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RESUMO. O tomate € a principal fonte de licopeno que é um carotenéide com alta atividade antioxidante,
podendo assim ser utilizado topicamente na forma de um fitocosmético no combate ao envelhecimento cu-
taneo. O objetivo deste estudo foi obter um extrato rico em licopeno através da polpa do tomate tipo sala-
da. O extrato foi analisado utilizando os métodos de espectroscopia no ultravioleta/visivel, cromatografia
de camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia. A atividade antioxidante do extrato foi ava-
liada utilizando o método do radical livre DPPH. Foi identificada a presenca de licopeno na polpa do to-
mate salada e o extrato apresentou uma fracio apolar rica em carotendéides referente a 96,70% de licope-
no. Na avaliacio da atividade antioxidante usando o radical DPPH, o extrato apresentou atividade (ICs,
de 0,311 mg/mL). Nés concluimos que o tomate salada é uma fonte rica em licopeno e pode ser utilizado
futuramente como antioxidante para uso topico.

SUMMARY. “Tomato Salad: An Alternative as Antioxidant Source for Topic Use”. Tomato is the principal
source of lycopene, a carotenoid with high antioxidant activity which can be used topically as a phytocosmetic to
combat skin aging. The aim of this study was to get a lycopene-rich extract from salad tomato pulp. The extract
was analyzed using UV/vis spectroscopy, thin layer chromatography and high performance liquid chromatogra-
phy. Oxidant activity was analyzed using the free radical DPPH method. The presence of lycopene in the salad
tomato was confirmed. It was present in the apolar fraction rich in carotenoids, which was 96.70% lycopene. In
the evaluation of the antioxidant activity, using the radical DPPH, the extract showed activity (IC5, = 0,311
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mg/mL). We conclude that the salad tomato can be used as a source of antioxidants for topic use.

INTRODUCAO

O tomate é certamente um importante fruto
comumente usado no mundo todo. No Brasil,
ele € um dos frutos mais largamente consumido,
fresco ou processado, e é uma das principais
fontes de carotendides pela maioria da popula-
cdo 12, Estudos epidemiolégicos tém mostrado
que o aumento do consumo de tomate e produ-
tos a base de tomate podem reduzir o risco de
certos tipos de cancer, como o de proéstata, pul-
mao e estdmago 3.4,

Os frutos de tomate podem ser identificados,
primeiramente, pelo formato, o qual pode estar
relacionado a sua finalidade de uso. Nos ultimos
anos, tem aumentado em muito a diversidade
dos produtos oferecidos, sendo ainda mais co-
muns os formatos oblongo e redondo. O tomate

PALAVRAS CHAVE: Fitocosmético, Licopeno, Tomate.

KEY WORDS: Lycopene, Phytocosmetic, Tomato.

salada ou chamado tomate Santa Cruz tem for-
mato oblongo, cor vermelha, tem longa durabili-
dade e ¢ tradicionalmente utilizado na culinaria
para uso em saladas e molhos 59.

Os carotendides sio pigmentos naturais lipo-
filicos, amplamente distribuidos na natureza,
que apresentam diversas funcdes biolégicas e
beneficios a sadde, funcionando como antioxi-
dantes, precursores hormonais, colorantes e es-
senciais componentes para a fotossintese. Sao
responsaveis pela coloracao vermelha, amarela
e alaranjada de frutas, vegetais, raizes, flores,
peixes, invertebrados e passaros 7.

Ja foram identificados mais de 600 carote-
nodides e isso se deve as modificacoes da sua es-
trutura basica através da hidrogenacao, desidro-
genacio, ciclizacio, migracio de ligacao dupla,

*  Autor a quem correpondéncia deve ser enviada. E-mail: letisc82@yahoo.com.br

ISSN 0326-2383

589



CEFALI L.C.,RINALDO D.,BARBOSA V. de F., SALGADO H.R.N., VILEGAS W., OLIVEIRA OMM. de F., & ISAAC V.L.B.

encurtamento ou extensao da cadeia, rearranjo,
isomerizacao, introducio de substituintes ou
combinacio desses processos 8.

