, pode ser a precursora de
algumas doengas dos olhos, incluindo a degenera¢ao macular relacionada a idade
(DMRI).

Dos principais beneficios associados a luteina, além das evidéncias na
redugdo do risco de desenvolvimento da DMRI, destacam-se os efeitos benéficos na
protecdo contra a aterosclerose, a catarata, o cancer e outras doengas. 3,13, 17,20,21, 28, 63

Estudos realizados com animais e humanos demonstram que a concentracao
de luteina no sangue e nos tecidos esta estreitamente relacionada com o consumo de

. . . . . 52,59
alimentos ricos neste carotenoide, tais como frutas e hortalicas de folhas verdes. °~



Tendo-se conhecimento da importancia da luteina na defesa do organismo
contra doencas degenerativas € que sua capacidade protetora estd intimamente
relacionada ao seu consumo, o objetivo do trabalho foi compilar informacdes

atualizadas da literatura sobre a luteina.

Luteina: Quimica e Propriedade Antioxidante

A luteina, carotenoide diidroxilado pertencente a classe das xantofilas de
coloracio amarela, ** atua como antioxidante protegendo as células dos danos
oxidativos. Conseqiientemente, reduz o risco de desenvolvimento de algumas
doencgas cronicas degenerativas, uma vez que o estresse oxidativo e a atuacao dos
radicais livres sdo os maiores fatores associados a iniciacdo e propagagdao do
desenvolvimento destas doengas. 24> 46:90:92.59

O numero de duplas ligacdes conjugadas afeta a coloracdo e a capacidade
antioxidante do carotenodide. Porém, a atividade antioxidante ¢ afetada pela dupla
conjugada do anel, ao contrario da coloragao em que a ciclizagdo reduz a intensidade
da cor. ** *° De acordo com Shami & Moreira, > a acio seqiiestrante de radicais é
proporcional ao numero de ligagdes duplas conjugadas, presentes nas moléculas dos
carotendides. Segundo Mello, *° para apresentar funcdo como antioxidante e
apresentar protecdo maxima, os carotendides devem possuir no minimo nove
liga¢des duplas conjugadas.

A luteina e a zeaxantina apresentam estruturas quimicas similares tornando
dificil distingui-las analiticamente. Ambas possuem o mesmo nimero de ligacdes
duplas na cadeia, porém ha uma diferenca na posi¢do de uma dessas duplas ligagdes
no anel (Figura 1). Essa diferenga faz da zeaxantina um melhor antioxidante por

apresentar uma dupla ligagdo conjugada a mais do que a luteina. **



Teaxwantina

FIGURA 1 — Estruturas quimicas da luteina e da zeaxantina.

A atividade antioxidante da luteina consiste na inativa¢ao dos radicais livres,
na complexacio de ions metdlicos ou na reducdo dos hidroperéxidos. ** *° Por
exercer funcdes antioxidantes em fases lipidicas, bloqueia os radicais livres que
danificam as membranas lipoprotéicas. >

El-Agamey et al. >

afirmaram que as propriedades antioxidantes dos
carotenoides sdo atribuidas a sua estrutura, pela presenca de elevado nimero de
duplas ligacdes alternadas. Estas permitem a absorcdo da energia das espécies
reativas do oxigénio (EROs), canalizando-a através da longa cadeia de duplas
ligacdes que se encontram em ressonancia. A energia ¢ finalmente liberada na forma
de calor, regenerando a molécula de carotendide ao seu estado inicial. >

Desta forma, o principio da protecdo conferida pela luteina contra reagdes de

fotossensibilizagao baseia-se num mecanismo de transferéncia de energia, que

devolve o oxigénio singlete ao seu estado basal. O retorno da luteina triplete ao seu



estado original, pela dissipacdo de energia na forma de calor, torna possivel a reagao

com outro oxigénio singlete (Figura 2).** 3>’

'0,° + LUT — %0, + ’LUT"
SLUT" — LUT + calor

FIGURA 2 - Reagdo da luteina com oxigénio singlete.

As reagdes em cadeia dos radicais peroxidos podem ser interrompidas pelos
carotenoides através de trés possiveis mecanismos: por transferéncia de elétrons,
doacdo de hidrogénio ou por adi¢io (Figura 3). **° De acordo com Fontana et al., **

sob uma tensao adequada de oxigénio o curso das reagdes se completa.

LUT + ROO" — LUT " + ROO
LUT + ROO" — LUT  + ROOH
LUT + ROO" — ROO-LUT

FIGURA 3 — Reagdes da luteina com radicais perdxidos.

A concentracdo de oxigénio gera um efeito significativo na atividade
antioxidante dos carotendides. Em baixas concentragdes de oxigénio os carotenoides
apresentam comportamento antioxidante e carater pro-oxidante em concentragdes
elevadas.

A estrutura, a polaridade média e a reatividade dos carotendides devem ser
consideradas ao avaliar sua capacidade antioxidante. > Medidas via fotoemissdo

indicam que a capacidade de seqiiestro de oxigénio singlete por parte de carotenos e



r

xantofilas ¢ méxima para o licopeno, alta para astaxantina ou cantaxantina,
intermediaria para B-caroteno ou bixina e menor para luteina e crocina. **

O local e orientacdo dos carotendides nas membranas biologicas dependem
da sua estrutura, como conseqiiéncia sua habilidade em eliminar radicais livres ¢é
afetada. A caracteristica apolar dos carotenos inviabiliza termodinamicamente a
transferéncia de elétrons na membrana celular, no entanto as xantofilas, como a
luteina e a zeaxantina, pelo carater mais polar, sdo capazes de atravessar a membrana

. . ix . 23
e interceptar os radicais em regides aquosas na superficie da membrana.

Luteina e sua Importincia para Satde

No centro da retina, regido de elevada acuidade visual, é possivel a
visualizagdo de uma mancha amarela chamada macula, pigmento da retina
responsavel pela visdo nitida das imagens (Figura 4). Sua cor amarela se deve a
presenga de luteina e zeaxantina, os dois unicos carotenoides presentes no olho, em

quantidade muito maior do que em qualquer outro tecido humano. *

Luteing
Zeananting

FONTE: Alves-Rodrigues & Shao. *

FIGURA 4 — Pigmentos maculares no olho humano.



Cientistas acreditam que o pigmento da macula protege a retina. A densidade
do pigmento na macula tem sido usada como parametro para uma vida saudavel. De
forma seletiva, a macula concentra luteina e zeaxantina em uma fina camada de
tecido retiniano que cobre essa area do olho. >

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) ¢ uma doenga ocular
grave capaz de causar cegueira nas pessoas com mais de 65 anos. > A DMRI atinge a
capacidade visual, causando redugdo da clareza visual, podendo ainda resultar em
rapida e dramatica perda da visdo. E por esta razio que a DMRI tem despertado
grande atencdo por parte dos profissionais da area da saade. '

Esta doenca afeta cerca de 30 milhdes de pessoas no mundo todo. E
responsavel por 50% dos casos de cegueira no Reino Unido e ¢ a maior causa de
cegueira a partir dos 50 anos nos Estados Unidos. * Segundo Schalch, > estima-se
que no Brasil exista cerca de 1 milhdo de casos de DMRI. No entanto, dados recentes
do Conselho Brasileiro de Oftalmologia estimam que aproximadamente 2,9 milhdes
de brasileiros, com mais de 65 anos, apresentam casos de degeneracdo macular. *° O
mais importante ¢ que, com o aumento da expectativa de vida, este nimero tende a
crescer. Resultados de diferentes estudos mostram que a prevaléncia de DMRI
assume um comportamento exponencial a partir dos 55-60 anos. ***

A medida que as células da mécula se deterioram, a acuidade visual comega a
ser alterada. Os objetos na frente comecam a mudar de forma, tamanho ou cor e
parecem se movimentar ou mesmo desaparecem. Eventualmente a DMRI evolui para
uma area de cegueira, no centro do campo visual, 0 que ndo permite ver as imagens

centrais (Figura 5). No entanto sua visdo periférica fica preservada, fato pelo qual a

, . v~ P 32 o~
DMRI ¢ conhecida como visdo periférica. °~ Quando a perda de visdo ¢ grande em
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ambos os olhos, os pacientes apresentam uma enorme redu¢ao da independéncia e da

qualidade de vida. *®

izdo normsl Inicio cia DRI DRI svangada

FONTE: DSM Nutritional Products.*®

FIGURA 5 - Alteragdes na visao durante o avango da DMRI.

A DMRI pode apresentar-se de duas formas, DMRI seca ou ndo-neovascular
e DMRI umida ou neovascular. Na degeneracdo do tipo seca, a parte central da retina
comeca a ficar distorcida, pigmentada ou afilada. Na degeneracdo Uimida, a retina
pode desaparecer e ndo poderd ser recuperada, dando a impressdo de existir um
b .3

uraco no centro da retina.

O mecanismo de prote¢do da retina pela lateina e zeaxantina deve-se a

limitacdo do estresse oxidativo e a capacidade destas em filtrar a luz azul danosa aos

3 e Deli et al. 21, a luteina e a zeaxantina

tecidos. De acordo com Bone et al. '
absorvem 20-90% da luz azul incidente na retina, reduzindo a extensdo do dano
fotooxidativo. Os pigmentos maculares estdo diretamente envolvidos na quebra das
etapas de propagacao da oxidacao dos radicais peroxidos e interceptacdo do oxigénio
singlete. > !

A luz azul na retina gera EROS que encabecam a peroxidagdo das membranas
lipidicas. A presenca de produtos de oxidacdo da luteina na macula sdo indicios de

sua capacidade em atuar como antioxidante, protegendo os olhos dos danos da luz

azul, justamente pela organizagdo do sistema retiniano onde a luz passa primeiro por
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altas concentracdes de luteina e zeaxantina antes de atingir os cones e bastonetes. * !
61
A relagdo entre a baixa concentracao de luteina e zeaxantina na regido ocular
o o . 11,12, 13, 26, 66
e o maior risco de DMRI ¢ citada por diversos autores. Da mesma forma,
os altos niveis de carotendides na macula (Figura 6) associados a redugdo da
ocorréncia de DMRI tem sido motivo de estudo de inimeros trabalhos. * '* 2% 26-30-47
Carvalho, '® em estudos pos-morten, verificou que a reducio da densidade de luteina
e zeaxantina na macula pode ser observada a medida que a degeneracdo macular

progride. Por ser irreversivel, a prevengdo da DMRI com o consumo de luteina e

zeaxantina ¢ muito importante.
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FIGURA 6 — Carotenoides encontrados em olhos humanos e seus metabolitos.
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Hammond et al.?® afirmaram que o tipo de dieta, se rica em gorduras ou
fibras, influencia os niveis de pigmentos na macula, sendo que a gordura facilita a
absor¢ao da luteina, ao passo que as fibras reduzem a mesma. Segundo Dagnelie et
al., ? a suplementacdo com 40 mg.dia™ de luteina pode melhorar a acuidade visual e
aumentar o campo de visdo central de pacientes com DMRI. De acordo com
Landrum & Bone *' e Kruger et al., * a suplementacio eleva a pigmenta¢io macular
em 20-40%.

Koh et al. *’ avaliaram o efeito de uma suplementagdo diaria de 20 mg de
luteina em pacientes com e sem DMRI, em termos de densidade optica do pigmento
na macula e concentracdes de luteina no plasma. Os autores verificaram aumento da
concentracdo do pigmento tanto na macula como no plasma.

Estudos envolvendo o fumo e a DMRI foram desenvolvidos por Seddon et al.
** ¢ Beatty et al. ° Nestes estudos, os autores verificaram que o aumento da
freqiiéncia do tabagismo estava associado a uma menor densidade dos pigmentos na
macula. Alberg ' verificou que a concentragio de luteina e zeaxantina no plasma era
14% menor em individuos fumantes comparados a individuos ndo fumantes.

Ja ¢é conhecido o fato de que a suplementacdo com altas doses de [-caroteno
em fumantes e individuos expostos a asbestos pode levar ao aumento de incidéncias
de cancer de pulmao.”® No entanto, ndo existem dados sugerindo que os carotendides
sem atividade pro-vitaminica, como a luteina e zeaxantina, aumentem o risco de
cancer neste 6rgao, nem tampouco, da associagdo da luteina com os casos de cancer
de pulmio em individuos expostos a abestos. Richer'’ afirma ainda que, embora

luteina e zeaxantina tenham relacao com o -caroteno, nao existe nenhuma evidéncia

para interconversao de [3-caroteno em luteina ou zeaxantina.
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Assim como para a DMRI, a suplementagdao alimentar com luteina tem
apresentado efeitos positivos no controle da catarata e de outras doencas oculares
como a retinopatia diabética e a retinite pigmentosa.” > ' 3414 Segundo Alves-
Rodrigues & Shao, * o risco de cataratas ¢ significativamente menor quando ha um
consumo elevado de frutas e hortali¢as ricas em luteina e zeaxantina.

A alteragdo mais freqiiente do cristalino ¢ a opacificagdo, denominada de
catarata. A doenca pode ter varias etiologias como traumatica, congénita, por uso de
medicamentos, inflamatoria, entre outras. Porém, a causa mais comum de catarata ¢
aquela relacionada a idade, também denominada catarata senil. Estima-se que mais
de 50% das pessoas acima de 60 anos e algumas mais jovens sofrem de catarata. A
catarata, como ja mencionado, ¢ a turvacao progressiva do cristalino, interferindo na
absor¢ao da luz que chega a retina, causando uma visdo progressivamente borrada
(Figura 7). *° A incidéncia de cataratas aumenta sensivelmente com a idade. Segundo
Olmedilla et al. **, ao redor do mundo ha cerca de 30-50 milhdes de casos da doenca.
No Brasil, na década de 90, foram reportados 350 mil casos de cegueira em

conseqiiéncia da catarata. >

Wigdo com catarata

Wigdo normal

FONTE: DSM Nutritional Products.*®

FIGURA 7 - Visao de uma pessoa com catarata.
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A retinopatia diabética ¢ a causa de cegueira mais freqliente em paises
industrializados. Depois de 20 anos de diabetes, praticamente todos os pacientes com
diabetes tipo I e mais de 60% dos pacientes com diabetes tipo II tém algum grau de
retinopatia. Acredita-se que problemas comuns aos diabéticos, como uma maior
producao de radicais livres e a diminui¢do nos sistemas de defesa antioxidante,
podem ter uma grande importancia no desenvolvimento da retinopatia diabética.
Baseado neste fato, pesquisadores t€ém focado seus experimentos em novas vias de
tratamento, como o uso do antioxidante luteina. M

O diabetes pode causar dois tipos de alteragdes: a retinopatia nao proliferativa
e a retinopatia proliferativa. Na retinopatia nao proliferativa, pequenos capilares da
retina rompem extravasando sangue, sendo que nos estagios iniciais nao causa
cegueira. As pequenas hemorragias retineanas podem distorcer partes do campo
visual ou, quando se localizam proximas da macula, podem borrar a visdo. Na
retinopatia proliferativa, a lesdo da retina estimula o crescimento de novos vasos
sangiiineos. Estes crescem anormalmente, acarretando a formagdo de cicatrizes,
sangramento no interior da cavidade vitrea e, algumas vezes, o descolamento de
retina. A retinopatia proliferativa ¢ mais prejudicial a visdo que a ndo proliferativa e
pode levar a cegueira total. >

A retinite pigmentosa ¢ uma degeneracdo ocular rara, caracterizada pela
atrofia dos fotoreceptores da retina responsaveis pela visdo em condi¢des de baixa
luminosidade. Assim, os portadores de tal disfuncdo apresentam visdo noturna
prejudicada. Ao longo do tempo ocorre uma perda gradual da visdo periférica. Nos
estagios mais avangados, o individuo apresenta uma pequena area central de visdo e

pouca visdo periférica remanescente (visdo em tinel). Seu tratamento ¢ limitado, no
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entanto, existem evidéncias de que a suplementacdo com luteina e a zeaxantina
retarda o progresso degenerativo e melhora a acuidade visual. **"*

A retinite pigmentosa pode ser tipica ou se apresentar associada a outras
enfermidades oculares, ao diabetes, a problemas metabdlicos como obesidade, e
mesmo pelo uso abusivo e indevido de medicamentos. A enfermidade foi
mencionada pela primeira vez em 1744. Hoje, ja afeta 4% da populacdo mundial. S6
no Brasil existem cerca de 6 milhdes de pessoas com a doenca. **

Além da atuacdo nas doengas oculares, a luteina destaca-se também pela
prevengao do cancer, da aterosclerose e de outras doengas. 3.15,17,20,21, 28, 63

O processo carcinogénico ¢ caracterizado por um estado oxidativo cronico,
especialmente na etapa de promog¢ao. Além disso, a fase de iniciagdo esta associada
com dano irreversivel no material genético da célula, muitas vezes devido ao ataque
de radicais livres. Desse modo, os antioxidantes poderiam reduzir o risco de cancer
inibindo danos oxidativos no DNA, sendo portanto considerados como agentes
potencialmente quimiopreventivos. Entre estes agentes esté listada a luteina. >’

