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VEGETALS AS NATURAL SOURCES OF ANTIOXIDANTS. Growing knowledge on the health-promoting impact of antioxidants
in everyday foods, combined with the assumption that a number of common synthetic preservatives may have hazardous side effects

has led to increased investigations in the field of natural antioxidants, principally those found in plants. Food industries normally
discard plant residues that could benefit the human health and diminish undesirable environmental impact. Once estimated the
content of antioxidants in these residues, advantageous economical and social alternatives to the discard are possible, for example,
their use for preparation of nutraceuticals to be offered to low-income populations. We present here a broad, although not complete,

account of the continuously growing knowledge on the antioxidant capacity of whole fruits, seeds and peels, cereals, vegetal oils and

aromatic plants, at several physical forms, as well as a description of the usual methods for evaluating their antioxidant capacity and

examples of agroindustrial processes that could be harnessed for the production of antioxidant supplement food, along with research

perspectives in the area.
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INTRODUCAO

Ha fatores de diversas ordens associados ao estresse redox, como:
habitos de vida considerados inapropriados (consumo de dlcool,
tabagismo, dieta inadequada, exercicio fisico realizado de forma
extrema e exposi¢do a radiagdo ndo ionizante ultravioleta e outras
ondas curtas); condi¢des ambientais impréprias (temperatura elevada
e polui¢do ambiental, domiciliar e ocupacional); envelhecimento e
estados psicoldgicos que provoquem estresse emocional. Hi também
patologias cronicas (diabetes mellitus, hipertensao arterial, cancer,
entre outras) e patologias degenerativas (Mal de Alzheimer e Mal de
Parkinson) associadas ao estresse redox.'

Estresse redox € comumente definido como o desequilibrio entre a
producio de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre, entre
outras, e a remog¢ao destas pelos sistemas quimicos e enzimdticos de
defesa antioxidante e, também, pelo reparo enzimatico das biomo-
léculas lesadas.>® As espécies reativas mais estudadas nos sistemas
bioldgicos incluem as espécies reativas de oxigénio, as espécies
reativas de nitrogénio, os radicais derivados de tidis (RS"), as espécies
reativas de cloro, as espécies reativas de carbono e complexos de
metais de transi¢éo, principalmente Fe, Cu, Mn e Cr.!3#

Outros fons metdlicos, sem atividade redox direta, também podem
afetar o balango oxidativo, como os fons de metais pesados (Pb, Cd)
e trivalentes (Bi, Al), que sdo capazes de se ligar fortemente aos gru-
pos fosfatos dos fosfolipidios de membranas celulares, diminuindo
sua fluidez e, consequentemente, aumentando sua peroxibilidade.
Na medida em que fons divalentes (Mg, Ca, Zn) sdo cofatores de
proteinas e enzimas envolvidas na maquinaria redox celular, estes
também podem afetar o balanco oxidativo.'

*e-mail: mofg @qui.ufal.br

Espécies reativas incluem, em cada grupo, ndo s6 os radicais
(O,, "OH, NO’), mas também intermedidrios neutros ou carregados
(H,0,, ONOO") e outras espécies capazes de formar radicais livres
no organismo humano ('0,*, O,, Fe, Cu)."*

Dentre os antioxidantes enzimaticos mais estudados, destacam-se
as superéxido dismutases, consideradas como a linha de frente de
defesa antioxidante, embora possam exibir atividade peroxidésica,
na presenca de excesso de H,O,; destacam-se também a catalase e as
glutationas peroxidases, encarregadas de reduzir peréxidos geradores
de radicais "OH e "OR, respectivamente.’

Quanto aos antioxidantes de baixo peso molecular (antioxidantes
“quimicos”), devem-se incluir algumas vitaminas (C, E e A), outros
produtos naturais (ex.: carotenoides, flavonoides, outros polifenois,
furanoides e tidis) e produtos sintéticos (ex.: Ebselen, N-acetilcisteina
e Trolox). E interessante notar que espécies carbonilicas no estado
triplete, produzidas na termolise de dioxetanos e dismutacido de
radicais alcoxilas e peroxilas, formadas com altos rendimentos
durante a peroxidagdo lipidica e outras oxidagdes bioldgicas, tém
sido negligenciadas na literatura apesar de, in vitro, terem exibido
reatividade similar a de radicais alcoxila.>®

Espécies reativas sdo formadas continuamente durante os pro-
cessos metabdlicos — normais ou patogénicos — ou s@o provenientes
de fontes exdgenas fisicas e quimicas. Tais espécies atuam como
mediadores da transferéncia de elétrons e em vdrios processos bio-
quimicos,’ como a fagocitose, fendmeno em que espécies reativas de
oxigénio, H,0, CIO™ e '0,*, sfio produzidas para eliminar o agente
agressor por oxida¢do. Porém, quando em concentracdo excedente
ao normal, essas espécies podem causar duas categorias de efeitos
potencialmente importantes: a) danos celulares, ao atacar membra-
nas, proteinas, polissacarideos e dcidos nucleicos, com consequente
alteracdo funcional e prejuizo das funcdes vitais em diversos tecidos
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- adiposo, vascular e cerebral, e 6rgdos, como musculo e figado,®
ocasionando eventualmente algumas doengas,**!' e b) ativacdo de
caminhos de sinalizagdo especificos.!>!3

Estudos epidemiolégicos tém mostrado que dietas ricas em frutas
e verduras estdo associadas a uma menor incidéncia de doencas cro-
nicas e degenerativas,'*'® embora prova definitiva de que suplementos
antioxidantes possam prevenir doengas cronicas ndo tenha sido obtida
ou consistentemente suportada pelos testes de intervencdo encon-
trados na literatura. H4 muita controvérsia nessa drea de pesquisa,
indicando a necessidade de obtencdo de evidéncias inequivocas a
respeito da eficdcia, seguranga e dosagem apropriada de antioxidantes
em relagdo a doencas cronicas.'® Assim, apesar de ndo haver compro-
vacdo cientifica definitiva, € prudente e aconselhdvel, em termos de
sadde publica, aumentar o consumo de alimentos vegetais' e seguir
uma dieta similar 2 denominada “dieta do Mediterraneo”.’

Um dos principais aspectos relacionados ao efeito protetor desses
alimentos tem sido atribuido, em parte, a presenga de compostos
antioxidantes, dentre os quais se destacam os compostos fendlicos,
além dos bem conhecidos -caroteno, vitamina C e vitamina E.>'"}

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual. No entanto,
de maneira geral e no contexto deste trabalho, ‘antioxidante’ pode
ser definido como uma familia heterogénea de moléculas naturais,
que, presentes em baixas concentra¢des, comparativamente as bio-
moléculas que supostamente protegeriam, podem prevenir ou reduzir
a extensdo do dano oxidativo.!'**

Antioxidantes de baixo peso molecular podem ser sintetizados
no préprio organismo ou ser oriundos da dieta. Estdo presentes em
nldmero e concentragdo maiores que os antioxidantes enzimaticos
e distribuidos em ambientes lipofilicos e hidrofilicos. Nenhum an-
tioxidante, isoladamente, retne todas as caracteristicas de um bom
antioxidante, assim descritas: deve ser um composto bioldgico
naturalmente presente em tecidos animais; deve ser ativo na protecao
de moléculas de proteinas e lipidios; deve ter uma boa biodisponi-
bilidade, apés administragdo oral e parenteral; deve ter meia-vida
longa; deve ser ativo no espago intra e extracelular e, deve ser capaz
de cruzar a membrana celular intacto.

Mais especificamente, antioxidantes agem nos organismos vivos
por meio de diferentes mecanismos. Dentre estes, podem ser citados:
a complexagdo de fons metdlicos, a captura de radicais livres, a de-
composicdo de peroxidos, a inibi¢do de enzimas responsdveis pela
geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a modulacio
de vias sinalizadoras celulares.”