O licopeno é um carotendide natural, sem
atividade pro-vitamina A e um potente antioxi-
dante. Nao ¢é sintetizado pelo organismo, mas
pode ser obtido através da dieta alimentar 4 a
35 mg/dia. Encontra-se principalmente no toma-
te (Solanum lycopersicum L.) tanto na forma
crua, cComo em suco, puré, pasta, extrato, “cat-
chup”, mas também pode ser encontrado no
mamaio, na goiaba vermelha, na pitanga e na
melancia. Possui estrutura simétrica e aciclica,
formada por carbono e hidrogénio e formula
molecular C4,Hss. E lipossolivel e apresenta on-
ze duplas ligacdes conjugadas e duas nio conju-
gadas (Fig. 1) °.

Figura 1. Férmula estrutural do licopeno.

Possui duas formas isoméricas, a trans e a
cis. O licopeno predominantemente ocorre na
configuracao all-trans, que € a forma termodina-
micamente mais estivel. O isdbmero cis é forma-
do da consequéncia do processamento de ali-
mentos, ou seja, quando o tomate € cozido, uma
vez que o calor é responsivel pela modificacio
da forma isomérica de trans para cis. Na forma
isomérica cis a absor¢ao do licopeno é maior e
mais rapida que na forma all-trans-licopeno 10.

O fitoquimico encontrado em produtos de
tomate que possui maior funcdo anti-carcinogé-
nica € o licopeno. Devido a sua longa cadeia
carbonica com duplas ligacdes conjugadas, o li-
copeno tem sido considerado como ativo anti-
oxidante, com atividade superior a da luteina e
B-caroteno 3.

O licopeno exerce funcdo antioxidante em
fases lipidicas, bloqueando radicais livres que
danificam as membranas protéicas 1. Diminui o
estresse oxidativo prevenindo o aparecimento de
varios tipos de canceres, principalmente o de
prostata, a Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB),
assim como previne problemas no sistema car-
diovascular, olhos e pele; ¢ benéfico no comba-
te a incidéncia de doencas como a osteoporose
em mulheres na pds-menopausa e diabetes, e
atua também na prevencio ao envelhecimento
celular e acelera a regeneracio epitelial 1213,
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O envelhecimento da pele é provocado por
fatores intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fato-
res extrinsecos, o envelhecimento pode ocorrer
pela acio de radicais livres na pele. Cerca de
80% dos sinais visiveis causados no envelheci-
mento sao provocados pelos raios UV e os prin-
cipais causadores sio os radicais livres, propor-
cionando a aceleracio do envelhecimento cuta-
neo, aumento de rugas, espessamento da epi-
derme, perda da firmeza e diminuicio da elasti-
cidade da pele, modificando sua permeabilidade
e funcionamento normal. A destruicio de lipi-
deos da pele por peroxidacao contribui para
uma pele seca e dspera. Além das reacdes pro-
vocadas pelos radicais livres, o envelhecimento
também ¢ causado pela ineficiéncia crescente
de nossas defesas naturais antioxidantes. Com o
passar da idade, aumenta também a concentra-
¢ao de radicais livres que deveriam ser neutrali-
zados por substincias antioxidantes 14-16,

O licopeno pode ser usado para obtencao
de fitocosmético a ser usado no combate ao en-
velhecimento cutineo, devido sua maxima in-
tensidade na habilidade de neutralizar espécies
de oxigénio reativos e radicais livres, principal-
mente o oxigénio singleto (10,) proveniente dos
raios UV, inibindo ou diminuindo os efeitos do
estresse oxidativo, provocados pelos raios UV,
especialmente na epiderme 17.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é
um dos métodos mais usados na andlise de ca-
rotendides devido a eficiéncia, rapidez, permitir
boa separacao em menor tempo, € O seu uso €
relativamente simples. A extracio dos carotendi-
des pode ser feita com solventes apolares 1819,

Existem alguns parimetros Uteis para identi-
ficacao dos carotenéides como afinidade de ab-
sor¢ao na coluna e na camada delgada, espec-
tros de absor¢ao na regido do visivel, entre ou-
tros. Os carotendides aciclicos geralmente apre-
sentam tempos de retencao maiores do que os
ciclicos que contém o mesmo grupo funcional e
os carotendides com maior grau de saturacao
sao retidos mais fortemente 20.21,

Virias empresas comercializam alguns pa-
droes de carotendides para fins analiticos. Entre-
tanto, estes padroes possuem um alto custo e
vida-util reduzida, uma vez que apds a abertura
da embalagem ocorre formacio de isbmeros e
produtos de oxidacao devido ao longo sistema
de ligacoes duplas conjugadas presente nos ca-
rotendides 22,

O objetivo deste estudo foi obter extrato rico
em licopeno a partir da polpa de tomate salada.