Segundo Dagnelie et al., *°

a luteina apresenta propriedades anti-apoptose in
vitro, que auxiliam na preven¢ao de cancer de figado, colon entre outros. De acordo
com Fraser & Bramley, *° os carotendides in vitro inibem a proliferacio ¢ a
transformagdo celular, a formagdo de micronicleos, bem como a modulagdo da
expressao de certos genes. A luteina e a zeaxantina protegem as células contra danos
no DNA, estimulam a comunicagdo das células gap e reduzem o risco de cancer. **
63-67 Estudos comprovam que o consumo de luteina est4 inversamente associado com
o cancer de colon em homens e mulheres. 2 Em mulheres com elevado consumo de

luteina associado a Omega 3 verificou-se uma redugdo de 59-64% neste tipo de

cancer. °

16



Marcada pela formagao de placas de gordura que impedem a passagem do
sangue, a aterosclerose em geral ¢ fatal quando afeta as artérias do coracdo ou do
cérebro. A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatdria cronica que evolui com formacgao
de placas no interior das artérias, os denominados ateromas. Estes ateromas levam a
oclusdo do vaso e a instalacdo de varias sindromes isquémicas graves (infarto do
miocardio, ictus cerebral, gangrena de membros, etc). Acredita-se que a primeira
lesdo estrutural na aterogé€nese € a "estria gordurosa", que consiste no acimulo, sob o
endotélio, de células de ésteres de colesterol ("células espumosas"), cercadas por
depositos de lipidios. %

Sabe-se que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), quando oxidadas,
danificam o endotélio, por conseguinte, a acdo antioxidante dos carotendides, nos
quais se inclui a luteina, protegeria o endotélio da acdo destas lipoproteinas. * As
lesdes aterosclerdticas iniciam-se apds algum tipo de injiria ao endotélio
normalmente causada pelas LDL oxidadas. Os carotendides sdo captados neste
processo ¢ impedem esta oxidagdo. %>

Fraser & Bramley *° ¢ Southon & Faulks *° sugerem que o efeito protetor dos
carotenoides, no desenvolvimento de doencas cardiacas, esta associado a reducao da
oxidagdo da LDL, do estresse oxidativo e da formagdo de plaquetas. No sangue, as
maiores portadoras de luteina e zeaxantina sdo as lipoproteinas de alta densidade
(HDL), enquanto os carotenos sao preferencialmente carreados pelas (LDL). 66

Em um estudo verificou-se que o aumento da dose de luteina reduz a
interagdo do LDL com os monocitos. Em camundongos, a suplementacdo da dieta
com luteina diminuiu em 43% as lesdes aterosclerdticas. Os autores afirmam que a
ingestdo aumentada de luteina atua protegendo o organismo do desenvolvimento da
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aterosclerose precoce.
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Luteina extraida de flores de tagetes inibiram a atividade mutagénica de 1-
nitropireno em Salmonella typhimurium, provavelmente pela formacdo de um
complexo entre a luteina e o 1-nitropireno, o qual poderia limitar a
biodisponibilidade deste ultimo. ** Em outro estudo a luteina de extratos de tagetes
suprimiu o crescimento de tumores mamarios e realgou a proliferagao de linfécitos

em ratos. 18

Fontes de luteina e seu uso em alimentos

Os carotenoides da dieta humana sao principalmente encontrados em plantas,
estando localizados nas raizes, folhas, brotos, frutos, flores e, em menores extensoes,
podem ser encontrados em produtos avicolas e derivados de algas. Em frutas e
hortalicas pode ocorrer variagdo de 4 a 20 carotenéides em um Gnico produto. *°

A luteina é abundantemente encontrada em hortalicas de folhas verdes,
principalmente nas de folhas escuras, como espinafre, couve, agrido e brécolis. Em
menor quantidade pode ser encontrada em frutas e hortaligas tais como kiwi, laranja,
milho, couve-de-bruxelas, pimenta entre outros. 32 Constitui um dos carotendides
principais dos frutos tropicais camu-camu e pequi. ’

Nachtigall ** estudando o teor de luteina em vegetais consumidos em Minas
Gerais (Brasil) verificou que as hortalicas acelga (Beta vulgaris), agrido (Nasturtium
officinale), azedinho (Taraxacum officinale Webber ex F.H. Wigg), brocolis
(Brassica oleracea var itdlica), couve (Brassica oleracea car acephala), espinafre
(Tetragonia expansa), mostarda (Brassica juncae) e rucula (Eruca sativa) sao fontes
ricas desse carotendide (Tabela 1). A concentracdo encontrada em hortalicas ndo
convencionais ¢ de consumo regionalizado como no lobrobd (Pereskia aculeata),

também conhecido como ora-pro-nobis, na serralha (Sonchus oleraceus), no almeirdo
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(Cichorium intybus) e na taioba (Xanthosoma sagittifolium) surpreenderam. Por
outro lado, as hortaligas repolho (Brassica oleracea var capitata), quiabo (Hibiscus
esculentis), pimentdo (Capsicum Annuum), vagem (Phaseolus vulgaris) e jilo

(Solanum gilo) nao podem ser consideradas fontes de luteina.

TABELA 1 - Teor de luteina em frutas e hortaligas

Alimento Luteina (mg.100 g'l)
Abdbora 2,40
Acelga 4,15
Agrido 0,70-5,27
Alface 0,17-0,30
Almeirao 0,50-3,56
Azedinho 2,14
Brocolis 1,31-2,59
Couve 7,89-15,00
Ervilha 0,72
Espinafre 3,53-9,20
Jilo 0,10
Laranja 0,35
Lobrob6o 4,83
Milho 0,02
Mostarda 4,30
Nectarina 0,02
Papaia 0,02
Péssego 0,02
Pimentdo amarelo 0,46
Pimentdo verde 0,51
Pimentdo vermelho 0,77
Quiabo 0,89
Repolho 0,09
Rucula 7,18
Salsa 1,10
Serralha 5,44
Taioba 3,17
Tangerina 0,07
Vagem 0,42

FONTE: Carvalho '® Nachtigall **
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Os teores de luteina nas frutas e hortalicas podem variar dependendo da parte
da planta analisada, estagio de maturagdo, condi¢des climaticas, manejo pos-colheita,
variedade e espécie analisada. *°

De acordo com Alves-Rodrigues & Shao, * a luteina pode ser empregada na
industria de alimentos funcionais, para enriquecimento de produtos de frutas, bebidas
lacteas, cereais, biscoitos, molhos e sopas. Como corante natural, pode ser utilizada
para colorir alimentos como Oleos comestiveis, margarina, maionese, mostarda,
molhos de salada, iogurte, bolos, sorvete e produtos lacteos. 60

A luteina pode ser empregada em alimentos na forma de microemulsoes, as
quais podem servir como um eficiente veiculo de transporte, o que vem a reduzir
problemas de solubilidade, e viabilizar o emprego deste carotendide em bebidas com
caracteristicas translucidas. >

Estudos toxicoldgicos tém confirmado que a luteina ¢ segura, sendo
considerada substancia GRAS. O enriquecimento de alimentos pode ser realizado
com ¢€xito sem que ocorram mudancas nos demais ingredientes e sem nenhum
impacto as propriedades sensoriais do produto final. > ** % Assim, a ingestio de
alimentos enriquecidos com luteina pode elevar o consumo diario de luteina a niveis

suficientes para reducdo das doencas degenerativas. >

Estabilidade da Luteina
O extensivo sistema de duplas ligagdes conjugadas ¢ uma caracteristica
e , . : ~ .25
distintiva que da aos carotenoides propriedades e fungdes especiais. ~~ Esta estrutura
: . . C A 64
altamente insaturada torna estes pigmentos sensiveis ao oxigénio, a luz e ao calor.
Os carotenoides encontrados nos alimentos sdo geralmente all-trans. Mono e

diepoxidos sdo formados pela oxida¢do do anel terminal dos carotenodides. A forma
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all-trans ¢é, freqlientemente, sujeita a isomerizacao transformando-se no isomero cis.
Esta mudanca de configuragdo pode apresentar um efeito significativo nas
propriedades fisicas e bioquimicas dos carotenoides. >

A luteina na natureza apresenta-se como uma mistura das formas trans (60%-
90%) e cis (10-40%), apresentando maior estabilidade na conformagio trans. ® Os
1sdmeros cis da luteina apresentam coloragdo menos intensa quando comparado aos
isdmeros trans. >’

A estrutura basica dos carotendides pode ser modificada por ciclizagao,
migracao das duplas ligagdes, introducdo de grupos substituintes, hidrogenagao
parcial, dehidrogenacdo, extensdao ou encurtamento da cadeia, rearranjos,
isomeriza¢cdo ou combinacgdes, 0 que acaba por resultar em um grande nimero de
estruturas quimicas. *°

Praticamente todos os carotendides sofrem desidratacdo, isomerizagao, €
finalmente decomposicao quando sujeitos a agao acida. Isomerizagdo por acao acida
¢ verificada, particularmente, no caso de carotendides com grupamento 5,6-epoxido,
que sdo quantitativamente transformados em 5,8-epdxido. Esta transformacao pode
ser prevenida acrescentando bicarbonato de sdédio durante a maceragdo e a extragao.
Em contraste, a maioria dos carotenoides ¢, consideravelmente, estavel a acao de
alcalis, tanto ¢ que a saponificagdo ¢ um procedimento rotineiro na analise de
carotenodides, visando eliminar materiais lipidicos e clorofilas ou hidrolisar ésteres de
xantofilas. *°

A estabilidade da luteina varia amplamente no processamento e na
estocagem, dependendo da temperatura, da disponibilidade de oxigénio, exposi¢do a
luz, atividade de 4gua, umidade, acidez, presenca de metais, peroxidos,

lipoxigenases, antioxidantes e pro-oxidantes. '* No entanto, é bastante estavel em
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solucdo ou suspensao de 6leos vegetais, especialmente na presencga de antioxidantes,
como a-tocoferol, ou ainda na forma microencapsulada.

Na tentativa de evitar a oxidagdo dos carotendides, surgem a cada dia novos
produtos e tecnologias. Entre as tecnologias em ascendéncia destaca-se a de
microencapsulamento, a qual pode prevenir ou diminuir a oxidagdo dos carotenoides
presentes nos alimentos, além de possibilitar a dispersdo dos pos em agua. '

Nas frutas e hortalicas intactas, a estrutura celular e a complexacdo com
proteinas conferem aos carotendides certa estabilidade. Durante as vérias etapas do
processamento esta estrutura e os complexos podem ser quebrados, expondo os
pigmentos a fatores adversos e a sua destrui¢do. Quando ocorre a ruptura dos tecidos
a luteina ¢ exposta aos produtos da peroxidacdo dos lipidios e as lipoxigenases,
podendo ocorrer rapida perda de coloragdo e fungdo biologica em conseqiiéncia de
sua degradacdo. *

Segundo Sowbhagya et al.,  a luteina ¢ estavel em ampla faixa de pH, a qual
pode variar de 3 a 9. Em pH extremo e na presenca de luz, sofre isomerizagdo com
conseqiiente perda de coloragdo. Deli et al., *! afirmam que o pigmento em meio
acido pode ser convertido em 3’-epiluteina e anidroluteina, esta conversdo ¢ passivel
de ocorrer também durante o processamento dos alimentos.

Aman et al. * verificaram um decréscimo de 26% e 17% no conteudo total de
luteina em milhos e espinafres apds o cozimento, ao passo que o teor de cis isdmeros
de luteina e zeaxantina aumentou de 12-30% no milho e de 7-15% no espinafre.
Estas alteracdes sdo decorrentes da isomerizagdo ocorrida durante o cozimento.
Segundo Subagio & Morita, * a esterificacio do grupamento OH da molécula da

luteina com acidos graxos aumenta a estabilidade do carotenoide frente ao calor.
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Conclusao

Como os seres humanos ndo apresentam a capacidade de sintetizar
carotenodides, € necessaria uma dieta balanceada com consumo de alimentos ricos
nestes compostos.

Apesar das diferencas encontradas na literatura, hd& um consenso de que
couve, racula, agrido, mostarda, acelga, espinafre, azedinho e brocolis sao vegetais
ricos em luteina e, portanto, seu consumo contribui significativamente para auxiliar
na protecdo do organismo contra doencas degenerativas, uma vez que a luteina ¢
comprovadamente um potente antioxidante.

O fato do lobrobd, da serralha, do almeirdo e da taioba apresentarem teores
elevados de luteina merece larga divulgacdo, visando ampliar o consumo das

referidas fontes vegetais, com vistas a manutencao da saude.

ABSTRACT: This study constitutes a bibliographic review on scientific data about
lutein and its effects as antioxidant compound. Lutein is a carotenoid capable of
dissipating energy from free radicals and capturing the singlete oxigen. Free radicals
act continuously in the organism and therefore could unchain serious celular
damages such as the developing of cancer and other cronic deseases. Researches
have shown that lutein protects molecules of lipidics, protein membranes, lipidic
proteins of low density, proteins and DNA against the attack of radicals. Therefore,
lutein plays an important role in the protection of deseases especially when it comes
to reducing the risks of age-related macular degeneration (AMD). The consumption
of foods rich in lutein, such as vegetables of green leaves, has been suggested since it

shows preventive measurements toward the former heath problems. The lutein daily
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consumed by Brazilians is an important bioactive compound that could also be used

as a non-compound in foods with functional properties claim.

KEY WORDS: Antioxidant; carotenoids; lutein.
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CARACTERIZAGAO DAS FLORES DE Tagetes patula L. E
Calendula officinalis L. COMO FONTES DE LUTEINA

RESUMO

O teor de luteina e a caracterizagdo do perfil cromatografico das flores
amarelas, laranjas e marrons de Tagetes patula L. (tagetes), bem como das
flores amarelas e laranjas de Calendula officinalis L. (caléndula) foram
determinados por espectrofotometria no visivel e comportamento em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As flores de Tagetes patula
L. marrom apresentaram o maior teor de luteina (1230,6 mg.100 g™),
diferindo significativamente das demais. No entanto, a concentragdo de
luteina nas flores de C. officinalis L. (29,80 mg.100 g"') assemelhou-se a
observada nas flores amarela de T. patula L. (59,7 mg.100 g™). O perfil de
carotendides obtido por CLAE para as flores laranjas e marrons de T. patula
L. foi semelhante, porém diferiu do encontrado para as flores amarelas de T.
patula L., assim como do apresentado pelas flores amarelas e laranjas de C.
officinalis L. Nas flores de tagetes a luteina constituiu o carotendide
majoritario, o que néo foi verificado na caléndula. Fato que vem confirmar a

potencialidade do emprego de T. patula L. como fonte de luteina.
Palavras-chave: Tagetes; caléndula; carotenoides; luteina; corante natural.
SUMMARY

CHARACTERIZATION OF Tagetes patula L. AND Calendula officinalis L.
FLOWERS AS SOURCES OF LUTEIN. The contents of lutein and
characterization of the chromatographic performance of the yellow, orange
and brown Tagetes patula L. (african marigold) as well as the yellow and
orange Calendula officinalis L. (marigold) flowers were determined by UV-
visible spectra and high-Performance Liquid Chromatography (HPLC). The T.
patula L. brown showed the greatest content of lutein (1230,6 mg.1OOg'1),
which significatively differed from the others. However, the concentration of

lutein in the C. officinalis L. (29,80 mg.100g") was similar to the
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concentration observed in the yellow T. patula L. (59,7 mg.1009'1). The
carotenoids profile, obtained by HPLC, from the orange T. patula was similar
to the one acquired from the brown T. patula L. flowers. This profile was
different from those obtained from the yellow T. patula L. flowers as well as
the ones acquired from the yellow and orange C. officinalis L. Lutein
constituted the vast majority of carotenoids present in the african marigold
although it was not the main carotenoid observed in marigold. Fact that

comes to confirm the potentiality of the job of T. patula L. as lutein source.

Key words: african marigold, marigold, carotenoids, lutein, natural colorants.

1 INTRODUGAO

A luteina, carotendide diidroxilado pertencente a classe das xantofilas
de coloragdo amarela, atua como antioxidante, protegendo as células dos
danos oxidativos, consequentemente, reduz o risco de desenvolvimento de
algumas doencgas crénicas degenerativas. Estudos mostram que a luteina
protege moléculas de lipidios, membranas protéicas, lipoproteinas de baixa
densidade, proteinas e DNA contra o ataque dos radicais livres, tendo um
papel essencial na protegao de doengas, notadamente na redugao do risco
da degeneragdo macular relacionada a idade (DMRI). Este carotendide
macular destaca-se também pelos efeitos benéficos na protecdo contra a
aterosclerose, a catarata, o cancer e outras doengas [2, 7, 8, 13, 14, 22, 42].