A pesquisa de métodos reveladores e confidveis para detecgdo
precoce e prevencio de alteragdes no equilibrio redox celular e de
tecidos especificos, por meio da andlise de “biomarcadores”, reveste-
se, atualmente, de forte interesse cientifico e clinico.> O desenvolvi-
mento crescente de técnicas de ressonancia magnética nuclear de alta
resolucdo, de ressonancia paramagnética de spin e da sintese de spin
traps (capturadores de spin), das vdrias modalidades instrumentais e
técnicas de espectrometria de massas, de imageamento com sondas
fluorescentes, associadas a técnicas de separagdo com alta resolu-
¢do (cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar)
tém crucial importancia na andlise destes pardmetros.® De posse
desses dados, busca-se compreender os mecanismos moleculares
que sublinham o estresse redox e propor medicamentos ou alterna-
tivas nutricionais (alimentos ou nutrientes especificos) que possam
diminuir a acio deletéria dessas espécies reativas sobre a satde da
populagéo humana.?’3

Em termos alimentares, a deteriora¢do de dleos e gorduras €
responsavel pelos odores e sabores ran¢osos, com consequente decrés-
cimo da qualidade e seguranga nutricionais, causado pela formacio
de produtos secundadrios, potencialmente toxicos. Assim, a adicdo de
antioxidantes € requerida para preservar sabor e odor, além de evitar
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a destrui¢do de vitaminas. Dentre os antioxidantes sintéticos mais
utilizados para preservar alimentos, constam o hidroxianisol butilado
(BHA), o hidroxitolueno butilado (BHT), o galato de propila, a ferc-
butil-hidroquinona e os sorbatos (2,4-hexadienoatos).’ A substitui¢ao
de antioxidantes sintéticos por naturais pode apresentar vantagens
devido a implicac¢des na drea de saide e na funcionalidade. Nota-se,
por exemplo, que a maior solubilidade dos antioxidantes naturais
tanto em dgua como em 6leo € til na preparacdo de emulsdes e ou-
tras formulagdes, como os hidrogéis.’! Na utiliza¢do de antioxidantes
naturais, hd vantagem também no nivel preservacionista, na medida
em que as industrias alimenticias produzem residuos que poderiam
ter um destino muito mais benéfico, favorecendo o homem e o meio
ambiente. Por exemplo, muitos frutos comestiveis sdo processados
para fabricacdo de sucos naturais, sucos concentrados, doces em
conserva, polpas e extratos. Esses frutos possuem sementes e cascas,
fontes naturais de antioxidantes, que sdo muitas vezes descartadas em
vez de serem utilizadas, evitando o desperdicio de alimentos.

Dessa forma, no presente artigo, apresenta-se ampla, embora
ndo completa, revisdo bibliogrdfica da capacidade antioxidante de
determinados produtos de origem vegetal, como frutas, sementes,
cereais, 6leos e plantas aromdticas, em sua totalidade ou de partes
dos mesmos, sob diversas formas de processamento.

Descrevem-se, também, os principais métodos de andlise da

capacidade antioxidante frente aos oxidantes bioldgicos mais reativos,
mostrando exemplos de aproveitamento de vegetais, como os residuos
agroindustriais, e abordam-se questdes dietéticas da suplementacio
com os antioxidantes.

FONTES NATURAIS DE ANTIOXIDANTES
Frutas e derivados

Antioxidantes, como a vitamina C, a vitamina E, os carotenoides
e flavonoides, estéo presentes como constituintes dietéticos.”? A Ta-
bela 1 lista frutas e derivados como fontes naturais de antioxidantes.
Virios aspectos relativos aos antioxidantes naturais tém sido objeto
de investigagdo.*** Levando-se em considera¢@o a interferéncia de
aspectos quimicos e fisicos, estudos mostram a influéncia do processa-
mento e do tempo de armazenamento sobre o contetido de polifendis
em morangos.* Apés a colheita, muitas frutas e vegetais perdem seus
antioxidantes e o0 modo de acondicionamento utilizando citocininas
leva a mudangas, principalmente nos alimentos com alta capacidade
fermentativa, como o brdcolis.* Klimczak e colaboradores*' avalia-
ram o efeito da estocagem no conteuido de polifendis, vitamina C e
a atividade antioxidante de sucos comerciais de laranja.-

Verduras, hortalicas e temperos

Virios estudos tém evidenciado o potencial antioxidante de uma
larga variedade de vegetais (Tabela 2).4%

Bebidas

Vinhos contém uma ampla variedade de compostos polifenélicos,
em especial resveratrol e seus derivados (Tabela 3).4%” De Beer e
colaboradores*’ avaliaram o contetdo de fendis e dcido ascorbico,
além de pesquisarem a inibi¢do da peroxida¢do lipidica in vitro de
vinhos tinto e branco produzidos no sul da Africa. Além de vinhos,
estudos registram a atividade antioxidante em outros tipos de bebidas
alcodlicas, como licor e cerveja.**4° Chd verde e chd preto tém sido
extensivamente estudados quanto as propriedades antioxidantes frente
a uma variedade de espécies reativas.’*! Turkmen e colaboradores>
estudaram o efeito do tipo de solvente utilizado no processo de
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Tabela 1. Frutas e derivados como fontes naturais de antioxidantes

Fontes

Principais resultados Ref.

Framboesa, amora preta, groselha vermelha,
groselha espinhosa e cereja

Dentre as frutas estudadas, a cereja € considerada aquela com maior fonte de 33
antioxidantes, podendo ser empregada como suplemento alimentar.

Ameixa, morango, carambola, goiaba, uva,
magcd, manga, kiwi, meldo, mamao, abacate,
coco, melancia, banana, laranja, sapoti, rambu-
tan, entre outras

A capacidade antioxidante das frutas estudadas variou de acordo com a espécie, 34
de 0,06% para sapoti até 70,2% para rambutan.

Baguagu e jambolao

O extrato metandélico do baguagu apresentou elevado conteddo de fenéis (896,7 35
mg 100 g') quando comparado com outros frutos em bagas e, também, com o
jambolao (229,6 mg 100 g™).

Laranja, maga, abacaxi e uva

A vitamina C foi responsdvel por grande parte da capacidade antioxidante no 36
suco de laranja e menos que 5% no suco da maga e abacaxi. Nestes dltimos, a
maior contribui¢do foi decorrente da quantidade de fendis.

Polpa congelada de amora, uva, agai, goiaba,
acerola, morango, abacaxi, manga, graviola,
cupuacu e maracuji

As polpas congeladas de acerola, acai e morango foram as que apresentaram os 35
maiores valores de fendis: 580,1; 136,8 e 132,1 mg 100 g'!, respectivamente.

Mangas

Todos os extratos (casca, sementes, folhas e cascas de frutas) dos 16 cultivares 37
foram analisados quanto a sua alta capacidade antioxidativa, baseada no ensaio
HX/XO. Os compostos fendlicos: mangiferina, penta-O-galoil-glicosideo,

acido gélico e galato de metila foram também avaliados por DPPH’, FRAP

e ORAC. A mangiferina apresentou-se em maior concentracdo nas folhas

jovens de Coité (172 g/kg), casca de Momika (107 g/kg) e em folhas velhas

de Itamarakd (94 g/kg).

Mangas

Doze flavonoides e xantonas foram identificados em polpas, cascas e carogo. 38
A polpa, casca e caroco da variedade Ubd apresentaram elevada atividade
antioxidante.

Morangos

Estocados entre 5 ou 10 °C mostraram elevada capacidade antioxidante, 39
contetdo total de fendis e antocianinas, quando comparados com aqueles
estocados a 0 °C.

Brécolis

O modo de acondicionamento utilizando citocininas, leva a mudangas, princi- 40
palmente, nos alimentos com alta capacidade fermentativa, como brécolis.

Sucos comerciais de laranja

Observou-se diminuic¢éo no contetido de polifenois e vitamina C apds estoca- 41
gem, o que se refletiu na diminui¢do da capacidade antioxidante das amostras
estudadas.

Polpa e sementes de roma

Os extratos aquosos, tanto da polpa quanto das sementes, apresentaram as 42
maiores porcentagens de inibi¢do da oxidacdo: 87,31 e 93,08%, respectiva-
mente.

Tabela 2. Verduras e hortali¢as como fontes naturais de antioxidantes

Fontes

Principais resultados Ref.

Couve, espinafre, cenoura e cebola

Cebola e espinafre apresentaram a maior capacidade antioxidante quando 43
comparados com 0s outros vegetais estudados.

Alface

Demonstrou-se que a alface pode servir como fonte dietética natural de anti- 44
oxidantes de natureza fendlica.

Alface crespa, lisa, batata inglesa, cebola
branca e roxa, cenoura € chuchu

Acdo antioxidante moderada (60-70%) foi exibida pelos extratos da alface 45
lisa, cebola branca e couve-flor, enquanto que os do chuchu, cenoura, pepino,

tomate e vagem, com atividade inferior a 60%, foram considerados com fraca

acdo antioxidante.

extrac@o sobre o contetido de fendis e a capacidade antioxidante de temperos. Muitos dos principios ativos em plantas medicinais sdo

chd preto e chd mate, na Turquia (Tabela 3).

