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RESUMO

Devido a varias fungdes ou agles atribuidas aos carotendides, ters havide
um amplo esforgo mundial para se obter dados analiticos confidveis sobre esses
compostos. Como ha um nimero muito grande de carotendides, um dos maiores
problemas analiticos ¢ a sua identificacfio conclusiva. O uso criterioso de pardmetros
classicos de identificagéio (tempo de retengHio, co-cromatografia, espectros de absorgio
e reacles quimicas), aplicados & cromatografia liquida de alta eficiéncia, permitiu a
identificacdo dos seguintes carotenoides da manga cultivares, Keitt ¢ Tommy Atkins:
trans-B-caroteno, B-criptoxantina (cis e fraws), frans-zesxanting, luteoxantina (cis €
trans), violaxantina (frams, 9-cis e 13-cis) e neoxantina (cis e trgns). Sem
especificagio da forma geométrica (isomérica), estes carotenéides e adicionalmente
luteina e epoxi-B-caroteno tiveram suas identidades confirmadas por espectrometria
de massas. Todos os espectros de massas dos carotendides mostraram o pico do ion
molecular ¢ as esperadas fragmentagdes caracteristicas. A composigdo gquantitativa foi
determinada por CLAE com padronizag8o interna, empregando Sudan I Uma coluna
de ciano, com gradiente de acetona em n-hexanc como fase movel, foi utilizada
porgue proporcionou uma melhor separagio das xantofilas em comparaglo com a
coluna de Cyg, € possibilitou o uso de Sudan I como padrio interno. As mangas Keitt e
Tommy Atkins apresentaram frans-violaxantina como o principal carotendide, seguido
de 9-cis-violaxantina e B-caroteno. Apesar de ter ocorrido uma variagfo razodvel entre
lotes da mesma cultivar, frans-violaxantina, 9-ciy-violaxanting, neoxantina e cis-
neoxantina tenderam a teores maiores na ¢v. Tommmy Atkins, enquanto o contetdo de
zeaxantina fol maior na cv. Keitt. Comparando a composigio de carotendides das
mangas Keitt provenientes de dois Estados , verificou-se que o $-caroteno apresentou
concentracfio duas vezes maior na manga procedente da Bahia, Estado com ¢lima mais
quente, do que na procedente de Sdo Paulo. Os teores de frans- e 9-cis-violaxantina
também foram maiores nas mangas da Bahia, aproximando-os dos niveis encontrados
na cv. Tommy Atkins de Sdo Paulo. Durante o amadurecimento das mangas Keitt ¢
Tommy Atkins, os teores de [J-caroteno ¢ violaxantina praticamente triphicaram, 9-¢is-
violaxantina quadruplicou e a pequena quantidade de 13-cis-violaxantina desaparecen
ou ficou reduzida a tragos. Houve um ligeiro aumento de S-criptoxantina, luteoxantina
¢ neoxantina durante o amadurecimento das frutas. Em termos de porcentagens,
apenas pequenas transformacfes foram notadas, sendo a mudanga mais nitide ¢
diminui¢do de neoxantina e 13-cis-viclaxantina. Com o desapavecimento da
violaxantina, os sucos de manga de trés marcas comerciais apresentaram P-caroteno
como carotendide predominante, seguido de auroxantina, carotendide ausente na fruta
fresca. Os teores de P-caroteno se situaram dentro da faixa obtida para a manga "in
natura”. Com o auxilio do espectro de absorgio no UV-visivel, espectro de massas ¢,
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quando necessario, reages de isomerizacdo e redugdio, foram identificados treze
carotendides em maracuja: fitoeno, fitoflueno, {-caroteno (principal), neurosporeno,
-caroteno, licopeno, prolicopeno, epoxi-8-caroteno, B-criptoxantina, f-cifraurina,
anteraxantina, violaxantina € neoxantina. As duas colunas (C,g e ciano) com varias
combina¢les de solventes como fase mével, ndo se mostraram eficientes para separar
os carotendides do maracujd. Também utilizando espectrometria de massas,
confirmou-s¢ o carotendide monoidroxilado, encontrado em verduras folhosas
brasileiras, como sendo a a-criptoxantina. Este carotendide, embora em pequena
quantidade, foi detectado em todas as onze verduras analisadas, enquanto o o-
carotento foi enconfrado em apenas quatro dessas verduras.
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SUMMARY

Considering the many functions or actions atiributed to carotenoids, there
is a worldwide effort to obtain reliable analytical data on these compounds. Since
there is a large npumber of natural carotenoids, one of the main analytical problems is
conclusive identification. With the combined use of classical parameters (retention
time, spiking, visible absorption spectra and chemical reactions) applied to high
performance liquid chromatography (HPLC), the followmng carotenoids were
identified in mango cultivars Keitt and Tommy Atkins: trans-B-carotene, B-
cryptoxanthin (cis and trams), frans-zeaxanthin, htteoxanthin (cis and rrons),
violaxanthin (framns, 9-cis and 13-cis) and neoxanthin (cis and rrans). Mass
spectrometry confirmed the identity, but not the geometric (isomeric) form, of these
carotenoids, additionally defecting lutein and epoxy-f-carotene when a large amount
of sample was utilized. All carotencids showed the molecular ron peak and the
expected characteristic fragmentations. The quantifative composition was determined
by HPLC with internal calibration, using Sudan I. A mmile column, with a gradient of
acetone in n-hexane as mobile phase, was utilized because 1t allowed better separation
of the xanthophylls than the C,g column and Sudan I could be used as internal
standard. The mango cultivars Keitt and Tommy Atkins presented frans-vielaxanthin
as the major carotenocid followed by 9-cis-violaxanthin and B-carotene. Although
some variation occurred between lots of the same cultivar, rrans-violaxanthin, 9-cis-
violaxanthin, neoxanthin and cis-neoxanthin tended to have higher levels in cov.
Tommy Atkins. On the other hand, the zeaxanthin content was higher in cv. Keitt,
Comparing the carotenoid composition of mangoees Keitt from two different states, the
B-carotene level in mangoes from Bahia State, a state with a hot climate, was twice
that of Sio Paulo mangoes. The frans- and 9-cis-viclaxanthin contents were also
higher in the mangoes from Bahia, being closer to the levels found in Tommy Atkins,
from So Paulo. During ripening of the mangoes cv. Keitt and Tommy Atkins, §-
carotene and violaxanthin increased three-fold and 13-cis-violaxanthin four-fold. The
small amount of 13-cis-violaxanthin disappeared or was reduced to trace amount. B~
Cryptoxanthin, luteoxanthin and neoxanthin contents increased slightly with ripening,
In terms of percentages, only small transformations could be observed, the most
distinct change being the decrease of neoxanthin and 13-cis-violaxanthin. With the
disappearance of violaxanthin, the mango juice of three commercial brands presented
B-carotene as the major carotenoid followed by auroxanthin, which was not detaciad
in the fresh fruit, The B-carotene contents fell within the range obtained for fiesh
mangoes. Using the data from chromatographic behavior, UV-visible spectra, mass
spectra and, when necessary, specific chemical reactions, thirteen carotenoids were
identified in passion fruit; phytoene, phytofluene, {-carotene (principal),
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neurosporene, B-carotene, lycopene, prolycopene, epoxi-B-carotene, B-cryptoxanthin,
B-citraurin, antheraxanthin, violaxanthin and neoxanthin. Many solvent systems and
two columns (C g and ciano) were tested but were found inefficient to separate all the
passion fruit carotenoids. Mass spectrometry was also employed to confirm the
monchydroxy carotenoid found in Brazilian leafy vegetables as a-cryptoxanthin. This
carotenoid was detected in all of the eleven leaves analysed while o-carotene was

found only in four.



1. INTRODUCAO

Os carotendides sfio pigmentos naturais, encontrados em fungos, bactérias,
animais, em todos os tecidos verdes de plantas ¢ também de 6rg8os nfo fotossintéticos
- como frutas, flores, sementes ¢ raizes (SIMPSON & CHICHESTER, 1981). J4 foram
isolados cerca de 800 carotendides ¢ mais de 600 tiveram suas estruturas elucidadas
(STRAUB, 1987). Somente uma parte deste niumero ot detectada em alimentos, mas
ainda assim a sua composicio é considerada complexa. As frutas de origem tropical
sdo mais ricas em carotendides que as de clima temperado e, embora véarias frutas ja
tenham sido analisadas, existem ainda muitas outras a serem estudadas.

Em termos tecnoldgicos, a importincia dos carotenoides continua sendo como
agente corante. A cor é um importante indicador da qualidade dos alimentos ¢, com a
preocupagdo quanto aos efeitos alérgicos e possiveis propriedades carcinogénicas dos
corantes artificiais, os carotendides e outros corantes naturais estfo ganhando a
preferéncia dos consumidores, especialmente na Europa.

A fungfio bioldgica mais fundamentada ¢ a atividade provitaminica A de alguns
carotendides, mas o maior destague nos tltimos anos tem sido a agfio potencial dos
mesmos, provitaminicos ou ndo, contra o cincer. Outras fungdes, como atividade
antitiicera géastrica, fortalecimento do sistema imunolégico e prevenglo de doengas
cardiovasculares foram, citadas (MATHEWS-ROTH, 1982, 1985; JAVOR er alii,
1983; COLDITZ et alii, 1985, RITEMBAUGH, 1587, BENDICH, 1989, 1994;
GERSTER, 1991; KRINSKY, 1994). Como a cor ¢ a bicatividade variam com a
estrutura, & de exirema importincia a dispomibilidade de dados confiaveis, tanto
qualitativos como quantitativos, sobre os carotendides presentes em alimentos,

Apesar dos avangos instrumentais, que permitem a separagdo, identificagio e
guantificagio de misturas complexas de carotendides, o principal pré-requisito na
obtengiic de dados confidveis ainda ¢ o analista competente. E de extrema importancia
que o analista tenha um bom conhecimento da natureza dos carotendides e esteja
atento as inerentes dificuldades praticas e problemas associados a este fipo de analise.
E facil obter uma resposta errada com um alto grau de precisfo (SCOTT, 1992;
PFANDER et alii, 1994).

Com a introducSo da cromatografia liquida de alta eficiéneia (CLAE),
numerosos trabalhos tém sido publicados sobre a separagio de carotendides em
alimentos, mas somente em alguns poucos a composi¢fio quantitativa foi determinada.



Os dados apresentados para amosiras de um mesmo alimento s30 discrepantes, €, em
alguns casos, o grau de discordéncia foi bem maior do gue entre resultados sbtidos
por cromatografia liquida em coluna classica (RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

Mesmo apresentando grande potencial, a CLAE n#o pode ainda ser considerada
uma técnica ideal. A identificac8o dos carotendides, na maior parte dos trabathos, fol
baseada na comparagio do tempo de reteng8o dos carotenéides com o do respectivo
padrdo, co-cromatografia e, as vezes, espectro de absor¢do no visivel utilizando o
detector por conjunto de diodos.

A espectrometria de massas (EM) € uma téenica poderosa no estabelecimento
da estrutura de carotendides, sempre fornece a massa molecular e alguns dos
fragmentos obtidos por impacto de elétrons sfo indicativos dos grupos terminais.
Porém, a maioria dos frabalhos encontrados na literatura, utihzaram EM para a
elucidacdio ou confirmagfio das estruturas de carotendides em fungos, algas e
bactérias, raramente de carotendides presentes em alimentos.



2. OBJETIVOS

Os principais objetivos deste trabalho foram:

s Confirmar por espectrometria de massas a identidade dos carotendides de duas
frutas tropicais, manga ¢ maracujé;

o Verificar a confiabilidade dos pardmetros classicos (tempo de retengfo, co-
cromatografia e algumas reagBes gquimicas) na identificagdo conclusiva de

carotendides comuns;

o Determinar, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, a composico quantitativa
dos carotendides de manga e de suco de manga , bem como verificar as influéncias
de cultivar, efeitos geograficos e estadio de maturagdo;

» Confirmar por espectrometria de massas a 1dentidade do carotendide
monoidroxilado das varias verduras folhosas brasileiras e venficar a incidéncia
desse carotendide e do a-caroteno nestas folhas.




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os carotendides presentes em alimentos sdo geralmente tetraterpendides {Cyq)
formados por oito unidades isoprénicas, unidas de tal modo que o plano de simetria ¢
reverso no centro. Os dois grupos metilicos centrais s#o separados por seis 4tomos de
carbono e os outros por cinco. A pn:ncipal caracteristica dos carotendides ¢ a série de
duplas ligagGes conjugadas, responsével por suas especiais propriedades e fungdes, A
estrutura basica pode ser modificada de vérias maneiras, como ciclizagio, migracdo de
dupla ligagdo, introdugdo de grupos substituintes, hidrogenagéo parcial,
desidrogenagfo, extensdio ou encurtamento da cadeia, Tearranjo, isomerizacio ou
combinagSes dessas, resultando numa imensa gama de compostos. Estes compostos
sdo tradicionalmente citados por seus nomes triviais.

Os carotendides hidrocarbonetos (p.ex. B-caroteno e licopeno) sdo conhecidos
como carotenos e os derivados oxigenados como xantofilas. Qs substituintes
oxigenados mais comumente encontrados sdo grupos hidroxilicos (como na f-
criptoxantina), carbonilicos (como na B-citraurina) e epéxidos (como na violaxantina).
Os carotendides podem ser aciclicos ({-caroteno, licopeno), monociclicos (8- e y-
caroteno) ou biciclicos (- ¢ B-caroteno). A ciclizagfo é limitada & formacio de anel
de seis membros em uma ou nas duas extremidades da molécula.

3.1. Carotendides da Manga

A manga ¢ nativa do sul ¢ sudoeste da Asia. E uma das frutas tropicais €
subtropicais mais importantes em termos de produgio, srea plantada e popularidade. A
crescente demanda dos paises de clima temperado para frutas frescas vem favorecendo
um aumento da produgdo. A India é o principal pafs produtor; o Brasil estd dentre os
outros maiores. A cor caracteristica amarelo-laranja da polpa é devida  presenca de
carotendides. '

Viérios autores determinaram o teor de carotendides totais (RAMARSANA et
alif, 1946; SADANA & AHMAD, 1946, MORGA er alii, 1979), carotenos totais
(YAMAMOTO et alii, 1932; SPEEK et alii, 1988; WILBERG, 1991) ou, além desses,
xantofilas totais (THOMAS, 1975).

Dos trés estudos (JUNGALWALA & CAMA, 1963; JOHN et alii, 1970;
GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA,1985) em que foi determinada a composicio de



carotenodides, somente GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA (1989) quantificaram
todos os 8 carotendides, separados em cinco cultivares de manga. Nos dols outros, a
analise qualitativa foi mais detalhada, porém o teor de carotendides totais foi estimado
com base na absorvincia a 445 nm e o dado quantitativo dos vérios carotendides foi
€Xpresso em porcentagens relativas. JUNGALWALA & CAMA (1963) identificaram
16 carotendides em manga Alphonso. JOHN er alif {1970) seguiram a distribuicfio de
carotendides em manga Badami, identificando 15, 14 e 17 carotendides nos estadios
verde, parcialmente maduro e maduro, respectivamente.

A Tabela 1 apresenta os carotendides detectados nos estudos em que foi
determinada a composigio de carotendides. E interessante ressaltar que em todos estes
trabathos encontrou-se um grande nimero de 5,8 epdxidos, provavelmente devido as
vérias recromatografias empregadas. Nos dois estudos com cultivares indianos,
utilizou-se 1 kg de amostra, a saponificaglio foi drastica e varias colunas foram usadas
para separar os carotendides. No estudo que fot quantitativo, menor quantidade de
amostra (100g) foi utilizada, a saponificacdo foi branda e somente uma coluna foi
empregada; entretanto, os epoxicarotenoides foram separados em placa de silica gel.

3.2, Carotendides do Maracuja
0 maracujs, nativo do Brasil, ¢ atualmente produzido em varias regides
tropicais. A produgdo brasileira dessa fruta ultrapassa a da manga, goiaba e mamdo

(Figura 1 (IBGE, 1991). G Brasil ¢ o maior exportador mundial de suco de maracuja.

A primeira investigagio sobre carotendides do maracuja data de 1958 e foi
conduzida por PRUTHI & LAL que detectaram fitoflueno, {-caroteno, B-caroteno, o-
caroteno ¢ rés pigmentos ndo identificados com méximos de absorgiio a 425 nm.
LEUENBERGER & THOMMEN (citados por GROSS, 1987) encomtraram estes
mesmos carotendides mais criptoxantina, auroxantina, mutatoxantina, B-apo-12'-
carotenal e [-apo-8-carotenal. CECCHI (1978) encontrou além de (-caroteno
(principal pigmento), B-caroteno, neurosporeno, licopeno, y-caroteno, aurocromo,
criptocromo e auroxantina. Um resumo destes resultados encontra-se na Tabels 7.
Diante dos dados discrepantes na literatura, MERCADANTE & RODRIGUEZ-
AMAYA (1991) realizaram uma friagem em maracuj4 ¢ encontraram 5 cavotenas, |
monoidroxilado, 3 diidroxilados, 1 triidroxilado e 2 outros carotendides, indicando a
ocorréncia de um nimero muito maior de carotenéides do que o relatado previamente.



TABELA 1: Carotendides detectados em manga.

Carotendide Jungalwala &  Johneralii  Godoy & Rodriguez-
Cama (1963)2 (1970)b Amaya (1989)¢
cis-B-caroteno X X -
B-caroteno X X X
5,6-epoxi-f-caroteno X X -
mutatocromo X X X
fitoeno X X -
fitoflueno X X -
Y-caroteno X X -
C-caroteno - - X
B-criptoxantina X X -
a-criptoxantina - - X
criptoflavina - X -
anteraxantina X X -
cis-anteraxantina X X -
zeaxantina X X -
violaxantina X - X
cis-violaxantina X X -
luteoxantina X X X
mufatoxantina X X X
auroxanting X X X
ndo identificado - X -

a Manga cv. Alpbonso.

b Manga cv. Badami.

¢ Manga cv. Tommy Atkins, Bourbon, Haden, Extrema e Curo.
X. presenca

-; auséncia
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TABELA 2: Carotendides detectados em maracuja.

Carotendide Pruth & Lal Leuenberger & Cecchi (1978)

(1958)2 Thommen {1972)b

fitoflueno X X
¢ -caroteno X X
o-caroteno X -
B-caroteno X

y-caroteno - -
REUrosporeno - -
licopeno - -
B-apo-12"-carotenal = X
B-apo-8'-carotenal - X

mutatoxantina - X -
criptoxantina - X

CHPTOCTOmO - - X
auroxantina - X -
Nid X - -
NI® - - X

>
Mom M W o oM

a Maracuja rosa.

b Citado por GROSS, 1987.