Atualmente, a unica flor cultivada comercialmente como fonte de
luteina é a de Tagetes erecta L. Esta planta originaria do México apresenta
flores de coloragdo amarela a laranja amarronzada que tem sido
amplamente estudadas e cujo uso esta diretamente associado ao seu
elevado conteudo de luteina esterificada [16,18].

As propriedades bioldgicas da luteina extraida de Tagetes erecta L.
foram constatadas em diversos estudos. Inibiu a atividade mutagénica de 1-
nitropireno em Salmonella typhimurium, provavelmente pela formagédo de um
complexo entre a luteina e o 1-nitropireno, o qual poderia limitar a
biodisponibilidade deste ultimo [24]. Em outro estudo, a luteina de extratos

de T. erecta L. supriu o crescimento de tumores mamarios e realgou a
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proliferacdo de linfécitos em ratos [9, 26]. Em humanos foi demonstrado que
ésteres de luteina de extratos de T. erecta L. sdo absorvidos eficientemente
na corrente sanguinea [6]. Esses resultados foram refor¢cados por um outro
experimento no qual houve um aumento nos niveis de luteina no plasma e
na densidade Optica do pigmento macular apdés a ingestdo de luteina
extraida de flores de T. erecta L. [21]. O beneficio destes efeitos foi
demonstrado por estudos epdemiolégicos que constataram uma relagao
inversa significativa entre o consumo de luteina e zeaxantina ou niveis
plasmaticos destes carotenoides e o risco de degeneragdo macular [33].
Embora as flores de T. erecta L. sejam usadas na medicina mexicana
tradicional, as mesmas nao sdo empregadas frequentemente na medicina
convencional [23]. Um dos raros exemplos é o agente oftalmoldgico
Adaptinol, extraido de pétalas desta flor e constituido principalmente de
luteina dipalmitato [16].

Outra possivel fonte de luteina € a Calendula officinalis L., planta da
familia das Compostas, conhecida popularmente como caléndula ou
maravilha, possui flores alaranjadas das quais se extrai 6leo por maceragéo
que apresenta agdo externa e interna sobre feridas traumaticas, produzindo
rapida cicatrizagdo e impedindo a supuracgao [5, 29, 40].

E uma planta anual cultivada no mundo todo. Suas flores sdo usadas
tanto do ponto de vista ornamental como para fins farmacéuticos e
cosmetologicos [39]. Seu poder curativo é extensamente conhecido e,
portanto, tem sido largamente usada na terapia popular, uma vez que é
dotada de propriedades antissépticas, antiinflamatéria, antiespasmaddica,
colerética, sudorifica, emenagoga, hipotensora, vulneraria, antibiética,
antialérgica, tonificante, calmante, cicatrizante e na pratica meédica é utilizada
para aliviar célicas, dores de estémago, etc. [5, 11, 20, 29, 32, 40].

Figura entre as principais plantas medicinais no Brasil, com grande
demanda pela industria farmacéutica, sendo também utilizada como
fitoterapico na rede publica de saude de alguns municipios brasileiros [17] e
reconhecida oficialmente no Brasil como medicamento fitoterapico com
propriedades antiinflamatérias e antisépticas, pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA [3].

34



A sua composi¢cao quimica € bastante variada, compreendendo um
complexo formado por caroteno e manganés, um saponosideo, um
glicosideo, diversos esteroides, polifendis, alcoois triterpénicos e triterpenos
pentaciclicos [29, 36].

Abou-EI-Maati e Abd-Ellatif [1] analisaram os carotendides das flores
de Calendula officinalis L. e identificaram, -caroteno, licopeno, violaxantina,
anterxantino e canxantina. O B-caroteno foi 0 mais abundante, contribuindo
com 22,9% do total. Neste mesmo trabalho, os pigmentos de C. officinalis L.
foram testados para colorir bebidas e sucos. Observou-se que a acetona
(95%) foi o solvente mais efetivo na extracao de carotendides, que o melhor
veiculo para dispersa-los foi uma solugdo de amido e que a retengéo da cor
foi melhor nos produtos mantidos sob refrigeracdo. El-Hashmy e
colaboradores [15] ja4 haviam isolado e purificado o B-caroteno de flores
secas e frescas de C. officinalis L.

Valdés e Garcia [39] publicaram uma revisdo sobre C. officinalis L.
abordando aspectos da farmacognosia, quimicos e farmacoldgicos. Os
carotenoides incluidos na compilagdo foram o-caroteno, B-caroteno, y-
caroteno, violaxantina, rubixantina, citroxantina, flavocromo, flavoxantina,
galenina, luteina, licopeno, valentiaxantina, auroxantina, microxantina, 5,6-
epoxi-caroteno, B-zeacaroteno, mutatoxantina e epoxido de luteina.

Deve-se lembrar que no Brasil existe uma diversidade de flores de
coloragdes laranja e amarela que podem ser fonte de luteina e, além do
mais, 0 pais possui potencial para aumentar a produgao de flores, bastando
observar os microclimas previlegiados, a disponibilidade de terra, agua,
mao-de-obra e tecnologias agronémicas disponiveis. Sendo assim, o
presente trabalho teve como meta caracterizar e quantificar o teor de luteina

em Tagetes patula L. e Calendula officinalis L.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material
Flores de Tagetes patula cv. French Marigold, cultivares Yellow,
Orange e Flame nas cores amarelas, alaranjadas e marrons com borda

amarela, respectivamente, e flores de cores amarelas e alaranjadas de
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Calendula officinalis L. foram cultivadas no Setor de Floricultura e Plantas
Ornamentais, do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de
Vigcosa, MG.

As plantas foram cultivadas a pleno sol e no plantio foram fertilizadas
com 50 L.m™ de matéria organica, 50 g.m™ de nitrogénio na forma de sulfato
de aménio, 150 g.m? de P,Os na forma de superfosfato simples e 20 g.m™
de K;0 na forma de cloreto de potassio. Apds a coleta das flores, nos meses
de novembro de 2004 a fevereiro de 2005, estas foram classificadas e

separadas em lotes de acordo com a coloragao das pétalas (Tabela 1).

Tabela 1 — Descrigao dos lotes de flores avaliados

Flores N° de Lotes N° de flores por lote
Tagetes amarelo 6 52
Tagetes laranja 7 638
Tagetes marrom 7 1526
Caléndula amarela 6 84
Caléndula laranja 6 184

As flores centrais e periféricas foram destacadas e secas em secador
de circulagdo de ar, marca Parallex, modelo Excalibur Food Dehydration, a
temperatura de 60 °C por 3h. As flores secas, com umidade final de 10%,
foram homogeneizadas dentro dos lotes em triturador de alimentos e
armazenadas em freezer doméstico (-15 + 2 °C). O peso das amostras
submetidas a analise variou em torno de 1g para cada lote.

2.2 Extragao e saponificagao

Os pigmentos das amostras foram extraidos exaustivamente com
tetraidrofurano. A saponificacdo foi realizada com uma solugao etandlica de
10% KOH (p/v) na proporcao de 1:1 em relagdo ao extrato. A extragéo e a
saponificagdo ocorreram na auséncia de luz e em temperatura ambiente por
24h, sendo realizadas simultaneamente. A seguir o extrato foi separado por
filtracdo e transferido para éter de petréleo. A retirada completa do alcali e
do solvente foi realizada por meio de sucessivas lavagens com agua

destilada. Os extratos saponificados foram concentrados a vacuo em
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evaporador rotatorio a temperatura maxima de 35° C e secos em corrente

suave de nitrogénio.

2.3 Confirmagao da Identidade dos carotendides e quantificagcao do
teor de luteina

A identificacdo do carotendide majoritario nas amostras foi efetuada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com a
metodologia utilizada por Nunes & Mercadante [25], empregando o
cromatégrafo liquido Shimadzu CLASS-VP.

A confirmacdo da presenca da luteina baseou-se na avaliagao
conjunta do comportamento em CLAE, baseado no tempo de retengao e co-
cromatografia com padrao auténtico de luteina, e espectro de absorgéo no
visivel obtido em espectrofotobmetro UV/VIS digital, marca HITACHI, modelo
U-2001.

Os carotendides foram separados em coluna de fase reversa Cjp
YMC (5 um, 250 x 4,6 mm), utilizando metanol (0,1% de trietilamina)/metil-
tert-butil éter 95:5 como fase mével, com fluxo de 1 mL.min”" em modo
isocratico, injecdo de 30 pL, sendo os cromatogramas obtidos a 450 nm.

Os solventes utilizados foram previamente filtrados em sistema
Millipore de filtragdo a vacuo com membrana de 0,45 um, apropriada para
solvente organico e, a seguir, degaseificados em ultra-som. As amostras
foram ressuspendidas em 2 mL de metil-tert-butil éter e filtradas em
membrana de polietileno de 0,22 ym de poro.

Os espectros de absorcdo no visivel foram obtidos em
espectrofotdmetro, seguindo metodologia descrita por Cisneros [10]. Os
extratos foram ressuspendidos em etanol absoluto e a leitura foi realizada a
445 nm.

A quantificacdo do teor de luteina nas amostras foi efetuada por
padronizacao externa. A curva de calibragao foi construida com seis pontos
e a faixa de concentracéo utilizada foi de 0,002 a 0,2 g.L"'. Os dados foram
analisados estatisticamente fazendo uso da Analise de Variancia e Teste de

Duncan para diferengas entre médias ao nivel de 95% de confiabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o perfil cromatografico dos extratos saponificados
das flores amarelas, laranjas e marrons de T. patula L., bem como das flores

amarelas e laranjas de C.officinalis L.
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Figura 1 — Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos saponificados
das flores de tagetes e caléndula. Coluna polimérica Csp, 250 x
4,6 mm, 5 um; Fase mével: metanol (0,1% TEA)/metil-tert-butil
éter em modo isocratico e fluxo de 1 L.min™,

Nas amostras de T. patula L. a luteina figurou como o carotendide
majoritario (59,64% na amarela; 74,42% na laranja e 77,60% na marrom)
apresentando tracos de outros carotendides ndo identificados. Os dados

estdo de acordo com trabalho desenvolvido por Philip e Berry [28], que
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afirmaram que a luteina é o pigmento majoritario que contribui para a
coloragao das flores de T. erecta L., responsavel por 60% do total de
carotendides presentes. Concordando ainda, com a revisao realizada por
Pefa et al. [27], em que o0s pesquisadores constataram que em extratos de
T. erecta L., apdés a saponificagdo com NaOH a 90 °C, 80-90% dos
carotenoides eram luteina, 5% zeaxantina e 5 a 15% outros carotendides,
como violaxantina e criptoxantina.

Segundo Showbhagia et al. [34], ndo menos que 17 componentes
foram identificados em T. erecta L. No entanto, a contribuicdo dos outros
pigmentos que n&o sao luteina (72,3%), zeaxantina (16,4%), fitoeno (2,4%) e
fitoflueno (2,6%) é insignificante. Nos estudos de Hadden et al. [19] e Rivas
[31] e os ésteres de luteina representaram 88,0 e 95,5% do total de
carotendides presentes nas flores de T. erecta L., respectivamente.

Quackenbush e Miller [30] ao analisarem 17 extratos de tagetes,
constataram que 88 a 92% das xantofilas eram luteina e zeaxantina, sendo
que luteina predominava. Vasudevan et al. [41] encontraram em extratos de
T. erecta L. 86,1% de xantofilas.

Atualmente, tanto a luteina como a zeaxantina podem ser facilmente
isoladas ao empregar uma coluna polimérica C3p, 0 que pode ser visualizado
pela boa resolugdo dos cromatogramas da Figura 1. Porém, a mesma
eficiéncia nao foi verificada na separacdo dos carotendides presentes nas
flores de caléndula, o que pode ser alvo de trabalhos posteriores.

Nas amostras de C. officinalis L., a luteina foi responsavel por
somente 19,43% dos carotendides totais, porém superior aos teores de 4,6 e
5,7% encontrados por Téth e Szabolc [37] e Bakd, Deli e Téth [4],
respectivamente ao empregarem coluna C18 e trabalhar com pétalas
frescas. Ja em cha de caléndula (pétalas secas) Bako, Deli e Téth [4]
constataram um teor de luteina variando entre 15 e 25%, concordando com
a proporgao encontrada no presente trabalho que empregou flores
desidratadas de caléndula.

As distintas tonalidades apresentadas pelas flores avaliadas é
consequéncia de diferencas qualitativas e quantitativa em relacdo a

presenca de carotendides e demais compostos. O que pode ser confirmado
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ao avaliar os perfis cromatograficos das respectivas flores (Figura 1), bem
como as diferengas nos teores de luteina das memas (Tabela 1).

As flores laranja e marrom de T. patula L. apresentaram semelhante
proporgao e perfil cromatografico, os quais diferiram um pouco do T. patula
L. amarelo e totalmente do comportamento apresentado pelas flores de C.
officinalis L. (Figura 1). Estes resultados indicam que os tagetes laranja e
marrom diferem na presenga e ou concentracdo de pigmentos que néao
sejam carotendides, uma vez que a coloragao das flores é determinada pela
soma da absorgdo da luz de todos os pigmentos presentes, esses dados
contrariam a afirmacédo de Valadon e Mummery [38] que, ao investigarem
onze diferentes espécies de flores, verificaram que as diferengcas de
tonalidade percebidas nas flores de tagetes, as quais variavam de amarelo a
laranja, eram devido a diferenca nos carotendides totais, ja nas outras
especies analisadas as flores amarelas estavam associadas a presenca de
xantofila e as laranjas a presencga de carotenos.

Foi encontrado um teor médio de 1230,2 mg.100 g'1 de luteina nas
flores marrom de T. patula L. (Tabela 2). Esta concentragdo estda em niveis
superiores aos encontrados por Gregory et al. [18] que avaliaram o teor de
luteina em flores frescas T. erecta L. de coloragdo laranja marrom (80
mg.100 g'1). Nas flores exploradas comercialmente, laranjas e laranjas
escuras, os autores supracitados encontraram um teor variando de 40 a 67

mg.100 g™, respectivamente.

Tabela 2 — Teores de luteina nas flores de tagetes e caléndula (mg.100 g

peso seco™)
Flores Luteina
Tagetes amarelo 59,7 c
Tagetes laranja 4076 b
Tagetes marrom 1230,2 a
Caléndula amarela 29,5c¢c
Caléndula laranja 30,1c

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo Teste de Duncan
(p=<0,05).
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De acordo com Tsao et al. [35], em flores de T. erecta L. encontra-se
0,6 a 2,5% de xantofilas em base seca, considerando um teor de luteina de
90% do teor de carotendides teria-se uma variagcéo no teor de luteina entre
540-2250 mg.100 g'1, 0 que concorda com os valores encontrados para os
T. patula L. laranja e marrom.

Se levarmos em consideragao a contribuicdo da luteina no total de
carotendides nas flores de T. patula L. marrom (77,6%), os dados do
presente trabalho concordam com os de Delgado-Vargas e Paredes-Lopez
[12] que reportaram um total de carotendides de 1140 a 1740 mg.100 g~ em
T. erecta L. desidratados.

A concentracdo de luteina na caléndula foi similar (29,5 mg.100g™" na
amarela e 30,1 mg.100g™" na laranja), porém inferior, & do T. patula L. de
menor concentracdo (59,7 mg.100g™"), o que apesar da oferta durante todo
ano e da boa producgao apresentada pela caléndula, pode vir a impossibilitar
o seu emprego como fonte de luteina, ainda mais se levarmos em
consideragao que o rendimento em pétalas secas do tagetes € superior ao
apresentado pela caléndula. No entanto, os baixos teores apresentados pela
caléndula podem ser cosequéncia da estacdo em que as mesmas foram
produzidas e coletadas. Nao obstante, o teor de luteina na caléndula foi
superior a 14,04 mg.1OOg'1 conforme revisao de Valdés e Garcia [39] ao
considerarem que na caléndula o teor de carotendides € de 0,078 %.

Estes sdo dados importantes para a floricultura brasileira. Embora
seja dificil precisar os numeros da producéao de flores e plantas ornamentais
no Brasil, em virtude da inconsisténcia das informacdes disponiveis, sabe-se
que apesar de sua enorme dimensao territorial e biodiversidadde, o pais nao
figura entre os grandes produtores de plantas ornamentais e de flores no
mercado mundial. Entretanto os resultados encontrados para T. patula L.
laranja e marrom abrem para o setor de floricultura a perspectiva de
comercializacdo ndo apenas de mudas e sementes da planta com fins
ornamentais, mas também farmacéuticos e cosmetoldgicos, podendo
fomentar programas de estimulo a agricultura familiar, uma vez que poderéo

ser utilizadas propriedades de grande a pequeno porte.
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4 CONCLUSAO
O T. patula L., pode ser considerado uma fonte competitiva e
promissora de luteina se comparado ao T. erecta L.
Embora os T. patula L. laranja e marrom apresentem perfis
cromatograficos semelhantes, deve-se dar prioridade ao emprego do
marrom, uma vez que esse apresenta teores de luteina significativamente

superiores ao laranja.
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EFEITO DA SAPONIFICAGAO SOB O TEOR DE LUTEINA EM
FLORES DE Tagetes patula L. E Calendula officinalis L.

