UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

POLIANA DEYSE GURAK

DEGRADACAO TERMICA E QUIMICA DE B-CAROTENO E
SUA RELACAO COM A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E
PROPRIEDADES DE COR

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA A FACULDADE DE
ENGENHARIA DE ALIMENTOS DA UNICAMP PARA
OBTENGCAO DO TITULO DE DOUTOR EM CIENCIA DE
ALIMENTOS.

ADRIANA ZERLOTTI MERCADANTE

Orientadora

Este exemplar corresponde a versao final da tese defendida por
Poliana Deyse Gurak, aprovada pela comissao julgadora em
07/12/2011 e orientada pela Profa. Dra. Adriana Zerlotti
Mercadante.

Assinatura do Orientador

CAMPINAS, 2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
CLAUDIA AP. ROMANO DE SOUZA - CRB8/5816 - BIBLIOTECA DA FACULDADE DE
ENGENHARIA DE ALIMENTOS — UNICAMP

Gurak, Poliana Deyse

G96d Degradagéo térmica e quimica de 3-caroteno e sua
relagdo com a capacidade antioxidante e propriedades de
cor / Poliana Deyse Gurak. -- Campinas, SP: [s.n], 2011.

Orientador: Adriana Zerlotti Mercadante.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1. Carotendides. 2. Tratamento térmico. 3.
Reacdes de oxidagdo. 4. Parametros CIELAB. 5.
Isomerizacdo. |. Mercadante, Adriana Zerlotti |II.
Universidade Estadual de Campinas.Faculdade de
Engenharia de Alimentos. |IIl. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Thermal and chemical degradation of B-carotene and its
relation with antioxidant capacity and the colour properties
Palavras-chave em inglés (Keywords):

Carotenoids

Heat treatment

Oxidation reactions

CIELAB parameters

Isomerization

Area de concentracao: Ciéncia de Alimentos

Titulagdo: Doutor em Ciéncia de Alimentos

Banca examinadora:

Adriana Zerlotti Mercadante [Orientador]

Adélia Ferreira de Faria Machado

Lilian Regina Barros Mariutti

Veridiana Vera de Rosso

Neura Bragagnolo

Data da defesa:07/12/2011

Programa de P6s Graduacao: Ciéncia de Alimentos

il



BANCA EXAMINADORA

Este exemplar corresponde a redacao final da tese defendida por Poliana Deyse Gurak,
aprovada pela comissao julgadora em 07 de dezembro de 2011.

Profa. Dra. Adriana Zerlotti Mercadante (Orientadora)
UNICAMP

Dra. Adélia Ferreira de Faria Machado
EMBRAPA

Dra. Lilian Regina Barros Mariutti
UNICAMP

Profa. Dra. Veridiana Vera de Rosso
UNIFESP

Profa. Dra. Neura Bragagnolo
UNICAMP

Profa. Dra. Célia Maria de Sylos
UNESP

Profa. Dra. Leila Queiroz Zepka
UFSM

Prof. Dr. Marcelo Alexandre Prado
UNICAMP

iii



v



Dedico essa vitoria a minha familia e meus queridos amigos de todas as horas.



vi



AGRADECIMENTOS

Aos 6rgaos e instituicdes que tornaram possivel a realizagao deste trabalho:

A Universidade Estadual de Campinas pela oportunidade de realizagdo do doutorado e
infra-estrutura.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) pela bolsa de
doutorado concedida e financiamento concedido ao projeto.

A Universidad de Sevilla, em especial ao grupo de pesquisa de Color y Calidad de
Alimentos pela oportunidade de trabalhar por dois meses em sua equipe.

A todos que de forma direta ou indiretamente incentivaram e que tornaram possivel a
conclusao deste trabalho:

A professora Dra. Adriana Zerlotti Mercadante pela oportunidade de ser sua orientada,
pelos ensinamentos e atencdo dada a mim e a este trabalho.

Ao Dr. Anténio Jesus Meléndez-Martinez pela orientagéo, incentivo e carinho.

Ao Dr. Claudio Borsarreli pela colaboracao.

Aos membros da banca examinadora pelas valiosas contribuices, sugestdes e atengéo
apresentadas na redacao final deste trabalho.

Aos professores da Unicamp pelos ensinamentos transmitidos durante as disciplinas
cursadas.

Aos funcionarios da Unicamp pelo auxilio durante a realizacao deste trabalho.

A Adélia Ferreira de Faria Machado pelos ensinamentos praticos e tedricos sobre
carotendides e paciéncia dedicada a mim.

Ao Eliseu Rodrigues pelo constante apoio.

Ao Renan Campos Chisté pela amizade, carinho e por ser meu fiel companheiro desde o
inicio do doutorado.

A Walkiria Cristina Vilela Ribeiro pela incansavel ajuda e amizade.

A Adria Sousa Bentes, Aline Medina, Ana Augusta Odorissi Xavier, Bruno Chacon
Figueiredo, Elaine Berger, Elisdngela Serenato Madalozzo, Fabiola Lima, Fernanda

Mandelli, Gislaine Crystina Nogueira Faria, Leila Zepka Queiroz, Lilian Regina Barros
vii



Mariutti, Lizziane Vissotto, Jéssica Grigoletto, Hugo de Souza, Maria Ivone Martins Jacinto
Barbosa, Marcella Marques, Mery Yovana, Michelli Crisgon, Milena Bagetti, Nathalia
Azevedo, Naira Poerner, Renata Sancho, Rosemar Santana e Viviane Miranda pelo

companherismo e pela 6tima convivéncia dentro e fora do laboratério.

Aos meus amigos de perto, de longe e novas amizades que surgiram durante o
doutorado, especialmente a Ana Elizabeth Fai, Aline Fedel, Daniela Cristina Fabrin, Flavia
Silva Monteiro, Luciana Figueiredo, Isabella Martins, Maria José Jarra, Maria Lucia de
Oliveira, Pollyanne Port’s, Patricia Sampaio, Roberta de Oliveira, Suzane Alencar e Vivian
Bochi com que dividi momentos académicos e ndo académicos durante esses anos de

doutorado.

A Dirse O. Gurak, Geroncio Gurak (in memorian), Gerusa Silécia Gurak, Miguel Geroncio
Gurak, Leandro Freitas, Paula Ritter, Pol6nia da Silva e todos meus queridos familiares
que sempre acompanharam minha trajetéria académica. Sublinho minha gratiddo por
terem acreditado em meus sonhos, sustentado minhas decisbes e, por muitas vezes,

subsidiado minhas escolhas.

Muito obrigada!

viii



X

“Sé que hay en tus ojos con solo mirar
que estas cansado de andar y de andar

y caminar girando siempre en un lugar
Sé que las ventanas se pueden abrir
cambiar el aire depende de ti

te ayudara vale la pena una vez mas
Saber que se puede querer que se pueda
quitarse los miedos sacarlos afuera
pintarse la cara color esperanza

tentar al futuro con el corazoén

Es mejor perderse que nunca embarcar
mejor tentarse a dejar de intentar

aunque ya ves que no es tan facil empezar
Sé que lo imposible se puede lograr

que la tristeza algun dia se ird

y asi sera la vida cambia y cambiara
Sentirds que el alma vuela

por cantar una vez mas...

Vale mas poder brillar

Que solo buscar ver el sol”

Color esperanza - Diego Torres
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RESUMO

Muitos processos utilizados na industria de alimentos empregam altas temperaturas e
proporcionam o contato dos alimentos com substancias pré-oxidantes. Tais condi¢oes
tornam a sequéncia de ligacdes duplas conjugadas presente nos carotenoides susceptivel
a isomerizagdo geométrica, oxidacao e degradacao. Portanto, o objetivo principal deste
trabalho foi estudar a degradagcdo térmica e quimica do p-caroteno, através da
identificacdo dos compostos primarios de degradacéo e sua relagdo com a capacidade
antioxidante e as propriedades de cor. Os experimentos realizados foram: a) aquecimento
a 120 °C na presenca de ar; b) aquecimento a 120 °C sob fluxo de oxigénio, c)
aquecimento a 120 °C na presencga de ar e adi¢cao de galato de propila; d) aquecimento a
150 °C na presenca de ar; €) aquecimento a 150 °C sob fluxo de oxigénio; f) aquecimento
a 150 °C sob fluxo de nitrogénio; g) clivagem oxidativa com permanganato de potassio
(KMnO4) e h) reacdo de epoxidacdo com &cido meta-cloro-perbenzédico (MCPBA). A
degradacao do p-caroteno foi monitorada através da analise de carotendides totais por
espectrofotometria, a avaliacdo da cor por colorimetria (parametros CIELAB) e analise do
perfil de carotendides por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de
arranjo de fotodiodos e espectrometria de massas (HPLC-DAD-MS/MS). As alteracdes na
capacidade antioxidante foram avaliadas por meio da capacidade de desativacdo do
radical ABTS™ (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) e da protegdo contra o
oxigénio singlete ('O,) utilizando o 9,10-dimetil-antraceno como actinémetro e azul de
metileno como sensibilizador. Foram identificados 16 carotendides gerados pela
degradacéao térmica e quimica do B-caroteno. O aquecimento resultou na diminuicdo da
concentracao de all-trans-B-caroteno com a formacéao de isébmeros (13-cis, 9-cis, 15-cis,
9,13-di-cis, 9,15-di-cis, 9,13’-di-cis, 13,15-di-cis-B-caroteno), epdxidos (5,6 e 5,8-epdxi-B-
caroteno) e, em menor quantidade, apocarotendides (B-apo-8-carotenal, (-apo-10’-
carotenal, B-apo-12’-carotenal). Na oxidagao quimica com KMnQ,, o all-trans-p-caroteno
foi totalmente degradado ap6s 30 min de reacdo com formagao de B-apo-8’-carotenal, -
apo-10’-carotenal, B-apo-12’-carotenal, B-apo-15-carotenal e semi-p-carotenona. Ja na
reacdo com MCPBA, o all-trans-B-caroteno nao foi completamente degradado e os
produtos de degradacado formados em maior propor¢do foram 5,6-epdxi-p-caroteno,
5,6:5’,6’-diepdxi-p-caroteno, 5,6:5,8’-diepdxi-p-caroteno e 5,8-epdxi-p-caroteno, além de

pequena quantidade de 13-cis-B-caroteno e 9-cis-p-caroteno. Em todos os experimentos
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foi observada a existéncia de correlacao superiores a 0,91 entre alguns parametros fisicos
de cor (b* e C*,,) € 0 parametro quimico (teor de carotendides totais), indicando que estes
parametros de cor podem ser utilizados para monitorar a degradacao de carotendides. O
mecanismo proposto para os dois tipos de degradacao (térmica e quimica) envolveu
reacOes reversiveis e irreversiveis, para formagao de compostos de isomerizacao e de
oxidacao, respectivamente. A analise da capacidade antioxidante mostrou que a presenca
isolada de B-caroteno ou a mistura de B-caroteno com produtos de degradacao térmica
apresentaram valores similares de TEAC (capacidade antioxidante equivalente a trolox) e
de porcentagem de protecéo contra 'O,. Por outro lado, os produtos de oxidacdo gerados
na reagao quimica com KMnQO, resultaram em um aumento nos valores de TEAC e maior

eficiéncia da desativacdo do 'O, com o aumento do tempo de reac&o.

Palavras-chave: carotendides, tratamento térmico, reagcbes de oxidagdo, parametros

CIELAB, isomerizacao.
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SUMMARY

Many processes in the food industry aplly high temperatures and allow the contact with
pro-oxidant substances, such conditions in which the sequence of conjugated double
bonds, present in carotenoids, is susceptible to geometric isomerization, oxidation and
degradation. Therefore, the main aim of this work was to study the thermal and chemical
degradation of B-carotene, identifying the primary degradation compounds and its relation
with the antioxidant capacity and colour properties. The experiments were: a) heating at
120 °C with air exposure; b) heating at 120 °C under flow of pure oxygen; c) heating at 120
°C with air exposure and addition of propyl gallate; d) heating at 150 °C with air exposure;
e) heating at 150 °C under flow of pure oxygen; f) heating at 150 °C under a flow of pure
nitrogen; g) oxidative cleavage with potassium permanganate (KMnQO,); and h) epoxidation
with meta-chloroperbenzoic acid (MCPBA). In all experiments, the degradation and
formation of isomerization and oxidation products were monitored by analysis of total
carotenoids by spectrophotometer, colour evaluation by colorimetry and carotenoid profile
analysis by high-performance liquid chromatography with photodiode array detector and
mass spectrometry (HPLC-DAD-MS). Changes in the antioxidant capacity were monitored
by the scavenging capacity against the ABTS™ (2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid)), and protection against singlet oxygen ('O,) using 9,10-dimethyl-
anthracene as actinometer and methylene blue as sensitizer. A total of sixteen carotenoids
were identified in both the chemical and thermal degradation of B-carotene. Heating
caused a decrease in the all-trans-B-carotene content with the formation of cis isomers
(13-cis, 9-cis, 15-cis, 9,13-di-cis, 9,15-di-cis, 9,13’-di-cis, 13,15-di-cis-B-carotene),
epoxides (5,6 and 5,8-epoxy-B-carotene) and apocarotenoids (3-apo-8'-carotenal, -apo-
10'-carotenal, B-apo-12'-carotenal). The chemical degradation with KMnO, completely
degraded the all-trans-p-carotene in 30 minutes of reaction, with the formation of g-apo-8'-
carotenal, B-apo-10'-carotenal, B-apo-12'-carotenal, p-apo-15-carotenal and semi-p-
carotenone. In the reaction with MCPBA, all-trans-p-carotene was not completely
degraded and the major products were 5,6-epoxy-p-carotene, 5,6:5,6-diepoxy-p-
carotene, 5,6:5',8-diepoxy-p-carotene and 5,8-epoxy-B-carotene, with small amounts of
13-cis-B-carotene and 9-cis-B-carotene. All experiments showed correlations above 0.91
between some physical colour parameters (b* and C*,,) and chemical parameters (content

of total carotenoids), indicating that some colour parameters can be used to monitor
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carotenoid degradation. The proposed mechanism in both types of degradation (thermal
and chemical) involved reversible and irreversible reactions, to the formation of
isomerization and oxidation compounds, respectively. The analysis of the antioxidant
capacity showed that both pure B-carotene and the mixture of pB-carotene with thermal
degradation products had similar values of TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity),
as well as similar protection percentage against 'O,. On the other hand, the products
formed in the chemical reaction with KMnQO, resulted in increase in both the TEAC values
and protection against 'O, with the increase in reaction time.

Keywords: carotenoids, heating, oxidation reactions, CIELAB parameters, isomerization.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

Os carotendides sao pigmentos lipossollveis que apresentam uma coloragdo que
varia do amarelo ao vermelho, podendo ser encontrados em vegetais, animais e
microrganismos. Os carotendides dos alimentos sao normalmente tetraterpendides de 40
carbonos, formados pela unido de oito unidades isoprendides de cinco carbonos,
caracterizando uma molécula linear com simetria invertida na posicao central. Por
apresentar em sua estrutura uma extensa cadeia de ligagdes duplas conjugadas, geram,
por ressonancia, um sistema de elétrons n que se desloca sobre toda a cadeia poliénica,
proporcionando a estas substancias alta reatividade quimica e capacidade de absorcao
de luz na regido do visivel, o que caracteriza o croméforo da molécula.

Estes compostos tém despertado grande interesse em diversas areas devido a
algumas de suas propriedades e fungoes, entre as quais destacam-se o poder corante, a
capacidade antioxidante e a atividade de pré-vitamina A de alguns carotendides.
Ademais, entre os pigmentos naturais, os carotendides sdo os mais utilizados na industria
de alimentos como aditivo corante, além de estarem presentes naturalmente na
composicao de muitos alimentos.

Isbmeros, epdxidos e apocarotenodides sao considerados os produtos primarios da
degradacado de carotendides, a partir dos quais sdo originados os compostos de baixo
peso molecular (Marty & Berset, 1988; Caris-Veyrat et al., 2003; Rodriguez & Rodriguez-
Amaya, 2007). A temperatura de aquecimento dos alimentos favorece as reagdes de
isomerizacao e oxidagao de carotendides. Além disso, pesquisas tém relatado que alguns
desses compostos oxidados parecem estar envolvidos na modulagdo de vias de
sinalizagao intracelular (Palozza et al., 2009).

A formagcdo desses compostos de degradagdo de carotendides em alimentos
depende principalmente do tipo e o estado fisico dos carotendides presentes, do oxigénio
disponivel, da presencga de luz, calor, metal, acidos, enzimas, peroxidos e pré-oxidantes.
Entretanto, a presenca de alguns antioxidantes, tais como vitaminas E e C, a severidade
do tratamento (aumento da superficie de contato, tempo e a temperatura de
aqguecimento), a embalagem e as condicbes de estocagem podem inibir ou diminuir a
velocidade de formacgao desses compostos (Henry et al., 2000; Aman; Schieber & Carle,
2005; Mercadante, 2008; Bechoff et al., 2010).

As principais consequiéncias da degradacao de carotendides sao a perda da cor e

a diminuicdo ou perda da atividade de pro-vitamina A em produtos alimenticios
1
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submetidos aos processos de cozimento, fritura, pasteurizacdo, extrusao, desidratacéo e
também refino de Oleos vegetais, onde ocorrem reacbes de desacidificacao,
branqueamento e desodorizagcdo (Ahmed, Shivare & Sandhu, 2002; Dhuique-Mayer et al.,.
2007; Ferreira & Rodriguez-Amaya, 2008).

Neste contexto, a identificacdo dos compostos formados durante a degradacéo de
carotendides e a avaliagdo de seu poder corante e de sua capacidade antioxidante é de
extrema importdncia para compreender as mudangas que ocorrem durante o
processamento de diversos alimentos que possuem carotendides, naturalmente presentes

ou adicionados como corantes.
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2 OBJETIVOS

Considerando que o sistema de ligagdes duplas conjugadas dos carotendides é o
responsavel por conferir cor, apresentar atividade antioxidante e também pela baixa
estabilidade da molécula quando exposta a altas temperaturas e ao contato com
substancias oxidativas, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar a degradagéao térmica
e quimica do B-caroteno e seu efeito no poder corante e na capacidade antioxidante.
Desta forma, os objetivos especificos foram:

e Identificar e quantificar por HPLC-DAD-MS/MS os produtos de degradacao de B-
caroteno formados durante o aquecimento em sistemas-modelo a 120 e 150 °C na
presenca de ar, com e sem galato de propila, assim como sob fluxo de oxigénio e
de nitrogénio;

e |dentificar e quantificar por HPLC-DAD-MS/MS os produtos formados durante a
reacéo quimica de B-caroteno com MCPBA e KMnQy;

e Avaliar os parametros de cor dos sistemas-modelo;

e \Verificar a capacidade de desativagdo do ABTS™ e do 'O, nos sistemas
submetidos a degradacao térmica e a degradacao quimica por KMnOy,.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Historico de carotendides

As primeiras publicagdes registradas que fazem referéncia aos carotentides datam
do inicio do século XIX, apresentando estudos que revelaram que estes compostos
lipofilicos bastante labeis, estavam presentes em pimentdes maduros, folhas de outono e
cenouras, de cujo nome cientifico, Daucus carota, derivou-se o termo “caroteno”. A
instabilidade desses compostos fez com que sua investigagcdo avancasse lentamente
durante o restante do século XIX. Somente no inicio do século XX (1907), o pesquisador
Willstatter determinou a férmula molecular do “caroteno” (C4oHss) € da “xantofila”
(C40Hs80,). Um ano antes, o botanico Tswett descreveu a separacao das clorofilas ae be
dos carotendides em extrato de folhas verdes usando coluna de carbonato de calcio
(Gross, 1991; Eugster, 1995). A partir dessa investigacdo, com a separagao de bandas de
diferentes coloragdes, nasceu também a “cromatografia”.

A natureza altamente insaturada dos carotendides foi descoberta em 1928
mediante hidrogenacédo catalitica, e alguns anos mais tarde foi comprovada a relagéo
existente entre 0 numero de ligacdes duplas conjugadas e a cor dos pigmentos. A
estrutura correta dos grupos terminais do p-caroteno e de outros carotendides foi
identificada por Karrer e outros pesquisadores em 1930, época que também foi
descoberta a correlagdo existente entre os carotendides e a vitamina A, o que
proporcionou 0 aumento no numero de estudos com estes pigmentos (Gross, 1991;
Eugster, 1995).

No ano de 1934, 11 carotendides haviam sido caracterizados, em 1948 haviam 32
descritos, em 1971, 230 carotendides e nos anos 90 ja haviam sido descritos mais de 650
carotendides (Eugster, 1995). Atualmente, o Handbook of Carotenoids (Britton, Liaaen-
Jensen & Pfander, 2004) é considerado a referéncia mais completa dedicada a
identificacdo desses compostos, apresentando mais de 700 carotendides isolados, além
de incluir estruturas quimicas e apresentar informagdes relevantes para seu isolamento e
caracteristicas espectroscopicas Uteis para auxiliar na identificacdo correta.

A produgao sintética do pB-caroteno foi iniciada pela Roche em 1954 e
posteriormente pela BASF em 1960. Cada uma dessas empresas utilizava um método
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diferente para sua producdo, apesar de utilizarem o mesmo precursor, a [B-ionona.
Atualmente, o B-caroteno é responsavel por cerca de 30 % do mercado de carotendides
que vem sendo dominado pelas empresas BASF, Merck, Rhéne-Poulenc e DSM (Britton,
Liaaen-Jensen & Pfander, 2004; Fraser & Bramley, 2004).

Os primeiros estudos com énfase nos processos de isomerizagao trans<>cis foram
relatados no trabalho de Zechmeister (1944) que estudou o padrao de B-caroteno. Ja os
primeiros estudos sobre a oxidagdo de carotendides com influéncia de diferentes fatores
externos, tais como temperatura e presenga de oxigénio, foram registrados nos trabalhos
de Cole & Kapur (1957) que estudaram o licopeno. Karrer & Solmssen (1937) foram os
primeiros pesquisadores a estudar a oxidagcao de carotendides com o uso de agentes
oxidantes especificos utilizando permanganato de potassio para oxidar 3-caroteno. Para a
producédo especifica de epdxidos de diferentes carotendides, Karrer & Jucker (1945)
utilizaram acido monoperftélico, que foi substituido por MCPBA para a epoxidagéao de B-
caroteno (Berset & Marty, 1992), devido a sua maior estabilidade.