Plantas e temperos

compostos fendlicos. Existe um grande nimero de trabalhos na
literatura que descrevem a atividade antioxidante de ervas, plantas
medicinais e temperos.>+6

Em particular, o pélen apicola € um aglomerado de pélen de flores

A Tabela 4 lista vdrios dos estudos feitos a partir de plantas e de vérias fontes vegetais, que € coletado pelas abelhas e misturado
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Tabela 3. Bebidas como fontes naturais de antioxidantes
Fontes naturais de antioxidantes Principais resultados Ref.
Vinhos tinto e branco Foi observado que o vinho tinto apresenta uma prote¢do maior quanto a per- 47
oxidagdo lipidica, e isto foi atribuido principalmente ao conteido de fendis
das amostras analisadas.
Licor de noz verde A capacidade antioxidante do licor analisado apresentou correlagéo direta com 48
o conteudo total de fendis, total de taninos e nao taninos. O estudo mostrou
ainda ndo haver diferenca significativa entre licores com tempos de armaze-
namento diferentes.
Cerveja Foi capaz de induzir aumento significativo da capacidade antioxidante do plasma 49
1 h apds ingestdo, retornando aos niveis basais, 2 h depois.
Chad preto e chd verde Extratos aquosos de chds preto e verde mostraram agdo capturadora de espé- 50
cies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto, anion-radical superéxido
e radical hidroxila.
Cha preto O chd preto mostra a¢des de inibicdo da geragdo de espécies reativas, além de 51
sequestro das mesmas e quelacio de metais de transicio, acdes essas atribuidas,
em grande parte, ao contetido de catequinas.
Ch4 preto e chd mate Uma mistura contendo 15% do extrato etandlico do chd mate e 50% do ex- 52

trato de cha preto em acetona apresentou grande atividade antioxidante. Os
resultados mostraram que solventes com diferentes polaridades apresentam
efeito significativo sobre o contetdo de fendis e a capacidade antioxidante das
amostras analisadas.

com néctar e secre¢des das glandulas hipofaringeanas, que contém as
enzimas o e 3-glicosidase. Este aglomerado contém nutrientes, como
carboidratos, proteinas, aminodcidos, lipidios, vitaminas e minerais,
além de carotenoides, flavonoides e fitosterdis, o que justifica a sua
utilizacdo como alimento alternativo e/ou suplemento alimentar.
Pdlens apicolas mostraram-se altamente promissores, devido a sua
alta capacidade antioxidante.™

Nio menos interessantes foram os achados do grupo de E. Car-
1ini® sobre a elevada protecdo antioxidante cerebral de extratos da
planta “né-de-cachorro” (Hereropteris aphrodisiaca), administrados
aratos velhos e a ratos jovens, sendo entdo comparados os resultados
de cada grupo de animais. Essa planta ¢ largamente empregada na
medicina popular brasileira como tonico e contra debilidade geral do
sistema motor e das capacidades mentais, e € supostamente dotada
de propriedades estimulantes e afrodisiacas.®

As propriedades antioxidantes dos extratos de alecrim (Rosma-
rinus officinalis, Labiatae) tém recebido considerdvel atenc¢do. Na
industria de alimentos, seus efeitos antioxidantes tém se mostrado
superiores aos do antioxidante sintético BHA e semelhantes aos do
BHT. Comercialmente, tem sido usado em combinagdo com toco-
ferdis, observando-se sinergismo entre o alecrim e o o-tocoferol (o
extrato de alecrim regenera o tocoferol).®?

Sementes

Sementes sdo fontes alternativas naturais de antioxidantes (Ta-
bela 5).¢77

Fontes residuais

O grande interesse na substituicdo de antioxidantes alimentares
sintéticos por naturais despertou intensa procura por materiais vege-
tais brutos para a identificacio de novos antioxidantes. As reacdes de
oxidacdo ndo sdo de interesse exclusivo das industrias alimenticias,
na medida em que influenciam a producio de outros bens oxidaveis,
como cosméticos, farmacéuticos e plasticos. Moure e colaborado-
res® publicaram uma revisdo abordando a extracdo de compostos

antioxidantes (principalmente polifendis) de residuos industriais e da
agroindstria, nos quais identificaram importantes antioxidantes.

A Tabela 6 retine resultados de fontes naturais atrativas de antioxi-
dantes a partir de residuos da agricultura e da inddstria alimenticia.”**?
Algumas caracteristicas especiais sdo especificadas, a seguir.

E interessante notar que o estado redox de cascas de maga varia
conforme os diferentes genétipos, o tempo e o tipo de estocagem.®
Ainda em relagdo a residuos de cascas de frutas, Ajila e colaboradores®
estudaram compostos bioativos e o potencial antioxidante de extratos
provenientes da casca de manga, relatando uma alta atividade antio-
xidante, segundo diferentes sistemas de medida. Eles sugeriram, em
func¢do desta importante propriedade, o uso de casca de manga como
nutracéutico e para alimentos funcionais. Outro importante desdobra-
mento desta utilizagdo € o reaproveitamento da casca de manga, um
dos mais fartos residuos produzidos durante o processamento da fruta
e que, se ndo utilizado adequadamente, acaba contribuindo para a
poluigdo ambiental. Somado a isso, Ajila e Prasada Rao®” avaliaram a
protecdo do extrato da casca de manga contra o estresse redox induzido
pelo perdxido de hidrogénio em eritrécitos de ratos.

Okonogi e colaboradores® avaliaram a capacidade antioxidante
e a citotoxicidade de residuos de cascas de diferentes frutas: Punica
granatum (roma), Nephelium lappaceum (rambutam) e Garcinia
mangostana (mangostdo), que poderiam ser aproveitados devido ao
grande potencial antioxidante.

Alternativas economicamente vantajosas, por meio da exploragao
completa do contetido antioxidante de residuos de frutas tropicais de
fébricas de sucos, foram estudadas. Assim, extratos metandlicos de
farinhas de residuos de acerola, maracuja e abacaxi foram avaliados
quanto a sua capacidade antioxidante. Para isso, foram analisados o
conteudo total de fendis, a capacidade antioxidante frente aos radicais
DPPH: e anion radical superéxido, e o efeito de prote¢do a peroxidagdo
da membrana lipidica, causada pelo radical peroxila dos extratos me-
tandlicos das farinhas. Nesta dltima andlise, um modelo de membrana
bilamelar fosfolipidica com uma sonda fluorescente foi usado.

Os resultados para o conteddo total de fendis dos extratos me-
tandlicos das farinhas de residuos de acerola, maracujd e abacaxi
foram 94,6 + 7,4, 41,2 £4,2 e 9,1 + 1,3 mg de equivalentes de dcido
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Fontes Principais resultados Ref.

Prépolis brasileiro Relatou-se grande influéncia dos flavonoides na atividade antioxidante dos 53
extratos de propolis estudados.

Poléns apicolas do sul do Brasil O contetdo total de fenois, flavonoides e a capacidade antioxidante de extratos 54
etandlicos de pdlens apicolas do Rio Grande do Sul mostraram capacidade
semelhante a do o-tocoferol e maior do que as de BHT e BHA. Foi obtida
correlacdo positiva entre o conteido total de fenois e de flavonoides, sendo os
produtos majoritdrios, a rutina e miricetina.

Quinze espécies de plantas da Amazdnia Foi observada elevada correlacdo entre a capacidade antioxidante dos extratos 55
destas plantas com o contetido total de fenois.

Plantas medicinais Os extratos Terminalia brasiliensis Camb., Terminalia fagifolia Mart. & Zucc., 56
Copernicia cerifera (Miller) H.E. Moore, Cenostigma macrophyllum Tul. var.
acuminata Teles Freire e Qualea grandiflora Mart foram estudados. O extrato
do caule de T. brasiliensis, o mais ativo, com valor de EC, de 27,59 + 0,82
pg/mL, foi comparado a rutina (ECy, = 27,80 + 1,38) e dcido gélico (EC, =
24,27 £0,31).

Bauhinia monandra Extratos em cloroférmio e acetato de etila apresentaram maior atividade anti- 57
oxidante, atribuida a presenga de flavonoides e esteroides.

Grio de pimenta, orégano, noz-moscada, Muitas das espécies analisadas apresentam alto teor de compostos fendlicos e 58

entre outros demonstram boa capacidade antioxidante.

Diferentes tipos de temperos processados Anis, funcho, manjericao, horteld, estragdo e manjerona foram os temperos que 59
apresentaram elevada capacidade antioxidante de acordo com método baseado
em biossensor para deteccio de polifenois.

Extratos da planta “né-de-cachorro” Observou-se elevada protecdo antioxidante cerebral de extratos da planta

(Hereropteris aphrodisiaca) “né-de-cachorro” (Hereropteris aphrodisiaca), administrados a ratos velhos,
comparados a ratos jovens.