RESUMO

A necessidade da saponificagado e a possivel redugdo no tempo de extragao
de luteina foram avaliadas em flores marrons de Tagetes patula L. (tagetes).
Realizaram-se trés tratamentos empregando acetona como solvente:
extragao por 24 h sem saponificagdo, extragao e saponificagdo com KOH
etandlico 10% por 24 h e, extragao por 24 h seguida de saponificagdo over
night com KOH etandlico 10%. A saponificagcdo conjunta a extracao
possibilitou reduzir em ao menos 12 h o tempo de obtencgao das oleoresinas.
Partiu-se para um segundo experimento envolvendo as flores: marrons de
Tagetes patula L. e laranjas de Calendula officinalis L. (caléndula), e os
solventes: etanol, tetraidrofurano e hexano. As extragcbes foram realizadas
por 24 h com saponificacdo simultdnea a esta e sem saponificagdo. O teor
de luteina e a caracterizagdo do perfil cromatografico das flores foram
determinados por espectrofotometria no visivel e CLAE. Os extratos
saponificados de tagetes apresentaram em média maior concentragdo de
luteina comparados aos ndo saponificados, sendo 685,5 mg.100g™" e 18,2
mg.1009'1, respectivamente. Nos extratos de caléndula a saponificagdo nao
contribui significativamente para o aumento do teor médio de luteina,
apresentando uma concentragdo de 11,2 mg.1OOg'1 nos extratos sem
saponificagado e 18,9 mg.1009'1 nos saponificados. O perfil cromatografico
dos extratos de tagetes demonstrou um nitido aumento na proporgédo de
luteina e redugdo nos demais carotendides. Nos extratos de caléndula
percebeu-se o aumento de outros pigmentos. Com isso, confirma-se a
necessidade da saponificagado do tagetes, ao passo que, para caléndula esta

nao se faz necessaria.

Palavras-chave: tagetes; caléndula; luteina; saponificagéo.
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SUMMARY

EFFETCS OF SAPONIFICATION OVER THE CONTENTS OF LUTEIN IN
Tagetes patula L. AND Calendula officinalis L. FLOWERS. The necessity of
saponification processes and the possibility of reducing the time of the
extraction of lutein were analyzed by using brown Tagetes patula L. (african
marigold) flowers. They took place three treatments using acetone as
solvent: extration for 24 hours without saponification, extraction and
saponification using a solution of 10% KOH in ethanol for 24 hours, and
extraction for 24 hours, followed by an overnight saponification using a
solution of 10% KOH in ethanol. The saponification conducted
simultaneously to the extraction, actually reduced the time of obtaining
oilresins in at least 12 hours. A second experiment was begun involving the
brown T. patula L. and orange Calendula officinalis L. (marigold) flowers as
well as the solvents ethanol, tetrahydronfurane and hexane. The extractions
were conducted with a simultaneous saponification, for 24 hours, and without
saponification. The contents of lutein and caracaterization of the flowers were
determined by UV-visible spectra and HPLC. The saponified african marigold
extracts showed, on average, greater lutein concentration when compared to
the extracts which were not submitted to saponification, being 685.5 e 18.2
mg.1009'1, respectively. In the marigold extracts, the saponification process
did not contribute significatively to increase the average content of lutein,
showing 11.2 mg. 100g” without saponification and 18.9 mg. 100g™" with
saponification. A clear increase in the lutein content as well as a decrease in
other present saponified carotenoids was verified when analyzing the
chromatographic profiles of african marigold extracts. In the marigold
extracts, there was an increase in the content of other pigments. Thus, it can
clearly be noticed the necessity of saponification processes of the african

marigold, whereas it is not necessary when dealing with marigold.

Key words: african marigold; marigold; lutein; saponification.
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1 INTRODUGAO

A luteina, carotendide diidroxilado pertencente a classe das xantofilas
[18], € um potente antioxidante que previne os danos causados por radicais
livres nos tecidos [3, 28, 29]. Dos principais beneficios associados a luteina,
aléem das evidéncias na redugdao do risco de desenvolvimento da
degeneragao macular relacionada a idade (DMRI), destacam-se os efeitos
benéficos na protecdo contra a aterosclerose, a catarata, o cancer e outras
doengas [3, 6, 7,11, 12, 17, 31].

Os ésteres de luteina de extratos de Tagetes erecta L. séo
eficientemente absorvidos no plasma humano [5]. A luteina extraida desta
fonte vegetal supre o crescimento de tumor mamario e aumenta a
proliferacdo de linfocitos [24]. Apresenta propriedades anti-apoptose in vitro,
que auxiliam na prevencédo de cancer de figado, colon entre outros [9].
Protege as células contra danos no DNA e estimula a comunicagdo das
jungdes gap [9, 19, 31].

Vaérios tipos de carotendides ja foram identificados em diferentes
flores, sendo muito comum a presenga de xantofilas esterificadas. Até o
momento, apenas as flores de Tagetes erecta L. sdo empregadas como
fonte comercial de luteina. Entretanto, existem muitas flores ainda nao
investigadas que podem ter um potencial comercial para a produgao de
luteina.

Com o amadurecimento das flores, as clorofilas vao desaparecendo
enquanto a concentracédo de carotendides aumenta. Durante este processo
os cloroplastos sao substituidos por cromoplastos, que possuem estruturas
especializadas compostas de carotendides, lipidios e proteinas, cuja fungao
€ acumular grandes quantidades de carotendides. Os carotendides nos
cromoplastos das pétalas sao os responsaveis pelas intensas cores
amarelas, laranjas e vermelhas. Geralmente as flores maduras acumulam
xantofilas aciladas como carotendides secundarios, pois parece que esta
forma facilita o acumulo e a preservagao dos carotendides [4] por ser mais
lipossoluvel e estavel. Esta facilita, provavelmente, a incorporagao destes

pigmentos pela membrana [22].
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Segundo Minguez-Mosquera, Hornero-Méndez e Pérez-Galvez [21], a
saponificagdo € um procedimento rotineiro na analise de carotendides,
visando eliminar materiais lipidicos e clorofilas, que interferem nos ensaios
espectrofotométricos, ou ainda, na hidrélise de ésteres de xantofilas. E
considerada o melhor meio para a remocgado de clorofilas e produtos de
degradagao.

Embora esta etapa possa ser efetuada diretamente na matriz
homogeneizada, freqientemente é executada apdés a extragdo organica.
Normalmente é realizada com solugdo metandlica ou etandlica de hidréxido
de sddio ou potassio (5-30%) que é somada ao extrato de pigmentos. Uma
diminuicdo no conteudo de carotendides ¢é observada durante a
saponificagdo que pode variar de alguns por cento até 100%, o que vai
depender da concentracdo e da estrutura do carotendide, bem como, dos
procedimentos durante a saponificagao [13].

Dependendo das condigcbes empregadas (tempo, temperatura,
concentragdo, solucédo de hidroxido, numero e volume para particdo e
lavagem) os carotendides podem produzir artefatos, sofrer isomerizagéo,
degradagdo, bem como, ocorrer perdas em consequéncia de uma
recuperagcao incompleta durante a partigdo [16, 26]. Além disso, a
saponificagdo € uma etapa demorada que envolve o uso de volumes
consideraveis de solventes na particdo, o que pode prolongar
substancialmente o tempo e custos da analise [13].

Segundo Seo [28], a saponificagdo fornece excelentes resultados
quando o teor de carotendides € expresso em termos de carotendides totais.
No entanto, ao analisar os carotendides individuais sua eficiéncia deixa um
pouco a desejar, uma vez que O processo de saponificagdo propicia a
ocorréncia de isomerizagéo e degradacgao [15].

Sa e Rodriguez-Amaya [26], encontraram uma alternativa para reduzir
as perdas de xantofilas, especialmente luteina, violaxantina e neoxantina,
durante a saponificagdo, removendo, inicialmente, a maioria das gorduras
por meio de solidificacdo a baixas temperaturas.

Pelas consideragbes acima, o presente trabalho teve por objetivo

verificar a possibilidade de reduzir o tempo gasto na etapa de saponificagao,
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bem como, avaliar a real necessidade desta etapa na extracio de luteina em

flores de Tagetes patula L. e Calendula officinalis L.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Foram utilizadas flores marrons com bordas amarelas de Tagetes
patula cv. French Marigold cultivar Flame e laranjas de Calendula officinalis
L., cultivadas no Setor de Floricultura e Plantas Ornamentais, do
Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Vigosa, MG. As
plantas foram cultivadas a pleno sol e no plantio foram fertilizadas com 50
L.m? de matéria organica, 50 g.m? de nitrogénio na forma de sulfato de
aménio, 150 g.m? de P,0s na forma de superfosfato simples e 20 g.m? de
K20 na forma de cloreto de potassio. Apos a coleta das flores, nos meses de
novembro de 2004 a fevereiro de 2005, estas foram classificadas e
separadas em lotes de acordo com a espécie. Suas flores centrais e
periféricas foram destacadas e homogeneizadas. As flores foram secas em
secador de circulagdo de ar, marca Parallex, modelo Excalibur Food
Dehydration, a temperatura de 60 °C por 3h. As flores secas, com umidade
final de 10%, foram trituradas em triturador de alimentos e armazenadas em
freezer doméstico (-18 + 2 °C). O peso das amostras submetidas a analise

variou em torno de 1g para cada lote.

2.2 Padronizagao do método de saponificagcao

Realizaram-se testes preliminares visando verificar a real necessidade
da etapa de saponificagdo e a possibilidade de reducdo do tempo do
processo extrativo de carotendides. Estes testes consistiram em ftrés
tratamentos: extracdo sem saponificagdo (T1), extragdo com saponificagdo
simultanea (T2) e saponificagdo apos a etapa de extragdo (T3). As flores
secas de tagetes foram submetidas a extragcdo com acetona durante 24 h,
sendo a saponificagdo realizada com KOH etandlico 10% (T2 - durante as 24
h de extragao; T3 - “over night”). Em seguida, os extratos foram transferidos

em pequenas porg¢des para éter de petroleo em funil de separagédo, visando
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a retirada do solvente e do alcali, as quais foram efetuadas com sucessivas
lavagens com agua destilada. O extrato de carotenodides foi concentrado a
vacuo em evaporador rotatério a uma temperatura < 35°C, finalizando a
evaporagao com fluxo de N,. Todos os procedimentos foram realizados em
ambiente escuro.

A quantificagao do teor de carotendides totais nas diferentes amostras
foi efetuada por medidas espectrofotométricas, utilizando o coeficiente de

1%
lem

extingdo E,” = 2500 em etanol com leitura em A s = 445 nm. As analises

foram realizadas em espectrofotometro UV/VIS digital, marca HITACHI,
modelo U-2001, seguindo metodologia descrita por CISNEROS [8].

2.3 Influéncia da saponificagao sobre o teor de luteina
2.3.1 Extragao do pigmento

Apds os testes preliminares de saponificagdo (2.2) realizou-se a
extracdo da luteina sem saponificacdo e com saponificacdo simultanea. Os
solventes empregados na extragcdo a frio foram etanol, hexano e
tetraidrofurano, sendo o hexano utilizado, também, para a extragdo a quente.

Na extragdo a frio os pigmentos das amostras foram extraidos
exaustivamente com 50 mL dos solventes citados acima (24 h). A seguir o
extrato foi separado por filtracdo e transferido para éter de petréleo, com
auxilio de agua destilada. A extragdo da luteina com saponificagdo foi
efetuada com uma solugao etandlica de KOH 10% (p/v) na proporgéo de 1:1
em relagao ao extrato. A retirada completa do alcali foi realizada por meio de
sucessivas lavagens com agua destilada. Os extratos saponificados e nao
saponificados foram concentrados em evaporador rotatério a temperatura
maxima de 35 °C e secos em corrente suave de nitrogénio.

As extragdes a quente foram executadas em aparelho do tipo Soxhlet
com cerca de 200 mL de hexano. Nos tratamentos com saponificacido
simultdnea acrescentou-se diretamente ao baldo de extracdo 50 mL de
solucao etandlica de KOH 10%. Procedeu-se a extragcao dinamica por setes
horas, seguida de extragao estatica “over night” (solvente em contato com a
amostra), finalizando a extragdo com mais 1h em etapa dindmica. A seguir

os extratos foram separados por filtracdo e transferidos para éter de
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petréleo, com auxilio de agua destilada. A retirada completa do alcali e do
solvente foi realizada por sucessivas lavagens com agua destilada. Os
extratos saponificados e n&o saponificados foram concentrados em
evaporador rotatorio a temperatura maxima de 35 °C e secos em corrente
suave de nitrogénio. Todos os procedimentos foram realizados em ambiente

escuro.

2.3.2 Confirmagao da identidade dos carotendides e quantificagao do
teor de luteina

A identificacdo do carotendide majoritario nas amostras foi efetuada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com a
metodologia utilizada por Nunes & Mercadante [23], empregando-se o
cromatdégrafo liquido Shimadzu CLASS-VP.

A confirmacdo da presenca da luteina baseou-se na avaliagao
conjunta do perfil em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
meio do tempo de retencdo e co-cromatografia com padrao auténtico de
luteina, e espectro de absorgdo no visivel obtido em espectrofotdmetro
HITACHI U-2001.

Os carotendides foram separados em coluna de fase reversa Cj
YMC (5 um, 250 x 4,6 mm), utilizando metanol (0,1% de trietilamina)/metil-
tert-butil éter 95:5 como fase mével, com fluxo de 1 mL.min”" em modo
isocratico, injecdo de 30 pL, sendo os cromatogramas obtidos a 450 nm.

Os solventes utilizados foram previamente filtrados em sistema
Millipore de filtragdo a vacuo com membrana de 0,45 um, apropriada para
solvente organico e, a seguir, degaseificados em ultra-som. As amostras
foram ressuspendidas em 2 mL de metil-tert-butil éter e filtradas em
membrana de polietileno de 0,22 ym de poro.

Os espectros de absorgdo no visivel foram obtidos seguindo
metodologia descrita por CISNEROS [8]. Os extratos foram ressuspendido
em etanol absoluto e a leitura foi realizada a 445 nm.

A quantificacdo do teor de luteina nas amostras foi efetuada por
padronizacao externa. A curva de calibragao foi construida com seis pontos

e a faixa de concentracéo utilizada foi de 0,002 a 0,2 g.L™".
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2.4 Delineamento experimental

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado,
sendo realizado em cascata. Inicialmente, efetuaram-se testes preliminares,
visando definir se a etapa de saponificagdo seria realizada simultanea ao
processo de extragcado ou separada. Todos os tratamentos foram realizados
em triplicata.

O segundo experimento constou de um total de 16 tratamentos,
provenientes de um fatorial (4x2x2) de 4 métodos de extragdo (a frio com
etanol, hexano e tetraidrofurano e a quente com hexano), dois métodos de
saponificagdo (ausente ou simultanea) e duas variedades de flores (tagetes
e caléndula), com trés repeticbes cada.

Os dados foram analisados estatisticamente fazendo uso de Andlise
de Variancia e Teste de Tukey para diferenga entre médias ao nivel de 5%
de probabilidade, com o auxilio do Software SAEG.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Padronizagao do método de saponificagcao

Ao observar os dados do primeiro experimento (Tabela 1), nota-se
que o extrato de luteina obtido com saponificacdo simultdnea a extragao
apresentou o maior teor de carotendides totais em luteina, seguido pelo
extrato obtido mediante saponificacdo apdés a extracdo. A amostra nao
saponificada foi a que apresentou o menor teor de carotendides totais em

luteina.

Tabela 1 - Teor de carotendides totais, expresso em mg de luteina.100 g

pétalas secas™, nos diferentes extratos ceténicos de tagetes

Tratamento Carotendides totais (mg.100 g™
Sem saponificagao 105,2C
Saponificacdo simulténea 561,9 A
Saponificacdo separada 4121 B

*Letras distintas evidenciam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Verificou-se a necessidade da etapa de saponificagdo quando se
emprega Tagetes patula L. como fonte vegetal de carotendides,
principalmente de luteina, uma vez que nesta fonte os ésteres de luteina séo
reconvertidos a forma de luteina livre pelo processo de saponificagao.

A extracdo e a saponificagao realizadas simultaneamente possibilitam
reduzir em pelo menos 12 h o tempo do processo extrativo, além de diminuir

a degradagao dos pigmentos por danos oxidativos.

3.2 Influéncia da saponificagao sobre o teor de luteina

A partir dos dados do item 3.1 deu-se prosseguimento ao segundo
experimento. Nesse, as flores marrons de tagetes e laranjas de caléndula,
foram submetidas a extragcdo a frio com os solventes etanol, hexano e
tetraidrofurano e a extracdo a quente com hexano. As modificagbes foram
efetuadas na etapa de saponificacdo, sendo que a metade dos extratos
foram submetidos a saponificagédo realizada simultdnea a extragédo e a outra
metade n&o foi saponificada, a fim de se comparar o efeito da saponificagéo.