¢ O autor ndo procurou por carotendides incolores.

d Trés compostos nio identificados com A, 2 425 nm.
¢ Caroteno ndo identificado com Ap,, a 435 nm.

X: presenga

- auséncia




3.3. Espectrometria de Méssas de Carotendides

A espectrometria de massas (EM) poi” impacto de elétrons € o método
tradicional e continua sendo o método de ionizagio preferido para carotendides. A
grande maioria dos carotendides apresenté o pico do fon molecular e
consequentemente a massa molecular. Entretanto, para se  determinar
inequivocadamente a formula molecular € necess;érie um instrumento de alta resolugdo
(BRITTON & YOUNG, 1993). '

Como o perfil de fragmentagfio dos caérotenéides induzido por impacto de
elétrons e os produtos de sua decomposigio térmica ndo podem ser usualmente
separados, o perfil como um todo ¢ chamado de espectro de massas do carotendide.
Uma caracteristica do espectro da maioria dos carotendides € o grande nitmero de
picos intensos na regido de massas baixas ¢ a aéscassez de picos ao redor do pico do
fon molecular. Como consequéncia, os picos caracteristicos, mesmo aqueles de baixa
intensidade, podem ser claramente reconhecidos nesta regifo. Por outro lado, a
maioria dos picos presentes na regifio de massas baixas possuem pequeno significado
estrutural, pois a intensidade relativa desses ?icos ¢ similar para a maioria dos
carotendides (VETTER er alii, 1971). |

FragmentagBes caracteristicas tm sido utilizadas para diagnosticar alguns
aspectos estruturais. Algumas delas fornecem informagdes priméarias sobre a cadela
poliénica e outras sobre grupos funcionais ou grupos terminais dos carotenéides.

3.3.1. Fragmentacdes da cadeia poliénica central

Todos os carotendides sofrem reagdes nas quais a cadeia poliénica central é
dobrada e partes desta sdo, ento, eliminadas. A,s mais estudadas foram as perdas de
tolueno (92 unidades de massa - wm,) e de m{xﬂeno (106 um.) (Figura 2). Perdas
similares de 79 e 158 u.m. ocorrem frequentemfentea mas os ions produzidos sfo de
baixa intensidade e, portanto, de pouca utilidade na interpretagio dos espectros, As
eliminagbes de tolueno e m-xileno sdo confsideraéas como caracteristicas dos
carotendides em geral, embora ainda se de:sconhec;a a extensio da lonizagHo
proveniente da molécula original e da eliminag:iﬁo termica (ENZELL & BROMAN,
1994). :

Em carotendides que possuem menos éque 9 duplas ligagles conjugadas
observou-se perda de tolueno, mas nfo de m-xileno (VETTER ef afii, 1971; ENZELL
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FIGURA 2: Esquema da eliminago de a- tolueno ¢ b~ m-xileno da cadeta poliénica
cenftral de carotenéides.
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& BROMAN, 1994). Carotentides com alto grau de saturagio, principalmente o &-
caroteno, mostram perda de 94 um., a exemplo da perda de tolueno (BRITTON &
YOUNG, 1993; ENZELL & BROMAN, 1994),

Observou-se uma relagéio inversa entre a razdo das abundéncias dos ions [M-
921" e [M-106]* e o ntmero de duplas ligagdes conjugadas em carotendides aciclicos,
quando os grupos terminais ndo continham oxigénio (ENZELL et alii, 1968). Esta
razdo também pode ser uma boa indicacdo do grau de ciclizaglio dos carotenos, isto €,
para os carotendides aciclicos, monociclicos e biciclicos, a razdo esta na faixa de 0,02
- 0,03,0,6 - 1,0 e de 2 - 10, respectivamente (BRITTON & YOUNG, 1993).

3.3.2. Fragmentacdes de grupos funcionais e
terminais

A presenca de grupos funcionais nos carotendides € indicada por fragmentacgdes
caracteristicas, além das fragmentagOes comuns como a eliminagio de dgua. Os modos
de fragmentagio que resultam da presenga de um determinado grupo funcional néo
sdo, normalmente, influenciados pelo comprimento da cadeia conjugada e pela
presen¢a do outro grupo terminal. Entretanto, a grande diferenga de estabilidade entre
dois grupos terminais pode dificultar a detecgéio de picos pertencentes ao grupo mais
estave] (ENZELL & BROMAN, 1994). VETTER et alii (1971) ¢ ENZELL &
BROMAN (1994) apresentaram, em seus capitulos sobre EM de carctendides,
extensivas listas de grupos terminais e seus fragmentos caracteristicos.

A maioria dos grupos aciclicos fragmenta-se pela ruptura de ligagBes ativas ¢
por eliminagfo de grupos funcionais, com a transferéncia de hidrogénio tanto do maior
fragmento como para o maior fragmento (ENZELL & BROMAN, 1994). Alguns
exemplos estdo apresentados na Figura 3. O fragmento de massa 69, proveniente da
clivagem entre os carbonos 3 e 4, se torna necessariamente o pico base guando o
carotendide possue dois grupos terminais aciclicos (designados W), como o licopeno.
A retencdo da carga no fragmento de maior massa origina um pico importante, a m/e
M-69, embora sua intensidade seja algumas vezes baixa (ENZELL er alii, 1969),
Devido a redugfio na dupla ligagio 7,8 (Figura 3), hd surgimento do proeminente pice
a m/e M-137 e 137, como resultado da clivagem entre os carbonos 7 ¢ 8 (ENZELL er
alii, 1969). Reducdes adicionais, presentes no fitoflueno e fitoeno, promoveram a
clivagem das ligagcGes simples ativas localizadas entre as duplas ligacGes ndo
conjugadas, levando 4 produco de fons abundantes espagados em 68 u.m., isto é, M-
69, M-137, M-205, etc (ENZELL e alii, 1969). |
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FIGURA 3: Estruturas de carotenos aciclicos e suas fragmentacdes caracteristicas.
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A maioria dos grupos terminais ciclicos (designados B- ¢ &) ¢ estavel e os
carotendides que os contém se decompdem por clivagem das ligagles da cadeia
poliénica (ruptura das ligagbes 7, 8, 9, 10 ¢ 11), com fransferéncia de wm Atoma de
hidrogénio para o menor fragmento (ENZELL & BROMAN, 1994).

Os grupos terminais com dupla ligag@o na posiclo 5,6 dio surgimento a fons
caracteristicos de massa alta, predominantemente por clivagens da cadeia poliénica ou
eliminagdo relacionada com a presenga de hidroxila (perda de dgua). Por exemplo, a
perda do anel 3-ionona no 3-caroteno (M-137) ou B-criptoxantina (M-153) (Figura 4)
resulta, frequentemente, em um pico de baixa mtensidade.

O anel &- (presente no o-carcteno e o-criptoxantina) sofre reacdo reversa de
Diels-Alder (Figura 5), com permanéncia da carga na cadeia poliénica. Esta reagfo é
caracteristica das estruturas com dupla ligagdo entre os carbonos 4 e 5, mas os picos
correspondentes sio geralmente de baixissima intensidade (VETTER et alii, 1971).

Foram estudados, em detalhe, os grupos oxigenados nas posigdes 5,6 ou 5,8-,
Nestes compostos ocorrem reagdes de eliminagfo da cadeia poliénica, com formacio
dos fons [M-80]* e [M-106]*, além de ocorrer abundante produgfio de fons de massa
baixa, [164+R]T ¢ [204+R]* (Figura 6), contendo o anel epdxido e parte da cadeia
poliénica. Ocorre também geragéic de ions de massa alta, que retém o grupo epédxido,
como o [336+R-H}]*. Os diepoxi-5,6,5,6'- ou 35,85 8-carotendides sofrem
eliminagbes sucessivas de 80 u.m..

Algumas técnicas novas de 1onizag8o como bombardeamento rapido de atomos
¢ lonizaglo quimica tém sido ultimamente aplicadas, A combinagdo CLAE-EM estd
comegando a ser explorada (ENZELL & BROMAN, 1994).

3.3.3. Aplicacées em alimentos

Os poucos trabathos que aplicaram EM aos carotendides em alimentos usaram
impacto de elétrons como método de ionizagfo, com exceclio de KHACHIK et alii
(1989, 1992) que empregaram espectrometria de massas de captura de elétrons - modo
negativo (com metano) ou desor¢fo quimica com amonia, cujos espectros de umissus
apresentaram fragmentagfio reduzida ou praticamente inexistente. Em 1989, estes
autores identificaram B-criptoxanting, {-caroteno, fitoflueno e fitoeno em péssego, ¢ y
-caroteno em damasco. Em pasta de tomate foram identificados 1,2-epdxi-licopeno,
5,6-epbxi-licopeno, licopeno, luteina, 5,6-diidroxi-5,6-diidrolicopeno,3,4-dideidro-



i4

B-caroteno

B-criptoxantina

~L0%,
£ CH
G [
imnaraam
R ”50.{’9 H R
M-136+R]*

FIGURA 4: Estruturas do B-caroteno e da B-criptoxantina, e formacgio do
fragmento [M-136+R]*.
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FIGURA 5: Estruturas do a-caroteno e da a-criptoxantina, e formagde dos
fragmentos a- [M-35+R]* e b- [M-122+R]™.
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3,6,5",6'-diepoxi-5,6,5',6-tetraidro~y, y-caroteno, € além  desses, neoxantina,
violaxantina ¢ epdxi-luteina em tomate "in natura" (KHACHIK ¢/ 2lii, 1992),

KHACHIK er alii (1986), utilizando impacto de elétrons, confirmaram &
estrutura de neoxantina, violaxantina, epdxi-luteina e luteina em brocolis.

Os carotendides de laranja foram estudados através de EM por vérios grupos.
Carotendides com grupos cetdnicos, semi-f-carctenona e B-carotenona, foram
isolados e confirmados em Murraya exotica e Triphasia trifolia, respectivamente
(YOKOYAMA & WHITE, 1968). GROSS e alii (1975) identificaram os seguintes
carotendides em suco de laranja; B-citraurina, 3-hidroxi-5,8-ep6xi-5,8-diidro-3-apo-
§-carotenal, mutatoxantina, 5,6-diidro-B,fB-caroteno-3,3".5,6-tetrol e 5,8-epoxi-
5.8.5'.6 -tetraidro-B, B-caroteno-3,3,56tetrol. Logo depois, LEUENBERGER &
STEWART (1976) confirmaram a presenga de B-apo-8'-carotenal, que foi também
encontrado posteriormente por FARIN ez alii (1983) em hibrido de laranja mangdarim.
PFANDER e aofii (1980) confirmaram a estrutura do B-apo-8-carotenal e da -
cltrauring.

Reticulaxantina, isolada e identificada por CURL (1962) e STEWART &
WHEATON (1971) em laranja, revelon ser, de fato, um artefato formado durante o
isolamento dos carotendides {STEWART & WHEATON, 1973). Durante a
saponificagiio na presenga de acetona ocorre a condensagdo aldélica, resultando na
conversio de B-citraurina em reticulaxantina.

Novos epoxidos de carotenos alifaticos, presentes em tragos, em tomate ¢ em
seu mutante delta tiveram sua estrutura elucidada por EM pelo grupo de BRITTON &
GOODWIN: 1,2-epéxi-fitoeno (BRITTON & GOODWIN, 1969), 1,2-epoxi-
fitoflueno, 1',2"-epdxi-fitoflueno, 1,2-epoxi-G-caroteno, 1,2-epéxi-licopeno, 5,6-epbxi-
licopeno (BEN-AZIZ et alii, 1973), 1'.2%epxi-y-caroteno ¢ 1',2"-epoOxi-G-caroteno
(BRITTON & GOODWIN, 1975). Além desses epoxidos foram encontrados
mutatocromo, apo-6-licopenal, apo-8'-licopenal e licoxantina (BEN-AZIZ et ali,
1973).

FRECKNALL & PATTENDEN (1984) confirmaram os carotenos presentes em
seis mutantes coloridos de tomate, com auxilio de EM e ressondncia magnéica
nuclear (RMN) de 'H e 13C para verificar a forma geométrica. Em temate gmarelo fot
relatada a presenga de frams-f-caroteno (principal carotenéide), o-caroteno ¢
fitoflueno e no mutante tangerina a presenca de cis-fitofluenc, di-cis-{-caroteno, tri-
cis-neurosporeno e tetra-cis-licopeno (conhecido como prolicopeno), sendo estes trés
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Gitimos os majoritarios. Em tomate mutantes damasco e laranja, foi identificado wrans-
B-caroteno (principal) e no delta frgns-8-caroteno {majonitano), frans-fitofluere, £-
caroteno, 15-cis-fitofluenoc e frans-licopeno.

GROSS et alii (1973a) identificaram 22 carotendides em polpa e casca de
abacate, utilizando EM s0 para neocromo e minulaxantina, Em 1974, foram
identificados mais dois carotendides por EM: crisantemaxantina ¢ 5,8-epoxi-3,8-
diidro-10"-apo-B-caroten-3,10'-diol (GROSS et afii, 1974). Um carotendide,
semelhante ao presente no abacate, foi encontrado em casca de magd vermetha e sua
estrutura confirmada como sendo o 3,6-epoxi-3,6-diidro- 10'-apo-B-caroteno-3,10'-diol
(GROSS et alii, 1978).

Trés novos epdxicarotendides com 25 carbonos encontrados em ameixa cv.
Sagiv tiveram suas estruturas elucidadas por GROSS & ECKHARDT (1981):
persicaxantina, persicacromo e apo-12-violaxantal. Estes pigmentos ja haviam sido
isolados e tentativamente identificados por CURL {1959, 1960, 1964) em damasco,
péssego, laranja e "cranberry”.

Continuando os estudos com frutas, GROSS es o/ii (1973b) 1dentificaram 23
carotendides em néspera, sendo que os seguintes foram confirmados por EM:
mutatocromo, y-caroteno, mono- € diepdxido de criptoxantina, criptoflavina, luteina e
neoxantina, Foram identificados 10 carotenédides em carambola e destes, 4 foram
confirmados por EM: {~caroteno, criptoflavina, ¢riptocromo e mutatoxantina (GROSS
et alii, 1983).

Com o auxilio de EM, BUCHECKER et alii {1975) provaram que frolixantina,
encontrada em laranja e tangerina (CURL & BAILEY, 1954, 1956, 1957) ¢ em
péssego e damasco (CURL, 1959, 1960), e troliflor, detectada em tomate e pimentio
vermelho (CURL, 1961, 1962), sio na verdade frans-neoxantina,

Em estudos com frutas vermelhas de Solanum dulcomara (MARKHAM &
LIAAEN-JENSEN, 1968), foram elucidadas as estruturas de licoxantina ¢ licofil e em
Shepherdia Canadensis (KJSSEN & LJAAEN-JENSEN, 1969), metil-apo-6-
licopenoato.

Lactucaxantina, um novo carotendide isolado de alface, teve sua estrutura
estabelecida por SIEFERMANN-HARMS ef affi (1981). Este carotemdide fol
encontrado em alguns géneros (Lactuca, Prenanthes, Cicerbita ¢ Mycelisy do grupo
Cichorium, mas em nenhum do-grapo Sonchus. :
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MATSUNO et alii (1986) isolaram e elucidaram a estrutura de dois poves
carotendides de abdbora: cucurbixantina A e cucurbixantina B. DELI ez alii {1992)
relataram a presenca de 58 carotendides em péprika preta e identificaram por EM
cucurbixantina B & mutatoxantina.

A importncia da elucidagdo de estruturas foi também exemplificada com o
monoepéxido da B-criptoxantina encontrado em papaya. Dependendo da localizagio
do grupo epéxido este carotendide poderia ou ndo ser provitamina A. A estrutura foi
estabelecida por EM e RMN como 5,6-epoxi-5,6-diidro-f, B-caroten-3-0l {GODOY et
alii, 1990). Como os grupos hidroxilico e epéxido estdo localizados no mesmo anel,
deixando o outro sem substituintes, metade da molécula preenche o requisito
estrutural de uma provitamina A.

3.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Muitos autores vem se dedicando para estabelecer uma metodologia adequada,
utilizando CLAE, para a determinagio de caroten¢ides. No entanto, ainda existem
controvérsias em consequéncia da composigiic complexa ¢ diversificada dos
carotendides em alimentos, Por isso, apesar das afirmagBes confrarias, a CLAE ndo
pode ainda ser considerada uma metodologia bem estabelecida e de uso rotineiro para
a determinagdo desses compostos.

3.4.1. Extraciio e saponificacio

O modo de extracdo e o solvente escothido devem sempre considerar o tipo de
amostra devido a diferente distribuiciio € ocorréncia dos carotenodides nos diferentes
alimentos.

Os solventes organicos misciveis com a 4gua s@o os mais indicados para @
extracdo dos carotendides porque a grande maioria das amostras "in natura” possuem
alta porcentagem de dgua (DAVIES, 1976).

Muitos autores utilizaram acetona para a extragfio de carotendides em vegetais
verdes (ESKINS et alii, 1977; IRIYAMA et alii, 1978; BRAUMANN & GRIMME,
1981; TAKAGI, 1985), em paprika (FISHER & KOCIS, 1987) e em pimenta
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vermelha (ALMELA et alii, 1991). Combinagdes de acetona-etanol (1:1} e acetong-
hexano (9:1) foram empregadas na extraglo de carotendides de cenouwra
(PETTERSON & JONSSON, 1990) e de diversos vegetais ¢ frutas (SCHWARTZ &
PATRONI-KILLAM, 1985), respectivamente. PHILIP er alii (1988, 1989)
empregaram exiragio com metanol seguido de acetonma. Para prevenir a perda por
oxidagfio dos carotendides durante a andlise, foram adicionados antioxidantes como
ascorbato de sodio (VAL et alii, 1986) e hidroxibutiltolueno (BHT) (HEINONEN et
alii, 1989). Agentes neutralizantes (como carbonato de sédio) foram empregados para
evitar a conversdo de clorofila em feofitina durante a extragdo com acetona (CANO,
1991: CANO & MARIN, 1992; YAMAUCHI & WATADA, 1993).

Metano! (TAYLOR & MCDOWELL, 1991) e combinagdes desse solvente com
sloroformio (QUACKENBUSH, 1987) e com tetracloreto de carbono (DAOCOD et
alii, 1987, 1989) foram também utilizados na extragfio. Cabe ressaltar que a extragdo
de carotendides com metanol e carbonato de célcio em pimenta amarela (MATUS ef
alii, 1991) ¢ preta (DELI et alii, 1992) durou 42 horas.

A grande vantagem da extragio com tetraidrofurano, MgCO; & Nap3Oy anidro,
empregada pela primeira vez por BUSHWAY & WILSON (1982), foi a ndo incluséo
da etapa de partigio. Apesar do tetraidrofurano ser relativamente oaro, toxico €
propenso a acumulagfio de peréxidos, necessitando de estabilizagfo, esta extragio foi
empregada em diversos estudos (BUSHWAY, 1985, 1986; KHACHIK et alii, 1986,
1988; BUREAU & BUSHWAY, 1986; MEIIA ez alii, 1988; ABDEL-KADER, 1991;
GRANADQO et alii, 1992).