3.2 Degradacao térmica de carotendides

Durante o aquecimento, os carotendides sofrem mudancas estruturais que
incluem: (1) isomerizagado trans«>cis, (2) epoxidacdo (ou formagédo de epdxidos), (3)
rearranjo de epoxido para furandide, (4) clivagem oxidativa e (5) degradacdao com
formagcdo de compostos volateis. As quatro Ultimas mudangas estruturais sdo reacgoes
irreversiveis e acarretam em perdas parciais e/ou totais na cor, enquanto a isomerizacao
trans<>cis ndao implica em grandes alteracdes na cor (Figura 1) (Borsarelli & Mercadante,
2010). Os efeitos sejam benéficos ou maléficos, da ingestdo desses compostos de

degradacdo no organismo humano ainda nao foram totalmente elucidados.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

’ all-trans-carotendides
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’ Produtos de degradacao secundarios (volateis)

Figura 1. Principais mudangas estruturais que ocorrem durante aquecimento de

carotenodides. Adaptado de Borsarelli & Mercadante (2010).

Mercadante (2008) apresentou resumidamente algumas caracteristicas
observadas em sistemas-modelo de degradacdo de carotendides submetidos ao
aquecimento: (1) a isomerizacao € a principal reacao que ocorre durante o aquecimento a
pressdao atmosférica e em temperaturas inferiores a 100 °C, (2) o isbmero 13-cis-
carotendide normalmente é formado em maiores quantidades que o 9-cis-carotendide, (3)
a formacdo de produtos de degradacdo como epdxidos, apocarotendides e di-cis-
isdbmeros ocorre em condicdes mais severas, como, longo tempo de exposicdo a alta
temperatura e/ou alta pressao, (4) os produtos de degradacdo nao volateis formados
durante o aquecimento, detectados por HPLC-DAD, normalmente sdao encontrados em
menor quantidade do que o total de carotendide degradado, indicando que compostos
volateis também séo formados durante a degradacao térmica (Mercadante, 2008; Zepka
et al., 2009).

O estudo da degradacdo de carotendides presentes nos alimentos € complexo
devido a influéncia de muitos fatores simultaneamente, tais como a presencga de acidos e
enzimas. Desta forma, é comum estudar o comportamento dos componentes presentes
nos alimentos isoladamente, por meio de sistemas-modelo (Delgado-Vargas & Paredes-
Lépez, 2003). Na maioria dos em estudos utilizando sistemas-modelo e com alimentos
fontes de carotendides, a degradacdo térmica de carotendides apresenta um
comportamento cinético de primeira ordem (Chen, Chen & Chien, 1994; Chen & Huang,
1998; Henry, Catignani & Schwartz, 1998; Ahmed, Shivare & Sandhu, 2002; Dhuique-

6
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Mayer et al., 2007). Em contrapartida, Rios, Borsarelli & Mercadante (2005) e Zepka et al.
(2009), apresentaram cinéticas bi-exponenciais, ou seja reagdes cinéticas de primeira
ordem com dois estagios, para explicar diferentes rea¢cdes que ocorrem simultaneamente
em carotendides, como por exemplo, as reacdes reversivel (isomerizagao) e irreversivel

(formagéo de produtos de oxidacao).

3.2.1 Degradacao térmica de p-caroteno

A degradacdo de B-caroteno em diferentes sistemas-modelo, sob aquecimento, foi
avaliada por Marty & Berset, 1986, 1988,1990 e Berset & Marty, 1992 nas seguintes
condigdes: (i) B-caroteno, amido e agua extrusados, (ii) B-caroteno em ampolas seladas,
(iii) B-caroteno em frascos com circulagédo de ar e (iv) B-caroteno, amido e dgua nao
extrusados na mesma proporc¢ao do sistema (i). Os sistemas (ii, iii, iv) foram aquecidos a
180 °C durante 2 horas, e no sistema (i) foi utilizado uma extrusora em escala piloto. Apds
0 aquecimento, o all-trans e os isdbmeros cis de [(-caroteno foram separados e
identificados por cromatografia preparativa e HPLC com UV-visivel a 420 nm. Quanto a
formagao de compostos oxidativos, nos sistemas (i) e (iv) foram identificados: 5,6-epdxi-B-
caroteno (cis e trans), 5,8-epdxi-B-caroteno (cis e trans), 5,6:5°,6’-diepdxi-B-caroteno,
5,6:5,8’-diepdxi-p-caroteno, B-apo-15-carotenal, B-apo-14’-carotenal, 5,8:5,8-diepoxi-B-
caroteno, B-apo-12’-carotenal, B-apo-8’-carotenal, -apo-10’-carotenal e (B-caroten-4-ona.
No sistema (ii), os mesmos compostos foram formados com excegéo de 5,6:5,8’-diepdxi-
B-caroteno, B-apo-14’-carotenal, 5,8:5,8-diepdxi-B-caroteno e B-apo-12’-carotenal. No
sistema (iii), foram formados os compostos acima, com excecédo do (B-apo-14’-carotenal.
Baseando-se nos sistemas acima, Marty & Berset (1986) propuseram uma seqiéncia de

reacgdes para a formacgao de epdxidos de -caroteno durante o aquecimento (Figura 2).
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Figura 2. Seqliéncia de reagbes para a formagdo de epdxidos de B-caroteno durante o
aquecimento. 1) all-trans-B-caroteno; 2) 5,6-epoxi-B-caroteno; 3) 5,8-epoxi-B-caroteno; 4)
5,6:5’,6’-diepdxi-B-caroteno; 5) 5,8:5,6’-diepoxi-B-caroteno; 6) 5,8:5,8-diepoxi-B-caroteno.
Fonte: Marty & Berset (1986).

No mesmo trabalho (Marty & Berset, 1986), em relacao aos isbmeros cis de B-
caroteno, no sistema (i) ocorreu a formacao de 13,13’-di-cis-B-caroteno, 9,13’-di-cis-3-
caroteno, 15-cis-p-caroteno, 13-cis-p-caroteno, 9,9’-di-cis-B-caroteno e 9-cis-p-caroteno;
enquanto que no sistema (ii), somente foram isolados 13,13’-di-cis-B-caroteno, 9,9’-di-cis-
B-caroteno e 9-cis-p-caroteno. Estes resultados mostram que o aquecimento por 2 horas
a 180 °C em ampolas seladas resultou em um numero mais limitado de isdmeros de all-
trans-B-caroteno quando comparado ao processo de extrusdo na mesma temperatura e
tempo de exposigdo inferior (Marty & Berset, 1990). Além disto, a quantidade de
compostos de degradacao nao volateis detectados apds aquecimento em sistema de
extrusdo permaneceu entre 10 e 20 % do teor inicial de B-caroteno (Berset & Marty,
1992). A presenca de constituintes de alimentos, como agua e amido, combinados com
mistura mecanica nos sistemas (i) e (iv) favoreceu a difusdo do oxigénio e levou a
formagcao de um maior numero de compostos de degradagdo com perdas mais elevadas
de all-trans-p-caroteno, enquanto que nos sistemas (ii) e (iii) foram detectados menores
quantidades de produtos de degradagao.

Aman, Schieber & Carle (2005), ap6s aquecimento do padrao de all-trans--
caroteno dissolvido em tolueno e aquecido sob atmosfera de nitrogénio a 98 °C durante

60 minutos verificaram que houve uma retencao de 84,7 % no conteudo de carotendides
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totais. O all-trans--caroteno foi convertido parcialmente para seus isémeros cis, de forma
que o 13-cis aumentou de 6 % para 28 % e o 9-cis-B-caroteno de 2 % para 5 % apds o
aquecimento.

A degradacao de all-trans-B-caroteno e 9-cis-B-caroteno foi avaliada durante o
aquecimento de 6leo de semente de cartamo a 75 °C/24 horas, 85 °C/12 horas e 95 °C/5
horas, na presenga de ar, por meio de HPLC-DAD. Para estes dois carotendides, os
modelos de degradagdo foram de primeira ordem, com constantes de degradagao
semelhantes, sem diferenga significativa. Além disto, durante o aquecimento do all-trans-
B-caroteno, todas as temperaturas avaliadas levaram a formacao do isémero 13-cis em
maiores quantidades, seguido da formagao de 9-cis-B-caroteno e de outro isbmero nao
identificado. Entretanto, a caracterizacdo dos outros produtos formados nao foi realizada
(Henry, Catignani & Schwartz, 1998).

Recentemente, Achir et al. (2010) estudaram a degradacao do p-caroteno em éleo
de palma e em 6leo de fritura comercial (Vegetaline®) entre 120 e 180 °C. Em ambos o0s
6leos, a degradacao de B-caroteno aumentou com o aumento da temperatura, sugerindo
a ocorréncia de um mecanismo de auto-catalise, com taxas de degradacgéo da forma trans
mais baixas em Vegetaline® do que em éleo de palma. Esta diferenca foi atribuida a
composicao inicial dos éleos, devido as diferencas na composicao de acidos graxos, teor
de peroxidos e vitamina E. Os isémeros 13-cis e 9-cis foram identificados em todas as
condicbes analisadas.

Liu & Chen (1998), em estudo com sistemas-modelo contendo (-caroteno, clorofila
a e trés diferentes ésteres de acidos graxos (metil estearato, oleato e linoleato)
observaram a formagédo dos isbmeros 9-cis, 13-cis, 15-cis e 13,15-di-cis-3-caroteno
durante o aquecimento a 60 °C por 90 min e a 120 °C por 30 min. Nas duas temperaturas
avaliadas, houve maior degradagdo do [B-caroteno na presenca de metil estearato,
seguido dos sistemas com metil oleato e metil linoleato. Para os autores, este ultimo
sistema apresentou menor taxa de degradagao do B-caroteno provavelmente porque o
metil linoleato competiu pelo oxigénio e, conseqlentemente, uma menor quantidade de
oxigénio permaneceu disponivel para reagir com o 3-caroteno.

Quatro isdmeros cis de B-caroteno (13,15-di-cis-, 15-cis-, 13-cis- e 9-cis-) foram
estudadas durante o aquecimento a 50, 100 e 150 °C de cristais de all-trans-B-caroteno
(Chen, Chen & Chien, 1994). Somente em 150 °C foi observada a formagao de isdmeros,

sendo os majoritarios o 9-cis-B-caroteno e 13-cis--caroteno, enquanto 15-cis e 13,15-di-
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cis-B-caroteno formaram-se em menores quantidades. Vale salientar que pelo fato dos
carotendides estarem na forma de cristais, estes apresentaram maior estabilidade (Gaier,
Angerhofer & Wolf, 1991).

Cristais de all-trans-B-caroteno foram aquecidos em dois sistemas: em forno a 50,
100, 125 e 150 °C, por 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min, e em hexano em sistema de refluxo a
70 °C, de 10 até 140 min (Chen & Huang, 1998). Observou-se que 13-cis e 13,15-di-cis-p-
caroteno foram os isdmeros cis majoritarios formados durante o aquecimento em forno,
enquanto que 13-cis-B-caroteno foi o isdbmero mais favorecido durante o aquecimento em
refluxo (Chen & Huang, 1998).

Qiu, Chen & Li (2009) avaliaram o efeito do aquecimento na estabilidade de all-
trans-B-caroteno cristalizado, aquecido no escuro a 40, 90 e 140 °C por 14 dias, na
presenca e auséncia de ar (tubos saturados com nitrogénio). Como esperado, 0s
resultados mostraram que o aumento da temperatura de aquecimento acelerou as
reacOes de degradacdo e as amostras expostas ao ar oxidaram mais rapido do que as
amostras em presenca de nitrogénio, considerando as mesmas temperaturas de
aquecimento. Neste mesmo trabalho, os autores sugeriram que além da formacao de
compostos de degradagdo de [-caroteno também tenha ocorrido polimerizacéao.
Entretanto, os polimeros formados n&o foram identificados.

Com a finalidade de avaliar a degradacdo de carotendides, foi realizado o
cozimento de brdcolis, couve e repolho crespo em agua fervente por um periodo de 10
min, e de espinafre por 3 minutos (O’Sullivan et al., 2010). Os autores mostraram que a
isomerizagcado de [B-caroteno ocorreu apenas em brécolis e espinafre, concluindo que a
matriz € um fator de bastante influéncia durante o aquecimento. Outros estudos também
mostraram a influéncia da matriz na degradacédo de carotenédides: Chen, Peng & Chen
(1995) verificaram que o processamento a 121 °C realizado com cenouras em conserva
provocou, predominantemente, a formacao de 13-cis-B-caroteno; Chandler & Schwartz
(1988) observaram que o processamento térmico da batata doce induziu a formacao de
13-cis-B-caroteno; Marx et al. (2003) observaram que a pasteurizagao provocou apenas a
formagéao do isémero 13-cis-B-caroteno, enquanto que a esterilizagdo provocou a
formacdo de 13-cis e 9-cis-B-caroteno. Além disso, 9-cis-B-caroteno foi somente
encontrado em temperaturas superiores a 90 °C e tempos de processamento superiores a
60 min.

Muitos trabalhos, portanto, avaliaram o efeito do aquecimento do p-caroteno, sob

diversas condigbes, na formagéo de produtos de degradagéo. Entretanto, a capacidade
10
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antioxidante dos compostos de degradacado do (-caroteno nao foi relatada em nenhum

dos sistemas com degradacgao térmica apresentados anteriormente.

3.3 Degradacao quimica de carotendides

O numero de estudos que investigam a degradagao quimica de carotendides tem
aumentado nos Uultimos anos para a obtengdo, preferencialmente, de produtos de
oxidacao que tém sido identificados na composicao de muitos alimentos processados e
que também parecem estar envolvidos na modulagcédo de vias de sinalizacao intracelular
(Palozza et al., 2009). Para isso, alguns agentes oxidantes tém sido estudados e
aplicados, entre os quais destacam-se os peracidos € 0 KMnOj,.

Os peracidos, como o acido MCPBA (C;HsCIO3), sao reagentes organicos capazes
de inserir um oxigénio na ligagéo dupla carbono-carbono formando epdxidos via ataque
eletrofilico (Figura 3). Em carotendides, como o [-caroteno, esse ataque ocorre
preferencialmente na ligacao dupla do carbono terminal da cadeia poliénica, a qual possui
a maior densidade eletrénica da cadeia poliénica, ou seja, nas posicoes 5,6 e 5,6’ (Caris-
Veyrat, 2010).

MCPBA
172,56 g/mol

Figura 3. Mecanismo de epoxidagdo de B-caroteno com MCPBA. Fonte: modificado de
Ambros & Schuch (1997) e Burke & Danheiser (1999).

Normalmente a epoxidacdo de carotendides com peracidos é realizada em
solventes polares apréticos, como o tetraidrofurano (Khachik et al., 1998) e diclorometano
(Rodriguez & Rodriguez-Amaya, 2007 e 2009), porém sistemas bifasicos de solventes,

como diclorometano/agua, também tém sido utilizados (Ambros & Schuch, 1997). Além
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disto, este tipo de reacdo é estereoespecifica, ou seja, um carotendide trans origina um
epodxido trans e um carotendide cis, origina um epdxido cis (Burke & Danheiser, 1999).

Existem alguns estudos sobre a formagao de epdxidos de carotendides a partir da
reacdo com MCPBA, sendo ja descritos epdxidos e/ou diepdxidos de luteina, zeaxantina
(Barua, 1999), cantaxantina (Ztircher & Pfander, 1999), licopeno (Khachik, Beecher &
Lusby, 1989; Caris-Veyrat et al., 2003 e Rodriguez & Rodriguez-Amaya, 2009) e de B-
caroteno (Rodriguez & Rodriguez-Amaya, 2007; Ribeiro, 2011).

O KMnQO, é outro agente quimico que reage com as ligagées duplas conjugadas
dos carotendides gerando diferentes tipos de compostos. O uso de permanganato de
potassio propicia a clivagem oxidativa das ligagcbes duplas conjugadas formando
apocarotenoides sem oxidacao adicional para a funcao acido carboxilico. A etapa inicial
da reagdo envolve a adicdo eletrociclica [3 + 2] do ion permanganato na ligagdo r

formando o éster ciclico hipomanganato Mn(V) (Figura 4) (Fatiadi, 1987).

/0 é/0—\ 7 H H
—_ ﬁ/ “Mh —> _l_ + l—o + MnO,
N\ S\ =0
KMnO, o

Figura 4. Mecanismo da clivagem oxidativa das liga¢gdes duplas carbono-carbono por
meio de KMnO, para formacéao de apocarotendides. Fonte: modificado de Fatiadi (1987).

A formacao de apocarotendides por meio da reagdo com KMnO, foi estudada
recentemente por Caris-Veyrat et al. (2003) e Rodriguez & Rodriguez-Amaya (2009) que
produziram apocarotendides de licopeno, e Rodriguez & Rodriguez-Amaya (2007) que
produziram apocarotendides de B-caroteno, com o objetivo de monitorar os compostos
iniciais, intermediarios e finais em sistemas mais controlados quando comparados aos

sistemas alimenticios.
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3.3.1 Degradacao quimica de pB-caroteno

Utilizando MCPBA como oxidante, 5,6-ep06xi-B-caroteno, 5,8-epOxi-B-caroteno,
5,6:5’,6’-diepOxi-p-caroteno, 5,6:5',8’-diepdxi-B-caroteno e 5,8:5,8-diepodxi-p-caroteno
foram os principais produtos identificados por Rodriguez & Rodriguez-Amaya (2007) com
o objetivo de facilitar a identificacdo destes carotendides em alimentos processados,
como damasco seco, suco de manga e de acerola. Os derivados de epodxidos 5,6:5',6'-
diepdxido, 5,6:5,8-diepdxido, 9-cis-5,6:5,6-diepdxido, 5,6-epdxido e 5,8-epdxido-B-
caroteno também foram obtidos através da reagao do B-caroteno com MCPBA (Ribeiro,
2011). Até o momento, ndo foram encontrados outros trabalhos utilizando MCPBA como
oxidante sobre o -caroteno.

Utilizando o oxidante KMnQ,, apocarotendides foram também produzidos a partir
de B-caroteno por Rodriguez & Rodriguez-Amaya (2007). Os autores identificaram p-apo-
8’-carotenal, B-apo-10’-carotenal, B-apo-12’-carotenal, B-apo-14’-carotenal e B-apo-15-
carotenal, além dos compostos semi-p-carotenona e 5,8-epdxido-B-caroteno.

Outros estudos com diferentes reagentes também foram realizados para oxidar -
caroteno. Caris-Veyrat et al. (2001) realizaram a clivagem oxidativa de all-trans-p-
caroteno por oxigénio molecular na presenca de tetramesitil porfirina de ruténio. Esse
sistema foi escolhido porque desacelera o processo de oxidacdo, e assim, um maior
namero de compostos intermediarios pode ser identificado. A degradagéao com trés pontos
(0, 6 e 24 horas) monitorada por HPLC-DAD e HPLC-MS mostrou inicialmente a formacao
de isébmeros, como 15-cis-B-caroteno, em seguida a formacao de epdxidos (5,6-epdxi-B-
caroteno), apocarotendides (C8’, C10’, C12’, C14’, C15, C11, C7), apocarotenonas (C13,
C9), epodxi-apocarotenos (E5,6 C8’, E5,8 C8’, E5,6 C14’, E5,6 C11, E5,8 C11, E5,8 C8),
epoxicarotenonas (E5,6 C13, E5,8 C13) e finalmente di-diapocarotendides (C9,8’, C13,8’).

A oxidagdo de B-caroteno em hexano via radical peroxila gerado a partir de
azobis(2,4-dimetil-valeronitrila) (AMVN), teve como produtos 5,6-epoxi-p-caroteno,
5,6:5',6’-diepoxi-B-caroteno, 5,8-epdxi-B-caroteno e 5,8:5,8-diepdxi-p-caroteno (Lieber &
Kennedy, 1992). Neste trabalho, o maior rendimento de epdxidos ocorreu apds 12 horas
quando o mesmo se aproximou de 20 % do consumo de B-caroteno, além disto, os
epdxidos formados foram gradualmente consumidos entre 12 e 24 horas de reagao.

Benevides et al. (2011) estudaram os produtos de B-caroteno oxidados por meio

de atmosfera de ozb6nio. Catorze produtos de oxidacdo (15-apo-p-carotenal, acido
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piravico, acido 5,9,13,13-tetrametil-12,17-dioxo-octadec-2,4,6,8,10-pentendico, 14’-apo-B-
carotenal, 3,7,11,11-tetrametill-10,15-dioxo-hexadec-2,4,6,8-tetra-enal, 2-metil-buteno-2-
dial, glioxal, metilglioxal, B-ciclocitral, 6,6-dimetil-undec-3-en-2,5,10-trione, 4,9,13,17,17-
pentametil-16,21-dioxo-docos-2,4,6,8,10,12,14-heptaenal, 12’-apo-p-carotenal, 5,6-epoxi-
12’apo-B-carotenal e 5,6 epdxi-10’-apo-B-carotenal) foram identificados. Nesse estudo, a
degradacao de all-trans-pB-caroteno foi de 17 a 99 % e seguiu modelo de zero ordem,
apresentando tendéncia sigmoidal. Reagbes com comportamento sigmoidal apresentam
trés diferentes fases: i) periodo de inducgao, ii) fase principal, onde a reagao é acelerada e
iii) fase de baixo decaimento (Minguez-Mosquera, 1997).

Além dos estudos citados anteriormente, Handelman et al. (1991) e Sommerburg
et al. (2003) estudaram a degradagéo quimica de p-caroteno com hipoclorito e Woodal et
al. (1997) com oxidantes gerados pela reacdo de Fenton e com radical peroxila. No
entanto, em todos os trabalhos acima mencionados a capacidade antioxidante e as
propriedades de cor durante as reagdes quimicas ndo foram avaliadas.

3.4 Cor

A cor, juntamente com o sabor e a textura, sdo os trés principais atributos de
qualidade do alimento. Entretanto, o impacto causado pela cor, normalmente, sobrepbe-
se ao impacto causado pelos demais atributos. Isso ocorre porque as cores constituem o
primeiro critério aplicado para a aceitacdo ou rejeicdo de um alimento. Desta forma, a
avaliacao da cor durante a degradacao térmica e quimica de pigmentos pode ser utilizada
como um método indireto para estimar algumas das alteracbes que ocorrem nos
alimentos processados, que sao fortemente dependentes das caracteristicas fisico-
quimicas dos pigmentos e do meio em que estes se encontram.

As alteragdes de cor podem ser medidas por diferentes métodos, como por
exemplo, pela aplicagdo das coordenadas do sistema espacial CIELAB. Este sistema
consiste em um diagrama tridimensional de cores (L*, a*, b*) (Figura 5), onde L* indica a
luminosidade, a* a cromaticidade tendendo do verde (-) ao vermelho (+) e b* a
cromaticidade que varia do azul (-) ao amarelo (+). A partir dos valores numéricos de a* e
b* pode ser calculado o croma (C*), que indica a saturagédo da cor, e a tonalidade (hy),

também conhecida como angulo hue que é o valor em graus correspondente ao diagrama
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tridimensional de cores: 0° (vermelho), 90° (amarelo), 180° (verde) e 270° (azul),
parametro este que corresponde a tonalidade tal como é vista pelo olho humano.
Tradicionalmente, trés tipos de equipamentos podem ser utilizados para analisar a
cor no sistema espacial CIELAB: colorimetros, espectrorradibmetros e
espectrofotdmetros. Os dados gerados nessas andlises de cor sado definidos
numericamente, e influenciados por trés principais caracteristicas: (i) fonte da luz visivel,
(i) objeto e (iii) observador, além de outros parametros como (iv) a largura do objeto, (v)
geometria do observador e do iluminante que também sdo importantes de serem

observados.