Ao considerar apenas o processo de saponificagdo, independente do
solvente e da espécie, observou-se que os tratamentos com saponificacdo
obtiveram um teor superior de luteina (358,9 mg.100 g™') comparados aos
tratamentos sem saponificacdo (14,7 mg.100 g'). Resultados estes que vem
confirmar a necessidade desta etapa na extracdo de carotendides, ao
eliminar impurezas e transformar os ésteres em suas respectivas formas
livres.

Nas Tabela 2 e 3 pode-se visualizar as médias do teor de luteina nos
extratos ndo saponificados e saponificados das flores de T. patula L. e C.
officinalis L., em func¢ao dos diferentes solventes empregados.

Pela Tabela 2 percebe-se que os extratos saponificados de T. patula
L. apresentaram maior concentracdo de luteina comparados aos extratos
nao saponificados. Os solventes tiveram capacidade extratora diferenciada
quando da realizagdo da saponificacdo, sendo que o tetraidrofurano a frio,
apresentou a maior capacidade extratora.
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Tabela 2 — Teor médio de luteina (mg.100 g de pétalas secas™) em

amostras saponificadas e nao saponificadas de tagetes

Solvente Sem saporificacdo  Com saporificagdo
Etanol a frio 28,4 Ab 266,5 Ca
Tetraidrofurano a frio 22,2 Ab 1220,0 Aa
Hexano a frio 15,2 Ab 893,9 Ba
Hexano a quente 6,9 Ab 415,5 Ca

*Letras mailsculas distintas na coluna evidenciam diferenga significativa para o fator
solvente dentro de saponificacdo. Letras minldsculas distintas na linha evidenciam
diferengas do fator saponificagdo dentro de cada solvente, pelo teste de Tukey (p< 0,05).

O teor de Iuteina em flores de T. patula L. extraidas com
tetraidrofurano (Tabela 2) estda de acordo com o valor encontrado por
Delgado-Vargas e Paredes-Lopez [10] em T. erecta L. extraidos sem o uso
de enzimas com atividade de glicosidase, celulase, hemicelulase e
pectinase. Os autores, ao avaliarem o efeito das enzimas citadas acima na
extracdo de luteina de T. erecta L., reportaram um total de carotendides de
1.140 a 1.740 mg.100 g' em tagetes desidratados sem tratamento com
enzimas e 1800 a 2470 mg.100 g'1 em tagetes desidratados tratados com

enzimas.

Tabela 3 — Teor médio de luteina (mg.100 g de pétala secas™) em amostras

saponificadas e ndo saponificadas de caléndula

Solvente Sem saporificacéo  Com saporificagao
Etanol a frio 11,2 Aa 4,2 Aa
Tetraidrofurano a frio 13,5 Aa 30,1 Aa
Hexano a frio 7,1 Aa 31,2 Aa
Hexano a quente 13,0 Aa 10,3 Aa

*Letras mailsculas distintas na coluna evidenciam diferenga significativa para o fator
solvente dentro de saponificacdo. Letras minldsculas distintas na linha evidenciam
diferengas do fator saponificagdo dentro de cada solvente, pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Nos extratos de caléndula a saponificacdo n&o contribuiu
significativamente para o aumento do teor de luteina e os solventes
apresentaram capacidade extratora semelhante (Tabela 3). O fato pode ser
justificado pelo reduzido teor de ésteres de luteina em caléndula e possiveis
perdas de luteina na agua de lavagem empregada na eliminagéo do alcali.

Valdes e Garcia [30] publicaram uma revisdo sobre C. officinalis
abordando aspectos de farmacognosia, quimicos e farmacoldgicos. Os
carotenoides incluidos na compilagdo foram o-caroteno, B-caroteno, y-
caroteno, violaxantina, rubixantina, citroxantina, flavocromo, flavoxantina,
galenina, luteina, licopeno, valentiaxantina, auroxantina, microxantina, 5,6-
epoxi-caroteno, B-zeacaroteno, mutatoxantina e epoxido de luteina.

No entanto, Abou-EI-Maati e Abd-Ellatif [1] ndo citaram a presenca de
luteina em flores de caléndula. Apds analisarem os carotendides presentes
nas mesmas os autores supracitados identificaram [-caroteno, licopeno,
violaxantina, anterxantino e canxantina, sendo 3-caroteno o mais abundante
(22,9%). Os dados expressos na Tabela 3 e na Figura 2 confirmam a
presenca de luteina nos extratos de caléndula.

O comportamento dos extratos de T. patula L. e C. officinalis L. frente
a saponificagao e aos solventes empregados na extragdo é confirmado pelos
seus respectivos perfis cromatograficos (Figuras 1 e 2).

56



bated
O8] Yin Sapovificada it
Erarwol
0
0
0
ool
u.m._n—w-v—m’\—’)n\“ =
(] = 10 1= =0 == =0
miroItos
o, Ditemn
Hao Sapondficade
o] Tetraidrofimamo

004

o

- T "

[=] = =] = ] :E_ =0
mitattos
bitema
003y Hio Saponificads
Hemmo
005
0,010
LE
o, —— e
[ = =] 5 =0 == £l
mitasos
e hitema
Mo Sypomdficads
a5 Hemro quents
0,000
0,005
oo f\\__\_\_'_'_.'ﬁ'\-\._\_,_
o] = o 1= 0 = ET
mitortos
Figura 1 — Cromatogramas,

hiteita

%=1 Sapordficado
o,z | Banol
(==t
0,3
o,z
o, L/
o0 —H_m_)p""‘(\‘_ll - |
o = 1= 15 E= =5 =0
mitodos
e hateina
77 ] sapndficade
s Tetraidrofimame
1.5
10
o L/\
DpéM
) = 1=] 1= =0 == =0
mitoztos
2,54
biema
2ol Swponificado
Hemno
1,5
1,0
0.5
0.0
o = =] 15 =0 =5 =0
mirpIos
1,04
bhitemia
Saponificado
0.2 9 Hemno querts
0.5
0,4
- L/\_A
0,0 44A—-M_J

o
L]}

miroItos

20

obtidos por CLAE, dos extratos né&o

saponificados e saponificados de flores de tagetes. Coluna
polimérica Cs3p, 250 x 4,6 mm, 5 um; Fase movel: metanol
(0,1% TEA) / metil-tert-butil éter em modo isocratico e fluxo

de 1 mL.min™.
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Analisando o perfil cromatografico dos extratos saponificados e nao
saponificados de tagetes e de caléndula, conforme ilustrado nas Figuras 1 e
2 verificou-se que a composicdo qualitativa e quantitativa diferiu pouco
dentro da mesma espécie, no entanto, as duas espécie apresentaram perfil
cromatografico completamente diferenciado.

Fica nitido ao avaliar os cromatogramas das Figuras 1 e 2 e as
Tabelas 4 e 5 que nos extratos saponificados de T. patula L. ocorreu um
aumento da proporgao de luteina e redugédo dos demais carotendides. Ja na
especie de caléndula percebe-se 0 aumento de outros carotendides e nao
da luteina. Mello e Rodriguez-Amaya [20] ao trabalharem com extratos
saponificados de flores de Cosmos sulphureus e Thelechitonia trilobata, com
10% de KOH metandlico, observaram um aumento significativo no pico de
trans-luteina livre e o consequente desaparecimento ou diminuigdo dos picos

de seus respectivos diésteres.

Tabela 4 - Porcentagem de luteina do total de carotendides nos extratos nao

saponificados e saponificados de tagetes

Solvente Sem Saponificagao (%) Com Saponificagao (%)
Etanol a frio 63,7 Aa 74,1 Aba
Tetraidrofurano a frio 58,9 Ab 77,5 Aba
Hexano a frio 49,7 ABb 81,4 Aa
Hexano a quente 44.5 Bb 65,4 Ba

*Letras mailsculas distintas na coluna evidenciam diferenga significativa para o fator
solvente dentro de saponificagdo. Letras minusculas distintas na linha evidenciam
diferengas do fator saponificagdo dentro de cada solvente, pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Tabela 5 - Porcentagem de luteina do total de carotendides nos extratos nao

saponificados e saponificados caléndula

Solvente Sem Saponificagcéo (%) Com Saponificagao (%)
Etanol a frio 20,2 Aa 24,6 Aa
Tetraidrofurano a frio 21,2 Aa 18,7 Aa
Hexano a frio 26,0 Aa 21,7 Aa
Hexano a quente 22,7 Aa 20,0 Aa

*Letras mailsculas distintas na coluna evidenciam diferenga significativa para o fator
solvente dentro de saponificacdo. Letras minldsculas distintas na linha evidenciam
diferengas do fator saponificagdo dentro de cada solvente, pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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A luteina apresentou-se como o carotendide majoritario nas amostras
de T. patula L., com porcentagens variando de 44,5% a 63,7% para as
amostras sem saponificacdo e de 65,4% a 81,4% para as saponificadas
(Tabela 4). Nota-se que a concentragdo de luteina nas amostras
saponificadas superou, consideravelmente, o valor das amostras sem
saponificagao.

Os solventes apresentaram maior porcentagem (Tabela 4) e
concentragdo de luteina (Tabela 2) apds a saponificacdo de flores de
tagetes. Mais uma vez mostrando a importéncia desta etapa na obtencgéo de
luteina oriunda destas flores.

Piccaglia, Marotti e Grandi [25] verificaram que os ésteres de luteina
representavam de 80 a 100% dos cromatogramas de extratos de flores de T.
erecta L. e T. patula L., entre eles o mais abundante era dimiristato,
miristato-palmitato, dipalmitato e palmitato-estearato. A cultivar French
champion orange foi a que apresentou maior teor de luteina (570 mg.100g™).

Hadden et al. [14] determinaram a composi¢cao de carotendides em
um extrato comercial de flores de T. erecta contendo 4,5% de luteina na
forma de ésteres. Apos a saponificacdo deste extrato, verificou-se que 93%
dos pigmentos eram biologicamente utilizaveis. Destes, 88% eram
compostos por luteina na forma todo-E, pequenas quantidades da forma Z e
residuos da forma esterificada. O extrato continha ainda 5% de todo-E- e Z-
zeaxantina, outros carotendides minoritarios e niveis insignificantes de
produtos de degradacgédo da luteina. A composi¢ao encontrada enfatizou a
importancia da utilizagdo dos extratos comerciais de T. erecta em
suplementos nutricionais e como corante em racdes, pois mostrou que as
formas de luteina biologicamente utilizaveis eram predominantes, enquanto
que os niveis dos produtos de degradacdo da luteina estavam abaixo do
esperado.

Delgado-Vargas e Paredes-Lopez [10] analisaram o extrato nao
saponificado e saponificado da farinha de flores de T. erecta e observaram
que no primeiro havia diferentes isbmeros de ésteres de luteina com
predominéancia da forma todo-E, enquanto que o segundo era constituido por

quatro isdbmeros de Iuteina na forma livre. Estes isdbmeros foram
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identificados, tentativamente, como 13'Z-(13-cis), 13Z-, todo-E- e 9Z- ou
9'Z-luteina.

A espécie de caléndula avaliada nao se mostrou como uma boa fonte
de luteina, diferindo do tagetes em todos os tratamentos. Além de
apresentar uma percentagem baixa de luteina, a saponificacdo n&o surtiu o
efeito desejado nas flores de caléndula (Tabelas 3 e 5). No entanto, os
dados estdo de acordo com os encontrados por Bako, Deli e Té6th [3], que ao
trabalharem com amostras de cha de caléndula (pétalas secas) constataram
uma porcentagem de luteina variando entre 15 e 25% do total de
carotenoides.

Na caléndula todos os tratamentos mostraram igual desempenho,
independente do solvente e da etapa de saponificagdo. Portanto, a escolha
da metodologia a ser seguida na extragdo de luteina desta espécie vegetal,
dependera unica e exclusivamente do custo dos solventes e da simplicidade

de execucgao da técnica.

4 CONCLUSAO

Ao considerar-se o T. patula L. como fonte de luteina, faz-se
necessaria a etapa de saponificagdo. No entanto, a saponificagdo deve ser
realizada conjunta a extragdo, visando reduzir as perdas por danos
oxidativos e o tempo gasto na obtencao das oleoresinas.

Ao trabalhar com C. officinalis L. ndo é necessario realizar a
saponificagdo, 0 que estaria acarretando em gasto de tempo e tornando o
processo mais oneroso, sem uma contribuicdo real em termos de teor de

luteina.
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EFEITO DO SOLVENTE EXTRATOR SOB O TEOR DE
LUTEINA EM FLORES DE Tagetes patula L. E Calendula

officinalis L.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho dos solventes na
extragdo de luteina a partir de pétalas de Tagetes patula L. (tagetes) e
Calendula officinalis L. (caléndula). Para tanto, foram utilizados trés
solventes, etanol, tetraidrofurano e hexano. A extragao foi realizada a frio
durante 24 h com os trés solventes separadamente e a quente com hexano
em aparato soxhlet com 7 h de extragdo dinamica, seguida de extragao
estatica “over night” e mais 1 h de extragdo dindmica. Todos os extratos
foram submetidos a saponificagdo simultdnea com KOH etandlico 10% (p/v)
na proporcao 1:1 em relagdo ao extrato. O teor de luteina e a caracterizagéo
do comportamento cromatografico das flores foram determinados pelo seu
espectro no visivel e perfil em CLAE. Os solventes apresentaram poder de
extragao diferenciado de acordo com a espécie empregada (p<0,05). Para o
tagetes os melhores solventes extratores foram o tetraidrofurano e o hexano,
com teores de luteina de 1220,0 mg.100 g'1 de pétalas secas e 893,9
mg.100 g'1 de pétalas secas, respectivamente. O emprego da temperatura
além de provocar a degradagao dos pigmentos proporcionou extratos com
menor pureza. Na caléndula o solvente extrator ndo teve um efeito
significativo sobre o teor de luteina extraido. Desta forma, fica evidente que
na extracdo de luteina de flores de tagetes, devem-se empregar os
solventes tetraidrofurano ou hexano ambos a frio, ja ao utilizar flores de
caléndula como fonte do mesmo carotendide o emprego do solvente fica

condicionado ao que apresentar melhor custo beneficio.

Palavras-chave: Tagetes patula L.; Calendula officinalis L.; luteina;

solventes.
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SUMMARY

EFFECTS OF THE EXTRACTION SOLVENT OVER THE CONTENTS OF
LUTEIN IN FLOWERS OF Tagetes patula L. AND Calendula officinalis L.
The objective of the present work was to evaluate the acting of the solvents
in the lutein extraction starting from Tagetes patula L. (african marigold)
petals and Calendula officinalis L. (marigold) petals. For this purpose, the
following three solvents were used: ethanol, tetrahydrofurane and furane.
The extraction was carried out with the three separately solvents, in cold, for
24 hours. A hot extraction using only the hexane solvent was conducted in a
soxhlet apparatus in which a dynamic extraction took place for 7 hours,
followed by an overnight static extraction and an extra hour of a dynamic
extraction. All of the extracts were submitted to a simultaneous saponification
with a solution of 10% w/w KOH in ethanol. The contents of lutein and
characterization of the chromatographic profile of the flowers were
determined by UV-visible spectra and HPLC. The solvents exhibited
differentiated extraction activities which varied depending on the solvent used
in the process (p<0.05). The best exctration solvents utilized in the african
marigold were the tetrahydrofurane and hexane, with tenors of lutein of
1220,0 mg.100 g' 893.9 mg.100 g, respectivily. Not only the use of
temperature caused the degradation of the pigments but it also provided less
pure extracts. In the marigold the solvent extractor didn't have a significant
effect on the tenor of extracted lutein. Therefore, it can be inferred that the
tetrahydrofurane and hexane, both in cold, should be the choosen solvents
whenever extracting lutein from african marigold flowers. As for marigold
flowers as sources of lutein, the designated solvent to extract the highest
amounts of carotenoids should be the one that is able to provide the best
cost-benefit.

Key words: Tagetes patula L.; Calendula officinalis L.; lutein; solvents.
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1 INTRODUGAO

A luteina, carotendide macular de coloracdo amarela, € um potente
antioxidante que previne os danos causados por radicais livres nos tecidos
[2, 29, 30]. Dos principais beneficios associados a luteina, além das
evidéncias na redugdo do risco de desenvolvimento da degeneragao
macular relacionada a idade (DMRI), destacam-se os efeitos benéficos na
protecao contra a aterosclerose, a catarata, o cancer e outras doencgas [2, 7,
8, 13, 14, 19, 35]. A luteina apresenta propriedades anti-apoptoses in vitro,
que auxiliam na prevencdo de cancer de figado, célon entre outros [11],
protege as células contra danos no DNA e estimula a comunicagdo das
jungdes gap [11, 22, 35]

Estudos toxicolégicos tém confirmado que a luteina é segura. O
enriquecimento de alimentos pode ser realizado com éxito sem que ocorram
mudangas nos demais ingredientes e sem impacto as propriedades
sensoriais do produto final [2, 11, 15, 20]. Assim, a ingestdo de alimentos
enriquecidos com luteina extraida de flores de tagetes e de caléndula pode
elevar o consumo diario de luteina a niveis suficientes para reducado das
doencas degenerativas [2].