Somente em dois trabathos (SPEEK ef alii, 1986; HOMNAVA ef afii, 1950}
utilizou-se primeiro a saponificagio e depois a extraglo, caminho normalmente
seguido na determinagdo de vitamina A.

Extragio com CO, supercritico comegou a ser empregada na édrea de
carotendides (DEGNAN et alii, 1991) por ser seletiva, executada 4 baixa temperatura,
e nfio usar grandes quantidades de solventes orgénicos.

A extragio quantitativa envolve, normalmente, sucessivas operagoes até a
retirada completa dos pigmentos. A seguir realiza-se uma etapa de partigdo, e,
opcionalmente uma saponificagiio do extrato,

A saponificagfio tem como objetivos hidrolisar os esteres de xantofilas ¢
remover lipideos e clorofilas que possam interferir na anélise posterior (DAVIES,
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1976). Esta técnica consiste basicamente na adigdo de KOH ou NaOH metanolicos ou
aquosos ao extrato de carotendides dissolvido em éter de petréleo ou hexano, podendo
ser realizada a quente ou A temperatura ambiente. Diferentes concentragfes de aleals,
tempo € temperatura vém sendo empregados.

BUSHWAY & WILSON (1982) relataram que nfo ter havido diferenga nos
teores de - e B-caroteno entre amostras saponificadas (condiges ndo especificadas)
e ndo saponificadas. Entretanto, KHACHIK et afif (1986) reportaram perda de 6% de
B-caroteno e de 17 a 84% de xantofilas em brocolis, apds saponificagdo com 30% de
KOH metandlico, 4 temperatura ambiente.

Varios autores exclufram a etapa de saponificagfio, visande evitar a degradagio
e diminuir o tempo de anslise, desenvolvendo métodos para a separagio dos €steres de
diversas frutas como abobora (KHACHIK & BEECHER, 1988}, péssego (KHACHIK
et alii, 1989), paprica (GREGORY et olii, 1987, SCALIA & FRANCIS, 1989), suco
de laranja (PHILIP et alii, 1988), caqui ¢ maméo (PHILIP & CHEN, 1988a).

3.4.2. Separacio

Apesar da possibilidade da CLAE propocionar alta resolugdo e melhor
reprodutibilidade do que a cromatografia em coluna clissica (RUEDI, 1985), nenhum
método denvolvido até o momento foi capaz de promover a separagéic completa dos
carotendides ¢ suas respectivas formas isoméricas em uma mesma corrida. Deste
modo, a andlise dos carotendides seguiu duas abordagens: determinago de B-caroteno
em suas formas isoméricas ¢ determinagio da composigdo dos carotendides sem
separagdo dos isGmeros geométricos.

As primeiras tentativas para a separagdo de isdmeros por CLAE foram feitas
empregando colunas de alumina (VECCHI et alii, 1981) ou de hidréxido de célcio
(TSUKIDA et alii, 1982; CHANDLER & SCHWARTZ, 1987, 1988). A resolugdo
obtida foi considerada muito boa, mas essas colunas ndo estfio disponiveis
comercialmente ¢ requerem o controle estrito de uma série de condigdes.

Procurando uma alternativa mais prética para a separagdo das formas cis,
QUACKENBUSH & SMALLIDGE (1986) testaram mais de 20 colunas comerciais de
fase reversa (Cg € Cy5), € somente em 3 colunas poliméricas (marca Vydac) foi obtida
a separagio dos isémeros de B-caroteno. BUSHWAY (1985) ji havia verificado a
efichcia deste tipo de coluna na separagio de isdmeros. Mais tarde, CRAFT et alii
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(1990) também escolheram a coluna Vydac para a separagio de isdmeros de padrdes
comerciais de B-caroteno. As fases moéveis uvtilizadas nestes trés trabalhos foram
combinac¢Bes de metanol com cloroférmio ou com agua, sempre de modo isocratico.

A matoria dos trabalhos visando a determinacgio da composigiio de carotendides
também utiliza colunas de fase reversa (Cig), onde ocorrem ligagSes mais fracas com
os pigmentos, evitando a sna degradagio.

BUSHWAY (1985) teston, além de varias colunas de fase reversa, duas de fase
normal (amino ¢ alumina), para separar wma mistura de padrdes e o~ ¢ J~carotenc em
batata doce, tomate ¢ couve. A fase mdvel ufilizada nestas duas colunas foi 99,5%
isoctano e 0,5% de tetraidrofurano estabilizado, nfio ocorrendo eluigdio dos
carotendides mais polares (criptoxantina e cantaxantina). Além disso, na coluna de
amino, d- & B-caroteno coeluiram e na de alumina, o y-caroteno ndo eluiu, embora
tenha havido separacfio entre o o~ & B-caroteno,

Utilizando coluna de silica ¢ gradiente de acetona em ¢ter de petroleo como
fase movel, ALMELA et alii (1990, 1991) separaram 16 carotendides em paprica € em
vérios cultivares de pimenta vermetha. TAKAGI (1983) também empregou coluna de
silica para separar os carotendides de diversas fothas, com gradiente de acetona em n-
hexano como fase moével. De acordo com BRAUMANN & GRIMME (1981), no
entanto, a silica deve ser evitada porque leva 4 degradagfio dos carotendides.

A coluna de ciano ainda nfo foi empregada em amostras alimenticias. GILLAN
& JOHNS (1983) utilizaram esta coluna, como uma alternativa ao uso de silica, para
separar carotendides de bactérias. Foi também empregada, mais recentemente, por
KHACHIK e alii (1993) para determinar a composi¢io de carotendides em soro.

KHACHIK ef alii (1986, 1988, 1989, 1992) determinaram a composigio de
carotendides em vérias amostras como vegetais verdes, fomate, damasco, meldo,
“grapefruit” rosa e abéhora, incluindo nessa dltima os ésteres de xantofilas. Foram
empregadas duas colunas de C;g de marcas diferentes, com gradientes de metanol,
acetonitrila, tetraidrofurano ¢ hexano adaptado a cada tipo de amostra. A comida
durou cerca de 50 minutos. HEINONEN et alii (1989) utilizaram também este mesmo
gradiente para a determinagio de carotendides majoritarios em varios vegetais e frutas
consumidos na Finlandia.

GRANADOQ et alii (1992) usaram metanol, acetonitrila e diclorometano, de
forma isocratica, para verificar a composigdo de carotenodides em folhas verdes e
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alguns vegetais e frutas porém nfo mencionaram a presenca de neoxastina e
viclaxanting, apesar de todos os trabalhos desenvolvidos com folhas terem detectado
estes carotenOides em folhas. Em proporgfes diferentes, SIMON & WOLFF (1987)
também utilizaram estes mesmos solventes para separar 05 carotendides em cenoura
liofilizada.

PHILIP & CHEN (1988b) utilizaram gradiente de metanol e acetato de etila
para obfer a separacfio de carotendides e seus ésteres. A commda levou cerca de 15
minutos, mas ¢ cromatograma mostrou uma separagio pobre, Gradiente de metanol,
agua e acetato de etila foi empregado por CANO (1991} para separar os carotendides
de kiwi em 12 minutos. Com este gradiente houve separagdo enire algnmas formas
isoméricas de violaxantina e luteina, mas nflo de B-caroteno.

Um exemplo interessante da evoluglo na separagéo ¢ o case de folhas verdes
onde se observa um aumento no nlimero de carotendides separados e uma diminuigfo
no tempo de corrida de 100 (ESKINS ez alii, 1977) para 18 minutos (BRAUMANN &
GRIMME, 1981).

A reprodutibilidade da separagfo obtida ¢ dificil, mesmo usando colunas da
mesma marca. SCOTT (1992) obteve diferentes respostas de &rea, tempo de eluigo e
perfis dos picos minoritdrios (vizinhos aos majoritarios) utilizando trés colunas da
mesma marca, mas de diferentes bateladas. Este mesmo autor (SCOTT & HART,
1993) reportou, ainda, redugdo de 1 minuto no tempo de corrida a cada aumento de
19C na temperatura.

E importante salientar que em nenhum destes trabalhos houve separagio boa ou
suficiente para quantificar todos os carotendides, e muito menos seus isdmeros c7s.

3.4.3, Identificaciio

Tempo de retengio, 4s vezes complementado por co-cromatografia e pelo
espectro no visivel, foi utilizado para a identificagfio de carotendides na maioria dos
trabalhos (ESKINS er alii, 1977, SIMON & WOLFF, 1987, DAOOD et alii 1987,
1989; NG & TAN, 1988; BIACS e glii, 1989; HEINONEN ef alii, 1989; TAYLOR &
McDOWELL, 1991; ROUSEFF et alii, 1992, MINGUEZ-MOSQUERA et afii, 1992;
GRANADO er alii, 1992). Segundo TAYLOR & McDOWELL (1991), estes
parmetros fornecem informacgOes limitadas, impossibilitando a identificacfo
conclusiva de varios carotenéides. '
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Para colaborar na identificagdo dos carotendides, além dos pardmetros cimdos
acima, duas reagBes quimicas foram utilizadas, a reducio com boroidreto de s5din
(MATUS ef alii 1981; BARANYAI ef alii, 1982; FISHER & KOCIS, 1987; DELI er
alii,1992) e o rearranjo epdxido-furandxido pela adigdo de HCI (MATUS et alii 1981;
BRAUMANN & GRIMME, 1981; CANO, 1991) ou por adicfio de 4cido tolueno
sulfdnico (FISHER & KOCIS, 1987).

KHACHIK et alii (1986, 1992) utilizaram além dos pardmetros tradicionais,
EM para identificar os carotendides de vegetais verdes e tomate, mas somente nas
fragGes presentes em maior quantidade.

3.4.4. Quantificaciio

A primeira grande dificuldade para a quantificagfio de carotenéides por CLAE ¢
a existéncia de poucos padrles comerciais ¢ a pureza variada dos disponiveis,
QUACKENBUSH & SMALLIDGE (1986) encontraram em padedes comerciais de
frans-f-carotenc porcentagens deste composto variande de 0,6 a 88,7% em diferentes
marcas ¢ vantagtes de 23,4 a 81,0% em uma mesma marca. CRAFT et alii (1990)
também observaram que a pureza de padrfo de P-caroteno proveniente de quatro
fornecedores variou de 7,1 a 82,9%. Outro problema verificado por THOMPSON
(1986), QUACKENBUSH & SMALLIDGE (1986) e RODRIGUEZ-AMAYA (1989)
¢ a rapida degradagdo dos padrdes apds abertura da embalagem selada.

Diante destes fatos, CRAFT er alii (1990) deixaram claro que especiais
precaugdes, como por exemplo purificagBo dos padrbes imediatamente antes da
analise, devem ser tomadas para a obtengdo e construgfo das curvas de calibragio.
RODRIGUEZ-AMAYA (1989) ja havia também recomendado, para efeito de
quantificagdo, o wuso de solugbes recentemente preparadas e testadas
espectrofotometricamente.

Os padrdes dos demais carotenodides, que nfio sio comercializados, devem ser
obtidos de fonfes naturais e purificados em coluna cléssica aberta e/ou CCD,
coletados apods vérias corridas em CLAE ou preferencialmente isolados através de
coluna preparativa em CLAE (ISAKEN & FRANCIS, 1989).

Tendo em vista que 4 execugdo didria destas operagdes torna a analise longa,
complicada e 3s vezes invidvel, varios estudos tém recorrido & quantificaciio por
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padronizagfo interna utilizando diversos padrdes de carotendides sintéticos, como o B
-apo-8'-carotenal (NOGA & LENZ, 1983; KHACHIK er alii, 1986 e SIMON &
WOLFF, 1987), cantaxantina (BARANYAI et glii, 19382, GREGORY et alii, V987),
decapreno-B-caroteno (KHACHIK & BEECHER, i985) e nonapreno-f-caroteno
(KHACHIK & BEECHER, 1987). Contudo, ainda permanecia o problema da
estabilidade dos compostos usados como padrio interno, fazendo com que outra
alternativa fosse buscada. QUACKENBUSH & SMALLIDGE (1986) foram os
primeiros a utilizar na determinagio de carotendides uma solugdo de Sudan I (1-
{tenilazo)-2-naftalenol) como padrio interno. Este corante apresenta solubilidade e
Amay Similares aos dos carotendides, além de ser extremamente estivel.

Aproveitando a idéia, CARVALHO et alii (1992) também usaram Sudan |
como padriio interno para a quantificacdo de provitaminas A em diversos alimentos. O
grande inconveniente encontrado foi a sobreposigiio do tempo de retencdo do Sudan {
com os da clorofila e xantofilas di- e triidroxiladas em coluna de fase reversa (Cyg).
Este problema foi contornado com a passagem prévia dos extratos por uma mini-
coluna de MgO:Hiflosupercel para reter os interferentes acima citados, o que impede,
por outro lado, a utilizagdo de Sudan na quantificacio das xantofilas.

Diante das dificuldades expostas acima, nfic ¢ surpresa que em varios estudos
ndo fol feita quantificaco (ESKINS er afii, 1977; RRAUMANN & GRIMME, 1981;
FISHER & KOCIS, 1987; DAOOD et alii, 1987, TAYLOR & McDOWELL, 1991;
YAMAUCHI & WATADA, 1993), ou os resultados foram fornecidos em
porcentagens relativas (QUACKENBUSH, 1987, CHANDLER & SCHWARTZ,
1987, MATUS ef alii, 1991; DELI ef alii, 1992) ou simplesmente em area (mm?2)
(DAQOD er alii, 1989). Para que os dados possam ser realmente fiteis em Ciéncia de
Alimentos, Nutrigio ¢ Medicina, as concentracbes absolutas dos carotendides sdo
imprescindiveis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostragem ¢ Preparo das Amostras

4.1.1. Para confirmacfo da identidade de
carotenéides por espectrometria de massas

Seis unidades de maracuja (Passiflora edulis), variedade flavicarpa, foram
adquiridas em Campinas, no estadio maduro, embaladas ¢ enviadas, via aérea, a
Inglaterra. Apenas a parte comestivel {(polpa) foi submetida 4 analise.

Quatro mangas (Mangifera indica) cultivares Keitt ¢ Tommy Atkins, no estadio
maduro, foram compradas no comércio de Campinas. A polpa das mangas foi
homogeneizada em conjunto,

Come o caruru apresentou o maior teor de o-criptoxantina dentre as varias
folhas previamente analisadas no Brasil (RAMOS & RODRIGUEZ-AMAYA, 1987;
MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA, 1990, 1991), essa verdura foi utilizada
para a confirmacdo da estrutura da g-criptoxantina,

O extrato de manga e a fragdo de a-criptoxantina obtida do caruru foram
preparados no Brasil, acondicionados em ampola dmbar, selados sob atmosfera de N,
¢ transportados, sem refrigeraco, & Inglaterra.

4.1.2. Para determinacfo da composicio
quantitativa de carotenéides da manga e
do suco de manga

Com o objetivo de estudar a diferenga entre cultivares ¢ estadio de maturagéo,
duas cultivares de mangas (Mangifera indica), Tommy Atkins e Keitt, foram
adquiridas no CEASA - Campinas, em janeiro ¢ fevereiro de 1993, procedentes da
regifio de Araraquara, Estado de S#o Paulo. Foram analisados trés lotes de cada futa,
sendo que em cada lote separou-se os frutos em trés diferentes estadios de maturago:
verde, entre verde e maduro, e maduro.
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Para verificar a influéncia da localizagio geografica, adquiriu-se, também, trés
lotes de manga Keitt, procedente de Juazeiro - Bahia. Somente o estadio maduro foi
analisado.

Trés frutos no mesmo estddio de maturagfo, com cerca de 500 g cads, foram
retirados ao acaso de cada lote, homogeneizados em multiprocessador (Walita) e
retirada a quantidade necessaria (de 15 a 40 g, dependendo do estadio de maturagdo)
para anélise por CLAE. :

Foram também comprados no coméreio de Campinas tés diferentes marcas de
suco de manga. De cada marca foram analisados 3 lotes, sendo cada lote constituido
de 3 garrafas tomadas ao acaso. Apds homogeneiza¢do do contendo das trés garrafas
de cada lote, foram retiradas aliquotas de 30 a 35 g de suco para analise por CLAE.

4.1.3. Para verificacfio da incidéncia de
carotendides minoritarios provitaminicos A
em folhas

As seguintes verduras folhosas foram compradas no comércio de Campinas ¢
imediatamente levadas ao laboratdrio para anédlise: alface crespa e lisa (Lacruca
sativa), carura (Amaranthus viridis), couve (Brassica oleracea var. acephala), taioba
(Xanthosoma spp.), agriio (Nastrutium officinale), salsinha (Petroselium hortense),
racula (Eruca sariva), almeirdo (Chicorium intybus), chicéria (Chicorium endivig) e
espinafre (Spinacea oleracea). Cada mago de folha foi triturado separadamente em
multiprocessador (Walita) e retirada a quantidade necessaria de amostra para anélise
por CLAFE (aproximadamente 5 g).

4.2. Etapas Pré-Cromatograficas

As etapas de extragfo e saponificacfio foram executadas de acordo com o
método de RODRIGUEZ-AMAYA ef alii (1988).
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4.2.1. Obtengdo do extrato de carotendides para
espectrometria de massas

A Figura 7 apresenta o esquema das etapas para obtengfio dos extratos de
manga, maracuja € caruru para a confirmacfo da identidade de carotendides por
espectrometria de massas. Neste procedimento teve-se o cuidado de ndo wutilizar
material plstico, papel de filtro, nem homogeneizador.

4.2.2. Obtencio do extrato de carotenéides da
manga e do seu suco para quantificacio

O esquema das etapas pré-cromatogrificas que foi utifizado para analise
quantitativa de manga e suco de manga encontra-se na Figura 8.