MATERIAL E METODOS

Tomate tipo salada cru, alcool etilico PA,
acetato de etila (grau HPLC), hexano (grau
HPLC), acetonitrila (grau HPLC), metanol (grau
HPLC), agente complexante (anisaldeido, dcido
acético, metanol e acido sulfarico), radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), vitamina C (pa-
drao analitico). Acessorios: béckeres, frascos er-
lenmeyer, espatula, termdémetro, fonte de aque-
cimento, microfiltro de nylon (Millipore) de 0,45
pm, coluna cromatografica C;g (PHENOMENEX
LUNA(2) — 250 x 4,60 mm, 5 pm), placa comer-
cial de silica gel 60 (SIGMA ALDRICH). Equipa-
mentos: balanca analitica (GEHAKA, BG 2000),
estufa de secagem (QUIMIS), agitador magnéti-
co (MARCONI, MAS5), espectrofotbmetro no ul-
travioleta/visivel (UV/VIS) (HITACHI, mod U
2001), cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(JASCO, bomba PU-2089 plus, injetor automati-
co AS-2055 plus, detector MD 2010 plus), rotae-
vaporador (ROTAVAPOR-RE, BUCHD).

Obtencdo da amostra

Foi utilizado tomate tipo salada na forma
crua adquirido no mercado Jau Serve da cidade
de Araraquara, estado de Sao Paulo, no més de
janeiro de 2008.

Obtencdo da polpa de tomate

Foram utilizados 700 g de tomate tipo salada
inteiros e na forma crua. Os tomates foram lava-
dos com dgua e sabdo. Logo apos, foram pica-
dos em cubos e colocados com casca e semente
em uma panela sobre uma fonte de aquecimen-
to. A obtencao da polpa de tomate foi realizada
durante 45 min a 95 °C 23.

Obtencdo de carotenoides

Foram pesados 15 g da polpa de tomate, co-
mo obtido anteriormente e colocados em um
frasco erlenmeyer para a realizacio da extracio
de carotendides. Para a obtencdo do licopeno,
foi realizada primeiramente a retirada de agua
presente no tomate. Este processo foi realizado
4 vezes utilizando em cada etapa 30 mL de al-
cool etilico. O frasco erlenmeyer contendo pol-
pa de tomate e alcool etilico ficou sob agitacio
em agitador magnético. Os sobrenadantes foram
descartados e logo apds foram realizadas 4 ex-
tracdes com acetato de etila (1:0,7 massa/volu-
me) durante 120 min cada extracdo, sob agita-
¢do em agitador magnético, obtendo assim 4 ex-
tratos: 1, 2, 3 e 4 24,

Identificacdo de carotendides através do
espectrofotémetro no UV/VIS
Imediatamente apds as extracoes com aceta-
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to de etila os 4 extratos obtidos separadamente
foram analisados através da espectroscopia no
visivel a 472 nm, utilizando acetato de etila co-
mo branco, para detectar a presenca de licope-
no. O extrato foi levado para um rotaevapora-
dor até secagem 24.25,

Identificacdo de carotendides através da
cromatografia em camada delgada (CCD)

Os carotenoides foram identificados por
CCD, utilizando placas comerciais de silica gel
60 sem indicador de fluorescéncia, de tamanho
20 x 20 cm e 0,2 mm de espessura de adsorven-
te. A fase movel utilizada foi hexano / acetato
de etila (9:1, v/v). A placa foi pulverizada com o
agente complexante anisaldeido/acido sulftrico
e posteriormente levada a estufa a 100 °C 20

Identificacdo de carotendides através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Foi utilizado um cromatografo liquido (JAS-
CO), modelo PU - 2089, injetor automatico mo-
delo AS — 2055 PLUS e detector por arranjo de
fotodiodos MD 2010 PLUS. O software utilizado
foi o EZICROM ELITE versio 3.1.7. A amostra
foi diluida em metanol e posteriormente filtrada
em microfiltro de nylon de 0,45 pm e injetada
no cromatégrafo. Para as andlises, foi utilizada
uma coluna de fase reversa (C;g) PHENOME-
NEX LUNA (4,6 x 250 mm; 5 pm), utilizando co-
mo fase moével a mistura acetonitrila/metanol/
acetato de etila 48:26:26 (v/v) em modo isocrati-
co de eluicao com vazao de 1,0 ml/min. A faixa
de monitoramento da andlise programada no
DAD foi de 300 nm a 600 nm 24,