Na literatura encontra-se uma diversidade de solventes extratores
para luteina em diferentes fontes vegetais. Em vegetais verdes pode-se
extrair este carotendide empregando uma mistura de iguais proporgdes de
tetraidrofurano/metanol [6, 16, 18, 21, 27], ou a mistura dos solventes
acetona/éter dietilico/agua [34], ou ainda uma solugdo extratora de
cloroférmio/metanol, contendo duas partes de cloroférmio para uma de
metanol [33]. J& em frutas tropicais e hortaligas cruas e cozidas, observa-se
o0 emprego de acetona como solvente extrator [4, 17, 28, 36]. Por fim, na
extragdo de luteina de flores de T. erecta L. pode-se encontrar o uso dos
solventes hexano [31] e da mistura de acetona/hexano na proporgéo 80:20
[30]

Segundo CRAFT [10], a luteina apresenta excelente solubilidade em
tetraidrofurano e reduzida em hexano. No entanto, apesar da baixa
solubilidade do referido carotendide em hexano, este solvente é largamente

empregado na extragao industrial de luteina de flores de tagetes, uma vez
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que o hexano é seletivo para os ésteres de luteina. Este solvente pode ser
empregado também, nas etapas de purificagao [3].

Considerando a diversidade de solventes encontrados em literatura
para extragdo de Iluteina e sua inquestionavel colaboragdo para a
manutengdo da saude, o presente trabalho teve por objetivo verificar o
desempenho dos solventes etanol, tetraidrofurano e hexano na extracéo
deste carotendide ao empregar flores de Tagetes patula L. e Calendula
officinalis L. como fonte de luteina.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Flores marrons de Tagetes patula cv. French Marigold cultivar Flame
e laranjas de Calendula officinalis L. foram cultivadas no Setor de Floricultura
e Plantas Ornamentais, do Departamento de Fitotecnia (DF), da
Universidade Federal de Vigosa — MG. As plantas foram cultivadas a pleno
sol e no plantio foram fertilizadas com 50L.m™ de matéria organica, 50g.m™
de nitrogénio na forma de sulfato de aménio, 150 g.m? de P,Os na forma de
superfosfato simples e 20 g.m? de K,O na forma de cloreto de potassio.
Apos a coleta das flores, no periodo de novembro de 2004 a fevereiro de
2005, estas foram classificadas e separadas em lotes de acordo com a
coloracéo das pétalas. Suas flores centrais e periféricas foram destacadas e
homogeneizadas. As flores foram secas em secador de circulagcdo de ar,
marca Parallex, modelo Excalibur Food Dehydration, a temperatura de 60 °C
por 3 h. As pétalas secas, com umidade final de 10%, foram trituradas em
triturador de alimentos e armazenadas em freezer doméstico (-18 + 2 °C). O
peso das amostras submetidas a analise variou em torno de 1 g para cada
lote.

2.2 Extragao e saponificagao

A extracdo dos pigmentos foi realizada a frio com trés solventes
extratores: etanol, tetraidrofurano e hexano. O hexano, apos testes
preliminares, foi selecionado para ser empregado, também, na extracéo a

quente. A extracdo a frio procedeu-se na auséncia de luz e em temperatura
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ambiente por 24h. A extragao a quente foi realizada com hexano em sistema
soxhlet, sendo efetuada em trés etapas: extracdo dinamica por setes horas,
extragao estatica “over night” (solvente em contato com a amostra) e para
finalizar extracdo com mais 1 h em etapa dindmica. A saponificagdo foi
realizada simultdnea a extracdo utilizando uma solucédo etandlica de 10%
KOH (p/v) na proporcéo de 1:1 em relagdo ao extrato. Os extratos foram
filtrados e transferidos para éter de petrdleo. A retirada completa do alcali e
do solvente foi realizada através de sucessivas lavagens com 4agua
destilada. Os extratos saponificados foram concentrados em evaporador
rotatério & temperatura maxima de 35 °C e logo apds secos em fluxo suave

de nitrogénio.

2.3 Confirmagao da identidade dos carotendides e quantificagcao do
teor de luteina

A identificacdo do carotendide majoritario nas amostras foi efetuada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com a
metodologia utilizada por NUNES & MERCADANTE [23], empregando-se 0
cromatdégrafo liquido Shimadzu CLASS-VP.

A confirmacdo da presenca da luteina baseou-se na avaliagao
conjunta do perfil em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
meio do tempo de retencdo e co-cromatografia com padrao auténtico de
luteina, e espectro de absorgdo no visivel obtido em espectrofotdmetro
HITACHI U-2001.

Os carotendides foram separados em coluna de fase reversa Csp
YMC (5 um, 250 x 4,6 mm), utilizando metanol (0,1% de trietilamina)/metil-
tert-butil éter 95:5 como fase mével, com fluxo de 1 mL.min”" em modo
isocratico, injecdo de 30 pL, sendo os cromatogramas obtidos a 450 nm.

Os solventes utilizados, todos grau cromatografico, foram
previamente filtrados em sistema Millipore de filtracdo a vacuo com
membrana de 0,45 um, apropriada para solvente organico e, a seguir,
degaseificados em ultra-som. As amostras foram ressuspendidas em 2 mL
de metil-tert-butil éter e filtradas em membrana de polietileno de 0,22 um de

poro.
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Os espectros de absorgcdo no visivel foram obtidos seguindo
metodologia descrita por CISNEROS [9]. Os extratos foram ressuspendido
em etanol absoluto e a leitura foi realizada a 445 nm.

A quantificagao do teor de luteina nas amostras foi efetuada por CLAE
empregando padrédo externo. A curva de calibragao foi construida com seis
pontos e a faixa de concentracdo utilizada foi de 0,002 a 0,2 g.L™". Os dados
foram analisados estatisticamente através da Anadlise de Variancia e Teste
de Tukey para diferenca entre médias ao nivel de 5% de confiabilidade, com
auxilio do Software SAEG.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteragdes no solvente extrator provocaram variagdes significativas
no teor de luteina dos extratos de T. patula L., o que nao foi verificado nas

amostras de C. officinalis L. (Tabela 1).

Tabela 1 — Teor médio de luteina nas amostras saponificadas de tagetes e

caléndula (mg.100 g de pétalas secas™)

Teor de luteina (mg.100 g )

Solvente

Tagetes Caléndula
Etanol a frio 266,5 Ca 4,2 Ab
Tetraidrofurano a frio 1220,0 Aa 30,1 Ab
Hexano a frio 893,9 Ba 31,2 Ab
Hexano a quente 415,5 Ca 10,3 Ab

*Letras maiusculas distintas na coluna evidenciam diferencga significativa paro fator solvente
dentro de cada espécie. Letras mindsculas distintas na linha evidenciam diferengas do fator
espécie dentro de cada solvente, pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Os dados sao em parte justificados pelos resultados obtidos por Craft
[10] ao avaliar a solubilidade da luteina em diferentes solventes. Segundo o
autor supracitado era esperado que o tetraidrofurano extraisse um teor
superior do pigmento, por apresentar poder de solubilizagdo 27 vezes o do
etanol e 400 vezes o do hexano. No entanto, a maior concentracdo de

luteina nas oleoresinas extraidas com hexano a frio comparadas as
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extraidas com etanol pode ser justificada pelo elevado teor de ésteres de
luteina encontrado nas flores de T. patula L.

A extragdo com hexano a quente apresentou resultados inferiores a
extragdo com hexano a frio, possivelmente, pela degradagcdo dos
carotendides devido a alta temperatura. Sendo assim, a extragdo a quente
nao apresentou vantagens, o que desaconselha o seu emprego na extragéo
de luteina de flores secas de T. patula L.

Analisando ainda, o poder extrator dos solventes nas flores de T.
patula L., notou-se que o solvente com menor eficiéncia foi o etanol. Este
fato pode ser justificado pela baixa solubilidade da luteina em etanol [10].

Piccaglia, Marotti e Grandi [26] ao extrairem luteina de flores de
tagetes, empregando hexano em aparelho Soxhlet, observaram que a
cultivar de T. patula champion orange apresentou maior teor de luteina
(570,00 mg.100 g ™) em relacdo a champion gold (98,91 mg.100 g”') e a
champion yellow (94,37 mg.100 g'). Os resultados encontrados para a
variedade champion orange estdo de acordo com os dados obtidos no
presente trabalho.

O teor de luteina no T. patula L. extraido com tetraidrofurano é
semelhante ao valor encontrado por Delgado-Vargas e Paredes-Lopez [12]
em T. erecta L. ao empregar hexano e acetona como solventes extratores.
Os autores ao avaliarem o efeito do tratamento com enzimas que
apresentavam atividade glicosidica, de celulase, de hemicelulase e de
pectinase, reportaram um total de carotendides de 1.140 a 1.740 mg.g'1 e
1.800 a 2.470 mg.g"' em T. erecta L. desidratados sem e com tratamento
enzimatico, respectivamente.

Ao avaliar o efeito dos solventes extratores na espécie de C. officinalis
L. estudada percebeu-se que os solventes, etanol, tetraidrofurano e hexano,
apresentaram igual poder extrator independente da temperatura empregada
NO processo.

O comportamento dos extratos de tagetes e caléndula frente aos
solventes extratores sdo confirmados pelos seus respectivos perfis

cromatograficos apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 — Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos saponificados
das flores de T. patula L. Coluna polimérica Csg, 250 x 4,6 mm, 5
um; Fase moével: metanol (0,1% TEA)/metil-tert-butil éter em
modo isocratico e fluxo de 1 mL.min™".

Os perfis cromatograficos dos diferentes extratos de T. patula L.
apresentaram comportamento muito semelhante. No entanto, ao avaliar o
efeito da temperatura pode-se visualizar que o extrato de hexano a quente
contém propor¢des maiores de outros carotendides em relagdo ao extrato de
hexano a frio, este fato fica evidente ao observar os dados da Tabela 2.
Assim, o emprego da temperatura, além de provocar a degradagdo dos
pigmentos, proporciona extratos com menor pureza.

Analisando os perfis cromatograficos dos extratos saponificados de T.
patula L. e de C. officinalis L. (Figuras 1 e 2), verificou-se que a composi¢cao

qualitativa e quantitativa diferiu pouco dentro da mesma espécie.
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Figura 2 — Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos saponificados
das flores de C. officinalis L. Coluna polimérica C3p, 250 x 4,6
mm, 5 um; Fase movel: metanol (0,1% TEA)/metil-tert-butil éter
em modo isocratico e fluxo de 1 mL.min™.

Ao observar os cromatogramas dos extratos de C. officinalis L., p6de-
se notar que o tetraidrofurano a frio e o hexano a quente extrairam uma
quantidade maior de outros carotenoides que nao eram luteina (Figura 2 e
Tabela 2).

Tabela 2 - Porcentagem de luteina do total de carotendides nos extratos

saponificados de T. patula L. e C. officinalis L.

% de luteina

Solvente

Tagetes Caléndula
Etanol a frio 74,1 Aba 24,6 Ab
Tetraidrofurano a frio 77,5 Aba 18,7 Ab
Hexano a frio 81,4 Aa 21,7 Ab
Hexano a quente 65,4 Ba 20,0 Ab

*Letras maiusculas distintas na coluna evidenciam diferencga significativa paro fator solvente
dentro de cada espécie. Letras minusculas distintas na linha evidenciam diferengas do fator
espécie dentro de cada solvente, pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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A luteina apresentou-se como o carotendide majoritario nas amostras
de T. patula L., com porcentagens variando entre 65,4% e 81,4%,
concordando com trabalhos de Philip e Berry [25], que afirmam que a luteina
€ o pigmento maijoritario responsavel pela coloragdo das flores de tagetes
(60% do total de carotendides presentes). Os dados estdo de acordo
também com a revisdo realizada por Pefa et al. [24], em que os autores
constataram que em extratos de T. erecta L., apds a saponificagdo com
NaOH a 90°C, 80-90% dos carotendides eram luteina, 5% zeaxantina e 5 a
15% outros carotenoides, como violaxantina e criptoxantina.

Com respeito a C. officinalis, Valdés e Garcia [32] afirmam que suas
flores sdo compostas pelos carotendides a-caroteno, 3-caroteno, y-caroteno,
violaxantina, rubixantina, citroxantina, flavocromo, flavoxantina, galenina,
luteina, licopeno, valentiaxantina, auroxantina, microxantina, 5,6-epoxi-
caroteno, B-zeacaroteno, mutatoxantina e epoxido de luteina. No entanto,
Abou-El-Maati e Abd-Ellatif [1] ndo citaram a presenca de luteina em flores
de caléndula. Apds analisarem os carotendides presentes nas mesmas, os
autores identificaram p-caroteno, licopeno, violaxantina, anterxantino e
canxantina, sendo B-caroteno o mais abundante (22,9%).

Os dados do trabalho atual sédo diferentes dos encontrados por Abou-
El-Maati e Abd-Ellatif [1], pois a presenga da luteina foi confirmada com
proporgdes variando entre 18,7 e 24,6%, mesmo nao sendo o carotendide
majoritario desta espécie. No entanto, estdo de acordo com estudos de
Bako, Deli e Toth [5], que ao trabalharem com amostras de cha de caléndula
(pétalas secas) constataram um teor de luteina variando entre 15 e 25%.

A espécie de caléndula, coletada na época de verdo, nao se mostrou
como uma boa fonte de luteina, diferindo do tagetes em todos os
tratamentos.

O solvente mais eficiente para extragao de luteina de T. patula L. foi o
tetraidrofurano e o aquecimento reduziu significativamente o teor de luteina
dos extratos. Como os tratamentos efetuados nas flores de caléndula
mostraram igual desempenho, a escolha da metodologia a ser seguida na
extragdo de luteina desta fonte vegetal dependera unica e exclusivamente

do custo dos solventes e da facilidade de execucéo da técnica.
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4 CONCLUSAO

A escolha do solvente extrator tem um papel fundamental na extragao
de carotendides, tanto quando se refere as questdes quantitativas como
qualitativas. O perfil de carotendides extraidos foi influenciado pela
polaridade dos solventes, o0s quais apresentaram comportamento
diferenciado com relagédo a espécie empregada como fonte de luteina. A
caléndula nao sofreu influéncia do sistema extrator e o melhor processo para
extragcdo de luteina de flores de tagetes € o que emprega o solvente

tetraidrofurano a frio.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE LUTEINA
PROVENIENTE DE FLORES DE Tagetes patula L. E

Calendula officinalis L.

RESUMO

O efeito do solvente extrator e da saponificagdo sobre a capacidade
antioxidante dos extratos de luteina obtidos de flores de Tagetes patula L.
(tagetes) e Calendula officinalis L. (caléndula) foi avaliado pelo teste do
radical livre DPPH e pela inibicdo da oxidacéo do acido linoléico em emulsao
com f-caroteno. Os extratos foram obtidos mediante extragdo com os
solventes: etanol, tetraidrofurano e hexano por 24 h ao abrigo da luz, sendo
a extragdo com hexano realizada, também, a quente em aparato Soxhlet
com 7 h de extracdo dinédmica, seguida de extragao estatica over nighte 1 h
de extragao dinamica. A saponificagao foi efetuada simultdnea a extracao
com KOH etandlico 10%. Os extratos que apresentaram menor valor de
ECso, ou seja, maior capacidade de sequestro do radical DPPH foram os de
tagetes extraidos com etanol ndo saponificado (0,044 g.mmol DPPH™") e o
saponificado extraido com tetraidrofurano (0,068 g.mmol DPPH"), bem
como, os de caléndula extraidos com tetraidrofurano independente da
saponificagdo (0,004 e 0,015 g.mmol DPPH™"). As maiores porcentagem de
inibicao a oxidacgao lipidica foram observadas nos extratos nao saponificados
de tagetes e caléndula extraidos com tetraidrofurano (72,22% e 72,97%). O
tetraidrofurano foi o solvente que de uma forma geral apresentou extratos
mais efetivos quanto a protecdo da oxidagdao, sendo que a saponificagao
contribuiu para a reducdo desta capacidade. Além da Iuteina outros
compostos contribuiram para a acado antioxidante das oleoresinas. As flores
estudadas podem ser consideradas fontes promissoras de compostos
biologicamente ativos com propriedades antioxidantes.