4.3. Etapas Cromatograficas

4.3.1. Isolamento dos carotendides para
posterior andlise por espectrometria de
massas

4.3.1.1. Cuidados necesssrios

Quando pequenas quantidades de carotendides (da ordem de poucas pg) estio
sendo preparadas para espectrometria de massas, muitas impurezas, decorrentes da
amostra, dos solventes e fases estaciondrias, podem ser introduzidas durante as etapas
de purificagfo. Além disso, os plastificantes, principalmente fialatos, mesmo em
pequenas quantidades sfo rapidamente dissolvidos por solventes orgénices, podendo
ser uma causa grave de contaminagfio (BIEMANN, 1962; BRITTON & YOUNG,
1993},

Para prevenir a contaminagfo dos carotendides durante as etapas de isolamento,
néo foram usadas garrafas e pissetas plasticas, e a 4gua destilada foi recolbida em
recipiente de vidro. Além disso, todos os solventes grau p.a. foram destilades, e o3
perdxidos removidos do EE (éter etilico) pela adiglio de ferro reduzido antes da
destilag@o. O EE, assim purificado, foi utilizado dentro de cinco dias, principalmente
para as estapas finais de purifica¢io dos carotenéides.
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AMOSTRAS EM PEDACOS
EXTRACAO COM ACETONA EM ALMOFARIZ,
FILTRACAO EM FUNIL DE VIDRO SINTERIZADO

\

TRANSFERENCIA PARA ETER ETILICO EM FUNIL DE SEPARACAO
COM ADICAO DE AGUA

\

SAPONIFICACAO COM 10% DE KOH EM METANOL SOB Ny
A TEMPERATURA AMBIENTE POR 1 NOITE (FRUTAS)
E POR 3 HORAS PARA FOLHAS VERDES

\

RETIRADA DO ALCALI ATE pH NEUTRO
(LAVAGEM COM AGUA)

ADICAO DE Na,SO4 ANIDRO
CONCENTRAGCAO EM ROTO-EVAPORADOR ATE SECURA

\

RE-DISSOLUCAQ EM ETER DE PETROLEO

FIGURA 7: Esquema das etapas pré-cromatograficas utilizadas em conjunto
com espectrometria de massas.



AMOSTRA HOMOGENEIZADA

\J

EXTRACAO EXAUSTIVA COM ACETONA RESFRIADA
EM HOMOGENEIZADOR DE TECIDOS (Tecnal)

2

FILTRACAO EM FUNIL DE BUCHNER

¥
TRANSFERENCIA PARA ETER ETILICO E ETER DE PETROLEO EM
FUNIL DE SEPARACAO COM ADICAQ DE AGUA

2

SAPONIFICACAO COM 10% DE KOH EM METANOL SOB N,
A TEMPERATURA AMBIENTE POR 1 NOITE

\

RETIRADA DO ALCALI ATE pH NEUTRO (LAVAGEM COM AGUA)

\’

ADICAO DE Na; S0, ANIDRO

CONCENTRACAO EM ROTO-EVAPORADOR
ATE VOLUME CONHECIDO (50 ou 100 ml)

4

RETIRADA DE ALIQUOTA APROPRIADA (3 a 9 ml)

{

ADICAO DE 100 ul DE SUDAN I (10,55 ug)

\

SECAGEM SOB Nj

\

DILUICAO EM 1 m! DE HEXANO (p.a.)

FILTRACAO EM MEMBRANA DE 0,45 um

FIGURA 8: Esquema das etapas pré-cromatograficas utilizadas para posterier
quantificago por CLAE.
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Todas as vidrarias foram rigorosamente limpas com acetona e 4gua quente;
adicionalmente, as pipetas Pasteur ¢ ampolas foram enxaguadas com EE destilado.

Para evitar a infrodugdo de contaminantes durante as etapas de purificacfio, ay
placas de silica para cromatografia em camada delgada foram previamente corridas
com um solvente mais polar (normalmente éter etilico) que o utilizado para a
separagdo dos carotendides, Todos os solventes empregados na {tima etapa de
purificagdo, além de destilados, foram purificados em coluna de alumina (gran 1).

4.3.1.2. Preparacio das fases estaciondrias

Segundo especificacfo do fabricante, alumina neutra grau 1 (Woelm-Eschwege
ou Merck) foi levada a grau Il ou entre Il e IV com a adigBo de dgua & alumina
previamente submersa em EP (éter de petrdleo), agitando-se por 2 a 3 minutos para
que houvesse incorporagfo homogénea de dgua por toda a superficie da alumina. Esta
suspensdo for utilizada como fase estacionaria em coluna classica de vidro, bem como
para preparar mini-colunas em pipeta Pastenr.

Todas as placas cromatogréficas, confeccionadas no laboratorio, foram com
espessura de 0,5 mm. As placas de silica (Merck) e silica basica (preparada pela
adi¢do de uma pastilha de KOH a 4dgua de suspensfio da silica) foram ativadas por 2 h
a 120°C. Placas prontas (Merck), com espessura de 0,25 mm, também foram
empregadas.

Para a preparac@io das placas de dxido de magnésio, misturou-se em almofariz
quantidades iguais de MgO (BDH Laboratory Supplies) e terra diatomacea "kieselguhr
G" (Merck) (para 5 placas: 17,5 g de cada adsorvente e 60 ml de dgua). As placas a
serem utilizadas até o dia seguinte de sua preparagdo foram ativadas por 30 minutos a
1200C e as demais por 1 h a 120°C.

4.3.1.3. Separacio dos carofendides da manga e
do caruru

Para a separagdo das fragfes desejadas, utilizou-se uma coluna de vidro,
empacotada & vacuo com MgO (Merck):Hiflosupercel (Johns-Manvitle) {1:2) até a
altura de cerca de 10 cm. Uma pequena quantidade de sulfato de sédio anidro foi
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adicionada ao topo da coluna para reter 2 4gua que ainda estivesse presente na
amostra.

A coluna foi molhada com EP e, apés aplicagio da amostra, eluida com EP e
5% de EE em EP para retirada do B-caroteno. Para a eluigio das xantofilas de manga
utilizou-se 100% de acetona e 10 a 30% de Agua em acetona. a~Criptoxantina do
carury fol retirada com 10 a 30% de EE em EP, garantindo desse modo sua completa
eluigio.

A fragio contendo as xantofilas de manga foi concentrada até secura e
redissolvida em pequeno volume de hexano (Lichrosolv, Merck). As xantofilas foram
a seguir separadas por CLAE em coluna de ciano e gradiente de acetona em n-hexano
como fase movel, segundo detalhes descritos no item 4.3.3.1. Os pigmentos isolados
foram acumulados durante 5 corridas.

Os carotendides da manga (frages de B-caroteno, B-criptoxantina, violaxantina
e neoxanting) ¢ a fragdo do caruru contendo o-criptoxantina foram concentrados até
secura sob Ny e estocados a - 10°C em ampolas dmbar seladas em atmosfera de N,.

Como as ampolas foram transportadas & Inglaterra sem refrigeragio, podendo
levar & formagdo de produtos de degradago, foi necessaria a realizacdo de outra etapa
cromatografica. Cada carotenside foi purificado em camada delgada de silica (Merck),
com as seguintes fases moveis: EP para B-caroteno, EP:EE (3:2) para as
criptoxantinas ¢ 100% EE para os di- e triidroxilados. Apds separagiio, a banda
principal foi raspada e o carotendide rapidamente extraido com EE, em funil de vidro
sinterizado sob vicuo.

Apo6s a purificaglio, registrou-se os espectros de absorgfio dos carotendides na
faixa de comprimento de onda de 350 a 550 nm. Os pigmentos foram concentrados até
secura e estocados sob atmosfera de N, a -20°C até o momento da analise.

Alternativamente, os carotendides da manga foram também separados de
acordo com o procedimento seguido para maracuja, conforme descrito a seguir.

4.3.1.4. Separacio dos carotendides do maracujs
Com o intuito de separar os carotendides em 3 grandes grupos, de diferentes

polaridades, utilizou-se coluna aberta de alumina neutra (grau II). A fragio contendo
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carotenos ¢ epdxidos de carotenos foi eluida com EP, a de moneidroxilados e
oxocarotendides com 60 a 90% de EE em EP e a contendo di- e tritdroxitados com EE
a 30% de etanol em EE (Figura 9).

A fragdo de carotenos foi a seguir aplicada em placa de silica, tendo como fase
movel EF. As seis bandas separadas foram raspadas e eluidas com EE. Apés leitura
em espectrofotdmetro, verificou-se que algumas bandas eram misturas de
carotendides. Estas bandas foram ento recromatografadas em placas de
MgOkieselguhr G, e as fases moveis utilizadas nesta placa estio apresentadas na
Tabela 3. Como o comportamento cromatografico do mesmo pigmento na placa de
MgO podia variar, devido provavelmente 4 pequenas diferencas na porcentagem de
fgua da placa e/ou ao poder de eluigfo dos solventes, as porcentagens de acetona em
EP foram ajustadas, de modo que o pigmento mais polar percorresse no minimo 4 cm
na placa.

Obteve-se novamente o espectro e 0s carotenos espectrofotometricamente puros
foram concentrados até secura sob fluxo de N, e estocados a -200C.

Os carotendides monoidroxilados foram separados em placa de silica
utilizando-se EE:EP (3:1) como fase movel. As trés bandas obtidas foram eluidas com
EE. As etapas subsequentes foram as mesmas descritas para carotenos, sendo que as
fases moveis empregadas para CCD de MgO encontram-se na Tabela 3.

A frag8o contendo di- e trudroxilados foi cromatografada em placa de silica
basica, para evitar o possivel rearranjo dos epéxidos 5,6 para 3,8, utilizando-se como
fase movel EE. As cinco bandas obtidas foram eluidas com EE e gotas de acetona.
Seguiu-se as mesmas etapas descritas para os carotenos. Os solventes empregados
para CCD de MgO encontram-se na Tabela 3.

4.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Utilizou-se um cromatografo lquido Varian, com sisterna ternario de
bombeamento de solvente, modelo 9010, e valvula injetora "Rheodyne™ com alga de
amostra de 10 pl de capacidade. O detector por arranjo de diodos (DAD) Waters,
modelo 994, foi acoplado a um integrador-registrador Varian, modelo 4400.

Os cromatogramas foram obtidos a 445 nm e os espectros fornecidos pelo
detector entre 300 e 550 nm.
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EXTRATO DE CAROTENOIDES (Figura 7)

COLUNA DE ALUMINA
) ¥ 3
EP 60 a 90% EE em EP EE 1 30% EtOH em EE
i) ) J
CAROTENOS MONOIDROXILADOS Di-2
TRIIDROXILADOS
3 A iR
CCD EM SILICA CCD EM SILICA CCD EM SILICA BASICA
FM:lEP FME ET e EE FM:l EE
RECROMATOGRAFIA EM CCD DE MgO:KIESELGUHR
=M: COMBINACOES DE EP E AC (Tabela 3)
LEITURA EM ESPECTROFOTOMETRO
AVALIACAO VISUAL €
3 1)
COMPLETMNTE SECO ASPECTO OLEOSO QU COM
UMA SO TONALIDADE DE COR MATERIAL BRANCO
4

CCD DE MgO:Kieselguhr
{2 DESENVOLVIMENTOS)
ESPECTROMETRIA DE MAS SAS

FIGURA 9: Esquema geral de isolamento e purificagfo de carotendides para

analise por espectrometria de massas.
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TABELA 3: Fases moveis empregadas para o desenvolvimento das placas de
MgO: kieselguhr,

Banda proveniente da placa de silica? Fase mével para a placa de MgQOb

CAROTENOS

le2 éter de petroleo

3,4e6 10% de acetona em éter de petrdleo
5 40% de acetona em éter de petroleo
MONOIDROXILADOS

le2 10% de acetona em éter de petréleo
3 15% de acetona em éter de petréleo
POLIIDROXILADOS

I 40% de acetona em éter de petroleo
2 23% de acetona em éter de petréleo
3 30% de acetona em éter de petroleo

aNumeragao a partir da frente do solvente.
bPequenas mudangas nas porcentagens dos solventes foram, as vezes,
necessarias.



36

Todos os solventes utilizados, de grau cromatografico (Lichrosolv - Merck),
foram previamente filtrados em sistema Millipore de filtragdo 2 vécuo, com membrana
para solvente orgénico de 0,45 pm e, a seguir, degaseificados em ultra-som. A AguR
utilizada foi obtida pelo sistema de purificagio e filtragdo Milli-Q (Millipore).

Todas as amostras foram filtradas em membrana (Millipore) de 0,45 L,

4.3.2.1. Manga e suco de manga

Apés varios testes com duas colunas de Cyg de 5 um, Vydac 201TP54 (250 x
4,6 mm) ¢ Spherisorb ODS-1 (150 x 4,6 mm), e varias combinagdes de solventes
(acetonitrila, metanol, diclorometano e acetato de etila) verificou-se que a separagio
das xantofilas ndo era tdo boa quanto na coluna de ciano e que o Sudan I eluia com as
xantofilas, impossibilitando o seu uso como padrio interno.

Foi entdo desenvolvido wm método utilizando coluna de ciano Spherisorb
(Alltech Associates, USA), com particulas de 5 um, comprimento de 150 mm e
difmetro interno de 4,6 mm, precedida por coluna de guarda de ciano de 3 om de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, com particulas de 10 pm (Varian).
Utilizou-se como fase movel uma programagio multi-linear com concentragdes
crescentes de acetona em n-hexano de 0 a 15% em 10 minutos, 3 20% em 20 mmutos,
a 30% em 10 min e a 40% em 2 min. O tempo de re-equilibrio foi de 8 minutos. Usou-
se vazfio de 1 ml/min, que forneceu uma pressdo de 29 amm ao sistema.

4.3.2.2. Maracuja

Como a triagem indicou que o maracuja possue um alto nimero de carotenos,
o primeiros testes foram realizados em coluna de Cyg de 5 pm, Spherisorb ODS-2
(250 mm x 4,6 mm) (Phase Separation). Foram testadas, sempre com uma vazio de 1
ml/min, em varias proporgdes e gradientes, as seguintes combinagdes como fase
movel: acetopitrila:dguaiacetato de etila, metanol:aguacacetato de etilza e metanol
(MeOH):acetonitrila (ACCN):diclorometans (DCM).

A combinagfo que apresentou melhores resultados foi a {ltima, com o
gradiente, MeOH:ACCN:DCM variando de 20:80:0 para 20:50:30 em 40 minutos.
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Como ndo houve boa separagdo entre as xantofilas na coluna de Cyg, € ja havia
sido demonstrado anteriormente para manga que a coluna de ciano apresentava melhor
separagfio das xanfofilas, foi utilizada a mesma coluna de ciano, especificada no item
anterior (4.3.3.1), com a segninte fase mével: gradiente de 0 a 40% de acetona em n-
hexano em 30 min,

4.3.2.3. Folhas verdes

Para a separaglo dos carotenéides minoritérios provitaminicos A de folhas
verdes utilizou-se uma coluna de fase reversa Cyy de 3 um, marca Vydac 201-TP54
(250 mm x 4,6 mm) (Vydae Separation Group).

A fase moével utilizada foi metanol:dgua (98:2), de modo isocratico, com vazio
de 1,5 ml/min, e pressfo de 80 atm no sistema (CRAFT er afii, 1990; GODOY &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1994).

4.4. Analise Qualitativa

4.4.1. Espectrofotometria UV /visivel

Os espectros de carotendides obtidos nos espectrofotbmetros, Philips-modelo
PU 8700 ou Perkin-Elmer modelo Lambda 6, foram comparados com os da literatura
(DAVIES, 1976; BRITTON, 1985) fornecendo uma primeira indicagdio da identidade
dos carotendides. A forma do espectro e os comprimentos de onda de absorgfo
maxima (Ay,,) refletem algumas caracteristicas estruturais.

4.4.2, Co-cromatografia

Foram utilizados padrSes de pB-caroteno, f-criptoxantina e zeaxantina
(Hoffmann-La Roche) e de cis-neoxantina ¢ frans-violaxaniina isoladas de couve para
a co-cromatografia com o extrato total de manga, o-Caroteno isolado de cenoura foi
empregado para a co-cromatografia com a~caroteno de folhas.
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4.4.3. Reacdes quimicas

Reagles quimicas especificas foram utilizadas para confirmar a presema o
posiglo de alguns grupos funcionais e verificar a configuracdo isomérica (cis ou trans)
dos carotendides.

O carotendide aldeidico foi reduzido & édlcool primédrio com LiAlH Ao
pigmento dissolvido em EE adicionou-se cerca de 100 mg de LiAlH, finamente
moido. A reac3o foi interrompida lavando-se a solugfio com agua (EUGSTER, 1994).
O carotenéide reduzido foi purificado em placa de silica, onde apresentava uma maior
adsorgdo que o pigmento original. O seu espectro na regido do visivel apresentou Ay,
¢ forma compativeis com o carotendide hidroxilado.

Para verificar a configuragdo isomérica (geométrica), algumas gotas de solugio
de iodo foram adictonadas ao pigmento dissolvido em EP seguido de exposicio 4 luz
por 1 minuto. Registrou-se o espectro UV/visivel antes e apos a reagfio (DAVIES,
1976). O carotendide frans acusa um deslocamento hipsocrémico e o cis batocrdmico,

A presenga de 1 ou 2 grupos epoxidos na posigdo 5,6- ou 5,6- ¢ 5.6, foi
indicada pela diminuigfio de 20 a 40 nm nos Ay, , respectivamente, apbs adigio de
algumas gotas de HCI 0,IN 2 solugfo etandlica do pigmento, devida ao rearranjo
epoxido-furandxido (de 5,6- em 5,8-epoxido) (DAVIES, 1976).

Apds cada reagdio, os carotendides foram transferidos para EE e a solugdo
etérea lavada virias vezes com éguna. Adicionou-se Na,SO, anidro para retirada da
agua remanescente. Para os carotendides isolados, as reagdes foram acompanhadas
espectrofotometricamente ¢ para o extrato total de manga, as reages foram
monitoradas por CLAE. Neste caso, apds secagem sob N,, o extrato foi redissolvido
em hexano e injetado no cromatégrafo liquido.

4.4.4. Espectrometria de massas
4.4.4.1. Avaliacio visual
Foi realizada uma inspe¢fio visual em todas as ampolas contends os
carotendides previamente purificados. Os pigmentos que apresentaram material branco

solavel em éter etilico (principalmente com a segunda fragdo retirada da coluna de
alumina) ou aspecto oleoso, foram novamente recromatografados em placa de
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MgO:kieselguhr. A primeira fase mével utilizada foi 4% de acetona em EP onde os
lipideos ¢ o material branco (provavelmente ceras ou esteréis) corrtam com a frente do
solvente. A segunda fase movel foi a mesma usada na separacdo prévia desses mesmus
carotenoides (Tabela 3).

Com quantidades maiores de carotendides, uma coluna de MgO:Hiflosupercel
(1:1) ativada a 120°C/2h foi utilizada em Iugar da placa. Neste caso foram empregados
EP ¢ 4% de AC em EP (volume total minimo de 200 mi) como fases méveis. Depois
da coluna secar, a banda do pigmento foi cortada e o carotenside extraido, em funil de
vidro sinterizado, com éter etilico e gotas de acetona.