Estudo da atividade antioxidante in vitro

O potencial antioxidante do extrato foi deter-
minado baseado na avaliacio da atividade se-
questrante de radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH). O DPPH ¢ um radical estavel muito uti-
lizado nos estudos com antioxidantes, que apre-
senta maximo de absorcio em 531 nm, sendo
este o comprimento de onda utilizado para ava-
liar a acao das amostras. Em tubos de ensaio, a
amostra foi pipetada (extrato licopeno em dife-
rentes concentracdes, seguida por DPPH). O en-
saio também foi realizado para a vitamina C co-
mo padrio antioxidante, em diferentes concen-
tracoes. As absorvancias foram medidas utilizan-
do etanol e extrato como branco a 531 nm 27. Na
presenca de scavengers deste radical, a intensi-
dade da absorviancia em 531 nm diminui e a
porcentagem de inibicao (WINIBICAO) é calcula-
da como [Eq. 1]
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A Max — A Teste

9% descoloracio DPPH = ——————— X

A Max 100 [1]

sendo que: A Max € a absorvancia do DPPH em
531 nm na auséncia de amostra e A Teste € a
absorvancia do DPPH em 531 nm na presenca
de amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s o método extrativo da polpa do tomate
salada foi obtido um extrato contendo carote-
noéides que apresentou uma coloracao vermelha
intensa, caracteristica desses compostos, ja que
sao os responsaveis pela cor avermelhada de
frutos, vegetais, entre outros, como descrito an-
teriormente.

Depois de seco, foi obtida uma massa de
54,5 mg de extrato rico em carotendides. Este
extrato foi analisado primeiramente em espec-
trofotdbmetro no visivel para a identificacio da
presenca de licopeno. O comprimento de onda
utilizado foi de 472 nm, caracteristico desse
composto 2.

Outro método de identificacao utilizado foi a
CCD. Apo6s a anilise, foi possivel observar uma
Unica mancha na placa de silica. Ap6s a pulveri-
zagdo com O agente complexante e permanén-
cia em estufa a 100 °C, a unica mancha que
apresentava uma coloracao amarelada, tornou-
se roxa, caracterizando a existéncia de apenas
carotendides no extrato.

Com a andlise em CLAE, foi identificado um
Unico pico de espectro no UV/VIS com maxi-
mos em 447, 472, e 503 nm (Fig. 2) caracteristi-
co do licopeno com tempo de retencao de
11,347 min. A porcentagem referente 2 drea do
pico majoritirio demonstrado na Figura 3 foi de
96,70.

O extrato rico em licopeno foi avaliado

Abs
a2
503
400 47 400
200 1 200
0 0
xR @ mm

Comprimento da onda (nm)

Figura 2. Espectro no UV/VIS do all-trans-licopeno
presente no extrato obtido por CLAE.
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Figura 3. Cromatograma do extrato de polpa de to-
mate salada. Coluna Phenomenex Luna(2), 250 x 4,60
mm; modo isocratico de eluicao; Solvente: ACN/
MeOH/AcOEt (48:26:26, v/v), Vazio = 1,0 mL/min,
DAD A = 472 nm).
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Figura 4. Atividade sequestrante de radical DPPH do
extrato rico em licopeno com valor de IC5q de 0,311
mg/mL.

quanto a atividade in vitro utilizando o radical
DPPH e apresentou um valor considerdvel de
ICsy de 0,311 mg/mL do extrato (Fig. 4). O mes-
mo teste foi realizado com a vitamina C como
padrao (1 mg/mb e apresentou valor de ICs, de
0,014 mg/ml (Fig. 5). Através destes resultados
foi observado que o extrato nio foi tio eficiente
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Figura 5. Atividade sequestrante de radical DPPH de
padroes (ICs cisteina = 20 mM e ICs, vitamina C =
28 mM).

quanto a vitamina C. No entanto, a acao pode
ser considerada satisfatoria, pois na concentra-
cao de 350 pg/mL o extrato conseguiu inibir
92,6% dos radicais DPPH presentes.

CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos é possivel
concluir que o tomate salada € rico em carote-
noides, em especial licopeno e pode ser utiliza-
do como fonte de matéria-prima antioxidante
para uso topico no combate ao envelhecimento

cutaneo.
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