Palavras-chave: tagetes; caléndula; luteina; antioxidante.
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SUMMARY

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE EXTRACTS OF LUTEIN OBTAINED
FROM FLOWERS OF Tagetes patula L. AND Calendula officinalis L. The
effect of the extraction solvents and saponification process about antioxidant
capacity of the extracts of lutein obtained from Tagetes patula L. (african
marigold) and Calendula officinalis L. (marigold) flowers, were evaluated
through the free radical DPPH test and inhibition of the oxidation of linoleic
acid in emulsions with pB-caroten. The extracts were obtained by extraction
with solvents: ethanol, tetrahydrofurane and hexane for 24 hours, without
light exposure. The extraction solvent hexane was also used, in hot, in a
soxhlet apparatus in which a dynamic extraction took place for 7 hours,
followed by an overnight static extraction and an extra hour of a dynamic
extraction. A saponification using 10% KOH in ethanol was carried out
simultaneously to the extraction. The extracts that presented smaller value of
ECso, in other words, greatest capacity of capturing DPPH radicals were the
ones african marigold extracted with ethanol, in cold, without saponification
(0,044 g.mmols de DPPH™') and the saponified ones extracted with
tetrahydrofurane (0,068 g.mmols de DPPH"), also in cold, as well as the one
of extracted the marigold with tetrahydrofurane independent of the
saponification (0,004 e 0,015 g.mmols de DPPH™). Already the ones that
presented them largest inhibition percentage to the oxidation lipidic were the
african marigold extracts and calendula no saponified, with inhibitions of
72,22% and 72,97%, respectively. The tetrahydrofurane was the solvent that
in general presented more effective extracts as for the protection of the
oxidation, and the saponification contributed to the reduction of this capacity.
Besides the lutein other compositions contributed to the antioxidant action of
the oleoresins. The studied flowers can be considered promising sources of
composed assets biologically with antioxidant properties.

Key words: african marigold; marigold; lutein; antioxidant.
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1 INTRODUGAO

Na ultima década o estudo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e os seus papéis em um grande numero de doengas, revelaram
que substancias antioxidantes sdo capazes de prevenir os efeitos do
estresse oxidativo [21]. Este resultados geraram um consideravel interesse
das industrias de alimentos [3] e da medicina preventiva no desenvolvimento
de “antioxidantes naturais” provenientes de material vegetal [25].

A literatura apresenta a atividade antioxidante de flores de Tagetes
erecta associada a fragbes de carotendides, especialmente a presencga de
luteina. A luteina, carotendide diidroxilado pertencente a classe das
xantofilas de coloragdo amarela [14], atua como antioxidante protegendo as
células dos danos oxidativos e, consequentemente, reduz o risco de
desenvolvimento de algumas doengas cronicas degenerativas, uma vez que
o estresse oxidativo e a atuacdo dos radicais livres sdo os maiores fatores
associados a iniciagao e propagacao do desenvolvimento destas doencas
[10, 20, 22, 23, 26, 28, 30].

Dos principais beneficios associados a luteina, além de prevenir a
degeneragdo macular relacionada com a idade (DMRI), destaca-se a
prevencao de aterosclerose, catarata, cancer entre outras doengas [1, 7, 8,
9, 27]. Estes beneficios decorrem da atividade antioxidante da luteina, a qual
consiste na inativagao dos radicais livres, na complexagao de ions metalicos
ou na redugao dos hidroperoxidos [19, 26, 30]. Por exercer fungdes
antioxidantes em fases lipidicas, bloqueia os radicais livres que danificam as
membranas lipoprotéicas [24].

O principio da protecdo conferida pela luteina contra reacgdes de
fotossensibilizagdo baseia-se num mecanismo de transferéncia de energia,
que devolve o oxigénio singlete ao seu estado basal. O retorno da luteina
triplete ao seu estado original, pela dissipacao de energia na forma de calor,
torna possivel a reagdo com outro oxigénio singlete [11, 14, 26].

Por transferéncia de elétrons, doagdo de hidrogénio ou por adigao as
reacbes em cadeia dos radicais peroxidos podem ser interrompidas pelos
carotendides [10, 26]. De acordo com Fontana et al. [11], sob uma tensao

adequada de oxigénio o curso das reagdes se completa, visto que a
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concentragdo de oxigénio gera um efeito significativo na atividade
antioxidante dos carotendides. Em baixas concentragdes de oxigénio os
carotendides apresentam comportamento antioxidante e carater pro-oxidante
em concentragdes elevadas [10].

A estrutura, a polaridade média e a reatividade dos carotenoides
devem ser consideradas ao avaliar sua capacidade antioxidante [10]. De
acordo com Shami & Moreira [24], a agdo sequestrante de radicais livres é
proporcional ao numero de ligagbes duplas conjugadas, presentes nas
moléculas dos carotendides. Segundo Mello [15], para apresentar fungéo
como antioxidante e apresentar protecdo maxima, os carotendides devem
possuir no minimo nove ligagdes duplas conjugadas.

Medidas via fotoemissao indicam que a capacidade de sequestro de
oxigénio singlete por parte de carotenos e xantofilas € maxima para o
licopeno, alta para astaxantina ou cantaxantina, intermediaria para f-
caroteno ou bixina e menor para luteina e crocina [11].

No entanto, WANG et al. [31] investigando a atividade antioxidante da
luteina usando fotoquimioluminescéncia e o sistema modelo de f-
caroteno/acido linoléico, concluiram que a luteina apresentava poder
antioxidante superior ao p-caroteno e ao licopeno, e que ao empregar o teste
da oxidagdo acoplada do [-caroteno/ac. linoléico a luteina foi o unico
carotendide que mostrou inibicdo da peroxidacao.

Tendo-se conhecimento da série de beneficios relacionados a luteina
e que estes estao associados ao seu poder antioxidante, o presente trabalho
teve por objetivo avaliar a capacidade antioxidante de extratos de Tagetes
patula L. e de Calendula officinalis L. extraidos com trés solventes
diferentes, saponificados e nao saponificados, utilizando o teste do radical

DPPH e o teste da oxidagao acoplada do -caroteno/ac. linoléico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Flores marrons de Tagetes patula cv. French Marigold cultivar Flame
e laranjas de Calendula officinalis L. foram cultivadas no Setor de Floricultura
e Plantas Ornamentais, do Departamento de Fitotecnia, da Universidade
Federal de Vigosa, MG. As plantas foram desenvolvidas a pleno sol e no
plantio foram fertilizadas com 50 L.m? de matéria organica, 50 g.m? de
nitrogénio na forma de sulfato de aménio, 150 g.m? de P,0s na forma de
superfosfato simples e 20 g.m? de K,O na forma de cloreto de potassio.
ApoOs a coleta das flores, no periodo de novembro de 2004 a fevereiro de
2005, estas foram classificadas e separadas em lotes de acordo com a
coloracao das pétalas. Suas flores centrais e periféricas foram destacadas e
homogeneizadas. As flores foram secas em secador de circulacdo de ar,
marca Parallex, modelo Excalibur Food Dehydration, a temperatura de 60 °C
por 3 h. As amostras secas, com umidade final de 10%, foram trituradas em
triturador de alimentos e armazenadas em freezer doméstico (-15 = 2 °C).

Utilizou-se aproximadamente 1 g de amostra para cada lote.

2.2 Extragao e saponificagao

A extracdo dos pigmentos foi realizada a frio com trés solventes:
etanol, tetraidrofurano e hexano, sendo que o hexanofoi empregado,
também, na extracdo a quente. A extracdo a frio procedeu-se na auséncia
de luz e em temperatura ambiente por 24 h. A extracdo a quente foi
realizada com hexano em sistema soxhlet, sendo efetuada em trés etapas:
extragdo dinamica por setes horas, extragao estatica over night (solvente em
contato com a amostra) e para finalizar, extragdo por mais 1 h em etapa
dindmica. Parte dos extratos foram saponificados e a outra parte foi utilizada
sem saponificacdo. A saponificacdo foi realizada simultdnea a extracdo
utilizando uma solugéo etandlica de 10% KOH (p/v) na proporgéo de 1:1 em
relacdo ao extrato. Os extratos foram filtrados e transferidos para éter de
petroleo em funil de separagdo. A retirada completa do alcali e do solvente
foi realizada através de sucessivas lavagens com agua destilada. Os

extratos saponificados e nao saponificados foram concentrados em
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evaporador rotatdrio & temperatura maxima de 35 °C e secos em fluxo suave

de nitrogénio.

2.3 Determinagao da atividade antioxidante

O poder antioxidante das oleoresinas foi analisado com base em dois
métodos de determinacdo da atividade antioxidante, os quais foram
realizados em triplicata. Para tanto, empregou-se o método baseado no
sequestro de radicais DPPH e na co-oxidagdo de uma emulsdo de f-
caroteno e acido linoléico.

Para o teste do sequestro do radical DPPH seguiu-se a metodologia
descrita por Bertoldi [6]. A 1 mL de extrato foram adicionados 3 mL de
solucdo de DPPH 0,1 mM. O branco foi preparado substituindo 1 mL de
extrato por 1mL de etanol absoluto. A absorbancia do branco foi
determinada imediatamente apds a mistura e a absorbancia da amostra foi
lida no tempo zero e a cada 15 min durante 6 horas. As leituras
espectrofotométricas foram feitas em 517 nm. A concentragdao de DPPH
remanescente no meio de reagdo foi calculada segundo a curva de
calibragdo de DPPHr empregando-se 6 diluicbes de cada extrato (1:10;
0,5:10; 0,25:10; 0,12:10; 0,06:10). A atividade antioxidante foi expressa pelo
ECs0, quantidade de amostra necessaria para reduzir 50% da concentragao
inicial de DPPH, determinado a partir da curva de DPPHr no estado
estacionario em funcdo das diluigdes dos extratos. Como termo de
comparacgao, foi utilizada a atividade antioxidante do trolox, determinada nas
mesmas condi¢des

A avaliagdo da atividade antioxidante pela oxidagdo acoplada do -
caroteno e do &acido linoléico foi determinada segundo a metodologia
descrita por AMIN et al. [2]. Em um baldo de fundo redondo, foram
adicionados 20 uL de acido linoléico, 200 uL de Tween 40 e 2 mL da solugéo
de B-caroteno (0,2 mg.mL™" cloroférmio). A mistura foi evaporada a 40 °C
por 10 minutos empregando evaporador rotatorio. Apdés a remogédo do
cloroférmio, o residuo foi dissolvido com a adigdo de aproximadamente 100
mL de agua destilada e oxigenada sob vigorosa agitagao. Aliquotas de 5 mL
desta emulsdo foram transferidas para tubos de ensaio contendo 0,2 mL dos
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extratos com diferentes diluigcdes. O branco foi preparado com 0,2 mL de
cada diluicdo dos extratos e 5 mL da emulsdo sem o B-caroteno. O sistema
foi mantido a 50 °C. Medidas espectrofotométricas de absorbancia foram
monitoradas em espectrofotdmetro, a 470 nm, imediatamente apds a mistura
e a cada 15 minutos, durante 120 minutos. A atividade antioxidante,
expressa como percentual de inibicdo da oxidacéao, foi calculada em relacéo
a 100% da oxidacao do controle. Como termo de comparacao, foi utilizada a
atividade antioxidante do BHT, determinada nas mesmas condicbes

Os dados foram analisados estatisticamente através da Analise de
Variancia e Teste de Duncan para diferenca entre médias ao nivel de 95%

de confiabilidade, com auxilio do Software SANEST.

2.4 Confirmagao da identidade dos carotendides e quantificagcao do
teor de luteina

A identificacdo do carotendide majoritario nas amostras foi efetuada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com a
metodologia utilizada por NUNES & MERCADANTE [17], empregando-se o
cromatégrafo liquido Shimadzu CLASS-VP.

A confirmacdo da presenca da luteina baseou-se na avaliagao
conjunta do perfil em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
meio do tempo de retencdo e co-cromatografia com padrao auténtico de
luteina, e espectro de absor¢do no visivel obtido em espectrofotémetro
HITACHI U-2001.

Os carotendides foram separados em coluna de fase reversa Cjp
YMC (5 um, 250 x 4,6 mm), utilizando metanol (0,1% de trietilamina)/metil-
tert-butil éter 95:5 como fase mével, com fluxo de 1 mL.min”" em modo
isocratico, injecdo de 30 pL, sendo os cromatogramas obtidos a 450 nm.

Os solventes utilizados, todos grau cromatografico, foram
previamente filtrados em sistema Millipore de filtracdo a vacuo com
membrana de 0,45 um, apropriada para solvente organico e, a seguir,
degaseificados em ultra-som. As amostras foram ressuspendidas em 2 mL
de metil-tert-butil éter e filtradas em membrana de polietileno de 0,22 um de

poro.
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A quantificacado do teor de luteina nas amostras foi efetuada por CLAE
empregando padrédo externo. A curva de calibragao foi construida com seis

pontos e a faixa de concentracgao utilizada foi de 0,002 a 0,2 g.L'1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteragbes no solvente extrator, bem como as modificagbes na
etapa de saponificagdo, provocaram variagdes significativas na capacidade
antioxidante dos extratos.

Ao medir-se o poder antioxidante dos extratos pelo método de
sequestro do radical DPPH verificou-se que as alteracdes decorrentes dos
solventes extratores foram observadas apenas nos extratos saponificados
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Valor de ECs5p nos extratos de tagetes ndo saponificados e

saponificados

ECso (g.mmol radical DPPH™)

Solvente

Sem saponificagao Com saponificagao
Etanol a frio 0,044 Aa 0,129 Ba
Tetraidrofurano a frio 0,164 Aa 0,068 Ba
Hexano a frio 0,086 Ab 1,547 Aa
Hexano a quente 0,114 Aa 0,336 Ba

*Letras mailsculas diferentes na coluna evidenciam diferenca significativa para o fator
solvente dentro de saponificagdo. Letras minusculas diferentes na linha evidenciam
diferencas do fator saponificagdo dentro de cada solvente, pelo teste de Duncan (p< 0,05).

Os extratos de tagetes que apresentaram maior capacidade de
sequestro do radical DPPH foram os extraidos com etanol sem
saponificagdo (0,044 g.mmol radical DPPH™") e o saponificado extraido com
tetraidrofurano (0,068 g.mmol radical DPPH™), ambos a frio. Justificado pelo
fato de que foi necessario um menor teor de extrato para reduzir a mesma
concentragao de radicais DPPH, ou seja, 50%. A capacidade de sequestro
do radical DPPH por estes dois extratos foi superior a apresentada pelo

padrdo de Trolox (0,071 g.mmol radical DPPH™"). O Trolox, analogo a
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viatamina E, caracteriza-se como antioxidante primario, atuando no bloqueio

da agao de radicais livres por meio da doagao do radical hidrogénio [6].

Tabela 2 — Valor de ECsp nos extratos de caléndula ndo saponificados e
saponificados

ECso (g.mmol radical DPPH™)

Solvente

Sem saponificacéo Com saponificagao
Etanol a frio 0,041 Aa 0,042 Ba
Tetraidrofurano a frio 0,004 Aa 0,015 Ba
Hexano a frio 0,041 Ab 0,851 Aa
Hexano a quente 0,034 Aa 0,072 Ba

*Letras mailsculas diferentes na coluna evidenciam diferenca significativa para o fator
solvente dentro de saponificagdo. Letras minusculas diferentes na linha evidenciam
diferengas do fator saponificagdo dentro de cada solvente, pelo teste de Duncan (p< 0,05).

Nos extratos de caléndula a melhor atividade antioxidante foi
verificada para as oleoresinas extraidas com tetraidrofurano independente
da saponificagdo (0,004 e 0,015 g.mmol radical DPPH™), sendo que ambas
apresentaram melhor efeito protetor que o padrdo Trolox (0,071 g.mmol
radical DPPH'1). Da mesma forma que para o tagetes, diferengas
significativas quanto ao efeito do solvente extrator foram verificadas apenas
nas amostras saponificadas (p< 0,05).

Pode-se notar ao avaliar as Tabelas 1 e 2 que, apesar das diferencas
numeéricas entre os extratos saponificados e ndo saponificados, que indicam
que a saponificacdo reduziu o poder antioxidante dos extratos, o Unico
extrato que apresentou diferenga significativa quanto a etapa de
saponificagdo foi o extraido com hexano a frio (p< 0,05), comportamento
este verificado nas duas flores avaliadas.

Ao avaliar a Figura 1, fica evidente o principio que rege o ensaio do
radical DPPH. Este ensaio baseia-se na perda de coloragcdo e consequente
queda de absorbancia apresentada pelo radical livre DPPH ao ser reduzido
por compostos doadores de hidrogénio ou elétrons, retardando o processo
oxidativo [6].

Quando a porcentagem de radicais DPPH existentes no meio

reacional que ainda ndo reagiram com os compostos antioxidantes do

87



extrato ao longo do tempo atinge o estado estacionario, a reagdo entre os
antioxidantes e os radicais DPPH cessa. Assim, €& possivel calcular a
quantidade real de radicais DPPH que foram reduzidos pela amostra em
estudo, evitando a selegcdo de um intervalo de tempo inadequado em que a
reacdo ainda ocorre. Considerando que apdés um determinado intervalo de
reacdo a reducao dos radicais livres DPPH pelos compostos antioxidantes
presentes nas oleoresinas ocorreu muito lentamente e de forma muito
discreta, o intervalo de 270 minutos de reagao foi empregado para o calculo
do EC50.