A recromatografia foi repetida até que o pigmento estivesse livre dos lipideos
ou do material branco,

Quando o pigmento apresentou grande quantidade de material branco, a
seguinte técnica foi utilizada antes da recromatografia: ao pigmento seco e congelado
adicionou-se pequeno volume de éter etilico supergelado e a solugdio foi
imediatamente passada em mini-coluna com 1 a 2 cm de 14 de vidro até ehuigdo
completa do pigmento. O material branco apresentava menor solubilidade que o
carotendide em EE gelado, ficando retido na 14 de vidro. Esta operagdo ndo podia
demorar mais que 1 minuto, para ndo ocorrer solubilizacio do material branco.

A avaliagdo visual dos carotenéides previamente purificados é de extrema
importincia. WRIGHT & SHEARER (1984) relataram que os lipideos incolores
provenientes da amostra e residuos de Cyq da coluna analitica mascararam os picos
referentes aos fragmentos dos carotenéides, sd permitindo que o0s pesos moleculares
fossem obtidos dos espectros de massas dos carotendides de fitoplancton marinho.

4.4.4.2, Purificacio final

Imediatamente antes da espectrometria de massas, todos os carotendides foram
purificados em mini-coluna de alumina (grau I para carotenos ¢ entre [l e IV para os
demais carotendides). Para a eluicfo utilizou-se diferentes porcentagens de EE em EP.
Nos casos em que o pigmento no eluia da coluna adicionou-se quantidades crescentes
de acetona em EE. O uso de acetona deve ser minimizado porque, além do
carotendide, impurezas da silica proveniente da camada delgada podem ser eluidas,
Além disso, polimeros presentes na acetona também podem forecer picos adicionais
ao espectro de massas. '
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4.4.4.3. Instrumentacio

Utilizou-se dois espectrdmetros de massas marca VG (VG Biotech., LR
modelos Micromass-7070F e Quattro Triple Quadrupole (faixa de massa: 40 a 700 por
seg). dependendo da disponibilidade.

Os carotendides foram diretamente introduzidos por sonda na cimara de
ionizagfo a 2400C. Utilizou-se ionizagio por impacto de elétrons, com energia de
70eV.

A imterpretagio dos espectros de massas foi baseada nas fragmentacdes
caracteristicas, disponiveis na literatura (ENZELL ef alii 1969; VETTER ez alii, 1971;
ENZELL & BROMAN, 1994).

4.5. Analise Quantitativa dos carotendides da
Manga e do Suco de Manga

4.5.1. Preparo dos padroes
4.5.1.1. Preparo da solucio de padrio interno

Sudan I, I-(fenilazo)-2-naftalenol, (Sigma) foi utilizado como padrio interno
devido & sua estabilidade, ndio necessitando portanto de purificages frequentes. No
Anexo 1 encontram-se sua férmula quimica e espectro de absorgdo na regido do
vistvel.

Preparon-se uma solugdo em metanol com 103,5 pg/ml de concentragdo, que
foi dividida em vérios tubos de 8 ml com tampa, os quais foram estocados em
congelador, a -15°C.

A cada solugio de carotendide padrio ¢ de amostra, adicionou-se, com
pipetador automético (Nichiryo Co.), 100 ul da solugio de padrio intemno,
correspondente 4 10,55 pg de Sudan I, para posterior quantificagio.



41

4.5.1.2. Preparo dos padrdes de carotenéides

Os padrdes de B-caroteno, B-criptoxantina e zeaxantina foram cedidos pela
Hoffmann-La Roche (Basel, Sui¢a). Como as ampolas de padrtes ndo foram utilizadas
logo ap0s terem sido abertas, estes foram purificados em coluna clissica de
MgO:Hiflosupercel (1:1), ativados a 120 °C por 2h, ou em coluna classica de alumina
neutra imediatamente antes da obtengdo das curvas padrio.

Os padrBes de irans-, cis-violaxantina e luteoxantina foram obtidos come
descrito nos itens 4.2 e 4.3.3.1. Deste mesmo modo, mas a partir do extrato
saponificado do suco de manga, foi purificada a auroxantina.

A neoxantina foi isolada de couve, como descrito detalhadamente por
MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA (1990) e repurificada em coluna de
alumina imediatamente antes do uso.

4.5.2. Quantificacio

A concentragdo de cada pigmento padrdo foi obtida a partir da absorvincia
méxima, aplicando-se a Lei de Beer, ¢ utilizando-se as absortividades (A%)
apresentadas por DAVIES (1976). No caso da luteoxantina utilizou-se a média das
absortividades da flavoxantina e taraxantina. Como ndo foi encontrado na literatura a
A da 9-cis-violaxantina, utilizou-se, neste caso, o coeficiente da Irans-violaxanting.
A Tabela 4 mostra os solventes em que os pigmentos foram dissolvidos e os
coeficientes utilizados no célculo da concentraco de cada carotendide,

As curvas de calibragiio foram construidas com mnoe minimo quatro
concentragles diferentes, em triplicata, para cada carotendide. Com o auxilio do
software Energrafic, obteve-se o perfil das curvas, as equagdes das retas e seus
coeficientes de correlagio que estdo apresentados mas Figuras 10 a 13 e na Tabela 5.
Todas as correlagBes apresentaram alta significincia (Tabela 5), indicando uma
relagdo real entre as areas e concentragdes (OMAHONEY, 19863

A quantificagio foi feita, conforme descrito anteriormente, utilizando-se Sudan
I como padrdo interno. Foram construidas curvas-padrdes para cada carotenoide, com
exceglio da cis-f-criptoxanting, 13-cis-violaxantina e neoxantina para as guais
utilizou-se as curvas da frons-B-criptoxantina, 9-cis-viclaxanting e cis-neoxantina,
respectivamente, '
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TABELA 4: Solventes ¢ absortividades utilizados para o calenlo da concentragio de
diversos carotendides padries.

PIGMENTO SOLVENTE Al 8
B-caroteno éter de petrdleo 2592
B-criptoxanting éter de petroleo 2386
zeaxanfina éter de petrdleo 2350
viclaxantina etanol 2550
neoxantina etanol 2243
auroxanting etanol 1850
luteoxantina benzeno 24620

4 De acordo com Davies (1976).
b Média das absortividades da flavoxantina e taraxantina.
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TABELA 5: Equagdo da reta e coeficiente de correlagdo das curvas de
calibragéo.

Carotendide Equagéo Coeficiente de Nivel de
correlagio significancia
B-caroteno y=4,5850x - 0,0094 0,9995 0,0005
B-criptoxantina y=2,4062x - 0,0113 1,6000 0,0003
zeaxantina y=1,7252x - 0,0051 0,9762 0,0250
luteoxantina y=2,6498x - ,0236 0,9843 0,0100
violaxantina y=1,6326x + 0,1945 0,9969 0,0005
Q.cis-violaxantina  y=2,8066x - 0,1137 1,0000 0,0005
neoxantina y= 1,4162x + 0,0274 0,9949 0,0005
aurgxantina y=0,6051x + 0,0669 0,8985 0,0005
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Carotendides da Manga

5.1.1. Compeosiciio Qualitativa

Os carotensides B-criptoxantina, violaxantina e neoxantina, isolados por
CLAE, e o [B-carotenc, separado em coluna classica, tiveram suas 1dentidades
confirmadas por EM. Quando utilizou-se grande quantidade de extrato de manga para
a purificagiio por camada delgada, confirmou-se, também por EM, as estruturas da
zeaxantina, luteina, luteoxantina e monoepoxido do B-caroteno.

5.1.1.1. Separacio e purificacfio dos carotendides

Os carotendides da manga foram isolados de duas maneiras: separagdo por
cromatografia liquida em coluna clssica seguida por recromatografia em camada
delgada, e separagdo em coluna classica seguida por isolamento e acumulagdo dos
carotendides por CLAE.

A Figura 14 mostra a separagio dos carotenéides da manga através da coluna
classica de alumina e placas de silica e MgO:kieselguhr. O extrato total foi separado
em trés fragbes na columa de alumina, sendo que na primeira eluiram os carotendides
menos polares, na segunda os monoidroxilados e na terceira as xantofilas
poliidroxiladas.

Da primeira fragdo visualizou-se cinco bandas na placa de silica, desenvolvida
com 10% de EE em EP, uma intensamente laranja (1.1} que correu com a frente do
solvente, duas de coloragio pélida (1.2 e 1.3) e as outras duas em baixissima
quantidade. N#o foi encontrada nenhuma fluorescéncia (indicativo de fitoflueno) sob
radiagdo UV a 365 nm. As bandas 1.2 ¢ 1.3 foram purificadas em placa de MgO com
10% de AC em EP como fase mével, sendo que a primeira apresentou somente wm
carotendide e a ultima dividiu-se em cinco bandas cujos niveis muito baixos
impossibilitaram sua recuperagiio. A fragio 1.1 foi isolada previamente para EM por
coluna classica de MgO:Hiflosupercel.
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A segunda fragfo foi submetida 3 CCD de silica, com EP-EE (1:1) como fase
movel, onde encontrou-se somente uma mancha (2.1). Este pigmento nio foi
purificado em camada delgada (CD) de MgO porque ja havia sido isolado por CLAE.

Apds desenvolvimento em placa de silica, a terceira fracfo dividiu-se em
quatro bandas, sendo uma de baixa intensidade. O pigmento 3.1 aplicado em CD de
MgO, com 25% de EE em EP como fase mével, subdividiu-se em guatro bandas,
sendo as duas primeiras (3.1.1 e 3.1.2), de maior mtensidade, eloidas. A benda 3.2
resulton em quatro pigmentos, apés purificagic em CD de MgO com 30% de EE em
EP, sendo que dos dois de maior intensidade, somente o 3.2.1. foi isolde. O
carotendide 3.2.2 e 0 3.3 haviam sido purificados por CLAE.

Os cromatogramas das duas cultivares de manga Keitt e Tommy Atkins foram
semelhantes e por isso, somente o da manga Keitt no estidio maduro est4 apresentado
na Figura 15. A identidade dos picos do cromatograma ¢ as suas principais
caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 6.

Os comprimentos de onda dos méximos de absorglio, em éter etilico, fon
molecular ¢ principais fragmentos de massas caracteristicos de cada carotenéide
encontram-se na Tabela 7. Optou-se, também, por apresentar os espectros de massas a
fim de proporcionar uma analise mais geral, ampla e rapida, permitindo, deste medo,
evidenciar as diferencas entre os £spectros, € a presenga ou ndo de contaminantes.

S.,l.l.2.' Identificacfio dos carotendides

B-Caroteno

O B-caroteno (pico 1) foi, inicialmente, identificado comparande-se sen
espectro (g, e perfil} obtido pelo detector por arranjo de diodos (Figura 16) com os
da literatura (VETTER er afii, 1971; DAVIES, 1976; BRITTON, 1985), por co-
cromatografia com padrio de frans-B-caroteno da Hoffmann-La Roche e por reagho
de isomerizagdo positiva (deslocamento hipsocrémico do Amay) para a forma trans. A
reagio foi monitorada por CLAE, sends observade um pequenc desiocamento
hipsocromico ja que as formas isoméricas nio foram separadas na coluna de ciano
(Figura 17a). O baixo tempe de retengdo (tp) na coluna de ciano, que & polar, refletin
a auséncia de substituintes polares na estrutura do B-caroteno,

O espectro de massas do B-caroteno (Figura 18) apresenton ion molecular de
536 unidades de massa (u.m) ¢ auséncia de fragmentos distintos do grupo terminal,
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TABELA 6: Principais caracteristicas obtidas por CLAE dos carotendides da manga.

Pico# Pigmento Faixa tp My (m)P Reagdo quimica
{min)

01 frans-B-caroteno 2,90 - 3,60 f420) 450475 frans +

02 sudan T {(P.1) 6,50 - 7,56 P N

03 n#o identificado 8,85 9758

04 eis-f-criptoxantina 10,11- 11,11 (4203 444 473 cis +, epdxido -

0s frans-B-criptoxantina 10,44 - 11,88 (423)450 480  #ans+

06 frans-zeaxantina 17,44 - 19,32 {423)430478  pans+

07 luteoxanting® 20,18 - 22,16 400 424 450 epdxido +

08 cis-luteoxantina® 21,14 -22,68 400421449

09 cis-luteoxanting® 21,56 - 23,79 394 418445

10 mistura 22,03 -2415 408 429 462

il trans-violaxantina 2294 - 2676 416 440 470 frans +, epdxido +

12 9-cis-violaxantina 24,30 - 28,06 412 437 465 cis +, epoxido +

i3 13-cis-violaxantina 25,08 - 28,94 410 434 461 cis +

14 cis-neoxanting 35,31 - 39,39 412 436 465 cis -+, epdxido +

i5 frans-necxantina 35,97 - 4017 418 441 471 frans +, epéxido +

8Numeragdo de acordo com o cromatograma da Figura 15.
®Obtidos pelo detector de arranjo de diodos. Valores entre parénteses indicam ombro

no lugar de pico. Fase mével: gradiente de acetona em n-hexano.

“Identificagdo especulativa mais provavel. Devido ds quantidades muito pequenas, nio

fo1 possivel executar as reagles quimicas.
PIL: padriio interno.
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uma vez que a perda do anel B-ionona (M-137) resuita, frequentemente, em um pico
de baixissima intensidade. Nosso espectro apresentou os mesmos picos caracteristicos
do reportado na literatura (VETTER e alii, 1971). A razio [M-92]7/[M-106]" obtida
aqui foi de 13,0, similar a razfo 12,9 encontrada por SCHWIETER er alii {citado por
ENZELL, 1969). Este valor ¢ indicativo de um carotendide ciclico com os dois grupos
terminais idénticos (BRITTON & YOUNG, 1993).

Monoepéoxi-B-caroteno

O espectro de massas do monoepéxi-B-carcteno (Figura 19) mostrou o
esperado ion molecular de 552 um.. O pico a m/e 472 (M-80) (pico de maior
intensidade que o do fon molecular), caracteristico da eliminacdo de um grupo
epoxido, e os picos a m/e 336, 205 e 165 indicaram que ¢ epdxido estd em um anel B~
1onona ndo hidroxilado.

O espectro de absorgdo demonstrou Ay,, 20 nm mais baixo gue do B-caroteno,
compativel com um epéxido na posi¢o 5,8. Como a purificagio foi feita em placa de
silica, onde pode ocorrer rearranjo de 5,6- para 5,8-epdxi-B-caroteno, o tipo de grupo
epxido ndo pode ser assegurado, ja que a EM nfio os diferencia.

Picos2e 3

Sudan I (pico 2) que foi utilizado como padrio interno, eluiu logo apés o B-
caroteno.

Os espectros no UV-visivel do detector por amanjo de diodos do pico 3
apresentaram-se diferentes de uma corrida para outra, indicando ser, provavelmente,
uma mistura de carotendides (Figura 20).

B-Criptoxantina (cis e trans)

O pico 4 foi identificado como cis-B-criptoxantina devido ao perfil do espectro
ser similar ao da frans-B-criptoxantina (Figura 16), comprimentos de onda menores
que a forma trans (diferenga de 6 nm no Ay,,), € reagio de rearranjo de epéxido
negativa, monitorada por CLAE-DCD.

A {trans-B-criptoxantina (pico 5) foi identificada através do espectro tipico
similar ao do B-caroteno (Figura 16) e co-cromatografia com padrio de trans-3-
criptoxantina (Hoffmann-La Roche).

A reagdo de isomerizagio foi também realizada com o extrato total e
monitorada por CLAE. Devido aos baixos niveis destes carotendides e as conversdes
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simultdneas de cis para frans e vice-versa, o resultado niio pode ser conclusivo {Figura
17b).

A f-criptoxantina foi confirmada pelo espectro de massas (Figura 21) que
mostrou ion molecular de 552 um,, fragmento a me 534 (M-18) devido a perda de
um grupo hidroxilico, e a m/e 460 (M-92), correspondente 4 eliminagdo de tolueno da
cadeia isoprémica. A razio [M]*/[M-18]" obtida foi maior que 1,0, isto &, a
intensidade do pico do fon molecular foi maior que a do pico de perda de agua,
indicando que a hidroxila encontrava-se em posigio ndo alilica. A razéio obtida neste
trabalho foi 2,4; BRITTON & YOUNG (1993) reportaram um valor de 4,0,

Zeaxantina e luteina

Através do espectro de absor¢fo na regifio visivel (Figura 16) similar ao do
rrans-f-caroteno, da co-cromatografia com padrio de frams-zeaxantina da Hoffmann-
La Roche e da reagio de isomerizagio positiva para a forma rrans (Figura 17¢), o pico
6 o1 identificado como frons-zeaxantina. Os espectros formecidos pelo DAD em trés
diferentes posigBes do pico, apés isomerizagdo, mostraram que ndo houve separagio
das formas geométricas, mas os espectros do apice ¢ final do pico apresentaram A,
de 448 nm enquanto que o do inicio do pico, A, de 446 nm, este Vitimo indicativo
da forma cis. Luteina, que nfio aparece no cromatograma, foi também encontrada
quando grande guantidade de amostra foi utilizada.

Zeaxantina e luteina possuem a mesma formula quimica CyoHgc0,, e portanto
o mesmo valor de 568 u.m. para o ion molecular (Figuras 22 e 23). Além disso, ambos
apresentaram fragmentos de massas a me 550 (M-18) e a 532 (M-18-18),
correspondentes a elimmaco de 1 e 2 moléculas de 4gua, respectivamente. A raziio
[M]*/[M-18]* proveniente da zeaxantina (1,25) foi cerca de 6 vezes maior que a da
Juteina (0,21), confirmando a posigdo alilica de um grupo hidroxilico na luteina. Os
valores, para esta mesma razéo, encontrados por VETTER er afii (1971) foram 8,3 ¢
0,74, ¢ por BRITTON & YOUNG (1993) 2,5 e 0,60 para zeaxantina ¢ luteina,
respectivamente.

Luteoxantina

Os picos 7, 8, 9 e 10 foram, tentativamente, identificados como frans-
luteoxantina, cis-luteoxantina A, cis-luteoxantina B ¢ uma mistura nio identificada,
respectivamente, com base nos tempos de retengiio, indicando uma estrafurs com dois
grupos hidroxilicos e pelo menos um grupo epdxido, e espectros de absorgdo na regiao
visivel (Figura 24) com comprimentos de onda 20 nm abaixo do valor encontrado para
fi-caroteno, evidenciando a presenga de um grupo epéxido na posigdo 5.8,
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FIGURA 24: Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato de manga ¢ espectros de
absorciio, obtidos pelo DAD, de a- frans-luteoxantina, b- cis-
luteoxantina A, ¢~ cis-luteoxantina B e d- mistura nfio identificada.
Condigdes cromatogréficas: coluna de ciano e gradiente de acetona em
n-hexano como fase mével. '
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Apés adigdo de HC] diluido ao pigmento isclado, ocorreu um deslocamento
hipsocrémico de 20 nm (Figura 25), monitorado pelo espectrofotdmetro, indicando
que os carotendides presentes nesta fragfo possuem cutro grupo epdxido, s0 que na
posigdo 5,6. Como ndo havia quantidades suficientes de cada um dos pigmentos, nfio
foi possivel realizar reagio de isomerizagdo para verificar suas formas geométricas.