L* Branco
+ b*Amarelo
h,,(tonalidade)
* 0 -0
O\;(b’b \
2
-a" Verd + a* Vermelho
- b*Azul
L* Preto

Figura 5. Coordenadas do sistema espacial CIELAB.

3.4.1 Efeito da degradacao de carotenodides na cor

Muitos estudos tém relacionado a cor com o conteudo de carotendides em
diversos alimentos, entretanto, poucos trabalhos estudaram a relacdo de ambos
resultados. Meléndez-Martinez et al. (2007), através do diagrama CIELAB, estudaram o
comportamento de 16 padrdes de carotendides (anteraxantina, auroxantina, cantaxantina,
a-caroteno, B-caroteno, d-caroteno, B-criptoxantina, luteina, epoxi-luteina, luteoxantina,
licopeno, mutatoxantina, neocromo, neoxantina, violaxantina e zeaxantina). Estes

15



REVISAO BIBLIOGRAFICA

carotendides foram agrupados relacionando o plano a*, b* e sua estrutura quimica. A
cantaxantina (13 ligagbes duplas conjugadas) e o licopeno (11 ligacées duplas
conjugadas com estrutura aciclica) permaneceram no primeiro quadrante (valores
positivos de a* e b*) diferentemente dos demais padrdes, que permaneceram no segundo
quadrante, valores negativos de a* e positivos para b*. Em termos de h,, foi observado
que, com a diminuicdo do numero de ligagbes duplas conjugadas ocorreu um ligeiro
aumento desse parametro.

A diferenga global de cor (AE”), que indica a diferengca de cor entre dois
tratamentos, € matematicamente definida pela raiz quadrada do somatério dos quadrados
de AL*, Aa* e Ab*. Francis & Clydesdale (1975) reportaram que um valor de AE* igual ou
superior a dois pode ser considerado como uma diferenca entre dois tratamentos
perceptivelmente visivel ao olho humano. Analisando amostras de vinho tinto, Martinez et
al. (2001) observaram que uma diferenca de 3 unidades no AE* foram perceptiveis pelo
olho humano. Lee & Coates (2003) observaram valores de AE* superiores a 2 apos
pasteurizacao, 90 °C por 30 segundos, de suco de laranja cultivar Valéncia; e essa
alteracao foi atribuida a transformacao de 5,6-epéxi-p-caroteno para 5,8-epdxi-p-caroteno.
Além disto, sob perspectiva industrial, AE* com valores de 1,1 até 2,8 unidades na escala
CIELAB apresentam-se como um rigoroso padrdo de qualidade, valores entre 2,8 a 5,6
unidades como um padrao “normal” e um “baixo padrdo” de qualidade quando os valores
de AE* encontram-se acima de 5,6 unidades (Melgosa et al., 2001).

Modelos cinéticos de zero e primeira ordem tém sido aplicados para explicar a
degradacdo da cor em produtos ricos em carotendides, ajudando na otimizagdo das
condicdes de processamentos térmicos que requerem dados cinéticos, tais como a
constante de degradacéo (k) a uma determinada temperatura e energia de ativacéao (E,).
Ahmed, Shivare & Sandhu (2002) avaliaram a cinética de mudanca da cor e a degradacao
de carotendides em puré de mamao processado em temperaturas entre 70 e 105 °C. A
degradagao seguiu modelo cinético de primeira ordem com correlagao linear entre a
degradagao de carotendides e a mudanga de cor, que foi baseada nos valores de ae b
(sistema Hunter).

Zepka et al. (2009) estudaram a degradacao térmica de all-trans-B-criptoxantina,
all-trans-B-caroteno e alteracoes de cor em sistema simulador de suco de caju a 60 e 90
°C. Os autores relataram curvas de degradacéao (dos carotendides e das mudangas de

cor) com um comportamento cinético bi-exponencial. Os parametros cinéticos revelaram
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constantes de decaimento na fase rapida (y;) e lenta (yo) similares para os parametros
quimicos (conteudo de carotendides) e fisicos (cor) nas temperaturas estudadas. Outros
trabalhos também reforgam as correlagdes entre parametros fisicos e quimicos, como por
exemplo, Meléndez-Martinez, Vicario & Heredia (2003), que observaram correlagbes
significativas entre b*, C*%p, ha, teor de B-criptoxantina, luteina mais zeaxantina e B-
caroteno em suco de laranja. Nesse trabalho, a partir dos modelos de equagdes multiplas,
foi obtida a determinagao dos niveis individuais de carotendides por meio dos parametros
cor (escala CIELAB), com valores de r superiores a 0,9.

Desta forma, observa-se que alguns parametros de cor podem usados para
monitorar a variagao do teor total de carotendides durante o processamento de alimentos,
de maneira muito mais rapida e pratica, quando comparado com a andlise de

carotenodides totais.

3.5 Capacidade antioxidante de carotendides

Um antioxidante é uma substadncia que, quando presente em baixas
concentragcdes comparadas a de um substrato oxidavel, retarda ou previne a oxidacao
desse substrato (Halliwell & Gutteridge, 2007). Por essa definicdo pode-se inferir que a
capacidade de uma substancia antioxidante nao é um valor absoluto, mas depende do
meio, da fonte de estresse e do alvo (substrato oxidavel). Esse € o motivo pelo qual
métodos distintos originam diferentes valores relativos de capacidade antioxidante, e, por
esta razdo, diversas técnicas de analise com diferentes mecanismos de reagao tém sido
aplicadas para determinar a capacidade antioxidante in vitro dos carotendides.

A capacidade antioxidante dos carotendides € independente da atividade pré-
vitamina A, e esta associada ao extenso sistema de ligacdes duplas conjugadas, bem
como com o tipo de grupo terminal e a presenca de grupos funcionais. Carotendides com
nove ou mais ligagdes duplas conjugadas apresentam melhor capacidade de desativar
radicais livres, de desativar o oxigénio singlete e de transferir elétrons (Burton & Ingold,
1984; Delgado-Vargas & Paredes-Lépez, 2003; Edge et al., 2007). Além disso, a estrutura
quimica do carotendide (ex: tamanho, forma e numero de grupos substituintes), a
presencga e as interagdes com outros antioxidantes (ex: vitaminas C e E), a presenca de
espécies reativas de oxigénio (ROS), a forma fisica (ex: formagdo de agregados e

configuracao cis ou trans) e as caracteristicas fisicas e quimicas do meio (ex: polaridade,
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concentracdo de reagentes, presenga de oxigénio, meio aquoso ou lipidico), entre outras
condicdes da analise, influenciam de maneira significativa os resultados obtidos em testes
gue avaliam a capacidade antioxidante (Burton & Ingold, 1984; Miller et al., 1996; Young &
Lowe, 2001; Rietjens et al., 2002; EI-Agamey & Mcgarvey, 2003; El-Agamey et al., 2004;
Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2006; Edge et al., 2007).

Entre os métodos in vitro mais usados para avaliar a capacidade antioxidante em
alimentos, estdo o método de desativagdo do ABTS®™ e a capacidade de absorgdo do
radical peroxila (ORAC), além dos métodos FRAP (poder antioxidante de redugdo do
ferro) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (Rodriguez-Amaya, 2010).

3.5.1 Método de desativacao do radical ABTS**

O método de desativacao do radical ABTS foi primeiramente relatado por Miller et al.
(1993), e posteriormente, Re et al. (1999) que propuseram algumas modificacées. Neste
método, a oxidacdo do ABTS com persulfato de potassio gera o radical estavel ABTS®™
com a consequente formacdo de um cromoéforo verde azulado de cor intensa com
absor¢cdo maxima a 645, 734 e 815 nm (Figura 6) (Thomas et al., 2004; Huang, Ou &
Prior, 2005).

\©: } { j@ +antoxidante_ \CE } { j@f

Figura 6. Formacado e desativacdo do cation radical ABTS®*. Fonte: Huang, Ou & Prior
(2005).

Depois de formado, o ABTS® pode ser reduzido na presenca de antioxidantes
perdendo sua coloracdo. Através da reducédo do ABTS*" é determinada a porcentagem de
inibicio em fungdo da concentragdo do antioxidante e o calculo da capacidade
antioxidante é relativo a reatividade do padréao trolox, composto hidrofilico andlogo a
vitamina E. Assim, o resultado é expresso como TEAC (capacidade antioxidante

equivalente em trolox).
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Apesar de muita discussao sobre o0 uso do ABTS** pelo fato de ser um radical nao
encontrado em sistemas bioldgicos, o método TEAC vem sendo muito utilizado para
analisar compostos antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, isolados e também presentes
em alimentos e bebidas sob diferentes sistemas devido a sua popularidade, facilidade de
manipulagdo, custo acessivel, rapidez da analise e estabilidade em diferentes faixas de
pH.

3.5.2 Método de desativacido do oxigénio singlete ('0,)

O primeiro relato que comprovou a eficiéncia dos carotendides como
desativadores de 'O, foi publicado por Foote & Denny (1968). Os autores utilizaram azul
de metileno como sensibilizador em um sistema-modelo com p-caroteno com diferentes
concentracoes de 2-metil-2-penteno. Os resultados mostraram uma reducao de até 95 %
na formacdo do hidroperoxido de 2-metil-2-penteno em presenca de B-caroteno.
Atualmente, a avaliagdo da acdo de carotendides na desativacdo de espécies excitadas
com o uso de sistemas-modelo vem sendo realizada por muitos autores (Yamauchi et al.,
1993; Montenegro et al., 2002; Montenegro et al., 2004; Rios, Borsarelli & Mercadante,
2005, Faria et al., 2010).

O 'O, forma de oxigénio altamente reativa, pode ser gerado por meio de
processos fisicos, quimicos e fotoquimicos. Dentre os processos fotoquimicos, a
fotossensibilizagdo pode ocorrer intracelularmente ou em solugéo por meio de mecanismo
de transferéncia de energia a partir do estado eletrénico triplete excitado de uma molécula
organica ou inorganica, conhecida como sensibilizador (S), para o oxigénio molecular no
estado eletrénico fundamental triplete (30,) (equacdes 1 e 2). Em sistemas bioldgicos,
moléculas como clorofila, hematoporfirinas e riboflavina absorvem luz na regiao visivel e
atuam como sensibilizadores, enquanto em solucao, alguns corantes artificiais, tais como
rosa de bengala e azul de metileno, também cumprem eficientemente essa fungao (Stahl
& Sies, 1993).

Assim, na presenca de antioxidantes, como carotendides, o 'O, gerado pode ser
desativado via processo quimico (quenching quimico), com formagédo de produtos de
oxidacao (equacao 3); ou mediante processo fisico (quenching fisico) (equagéao 4 e 5),
que envolve a transferéncia da energia de excitacdo do 'O, para o carotenéide resultando

na formagao de oxigénio no seu estado fundamental (*0.) e carotenéide no estado triplete
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excitado ((CAR*). Em seguida, a energia do carotenéide excitado é dissipada para o meio
na forma de calor, e o carotendide pode inativar outro oxigénio singlete (Stahl & Sies,
19983; Stratton, Schaefer & Liebler, 1993; Sthal & Sies, 2003).

g _hv g+ ke o 3G (Equagao 1)

38 4 30, ker S+'0, (Equagao 2)
ks

'0, + '"CAR —— produtos de oxidagao (Equacao 3)

'0,+'CAR = — 30, + *CAR* (Equacio 4)

*CAR* —_— 'CAR + calor (Equagao 5)

3.5.3 Capacidade antioxidante/pré-oxidante de B-caroteno e de seus produtos
de degradacao

Burton & Ingold (1984) verificaram que em condigbes de pressdo de oxigénio
menor que 0,19 bar, pressdo de oxigénio normal do ar encontrada na maioria dos tecidos
em condicdes fisiologicas, o B-caroteno € um bom agente antioxidante. Entretanto, em
alta pressao de oxigénio, como ocorre no pulmao de fumantes, o B-caroteno perde a
capacidade antioxidante, e pode desempenhar acao pré-oxidante e auto-catalitica.

Em relacdo aos estudos in vitro com enfoque na capacidade antioxidante de
diferentes padrdes de carotendides, Miller et al. (1996) compararam a capacidade
antioxidante de diferentes carotenos e xantofilas em sistemas homogéneos através da
sua capacidade em desativar o radical ABTS*™. Os resultados mostraram que a
capacidade dos carotenos aumenta com a extensao do croméforo e diminui na presenga
de anéis terminais. Outro fator que modula a capacidade em reduzir o ABTS* é a
presencga de grupos funcionais polares, ocasionando um efeito supressor pelas carbonilas
e, aparentemente, nenhum efeito pela insercdo de um grupo hidroxila. Em resumo, a
sequéncia para a capacidade de desativagdo do radical foi licopeno > [B-caroteno ~ (-
criptoxantina > luteina ~ zeaxantina > a-caroteno > cantaxantina = astaxantina. O

licopeno, portanto, apresentou valor de TEAC superior (2,9) ao B-caroteno (1,3), sendo
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este resultado atribuido, como ja citado anteriormente, a diferenga estrutural existente
entre ambos. Apesar de possuirem onze ligagdes duplas conjugadas, o licopeno mostrou-
se mais efetivo devido ao fato de duas liga¢gdes duplas da molécula do B-caroteno
estarem localizadas nos anéis ciclohexano, os quais ndo estdo no mesmo plano do
restante da molécula, fazendo com que sua contribuicdo no sistema de ligagées duplas
conjugadas seja menor (Jiménez-Escrig et al.,, 2000). Barreto (2008) estudou a
capacidade de desativagao do radical ABTS™ apresentada pelos padres de carotendides
(B-caroteno, zeaxantina, p-criptoxantina, p-apo-8'-carotenal, astaxantina, B-apo-10’-
carotenal e B-apo-12’-carotenal). O maior valor de TEAC foi obtido para o B-caroteno.
Além disso, os resultados mostraram que a concentracdo, o numero de ligacées duplas
conjugadas e a presenga do grupo carbonila influenciaram na capacidade antioxidante.

Alguns carotendides na forma cis também foram avaliados pelo método ABTS™:
Bohm et al. (2002) evidenciaram que trés isbmeros cis (ndo identificados) de licopeno
mostraram maiores valores de capacidade antioxidante quando comparados a forma trans
e, quando comparados ao all-trans-B-caroteno, esses isbmeros apresentaram um valor de
TEAC duas vezes maior. Por outro lado, os isdmeros de B-caroteno (all-trans, 9-cis, 13-cis
e 15-cis) nao apresentaram diferenca significativa para os valores de TEAC.

Mueller & Boehm (2011) analisando os isémeros all-trans, 9-cis e 13-cis-f-
caroteno ndo detectaram diferencas significativas entre os valores da capacidade de
desativacdo do radical ABTS*", expressando a capacidade antioxidante em equivalente
de a-tocoferol (aTEAC). Entretanto, 15-cis-B-caroteno apresentou-se menos ativo,
provavelmente pela menor estabilidade (oTEAC = 2,5). Neste mesmo trabalho, o
composto etil éster do acido B-apo-8'-carotendico apresentou valor de oTEAC de 2,5
enquanto B-apo-8'-carotenal foi de 1,4. Ou seja, produtos de degradagdo, que ainda
apresentam longa cadeia poliénica, nao perderam totalmente a capacidade antioxidante.

A capacidade de desativacao do radical ABTS"" por produtos de oxidagao oriundos
da reagéo de epoxidagao de B-caroteno com MCPBA foi estudada por Ribeiro (2011). O
all-trans-B-caroteno apresentou um valor de TEAC de 2,65 e a mistura de produtos de
oxidagao do B-caroteno, tais como 5,6:5’,6’-diepoxido, 5,6:5,8-diep6xido, 9-cis-5,6:5,6'-
diepoxido, 5,6-epdxido e 5,8-epoOxido-B-caroteno apresentaram capacidade de
desativacdo deste radical cerca de 5 vezes menor que o all-frans. Uma alteracédo
significativa na capacidade de reduzir o radical ABTS®* foi verificada quando a diferenga

entre as propor¢gées de mono e diepdxidos de (B-caroteno foi maior que 50 %, ou seja, a
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presenca de grupos substituintes na estrutura do carotendide ocasionou maior impacto na
capacidade de desativacdo do ABTS™ do que a extensdo do cromoéforo (Ribeiro, 2011).

Entre as pesquisas com oxigénio singlete, Montenegro et al. (2002) estudaram o
processo de desativagéo fisica (k,) e quimica (k) de 'O, por véarios carotendides, entre
eles o PB-caroteno, em micelas inversas com sensibilizador de rosa de bengala. A
degradacdo dos compostos seguiu uma cinética de primeira ordem, e o valor de k,
aumentou com a extensdo do numero de ligacoes duplas conjugadas. Ja a presenca de
grupos substituintes na estrutura diminuiu o valor de k,, devido a maior diferenca de
energia entre os estados fundamentais e excitados dos carotendides. A k; foi
independente do tipo de carotendide e apresentou 4 ordens de magnitude menor que a k.
Di Mascio, Kaiser & Sies (1989) observaram que os carotenodides apresentaram Kk,
variando de 5 a 31 x 10°M's™. O licopeno foi o desativador mais eficiente (31 x 10°M's™),
enquanto o p-caroteno apresentou valor de 14 x 10° M's™. Corroborando com este
resultado, Conn, Schalch & Truscott (1991) reportaram uma maior eficiéncia do licopeno
(1,75 x 10" M"'s™) quando comparado ao B-caroteno (1,2 x 10" M's™). A diferenca de
valores para o licopeno pode ser devido ao uso de diferentes solventes em cada trabalho.

Valores de k, de 11 x 10° e 11 x 10° Ms™ utilizando benzeno como solvente e
valores de 9 x 10° e 12 x 10° M's™" utilizando tolueno como solvente foram obtidos com os
padroes de 9-cis-B-caroteno e 15-cis-B-caroteno, respectivamente (Conn, Schalch &
Truscott, 1991). J& o all-trans-B-caroteno apresentou valor de 13 x 10°M's™ em benzeno,
e 14 x 10° M's™ em tolueno. Ou seja, os isémeros cis de B-caroteno apresentaram
valores ligeiramente inferiores em relagéo a forma all-frans (Conn, Schalch & Truscott,
1991). Além disto, a desativagdo de B-caroteno em CHCI; apresentou a k, de 5 x 10° M’
's™ (Devasagayam et al., 1992).

Hirayama et al. (1994) relacionaram a estrutura quimica e a capacidade de
desativacao de oxigénio singlete por B-caroteno, licopeno e p-criptoxantina. A abertura do
anel B aumentou o potencial desativadora, como no caso do licopeno. Similarmente,
substituicbes por grupos hidroxilas mostraram-se menos efetivas e grupos epdxidos e
metilicos contribuiram para uma menor capacidade em desativar oxigénio singlete. Desta
forma, as propriedades dos carotendides dependem ndo apenas do comprimento do
sistema de liga¢oes duplas conjugadas, mas também dos grupos terminais e funcionais.

Pesquisas in vivo vém mostrando que all-trans-B-caroteno e seus produtos de

degradacéo volateis e ndo volateis, os quais podem ser formados durante o aquecimento
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e degradagado quimica, podem exercer efeitos benéficos ou prejudiciais para a saude
humana. Por este motivo, estudos em sistemas abidticos sdo cada vez mais necessarios
para melhorar o entendimento da reatividade destes compostos.

Ao avaliar compostos nao-volateis, Barua (1999) observou que 5,6 e 5,8-epdxi-p3-
caroteno, foram mais ativos que B-caroteno na inducao e diferenciacao de células NB,
(linhagem de célula leucemina promielocitica), Além disso, foram melhor absorvidos pelo
organismo humano, com mais de 60 % de absorcao ap6s 6 horas da ingestdo da dose
consumida. Tibaduiza et al. (2002) verificaram que acidos apocarotendicos com diferentes
nuameros de ligacdes duplas conjugadas inibiram o crescimento de células do cancer de
mama. Gradelet et al. (1996) mostraram que B-apo-8’-carotenal € um forte indutor da
isoenzima citocromo P450 1A1 (CYP1A1) que possui uma importante fungéo na ativagéo
de xenobibticos a metabdlitos téxicos em ratos, enquanto que B-caroteno nao foi ativo.
Por outro lado, outros estudos mostraram que a mistura de produtos de oxidagao volateis
e nao volateis do B-caroteno aumentaram a ligacdo de benzo[a]pireno ao DNA (Salgo et
al., 1999), induziram o stress oxidativo in vitro (Augustin et al., 2002), inibiram juncdes de
comunicacao intracelulares (Yeh & Hu, 2003), apresentaram efeito citotéxico (Hurst et al.,
2005; Kalariya et al., 2008) e genotoxico (Alija et al., 2006; Kalariya et al., 2009). Vale
ressaltar que, esses efeitos prejudiciais podem ocorrer apds a ingestao de altas doses de
carotendides (Caris-Veyrat, 2008), e que os compostos de degradagédo do all-trans-p-
caroteno, ap6s serem gerados via degradagdo térmica, quimica ou bioquimica
normalmente sdo detectados em quantidades muito menores quando comparados a
forma all-trans.

Dessa forma, observa-se muita diversidade nas informagbes apresentadas pela
literatura e, por consequéncia, algumas contradicbes em relacdo aos dados de
capacidade antioxidante dos produtos de degradagédo de carotendides, sendo assim
verificada a necessidade de maiores estudos sobre o tema.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Padroes

Foram utilizados os seguintes padrdes: B-caroteno (Sigma, EUA), 6-hidréxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (trolox) (Sigma, EUA), 15-cis-B-caroteno, 13-
cis-B-caroteno, 9-cis-B-caroteno, B-apo-12’-carotenal, B-apo-10’-carotenal e [-apo-8’-

carotenal (doados pela DSM Nutritional Products, Suica).