A
% DPPHr
o w @ w t ® w0 20 M0 20 w0 @ 0
Tenpoimind
B
% DPPHr

u] T T T T T T T T T T T ]
] =0 [a 0] =N =0 B0 y=n 20 240 Zza Fo == jca]

Terpoimind
—a— Diluig&o 1:10 —s— Diluig&a 0,5:10—s—Diluigao 01,2510 —s—Dilic&o 0,12:10 Diluig&o 0,06:10
Figura 1 - Desempenho dos extratos saponificados de tagetes (A) e

caléndula (B) extraidos com tetraidrofurano, pelo teste do
radical DPPH.

Avaliando o comportamento dos extratos saponificados de tagetes e
caléndula extraidos com tetraidrofurano apresentado na Figura 1, percebe-
se que os extratos apresentaram comportamento semelhante e uma
proporcionalidade entre diluicdo e consumo do radical DPPH no meio

reacional.
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Ao avaliar o declinio na concentracdo de radicais livres DPPH
remanescente nos extratos apresentados na Figura 1, nota-se que a
evolugdo da cinética de reagao seguiu o comportamento lento e que esses
extratos sao constituidos por diferentes compostos, visto que a reagao entre
os radicais DPPH e a oleoresina diluida ndo cessou por completo em 6
horas, mas ocorreu lentamente.

Quando a capacidade antioxidante dos extratos de tagetes foi
avaliada pelo sistema acoplado do B-caroteno/ac. linoléico verificou-se que
ao contrario dos dados de ECsy os solventes afetaram os extratos
independente da etapa de saponificacdo (Tabelas 3 e 4). A melhor protegéo
a oxidacgao foi apresentada pelas oleoresinas obtidas com tetraidrofurano a
frio, tanto para oleoresina ndo saponificada como para a saponificada de
tagetes (72,22% e 52,81%) e caléndula (72,97% e 57,06%).

Tabela 3 — Porcentagem de Inibigdo da oxidagao do sistema p-caroteno/ac.

linoléico dos extratos de tagetes ndo saponificados e

saponificados
% de inibigdo da oxidagao
Solvente
Sem saponificagao Com saponificagao

Etanol a frio 66,63 Aa 15,67 Bb
Tetraidrofurano a frio 72,22 Aa 52,81 Aa
Hexano a frio 63,89 Aa 25,11 Bb
Hexano a quente 21,25 Ba 39,51 Aba

*Letras mailsculas diferentes na coluna evidenciam diferenga significativa para o fator
solvente dentro de saponificagdo. Letras minusculas diferentes na linha evidenciam
diferencas do fator saponificagdo dentro de cada solvente, pelo teste de Duncan (p< 0,05).

Pela Tabela 3 constata-se que os extratos de tagetes nao
saponificados extraidos com etanol, tetraidrofurano e hexano, todos a frio,
nao diferiram entre si de modo significativo, em relagéo a protegéo contra a
oxidagao lipidica (66,63 %, 72,22% e 63,89%, respectivamente). No entanto,
apresentaram protecdo superior ao extrato hexanico obtido mediante
aquecimento (21,25%). Porém, quando estes foram submetidos a
saponificacao o extrato que demonstrou melhor atividade antioxidante foi o

extraido com tetraidrofurano (52,81%) cuja atividade foi similar a
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apresentada pelo extrato obtido com hexano a quente (39,51%), sendo que
este ultimo, por sua vez, apresentou poder protetor similar ao extratos
etandlico (15,67%) e ao obtido com hexano a frio (25,11%).

Ainda a respeito da Tabela 3, observa-se que os extratos etandlicos e
hexénicos, ambos empregados a frio, foram os unicos a apresentarem
diferengas estatisticas quanto ao efeito da etapa de saponificacdo. Estes
apresentaram maior protecdo na auséncia da saponificagdo, com
porcentagem de inibicGo da oxidacdo de 66,63% e 63,89%,

respectivamente.

Tabela 4 — Porcentagem de Inibicdo da oxidagao do sistema B-caroteno/ac.

linoléico dos extratos n&o saponificados e saponificados de

caléndula
% de inibigado da oxidagao
Solvente _
Sem saponificacédo Com saponificacao
Etanol a frio 31,42 Ba 32,03 Ba
Tetraidrofurano a frio 72,97 Aa 57,06 Aa
Hexano a frio 25,48 Ba 21,29 Ba
Hexano a quente 31,22 Ba 24,87 Ba

Pela Tabela 4 pode-se verificar que tanto os extratos de caléndula
nao saponificados como os saponificados obtidos com o solvente
tetraidrofurano (72,97% e 57,06%, respectivamente), apresentaram maior
capacidade de inibir a oxidacdo em relagdo aos extratos oriundos dos
demais solventes, os quais nao diferiram entre si.

Ainda avaliando a Tabela 4, observou-se que a saponificagdo nao
afetou significativamente a capacidade protetora dos diferentes extratos de
caléndula, contrariando o comportamento observado nos extratos das flores
de tagetes extraidas com etanol e hexano a frio (Tabela 3).

Ao avaliar a Figura 2 fica evidente o poder antioxidante dos extratos
de luteina obtidos de tagetes e caléndula ao auxiliarem no retardo da
oxidagao do B-caroteno. Uma vez que, o ensaio do sistema emulsionado -

caroteno/ac. linoléico fundamenta-se na descoloragdo do [-caroteno
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induzida pelos produtos da degradagédo oxidativa do acido linoléico, em
emulsdo aquosa saturada em oxigénio. A adigdo de uma amostra contendo

antioxidantes contribui para retardar a queda da absorbancia do -caroteno

[6].
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Figura 2 — Desempenho dos extratos de tagetes (A) e de caléndula (B) ndo
saponificados extraidos com tetraidrofurano, pelo teste do
sistema emulsionado p-caroteno/ac. linoléico.

Nota-se pela Figura 2, que o efeito da diluicdo nao teve grande
influéncia no extrato de caléndula ao contrario do que é observado no
extrato de tagetes, onde se observa uma relacéo inversa entre diluicdo e
capacidade protetora.

Bertoldi [6] trabalhando com pimenta rosa e empregando o ensaio do
radical DPPH, verificou que a redugdo da absorbancia ao longo do tempo
era bem definida para cada diluicdo e que a medida que se diluia a amostra
observava-se uma reducdo proporcional em sua absorbancia em virtude de
uma menor quantidade de antioxidantes presentes na amostra. No entanto,

este comportamento nao era observado ao empregar o sistema emulsionado
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B-caroteno/ac. linoléico, onde as curvas de queda de absorbancia
apresentavam-se bem préximas com auséncia de uma boa distincdo da
relacdo entre atividade antioxidante e concentragcdo de antioxidantes. Pelo
comportamento apresentado na Figura 2 fica evidente que além do método
de determinacdo da atividade antioxidante, as caracteristicas do extrato, ou
seja, quantidade e tipo de compostos presentes, também, influenciam o
comportamento deste frente aos ensaios empregados.

A saponificagdo de uma forma geral contribuiu para a reducdo da
capacidade protetora dos extratos quanto a oxidagédo, por ambos os testes
empregados. No entanto, diferencas estatisticas foram verificadas apenas
nos extratos de tagetes e caléndula obtidos com hexano a frio em relagéo ao
método do DPPH (Tabelas 1 e 2) e nos extratos de tagetes extraidos com
etanol e hexano, ambos a frio, ao empregar o sistema acoplado do f-
caroteno/ac. linoléico (Tabela 3).

O efeito da saponificagdo na redugao da capacidade antioxidante dos

extratos fica confirmado ao observar a Figura 3.

ABS

Tempo (min)

ABRS

Tempo (min)

—e—DiiluicEo 1:10 —=—Diluigdo 0,510 —s—Diluig&o 0,25:10 Ciluig&o 0,12:10
Diligéo 0,06:10 —*—BHT 0,025gl  —=—B-carateno

Figura 3 - Desempenho do extrato hexanico de tagetes ndo saponificado (A)
e saponificado (B), pelo teste do sistema emulsionado f-
caroteno/ac. linoléico.
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Ao avaliar a Figura 3, nota-se que os extratos ndo saponificados
apresentaram melhor capacidade em proteger o -caroteno comparado aos
saponificados com o mesmo solvente extrator. Nos extratos saponificados
observa-se um brusco declinio a partir dos 15 minutos iniciais de reagéo, no
entanto nos extratos sem saponificagado a queda na absorbancia ocorre mais
lentamente, o que se assemelha ao comportamento do padrdao BHT na
concentragéo de 0,025g.L™.

Guerra, Melo & Mancini [13] ao trabalharem com cinco diferentes
fragbes de carotendides (B-caroteno, epoxido de B-criptoxantina, luteina-5,6-
epoxido, violaxantina e neoxantina) provenientes do extrato etéreo de
coentro, nao verificaram diferengcas significantes com relacdo as
caracteristicas antioxidantes destes componentes ao empregar o modelo da
emulsdo de B-caroteno/ac. linoléico. No entanto, a protegcdo conferida por
estes carotendides foi inferior a apresentada pelo padrao BHT, porém,
mesmo assim, tanto o extrato como suas fragcdes apresentaram potencial
como inibidores da oxidacdo, uma vez que estas substancias podem ser
ingeridas sem limitagbes. O p-caroteno representava 61,14% dos
carotendides do extrato o que levou os autores a afirmarem que este era o
componente principal na agdo antioxidante do mesmo. Além disso, os
autores verificaram um sinergismo entre os carotendides, uma vez que a
protecao do extrato era superior a apresentada pelas fragcdes individuais.

No presente trabalho o aquecimento n&o demonstrou um
comportamento definido quanto ao seu efeito na capacidade antioxidante
dos extratos (Tabelas 1, 2, 3 e 4), 0o que pode ser justificado pela extragédo
de outros compostos além da Iuteina e degradagdo de parte dos
carotendides presente nos mesmos, uma vez que O esperado seria que
temperaturas de extragdo acima de 40 °C reduzissem a atividade
antioxidante dos extratos, pela degradagdo de compostos, principalmente,
de carotendides que sao termolabeis.

Ja Bertoldi [6] verificou um aumento na atividade antioxidante de
oleoresinas de pimenta rosa extraidas a quente, justificado pelo
favorecimento da temperatura na extragdo de outros compostos com

atividade antioxidante, além dos fendlicos ja observados nos extratos.
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Uma vez constatada a agdo antioxidante dos extratos brutos, passou-
se a quantificacdo do teor de luteina neles presentes. Estes valores podem

ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 — Teor médio de luteina (mg.100g flor seca™) e porcentagem (%)

de luteina do total de carotendides nos extratos de tagetes e

caléndula

Tratamento Tagetes Caléndula

Sem saponificacédo Teor* % ** Teor”* % **
Etanol a frio 28,4 63,7 11,2 20,2
Tetraidrofurano a frio 22,2 58,9 13,5 21,2
Hexano a frio 15,2 49,7 71 26,0
Hexano a quente 6,9 445 13,0 22,7
Saponificado Teor* % ** Teor * % **
Etanol a frio 266,5 74,1 4,2 24,6
Tetraidrofurano a frio 1220,0 77,5 30,1 18,7
Hexano a frio 893,9 81,4 31,2 21,7
Hexano a quente 415, 5 65,4 10,3 20,0

* Teor de luteina nos extratos expresso em mg.100g de flor seca™.
** Porcentagem de luteina em relagao ao total de carotendides.

De acordo com os resultados da Tabela 5, foi detectado menor teor
de luteina nos extratos ndo saponificados, ndo obstante exibirem acao
antioxidante similar ou superior a apresentada pelos extratos saponificados
(Tabelas 1, 2, 3 e 4). Diante destes dados, e considerando que, além da
luteina, as flores estudadas contém outros inibidores de oxidacdo como
acido ascorbico, acidos hidroxicarboxilicos e demais carotendides [29],
pode-se afirmar que estes compostos contribuiram para a acdo antioxidante
dos extratos, uma vez que aqueles com maior concentracéo de luteina nao
apresentaram necessariamente a maior prote¢cao quanto a oxidacao.

As diferencas de valores encontradas no presente trabalho ao
comparar os dois métodos de determinacdo da atividade antioxidante
baseia-se nos diferentes principios que os regem. Nos ultimos anos, devido

as propriedades fisiologicas relatadas para os antioxidantes naturais, tais
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como, atividade antibacteriana, antiviral, anticarcinogénica, antimutagénica,
antialergénica, antienvelhecimento e outras, varios estudos tem analisado o
potencial antioxidante de uma grande variedade de vegetais. Como
consequéncia, também apareceram varios ensaios para avaliacdo da
atividade antioxidante in vitro em diferentes tipos de amostras biolégicas,
particularmente em matrizes complexas como vinhos e vegetais. Estes
ensaios envolvem diferentes mecanismos do sistema de defesa
antioxidante, desde a quelacdo de ions metdlicos até a medida da
prevencdo do dano oxidativo a biomoléculas. Devido a estas diferencas,
recomenda-se o0 emprego de pelo menos dois métodos para avaliar a
atividade antioxidante da amostra estudada [12].

Segundo Miura et al. [16], varios sdo os métodos para testar a
atividade antioxidante de uma amostra, podendo ser usados para compostos
isolados ou extratos. Estes métodos podem ser testados in vitro e in vivo.
Afirmam ainda, que nao existe um método satisfatério que consiga avaliar a
atividade antioxidante total de uma amostra, pois existem varios
mecanismos antioxidantes que podem ocorrer [18], entre eles sequestro de
radicais, habilidade redutora, complexacao de ions metalicos, etc. Também
ha uma dificuldade de comparar estes métodos, devido a complexidade e
principios diferentes de reagdes. Alguns métodos antioxidante produzem
resultados diferentes ou mesmo contraditorios, tornando-se algumas vezes
impossivel qualquer comparacéao entre eles [4, 5].

De acordo com Bertoldi [6], o DPPH é um radical muito estavel, de
dificil degradacao, apresentando absorbancia sem alteragéo por um periodo
de até 6 horas. Entretanto, a degradacédo do p-caroteno ocorre rapidamente
e de forma descontrolada, ja que n&o € possivel controlar o nivel de
oxigenagao, a interagdo do oxigénio com o B-caroteno e a quantidade e o
tipo de produtos de degradacéo derivados da oxidagéo do acido linoléico.

Wettasinghe & Shahidi [32] afirmam que a agdo antioxidante de um
composto difere marcadamente em funcdo das propriedades fisicas e
quimicas do sistema modelo empregado. Este fenbmeno é decorrente da
afinidade do composto pela interfase 6leo-ar e 6leo-agua do sistema lipidico
e da emulsao, respectivamente, cujas propriedades sao influenciadas pela

natureza quimica do composto antioxidante envolvido [29].
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4 CONCLUSAO

O solvente extrator apresentou efeito significativo na capacidade
antioxidante dos extratos de Tagetes patula L. e Calendula officinalis L. De
modo geral, o melhor solvente foi o tetraidrofurano.

A saponificagao foi associada a uma reducado na capacidade protetora
dos extratos com relacdo a oxidagcado, uma vez que esta capacidade estava
correlacionada nao sé a presenga de luteina, mas também, com a agao de
outros compostos com capacidade antioxidante.

As duas fontes vegetais podem ser consideradas como fontes

promissoras de luteina e outros compostos bioativos.
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CONCLUSOES GERAIS

Em termos de quantificacdo a saponificacdo s6 é necessaria se a
fonte em estudo contiver um alto teor de ésteres, interferentes e demais
compostos saponificaveis. Quando efetuada simultdnea a extragdo a
saponificagao possibilita reduzir em ao menos 12 h o tempo de obtencéo do
produto, o que vem a reduzir também as deterioragdes oxidativas sofridas
pelos carotendides nesta etapa.

A saponificagcdo apresentou um efeito significativo na atividade
antioxidante da luteina extraida de flores de T. patula L. e C. officinalis L. Ao
realiza-la obteve-se um produto com menor atividade bioldégica e maior teor
de luteina. Desta forma, para aplicagdo em formulagbes de alimentos, com
alegacbes de propriedades funcionais, deve-se dar prioridade ao emprego
de extratos e ndo das fragdes isoladas de carotendides.

Como se pdde notar no trabalho, a escolha do solvente extrator tem
um papel fundamental na analise e extragdo de carotendides em alimentos,
tanto quando se refere as questdes quantitativas como qualitativas. A
polaridade dos solventes influenciou o perfil de carotendides extraidos. Os
solventes apresentaram comportamento diferenciado com relagcdo a
capacidade extratora e a atividade antioxidante dos extratos de acordo com
a espécie empregada como fonte de luteina.

As flores de T. patula L. e C. officinalis L. podem ser consideradas
fontes promissoras de compostos bioativos, apesar das flores de C officinalis
terem apresentado reduzido teor de luteina. As flores de T. patula L. podem
ser empregadas na extragao comercial de luteina, juntamente com as flores

de T. erecta L., com possibilidade de melhorias.
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