Oleos essenciais de espécies de Croton do Os 6leos essenciais de Croton zenhtneri e C. argyrophylloides apresentaram 61

Brasil maior atividade antioxidante que o C. nepetaefolius.

Extratos de alecrim (Rosmarinus officinalis O alecrim tem demonstrado efeito sinérgico com o dcido citrico e com o 62

Labiatae) antioxidante BHA.

Extratos de gengibre e alecrim Foram obtidos por extragdo em fluido supercritico. Atividade antioxidante 63
significativa para gengibre e alecrim, por teste ABTS (350 and 200 mmol L!
Trolox/g) e DPPH" (145 and 80 mmol L' Trolox/g), respectivamente. Carac-
terizagdo dos compostos mais ativos. Potenciais candidatos a substitutos de
antioxidantes sintéticos para industrias alimentares e farmacéuticas.

Oleos essenciais de uma série de plantas da Sugeriu-se que 6leos essenciais obtidos de vdrias plantas e temperos podem ser 64

familia Ocimum empregados na quimioprevengdo do cancer e como alimentos funcionais.

Extratos de brotos de caju (Anarcadium Foram utilizados os ensaios de Folin-Ciocalteau, de captura de ABTS*, DPPH’, 65

occidentale) de O,~, NO' e de habilidade de redugdo de fons férrico. Extrato metandlico
apresentou 7 vezes o conteddo total de fenois, em relagio ao extrato hexanico
e em acetato de etila.

Inga edulis A capacidade antioxidante do extrato e dos polifenois puros foi medida pelo 66

teste ORAC e comparada com o teor em fendlicos totais. O extrato bruto seco
apresentou valores de ORAC (11,16 mmol TE per g) e CTP (496,5 mg EAG
per g) muito altos. Os compostos identificados foram responsaveis, respectiva-
mente, por 9,53 e 12,10% dos valores ORAC e de CTP do extrato de folhas
de Inga edulis.

gélico/g de extrato seco, respectivamente. A farinha de residuo de
acerola mostrou o maior contetdo de fendis e capacidade antioxidante
frente ao radical DPPH". A farinha de maracujd mostrou a melhor
capacidade antioxidante frente ao anion radical superdxido. Resposta

alimentares, especialmente o extrato de acerola.”

Mallikarjunaradhya e colaboradores.**

similar foi observada em farinha de acerola e maracujd, quanto a

protecdo frente a peroxida¢do da membrana lipidica. De modo geral,

estes dados sugerem que extratos metanélicos de farinhas de acerola e

maracujd podem ser Uteis como suplementos antioxidantes ou aditivos

Produtos alimenticios obtidos de residuos da agroindistria

A importancia do processo de extragao na obtencdo da capacidade
antioxidante de residuos € evidenciada em patente depositada por

A Tabela 7 lista alguns estudos que reportam a capacidade
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Tabela 5. Sementes como fontes naturais de antioxidantes

Fontes Principais resultados Ref.

Sementes de uva Extratos de sementes de uva analisados apresentam bom poder redutor, avaliado 67
com ferrocianato de potdssio. Potencial utiliza¢do na preservagdo de produtos
alimenticios.

Sementes de tamarindo Todos os extratos analisados apresentaram atividade antioxidante (64,5-71,1%) 68
utilizando o sistema de emulséo que envolve 4cido linoleico, maior que a do
padrdo BHA.

Sementes de abacate, manga, jaca e Exibem atividade antioxidante e conteido total de fendis maior do que a 69

tamarindo por¢do comestivel das respectivas frutas. Esta contribui¢do foi sempre maior
que 70%.

Produtos derivados da castanha de caju Observada correlagdo significativa (p < 0,05) entre a capacidade antioxidante 70
e a concentracdo de alquilfenois nos extratos estudados.

Sementes de nozes Sementes de nozes estudadas apresentam grande potencial antioxidante. 71

Sementes de feijao-fradinho Todos os extratos estudados apresentaram atividade antioxidante (74,3-84,6%) 72
pelo sistema do 4cido linoleico, porém, usando o método B-caroteno, os valores
encontrados foram menores do que os padroes BHT, BHA e Trolox.

Cacau O consumo de chocolate aumenta o fluxo dérmico de sangue e seu nivel de 73

satura¢do com oxigénio.

antioxidante de produtos alimenticios fabricados a partir de re-
siduos da agroindistria.”>*® Por exemplo, o estudo de Chantaro,
Devahastin e Chiewchan® que avaliaram a capacidade antioxidante
de farinhas produzidas a partir de cascas de cenoura provenientes
de uma indistria de alimentos. Benakmoum e colaboradores® enri-
queceram azeites de oliva refinado e extravirgem e 6leo de girassol
com carotenoides provenientes de polpa e casca de tomates. Ajila,
Leelavathi e Prasada Rao®” avaliaram a capacidade antioxidante e o
contetdo de fibras dietéticas de biscoitos enriquecidos com farinha
de casca de manga. Zia-ur-Rehman, Habib e Shah®® adicionaram
extratos de casca de batata como antioxidante natural em 6leos de
sementes de soja.

Outras fontes

A capacidade antioxidante de outras fontes naturais também tem
sido investigada (Tabela 8).”1! Recentemente, Ferreira e colabora-
dores” estudaram o poder redutor de duas espécies de cogumelos do
nordeste de Portugal. H4 uma profusdo de estudos que defendem a
prote¢do antioxidante provida por alguns tipos de dieta adotados por
determinadas populagdes. Esta protecdo antioxidante envolveria os
sistemas nervoso e cardiovascular, resultando em maior longevidade
e reduc¢do de cardiopatias e doengas neurodegenerativas.

A capacidade antioxidante da dieta do Mediterraneo, marcada
por uma alimentag@o rica em frutas, verduras, azeite de oliva, alho
e vinho, por exemplo, foi avaliada por muitos pesquisadores, como
Saura-Calixto e Goiii.'”® Nestes estudos, € frequente a estimativa de
produtos de Maillard,'”" que sdo decorrentes da reacdo de Schiff e
posterior isomeriza¢do — portanto, ndo enzimatica — entre agticares
redutores (aldoses) e residuos de aminodcidos basicos (lisina, argi-
nina) de proteinas em alimentos, apds processo de aquecimento em
altas temperaturas.'®

Estes produtos de condensacéo entre aldeidos derivados de pro-
dutos de oxida¢@o avancada de lipidios, agticares e bases de DNA tém
sido utilizados como marcadores de doencas e envelhecimento.!%1%
Sdo denominados, respectivamente, de AGES (Advanced Glycation
End-products) e ALES (Advanced Lipoperoxidation Products). O
actimulo em algumas desordens do metabolismo humano (céncer,
diabetes, dieta de Atkins, doenga de Alzheimer, envelhecimento etc.)

de compostos carbonilicos — aldeidos aliféticos, alquenais, alcadie-
nais, o- e B-dialdeidos e dicetonas, B-cetodcidos, o-aminocetonas,
a-hidroxialdeidos e o-hidroxicetonas etc — derivados da oxidac@o
aerdbica de carboidratos, lipidios, proteinas, DNA e alguns me-
tabodlitos, com subsequente formacdo de produtos de conjugacio
com biopolimeros, caracteriza um estado metabdlito recentemente
denominado “estresse carbonilico”.!%

Neste contexto, também merece atencdo a atividade antioxidante
e antirradicalar da L- carnitina, transportador essencial de dcidos gra-
xos de cadeia longa para a matriz mitocondrial. Na medida em que €
fundamental para a produ¢@o de ATP, a L-carnitina € tema recorrente
na drea de exercicio fisico.!1%

Constituintes quimicos principais, responsaveis pela atividade
antioxidante

Em muitos dos trabalhos relatados, identificou-se o principio
antioxidante principal, como no caso do azeite de oliva, o hidro-
xitirosol,'” ou apenas isolaram-se fracdes detentoras de atividade
antioxidante. Deve-se ressaltar que a atribui¢io inequivoca de ativi-
dade antioxidante biolégica, mesmo que in vitro ou ex vivo, a com-
postos isolados e identificados de um extrato ndo € tarefa fécil, pois
varios fatores t&€m de ser avaliados. Dentre estes, a a¢@o sinergistica
dos constituintes supostamente ativos, sua absor¢do pelo sistema
gastrointestinal, possiveis atividades toxicas colaterais, velocidade
de metabolizac@o e excrecdo, dose-resposta etc. Deve-se, também,
considerar a necessidade de identificar marcadores de um extrato
que atestem a reprodutibilidade de sua preparacdo e atividade, uma
vez que a composi¢do quimica de qualquer espécie varia segundo
muitos fatores: variedade da planta, local de cultivo, esta¢do e hora
de coleta, caracteristicas da entomofauna etc.