A luteoxantinag, assim como a violaxanting ¢ a neoxantina, possue fon
molecular de 600 u.m., correspondente & formula CyHsz04. O espectro de massas da
luteoxantina (Figura 26) revelou-se praticamente igual ac da violaxantina (Figura 27),
apresentando os fragmentos de massas caracteristicos da presenca de dois grupos
epoxidos a m/e 440 (M-80-80)", em anéis com hidroxilas (pico a m/e 221). O espectro
de massas ndo diferencia entre o 5,6- e 5,8-epoxudo, porque a alta temperatura da
chmara de ionmizagiic promove a transformagdc do grupo epdxido 5,6 em 5.8
(BRITTON & YOUNG, 1993). Esta diferenciagio, entretanto, foi facilmente
verificada no espectro obtido na regifio do visivel, onde a presenca de um grupo
epbxido 5,8 manifestou-se com Ap,, 20 nm mais baixo em relagdo ao B-caroteno
(Tabelas 6 ¢ 7).

Violaxantina (frans, 9-cis e 13-cis)

Trans~violaxantina (pico 11) for idenfificada através da forma e dos
comprimentos de onda de absorg@io méaxima do espectro (Figura 28), de reagles
positivas para a forma frans e da presenga de dois grupos epdéxidos 5,6, monttorados
pelo espectrofotometro (Figura 29).

Com a adicdo de gotas de HCI, ao extrato total de manga (Figura 30}, venficou-
se, através da CLAE-DAD, que sumiram os picos correspondentes & fraclio de
violaxantina desapareceram ¢ que parte da violaxantina sofreu rearranjo completo
(espectros a, b e ¢) com deslocamento hipsocrémico de 40 nm e diminuigio do tempo
de retengdo , coincidindo com o tp da auroxanfina. Para a outra parte, a reagdo foi
incompleta, com deslocamento hipsocrdmico de 21 a 25 nm, (espectros d ¢ e) e
aparecimento dos picos na regifio de eluigio da luteoxantina.

Os isdbmeros c¢is da violaxantina (picos 12 e 13} apresentaram A, menores
que a forma trans e reaglo positiva para a presenca de 2 grupos 5,6 epoxidos, quando
monitorados por CLAE (Figura 30) e pelo espectrofotdmetro (Figura 31). As reagles
acompanhadas pelo espectrofotdmetro sé foram feitas com o pigmento de pico 17
porque ndo havia quantidade suficiente do oufro isdmero.
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comprimento de onda (nm}) 550

FIGURA 25: Espectros de absorgdo, obtidos em espectrofotdmetro, dos isdmeros de
luteoxanting em etanol 95% (—_.) € apds adigfio de HC1 O, 1IN (----).
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FIGURA 28: Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato de manga e espectros de
absorgiio, obtidos pelo DAD, de a- frans-violaxantina, b- %-cis-
violaxantina ¢ ¢ 13-cis-violaxantina, CondicBes cromatograficas:
coluna de ciano ¢ gradiente de acetona em n-hexano como fase mével.
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FIGURA 30: Cromatograma, obtido por CLAE, do exirato de manga ¢ espectros de
absorgfio, obtides pelo DAD, da frageo de violaxantina, apds adigdo de
HCI 0,IN. Espectros a, b e ¢ rearranjo completo, espectros d ¢ e:
rearranjo incompleto.
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FIGURA 31: Espectros de absorgdio, obtidos em espectrofotdmetro, da 9-cis-
violaxantina em a- éter de petréleo () e apos reacHo de isomerizacgdo

{(-x.) e b- etanol 95% () e apos adiglio de HC1 0,IN (x_).
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O resultado da reagio de isomerizagdo monitorada por CLAE-DAD ¢ de dificil
interpretagfio porque, & exce¢fio do rearranjo de epodxidos, nfio ocorrermn mudancas
significativas no tg, havendo ainda isomerizagdo simultinea das duzs formas
geométricas, Mesmo assim, houve um aumento na propor¢do dos isOmeros cis,
especialmente do pico 13, compativel com a redugfio da configuragfo trans (pico
11)que estava originalmente em maior quantidade (Figura 32).

As formas cis foram especulativamente identificadas como 9-cis-violaxantina
{(pico 12) ¢ 13-cis-violaxantina (pico 13) com base na menor diferenca entre os
comprimentos de onda da rrans e 9-cis- (3 nm no A,,) ¢ na auséncia do pico cis na
regifio UV, Ja o isdmero 13-cis apresentou maior diferenga entre o seu Ay, € o do
trans {6 nm) e pico cis a 365 nm (BRITTON, 1991). MOLNAR & SZABOLCS
{1980) também encontraram uma menor diferenca (5 nm) entre a frans-violaxantina e
1sdmero 9-cfs do que entre as formas rrans e 13-cis (8 nm) i1soladas de Viola tricolor.

O espectro de massas da violaxantina (Figura 27) mostrou ion molecular de 600
wu.m., correspondente 4 formula CyoHs50,, e fragmentos a m/e 564 (M-18-18) devido
a climinagio de 2 grupos hidroxilicos, a me 520 (M-80) e a 440 (M-80-80),
correspondente & perda de 1 e 2 grupos epéxidos, respectivamente. Os picos a m/e
352, 221 e 181 indicaram que os grupos epoxidos estdo localizados em anéis com
hidroxilas. O espectro de absorgfio, com Ay, 10 nm mais baixo gue o do B-caroteno,
indicou a presenga de dois grupos epoxidos 5,6,

Neoxantina

Neoxantina (pico 15) e cis-neoxantina (pico 14) apresentaram os caracteristicos
espectros de absorgfio no visivel, obtidos pelo DAD (Figura 33), com a forma cis
apresentando A, menores que a frans, A isomerizagdo aplicada ao extrato total, com
monitoramento por CLAE, resultou na inversdo da proporcio dos isdmeros (Figura
34). A presenca de um grupo 5,6 epdxido foi comprovada pelo deslocamento
hipsocrdmico de 20 nm apds adicfo de HCI diluido (Figura 35). A co-cromatografia
foi feita com cis-neoxantina isolada de folhas, também, submetida s reacBes de
isomerizagdo (Figura 36a) ¢ de rearranjo epdxido-furandxido (Figura 36b), desta vez
acompanhadas em espectrofotdmetro,

Como a violaxantina, o espectro de massas da neoxantina (Figura 37) também
apresentou fon molecular de 600 wm.. Entretanto, a neoxantina foi facilmente
identificada e distinguida da violaxantina devido a presenca dos fragmentos
caracteristicos a m/e 582 (M-18), 564 (M-18-18), 520 (M-80) ¢ 502 (M-18-80), sendo
este Gltimo de maior intensidade relativa que o do fon molecular.
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FIGURA 32: Cromatograma parcial, obtide por CLAE, enfocando violaxantina, do
extrato de manga apds reago de isomerizacdo e espectros de absorgdo
obtidos pelo DAD. Condigles cromatograficas: coluna de ciano ¢
gradiente de acetona em n-hexano como fase movel.
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FIGURA 33: Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato de manga e espectros de
absorgdo, obtidos pelo DAD, de a- cis-necxantina e¢ b- rrans-
neoxantina. CondigGes cromatograficas; coluna de ciano e gradiente de
acetona em n-hexano como fase mével.
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FIGURA 34: Cromatograma parcial, obtido por CLAE, enfocando neoxantina, do
extrato de manga apods reagdo de isomerizago ¢ espectros de absorgdo
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FIGURA 35: Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato de manga e espectros de
absorgdio, obtidos pelo DAD, da fragic de neoxantina apoOs adigde de
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acetona em n-hexano como fase mével.
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FIGURA 36: Espectros de absorgfo, obtidos em espectrofotémetro, da cis-neoxantina
isolada de couve em a- éter de petrdleo (—.) ¢ apds reagfo de
isomerizag8o (----) e b- etanol 95% (.__) e apds adigdo de HC1 0,IN
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Considerando a separag@o por CLAE e complementando com os carotendides,
presentes em tracos, obtidos por CCD, foram identificados neste trabalho 13
carotenoides: f-caroteno, mutatocromo, cis-B-criptoxantina, B-criptuxanting,
zeaxanting, luteina, luteoxantina, cis-luteoxanting, violaxantina, 9-cis-violaxantina,
13-cis-violaxantina, cis-neoxantina € neoxantina.

Nota-se que todos os carotendides previamente identificados com o uso
conjunto de informagBes provenientes da CLAE-DAD (tempo de retengdo, co-
cromatografia e espectro no visivel) e reagles quimicas especificas, tiveram suas
identidades confirmadas por espectrometria de massas. Portanto, carotendides
comuns, com estruturas ja bem estabelecidas, podem ser idenfificados pelo uso
criterioso ¢ cuidadoso do conjunto de informacdes fornecidos pelo comportamento
cromatografico (tempo de retengfio € co-cromatografia), pelo espectro de absorgdo no
visivel ¢ por reagbes quimicas especificas, mesmo sem EM. Cabe ressaltar que 3 EM
ndo fornece a forma geométrica do carotendide ¢ que a determinagio da sua
configuracio com reagdo de isomerizagio monitorada por CLAE s6 € possivel para os
carotendides majoritarios, quando a coluna € capaz de separar suas formas isoméricas,
ou quando o carotendide encontra-se numa unica forma geométrica.

Uma vantagem da cromatografia em coluna clissica se deve a possibilidade de
isolar quantidades suficientes de carotendides para execugdo das reagdes
acompanhadas por espectrofotémetro. As reagles monitoradas por CLAE so podem
ser Gteis se forem realizadas com o extrato total, 14 que a obtengdo de fragBes tornaria
todo o procedimento impraticavel.

Os carotendides B-caroteno, mutatocromo, luteoxantina, violaxantina e
zeaxantina detectados neste estudo foram também encontrados por JUNGALWALA
& CAMA (1963), JOHN et alii (1970) e GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA (1989).
Cis-violaxantina e criptoxantina foram relatados somente nas mangas cultivares
Alphonso e Badami. A presen¢a de auroxantina, relatada nos outros estudos, pode ser
explicada pelas recromatografias utilizadas, que provocaram rearranjo dos dois grupos
epdxidos 5,6 para 5,8. Como em nosso estudo a separagiio foi feita por CLAE, numa
tnica corrida, tal rearranjo aparentemente nfo ocorreu e a auroxanting nédo foi
encontrada. A utilizagfo de placa de silica basica, desde que a separagio ndo seja
demorada, também evita tal rearranjo.

Fitoeno e fitoflueno encontrados nas cultivares de manga da India (Alphonso ¢

Badami) ndo foram detectados neste trabalho e nem por GODOY & RODRIGUEZ-
AMAYA (1989) nas 5 cultivares brasileiras estudadas.
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JUNGALWALA & CAMA (1963) ainda reportaram 5,6 monoepbxd-j-
caroteno, y-caroteno, ¢fs ¢ trans-anteraxanting em manga cv. Alphonso. Além desses
carotendides, JOHN et alii (1970) detectaram criptoflavina e um carotendide ndo
identificado com Ay, em 450 nm. O elevado nimero de carotendides encontrados
nestes dois trabathos pode ser devido a grande quantidade de amostra tomada para
analise, além das varias recromatografias utidizadas. GODOY & RODRIGUEZ-
AMAYA (1989) relataram também a presenga de {-caroteno e o-criptoxantina.

5.1.2. Composicdo quantitativa

A composi¢o quantitativa dos carotendides de manga foi determinada por
CLAE. Considerando que a manga contém apenas wm caroteno e uma série de
xantofilas, a0 contrario da pratica comum, foi utilizada uma cohina de ciano. Além de
uma separagdo bem melhor que a obtida pela coluna de Cyg, a coluna de ciano
também permitiu a utilizag@o de Sudan como padrio imterno, j& que ¢ bem separado
das xantofilas. Cabe lembrar que o Sudan elui juntamente com as xantofilas
politdroxiladas na coluna de Cyg.

5.1.2.1. Exatidiio e precisdo do método

Para avaliar o método de CLAE desenvolvido neste estudo, foi feita uma
comparacio com o método de RODRIGUEZ-AMAYA et alii (1988) para os dois
principais carotendides de manga {B-caroteno ¢ violaxantina). Todas as etapas deste
método escolhido para a comparagfio, que emprega coluna clissica, haviam sido
previamente avaliadas (RODRIGUEZ-AMAYA er afji, 1988; KIMURA et alii, 1990;
MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

Nido houve diferenca significativa, a nivel de 1%, entre os teores de B-caroteno
obtidos pelos dois métodos (Tabela 8). O teor de violaxantina proveniente da CLAE
foi significativamente maior que o da coluna cléssica a nivel de 1%, mas nfo
significativo a 5%. Enfretanto, este resultado deve ser analisado com cautela, pois o
valor obtido pela CLAE englobou todas as formas isoméricas da violaxantina
{quantificadas como tal), enquanto o proveniente da coluna cldssica foi composto por
todas as xantofilas poliidroxiladas (calculadas como frans-violaxantina), j& que nfo
ocorreu separagio entre elas na coluna classica.
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TABELA 8: Comparagdo dos teores de B-caroteno e violaxantina obtidos por
cromatografia liquida por coluna cldssica e por CLAE.

Carotendide Colima classica CLAE

Média + D2 Cv Média + DP2 CV
B~carotenc 151 20,2 * 1,0 154+£05 = 3,3
violaxantina 238+ 090 = 3,6 29,5 £2.9¢ *x 99
TOTAL 38,9+0.8 449+32

aMédia e desvio-padrio de triplicatas.
bContém, além de violaxantina, luteoxantina e neoxantina.

¢Soma dos 1sémeros trans e ciy de viclaxantina.
Médias apresentando diferentes simbolos (*,*¥) em uma mesma linha sfo

significativamente diferentes ao nivel de 1%.
DP: desvio-padrio, CV: coeficiente de variagio.
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Os coeficientes de variagdo (CV) obtidos na CLAE foram mais altos que os da
coluna classica. Deve-se considerar que as fragbes separadas por cromatografia
Hquida classica sio lidas diretamente no espectrofotémetro £ as conceniragies
calculadas de acordo com a Lei de Beer, utilizando-se coeficientes de absorgdo
tabelados. Em CLAE, uma curva de calibragio deve ser construida para cada
carotendide e, além disso, as provaveis variagles de temperatura e as varias
manipulagdes poderiam aumentar o CV. Como na quantificacdo interna é necessério o
caleulo de dois valores de area (do PI e do carotendide), a precisfio esperada ¢ 1.4
vezes menor do que na calibragfio externa (SNYDER & KIRKLAND, 1979).
Portanto, para carotendides bem separados em coluna cldssica, a precisfo tende a ser
melhor que a obtida por CLAE. WILBERG & RODRIGUEZ-AMAYA (1992) ja
haviam demonstrado este fato com bixina de urucum.

O CV encontrado por CLAE para B-caroteno (3,3 %) neste estudo estd na
mesma faixa dos relatados na literatura. STEWART (1977) reportou um CV de 4%
para P-carofeno de laranja. No método de HSIEH & KAREL (1983) foram
encontrados valores de CV, para [B-caroteno, variando de 1,10% {em tomate) a
16,47% (em moranga), dependendo da concentragfic e carotenos presentes nas
amostras. BUSHWAY & WILSON (1982) relataram em duas bateladas de cenoura "in
natura”, CV de 1,26 e 7,68% para concentra¢gdes de B-caroteno de 91 e 56 ug/g,
respectivamente. Um CV maior (8,60%) foi encontrado para "blueberrv" congelada,
onde o B-carotenc estava presente somente em 0,14 pg/p.

Para a separagdo de epéxicarotendides di- ou fritdroxilados (violaxantina,
luteoxantina, auroxantina, neoxantina), a vantagem da CLAE é evidente j& que a
coluna clssica ndo proporciona esta separagio.

5.1.2.2. Comparacio entre os dois cultivares

O principal carotendide encontrado nas mangas cv. Tommy Atkins e Keitt,
ambas provenientes da regifio de Araraquara, Estado de 580 Paulo, foi trams-
violaxantina, seguido de 9-cis-violaxantina e f-caroteno (Tabela 9).
Quantitativamente, houve uma variaco entre lotes da mesma cultivar, dificultando,
desta forma, a comparagfio entre cultivares. Mesmo assim, pode-se observar <ue
trans-violaxantina, 9-cis-violaxantina, neoxantina ¢ cis-neoxantina fendem a teores
maiores na cv. Tommy Atkins. Por outro lado, a zeaxantina apresentou niveis maiores
na cv. Keitt. A cv. Tommy Atkins apresentou teor de carotendides totais 30% maior
que a cv. Keitt.
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Comparando as duas cultivares pesquisadas neste estudo, pode-se verificar que
a diferenca encontrada neste estudo foi menor do que a relatada na literatura, para 8-
caroteno e carotendides totais .

GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA (1989) analisaram cinco cultivares
brasileiras e encontraram B-caroteno como o principal carotendide, seguido da
luteoxantina em {rés cultivares e da violaxantina nos outros dois. Como a separagfo
dos epéxicarotendides diidroxilados ndo foi conseguida em coluna classica, estes
autores recorreram 4 CCD de silica para efetuar a separagio, o que explica a detecgdo
de auroxantina e o baixo teor de violaxantina encontrado. Entre as quatro cultivares
provenientes de S3o Paulo, a diferenca mais nitida recaiu no p-caroteno, com a cv.
Extrema apresentando um teor quatro vezes maior que a cv. Haden,

5.1.2.3. Efeitos geograficos

Comparando a composigdo de carotendides das mangas cv. Keitt provenientes
de dois Estados de climas diferentes, a variagdo mais nitida também residiu no -
caroteno, duas vezes maior na manga procedente da Bahia do que na do Estado de Séo
Paulo. Esta diferenca foi refletida no valor de vitamina A ja que o B-caroteno foi o
principal carotendide provitaminico A. frams-Violaxantina e 9-cis-violaxantina
também apresentaram niveis maiores nas mangas da Bahia, aproximando-se dos niveis
encontrados na cv. Tommy Atkins de Séo Paulo (Tabela ). Os resultados indicam que
efeitos climéaticos podem superar as diferengas entre cultivares, com as frutas
provenientes de regides mais quentes contendo teores maiores de carotendides.

Esta mesma tendéncia pode ser observada quando se compara a manga cv.
Tommy Atkins proveniente de S#o Paulo, analisada neste trabalho, com a mesma
cultivar proveniente do Mato Grosso estudada per GODOY & RODRIGUEZ-
AMAYA (1991), que apresentou teor de P-caroteno duas vezes maior que a
proveniente de S#io Paulo. Praticamente o dobro do teor de B-caroteno foi encontrado
por estes mesmos autores (GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA, 1994) para mangas
¢v. Haden da mesma regido, quando analisadas em anos diferentes.