4.2 Cristalizacao de B-caroteno

Os cristais de all-trans-B-caroteno foram obtidos a partir de duas cristalizacdes
sucessivas, conforme procedimento descrito por Nunes & Mercadante (2004). Para
verificar a eficacia da cristalizacdo, a pureza do padrdo foi determinada por HPLC
(Waters, Milford, EUA), equipado com sistema quaternario de bombas (modelo 600),
desgaseificador on line, sistema de injecdo Rheodyne de 20 uL (Rheodyne LCC, EUA),
forno externo com temperatura controlada e detector de arranjo de diodos (DAD) (Waters,
modelo 996, EUA) e sistema de aquisicdo e processamento de dados em software
Millenium Waters. Foi utilizada uma coluna Czy YMC (5 um, 250 x 4.6 mm id.) (Waters) e
fase movel com gradiente linear de metanol (MeOH) contendo 0,1 % de trietilamina
(TEA)/éter metil tert-butilico (MTBE) de 95:5 para 70:30 em 30 min, para 50:50 em 20 min,
com fluxo de 1 mL/min e temperatura de 32 °C (De Rosso & Mercadante, 2007). A TEA foi
utilizada para aumentar a recuperacao dos carotendides da coluna (Hart & Scott, 1995;
Emenhiser et al., 1996). Os dados foram adquiridos e processados em software Millenium
Waters, com os cromatogramas processados a 450 nm e os espectros adquiridos entre
260 e 600 nm (De Rosso & Mercadante, 2007). Os cristais foram observados em
microscépio Optico (Carlzeiss, Alemanha), sob luz polarizada, com lentes objetivas de
12,5 e 25 x e optular de 1,25 x.

4.3 Degradacao térmica de B-caroteno solido em sistemas-modelo

Para o preparo da solugao-estoque, os cristais de B-caroteno foram dissolvidos em
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acetato de etila e submetidos por 20 min em banho ultra-sdnico para garantir total
solubilizacdo. Apds esse periodo, a concentragdo da solugdo-estoque foi medida em
espectrofotémetro (Agilent, EUA) e calculada pela lei de Beer, utilizando o coeficiente de
absortividade E%n.de 2592 (Britton, 1995). Uma aliquota foi pipetada em cada tubo de
vidro silanizado com volume nominal de 10 mL para a obtencao de uma quantidade de 25
ug de B-caroteno em cada um. Em seguida, o solvente foi totalmente evaporado com N,
até formar uma fina pelicula de [3-caroteno no frasco.

No experimento com a adigdo de galato de propila, o antioxidante foi previamente
dissolvido em etanol e uma aliquota contendo 25 ug foi adicionada em todos os tubos
antes da adicdo do B-caroteno, de forma que houvesse a mesma concentracdo molar
(1:1) de ambos os compostos. Posteriormente, os solventes foram totalmente evaporados
com N, até formar uma fina pelicula de 3-caroteno e galato de propila no frasco.

Todos os tubos foram aquecidos em bloco aquecedor (Marconi, Brasil) com
controle digital de temperatura. As temperaturas de 120 °C e 150 °C foram escolhidas
com base nas temperaturas usuais de processamento industrial de alimentos ricos em
carotenoides.

Foram realizados seis experimentos, conforme condicdes apresentadas na Tabela 1
e, para cada tempo de aquecimento, pelo menos 10 tubos foram retirados em cada

experimento.

Tabela 1. Condic¢bes utilizadas na degradacao térmica de -caroteno.

Temperatura de 120 °C

Condicao Tempo de reagao
Aquecimento na presenga de ar 0 a 40 min
Aquecimento na presencga de ar com adigao de galato de propila 0 a 105 min
Aquecimento sob fluxo de oxigénio 0 a 30 min

Temperatura de 150 °C

Condicao Tempo de reagao
Aquecimento na presencga de ar 0a10 min
Aquecimento sob fluxo de oxigénio 0 a5 min
Aquecimento sob fluxo de nitrogénio 0 a 180 min

Na temperatura de 120 °C em presenca de ar, os tubos foram retirados em 0, 1, 3,
5, 7, 10, 12, 15, 17, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 31, 32, 34, 35, 37, 38, 39 e 40 min de
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aquecimento. Na temperatura de 120 °C com fluxo de aproximadamente 0,2 litros por
minuto (LPM) de oxigénio puro (99,9 %, White Martins), os tubos foram retirados em 0, 1,
3,5,6,7,8,10, 11,12, 15, 17, 20, 25 e 30 min de aquecimento. Na temperatura de 120
°C em presenga de ar e galato de propila os tubos foram retirados em 0, 5, 10, 15, 20, 22,
25, 27, 30, 35, 40, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 100 e 105 min de aquecimento. Na
temperatura de 150 °C com fluxo de aproximadamente 0,2 LPM de oxigénio puro (99,9 %,
White Martins) os tubos foram retirados em 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4 € 5 min de
aquecimento. Na presenga de ar a 150 °C os tubos foram retirados em 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 e 10 min de aquecimento. Na temperatura de 150 °C com fluxo de
aproximadamente 0,2 LPM de nitrogénio puro (99,9 %, White Martins) os tubos foram
retirados em 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 120 e 180 min de aquecimento.

Apods o tempo de aquecimento, cada tudo foi rapidamente resfriado em banho de
gelo e armazenado a -35 °C até o momento da andlise. A Figura 7 apresenta um
esquema simplificado do procedimento realizado.

!
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Analises

[3-caroteno + galato de propila (1:1)

Bloco aquecedor

Figura 7. Procedimento simplificado utilizado para avaliar a degradacao térmica de f-
caroteno sélido.

As analises realizadas ap6s aguecimento em todos os sistemas foram: carotendides
totais por espectrofotometria, carotendides totais por HPLC-DAD, identificacdo dos
compostos de degradacdo por HPLC-DAD-MS/MS, determinacdo da cor realizada em
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espectro-colorimetro, capacidade antioxidante pelo método ABTS®™ e pelo método de

desativacdo do 'O..

4.4 Degradacao quimica do B-caroteno: reacao induzida com permanganato de
potassio (KMnO,)

Os apocarotenoides derivados do B-caroteno foram obtidos pela reagdo quimica
induzida por KMnO4, em meio liquido, de acordo com as metodologias de Caris-Veyrat et
al. (2003) e Rodriguez e Rodriguez-Amaya (2007, 2009), com modificacées. O
procedimento realizado esta esquematizado na Figura 8.

O KMnO;, foi dissolvido em &agua e o p-caroteno dissolvido em diclorometano
gelado. A reacéo foi conduzida utilizando a proporcao de 2,6 mol equivalente de KMnQO,
para 1 mol equivalente de B-caroteno em frasco (100 mL) com tampa, sob agitacado (600
rotagdes por minuto - rpm), a temperatura ambiente.

Imediatamente apds a adicdo do KMnQO,, a reagdo foi monitorada através da
retirada de aliquotas de 1 mLem 0, 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180, 240,
360, 480 e 600 min de reacdo. As amostras foram lavadas 5 vezes com agua destilada.
Nesta etapa, para facilitar a separacdo das fases, as amostras foram centrifugadas a
1400 rpm durante 3 min a 16 °C. Posteriormente foi adicionado sulfato de sédio anidro
(NaSO,) para adsorcao da agua residual presente. As amostras foram novamente
centrifugadas a 14000 rpm/10 min/16 °C para eliminar possiveis sujidades que ainda
poderiam estar presentes, e por fim, foram secos sob fluxo de N, e analisados
imediatamente.

As andlises realizadas ap06s reacdo quimica foram: carotendides totais por HPLC-
PDA, identificacdo dos compostos de degradacao por HPLC-PDA-MS/MS, determinagéo
da cor realizada em espectrofotébmetro calculando os parametros CIELAB utilizando o
software CromalLab®, determinacgéo da cor realizada em espectrorradidmetro, capacidade

antioxidante pelo método ABTS"* e pelo método de desativacdo do 'O,.
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1,0 mol B-caroteno
2,6 mol KMnO,
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Retirada da H,O residual

|
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Agitacéo (600 rpm) l
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Figura 8. Procedimento simplificado utilizado para a reagao quimica induzida com KMnQO,.
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4.5 Degradacao quimica do B-caroteno: reagao induzida com acido meta-cloro-
perbenzoico (MCPBA)

Os epoxidos derivados do p-caroteno foram obtidos atraves da reagdo com
MCPBA em meio liquido, de acordo com a metodologia de Rodriguez & Rodriguez-Amaya
(2007, 2009), com pequenas modificagdes. O procedimento realizado esta esquematizado
na figura 9.

A reacao foi realizada em diclorometano gelado com 1,5 mol equivalente de
MCPBA para 1 mol equivalente de p-caroteno, em frasco (100 mL) com tampa sob
agitacao (600 rpm) a temperatura ambiente.

Imediatamente apdés a adicdo de MCPBA, a reacao foi monitorada através da
retirada de aliquotas de 1 mLem O, 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180, 240,
360, 480 e 600 min de reacao. Cada amostra foi lavada uma vez com tiossulfato de sédio
(20 %) e mais duas vezes com agua destilada. Entre estas etapas, para facilitar a
separacao das fases, as amostras foram centrifugadas a 1400 rpm durante 3 min a 16 °C.

Posteriormente, foi adicionada uma solugao concentrada de bicarbonato de sédio (9 g/100
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mL) e as amostras foram novamente lavados com agua destilada (trés vezes) e
centrifugados. Em seguida, foi adicionado Na,SO, para adsor¢cao da agua residual. As
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm/10 min/16 °C para eliminar possiveis sujidades
e por fim, os extratos foram secos sob fluxo de N, e imediatamente analisados.

As andlises realizadas ap6s reacao quimica foram: carotendides totais por HPLC-
PDA, identificacdo dos compostos de degradac¢ao por HPLC-PDA-MS/MS, determinagéao
da cor realizada em espectrofotbmetro calculando os parametros CIELAB utilizando o
software Cromalab®, determinacdo da cor realizada em espectrorradiémetro, capacidade

antioxidante pelo método ABTS"* e pelo método de desativacdo do 'O,.

Adigao de Na,S,0, (20%)

1,0 mol B-caroteno
1,5 mol MCPBA

Lavagem do extrato com agua (2x)

l

Adicéo de NaHCO,

l

Lavagem do extrato com H,O (3x)

Interromper a reacao

/' Al

- | -

E— 7 l

Retirada das Retirada da H,O residual
amostras l

Agitagéo (600 rpm) - ecagem

O ‘ Analises

Figura 9. Procedimento simplificado utilizado para a reagdo quimica induzida com
MCPBA.

4.6 Determinacao de carotenodides totais

Todas as amostras foram solubilizadas em éter de petréleo e a absorbancia foi
medida em espectrofotémetro de arranjo de diodos (Agilent, EUA) na faixa de 260 a 600
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nm. A concentragao total de carotendides foi calculada através da Lei de Beer (equagao
6), utilizando 450 nm como comprimento de onda maximo e coeficiente de absortividade
(E %) de 2592, referente ao padrédo de B-caroteno (Britton, 1995).

Concentragao (ng/mL) = abs x 10* x FD (Equagéo 6)

E %
1cm

onde abs é a absorbancia e FD o fator de diluigao realizado.

4.7 Identificacao dos compostos de degradacao por HPLC-DAD-MS/MS

As amostras provenientes dos sistemas de aquecimento e das reagdes quimicas
induzidas foram dissolvidas em MTBE e MeOH (1:1) e filradas em membrana de
polietileno (Millipore, EUA) com 0,22 um de poro, a quantidade de solvente utilizado em
em cada amostra analisada foi dependente tempo de degradacao submetido.

A identificagdo dos compostos de degradagéo foi realizada por HPLC-DAD-MS/MS
(Shimadzu, Japado), equipado com sistema de bombeamento quartendrio de
bombeamento (modelo LC-20AD), desgaseificador on-line e sistema de injecdo Rheodyne
de 20 uL (Rheodyne LCC, EUA). O equipamento estava acoplado a um detector de
arranjo de fotodiodos (DAD) (Shimadzu, modelo SPD-M20A, Japéao) e espectrometro de
massas (MS) com analisador ion-trap Bruker Daltonics (modelo Esquire 4000, Alemanha)
com interface de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI), operando no modo
positivo. A separagao foi realizada em coluna C3, YMC (5 um, 250 x 4.6 mm id.) (Waters,
EUA) e fase movel com gradiente linear de MeOH/MTBE de 95:5 para 70:30 em 30 min,
para 50:50 em 20 min, com fluxo de 0,9 mL/min e temperatura da coluna de 32 °C. Os
cromatogramas foram processados a 450 nm, e os espectros adquiridos entre 260 e 600
nm (De Rosso & Mercadante, 2007). As condi¢cbes de operagdo do MS foram idénticas as
utilizadas por De Rosso & Mercadante (2007).

A identificacao dos carotendides foi baseada nos seguintes parametros: ordem de
eluicdo na coluna Cs, caracteristicas do espectro no UV-visivel (Ana, estrutura fina e
intensidade do pico cis), espectro de massas (molécula protonada e fragmentos),

comparagdes com dados disponiveis na literatura e com os padroes 15-cis-, 9-cis- e 13-
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cis-B-caroteno; B-apo-8’-, 10’- e 12’-carotenal.

A estrutura fina espectral (% IlI/Il) foi determinada tragando uma linha reta no valor
minimo entre os picos de maior comprimento de onda (lll) e o pico designado de Ay (l1),
e apds a medicao da altura destes picos realizou-se o céalculo em porcentagem de altura
pico Il sobre altura do pico Il. A intensidade do pico cis (% Ag/A)) foi determinada a partir
da linha de base do espectro medindo a altura do pico de Ama (1) € a altura da banda de
absor¢do na regido conhecida como pico cis, cerca de 142 nm abaixo do pico com Amay,

calculando a porcentagem de altura do pico cis (Ag) sobre pico Il (Ay) (Figura 10).

0.14

0.12

—

0.10 - i

0.08 v \ 4

Intensidade Pico cis:

0.06 - Estrutura Fina Espectral:
: %Ap/Ay = Ap/Ap x 100

%III/1T = III/11 x 100
0.04 +

Resposta do Detector (AU)

0.02 +

0.00 +

-0.02 : ; ; ; ; : .
300 400 500 600
A (nm)

Figura 10. Indicacdo do calculo da estrutura fina e da intensidade do pico cis. Adaptado
de Mercadante (2008).

4.8 Quantificacao por HPLC-DAD dos carotendides formados nos sistemas-
modelo submetidos ao aquecimento

A quantificacdo de B-caroteno e dos produtos de degradacdo nos sistemas
submetidos ao aquecimento foi realizada no HPLC Waters conforme descrito no item 4.2.

A quantificacao foi realizada utilizando a curva analitica externa de all-trans-p-
caroteno e os compostos de degradagao foram calculados pela mesma curva. A curva foi
construida utilizando 9 concentrac¢des diferentes de all-trans-p-caroteno.

Os limites de deteccéo e quantificagcao foram calculados por parametros da curva

analitica calculados de acordo com as equacdes 7 e 8. Onde LD é o limite de deteccéo,
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LQ o limite de quantificagdo, s o coeficiente linear da curva e S o coeficiente angular da
curva (Ribani et al., 2004).

LD = 3,3% (Equagio 7)

LQ= 10% (Equacéo 8)

4.9 Quantificacao por HPLC-DAD dos carotendides dos sistemas submetidos a
reacao quimica com KMnO, e MCPBA

A quantificacdo de B-caroteno e dos produtos de degradacdo durante as reacdes
quimicas foi realizada em dois cromatografos, uma vez que as analises foram realizadas
em laboratorios diferentes:

i) No Laboratério de Quimica de Alimentos (FEA, UNICAMP) foi utilizado um HPLC
Shimadzu onde foi utilizando os parametros operacionais descritos no item 4.7. Para isto,
uma curva analitica utilizando 7 concentracdes diferentes foi realizada seguindo os
mesmos parametros descritos no item 4.8.

i) No Laboratério de Color y Calidad de Alimentos (Universidad de Sevilla) foi
realizada no HPLC (Agilent, EUA) equipado com sistema de bombeamento quartenario
(LC-20AD), sistema de injecao eletrénica de 20 uL (Agilent, EUA), desgaseificador on-line
e detector DAD. A separacao dos compostos foi realizada em coluna Czy YMC (5 um, 250
x 4.6 mm id.), utilizando como fase mével um gradiente linear de MeOH com
TEA/MTBE/agua de 90:5:5 para 95:5:0 em 15 min, de 95:5:0 para 70:30:0 em 30 min, de
70:30:0 para 50:50:0 em 50 min e finalmente de 50:50:0 para 95:5:5 em 15 min. O fluxo
foi de 1,0 mL/min e a temperatura da coluna mantida a 29 °C. Os espectros foram
adquiridos entre 260 e 600 nm e os cromatogramas foram processados a 450 nm. Nesta
parte do trabalho, a quantificagcao de all-trans-B-caroteno e dos compostos de degradacao
foi realizada utilizando as &reas cromatograficas fornecidas pelo software do

equipamento.
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4.10 Método de desativacao do radical ABTS™

Para a formagao do cation radical ABTS (ABTS™), adicionou-se solugéo aquosa de
ABTS (7 mM, concentragdo final) a solugcdo de persulfato de potassio (4,9 mM,
concentracao final). Esta mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 12-16
horas. ApGs esse tempo, a absorbancia, medida a 734 nm, foi corrigida para 0,70 (x 0,02)
com a adicao de etanol (Re et al., 1999). Solucdes do padrao de referéncia de trolox, e
das amostras estudadas provenientes dos sistemas modelos foram dissolvidas em 1:1 de
acetato de etila:etanol.

As medidas das amostras provenientes dos sistemas com aquecimento foram
conduzidas espectrofotdbmetro de arranjo de diodos (Agilent, EUA). Em 1,8 mL da solucao
etandlica de ABTS™ foi adicionado 200 uL da solugdo padrdo referéncia de trolox ou
amostras teste, seguido de agitacdo. A reagdo foi monitorada por meio de leituras de
absorbéancia a 750 nm a cada 5 segundos até completar 15 min da reacao.

Os ensaios de desativagdo do radical ABTS™ foram conduzidos utilizando a mesma
concentracao de carotendides totais para cada tempo de aquecimento, independente da
proporcdo de produtos de degradacdo presente, determinado por espectrofotometria e
expresso em all-frans-f3-caroteno (conforme item 4.6).

As medidas das amostras provenientes da clivagem oxidativa foram conduzidas
em microplacas de 96 pogos, onde a composicao final foi 270 uL da solugao etandlica de
ABTS™ e 30 pL de solugdo padrao referéncia de trolox ou amostras teste. A leitura da
absorbéncia foi efetuada em um leitor de microplacas Synergy Mx (Biotek, EUA) durante
15 min, sendo realizadas leituras a 750 nm a cada 10 segundos para acompanhar a
cinética da reagao.

Em todas as analises realizadas, foram calculados a % de inibicao e os resultados
foram expressos como TEAC, o qual foi obtido pela razao entre os coeficientes angulares
da curva da amostra teste e da curva do padrdo de referéncia de trolox. Essas curvas
foram construidas a partir da porcentagem de inibi¢cdo frente ao radical (equacao 9) em
funcéo da concentracéo final do padrao referéncia de trolox (2,5 a 20 uM) e das amostras
teste (1 a 80 uM).

abs.

inicial

e~ . absinicial _absﬁnal ~
% de inibicao do radical = 100 (Equacao 9)
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Onde absiniis € a absorbancia do radical antes da adicao de amostra e absy, € a
absorbancia do radical apds 15 min da adicao de amostra.

4.11 Método de desativacdo do oxigénio singlete ('0,)

O procedimento descrito por Montenegro et al. (2004), com algumas modificagbes
foi utilizado para a determinacdo do efeito protetor das amostras provenientes dos
sistemas com aquecimento e da clivagem oxidativa frente ao 'Os.

As reacbes foram realizadas utilizando etanol como meio de reacgao, solucéo de 1
g/L de dimetil antraceno (DMA) como actindmetro e solugdo de azul de metileno (5 uM)
como sensitizador (MB), com agitagdo moderada, atmosfera de ar e temperatura de 25 +
1 °C. A uma cubeta de 1,5 mL, foram adicionados 1180 uL de azul de metileno, 20 uL
DMA e 50 uL amostra ou etanol:acetato de etila. Os ensaios foram conduzidos utilizando
a mesma concentracdo de carotendides totais para cada tempo de aquecimento,
independente da proporcdo de produtos de degradacdo presente, determinado por
espectrofotometria e expresso em all-trans-p-caroteno (conforme item 4.6).

O sistema foi iluminado com uma lampada de filamento de 150 W acoplada a um
conjunto de filtros laranja e vermelho, permitindo a passagem de luz somente em
comprimento de onda maior que 570 nm, de forma a excitar somente o sensibilizador. O
sistema foi monitorado por 5 min através da medida do decaimento da intensidade (UA)
dos espectros de absor¢do da solugcdo a 375 nm em um sistema integrado com um
espectrofotdmetro de arranjo de diodos (Agilent, EUA). Os dados de decaimento da
intensidade de absorcdo do actinbmetro foram ajustados a reagéo cinética de primeira
ordem (Equagédo 10), sendo o tempo de meia-vida (t;2) calculado a partir dos resultados
obtidos no ajuste (Equacao 11). O efeito protetor proporcionado pelas amostras,
dissolvidas em acetato de etila:etanol (1:1), ao actinbmetro (DMA) foi calculado através da
equacgao 12.

_ (—k.x)
Y=Y, +Aexp (Equagao 10)

In2

tl/z:T (Equacao 11)
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DMA __ 7, DMA+CAR
Poprotegio = —b-—obs .100 (Equacéo 12)
obs
kDMA kDMA+CAR
Onde "°bs é constante de velocidade de degradacdo do DMA e "obs € a

constante de velocidade de degradacdo do DMA na presenca de carotendides (mistura de
[-caroteno com produtos de degradacao).

A concentracdo de antioxidante necessaria para que se obtenha 50 % de protecao
(ICsp), foi calculada para cada tempo da reagdo quimica de clivagem oxidativa (0 a 60
min), utilizando os parametros obtidos com os ajustes lineares realizados para as curvas

% protecao versus concentragéo de carotendides.

4.12 Determinacao dos parametros de cor

Nos experimentos dos sistemas-modelo com aquecimento, a andlise da cor foi
realizada em espectro-colorimetro Color Quest XE (Hunter Lab, EUA) equipado com
iluminante Dgs e angulo do observador de 109, leitura no modo transmitancia, utilizando a
escala CIELAB. A partir dos valores de L* (luminosidade), a* e b* (coordenadas de cor),
os parametros C*, (croma ou saturagéao de cor), hy, (dngulo de tonalidade cromatica) e

AE* (diferenga global de cor) foram calculadas utilizando as Equagdes 13 a 16.

C'a = [(a%2 + (b%?]"2 (equacao 13)
h,, = arctan (b7a” quando a* >0 (equacao 14)
h,, = 180 + arctan (b*/a*)  quando a* <0 (equacao 15)
AE* = [(AL*? + (Aa*)? + (Ab%?]'2 (equacéo 16)

Nos experimentos com reagbes induzidas quimicamente, as medidas
instrumentais de cor também foram realizadas com padrao de iluminante Dgs € angulo do

observador de 1092, em:
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i) espectrofotbmetro HP8452 UV-visivel com arranjo de diodos (Agilent,
EUA), registrando o espetro UV-visivel (4, = 1 nm) entre 380 e 780 nm. Os parametros
CIELAB foram determinados utilizando o software CromalLab® (Heredia et al., 2004),
seguindo as recomendac¢des da Commission Internationale de L’Eclairage (CIE, 2004).

ii) espectrorradidmetro (Instrument systems, CAS140-B, EUA) equipado com
lampada externa incandescente, sonda telescépica TOP 100, Zoom Tamron SP-23A e
software IS-SpecWin version 1.8.1.6. O espectro foi registrado entre 380 e 770 nm (4\ = 1
nm), obtendo-se diretamente os parametros colorimétricos correspondentes ao espago
uniforme CIELAB (L, a*, b*, C*, € hyp).