Outro problema a ser considerado € relacionado a presenca de
heterosideos, de modo geral na forma de B-glicosideos. Eles sio di-
ficilmente computados no contetido total de fendis, uma vez que nao
sdo facilmente extraidos pelos solventes usuais, como acontece com
os fenois livres. No sistema gastrointestinal humano, os alimentos sio
digeridos no estdmago (ambiente dcido, com enzimas), no intestino
delgado (ambiente bdsico, com enzimas) e no célon (pH neutro,
presenca de microflora intestinal). Os heterosideos fendlicos ndo sao
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Fontes vegetais naturais de antioxidantes

Tabela 6. Residuos como fontes naturais de antioxidantes
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Fontes

Principais resultados

Ref.

Residuos da vinicultura

O extrato etandlico dos residuos estudados exibiu elevada atividade antioxidante,
quando comparado com os extratos em outros solventes, contra o antioxidante
sintético BHT, o palmitato de ascorbila e a vitamina E. Nao foi observada cor-
relagd@o positiva entre atividade antioxidante e contetido total de fenois.

74

Residuos sélidos de azeitona

O extrato (1-20 pg/mL) analisado foi pré-incubado em células endoteliais e
preveniu a peroxidagdo lipidica e a morte celular. Os resultados indicam uma
grande capacidade antioxidante dos extratos estudados.

75

Residuos de carambola

A alta quantidade de fenois e a elevada capacidade antioxidante dos residuos
estudados indicam que poderiam ser empregados como aditivos alimentares.

76

Bagago de uva

Encontraram-se 17 tipos de compostos polifendlicos diferentes, entre eles,
acido gélico, catequina, epicatequina, quercetina.

77

Bagaco de maga

Todos os compostos antioxidantes encontrados apresentaram elevada atividade
antioxidante, sendo a atividade sequestradora de radicais DPPH 2 a 3 vezes
e a do anion radical superéxido 10 a 30 vezes maior do que a das vitaminas
CeE.

78

Residuos de maga, péra e alcachofra

Foram encontrados extratos com elevado contetido de fenois e elevada capaci-
dade antioxidante.

79

Folhas de chad velho e residuos de cha preto

O residuo de chd preto apresentou maior capacidade antioxidante quando
comparado com a folha de chd velho. Recomendam o uso destes chds como
fontes naturais de antioxidantes.

80

Sementes (soja) e residuos agricolas de soja

Os extratos das sementes mostraram variagdes no conteido de fenois (6,4 a
81,7 mg EAG/g), de flavonoides (3,5 a 44,6 mg QE (quercetina)/g) e atividade
antioxidante (7,5 a 74,7%).

81

Residuos de sementes de groselha preta

Fenois e os tocoferois foram os mais importantes constituintes do residuo
pressionado de semente de groselha preta estudado.

82

Sementes, casca de semente, casca e
6leo de abébora

O 4cido p-hidroxibenzoico foi o composto fenélico mais abundante nas
amostras estudadas.

83

Residuos de cebola

Residuos de cebola mostraram ser fonte de antioxidantes e de compostos anti-
escurecimento, podendo ser utilizados como ingredientes de alimentos.

84

Casca de magd

A preservacido dos compostos antioxidantes variou de acordo com o tempo
de estocagem. No periodo de 45 dias ocorreu um aumento na quantidade de
antioxidantes. Na estocagem durante 90 dias, a quantidade de antioxidantes foi
mais preservada em atmosfera controlada quando comparado com estocagem
comum a frio.

85

Casca de manga

O extrato da casca de manga mostrou atividade antioxidante em diferentes
sistemas e poderia ser usado como nutracéutico e alimento funcional. O ex-
trato da casca de manga mostrou prote¢do contra modificacdes morfoldgicas
e degradagdo da membrana proteica causada pelo peréxido de hidrogénio. Os
resultados demonstram que o extrato estudado protege os eritrocitos contra o
estresse oxidativo e poderia trazer beneficios a saide.

86, 87

Casca de manga

A casca de manga apresenta grande potencial como fonte de compostos bené-
ficos para a satide, fonte de quercetina 3-O glicosilada e mangiferina.

88

Cascas de oito diferentes frutas

As cascas de rambutan podem ser consideradas uma fonte natural de antioxi-
dantes para alimentag@o ou ser adicionadas a produtos farmacéuticos, devido
a sua elevada capacidade antioxidante e propriedade ndo toxica em células
normais.

89

Residuos de limao

Encontrou-se correlacdo entre teor de compostos fendlicos e a atividade an-
tioxidante total, sendo que tais compostos foram os antioxidantes que mais
contribuiram para a atividade do produto.

90

Bagaco e pediinculo do caju

Nas fracdes estudadas, foram identificados os dcidos galico, fertlico, cafeico,
protocatectico, quinico, cinamico, gentissico, p-cumdrico e salicilico, os quais
conferem o potencial antioxidante. Estes resultados caracterizaram in vitro
o potencial antioxidante do bagaco e do extrato bruto do pedinculo de caju
clone CCP-76.

91

Casca de batata

Extrato da casca de batata foi capaz de proteger eritrécitos contra o estresse
oxidativo, provavelmente por atuar como potente antioxidante.

92

Farinhas de residuos de acerola, maracuji e
abacaxi

Os extratos metanélicos de farinhas de residuos de acerola (FRAC), maracuja
(FRMA) e abacaxi (FRAB) exibem capacidade antioxidante. FRAC e FRMA
podem ser tteis como suplementos antioxidantes ou aditivos alimentares, em
especial, o extrato de acerola.

93
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Tabela 7. Alimentos produzidos a partir de residuos da agroindustria como fonte de antioxidantes
Fontes Principais resultados Ref.
Barras de cereais a base de cascas de ce- O tratamento térmico, durante o branqueamento e secagem, causou diminuicio 95
noura no conteddo de B-caroteno e compostos fendlicos, diminuindo a atividade
antioxidante do produto final.
Oleos e azeites enriquecidos com carote- A incorporacio da casca do tomate provocou um aumento na concentracio 96
noides de B-caroteno e licopeno quando comparado com a polpa do tomate puro.
Entretanto, a incorporacéio do tomate completo (polpa e casca) induziu mel-
hor estabilidade térmica dos 6leos refinados quando comparados com o 6leo
extravirgem e 6leo de girassol.
Biscoitos enriquecidos com casca de manga O contetido de polifenois aumentou de 0,54 para 4,50 mg/g e o de carotenoide 97
de 17 para 247 pg/g de biscoito com 20% de adicdo de farinha de casca de
manga. Biscoitos com boa aceitabilidade foram obtidos apds adicdo de 10%
de farinha de casca de manga.
Oleo de soja enriquecido com casca de  Extrato de casca de batata mostrou elevada capacidade antioxidante, igualando- 98
batata se a dos padrdes BHA e BHT. Portanto, esse extrato poderia ser utilizado como
antioxidante natural, podendo ser adicionado em dleos, gorduras ou outros
produtos alimenticios.
Tabela 8. Outras fontes naturais de antioxidantes
Fontes Principais resultados Ref.
Cogumelos As duas espécies estudadas (Lactarius deliciosus (L) Gray e Tricholoma 99
portentosum (Fr.)) apresentaram potencial antioxidante, mas a L. deliciosus
mostrou-se mais ativa.
Dieta do Mediterraneo Uma quantidade de vitaminas C e E que corresponde a 10% das recomendagdes 100
didrias de consumo foi encontrada. O contetido total de fendis foi estimado em
1171 mg EAG/pessoa/ dia.
Extratos voldteis de produtos da reagdo de A atividade antioxidante de cada composto presente no extrato analisado ndo 101
Maillard foi elevada. O alto poder antioxidante mostrado pelo extrato foi decorrente da
acdo sinérgica destes compostos da reacdo de Maillard.
L-carnitina A L-carnitina apresentou alta atividade antioxidante frente aos radicais livres 108

DPPH’, anion radical superéxido e peréxido de hidrogénio.

digeridos no estdmago e no intestino delgado, chegando intactos ao
célon, onde sdo liberados, por hidrdlise bésica e exibem bioatividades,
com beneficios a satide. Como exemplos, podem ser citados o aba-
caxi e a banana, que apresentam uma alta propor¢ao de heterosideos
e sdo digeridos pela flora intestinal.'"® E interessante ressaltar que,
na medicina chinesa, a banana € usada contra contispagdo intestinal
e esse efeito terapéutico pode ser devido a alta percentagem destes
constituintes.'” H4, portanto, necessidade de atenc@o na preparagio
de produtos antioxidantes, pois processos adicionais de digestdo com
base e extracdo em fase sélida podem se fazer necessarios.!%!!!