Resultados similares foram relatados em mamao cv. Solo (KIMURA er 4lii,
1991). Mamdes provenientes da Bahia apresentaram maiores concentragdes de [3-
caroteno, p-criptoxantina e licopeno que os de Sfo Paulo. Excluindo o licopeno da cv.
Tailandia, que continha o dobro do encontrado nas cv Solo e Formosa, a diferenga
decorrente da localizagdo geografica ultrapassou a variagiio entre cultivares,
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THOMAS & JANVE (1975) também encontrararm matores diferengas no teor
total de carotendides entre mangas cv. Alphonso provenientes de dois Estades
indianos do que entre mangas colhidas na mesma regifioc em anos diferentes.

%.1.2.4. Mudancas durante o amadurecimento

Durante o amadurecimento, as frutas se tornam gradualmente amarelas, laranjas
ou vermelhas enquanto ocorre, simultaneamente, a decomposigdo das clorofilas ¢ a
rapida sintese de carotendides. Essa mudanga estd correlacionada com a conversfio
dos cloroplastos em cromoplastos (GROSS, 1987).

As Tabelas 10 & 11 apresentam a composigdo de carotenodides das cultivares
Keitt ¢ Tommy Atkins, respectivamente, em trés estidios de maturago, demonstrando
a influéncia do amadurecimento.

As maiores mudangas durante o amadurecimento da manga c¢v. Keitt
aconteceram com o [-caroteno € a violaxantina. (3-Caroteno mais que triplicou,
aumentando de 1,7pg/e na manga verde para 4,2 na parcialmente madura e 6,7 pg/g
na madura. frans-Violaxantina, com meédias de 5,4 e 11,2 ug/e nos estadios verde e
parcialmente maduro, respectivamente, alcangou 18,0 pg/g na fruta madura. 9-cis-
Violaxantina mudou de 1,7 ug/g na fruta verde para 3,9 na parcialmente madura e
para 7,2 pg/g na madura. Houve ligeiro aumento dos teores de (-criptoxantina,
zeaxantina, luteoxantina e neoxantina. Por outro lado, a pequena quantidade de 13-
cis-violaxantina desapareceu com o amadurecimento., O contendo total de
carotendides aumentou de 12,3 na manga verde para 23,6 ¢ 38,0 ug/g nas frutas
parciabmente madura e madura, respectivamente.

As transformac@es decorrentes do amadurecimento na cv. Tommy Atkins foram
semelhantes as da cv. Keitt. p-Caroteno praticamente triplicou, iniciando com 2,0 no
estadio verde e aumentando para 4,0 pg/g na fruta parcialmente madura e 5,8 na
madura. Com 6,9 pg/g na fruta verde, frans-violaxantina atingiu 17,5 jg/g na manga
parcialmente madura € 22,4 pg/g na madura. A 9-cis-violaxantina aumentou de 3,3 p
g/g para 9,0 e 14,5 pg/g, respectivamente, para as frutas parcialmente madura e
madura, Luteoxantina e fraps-neoxantina aumentaram do fruto verde para
parcialmente maduro, diminuindo na manga madura. B-Criptoxantina ¢ cis-neoxantma
aumentaram ligeiramente. A exemplo da cv. Keitt, 13-cis-violaxantina também
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diminuiu com o amadurecimento. O total de carotendides que foi 17,0 pug/g no estadio
verde alcangou 45,1 pig/g no parcialmente maduro € 51,2 ug/g na fruta madura.

O aumento do total de carotendides durante o amadurecimento da manga ja
havia sido reportado por outros autores, embora as concentragdes encontradas tenham
sido muito diferentes.

Em 1950, CHAUDHARY enconirou teores de carotendides totais de 5,30 pg/g
no estadio verde e 23,12 pg/g no completamente maduro, em mangas de vexiedade
jocal do Paquistdo.

Trabalhando com cultivares indianos, JOHN er afii (1970) relataram um
aumento 1o teor de carotendides totais de 0,41 a 89,2 pg/g durante o amadurecimento
de manga cv. Badami e de 9,55 a 158 pg/g na cv. Alphonso (THOMAS, 1975).

MORGA et alii (1979) obtiveram valores no dia da colheita de 8,2 ¢ 6,2,
aumentando para 27,5 e 18,8 ug/g apds 7 e 6 dias, nos anos de 1975 e 1974,
respectivamente, em manga cv. Carabao das Filipinas.

Em mangas provenientes da Tailéndia, SPEEK ef a/ii (1988) encontraram 0,62
e 0,10 pg/g de carotendides totais e B-caroteno, respectivamente, no estadio verde e
333 e 0,63 ug/g para estes mesmos carotendides na fruta madura. Estes foram os
menores teores reportados na literatura.

Quando a influéncia do amadurecimento ¢ analisada em fepmos de
porcentagem, mesmo calculadas através das concentragSes absolutas, apenas pequenas
transformac@es sdo notadas (Tabela 12). A mudanga mais nitida £o1 & diminuigc da
neoxantina e da 13-cis-violaxantina.

Estes resultados demonstram a vantagem de se realizar a avaliagdo do
amadurecimento em termos das concentragdes e ndo das proporgdes relativas como foi
feito em muitos trabalhos. Também indicam que as mangass verdes analisadas,
encontravam-se no ponto apropriado para cotheita, com o sistema bioldgico para a
biossintese dos carotendides ja estabelecido. Assim, a mudanga observada no
amadurecimento ficou restrita apenas ao acréscimo da biossintese.

A quantidade relativa de P-caroteno aumentou muito pouco durante o
amadurecimento da manga cv. Keitt (de 14 a 18%) e se manteve constante na cv.
Tommy Atkins (12 a 11%). Houve um pequeno aumento na porcentagem de



TABELA 12: Mudangas nas porcentagens dos carotendides durante o
amadurecimento da manga.

Carotenoide cv. Tommy Atkins cv. Keitt
Verde Maduro Verde Maduro
f3-caroteno 11,7 11,2 14,1 17.6
B-criptoxantina 0,4 0,5 0,1 0,4
zeaxantina 1,7 0,8 2,4 2,0
1sdémeros de 7.7 3.9 8.4 7.1
huteoxanting
violaxantina 40,2 43,7 443 47.4
9-cis-violaxantina 19.5 283 139 19,0
13-cis-violaxantina 2.8 r¥ 2.8 tr*
cis-neoxanting tr¥ 1,8 ' 0,5 0,7
neoxantina 15,5 9.5 12.9 5.1

*tr: fragos
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violaxantina durante o amadurecimento, de 40,2 a 43,7% na cv. Tommy Atkins ¢ de
44,3 a 47,4% na Keitt. A quantidade relativa de 9-cis-violaxantina aumentou cerca de
1,4 vezes nas duas cultivares, enquanto que, a porceniagem relativa de isomero 13-cis
diminuiu de 2,8% a tragos nos dois cultivares,

5.2. Carotendides do Suco de Manga

5.2.1. Composiciio qualitativa

O efeito do processamento térmico € exemplificado no suco de manga que
apresenta perfil marcadamente diferente do observado nas mangas "in natura”.

Foram encontrados 4 carotendides no suco da marca A ¢ 3 nos sucos das
marcas B e C. O cromatograma obtido por CLAE do extrato de suco de manga marca
A encontra-se na Figura 38 e a Tabela 13 apresenta a identificagdo e caracteristicas
desses pigmentos.

Como todo o sistema cromatogréfico foi o mesmo da analise de manga, o -
caroteno (pico 1) e B-criptoxantina (pico 4) foram identificados comparando-se os
espectros no visivel, fornecidos pelo DAD, e tempo de retenglio com os resultados de
manga "in natura". O pigmento ndo identificado (pico 3) apresentou as mesmas
caracteristicas do pigmento desconhecido de manga. Sudan I (pico 2) foi adicionado
para uso como padrdo interno. Auroxantina (pico 5) foi identificada comparando seu
Amqx cOm valores da literatura (DAVIES, 1976; BRITTON, 1985). O espectro de
absorcio fornecido pelo DAD (Figura 39) apresentou Ap,, 48 nm mais baixo que 0 do
B-caroteno, ¢ tempo de retenglo na regido dos diidroxilados com dois grupos
epbxidos (violaxantina e luteoxantina), que indicaram a presenca de duas hidroxilas e
de dois grupos 5,8-epdxido.

A presenga de auroxantina e auséncia de violaxantina (pigmento encontrado em
maior teor na manga fresca) nos sucos poderia ser justificada pela conversio de dois
grupos 5,6-epdxido da violaxantina nas formas 5.8, presentes na auroxantina, Os
sucos apresentaram pH 3,7 e Brix enfre 9,5 ¢ 11,5%Brix. A liberagdo dos acidos
orginicos que acontece na desintegragio das estruturas da manga na fabricagfo do
suco ja cria as condigBes necessdrias para a transformagfio da violaxantina em
auroxantina.
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FIGURA 38: Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato do suco de manga. A
identidade dos picos encontra-se na Tabela 13, Condigdes
cromatograficas; coluna de ciano e gradiente de acetona em n-hexano
como fase movel.
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TABELA 13;: Principais caracteristicas, obtidas por CLAE, dos carotendides do suco

de manga.
Pico? Identificagio Faixa t, {min) Ay (nm)P
i f-caroteno 3,12~ 3,54 (420) 450 475
2 Sudan I (P.1) 6,72 - 7,44
3 ndo identificado 9,18 - 10,03
4 B-criptoxantina 10,76 - 11,12 {423) 450 480
5 auroxantina 17,28 - 18,38 380 402 427

aNumeragfo de acordo com a Figura 38.

bObtido pelo detector por arranjo de diodos. Valores entre parénteses indicam ombro
no lugar de pico. Fase movel: gradiente de acetona em n-hexano.

P.L: padrdo mterno.
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5.2.2. Composi¢ido quantitativa

(s teores de carotenéides e valor de vitamina A das trés marcas comerciais de
suco de manga encontram-se na Tabela 14,

O suco da marca B apresentou teores de B-caroteno e carotendides totais bem
maiores que os das marcas A ¢ C. Ja o teor de auroxantina foi maior no suco da marca
C do que nos das B e A. Estes dados sfio indicativos do uso de diferentes matéria-
prima e/ou tempo-temperatura de processamento.

Com o desaparecimento da violaxantina, carotendide principal de manga "in
natura”, o P-caroteno tornou-se o carotendide predominante do suco. O teor deste
carotendide nos sucos se situa dentro da faixa obtida para manga "in natura’,
comprovando a sua maior estabilidade em comparago com as xantofilas,
particularmente com a violaxantina.

GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA (1987) relataram, apds o processamento
de fatias de manga cv. Tommy Atkins, aumento significativo no teor de luteoxantina,
devido 4 conversdo do 5,6 em 5,8 epdxido e nenhuma altera¢fic na quantidade de §-
caroteno. No entanto, apds o processamento do puré de manga cv. Ouro observou-se
um decréscimo de 13% de B-caroteno e o aparecimento da auroxantina, que nfio havia
sido detectada na fruta "in natura”.
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5.3. Carotendides do Maracuja

Foram confirmados no maracuyjd variedade flavicarpa os seguintes
carotendides: fitoeno, fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno, [B-caroteno, licopeno,
prolicopeno,  epdxi-B-caroteno, B-criptoxantina, [-citraurina, anteraxantina,
violaxantina ¢ neoxantina.

5.3.1. Separacio e pizrificagﬁn dos carotendides

A Figura 40 apresenta o esquema da separagfio dos carotendides de maracuja
em coluna de alumina e isolamento em camada delgada. Apesar de todos os
carotendides previamente separados por CCD de silica terem sido purificados em CD
de MgQO:kieselguhr, somente as placas de MgO onde venificou-se G‘btem;ao de mais
que um carotendide estfio representadas na Figura 40.

A primeira fragdo, contendo os carotendides menos polares, foi separada em
seis bandas na placa de silica (bandas 1.1 a 1.6). As bandas 1.2, 1.3 ¢ 1.6 continuaram
a aparecer como bandas unicas na CD de MgO. A fracdo 1.4 dividin-se em 8 bandas
de coloragfo fraca e a frag8o 1.1 separou em uma banda colorida e outra fluorescente
(1.1.1). Da fragdo 1.5 somente duas manchas se apresentaram em maiores quantidades
(1.5.1e 1.5.2).

A fragio de monoidroxilados, segunda da coluna, foi separada em tré€s bandas
na placa de silica. A banda menos polar (2.1), quando purificada em CCD de MgO
resulton em oito pigmentos de baixissimas concentragdes que, consequentemente, nio
puderam ser isolados. Os carotenéides das oufras duas bandas (2.2 ¢ 2.3) foram
purificados separadamente em CD de MgO, apresentando uma banda principal cada.

Trés bandas foram obtidas na CCD de silica da terceira fragfo da coluna.
Quando separada na CD de MgO, a banda 3.1 subdividiu-se em trés pequenas,
impossibilitando o seu isolamento. Da fragdo 3.2 foram obtidas duas bandas (3.2.1 ¢
3.2.2), e a banda 3.3 permaneceu tinica na CD de MgQ.
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5.3.2. Confirmacio das estruturas por espectrometria
de massas

Foram confirmados freze carotendides em maracujd. Na Tabela 15 estfio
apresentados os dados fornecidos pelo espectro de massas, como ion molecular,
principais fragmentos de massas caracteristicos e porcentagem da intensidade relativa
destes ions. Optou-s¢ também, como no caso de manga, também por mostrar os
espectros de massas. Os Ap,, obtidos neste trabalho ¢ os apresentados na literatura
por DAVIES (1976) e BRITTON (1985) encontram-se na Tabela 16.

Licopeno e prolicopeno

O licopeno e o prolicopeno possuem espectros de massas (Figuras 41 e 42)
myito semelhantes porque a alta temperatura (230°C) na cdmara de ionizagdo
promove a isomerizagio, ndo sendo possivel distinguir estes dois carotendides por esta
técnica. Os espectros apresentaram fon molecular de 536 um., fragmentos a m/e 69
(pico base) ¢ a 467 (M-69), caracteristicos da presenca do grupo terminal W
Acusaram também perda de tolueno (444, [M-92]7} e de m-xileno (430, [M-106]%)
devido &s eliminacBes da cadeia poli€nica. O espectro de massas de licopeno obtido
neste trabalho assemelha-se ao apresentado por VETTER et alii (1971).

A diferenciagfo entre estes dois pigmentos foi facilmente conseguida com
auxilio do espectro de absor¢lo no UV-visivel, onde o prolicopeno apresentou um
pico cis de alta intensidade na regifo UV ¢ perfil de absor¢io no visivel sem a usual
defini¢do dos trés maximos (Figura 43). Apos reagdo de isomerizagiio, o espectro do
prolicopeno apresentou forma e Ay, semethantes aos do licopeno.

{~Caroteno

O E-caroteno pode aparecer em trés formas: simétrica, nfo simétrica (com o
sistema de duplas ligagSes deslocado para um dos lados) e configuragfio cis, em uma
ou duas ligagBes duplas. O ion molecular de 540 um. e fragmentos de massa
caracteristicos a m/e 403 (M-137), 137 e 69 no espectro de massas (Figura 44)
confirmaram o {-caroteno com estrutura simétrica. A maior abundéincia do pico de 94
w.m. (2,5%) em relagéo "a eliminacgfio de tolueno (M-92, 0,5%) indicou a presenca de
7 duplas ligagOes conjugadas (ENZELL & BROMAN, 1994).

Neurosporeno

O espectro de massas do neurosporeno (Figura 45) apresentou ion melecular de
538 w.m. ¢ principais fragmentos de massa a m/e 401 (M-137) e a 69 (pico base),
caracterfsticos de seus grupos terminais. E interessante notar a presenga de picos a n/e
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TABELA 16; Maximos de absor¢do de alguns carotendides citados na literatura e dos
identificados em maracuja.

Carotenodide : Apay (011

Davies (1976)2 Brition (1985)2 Mossos resultados?
fitoeno 276 286 298 276 286 297 | 277 287 299
fitoflueno 331 347 3067 331 348 367 332 348 367
{-carotenc 378 400 425 378 400 425 378 400 423
Neurosporens 414 439 467 414 439 407 415 439 468
{-caroteno (425) 448 475 (425) 445 476 (425) 450 476
licopeno 446 472 305 444 470 502 444 470 500
prolicopeno S — (414) 435 (463) (415) 436 (461)
epoxi-B-caroteno . S — —_— 405 4380 455
B-criptoxantina  (425) 449 476 (425) 449 476 (425) 458 475
B-citraurina — — — — 450¢ — 446
anteraxanting 422 445 472 422 445 472 420 444 472
violaxantina 418 442 466 416 440 465 418 441 465
necxanting 418 442 467 416 438 467 417 440 467

aEter de petréleo

b Eter etilico

e GROSS er alii (1975).

Valores entre parénteses indicam ombro no lugar de pico.
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410 e 368 que apareceram também nos espectros de massas do licopeno,
neurosporeno e anteraxanting. KHACHIK et alii (1989) relataram a presenca do
fragmento a m/e 410 nos espectros de massas do fitoeno ¢ fitoflueno e a m/e 368 no
do y-caroteno sem, no entanto, discutir a sua procedéncia. ROSE (1982) apresentou
um espectro de massas de licopeno, comtaminado com esteréides, que exibia um
fragmento a m/e 368 como pico base. Levando-se em conta estes fatos, pode-se
considerar estes dois fragmentos como contaminantss, provenientes da amosira.
Licopeno, neurosporenc e anteraxantina estavam presentes em baixas concentragBes
no maracuja.

A razio [M-92]"/[M-106]" do C-caroteno (2,25), neurosporeno (1,25) e
licopeno (0,94) decresceu 4 medida que aumentava o nitmero de duplas ligagSes
comjugadas de 7 para 9 e 11, respectivamente. Esta mesma tendéncia ja havia sido
obtida e discutida previamente por ENZELL er afii (1968); ENZELL (1969);
FRANCIS (1972) ¢ ENZELL & BROMAN (1994). Esta razdo foi maior para o
prolicopeno (1,36) do que para o licopeno, provavelmente devido as influéncias
estéricas, embora esteja ainda incerta a importincia relativa dos fatores estéricos
versus eletrénicos (ENZELL & BROMAN, 1994).

Fitoeno e fitoflueno

O fitoeno e o fitoflueno, com 3 e 5 duplas ligagSes conjugadas
respectivamente, foram localizados na camada de silica pela fluorescéncia apresentada
pelo fitoflueno sob radiagdo UV a 360 nm e coletados juntos. Devido a este fato, o
espectro de massas da Figura 46 mostrou dois ions de massas altas (a m/e 542 e a
544). De qualquer modo, estes dois carotendides foram rapidamente identificados de
acordo com suas fragmentagdes caracteristicas dos grupos 7,8-hidro-¥ ¢ 7,8,11,12-
diidro-¥: a m/e 405 (M-137) e a 337 (M-205) para fitoflueno, a m/e 339 (M-205) para
fitoeno e a m/e 62, 137 e 205, comuns aos dois carotendides.