4.13 Anadlise dos dados

Os célculos cinéticos na andlise de desativagdo do 'O, e o teste de Scheffe (com
nivel de significancia de 95 %), com a finalidade de comparar os valores de TEAC e
protecdo contra o 'O, entre os tempos de aquecimento em cada sistema-modelo foram
realizadas no software Origin 8.0. A andlise de regressao entre os parametros de cor € a
concentracao de carotendides foi realizada no Excel 2010.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cristalizacao de -caroteno

De acordo com QOualja, Perrin & Martin (1995), o periodo de indugéao da reacao de
degradacao é fortemente dependente do grau de pureza do padrao utilizado. Além disso,
a oxidagcédo do B-caroteno € muito sensivel as impurezas presentes no proprio padrao.
Dessa forma, para aumentar o grau de pureza do padrao sintético de B-caroteno foi
realizado a cristalizacao.

Através dos cromatogramas obtidos por HPLC do padrao sintético de B-caroteno
antes e depois da cristalizagéo (Figura 11) verificou-se que apds a segunda cristalizacao,
a pureza do all-trans-p-caroteno (pico 13) passou de 96,5 % para 98,1 %, com
concomitante eliminacdo dos compostos representados pelos picos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 12
e 14 e reducao da intensidade dos picos 7, 8 e 9. As caracteristicas cromatograficas e do
espectro UV-visivel destes picos estao representadas na Tabela 2.

0,025-
’ 13 0,025 -
a b 13
= 0,020 0,020
2 5
g 0,015+ S 0,015
k) 3
2 15
©
s E 0,010
© e
S 2 0,005
@ & 11
[0] o) 9
i K 78
0,000
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 11. Cromatogramas, processados a 450 nm, obtidos por HPLC-DAD, do padrao
sintético de B-caroteno sem purificar (a) e apds duas cristalizagbes (b). As condi¢des

cromatograficas estdo descritas no item 4.2 do material e métodos. A identidade dos picos
encontra-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas cromatograficas e espectrofotométricas, e composicao relativa
(%), obtidas por HPLC-DAD, dos compostos presentes no padrédo sintético de B-caroteno

sem purificar, cristalizado e recristalizado.

Pico® Identificacio tr (min)° Amax (NM)° Porcentagem de Area
sem cristalizado cristalizado

purificar 1x 2x
1 ndo identificado 4,8 454 0,02 0 0
2 nao identificado 5,8 450 0,04 0 0
3 ndo identificado 6,9 380, 422 0,10 0 0
4 ndo identificado 9,4 440, 450 0,03 0 0
5 néo identificado 11,3 425, 444 0,08 0 0
6 nao identificado 15,8 428, 454 0,11 0 0
7 ndo identificado 23,0 425, 450, 478 0,58 0,37 0,31
8 nao identificado 24,5 415, 445, 473 0,64 0,12 0,17
9 néo identificado 27,0 405, 427, 453 0,50 0,55 0,11
10 ndo identificado 27,9 438, 465 0,26 0,00 0
11 13-cis-p-caroteno 28,9 337, 420, 444, 470 0,56 2,53 1,26
12 nao identificado 31,4 423, 445, 472 0,11 0,04 0
13 all-trans-p-caroteno 35,7 423, 451, 478 96,50 96,28 98,15
14 9-cis-B-caroteno 37,9 447,474 0,47 0,11 0

# Picos numerados de acordo com a Figura 11.
b Tempo de retengédo na coluna Cao.
° Gradiente linear de MeOH/MTBE.

A microscopia éptica do padrao cristalizado e recristalizado esta apresentada na
Figura 12. Os cristais apresentaram formas geométricas irregulares, predominando as

formas alongadas e prismaticas.

Figura 12. Microscopia Optica de B-caroteno, cristalizado 2 vezes. Lentes objetivas de

12,5 (esquerda) e 25 x (direita), ambas com optular de 1,25 x. Barras: 100 pum.
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5.2 Degradacgao térmica de -caroteno

5.2.1 Identificacao dos carotendides formados durante degradacao térmica

As caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas dos 14 carotendides
identificados nos sistemas-modelo avaliados encontram-se na Tabela 3. A Figura 13
apresenta os cromatogramas obtidos em diferentes estagios de aquecimento do sistema-
modelo a 150 °C em presenca de ar, uma das condicbes em que apenas um dos 14
carotendides identificados néo foi detectado, o 13,15-di-cis-B-caroteno (pico 11). A Tabela
4 apresenta a ocorréncia dos compostos detectados em cada um dos seis diferentes
sistemas-modelo estudados.
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Figura 13. Perfil cromatografico, processados a 450 nm, obtido por HPLC-DAD, apés 0, 5,
7 e 10 minutos do B-caroteno aquecido a 150 °C em presenca de ar. As condicdes
cromatograficas estdo descritas no item 4.7 do material e métodos. A identidade dos picos
encontra-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas dos compostos detectados nos sistemas-modelo de B-caroteno

submetidos ao aquecimento a 120 e 150 °C.

Pico Carotendide Atg(min)? Amax (NM)° % I/l % Ag/Ay  [M+H]" (m/z) Fragmentagéo de ions MS/MS
(m/z)

1 B-apo-12’-carotenal’ 6,8-7,1 425 0 nd nd

2  B-apo-10’-carotenal 9,0-9,6 443 0 377 359[M+H-18]*

3 B-apo-8'-carotenal 18,5-18,6 453-460 0 0 417 399[M+H-18]", 361[M+H-56]"

4  5,6-epdxi-B-caroteno 23,3-24,6 325, 420,444,472 56 0 553 535[M+H-18]"

S  cis-epbxi-p-caroteno + 25,5-26,3 405, 427, 453 30 5 553/ 535[M+H-18]", 205
diepdxi-p-caroteno 569 551[M+H-18]", 205

6 15-cis-B-caroteno 26,6-27,9 336, 410, 440, 465 57 537 444[M-92]", 399[M-137]"

7  13-cis-B-caroteno 27,7-29,1 336, 420, 444, 469 45 537 444[M-92]", 399[M-137]"

8  9,15-di-cis-B-caroteno’ 30,0-30,8 335, 420, 442, 467 31 537 444[M-92]", 399[M-137]"

9  9,13'-di-cis-p-caroteno’ 31,5-31,8 335, 415,438,463 13 20 537 444[M-92]", 399[M-137]"

10  9-cis-5,8-epOxi-B-caroteno® 31,0-32,6 409, 431, 456 63 0 553 535[M+H-18]", 496[M+H-58]"

11 13,15-di-cis-B-caroteno’ 32,4-32,5 336, 415, 437, 462 8 14 537 444[M-92]", 399[M-137]"

12 all-trans-B-caroteno 34,5 - 36,2 425, 452, 477 27 0 537 444[M-92]", 399[M-137]"

13  9-cis-B-caroteno 36,5-38,3 340, 420, 445,473 25 8 537 444[M-92]", 399[M-137]"

14 9,13-di-cis-B-caroteno’ 38,4-40,3 337, 420,448,475 38 6 537 444[M-92]", 399[M-137]"

#Variacao do tempo de retengdo em coluna Cg, utilizando gradiente linear de MeOH com 0,1% de TEA em MTBE.

® Gradiente linear de MeOH/MTBE.

¢ tentativa de identificacdo

nd: ndo detectado.
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Tabela 4. Compostos detectados durante a degradagéo de B-caroteno sélido aquecido a 120 e 150 °C em presenca de ar com e
sem galato de propila, fluxo de oxigénio ou de nitrogénio.

Pico Carotendide 120 °C 120 °C 120 °C 150 °C 150 °C 150 °C
ar oxigénio ar + galato de propila ar oxigénio nitrogénio
1 B-apo-12’-carotenal X X X X X X
2  B-apo-10’-carotenal X X X X X X
3 B-apo-8-carotenal 0] 0] 0] X 0] 0]
4  5,6-epobxi-p-caroteno X X X X X X
5 mistura de cis-epoxi-p-caroteno + X X X X X X
diepoxi-p-caroteno
6 15-cis-B-caroteno X 0] X X X X
7  13-cis-B-caroteno X X X X X X
8 9,15-di-cis-B-caroteno O @] X X X X
9 9,13-di-cis-B-caroteno O @] 0] X X X
10 9-cis-5,8-epdxi-B-caroteno X X X X X X
11 13,15-di-cis-B-caroteno 0] 0] 0] 0] 0] X
12 all-trans-B-caroteno X X X X X X
13 9-cis-B-caroteno X 0] X X X X
14 9,13-di-cis-B-caroteno 0] 0] 0] X X X

X: detectado.
O: ndo detectado.
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O all-trans-B-caroteno (pico 12), ponto de partida para o aquecimento, apresentou
tempo de eluigao de 34,5 a 36,2 min, An. 425, 452, 477 nm e estrutura fina de 27 %. O
espectro de massas apresentou molécula protonada com m/z 537, e fragmentos com
perda de 92 u (caracteristico da eliminagéo de tolueno) e de 137 u (perda de um anel p).

A identificacdo dos isbmeros cis de B-caroteno foi baseada na comparacdo com
padrdes, na observacdo dos valores de Ana ligeiramente menores (450 a 437 nm), na
reducdo do grau da estrutura fina quando comparados ao isbmero all-trans, além da
presenga do pico cis a cerca 336 nm, cuja intensidade (% Ag/A;) aumentou a medida em
que a isomerizagao se aproximou do centro da molécula. Vale salientar que a reagao de
isomerizacao ocorre preferencialmente em determinadas regiées da molécula, uma vez
que alguns locais sdo impedidos estericamente. As posicdes mais estaveis estdo nos
carbonos 9-, 13- e 15- (Zechmeister, 1944). Além disso, também foram considerados os
dados da literatura que descreveram as caracteristicas dos isdmeros cis derivados do -
caroteno (Brunner, 1997; Lacker, Strohschein & Albert; 1999; De Rosso & Mercadante,
2007; Faria et al., 2009) e a ordem de eluigdo em coluna Cs.

O isébmero 15-cis-B-caroteno (pico 6) foi encontrado durante o aquecimento a 120
°C em presencga de ar, presenca de ar com galato de propila e em todas as condi¢des
experimentais a 150 °C. Este isbmero apresentou deslocamento hipsocrémico de 10 nm
em relagdo ao all-trans-B-caroteno, Amax 336, 410, 440, 465 nm, intensidade do pico cis de
57 % e tempo de retengao de 26,6 a 27,9 min. Foi o primeiro isbmero cis3-caroteno a
eluir na coluna C3, devido a sua conformagéo espacial.

O isébmero 13-cis-B-caroteno (pico 7) foi o Unico isdmero cis encontrado em todas
as condicoes experimentais, apresentando deslocamento hipsocrébmico de
aproximadamente 6 nm em comparacao ao all-trans-p-caroteno, Amax 336, 420, 444, 469
nm, intensidade do pico cis de 45 % e tempo de retencéo de 27,7 a 29,1 min.

O isébmero 9-cis-B-caroteno (pico 13) eluiu ap6s o all-trans-p-caroteno e
apresentou tempo de retencao entre 36,5 a 38,3 min, menor intensidade do pico cis (8 %),
em relagao aos outros Mmono-cis, € Amax de 340, 420, 445, 473 nm. O sistema aquecido a
120 °C em presenca de oxigénio foi a Unica condicdo que esse isébmero sé nao foi
detectado.

Brunner (1997) estudou a formagéao de di-cis-isbmeros de B-caroteno a partir do 9-
cis-B-caroteno, e elucidou as estruturas utilizando ressonancia magnética nuclear (RMN).

Os deslocamentos hipsocrémicos foram de 12, 14 e 14 nm, para 9,15-di-cis, 9,13’-di-cis e
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9,13-di-cis-3-caroteno, respectivamente, em relagcdo ao all-trans-B-caroteno. A ordem de
eluicdo em coluna Cy foi 9,15-di-cis, 9,13'-di-cis e 9,13-di-cis-B-caroteno. Strohschein,
Pursch & Albert (1999) também elucidaram a estrutura dos isémeros 13,15-di-cis--
caroteno e 9,13-di-cis-B-caroteno por HPLC-RMN. Entretanto, as caracteristicas dos
espectros UV-visivel ndo foram apresentadas e a separacao foi realizada com gradiente
de acetona com a seguinte ordem de eluicdo em coluna Cso: 13,15-di-cis-p-caroteno, 13-
cis-B-caroteno, 9,13-di-cis-B-caroteno, all-trans-p-caroteno e 9-cis-p-caroteno.

Qiu, Chen & Li (2008, 2009) reportaram as caracteristicas dos espectros UV-
visivel de trés isbmeros cis e quatro di-cis-isdbmeros de B-caroteno utilizando além de
HPLC-DAD com coluna coluna Cs, cromatografia de permeagéo em gel e teoria funcional
da densidade. Os isdmeros apresentaram a seguinte ordem de eluicdo em coluna Csg: 15-
cis, 13-cis-, 9,15-di-cis, 9,13-di-cis, all-frans, 13,15-di-cis, 9-cis e 9,13’-di-cis-B-caroteno, e
o deslocamento hipsocrémico em relagédo ao all-trans-p-caroteno variou de 14 a 16 nm.

Nas condicoes avaliadas, quatro di-cis-isbmeros foram tentativamente
identificados. O pico 8 foi identificado como 9,15-di-cis-B-caroteno, considerando o
deslocamento hipsocrémico de 10 nm, An.x de 335, 442, 442, 467 nm, menor intensidade
do pico cis que os isbmeros 13- e 15-cis-B-caroteno. O 9,15-di-cis-pB-caroteno foi
encontrado a 120 °C em presenca de ar com galato de propila, 150 °C com presenca de
ar, fluxo de oxigénio e de nitrogénio.

O isébmero 9,13’-di-cis-B-caroteno (pico 9) foi encontrado somente nas condi¢cdes
experimentais a 150 °C, e foi identificado devido a intensidade do pico cis de 20 %,
deslocamento hipsocrémico de 14 nm, L. de 335, 415, 438, 463 nm, tempo de retencao
entre 31,5 a 31,8 min e ordem de elui¢cdo e Aynax compativel com Brunner (1997).

O pico 11, caracterizado como 13,15-di-cis-B-caroteno, foi identificado somente no
sistema a 150 °C com fluxo de nitrogénio, apresentando intensidade do pico cis de 20 %,
deslocamento hipsocrémico de aproximadamente 15 nm em comparacao ao all-trans-f3-
caroteno, Amax de 336, 415, 437, 462 nm e tempo de retencao entre 32,4 a 32,5 min. A
respeito da ordem de eluicdo, no presente trabalho o 13,15-di-cis eluiu antes do all-trans-
B-caroteno, enquanto que Qiu, Chen & Li, (2009) afirmaram que esse composto eluiu
depois da forma all-trans; porém estes autores ndo empregaram RMN para confirmar a
identidade dos carotendides.

O ultimo pico a eluir, 9,13-di-cis-pB-caroteno (pico 14), foi encontrado em todos os

experimentos com aguecimento a 150 °C, apresentou tempo de retencao entre 38,4 e
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40,3 min, Anax de 337, 420, 448, 475 nm (perda de aproximadamente 4 nm quando
comparado ao all-trans-p-caroteno) e pequena intensidade do pico cis (6 %).

Os epodxidos (picos 4, 5 e 10) foram detectados em todas as condigbes
experimentais a 120 e 150°C. O pico 4 foi identificado como 5,6-epoxi-B-caroteno, pois
apresentou espectro de massas com molécula protonada a m/z 553 e fragmentos a m/z
535 (perda de agua) e m/z 205 (fragmento caracteristico da presenca do grupo epdxido
em anel B). Este epdxido apresentou elevada estrutura fina, auséncia de pico cis e
deslocamento hipsocrémico de 6 nm, caracteristico de 5,6-epdxido quando comparado ao
Amax de all-trans-p-caroteno.

O pico 5 apresentou caracteristicas de uma mistura de mono e diepdxidos. Essa
mistura foi tentativamente identificada como cis-5,8-epéxi-p-caroteno e 5,6:5,8-diepdxi-3-
caroteno, pois o0 espectro de massas mostrou a presenga de duas moléculas protonadas,
a m/z 553 e m/z 569, ambas com fragmentacdes caracteristicas de perda de 4dgua e da
presencga de grupo epdxido (m/z 205).

O pico 10 foi tentativamente identificado como 9-cis-5,8-epdxi-p-caroteno, pois
apresentou elevado valor de estrutura fina (63 %), molécula protonada a m/z 553 e
fragmento a m/z 535 (perda de agua), deslocamento hipsocrémico de cerca de 20 nm
quando comparado ao Amax de all-frans-p-caroteno, caracteristica tipica do 5,8-epdxi-p3-
caroteno. Além disso, o pico 10 apresentou pequeno pico cis, € ordem de eluicdo
diferente do composto 5,8-epéxi-p-caroteno relatado por De Rosso & Mercadante (2007),
Zepka & Mercadante (2009) e Bechoff et al. (2010). Considerando estes fatos, o pico 10
foi tentativamente identificado como isdmero 9-cis do 5,8-epoxi-p-caroteno.

Embora ndo tenha sido possivel identificar pB-apo-12’-carotenal (pico 1) por
espectrometria de massas (molécula protonada a m/z 351 ndo foi detectada), a
identificacdo desse carotendide foi confirmada pela comparacgao idéntica com o padrao. O
B-apo-12’-carotenal foi encontrado em todas as condigdes de aquecimento, apresentando
tempo de retengéo de 6,8 a 7,1 min € Anax €m 425 nm.

O B-apo-10’-carotenal (pico 2) também foi encontrado em todos os experimentos.
Sua identificagao foi confirmada por MS/MS no sistema a 150 °C em presenca de ar por
meio da molécula protonada a m/z 377, com fragmento a m/z 359 (perda de uma
molécula de &gua). Entretanto, nas outras condigbes de aquecimento, o composto foi
confirmado apenas pelas caracteristicas cromatograficas e do espectro UV-visivel

idénticas as do padrao auténtico (tempo de retencao de 9,0 a 9,6 min € Amay 443 nm).
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O B-apo-8'-carotenal (pico 3) foi encontrado somente no sistema a 150 °C na
presenca de ar, e a identidade foi confirmada pela molécula protonada a m/z 417, com
fragmentos a m/z 399 (perda de molécula de agua) e m/z a 361 (perda de xileno). Além
disso, seu tempo de retengao ficou entre 18,5 e 18,6 min e Ay €ntre 453 e 460 nm, com
caracteristicas idénticas ao padrao auténtico.

A degradacao de B-caroteno em temperaturas acima de 100 °C foi estudada por
varios pesquisadores (Chandler & Schwartz, 1988; Chen, Chen & Chien, 1994; Chen &
Huang, 1998, Henry, Catignani & Schwartz, 1998; Liu & Chen, 1998; Aman; Schieber &
Carle, 2005; Qiu, Chen & Li, 2009) que observaram a formacéo de pelo menos um dos
mono-cis e di-cis isdbmeros detectados no presente trabalho. Os compostos de oxidagao,
5,6-epoxi-B-caroteno, 5,8-epdxi-B-caroteno, B-apo-10’-carotenal e B-apo-12’-carotenal,
também foram detectados por Marty & Berset (1986, 1990) e Berset & Marty (1992) em -
caroteno submetido a alta temperatura e pressao. Porém, o p-apo-8’-carotenal e 9-cis-5,8-
epoxi-B-caroteno foram detectados somente no presente estudo.

Trabalhos a respeito da degradacédo de outros carotendides também relataram a
formacao de isébmeros e de produtos de oxidacdo. Por exemplo, Kanasawud & Crouzet
(1990) isolaram cinco isbmeros cis de licopeno apds 3 horas de reagdo em presenca de
oxigénio a 97 °C. Zepka & Mercadante (2009) observaram a formacdo de cis-luteina,
anteraxantina, mutatoxantina, zeaxantina, auroxantina, 5,6-epdxi-p-criptoxantina, 9-cis-p3-
criptoxantina e/ou 9’-cis-p-criptoxantina, 13-cis-B-criptoxantina e/ou 13’-cis-B-criptoxantina,
5,8-ep6xi-B-caroteno, 15-cis-B-caroteno, 13-cis-B-caroteno, 9-cis-p-caroteno e 12'-apo-p-
carotenal em sistemas-modelo simuladores de suco de caju (constituidos por
carotendides em meio aquoso acidificado) aquecidos a 60 e 90 °C. Entre estes, os
compostos 15-cis-B-caroteno, 13-cis-B-caroteno, 9-cis-B-caroteno e 12'-apo-B-carotenal
também foram encontrados nas condicées de aquecimento a 120 e 150°C estudadas
neste trabalho.

A extrusdo de B-caroteno (181 a 186 °C), na presenca de amido e adicdo de
diferentes concentragbes de antioxidantes (100 ppm de butil-hidroxi-anisol - BHA, 250
ppm do extrato de alecrim, 500 ppm do extrato de alecrim, 500 ppm de a-tocoferol, e 50
ppm de butil-hidroxi-tolueno - BHT), apresentou menor quantidade de isémeros e maior
formagao de compostos com baixo peso molecular nas condi¢gées controle (sem presenga

de antioxidante) e na presenga de BHA (Berset & Marty, 1992).
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O B-caroteno em suspensao aquosa aquecido a 100 °C formou epdxi-B-caroteno,
diepoxi-B-caroteno, enquanto mutacromo e aurocromo foram detectados somente apds
duas horas de aquecimento. Ja a quantidade de 5,6-epdxi-p-caroteno foi constante
durante todo o periodo de aquecimento, as quantidades de outros compostos ndo volateis
aumentaram com o aumento do tempo de aquecimento (Berset & Marty, 1992).

Os apocarotenoides p-apo-14’ e B-apo-15-carotenal relatados nos trabalhos de
Marty & Berset (1986, 1990), Berset & Marty (1992), Chen, Chen & Chien (1994),
Brunner, (1997), Liu & Chen (1998), Chen & Huang (1998) e Henry et al. (2000) ndo foram
detectados nas condicdes experimentais realizadas no presente estudo.

Em geral, o aquecimento na presenca de ar propiciou a formacao de epdxidos e
apocarotenoides. Interessantemente, na presenca de fluxo de oxigénio nao foi detectado
a formacao de B-apo-8’-carotenal, o que possivelmente, esta relacionada com a atuacao
do oxigénio como catalisador e, assim, este composto deve ter sido formado, porém
rapidamente transformado em produtos secundarios. Em contrapartida, foi possivel
detectar maior diversidade de isémeros (mono e di-cis-B-caroteno) com fluxo de nitrogénio
devido a menor velocidade da reacao de degradagéo (Tabela 4).