METODOS EMPREGADOS NA DETERMINACAO DA
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos
de origem vegetal depende de sua estrutura e da sua concentragiao no
alimento. Por sua vez, a quantidade destas substincias em vegetais €
amplamente influenciada por fatores genéticos e condi¢cdes ambien-
tais, além do grau de maturagdo e variedade da planta, entre outros
aspectos. Sabe-se, ainda, que a capacidade antioxidante € influenciada
pelo substrato utilizado no ensaio, pelo solvente e pela técnica de
extragdo utilizada, bem como pelo bindmio tempo-temperatura. No
que se refere aos solventes organicos, o metanol, por conseguir extrair
elevada quantidade de compostos bioativos, tem sido apontado como
o0 mais efetivo.’>!'?

Em decorréncia da grande diversidade quimica existente, em
especial entre os compostos fendlicos, vdrios ensaios tém sido de-
senvolvidos para avaliacio da capacidade antioxidante de amostras.
Alguns deles determinam a habilidade dos antioxidantes em seques-
trar espécies reativas geradas no meio reacional. Outros avaliam a
eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacdo lipidica por
meio de: quantificacio dos produtos da reacio - dienos conjugados
e hidroperéxidos; quantificagdo dos produtos da decomposi¢do da
peroxidacdo lipidica, ou medi¢do da inibicao da oxidacao do lipidio
do sistema pelo antioxidante a ser testado.

Estes ensaios diferem em relagdo ao mecanismo de reacio, as
espécies-alvo, as condi¢des reacionais e na forma com os resultados
s30 expressos. N@o obstante a diversidade de métodos para avaliar a
capacidade antioxidante, ndo existe um procedimento metodolégico
universal.”!'3!14 Este fato impde a necessidade de avaliar a capacidade
antioxidante por diferentes ensaios, com fundamentos e mecanismos
de acdo diferentes.

De antemaio, € necessdrio frisar que a comparagdo da capacida-
de antioxidante entre os diferentes métodos ndo € feita em valores
absolutos, pois cada método tem sua prépria escala de valores. Uma
padronizacdo € urgentemente requerida e deve seguir os critérios
estabelecidos por Huang e Prior:! utilizar moléculas biologicamente
relevantes; ser tecnicamente simples; com ponto final e mecanismo
quimico bem definidos; com instrumentagdo facilmente disponivel;
ter boa repetibilidade e reprodutibilidade; ser adaptdvel para ensaios



Vol. 32, No. 3

de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos e, para high-throughput
andlises.

Varias revisoes da literatura referem-se a ensaios antioxidantes,
B3I em diferentes matrizes, com avaliagdo comparativa e critica
entre eles. Um dos mais atuais e abrangentes artigos foi publicado
recentemente''® e os principios quimicos dos métodos baseados em
oxidantes biolégicos ou em ensaios ndo bioldgicos sdo ali listados e
discutidos criticamente.

Alguns autores defendem o estudo da capacidade antioxidante
total, em vez da andlise de antioxidantes isolados, uma vez que hd
dificuldade em medir cada antioxidante e, principalmente, devido
a interagdo que existe entre eles. Nesta técnica, leva-se em conta
a acdo acumulativa de todos os antioxidantes presentes; obtém-se,
assim, um parametro integrado, capaz de revelar nuangas acerca do
delicado equilibrio redox existente in vivo.> No entanto, em artigo
recente, Sies''® questiona o conceito de “capacidade antioxidante
total” avaliada em plasma humano, alegando que sua defesa antioxi-
dante principal sdo as enzimas. Ele alega que produtos fitoquimicos
dietdrios sofrem diferentes processos de absorcdo e metabolizagio
e, por isso, uma extrapolacdo de seus efeitos para a saide humana
requer conhecer, a nivel molecular, como o composto atua, ou seja, 0s
efeitos de um composto ndo podem ser avaliados por um parametro
genérico como a capacidade antioxidante total.

Os métodos disponiveis para medida de atividade antioxidante
sdo vdrios e ndo serdo todos aqui apontados, pois ha muitas revi-
sdes recentes referentes a este tema.*!'*!">17 Tampouco serdo aqui
abordados os métodos de avaliac@io de atividade antioxidante frente
ao oxigénio excitado ao estado singlete ('O,*), uma espécie menos
frequente em sistemas descritos de estresse redox, embora tenha papel
reconhecido na lipoperoxidagdo e na fagocitose.! Sua determinagao
por método fisico exige fotdmetros de alta sensibilidade no vermelho
e infravermelho préximo, ndo disponiveis na maioria dos laboratérios;
sua dosagem por via quimica requer sondas doadoras e aceptoras
de oxigénio singlete soliveis em dgua (derivados naftalénicos e
antracénicos), muitas delas nao disponiveis comercialmente. Serdo
descritos os métodos mais utilizados, vantajosos pela sua simplicidade
metodolégica, tempo de andlise, custo e relativa especificidade, sendo
cada um deles direcionado a um mecanismo antioxidante particular.
Sdo métodos que utilizam equipamentos disponiveis na maioria dos
laboratérios de pesquisa em Quimica, Bioquimica e Farmdcia e em
laboratdrios de andlises clinicas e industrias.

Conteudo total de fenéis

Método de Folin-Ciocaulteau

Compostos polifendlicos sdo importantes constituintes dietéticos,
em virtude da sua elevada capacidade antioxidante, atribuida a sua
habilidade em complexar fons metalicos, inativar reagdes radicalares
em sistemas deslipidados, e prevenir conversao de hidroperéxido em
oxirradicais reativos.'®

A quantificacdo de compostos fendlicos € realizada por meio de
uma variedade de métodos; todavia, o que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteau (RFC) € o mais extensivamente empregado.''*-1?

O RFC consiste de mistura dos dcidos fosfomolibidico e fosfotun-
gstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidagdo (VI)
(cor amarela no complexo Na,MoO,.2H,0); porém, em presenga de
certos agentes redutores, como os compostos fenélicos, formam-se os
chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW, O 4)“'],
nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais estd entre 5 (V)
e 6 (V]) e cuja coloracdo permite a determinacdo da concentra¢do
das substancias redutoras que, ndo necessariamente, precisam ter
natureza fendlica.'*!%

A Figura 1 mostra a desprotonacdo dos compostos fendlicos (no
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exemplo, o padrio 4cido gédlico) em meio bésico, gerando os anions
fenolatos. A partir dai, ocorre uma reagdo de oxirredugdo entre o
anion fenolato e o reagente de Folin, na qual, segundo Singleton,
Orthofer e Lamuela-Raventds,'? o molibdénio, componente do rea-
gente de Folin, sofre reducdo e o meio reacional muda de colorac¢do
amarela para azul.

COOH

coo
+2Mo% —» +2Mo® + 2 H"
HO OH
OH

Figura 1. Reagdo do dcido gdlico com molibdénio, componente do reagente
de Folin-Ciocaulteau

Na realidade, o RFC, popularmente reconhecido como o teste
para medir o contetdo total de fenois, mede a capacidade redutora
das amostras, mas isto ndo € expresso no nome. Outro ponto fraco
do método € que ocorre superestimacgdo do conteido fendlico, em
larga extensdo.**!>* Virios interferentes néo fendlicos sdo conhecidos,
entre eles, a vitamina C. Em trabalho recente,” foi verificado que a
adi¢do de 4cido ascérbico a dcido gdlico em diferentes proporcdes
(0,1:1,0; 0,5:1,0; 1,0:1,0; 2,0:1,0) provocou o aumento de absorban-
cia, revelando interferéncia de cerca de 20%, mas, somente quando
a razdo ascorbato/galato > 1. Por outro lado, em vista de processos
de extragdo ndo eficientes, heterosideos (éteres ou ésteres) podem
nao ser avaliados, levando a valores subestimados de contetdo total
de fendis.'” Em vista disto, recomenda-se a determinagio de acido
ascorbico e outros possiveis interferentes e a andlise das fragdes
insoldveis dos vérios extratos, apés etapa de digestdo bdsica.!®!1°

Capacidade antioxidante

Frente ao radical DPPH*

Um dos métodos mais usados para verificar a capacidade an-
tioxidante consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH"), de coloragdo purpura, que
absorve em um comprimento de onda de 516 nm. Por acdo de um
antioxidante ou uma espécie radicalar (R*), o DPPH" € reduzido for-
mando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 2), de coloragio
amarela, com consequente desaparecimento da banda de absor¢ao,
sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir
dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante (quantidade de DPPH" consumida pelo antioxidante) ou
sequestradora de radicais e/ou a porcentagem de DPPH’ remanescente

no meio reacional.'”®
CL D S
N
Figura 2. Reagdo quimica entre o BHT e o radical DPPH®
O mecanismo de reagdo € baseado em transferéncia de elétrons,

enquanto a abstrag¢do de dtomo de hidrogénio € uma reagdo marginal,
pois a mesma acontece lentamente em solventes que estabelecem
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Figura 3. Representagdo esquemdtica da geracdo do dnion radical superdxido e ag¢do de um antioxidante presente no meio. NBT = azul de nitrotetrazolio;

PMS: fenazina metassulfato; NADH = nicotinamida adenina dinucleotidio
fortes ligacdes de hidrogénio. O método € influenciado pelo solvente e
pelo pH das reacdes. O método € considerado facil e util para andlise
de substancias puras e amostras complexas.