B-Caroteno e monoepdéxi-f-caroteno
O B-caroteno foi confirmado por EM (Figura 47 como descrito anteriormente
para o mesmo carotenodide proveniente de manga.

Apesar dos cuidados tomados para se evitar a contaminagdio, o espectro de
massas do monoepdxi-B-caroteno, presente em tragos, {Figura 48) apresentou sinais
de contaminagdo provenientes de material plastico (a m/e 149) e da silica (a m/e 515 ¢
530). No entanto, sua identidade pdde ser confirmada pelas caracteristicas discutidas
previamente para este carotendide, isolado da manga.
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B-Criptoxantina

A confirmagdo de B-criptoxantina se deu como descrita para a manga. Aliss, o
espectro de massas da B-criptoxantina isolada de maracuja (Figura 49) foi de melhor
qualidade que o de manga (Figura 21), provavelmente porque este pigmento estava
presente em maior concentragdo no maracuja.

B-Citraurina

A identificagdio da B-citraurina foi baseada na presenga do fon molecular de
432 w.m. ¢ fragmentos a m/e 414 (M-18), indicando presenca de um grupo hidroxilico,
e a m/e 279 (M-153) e 239 (M-193) correspondente 3 perda do grupo terminal f-
ionona com uma hidroxila (Figura 50). Apds reagiio de redugdo (Figura 51}, com
transformagio do composto aldeidico em &lcool primarie, o pigmento apresentou fon
molecular a m/e 434 e perdas consecutivas de dgua (M-18 ¢ M-18-18). O pigmento
reduzido assumiu um espectro de absorgio com maior definigiio dos méximos a 310,
421 e 446 nm, em éter etilico {Figura 52).

Anteraxantina

O ion molecular de 584 u.m., correspondente & formula molecular CyHyO5, ¢
os fragmentos caracteristicos correspondentes 3 perda de um grupo hidroxilico (566
um., M-18) e a presenga de um grupo epoxido (304 u.m., M-80) em um anel com
hidroxila (fragmentos a m/e 221 e 352) confirmaram a presenga da anteraxantina
(Figura 53). O espectro de absorgo na regido visivel apresentou Ay, somente 3 nm
mais baixo que o do B-caroteno, refletindo a presenga do epoéxido tipo 5,6 (Tabela
16).

Violaxantina e neoxantina
Violaxantina (Figura 54) ¢ neoxantina (Figura 55) foram confirmadas por EM,
como detalhado anteriormente, na confirmac#io dos carotendides de manga.

Fitoflueno, {-caroteno e B-caroteno identificados neste estudo, foram também
relatados por PRUTHI & LAL (1958), LEUENBERGER & THOMMEN (citado por
GROSS, 1987) e CECCHI (1978). Além destes, CECCHI (1978) encontrou em
maracuja neurosporeno ¢ licopeno, também detectados neste estudo. Este autor relatou
ainda a presenga, com segundo ou terceiro maior teor dependendo do lote, de um
caroteno ndo identificado com A, em éter de petrdleo, a (410) 435 e 465 nm. Estes
dados, inclusive o perfil do espectro de absorgio, coincidem perfeitamente com os
encontrados neste trabalho para o prolicopeno.
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446

absorvincia

350 0

comprimento de onda (nm) >

FIGURA 52: Espectros de absorgdo, obtidos em espectrofotdmetro, em éter etilico,
da B-citraurina antes () e apds reagdo de redugiio (~—mv),
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LEUENBERGER & THOMMEN {citados por GROSS, 1987) ¢ CECCHI
(1978) detectaram auroxantina (5,8-diepdxido), enquanto que, neste trabalho for
detectado o correspondente 5,6-diep6kido (violaxanting), talvez devido @0 cindado de
se utilizar placa de silica bésica para evitar o rearranjo do grupo 5,6-epdxido pare £ 8-
epdxido.

5.3.3. Perfil cromatografico obtido por
cromatografia liquida de alta eficiéncia

Apesar de terem sido testadas varias combinagOes de solventes com dois tipos
de coluna (C;g e CN), nenhuma delas foi capaz de promover a separagio dos
carotendides de maracuja. Diante deste fato, seguiu-se a estratégia de separar os
carotenos em cohma de Cyg e as xantofilas em coluna de CN.

A Figura 56 mostra o cromatograma do exfrato de maracujd, em coluna de fase
reversa, onde se obteve a melhor separacfo entre os carotenos, e os espectros de
absorgdo na regifio visivel fornecidos pelo DAD estdo apresentados na Figura 57.
Através da ordem de eluig8o na coluna e comparacfo dos espectros com valores da
Literatura, foi feita uma tentativa de identificacfio dos carotenos ¢ das xantofilas
monoidroxiladas. O pico 8 fol identificado como f-criptoxantina, o 9 como
prolicopeno, o pico 11 como cis--caroteno, o 12 como {-carcteno, o pico 13 como
fitoflueno+B-carotenc ¢ o 14 como fitoeno. O pico 18 apresentou uma mistura de, no
minimo, dois carotenos. Este fato evidencia a importdncia do uso do DAD, pois a
forma simétrica do pico indicava, aparentemente, que era puro.

O mesmo extrato de maracujd for separado em coluna de CN (polar). O
cromatograma da Figura 58 mostra a complexidade desta amostra. Ao contrario da
coluna de fase reversa, os carotenos (picos 1 a 5) foram eluidos rapidamente nesta
coluna, e as xantofilas apresentaram-se melhor separadas. Os picos 7, 9, 11, 13 ¢ 15
apresentaram espectros de absorgfo indicativos de serem musturas de, no minimo, dois
carotendides (Figura 59). Os demais picos foram especulativamente identificados,
considerando-se a ordem de eluig@io na coluna e o espectro de absorgio (Figura 60),
como sendo 3,8-epoxi-B-caroteno (pico 6), B-criptoxantina (pico 8), B-citraurina (pico
10), zeaxantina (pico 12), anteraxantina (pico 14), violaxantina (picos 16 e 17),
neocromo (picos 18 e 19) e neoxantina (pico 20).

Estes resultados mostraram que a CLAE ainda ndo tem poder de resolugfo
suficiente para separar todos os carotendides em amostras complexas. Em nenhuma
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FIGURA 56: Cromatograma, obtido por CLAE com coluna de Cyg, do extrato de
maracujd. Fase movel: gradiente de metanol-acetonitrila-diclorometano
variando de 20:80:0 a 20:30:30 em 40 minutos. Os espectros de
absorgdo encontram-se na Figura 57.
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fitoflueno e B-caroteno, 14 fitoeno.
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FIGURA 58: Cromatograma, obtido por CLAE com coluna de ciano, do extrato de
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100:0 a 60:40 em 30 minutos. Os espectros de absorgdo encontram-se

nas Figuras 59 ¢ 60.
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das duas colunas, com diferentes caracteristicas, houve separa¢@o satisfatdria dos
carotendides, indicando que para tal separagfo seria necessario o emprego de colunas
com maior eficiéncia ou de outra fase estacionéria.

Na eventualidade de colunas mais eficientes serem conseguidas, a complexa
composi¢io do maracujé ainda mostra outra dificuldade na utihizagdo de CLAE para a
determinagdo de carotendides. Dos 13 carotenéides confirmados em maracuja,
somente o padrdo de f3~caroteno pode ser obtido comercialmente.

5.4. Carotendides Minoritirios Provitaminicos A
em Verduras Folhosas Verdes

Segundo GOODWIN (1976), os tecidos de plantas verdes supertores possuem
quatro carotendides principais: B-caroteno, luteina, viclaxantina e neoxantina. Esta
afirmaciio foi comprovada em numerosos trabalhos. Ha discordéncia, no entanto, em
torno dos carotendides minoritarios. Os pigmentos que sfo esporadicamente relatados,
em pequenas quantidades, sdo: o-caroteno, Becriptoxantina, zeaxantina e
anteraxantina.

5.4.1. Incidéncia e confirmaciio da estrutura da
o~criptoxantina

ROUCHAUD et alii (1985) e o grupo de RODRIGUEZ-AMAYA (RAMOS &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1987, MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA, 1950,
1991) foram os tinicos pesquisadores que encontraram ¢-criptoxanting ao invés de B-
criptoxantina em folhas verdes. Nos trabalhos citados acima, a identificagido foi
baseada no espectro de absorgdo na regifio visivel (A, € forma), nas propriedades
cromatogrificas e nos trés ultimos estudos, também na reagdo de metilaglo que
indicon a posi¢fio alilica da hidroxila. Como existem trés possiveis carotendides
monoidroxilados (Figura 61) e a (-criptoxantina foi o mais relatado, houve a
necessidade de confirmacfio. Até o momento, na literatura internacional, ainda existe
uma confusfo sobre 4 natureza do carotenoide monoidroxilado, sendo que na maioria

“dos trabathos foi escolhido um ou outro sem a devida comprovagao.
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FIGURA 61: Estrutura dos carotendides monoidroxilados: B-criptoxantina, o-
criptoxantina ¢ zeinoxantina.
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Todas as verduras folhosas analisadas neste estudo apresentaram o-
criptoxantina ao invés de B-criptoxantina. O especto de absorgdio no visivel,
fornecido pelo DAD, foi idéntico ao do a-caroteno (Figura 62), fornecendo uma
primeira identificagéo.

O espectro de massas (Figura 63) mostrou fon molecular de 552 um. e
fragmento a m/e 534 (M-H,0), correspondente 4 perda de uma hidroxila. A maior
intensidade do pico de 534 uwm.em relagio ao do ion molecular indicou que a
hidroxila estd em posigfo alilica, isto &, a razdo [M}*/[M-18]" € menor que 1,0. O
valor encontrado para esta razdio neste trabatho foi de 0,59, BRITTON & YOUNG
(1993) também obtiveram valor abaixo de 1,0 para a razfio acima para a-criptoxanting
de tecidos fotossintéticos.

Fsta ¢ a primeira comprovagdo definitiva da presen¢a de o-Criptoxantina em
plantas superiores. Até entdo, acreditava-se que o derivado monoidroxilado do o-
caroteno era zeinoxantina em plantas superiores, e a-criptoxantina em alga vermelha
(GROSS, 1987).

5.4.2. Incidéncia de a-caroteno

Das 11 verduras folhosas verdes analisadas neste estudo, a saber: alface crespa
e lisa, caruru, couve, agridio, taioba, salsinha, rGcula, almeirfio, chicéria e espinafre,
somente em 4 delas (caruru, couve, salsinha e taioba) foi encontrado o-caroteno
(Tabela 17). A Figura 64 mostra um cromatograma de taioba, que apresentou o-
criptoxantina e o-caroteno, ¢ a Figura 65, o cromatograma obtido de ricula, que néo
apresenton o-caroteno. Além do espectro obtido no DAD (Figura 62), foi realizada
co-cromatografia com a-caroteno isolado de cenoura. Na Figura 66 encontra-se o
cromatograrma da taioba fortificada com a-caroteno.

Dos imimeros trabathos encontrados na literatura scbre composigiio de
carotendides em folhas, verifica-se que, para a mesma folha, ha diferentes relatos
quanto & presenga de c-caroteno, mesmo entre aqueles que empregaram CLAE. A
Tabela 18 mostra esses dados para quatro fothas, onde uttlizou-se CLAE para a
separagio dos carotendides. Dos sete estudos com espinafre, o-caroteno foi
encontrado, em tragos, em apenas em um deles, Em couve ¢ salsinha no fo1 detectado
a~caroteno. Entretanto, em alface, a situagfio é completamente dividida, j& que trés
dos seis estudos apresentaram o-caroteno com teores variando de fragos a 5,15 p
g/100g de amostra.
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TABELA 17: Comprovagdo por CLAE da incidéncia de a-caroteno nas verduras
folhosas brasiletras estudadas.

Folha Nome Cientifico g-carotenc
agrido Nastrutium officinale -
alface crespa Lactuca sativa -
alface lisa Lactuca sativa -
almeirdo Chicorium intybus -
carury Amaranthus viridis X
chicoria Chicorium endivia -
couve Brassica oleracea var. acephala X
espinafre Spinaceq oleracea -
ricula Eruca sativa -
salsinha Petroselium hortense
taioba Xanthosoma spp. X
X presenga

-; auséncia
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FIGURA 65; Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato de ricula. Identificacfo
dos picos: 1 e 2; poliidroxilados, 3: a-criptoxantina, 4: B-caroteno, 5 ¢
6: cis isdmeros de B-caroteno. Condiges cromatograficas: coluna Cyge

como fase mével MeOH-H,0 (98:2).
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FIGURA 66: Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato de taioba fortificado com
a-caroteno. Identificagdo dos picos: 1, 2, 3 e 4; poliidroxilados, §: a-
criptoxantina, 6. a~-caroteno, 7: B-caroteno, 8 e 9: cis isdmeros de f-
caroteno. Condicfes cromatograficas: coluna C,g ¢ como fase mdvel
MeOH-H,0 (98:2).
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TABELA 18: Incidéncia de a-caroteno em 4 verduras folhosas reportada da
literatura.

Folha a-caroteno Referénciad
alface X BUREAU &BUSHWAY, 1986
- BUSHWAY, 1586
HEINONEN et afii, 1989
ABDEL-KADER, 1991
- TEE &LIM, 1991
- GRANADUG e alii, 1992

SR

espinafre X BRAUMANN & GRIMME, 1981
- BUREAU & BUSHWAY, 1986
- BUSHWAY, 1986
~ KHACHIK et alii, 1986
- HEINONEN et afii, 1989
- ABDEL-KADER, 1991
- TEE &LIM, 1991
- GRANADQ et alii, 1992

couve “ KHACHIK ef alii, 1986
- CARVALHO ef alii, 1992

salsinha - HEINONEN et afii, 1989
- YAMAUCHI & WATADA, 1993

aForam relacionados somente os trabathos que utilizaram CLAE.

X, presenca
- guséncia.




135

Como © w~-caroteno estava presente em pequenas quantidades, quando
detectado, esta disparidade nos resultados pode ser explicada pelos diferentes niveis
de deteceio dos métodos e/ou pelo comprovado efeito das diferentes espécies ©
cultivares, do clima e do solo sobre o teor de carotenéides e presenga dos minoritarios
em folhas (MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA, 1991). Os resultados obtidos
indicam ser a segunda explicagdo a mais provével, j& que as condigBes analiticas
empregadas no presente trabatho foram as mesmas para as 11 folhas estudadas.
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6. CONCLUSOES

1. Com o uso conjunto de informagdes provenientes da CLAE-DAD (tempo de
retenglio, co-cromatografia e espectro no visivel) e reagles quimicas
especificas, foram identificados os seguintes carotenbides em mangas cv.
Keitt ¢ Tommy Atkins: trans-f-caroteno, cis € frans-B-criptoxantina, trans-
zeaxantina, isdmeros de luteoxantina, 9-cis-, 13-cis- e trans-violaxantina, e
cis- e trans-neoxanting.

2. Os mesmos carotendides e, adicionalmente, luteina e monoepoxi-B-caroteno
tiveram suas identidades confirmadas (nfo a forma geométrica) por
espectrometria de massas. Portanto, o uso correto dos parimetros classicos
de identificagdo (sem espectrometria de massas) pode ser cousiderado
conclusivo na identificagdo dos carotenoides comuus.

3. O rearranjo epoxido-furanéxido do extrato total de manga, monitorado por
CLAE, se mostrou muito util na confirmagéo do epéxido 3,6, resultando em
mudancas nitidas do tempo de retengio e Amax. A verificagio da
configuragdo geométrica através da reago de isomerizagio, monitorada por
CLAE, s6 foi possivel para os carotendides majoritdrios, quando a coluna
separou suas formas isoméricas, ou o carotendide encontrava-se numa Gnica
forma geométrica.

4, Nio houve diferenga significativa, a nivel de 1%, entre os teores de B~
caroteno e a 5% entre os teores de violaxantina obfidos por CLAE ¢ por
cromatografia liquida classica. A cromatografia liquida classica demonstrou
ser mais precisa que a CLAE, embora somente esta Gltima técnica tenha
proporcionado a separagdo dos epoxidos di- ¢ friidroxilados.

5, O principal carotenéide encontrado nas mangas cv. Tommy Atkins e Keitt foi
trans-violaxantina, seguido de 9-cis-violaxantina ¢ B-caroteno.

6. trans-Violaxantina, 9-cis-violaxantina, neoxantina e cis-neoxantina tenderam a
teores maiores na cv. Tommy Atkins. Por oufro lado, a zeaxantina apresentou
concentragdo maior na cv, Keitt,
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7. O teor de B-caroteno foi duas vezes maior na manga Keitt procedente da
Bahia, Estado com clima mais quente, do que na de 8o Paulo. Trams-
violaxantina e 9-cis-violaxantina também apresentaram malores rivels nas
mangas da Bahia, aproximando-se dos niveis encontrados na cv. Towmmy
Atkins de S#o Paulo. Efeitos climaticos podem, portanto, superar as
diferengas entre cultivares.

8, Durante o amadurecimento das mangas Keitt e Tommy Atkins, os teores de p-
caroteno e frans-violaxantina praticamente triplicaram, 9-cis-violaxantina
quadruplicou e a pequena quantidade de 13-cis-violaxantina desapareceu ou
ficou reduzida a tragos. Em termos de porcentagem, pequenas
transformagdes foram notadas, sendo as mudangas mais pronunciadas as
diminui¢8es da neoxantina e da 13-cis-violaxantina.

9, Foram identificados em maracuja, através de espectros de absorgdo e de
massas e reagdes quimicas especificas, os seguintes carotendides: fitoeno,
fitoflueno, -caroteno, neurosporeno, {-caroteno, licopeno, prolicopeno,
monoepdxi-B-caroteno,  B-criptoxantina,  B-citraurina,  anteraxantina,
violaxanfina e neoxantina.

10. As colunas de CLAE, C;3 e ciano, com vérias combinagdes de solventes
como fase movel, ndo se mostraram eficientes para separar os carotendides
do maracuja.

11. A identidade do carotendide monoidroxilado, encontrado em verduras
folhosas brasileiras, foi confirmada por EM como sendo a-criptoxantina.

12. Ao contrario do a-caroteno, presente em apenas quatro das verduras fothosas
analisadas, a o~criptoxantina foi encontrada, em pequenas quantidades, em
todas as onze verduras folhosas.
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ANEXO 1: Espectro de absorgdo do Sudan I, em metanol, e sua formula estrutural.