5.2.2. Influéncia do aquecimento no contetido de carotenodides totais

A Figura 14 apresenta a variagdo do conteudo relativo (C/C,) de carotendides
totais ao longo do aquecimento a 120 °C. O tempo de aquecimento monitorados nos
sistemas foi até que o all-trans-p-caroteno atingisse uma degradacao superior a 75 %, o
que ocorreu em diferentes tempos, sendo 30 min para o sistema sob fluxo de oxigénio, 40
min em presenca de ar e 105 min em presenca de ar e galato de propila. Em todos os
tempos de aguecimento 0 Ana permaneceu em 450 nm. A presenga do antioxidante néo
interferiu na andlise de carotendides totais, uma vez que 0 Ana do galato de propila em
solucao foi de 269 nm. Com o aumento do tempo de aquecimento, o espectro UV-visivel
de carotendides totais apresentou diminuigcdo da estrutura fina e a perda da definicao

caracteristica de all-trans-p-caroteno devido a formacao de isbmeros cis (Figura 15).
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Figura 14. Degradacao de carotendides totais a 120 °C, na presenca de ar com e sem

galato de propila e sob fluxo de oxigénio.
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Figura 15. Espectros UV-visivel do all-trans-p-caroteno submetido ao aquecimento a 120

°C, em presenca de ar (a), fluxo de oxigénio (b) e presenga de ar com galato de propila

(c).
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O decaimento das curvas presentes na Figura 14 indicou reacédo de auto-catalise,
favorecida com a presenca de oxigénio no sistema. No tempo de 30 min, a degradacao do
B-caroteno foi de 98 % no sistema com fluxo de oxigénio, 31 % no sistema em presenca
de ar e de 13 % na presencga de ar com galato de propila. Essa diminuigdo da degradagéo
do B-caroteno ocorreu, possivelmente, porque o galato de propila (Figura 16) atuou na
desativagdo de espécies reativas derivadas do B-caroteno através da doagédo de atomos
de hidrogénio, o que retardou a reacdo de oxidagao (Damodaran, Parkin & Fennema,
2010).

Os principais antioxidantes sintéticos utilizados na industria de alimentos sdo BHA,
BHT, terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e galato de propila. O galato de propila foi escolhido
entre esses antioxidantes sintéticos por apresentar o maior ponto de fusdo entre eles.
Nenhum relato foi encontrado sobre a utilizacdo de galato de propila em sistemas-modelo
com carotendides. Hamama & Nawar (1991) estudaram a degradacao térmica de padroes
de galato de propila, TBHQ, BHA e BHT. Neste estudo, 40 % do total inicial de galato de
propila € BHT foram mantidos apds 60 min de aquecimento a 185 °C enquanto TBHQ e
BHA apresentaram maior degradacéo.

HO
o N
HO

OH Ci12H1205 (212,20 g/mol)

Figura 16. Estrutura quimica do galato de propila.

A Figura 17 exibe a degradacao dos carotendides totais a 150 °C em presenca de
ar, fluxo de oxigénio e de nitrogénio. Uma degradacao superior a 75 % foi observada
quando B-caroteno foi aquecido em presenca de ar por 10 min e com fluxo de oxigénio
por 4 min. O formato da curva cinética indicou mais uma vez auto-catélise, favorecida com
o fluxo de oxigénio. Em 3 min de aquecimento foi observado uma degradacao de 55 % no
sistema com fluxo de oxigénio e de 11 % na presencga de ar. Por outro lado, no sistema
com fluxo de nitrogénio, a degradacao de B-caroteno atingiu apenas 33 % em 60 min de

aquecimento.

50



RESULTADOS E DISCUSSAO

o ar(150°C)
o oxigénio (150°C)
1,0q20 A nitrogénio (150°C)
@b
OD
lg A [m] A A A
o A
o -
< 0,6 o O
e
4 °
_-9 | o
S 0,4 .
o)
5 g
8 0,2 o o
[¢]
o
0,0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 3020150180
Tempo (min)
Figura 17. Degradacdo de carotendides totais a 150 °C, em presenca de ar, fluxo de

oxigénio e de nitrogénio.

Henry et al. (2000) estudando a reagédo de oxidacdo em sistema-modelo aquoso
com trans-carotendides em temperatura ambiente, demonstraram que na presencga de
nitrogénio ocorreu pequena degradacdo de all-trans-carotendides durante o
monitoramento por 7 horas. Por outro lado, na presencga de ozénio, o all-frans-p-caroteno
apresentou degradacgédo trés vezes mais rapida do que na presengca de oxigénio. No
entanto, na condi¢ao com nitrogénio os autores ndo fizeram essa comparagao.

No sistema-modelo com fluxo de nitrogénio a degradagéao de B-caroteno foi cerca
de 8 vezes mais lenta quando comparada com o sistema com fluxo de oxigénio. Nos
sistemas a 150 °C, observou-se que, independente do tempo de aquecimento, 0 Amax
permaneceu em 450 nm, apesar de ocorrer degradacdo do p-caroteno e formacéo de
outros compostos, principalmente isdbmeros cis de p-caroteno (Figura 18), assim como
também ocorreu nos sistemas aquecidos a 120 °C. A estrutura fina diminuiu com o tempo
de aquecimento, chegando a valores préximos a zero. Em contrapartida, o pico cis
aumentou com o tempo de aquecimento, indicando a formagao de isbmeros cis. Esse
aumento foi mais acentuado na condi¢do a 150 °C com fluxo de nitrogénio. Em todos os
sistemas a 120 °C e 150 °C néo foi observado deslocamento batocromico, o que poderia

indicar a polimerizagao, como foi relatado no trabalho de Qiu, Chen & Li (2009).
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Figura 18. Espectros UV-visivel de all-frans-B-caroteno submetido ao aquecimento a 150 °C,

em presencga de ar (a), fluxo de oxigénio (b) e de nitrogénio (c).
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De forma geral, relacionando as alteragdes do espectro UV-visivel durante o
aquecimento a 120 e 150 °C observou-se mudancas no espectro em relacdo ao tempo
zero (padrdao de all-trans-B-caroteno), pois compostos primarios de degradagao foram
formados e, desta forma, houve o surgimento de uma banda em torno de 335 nm devido a
formacao de cis-isbmeros e alteragao da estrutura fina devido a presenca de uma mistura
de compostos (Figuras 15 e 18). Entretanto, no decorrer do aquecimento 0 Amax

permaneceu em torno de 450 nm, pois o all-trans--caroteno foi 0 composto majoritario.

5.2.3 Perfil de degradacao térmica de all-trans-B-caroteno e de formacao de

isdmeros cis, epoxidos e apocarotendides

As quantidades de produtos formados em cada tempo e condicao de aquecimento
podem ser observadas nas Figuras 19 a 24. As tabelas com os compostos quantificados
nas diferentes condicées de aquecimento encontra-se no apéndice 1 (Tabelas 15 a 20). A
porcentagem de cada composto foi calculada considerando como 100 % a somatéria das
areas dos 14 compostos identificados, obtidas por HPLC.

Na condicédo de 120 °C com presencga de ar (Figura 19) no tempo zero o sistema
apresentou 98,9 % de all-trans-p-caroteno e 1,1 % de isébmeros cis. Apés 40 min de
aquecimento, o all-trans-B-caroteno diminuiu para 90,0 % e a soma dos compostos de
degradacdo e de isomerizacdo aumentou para 10,0 %. Deste total, os compostos
formados em ordem decrescente foram: 13-cis-p-caroteno (4,2 %), 5,6-epoxi-B-caroteno
(2,5 %), 9-cis-p-caroteno (1,3 %), 15-cis-B-caroteno (0,9 %), B-apo-12’-carotenal (0,4 %),
B-apo-10’-carotenal (0,3 %), a mistura cis-epdxi e diepdxi-p-caroteno (0,2 %) e 9-cis-5,8-
epoxi-B-caroteno (0,2 %). O isébmero 13-cis-p-caroteno foi o composto de degradacao
encontrado em maiores porcentagens em todos os tempos de aquecimento. Ao final de
40 min de aguecimento, o teor de all-trans-p-caroteno diminuiu de 550,9 para 85,4 ug/100
mL, enquanto que o conteudo dos isdmeros e produtos de oxidagdo aumentou de 5,92
para 9,54 ug/100 mL.
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Figura 19. Degradagéao de all-trans-B-caroteno e formacao de isémeros cis e produtos de

oxidacao a 120 °C em presenca de ar.

No sistema-modelo aquecido a 120 °C em presenca de ar com galato de propila,
no tempo zero foi encontrado 97,7 % de all-trans-p-caroteno e 2,3 % dos compostos de
isomerizacao e de oxidagdo. Em 105 min de aquecimento, o all-trans-p-caroteno diminuiu
para 93,8 % e a somatdria dos compostos de oxidacéo e de isomerizacado aumentou para
6,2 %. O teor de all-trans-B-caroteno diminuiu de 613,9 (tempo zero) para 80,6 ug/100 mL
em 105 min de aquecimento. O isémero 13-cis-pB-caroteno representou 3,4 % do total dos
carotendides detectados, seguido por 0,7 % de 15-cis-B-caroteno, 0,7 % de 9-cis-p-
caroteno, 0,5 % da mistura de cis-epdxi + diepdxi-p-caroteno, 0,3 % de 5,6-epoxi-p-
caroteno, 0,3 % de B-apo-12’-carotenal e 0,2 % de B-apo-10’-carotenal (Figura 20). Assim,
como no sistema submetido a 120 °C sem antioxidante, o isébmero 13-cis-p-caroteno
também foi o produto de degradacao encontrado em maiores proporgoes.

Avaliando um tempo comum (40 min) em ambos os sistemas-modelo aquecidos a
120 °C na presenca de ar, na condicao sem adicdo do galato de propila foram detectados
10 % de produtos de degradagéo, enquanto que no sistema com a adicao do antioxidante
foram obtidos apenas 3 % desses compostos. Dessa forma, o uso do galato de propila
apresentou-se como uma alternativa efetiva para o controle da degradagao de B-caroteno,

podendo ser aplicavel em processamentos de alimentos submetidos a altas temperaturas.
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Figura 20. Degradagéo de all-frans-B-caroteno e formagao de isbmeros cis e produtos de
oxidacao a 120 °C em presenca de ar e galato de propila.

Berset & Marty (1992) também relataram taxas menores de degradacao durante a
extrusdao em 181 a 186 °C, em sistema-modelo com B-caroteno e adicao de diferentes
concentracoes de antioxidantes (100 ppm BHA, 250 ppm do extrato de alecrim, 500 ppm
do extrato de alecrim, 500 ppm de a-tocoferol, e 50 ppm de BHT). O BHA e o extrato de
alecrim apresentaram, respectivamente, a menor e a maior eficacia de protegéo contra a
degradacédo ocasionada pelo calor.

No sistema a 120 °C com fluxo de oxigénio (Figura 21), o tempo zero apresentou
98,1 % de all-trans-B-caroteno. Em 30 min de aquecimento, o all-trans-p-caroteno
diminuiu para 95,6 % e a soma dos compostos de degradacao e isomerizagao foi de 4,4
%. Do total de carotendides, 3,0 % correspondeu ao composto 5,6-ep6xi-p-caroteno, 0,9
% da mistura cis-epoxi + diepdxi-B-caroteno, 0,3 % de 13-cis-B-caroteno e 0,2 % de 9-cis-
5,8-epoxi-B-caroteno. Este sistema-modelo foi a Unica condigdo em que um composto de
oxidagao, o 5,6-epdxi-p-caroteno, foi encontrado em maiores porcentagens em todos os

tempos de aquecimento, ao invés dos isébmeros cis de B-caroteno.
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Figura 21. Degradagéo de all-frans-B-caroteno e formagao de isébmeros cis e produtos de
oxidacao a 120 °C com fluxo de oxigénio.

De acordo com o esperado, todas as condi¢gées estudadas nos sistemas-modelo
aquecidos a 150 °C apresentaram maior formacao de isbmeros e produtos de oxidacao
quando comparado aos sistemas a 120 °C.

No sistema-modelo a 150 °C, a presencga de ar (Figura 22), reduziu de 98,5 % para
73,3 % o all-trans-p-caroteno apos 9 min de aquecimento, com o aparecimento de 26,3 %
de compostos de oxidacdo e isomerizagdao. Do total de carotendides, a quantidade de
isdbmeros mono-cis de B-caroteno foi de 19 % e di-cis de pB-caroteno de 1,9 %. O 13-cis--
caroteno foi o majoritario com 9,6 %, seguido pelos isémeros 9-cis-B-caroteno com 7,9 %,
15-cis-B-caroteno com 1,5 %, 9,13’-di-cis-B-caroteno com 1,3 %, 9,13-di-cis-p-caroteno
com 0,4 % e 9,15-di-cis-B-caroteno com 0,2 %. Os produtos de oxidagao contribuiram
com 5,4 %, sendo, 2,6 % de 5,6-epoOxi-B-caroteno, 2,3 % de apocarotendides e 0,5 % da
mistura cis-epdxi com diepoxi-p-caroteno. O teor de all-trans-p-caroteno diminuiu de 658,8
para 91,2 ug/100 mL, enquanto que o conteludo dos produtos de isomerizagcdo e de

oxidagdo aumentou de 9,95 para 32,6 ng/100 mL.
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Figura 22. Degradagéo de all-frans-B-caroteno e formagao de isbmeros cis e produtos de

oxidacao a 150 °C na presenca de ar.

Ja na presenca de com fluxo de oxigénio a 150 °C (Figura 23) aumentou a
degradacéo do all-trans-B-caroteno que passou de 98,7 % para 53,8 % apds 4 min de
aquecimento. As porcentagens dos compostos de isomerizagdo e de oxidagdo, neste
mesmo tempo de aquecimento, foram: 13,7 % de 13-cis-B-caroteno, 11,3 % de 9-cis-j-
caroteno, 6,3 % de B-apo-12’-carotenal, 6,2 % de 5,6-epdxi-p-caroteno, 2,7 % de 15-cis-p-
caroteno, 2,4 % de B-apo-10’-carotenal, 1,9 % 9,13’-di-cis-B-caroteno, 0,7 % de cis-epdxi
com diepo6xi-pB-caroteno, 0,5 % de 9,13-di-cis-B-caroteno e 0,3 % de 9-cis-5,8-epdxi-p-
caroteno. Ao contrario do sistema-modelo aquecido a 120 °C com fluxo de oxigénio, este
sistema nao apresentou o 5,6-epdxi-p-caroteno como majoritario. Ao final deste tempo de
aquecimento, o teor de all-trans-B-caroteno diminuiu de 566,3 para 26,0 pug/100 mL,
enquanto que a soma de epobxidos, apocarotendides e isbmeros cis aumentou de 7,6 para
22,3 ng/100 mL.
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Figura 23. Degradagéo de all-frans-B-caroteno e de formacao de isbmeros cis e produtos
de oxidagao a 150 °C com fluxo de oxigénio.

Ao aplicar fluxo de nitrogénio no sistema-modelo a 150 °C (Figura 24), a reacao foi
mais lenta e formou maiores quantidades de isémeros cis. O tempo inicial apresentou
97,8 % de all-trans-B-caroteno e apés 180 min de aquecimento, o all-trans-p-caroteno
diminuiu para 46,2 %. Nesse mesmo tempo de aquecimento, as porcentagens de
isdbmeros formados foram: 9-cis-B-caroteno (23,7 %), 13-cis-p-caroteno (18,6 %), 9,13’-di-
cis-p-caroteno (3,5 %) 15-cis-B-caroteno (2,9 %), 9,15-di-cis-p-caroteno (1,2 %), 9,13-di-
cis-B-caroteno (1,0 %) e 13,15-di-cis-B-caroteno (0,3 %). Esta foi a Unica condigdo em que
0 9-cis-B-caroteno foi o isbmero majoritario, diferentemente dos demais sistemas cujo
isdbmero majoritario foi o 13-cis-B-caroteno. Muitos autores citaram que, a partir do
aquecimento de B-caroteno, o composto 13-cis-pB-caroteno é preferencialmente formado
em relacédo ao 9-cis-B-caroteno (Chandler & Schwartz, 1988; Chen, Chen & Chien, 1994;
Chen & Huang, 1998; Henry, Catignani & Schwartz, 1998, Aman, Schieber & Carle, 2005;
Mercadante, 2008). Além disso, isébmeros di-cis sdo formados a partir dos mono-cis e
estes a partir de all-trans (Brunner, 1997), por isso que a quantidade de isébmeros di-cis foi
inferior & quantidade de mono-cis em todos os sistemas estudados.

O sistema com fluxo de nitrogénio a 150 °C foi 0 que apresentou a maior formacao
de compostos nao volateis, de forma que aproximadamente 62 % do total de all-trans foi
convertida em produtos de degradacgao, especialmente isdbmeros. Ao final de 180 min de
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aquecimento, o teor de all-trans-p-caroteno diminuiu de 556,5 para 162,9 pg/100 mL,

enquanto que a soma dos isémeros cis aumentou de 9,94 para 180,8 ug/100 mL.
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Figura 24. Degradagéao de all-trans-B-caroteno e formacao de isémeros cis e produtos de

oxidacao a 150 °C com fluxo de nitrogénio.

Apesar de ndo ter sido realizada a analise de compostos de oxidagao secundarios,
em todos os sistemas de aquecimento, sugere-se que ocorreu a formagédo de compostos
volateis, pois as quantidades perdidas da forma all-trans-B-caroteno nao foram
compensadas pela formacdo dos isémeros cis, di-cis e dos produtos de oxidacao
primarios. Nos sistemas aquecidos a 120 °C em presenca de ar, sem e com galato de
propila, € a 150 °C na presenca de ar, 1,7 %, 0,9 % e 2,7 %, respectivamente, da perda
total de all-trans foi convertida em produtos de degradacao nao volateis. Nas condicoes
com fluxo de oxigénio, a 120 e 150 °C a perda total de all-trans foi convertida em
aproximadamente 0,7 % e 3,9 % de produtos de degradagcdo nao volateis,
respectivamente. Enquanto a 150 °C com fluxo de nitrogénio, 34,1 % foram convertidos
em produtos de degradacgdo, principalmente isdmeros cis. Considerando apenas a
formagdo dos produtos de degradagdo detectados por HPLC-DAD-MS/MS, ou seja,
somente o0s produtos ndo volateis, as principais reacées observadas no aquecimento a
120 e 150 °C do B-caroteno foram de natureza reversivel (isomerizagéo) e irreversivel

(epoxidacgao e a clivagem oxidativa), sendo a primeira delas a predominante (Figura 25).
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Figura 25. Mecanismo proposto para a formacéo de produtos da degradacao de p-caroteno sélido aquecido a 120 e 150 °C com
presenca de ar, ar com galato de propila, fluxo de oxigénio e fluxo de nitrogénio.
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5.2.4 Efeito da degradacao térmica de all-trans-p-caroteno na cor da solugao

No sistema CIELAB, o valor maximo de L* (luminosidade) € 100 e representa uma
perfeita reflexdo difusa, enquanto que o valor minimo é zero e constitui o preto. Os eixos
a*e b*nao possuem limites numéricos especificos. A coordenada a* varia do vermelho
(+a*) ao verde (-a*), e a coordenada b*do amarelo (+b*) ao azul (-b*).

Os valores médios obtidos das coordenadas L*, a*e b* e os indices colorimétricos
apdés aquecimento a 120 °C do p-caroteno na presenca de ar, fluxo de oxigénio e
presenca de ar com galato de propila estdo expostos na Tabela 5. Considerando o
sistema espacial CIELAB (Figura 5), os valores a* e b* de todos os tempos de
aquecimento se localizaram no 2° quadrante. Analisando isoladamente cada parametro, a
coordenada b* apresentou as maiores mudancas, enquanto a coordenada a* apresentou
deslocamento em direcdo aos valores positivos e em menores propor¢cées quando
comparada com a coordenada b*. Por exemplo, no sistema-modelo com fluxo de
oxigénio, apds 30 min de aquecimento, foi observado auséncia da cor amarela, pois o b*
foi 2,1. Ja os valores da coordenada L*, ndo apresentaram grandes alteracdes. Meléndez-
Martinez, Vicario & Heredia (2003) e Lee & Coates, (1999) analisando suco de frutas
verificaram mudancgas semelhantes as observadas na Tabela 5.

A respeito do parametro croma (C%y), este demonstrou diminuicdo de 3 e 1,2
vezes em 40 min no aquecimento com ar, nos sistemas sem e com antioxidante. Nos
tempos finais de aquecimento, as diminuiges foram de 3, 3,4 e 32 vezes nas condigbes
com ar sem antioxidante, ar com antioxidante e com fluxo com oxigénio. Isto demonstrou
que em todos os sistemas as amostras tornaram-se pélidas devido a degradacao do -
caroteno. Além disto, como observado com a coordenada b* o sistema com fluxo de
oxigénio apresentou as maiores perdas da intensidade de cor.

Pela teoria da magnitude de cor de Francis & Clydesdale (1975), a qual estabelece
que valores da AE*iguais ou superiores a duas unidades demonstra que dois tratamentos
apresentam diferenca perceptivel visualmente, uma diferenca perceptivel no sistema a
120 °C em presenga de ar sem e com antioxidante ocorreu com 15 min de aquecimento
(AE* 7,3 e 2,6, respectivamente), enquanto que com fluxo de oxigénio ocorreu em 3 min
(AE* 5,2) (Tabela 5). Além disso, a diferenca global de cor apresentou comportamento
linear com o aumento do tempo de aquecimento evidenciando a perda do cromoéforo
(Apéndice 2 — Figura 45). Os valores da coordenada b* e de C*; apresentaram

comportamento em funcdo do tempo similares (Apéndice 2 — Figura 43), bem como o
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comportamento de degradacao de carotendides totais. Além disto, a analise de regressao
evidenciou coeficientes superiores a 0,90 entre os parametros de cor versus teor de all-
trans-B-caroteno e carotendides totais, medidos em HPLC-DAD, e teor de carotendides
totais, medido em espectrofotdbmetro (Apéndice 2 — Tabela 21). Coeficientes de regressao
(R?) inferiores a 0,90 somente foram detectados entre a AE* versus h,, No experimento a
120 °C com fluxo de oxigénio, e com o parametro a* versus all-trans-B-caroteno e
carotendides totais, ambos medidos em HPLC-DAD, no aquecimento com presenga de ar
com galato de propila.

Tabela 5. Parametros de cor durante aquecimento a 120 °C do -caroteno na presenga de

ar, fluxo de oxigénio e presenca de ar com galato de propila.