Frente ao dnion radical superoxido

A enzima antioxidante superéxido dismutase catalisa a ani-
quilacdo do anion radical super6xido em perdéxido de hidrogénio
e dgua.'” Técnicas que utilizam a superéxido dismutase ndo séo
simples e, além disso, apresentam custo elevado relativo a enzima
padrio. Diante disto, Ewing e Janero'?® desenvolveram um método
enzimatico indireto de geragdo de superéxido em microplacas, que
se mostra rapido e econdmico. A reagdo que ocorre nesse método
estd representada na Figura 3. Esta reacdo tem inicio com a adi¢io
de NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo) a mistura de PMS
(fenazina metassulfato) e NBT (azul de nitrotetraz6lio), com formacao
do anion radical super6xido. Em seguida, dois radicais superéxido
sdo capazes de doar, cada um, um elétron para o NBT, que se reduz
a formazana, entdo monitorada em um comprimento de onda de 560
nm, em espectrofotometro UV-Vis. Quando algum antioxidante ¢
adicionado no meio, ele € capaz de competir com o NBT pelo anion
radical superéxido gerado, diminuindo, dessa forma, a reducdo do
NBT e, consequentemente, a formacao de formazana.

Inibicdo da lipoperoxidacdo

Um bom antioxidante “quimico’ pode ser um antioxidante “biol6-
gico” menos eficaz. Em fun¢ao disso, muitos pesquisadores utilizam
métodos de avaliagdo in vitro, na presenca de lipossomos sintéticos
simuladores das membranas bioldgicas.'?” Técnicas fluorimétricas sdo
frequentemente utilizadas na medida da lipoperoxidagdo. O método
fundamenta-se no decaimento da fluorescéncia emitida por uma sonda
acoplada ao lipossomo, através do ataque de uma espécie reativa.
Ap6s a adi¢do de uma espécie redutora, ou seja, o antioxidante,
observa-se um menor decaimento da fluorescéncia. Isto significa que
amembrana foi protegida e o antioxidante foi atacado pelas espécies
reativas presentes no meio.'?

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acio das espé-
cies reativas de oxigénio. Entretanto, a membrana € um dos compo-
nentes mais atingidos, o que acarreta alteracdes na sua estrutura e na

sua permeabilidade. Consequentemente, hd perda da seletividade na
troca i0nica e liberacdo do contetido de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formagao de produtos citotdxicos (como
o malonaldeido), culminando com a morte celular. A lipoperoxidagio
também pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de
cincer e a exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos.'®

Sistema hipoxantina/xantina oxidase (HX/XO) usado na
dosagem de radical hidroxila

A metodologia desenvolvida por Owen e colaboradores'*-13!
consiste em um sistema enzimatico contendo a hipoxantina como
substrato e uma enzima, a xantina oxidase (Figura 4). Esta enzima
catalisa a oxidagdo de hipoxantina a xantina, a qual &, ent3o, oxidada
adcido drico. Em ambas as etapas da oxidagao da hipoxantina a d4cido
urico, ha producdo de anion radical superéxido, que reduz Felll a
Fell, cuja reagdo com H,O, gera radical hidroxila (reagdo de Haber-
Weiss catalisada por ferro). Este radical reage com o dcido salicilico,
presente no meio, formando os dcidos benzoicos di-hidroxilados
[acido 2,3-di-hidroxibenzoico (2,3-DHBA) e acido 2,5-di-hidroxi-
benzoico (2,5- DHBA)]. A hipoxantina e o 4cido salicilico, incluindo
os produtos de oxidacdo de ambos, sdo previamente quantificados
por um experimento padrao utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Portanto, € possivel adicionar ao sistema uma amostra que
tenha capacidade antioxidante para ser avaliada. Assim, se a referida
amostra conseguir competir com o dcido salicilico na captura dos
radicais hidroxila, menores quantidades de 2,3-DHBA e 2,5-DHBA
serdo formadas, indicando entdo a capacidade antioxidante para a
amostra analisada. Se ocorrer diminui¢do da concentragdo de acido
urico, significard que houve a inibi¢do da enzima xantina oxidase,
fonte indireta de radical hidroxila.

ANTIOXIDANTES NA AREA NUTRICIONAL

O interesse crescente no emprego de nutrientes antioxidantes
visando, por exemplo, a melhoria geral da saide e o retardo no
processo de envelhecimento tem atraido a aten¢do da populagdo em
geral, que deseja saber quais sdo os beneficios da ingestdo de suple-
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Figura 4. Esquema representativo do ensaio antioxidante hipoxantina/
xantina oxidase

mentos antioxidantes. Varios estudos na literatura descrevem o uso
de suplementos antioxidantes no tratamento de diversas patologias:
alguns deles, com atividade direta sobre espécies reativas, e outros
como quelantes de metais indutores de estresse oxidativo, como o
Succimer® (2,3-dimercaptosuccinatos) e orto-difendis.’30-13%134

Quanto ao uso de vitaminas antioxidantes, ha um vasto e contro-
verso campo de descobertas. As vitaminas C, E e o B-caroteno tém
sido apontados como atuantes na prevencdo de doengas cronicas,
em especial doengas cardiovasculares (DCV) e cancer.'* 13 Porém,
a literatura nessa drea se destaca por resultados controversos em
experimentos semelhantes; talvez, em alguns casos, a urgéncia em
obter resultados positivos comprometa o necessario rigor cientifico
das investigagdes.'?’

Embora haja muitos trabalhos assegurando a atividade antioxi-
dante da vitamina E, in vitro e in vivo, Azzi" alerta para alguns fatos:
muitos antioxidantes nio sdo capazes de substituir o o-tocoferol (Vit.
E) em vdrias reagdes celulares; ndo existe resposta de expressao gé-
nica compensatdria a deficiéncia de Vit. E; a absorcao de Vit. E pelo
sistema gastrointestinal € muito singular; o processo de degradacao
oxidativa desta vitamina € lento e, hd diferengas biofuncionais im-
portantes entre os varios tocoferois e tocotrienois nio relaciondveis
as suas estrutura e atividade. O autor, por meio desta lista, argumenta
fortemente a favor de um papel ndo-antioxidante desta vitamina,
possivelmente naquele de interferir nas vias de sinalizag@o celular.
Por outro lado, deve-se considerar que o proprio sistema enzimatico
antioxidante de um organismo pode responder majoritariamente pela
sua protecdo contra espécies reativas, dando pouco espago para a
atuacdo suplementar de vitaminas administradas.

Dentre todas as doengas em que o estresse oxidativo causa compli-
cagdes, as doengas cardiovasculares sao as que contam com maiores
evidéncias. Supde-se que as vitaminas E e o B-caroteno possam inibir
a oxidacgdo das LDLs (low-density lipoprotein ou lipoproteinas de
baixa densidade) para a sua forma mais aterogénica e, assim, preservar
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o endotélio.* Contudo, faltam estudos conclusivos que substanciem a
nogéo de que consumindo mais vitamina C, vitamina E ou 3-caroteno
(ou outros carotenoides) se reduza o risco destas doencas.

A avaliacdo segura de terapia antioxidante ndo € absolutamente
trivial em vista destas consideracdes e pelo fato de uma atividade
antioxidante verificada in vitro com sistemas-modelo ser incapaz
de mimetizar a realidade da célula, com suas especificidades:
védrios compartimentos, membranas com permeabilidade seletiva,
concentracdes diferentes de espécies reativas e alvos moleculares
e microambientes com diferentes pHs, polaridades, capacidade de
solubilizar peréxidos (H,0,, ROOH, HOONO) e gases (NO e O,).""*
Ou seja, um bom antioxidante “quimico” pode ser um antioxidante
“bioldgico” menos eficaz.