Tempo (min) L* a* b* C»p hab AE*
120 °C em presenca de ar
0 96,2 -9,7 65,0 658 98,5 0,0
15 96,5 -9,3 57,8 585 99,1 7,3
20 96,6 -9,2 572 58,0 99,2 7,8
25 97,0 -8,8 50,8 51,5 99,8 14,3
30 97,1 -8,3 46,1 46,8 1002 19,0
35 98,0 -6,4 306 31,3 101,8 34,6
40 98,6 -4,8 21,0 215 1029 444
120 °C com fluxo de oxigénio
0 95,2 -9,9 69,9 70,6 98,1 0,0
1 95,0 -9,9 726 732 978 1,7

3 95,4 -9,5 63,5 64,2 98,5 52
5 95,6 -9,3 59,8 60,5 98,9 8,7
6 96,2 -8,5 48,7 49,4 999 10,4
7 96,3 -8,3 471 478 100,1 121
8 97,2 -6,4 31,3 32,0 1016 13,9

10 97,6 -5,2 241 246 102,1 17,3
12 98,3 -2,9 12,1 12,4 1034 20,8
15 98,5 -2,1 8,8 9,1 103,6 26,0
17 98,8 -1,5 6,1 6,3 104,4 29,4
20 98,7 -1,7 6,3 6,5 104,7 34,6
25 98,9 -0,8 2,3 3,1 105,0 43,3
27 98,9 -1,1 4,1 4,3 105,6 46,8
30 99,0 -0,7 2,1 2,2 107,9 52,0
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Continuagdo da Tabela 4

Tempo (min) L* ar b* Cab Nap AE*
120 °C em presenca de ar e galato de propila

0 91,0 -9,6 70,2 70,8 97,8 0,0
5 91,1 -9,6 69,4 70,1 97,9 0,8
10 91,2 -9,6 68,5 69,2 98,0 1,7
15 91,4 -9,6 676 682 98,1 2,6
20 91,5 -9,5 65,0 657 983 5,2
22 91,5 -9,5 66,6 67,2 98,2 3,6
25 91,7 -9,4 625 632 985 7,6
27 91,7 -9,5 64,7 654 984 5,5
30 91,9 -9,4 61,1 61,8 98,7 8,4
35 91,9 -9,3 61,5 62,2 98,7 7.1
40 92,2 -9,1 56,9 57,7 991 10,7
50 92,3 -9,1 56,6 57,3 99,2 8,5
60 92,5 -8,7 50,7 51,4 99,8 15,9
65 92,9 -8,0 43,7 444 100,3 19,0
70 93,2 -7,6 40,2 40,9 100,8 24,6
75 93,4 -7,4 38,1 38,9 101,0 23,1
85 93,3 7,7 41,0 41,7 100,7 20,6
90 93,6 -7,0 354 36,1 1012 21,6
95 93,7 -6,7 329 336 101,5 239
100 941 -5,6 259 26,5 1022 251
105 94,5 -4,6 20,1 20,7 1029 23,8

Os parametros de cor obtidos nos sistemas-modelo a 150 °C estdo expostos na
Tabela 6. Nesta temperatura, o sistema com fluxo de oxigénio apresentou as mudangas
mais acentuadas, enquanto que no sistema com fluxo de nitrogénio os parametros foram
pouco alterados o que também esta de acordo com o observado na analise quantificacao
de carotendides totais.

Uma sensivel elevacdo dos valores de L* e hy, com o aumento do tempo de
aquecimento foi observada em todos os sistemas a 150 °C. Essa modificagcao da cor para
um aspecto mais claro em comparagcdo com a condi¢ao inicial (tempo zero) ocorreu
devido a maior degradacdo do B-caroteno. A coordenada b* e o C*,, apresentaram o
mesmo comportamento, pois no calculo do croma maiores diferengas durante a

degradagéao do B-caroteno foi observada com o parametro b* do que com o parametro a*.

63



RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos tempos finais de aquecimento, as diminuicées de C*,, foram de 4,3, 2,8 e 1,4
vezes quando comparado com o inicial, nas condigdes com ar, com fluxo de oxigénio e
nitrogénio, respectivamente. Isto demonstrou que em todos os sistemas as amostras
foram mudando sua coloragdo para um aspecto mais palido devido a degradagéo do B-
caroteno.

Em relacdo a mudanca de cor perceptivel a olho nu, relacionada aos valores
superiores ou iguais a 2 de AE™, foi observado um AE*,, de 2,7 em presenca de ar apés 1
min de aquecimento, um AE*,;, de 3,5 em fluxo de oxigénio ap6s 0,5 min, e uma grande
variacao foi verificada apds 5 min no sistema com fluxo de nitrogénio (Tabela 6). Essa
variacao, possivelmente, foi oriunda da formacédo dos produtos de degradacdo, em sua
maioria cis-isbmeros, 0s quais, pelas curvas de degradacao de carotendides totais, all-
trans-p-caroteno e formacao de isbmeros, foram mais intensos nos primeiros minutos do
tratamento.

Em todos os experimentos a 150 °C a diferenca global da cor apresentou alteragéao
semelhante a do C*,, e do parametro b* ao longo do tempo de tratamento, o que mostrou
mais uma vez que o aquecimento levou a perda do croméforo (Apéndice 2 — Figuras 44 e
46). Como era esperada, a andlise de regressdao entre carotenoides totais e os
parametros de cor b*e C*,, apresentaram R?> 0,96. Entretanto os demais parametros de
cor quando relacionados com carotendides totais (em HPLC e por espectrofotdémetro)
apresentaram menores valores de coeficiente de determinacdo do que nos sistemas a
120°C.

Tabela 6. Pardmetros de cor durante o aquecimento a 150 °C de [3-caroteno na presenga
de ar, sob fluxo de oxigénio e fluxo de nitrogénio.

Tempo (min) L* a* b* C’ab hap AE*
150 °C em presenga de ar
0 941 -10,1 79,6 80,3 97,2 0,0
1 93,1 -10,0 77,1 77,8 97,4 2,7
3 93,6 -10,5 70,0 70,7 98,6 9,7
5 95,5 -10,4 53,4 54,4 101,0 26,3
6 96,2 -9,6 45,8 46,8 101,9 33,9
7 96,5 -8,5 36,3 37,2 103,2 43,5
8 96,0 -7,6 32,7 33,6 103,1 47,0
9 97,0 -6,1 24,8 25,6 103,7 55,0
10 97,3 -4,5 18,3 18,8 103,9 61,7
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Continuagao da Tabela 6

Tempo (min) L* ar b* C*ab Nap AE*
150 °C com fluxo de oxigénio

0 93,6 -9,9 72,6 73,3 97,8 0,0

0,5 93,9 -10,2 69,2 69,9 98,4 3,5

1 94,0 -10,2 67,4 68,2 98,6 5,3

1,5 94,3 -10,2 64,1 64,8 99,0 8,6

2 94,5 -10,0 60,0 60,8 99,5 12,7

2,5 94,7 -10,2 57,1 58,0 100,1 15,5

3 95,6 -9,1 41,6 42,6 102,3 31,1

4 96,5 -6,3 25,3 26,1 104,0 47,5

150 °C com fluxo de nitrogénio

0 95,6 -10,0 721 72,8 97,9 0,0

5 96,5 -11,0 60,5 61,5 100,3 11,6

10 96,7 -11,2 58,4 59,5 100,8 13,7

15 96,5 -11,7 61,2 62,3 100,8 11,1

20 96,6 -11,5 61,1 62,1 100,6 11,2

25 96,7 -11,8 60,7 61,9 101,0 11,5

30 96,5 -11,4 60,7 61,8 100,6 11,5

60 96,8 -11,7 57,3 58,4 101,5 15,0

120 96,8 -11,6 56,3 57,5 101,6 4,3

180 93,4 -10,7 49,5 50,6 102,2 7,7

Em sintese, os carotendides totais (medido em espectrofotébmetro) apresentaram
elevados coeficientes de determinacdo com a coordenada b* (componente que
representa a cor amarela) e com C*,;, (que mostra a saturagéo da cor), com valores de R?
superiores a 0,96 em todas as condi¢des de aquecimento a 120 e 150 °C. Desta forma, a
coordenada b* e C*;, foram os parametros que melhor indicaram as mudangas de cor
durante o aquecimento de B-caroteno e podem ser utilizados para estimar a concentracdo
de carotendides totais presente nestes sistemas-modelo.

Zepka et al. (2009) também mostraram que os parametros de cor, como AE*
foram bons indicadores da degradacao térmica de all-trans-p-criptoxantina e all-trans-p-
caroteno em suco de caju. Neste trabalho, curvas de decaimento dos principais
carotendides e mudancas de cor mostraram comportamento bifdsico por meio de uma
equacao bi-exponencial no sistema simulador de suco de caju aquecido a 60 e 90 °C.
Melendéz-Martinez, Vicario & Heredia (2003) observaram correlagdes significativas (com

95 % de significancia) entre b*, C*y, hay, € 0 conteudo de B-criptoxantina, luteina mais
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zeaxantina e B-caroteno em suco de laranja. Além disso, apresentaram equagdes (por
meio de modelos de equagbes mudltiplas) que permitiram a determinacdo de niveis
individuais dos carotendides por meio dos parametros de cor da escala CIELAB, com
valores de R? superiores a 0,90.

5.2.5 Influéncia do aquecimento na capacidade antioxidante

A capacidade de desativagdo do radical ABTS™ avaliada nas condi¢cdes de
aquecimento a 120 °C na presencga de ar e fluxo de oxigénio esta apresentada na Figura
26. Como a adicao de antioxidantes sintéticos, como galato de propila, apresenta
influéncia nos resultados de TEAC devido a sua estrutura quimica (composto fendlico), a

capacidade de desativacao do radical ABTS** nao foi analisada neste sistema-modelo.
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Figura 26. Capacidade antioxidante equivalente de trolox (TEAC) do sistema de -
caroteno aquecido a 120 °C na presenca de ar (a) e com fluxo de oxigénio (b).
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A capacidade de desativagao do radical ABTS®" pela mistura de B-caroteno e pelos
produtos de degradacdo nos sistemas aquecidos a 120 °C, expressa em TEAC,
permaneceu em torno de 2 e nao apresentou diferenca significativa (p > 0,05) entre os
diferentes tempos de aquecimento. Na condigéo a 120 °C em presencga de ar, os valores
de TEAC variaram de 1,8 a 2,5, com a média de 2,2 + 0,3. Na condicao com fluxo de
oxigénio, os valores permaneceram entre 1,7 a 2,6 com a média de 2,0 = 0,4.

No aquecimento a 150 °C em presenca de ar, fluxo de oxigénio e de nitrogénio
(Figura 27), apesar de estes sistemas terem apresentado maiores concentragdes de
epdxidos e isbmeros que os sistemas a 120 °C, os valores de TEAC também
permaneceram em torno de 2, sem diferenga significativa (p > 0,05) entre os diferentes
tempos de aquecimento. No aquecimento a 150 °C em presenca de ar, os valores
oscilaram de 1,7 a 2,5, com a média de 2,1 £ 0,3. No sistema com fluxo de oxigénio a 150
°C, os valores permaneceram entre 1,9 a 2,5, com a média de 2,1 + 0,3, e no sistema
aquecido com fluxo de nitrogénio os valores oscilaram de 2,0 a 2,7, apresentando o valor
médio de 2,3 £ 0,3. O que indica que os compostos primarios de degradacao foram tao
ativos quanto o all-trans-B-caroteno na capacidade de desativacédo deste radical.

Valores de TEAC de 1,9, 2,6, 1,4 e 1,8 foram encontrados para o p-caroteno nos
trabalho de Miller et al. (1996), Re et al. (1999), Bohm et al. (2002) e Barreto (2008),
respectivamente. Vale salientar que no trabalho de Miller et al. (1996) o diéxido de
manganés foi utilizado na geracdo do ABTS®, enquanto que nos outros trabalhos foi

utilizado o permanganato de potassio, assim como no presente estudo.
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Figura 27. Capacidade antioxidante equivalente de trolox (TEAC) do sistema de B-
caroteno aquecido a 150 °C na presencga de ar (a), com fluxo oxigénio (b) e de nitrogénio

(c).
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Em resumo, o valor médio de todos os sistemas no tempo zero, com pureza do all-
trans-pB-caroteno superior a 98 %, foi de 1,9 £ 0,2. Nos tempos finais a % de all-trans-3-
caroteno variou de 95,5 a 46,7, enquanto os valores de TEAC foram similares nos
sistemas-modelo a 120 e 150 °C. Desta forma, os resultados indicam que os compostos
de degradagdo formados durante o aquecimento continuam ativos na capacidade de
desativacdo do radical ABTS"". Este comportamento também foi observado por Bohm et
al. (2002), pois os isémeros 9-cis, 13-cis, 15-cis e all-trans-B-caroteno apresentaram
valores de TEAC entre 1,2 e 1,4, sem diferenca significativa (p > 0,05). Além disso, Pérez-
Conesa et al. (2009) mencionaram que o valor de TEAC obtido em amostras de puré de
tomate contendo isbmeros de licopeno e de [-caroteno nao foram influenciados
significativamente a 98, 108 e 128 °C quando comparado com as amostras nao
aquecidas.

Como nao existe um procedimento metodol6gico universal capaz de avaliar a
capacidade antioxidante exata de uma amostra, ha a necessidade de medir a capacidade
antioxidante por diferentes métodos, com mecanismos diferentes de agéo. Desta forma, a
metodologia de prote¢cdo contra o oxigénio singlete também foi avaliada, pelo fato dos
carotendides serem eficientes desativadores desta espécie reativa.

As Figuras 28 e 29 apresentam os resultados da mistura de 3-caroteno e produtos
de degradacdo frente ao 'O,, calculada através do efeito protetor das amostras sobre o
actindbmetro dimetil-antraceno, utilizando azul de metileno como sensibilizador. Vale
salientar novamente que para verificar a influéncia dos compostos de degradacédo na
capacidade de desativacdo do 'O,, o teor de carotendides totais para todas as amostras
com diferentes tempos de aquecimento e condicbes experimentais foi também
padronizado conforme descrito no material e métodos.

Os valores de porcentagem de protecao contra o oxigénio singlete no tempo inicial
e nos demais tempos a 120 °C nao apresentaram diferenga significativa (p > 0,05). Na
presencga de ar, com e sem galato de propila, os valores permaneceram entre 15,8 a 22,5
% e 12,1 a 16,0 %, respectivamente, e, além disso, no sistema com fluxo de oxigénio os

valores variaram de 12,4 a 14,9 %, com a média de 13,8 + 1,4 % (Figura 28).
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Na literatura existem poucas evidéncias sobre as interagdes de carotendides com
outros antioxidantes. O trabalho de Kiokias & Oreopoulou (2006) estudou a atividade
antioxidante do B-caroteno (1 g/L) com a adicao de acido ascérbico (0,1 g/L) em emulséo
alimenticia com oxidacao iniciada com o gerador de radicais AAPH (2,2-azobis-
dicloridrato amidinopropano). A presenca do acido ascorbico exerceu uma leve tendéncia
(ndo significativa) de aumento da atividade antioxidante quando comparado ao
carotendide sem a presenga do acido ascérbico. Kim et al. (2009) estudaram os efeitos de
antioxidantes BHA, BHT e TBHQ na foto-oxidacdo de acido linoleico utilizando azul de
metileno como sensibilizador. Nesse trabalho, os resultados mostraram que o quenching
do oxigénio singlete pelos antioxidantes sintéticos foi baseado no mecanismo de
transferéncia de carga. Além disso, o TBHQ apresentou valores de atividade semelhante
ao antioxidante a-tocoferol, seguido dos valores de protecao mais eficientes observados
com BHA e BHT, respectivamente. Entretanto, o galato de propila ndo foi estudado neste
trabalho.

Em relagé@o aos sistemas-modelo a 150 °C, os resultados da mistura de 3-caroteno
e produtos de degradacao, com valores de porcentagem de protecao contra o oxigénio
singlete também nao apresentaram diferenga significativa (p > 0,05) entre os diferentes
tempos de aquecimento. Na presenca de ar os valores permaneceram entre 11,3 a 18,4
%, com a média de 15,2 + 3,1 %, com fluxo de oxigénio os valores oscilaram de 16,1 a
21,6 %, com a média de 17,9 £ 2,1 %, e com fluxo de nitrogénio oscilaram de 13,9 a 17,4
%, apresentando o valor médio de 16,2 + 1,29 % (Figura 29).
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Conn, Schalch & Truscott (1991) e Stahl & Sies (1993) obtiveram valores de
desativacdao do oxigénio singlete similares para os isdmeros cis de (-caroteno quando
comparados a forma all-trans. Ao utilizar benzeno como solvente, o valor da constante de
desativacdo do 'O, para o 9-cis-B-caroteno foi de 11 x 10° M's™ e para o 15-cis-B-
caroteno foi de 9 x 10° M's™. Ao utilizar tolueno, 9-cis-B-caroteno apresentou valor de
desativacéo do 'O, de 11 x 10° M's™", e para 15-cis-B-caroteno o valor foi de 12 x 10° M’
's™, enquanto o all-trans-B-caroteno apresentou valores de desativagdo do 'O, de 13 x 10°
M's™ em benzeno e 14 x 10°M"'s™ em tolueno. O que mostrou que tanto a analise com
isébmeros, como o uso de solventes diferentes para solubilizar o carotendide foi obtido
constantes similares.

O sistema-modelo com fluxo de nitrogénio, condicdo que apresentou maior
estabilidade do all-trans-B-caroteno, bem como maior conversdo em produtos de
degradacgao primarios, nao demostrou impacto diferente na porcentagem de protegcao de
'0,.

Assim, a capacidade antioxidante, medida tanto pela desativacdo do radical
ABTS*" como desativacdo do 'O, das misturas de B-caroteno com os produtos de
degradagdo térmica apresentaram valores sem diferengca significativa quando
comparados ao padrao de all-trans-pB-caroteno, independente do tempo de tratamento

térmico.

5.3 Degradacao quimica do p-caroteno com KMnO,e MCPBA

5.3.1 Identificacao dos principais compostos formados na reacao de all-trans-§-
caroteno com KMnO, e MCPBA

A Figura 30 apresenta os cromatogramas obtidos em diferentes estagios da
reacao quimica de clivagem oxidativa catalisada por KMnQ,, e a identificagcdo dos picos,
informacbes espectrais e cromatograficas estdo mostradas na Tabelas 7. Os
cromatogramas obtidos em diferentes estagios da reacdo quimica de epoxidacéo
catalisada por MCPBA estédo apresentados na Figura 31, e a identificagdo dos picos, e as
informagdes espectrais e cromatograficas s&o mostradas na Tabela 8.
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Figura 30. Perfil cromatografico, processados a 450 nm, obtido por HPLC-DAD, apés 0,
10, 20, 30 e 60 minutos da reacdo de p-caroteno com KMnO,. As condigbes

cromatograficas estdo descritas no item 4.7. A identidade dos picos encontra-se na
Tabela 7.
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Tabela 7. Caracteristicas cromatogréaficas e espectroscépicas dos compostos detectados durante a reagdo quimica do B-caroteno

com KMnO;,.
Pico Carotendide tr(min)® Amax (NM)° % I/ % Ag/An [M + H]" (m/z) Fragmentagéo de ions MS/MS (m/z)
1 B-apo-15-carotenal 4,7 372 0 0 285 267[M+H-18]*
2  B-apo-14’-carotenal 5,2 411 0 0 311 293[M+H-18]*
3  B-apo-12’-carotenal 7,2 425 0 0 351 333[M+H-18]*
ni'  n3o identificado 1 8,6 466, 488 0 0 449 431[M+H-18]", 413 [M+H-18]", 221
4  B-apo-10’-carotenal 9,1 441 0 0 377 359[M+H-18]*
ni  nao identificado 2 11,1 479, 500 0 0 601 583[M+H-18]", 565 [M+H-18]", 547[M+H-18]",
445[M+H-156]", 261 [M+H-340]", 221
5  cis-B-apo-8'-carotenal® 11,5 337, 453 0 37 417 399[M+H-18]*
6 B-apo-8-carotenal 16,2 462 0 417 399[M+H-18]*
7  semi-B-carotenona 19,1 471 0 569 551[M+H-18]*
8  5,6-epo6xi-B-caroteno 21,7 425, 449, 473 54 0 553 535[M+H-18]"
9  mistura 5,8-epoxi-B-caroteno + 23,5 410, 427, 452 54 5 569/ 551[M+H-18]", 495, 205
diepdxi-p-caroteno 553 535[M+H-18]*, 495, 205
10  15-cis-B-caroteno 24,3 337, 420, 448, 470 0 55 537 444[M-92] ", 399[M-137]"
11 13-cis-B-caroteno 25,4 338, 420, 444, 469 11 44 537 444[M-92]*
12 9,15-di-cis-p-caroteno ou 27,8 338, 420, 440, 465 10 16 537 444[M-92]*
9,13'-di-cis-B-caroteno
13 9-cis-5,8-epoxi-B-caroteno® 28,5 410, 431, 455 66 553 535[M+H-18]", 496[M+H-58]"
14  all-trans-B-caroteno 31,7 425, 452, 477 27 537 444[M-92]", 399[M-137]"
15  9-cis-B-caroteno 33,6 340, 420, 445, 473 25 537 444[M-92]", 399[M-137]"

@ Tempo de retencao em coluna Cgp utilizando gradiente linear de MeOH/MTBE.

® Gradiente linear de MeOH/MTBE.
¢ Tentativa de identificagéo.
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Figura 31. Perfil cromatografico, processados a 450 nm, obtido por HPLC-DAD, apés 0,
10, 20, 30 e 60 minutos da reacdo de P-caroteno com MCPBA. As condicoes

cromatograficas estdo descritas no item 4.7. A identidade dos picos encontra-se na
Tabela. 8.
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Tabela 8. Caracteristicas cromatogréaficas e espectroscépicas dos compostos detectados durante a reagdo quimica do B-caroteno

com MCPBA.
Pico Carotendide tr(min)? Amax (NM)° % 11/ % As/Ai [M+H]" (m/z) Fragmentagéo de ions MS/MS (m/z)

1 5,6:5,6"-diepoxi-B-caroteno 13,5 320, 395, 416, 438, 468 95 4 569 5519M+H-18]", 533 [M+H-18-18]",
477[M+H-92]*, 205

2  5,6:5,8-diepdxi-B-caroteno 14,7 312, 421, 468 78 6 569 551[M+H-18]", 533[M+H-18]",
477[M+H-92]", 205

3  mistura cis-epdxi + 16,9 330, 429 nc 45 569, 551[M+H-18]", 205

diepéxi-B-caroteno 553 535[M+H-18]*, 205

4 5,6-epoxi-B-caroteno 21,7 425, 445, 472 73 553 535[M+H-18]*, 495, 205

5  5,8-epdxi-B-caroteno 23,2 313, 405, 427, 452 64 553 535[M+H-18]", 495, 205

6 13-cis-B-caroteno 25,4 338, 420, 444, 470 11 42 537 444[M-92]*, 399[M-137]*

7 9-cis-5,8-epoxi-B-caroteno’ 28,5 410, 430, 455 60 553 535[M+H-18]", 495[M+H-58]", 205

8  all-trans-B-caroteno 31,7 425, 452, 477 27 537 444[M-92]*, 399[M-137] *

9  9-cis-B-caroteno 33,6 340, 420, 445, 473 25 537 444[M-92]*, 399[M-137]"

#Tempo de retencao em coluna Cgo utilizando gradiente linear de MeOH/MTBE.