Apesar das controvérsias, para as vitaminas C e E, foram estabele-
cidas as recomendagdes nutricionais didrias considerando a atividade
antioxidante além da atividade nutricional — 90 mg para homens e 75
mg para mulheres de vitamina C e 15 mg para homens e mulheres
de vitamina E."* Em relagio aos carotenoides, os estudos existentes
ainda nio foram suficientemente conclusivos para o estabelecimento
de recomendacdes nutricionais, apesar de se saber que tais substancias
influenciam as reag¢des bioquimicas do sistema oxidativo. 213

Para os flavonoides, discute-se, ainda, se os mesmos sao nu-
trientes, uma vez que eles sdo metabolizados, em grande extensdo
no organismo, de tal forma a ndo alcancarem concentracio ideal
para agirem como antioxidantes.'** Isto, porém, ndo implica em
desconsiderar a relevancia de tais substancias na dieta, bem como sua
atividade antioxidante.”!*® Em trabalho recente, Spencer'® atribuiu
aos flavonoides importante atividade em processos cerebrais ligados
a memoria, exercendo efeitos neuroprotetores, devido a interagdes
com macromoléculas responsdveis por caminhos de sinalizag¢Ges
em neur6nios, fundamentais para a sobrevivéncia e diferenciacio
celulares e para a memdria. H4 impacto de flavonoides na arquitetura
celular do cérebro. Como essa sofre deterioragdo com a idade, uma
dietarica em flavonoides poderia, eventualmente, reverter o processo
de deteriorac@o. Essa drea de grande interesse cientifico necessita
estudos adicionais, no entanto, hé forte possibilidade de que esses
agentes venham a constituir os primeiros candidatos para uma nova
geragdo de farmacos com a¢do em memdria.'*

De acordo com a American Dietetic Association (Associacio
Dietética Americana),'* a melhor estratégia nutricional para pro-
mover a saude e reduzir o risco de doencas cronicas € a obtencdo de
nutrientes de uma grande variedade de alimentos. Os suplementos
vitaminicos e de minerais s6 seriam apropriados quando bem aceitos
pelo paciente, e prescritos somente apés comprovacio cientifica de
sua eficdcia e seguranca.

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nesta revisdo, enfatizou-se a possibilidade de muitas plantas — in
natura, processadas ou seus residuos agroindustriais — serem fontes
de antioxidantes. Assim, procurou-se estudar frutas, tubérculos, cas-
cas, sementes, dleos, entre outros componentes das plantas, visando
verificar o seu potencial antioxidante. Os mais promissores sao 0s
produtos de processamento de uvas, acerola e alguns temperos, como
gengibre e alecrim. Alguns alimentos (assim como cosméticos) ja
foram enriquecidos com estes residuos, com alto grau de sucesso.

O gendtipo,”” o modo de plantio e fatores ambientais (local,
periodo de coleta, tipo de solo e composicdo mineral, pés-colheita
e os diferentes processamentos) podem afetar a biossintese dos
antioxidantes produzidos, fazendo-se necessaria, portanto, uma
colaboragdo multidisciplinar.'! Estudos genéticos, para obter uma
maior producdo de agentes antioxidantes e o desenvolvimento de
tecnologias como o nanoencapsulamento, que controlaria a incor-
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poracdo ou a perda de antioxidantes e vitaminas,'** sdo perspectivas
de grande interesse na drea.

Antioxidantes naturais, na maioria das vezes, apresentam capa-
cidades antioxidantes menores do que as dos compostos sintéticos,
mas a legislagdo ¢ mais flexivel em relagdo a estes. Em todo caso, ¢
necessario um estudo econdmico detalhado, com ateng@o cuidadosa
em relacdo a toxicidade potencial. Estudos nessa linha devem ser
realizados antes da possivel aplicacdo em escala.’> A discussio de
testes toxicoldgicos e antimicrobianos foge do escopo do presente
trabalho, porém os mesmos sdo fundamentais para a liberacio para
uso industrial ou artesanal dos varios produtos, em alimentagao hu-
mana. Soni e colaboradores publicaram uma revisio recente sobre
medidas de seguranga alimentar em relagdo ao extrato de polpa de
azeitona,'” com exemplos também de frutos comestiveis (Punica
granatum, roma),' que devem ser seguidos.

Em termos experimentais, o processo de extragdo € uma etapa
chave na obtencdo de antioxidantes em rendimento aceitdvel. Para
selecionar um solvente, estudos comparativos sao necessarios para
cada substrato. Além das extracdes convencionais com etanol,
metanol e acetato de etila, outros métodos, como extragdo em fase
supercritica, sdo uteis, uma vez que fornecem bons rendimentos e
preservam as propriedades antioxidantes. Alguns tratamentos, como
digestdo bdsica seguida do adequado tratamento dos residuos,!®!1
mostram-se necessarios em alguns alimentos, com alta porcentagem
de heterosideos fenélicos insoliveis.

Em termos de avaliacdo da capacidade antioxidante, existem
muitos métodos, com fundamentos, mecanismos de reacdo e maneiras
de expressar resultados muito diferentes. Além do mais, em vista das
diversas aplicacdes (fisiologia, farmacologia, nutri¢do, agroquimica,
cosmética e outras) torna-se dificil escolher os métodos mais apro-
priados, de modo a evitar a interpretacio erronea dos resultados. A
comparagio de dados a partir de diferentes estudos € também dificil.
No momento, € preferivel realizar uma bateria de ensaios, com medida
de diferentes aspectos quimicos dos antioxidantes, compard-los com
compostos sintéticos consagrados como antioxidantes — como BHT,
Trolox e N-acetilcisteina (NAC) — gerando, assim, um perfil antioxi-
dante completo, sem perder de vista a relacdo com a potencial apli-
cacdo do produto. Devem-se escolher métodos comumente aceitos,
validados e padronizados, com informag¢des acumuladas na literatura.
Esforgos tém sido consistentemente envidados, especialmente nos
dltimos anos, para organizar essa drea de pesquisa, ampla e em cres-
cimento exponencial. Outros métodos analiticos in vitro devem ser
desenvolvidos, obrigatoriamente levando-se em consideragio o uso
de oxidantes e alvos de significancia bioldgica (proteinas, triacilgli-
cerois e modelos celulares), em condi¢des reacionais (concentragio,
tempo de reacdo, pH) as mais préximas possiveis daquelas in vivo
(na presenca de lipossomos, por exemplo). O uso de dispositivos
microfluidicos, a analise em fluxo, a quantificag@o de varias espécies
antioxidantes simultaneamente, a miniaturizacio, a estabilidade, a
portabilidade devem ser também considerados.

Nesse sentido, esta linha de investiga¢@o desponta como drea de
interesse imediato para os mais diversos setores do conhecimento,
uma vez que envolve aspectos da quimica, nutricdo, agronomia,
biologia, estatistica e medicina, entre outras, no sentido de encontrar
respostas para promog¢ao da satde das pessoas e do meio ambiente;
portanto, para a melhoria da qualidade de vida. Embora sem a devida
comprovacdo cientifica da relacdo direta antioxidante-melhoria das
condicdes de satde, € prudente e sdbio, em termos de satde publica,
aumentar o consumo de alimentos vegetais.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ABTS = 2,2-Azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), sal de
diamdnio

AGES = Advanced Glycation End-products

ALES = Advanced Lipoperoxidation Products

BHA = Hidroxianisol butilado

BHT = Hidroxitolueno butilado

CTP = Contetido Total de Fenis

2,3-DHBA = Acido 2,3-di-hidroxibenzoico

2,5- DHBA = Acido 2,5-di-hidroxibenzoico

DPPH' = Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

DPPH-H = 2,2-difenilpicril-hidrazina

EAG = Equivalentes de Acido Gélico

FRAB = Farinha de residuos de abacaxi

FRAC = Farinha de residuos de acerola

FRMA = Farinha de residuos de maracuja

HX/XO = Hipoxantina/Xantina Oxidase

NAC = N-acetilcisteina

NADH = Nicotinamida adenina dinucleotideo

NBT = Azul de nitrotetrazdlio

ORAC = Oxygen-Radical Absorbancy Capacity — Capacidade de
absorvéncia do radical oxigénio

PMS = Fenazina metassulfato

RFC = Reagente de Folin-Ciocalteau

TRAP = Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter. Pardmetro
antioxidante relacionado a captura total de radicais

TROLOX = Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxi-
lico
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