® Gradiente linear de MeOH/MTBE
¢ Tentativa de identificagéo

¢ Fragmentag&o na fonte

nc: nao calculado
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Na clivagem oxidativa catalisada por KMnO, foram identificados 15 carotendides.
O B-apo-15-carotenal (pico 1, Tabela 7) foi o primeiro carotendide a eluir na coluna Cs
pois foi o composto de degradagdo com menor massa molecular. A identificagéo foi
confirmada pela molécula protonada ([M+H]") a m/z 285, com perda de 18 u
(caracteristico da eliminagdo de uma molécula de agua) devido a presenca do grupo
aldeido.

O segundo carotendide a eluir foi o -apo-14’-carotenal (pico 2, Tabela 7) com Amax
em 411 nm, molécula protonada ([M+H]") a m/z 311 e fragmento caracterizado pela
eliminagdo de uma molécula de agua (m/z 393, [M+H-18]").

O pico 5, tentativamente identificado como o isémero cis-B-apo-8-carotenal,
apresentou pico cis em 337 nm com intensidade de 37 %, deslocamento hipsocrémico de
9 nm em relagédo ao correspondente isdbmero all-trans, molécula protonada ([M+H]*) a m/z
417 e fragmento caracterizado pela eliminagdo de uma molécula de agua (m/z 399 [M+H-
18]"), igual ao composto B-apo-8'-carotenal. Além disso, como o cis-B-apo-8’-carotenal
eluiu antes de sua forma all-frans, indica que pode ser um isdmero 13-cis ou 15-cis--apo-
8’-carotenal.

O pico 7 da Tabela 7 foi identificado como um secocarotendide, a semi-p3-
carotenona, pois apresentou espectro UV-visivel com Ao em 471 nm, auséncia de pico
cis e estrutura fina, [M+H]" em m/z 569 correspondente a sua formula estrutural C4oHs605,
com fragmento MS/MS a m/z 551 [M+H-18]" relacionado com a perda de uma molécula
de agua. Rodriguez & Rodriguez-Amaya (2007) também identificaram este composto
durante a clivagem oxidativa com (3-caroteno.

O pico 9 da tabela 6 foi tentativamente identificado como uma mistura, pois
apresentou moléculas protonadas [M+H]" a m/z 553, caracteristica de um mono epdxi-p-
caroteno, e a m/z 569, correspondente a um diepdxi-p-caroteno, com fragmentos MS/MS
a m/z 535 [M+H-18]", 551 [M+H-18]", 495 e 205. O fragmento a m/z 205 confirma a
presenca de pelo menos um grupo terminal 5,6- ou 5,8-epdxi--caroteno. O deslocamento
hipsocromico foi de 25 nm (A de 410, 427, 452 nm) quando comparado a forma all-
trans-p-caroteno e tempo de retencao de 25,3 minutos, sendo que essas caracteristicas
sugerem que seja uma mistura de 9-cis-diepoxi com 5,8-epdxi-p-caroteno.

O pico 12 foi tentativamente identificado como 9,15-di-cis-B-caroteno ou 9,13’-di-
cis-B-caroteno, pois apresentou deslocamento hipsocrémico de 12 nm em comparacao
com a forma all-trans, menor intensidade do pico cis que os isémeros 13- e 15-cis-B-
caroteno (% Ag/A, de 16) e ordem de eluicdo compativel com o trabalho de Brunner
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(1997).

Nao foi possivel identificar os picos ni 1 e ni 2 com as informagdes disponiveis no
momento. Os demais compostos identificados: B-apo-12’-carotenal, B-apo-10’-carotenal,
B-apo-8’-carotenal, 5,6-epdxi-B-caroteno, 15-cis-B-caroteno, 13-cis-B-caroteno, 9-cis-5,8-
epoéxi-B-caroteno e 9-cis-B-caroteno nao foram discutidos novamente porque suas
informagdes espectrais e cromatograficas ja haviam sido mencionadas na degradacao
térmica de B-caroteno, item 5.2.1.

Na reagdo de epoxidagcdo catalisada por MCPBA foram identificados nove
carotendides. Entre esses carotenoides, os compostos que ainda nao foram discutidos
acima s&o apresentados a seguir.

O pico 1 da tabela 8 foi caracterizado como 5,6:5’,6’-diepdxi-B-caroteno pois
apresentou espectro de massas com molécula protonada a m/z 569 com perda de agua
correspondente a eliminacdo dos grupos epdxidos de ambos os lados da molécula (m/z
551 [M+H-18]" e 533 [M+H-18-18]", e o fragmento a m/z 205 confirmou a presenca de um
anel B com grupo epoxido. A entrada do grupo epdxido ocasionou a diminuicdo no
sistema de ligagdes duplas conjugadas e, por conseqliéncia, deslocamento hipsocrémico,
em relagdo ao all-trans, em torno de 6 nm para cada grupo 5,6-epdxido. Como nos dois
lados da molécula houve ataque eletrofilico pelo acdo do MCPBA, observou-se um
deslocamento de 14 nm.

O espectro de massas do 5,6:5’,8’-diepdxi-B-caroteno (pico 2, tabela 7) apresentou
as mesmas caracteristicas do espectro do pico 1. Entretanto, apresentou menor estrutura
fina (% /Il de 78) e diminuicdo de 31 nm no An.x quando comparado a forma all-trans.
Esta perda estd condizente com o rearranjo epoéxido-furandide onde ocorre um
deslocamento hipsocrémico em torno de 25 nm, enquanto que no lado com grupamento
5,6-ep6xi ocorre um deslocamento hipsocrébmico em torno de 6 nm, ambos em
comparagao com a forma all-trans.

O pico 3 da tabela 7 foi considerado como uma mistura, pois apresentou [M+H]" a
m/z 553, correspondente a um mono-epoéxido, e a m/z 569, caracteristico de diepo6xi-B-
caroteno. O deslocamento hipsocrémico foi de 23 nm com presenga de um pico cis a 330
nm e % Ag/A, de 45, o que, provavelmente, indica a presenca de um isémero cis-epoxi
derivado do 5,6 ou do 5,8-epdxi. Além disso, a presencga de pico cis com alta intensidade,
caracteristica da isomeria 13- ou 15-cis, e a ordem de eluicdo em coluna Csy antes dos
mono-epoxidos indica que esta mistura provavelmente contém um isémero 13-cis-5,6 ou

5,8-ep6xi-B-caroteno.
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Os demais compostos, 5,6-epdxi-B-caroteno, 5,8-epdxi-B-caroteno, 13-cis-B-
caroteno, 9-cis-5,8-epoxi-p-caroteno e 9-cis-B-caroteno, formados em diferentes
quantidades nos tempos de reagdo tiveram suas caracteristicas espectroscopicas e
cromatograficas explicadas no item 5.2.1.

5.3.2 Degradacao de all-trans-B-caroteno induzida por reacdées quimicas e
formacao de compostos de degradacao

Para calculo e discussdo da quantidade relativa de all-trans-B-caroteno e dos
produtos formados no sistema reacional, foi considerada a somatéria da area total de
todos os picos separados por HPLC e detectados no DAD.

Apds 10 min da reagdo com KMnQO,, aconteceu uma diminuicao de 99,0 % para
43,9 % de all-trans-B-caroteno e um aumento de 1,0 % para 56,1 % de isdmeros cis
(Figura 32). Do total de produtos de degradacdo foram detectados em ordem
decrescente: apocarotendides 17,2% (B-apo-14’-, B-apo-12’-, 3-apo-10’-, cis-B-apo-8’- e B-
apo-8’-carotenal), 16,8 % de isdmeros cis (15-cis, 13-cis- e 9-cis-B-caroteno), 11,3 % de
secocarotendide (semi-p-carotenona), 3,4 % de epdxidos (mistura de epdxidos e 5,6-
epoxi-B-caroteno) e 7,3 % de picos presentes em pequenas quantidades que néo foram
identificados. Em 20 min de reagédo, o all-trans-B-caroteno foi totalmente consumido
ocorrendo a maior formagédo de compostos de degradacao, cuja distribuicdo, em ordem
decrescente, foi a seguinte: B-apo-8’-carotenal (21,7 %), semi-B-carotenona (20,2 %), B-
apo-10’-carotenal (5,0 %), cis-B-apo-8’-carotenal (3,6 %), B-apo-12’-carotenal (3,6 %), B-
apo-14’-carotenal (2,6 %), mistura epo6xi-p-caroteno com diepdxi-p-caroteno (2,5 %) e a
soma dos picos nao identificados aumentou para 39,5 %. Em 30 min, a porcentagem dos
picos nao identificados aumentou para 66,6 %, pois as condicoes do meio também
favoreceram a degradacdo dos compostos de oxidacao primarios. Por exemplo, a
porcentagem de -apo-8'-carotenal no tempo 20 min era de 21,7 % e em 30 min diminuiu
para 12,1 %. A porcentagem dos outros apocarotendides foi de 5,7 % B-apo-14’-carotenal,
5,5 % B-apo-10’-carotenal, 4,4 % B-apo-12’-carotenal, 1,2 % B-apo-15-carotenal e a semi-
B-carotenona foi de 4,3 % em 30 min de reagéo.

Em 60 min, o percentual de picos ndo identificados continuou aumentando, mais
de 33,5 % perfez o restante dos picos nao identificados, o pico nao identificado numero 1
(ni 1) apresentou 31,3 % e o pico ni 2 18,2 %. Em termos quantitativos, o all-trans-$-
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caroteno diminuiu de 975,6 pg/mL para niveis ndo detectaveis (< 3,97 x 10° pg/mL),
enquanto que o conteudo dos produtos de degradacdo aumentou de 9,1 para 464,79

ug/mL apés 60 min de reacao.
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Figura 32. Distribuicdo, em porcentagem (%), de all-trans-B-caroteno e dos compostos
formados ao longo da reagéo quimica com KMnQOy,,

Na reagdo com MCPBA, o tempo zero apresentou 98,8 % de all-trans-B-caroteno e
1,2 % de isbmeros cis de B-caroteno (Figura 33). Em 10 min, o ataque eletrofilico pelo
MCPBA na molécula de all-trans-3-caroteno ocasionou a degradacao de 61 % do padrao,
sendo formados 57,0 % de epodxidos. Do total de carotendides, 5,6-ep6xi-B-caroteno
perfez 39,1 %, 8,4 % de 5,6:5,6’-diepdxi-B-caroteno, 5,4 % de 5,8-epdxi-B-caroteno, 3,2
% de 5,6:5,8'-diepdxi-p-caroteno e 0,9 % da mistura de cis-epdxi + diepoxi-B-caroteno.
Os restantes, 5,3 % da area dos picos detectados, foram isémeros cis de B-caroteno e
compostos nao identificados. Em 20 min de reagéo, 5,6-epdxi-f-caroteno continuou como
o composto majoritario com 43,0 % da area total. Os outros compostos de degradacao
presentes foram 13,2 % de 5,6:5’,6’-diepoOxi-B-caroteno, 5,5 % de 5,8-epdxi-B-caroteno,
4,7 % de 5,6:5',8'-diepoxi-B-caroteno, 1,7 % de 13-cis-B-caroteno, 1,0 % da mistura de
cis-epoxi + diepdxi-B-caroteno e 0,2 % de 9-cis-B-caroteno. Além disto, a porcentagem de
all-trans-B-caroteno diminuiu para 26,5 % e 3,5 % dos compostos ndo foram identificados.

Em 30 min, a quantidade relativa dos compostos foi semelhante ao tempo de 20
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min, com um ligeiro aumento para 17,1 % de 5,6:5,6° e 6,0 % de 5,6:5,8-diepoxi-B-
caroteno. Por outro lado, all-trans-B-caroteno diminuiu de 28,4 % em 20 min para 21,5 %.

Em 60 min de reagao, ainda restou 18,9 % de isémeros cis de B-caroteno, e as
quantidades relativas dos compostos de degradagdo foram: 42,4 % de 5,6-epOxi-p-
caroteno, 18,2 % de 5,6:5’,6’-diepoxi-B-caroteno, 7,0 % 5,6:5’,8’-diepoxi-B-caroteno, 5,7 %
5,8-epdxi-B-caroteno e 1,2 % da mistura de cis-ep6xi + diepdxi-p-caroteno (Figura 33). Ao
contrario da reacgao de clivagem oxidativa, os epéxidos formados, bem como a somatéria
dos picos nao identificados, se mantiveram estaveis durante o acompanhamento da
reacéo de epoxidacao. Além disto, o 3-caroteno nédo foi totalmente consumido nos tempos
monitorados.

Em termos quantitativos, o all-trans-B-caroteno diminuiu de 1035,1 pg/mL para
31,4 ug/mL, enquanto que o conteudo dos produtos de degradacdo aumentou de 8,1 para
135,2 ug/mL apés 60 min de reacao de epoxidacao com MCPBA.

Durante a reacado de B-caroteno com MCPBA, Rodrigues & Rodriguez-Amaya
(2007) e Ribeiro (2011) verificaram a formagao de 5,6 e 5,8-epdxi-p-caroteno e 5,6:5',8 e
5,6:5',6’-diepoxi-B-caroteno, este ultimo, formado em maior quantidade nos dois trabalhos.
Em nosso estudo, o 5,6-epdxi-p-caroteno foi o majoritario, possivelmente pelo fato do
acido MCPBA ter sido adicionado de uma s6 vez no meio e ndo gotejado como no
trabalho Rodriguez & Rodriguez-Amaya (2007) e de Ribeiro (2011), o que poderia ter
provocado uma saturacao no meio. Além disto, menores quantidades dos derivados 5,8-
furandide em relacdo as de 5,6-epdxido foram detectadas devido a adigdo do sal de
NaHCO; no meio da reagéo, o qual atuou como mop out do acido liberado pelo MCPBA
(Rodriguez & Rodriguez-Amaya, 2007). A epoxidagdo nas posi¢coes 5,6- ou 5,6'- foi
favorecida pela presenca do anel B-ionona, onde as ligacdes duplas terminais apresentam
maior densidade eletrénica que as de cadeia poliénica e, conseqientemente, favorecem o
ataque pelo MCPBA (Chichester & McFeeters, 1971).

82



RESULTADOS E DISCUSSAO

100 (D ([ (T (T B -7 p-caroteno
V77 isbmero cis
80 - B monoepoxidos
« E— diepdxidos
S : mistura de epéxidos
© 60 ([T n&o identificados
©
€
(O]
&
£ 404
(O]
e
[e]
o
20
04
0 10 20 30 60
Tempo (min)

Figura 33. Distribuicdo, em porcentagem, de all-trans-B-caroteno e dos compostos

formados ao longo da reagéo quimica com MCPBA.
Considerando o consumo de [3-caroteno e a formagédo dos compostos detectados

nas duas reagdes quimicas, a Figura 34 apresenta a sequéncia de reagbes quimicas
ocorridas.
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Figura 34. Sequéncia de formacao de produtos da degradacéo de p-caroteno via reagdes quimicas induzidas por KMnO, e MCPBA.

84



RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento do all-trans-B-caroteno e concomitante formagéao dos produtos
de degradacdo gerados em 480 minutos de reacdo com KMnO, e MCPBA estao
representados na Figura 35. A porcentagem de carotendides foi calculada considerando a
concentracao inicial (tempo zero) como 100 %.

a b
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Figura 35. Porcentagem de all-trans-B-caroteno e de compostos de degradacdo durante
reacao quimica com KMnQ, (a) e MCPBA (b).

Na reacdo quimica catalisada por KMnO,4, a maior concentracao de produtos de
degradacado ocorreu apdés 30 minutos, com total degradacédo do all-trans-B-caroteno
(Figura 35 — a). A partir de 30 minutos, observou-se que os produtos de oxidagao
primarios comegaram a reagir com KMnQ,, com a formagéo de produtos ndo identificados
(niy e ni; - Tabela 7). Ja na reagdo quimica com MCPBA ocorreu a degradacao de
aproximadamente 80 % de B-caroteno imediatamente apds a adicdo do acido. Porém,
apenas 2% de produtos de degradacao foram detectados em 480 min, sugerindo que a
maior parte do [(B-caroteno é transformada em compostos volateis. Nas duas reagdes
quimicas nao foi observado periodo de indugao, devido a forte reatividade do KMnO, e do
MCPBA.

Da mesma forma que nos experimentos com degradacao térmica, provavelmente
ocorreu formagao de compostos secundarios de oxidagao com baixo peso molecular, pois
mais de 50 % da quantidade total de all-trans-B-caroteno degradada nao foi compensada

pela formagao dos produtos de oxidagao detectados por HPLC-DAD.

85



RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.3 Mudancas no espectro UV-visivel ocorridas durante as reac6es quimicas
do B-caroteno com KMnO, e MCPBA

A Figura 36 apresenta as mudangas ocorridas no espectro UV-visivel durante a
clivagem oxidativa de B-caroteno induzida por KMnO,4. Um aumento do efeito hipocrémico
foi observado com o aumento do tempo de contato entre B-caroteno e KMnO,. Entre os
tempos 0 a 5 min observou-se que 0 Anax Permaneceu em 450 nm, porém com o0 aumento
do tempo da reacdo (7 a 20 min), observou-se diminuicdo das bandas a 450 e 477 nm
caracteristicas do espectro de all-trans-p-caroteno. Apds 30 min de reacao, o all-trans-p-
caroteno foi todo consumido e com isso observou-se a perda da forma inicial do espectro,
diminui¢cdo do pico cis a 330 nm e o aparecimento de bandas a 460 nm e 470 nm. Estas
novas bandas podem ser associadas a formacao de alguns compostos, tais como B-apo-
8'-carotenal (Amax de 462 nm), semi-B-carotenona (Amax de 471 nm), compostos ni 1 (Amax
de 466 nm) e ni 2 (Anax de 479 nm), que apresentam Ama Superior ao do all-trans-p3-

caroteno.
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Figura 36. Espectros UV-visivel monitorados durante degradagao quimica de 3-caroteno

com KMnQ,.

Na reagao de epoxidagao do B-caroteno induzida pelo acido MCPBA observou-se
efeitos hipocrémico e hipsocrémico, além do aumento da estrutura fina no espectro UV-
visivel, com o aumento do tempo da reacdo (Figura 37). Apesar do meio reacional

apresentar uma mistura de carotendides, verificou-se que entre 20 a 60 min a estrutura
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fina dos espectros aumentou, devido ao aumento da quantidade de epdxidos e da
degradacéo total de all-trans-B-caroteno, com uma forte diminuigdo das bandas a 450 e
477 nm. Outro fato relevante foi o aumento do efeito hipocrémico que ocorreu com o
aumento do tempo da reagao, indicando que foram formados produtos secundarios, que
nao absorvem na regido do UV-visivel. Além disto, novas bandas em 375, 400 e 470 nm
podem ser associadas a formacdo de alguns compostos primarios, tais como 5,6:5,6'-
diepoxi-B-caroteno (Amax de 438 nm), 5,6:5°,8'-diepdxi-B-caroteno (Amax de 421 nm), 5,6-
epoxi-B-caroteno (imax de 445 nm), que apresentam jma inferior ao do all-trans-p-

caroteno.
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Figura 37. Espectros UV-visivel monitorados durante degradagao quimica de B-caroteno
com MCPBA.

5.3.4 Modificacoes de cor ocorridas durante a degradacao quimica de all-trans-

p-caroteno com KMnO,

As medidas de cor foram realizadas por dois métodos, em espectrorradidbmetro e
em espectrofotdmetro seguido de célculo utilizando o software CromalLab®, ambos de
acordo com as recomendacdes estabelecidas pela CIE (Comissdo Internacional de
lluminacao).

A Figura 38 apresenta os espectros de reflexdo de B-caroteno em diferentes

tempos de reacdo com KMnO,, obtidos em espectrorradibmetro. Observou-se que a
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reflectancia foi minima em torno de 450 nm, devido a absor¢do de luz visivel pelos
carotenodides. Os espectros de 0 a 60 min e de 60 a 600 min apresentaram a mesma
tendéncia de curva espectral entre 380 e 650 nm. Este comportamento esta de acordo
com os resultados presentes na Tabela 9, onde os parametros a*, b*, C*, € hg nao
apresentaram grandes diferengas entre os diferentes tempos de reagdo, diferentemente
dos dados obtidos pela analise realizada em espectrofotémetro (Tabela 10). Todos os
tempos analisados se localizam dentro do primeiro quadrante, apresentando valores
positivos de a* e b*, ou seja, uma coloragcdo avermelhada, além de nao ser possivel
observar mudancas relevantes entre os valores de b* e Cy*.

Apesar da andlise isoladamente do parametro a* demostrar o aumento da
tonalidade vermelha devido a formagao de compostos que apresentam 0 Amax SUPErior ao
Amax dO B-caroteno, como B-apo-8’-carotenal e semi-B-carotenona, nas condigdes deste
método, ndo houve boa sensibilidade para acompanhar as mudancgas de cor durante os

diferentes tempos de exposicéo do -caroteno ao KMnO,.

Reflectancia (UA)
Reflectancia (UA)

T T T T
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Figura 38. Espectros de reflectancia obtidos durante a reacao quimica de 3-caroteno com
KMnQy,, no tempo 0 a 60 min (a) e 0, 60 a 600 min (b).
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Tabela 9. Parametros de cor obtidos de medi¢cbes em espectrorradidmetro durante reagao

quimica de B-caroteno com KMnQO,.

Tempo (min) L a b* C*ap hap AE*
0 73,0 36,2 89,4 96,5 68,0 0,0
3 74,0 37,3 90,9 98,2 67,6 2,1
5 73,2 39,2 89,6 97,8 66,4 3,0
7 74,4 41,7 92,5 101,5 65,7 6,4
10 72,9 42,6 89,6 99,2 64,6 6,4
15 70,2 46,6 85,5 97,4 61,4 11,4
20 70,0 49,4 85,1 98,4 59,9 14,2
30 74,4 45,2 92,3 102,8 63,9 9,5
40 74,8 41,2 88,6 97,7 65,0 5,4
50 78,1 38,7 96,4 103,9 68,1 9,0
60 77,8 37,7 95,0 102,2 68,4 7,5

120 73,4 41,4 87,3 96,6 64,6 8,4
180 73,5 41,9 87,2 96,7 64,2 8,8
240 73,5 40,6 87,6 95,7 64,8 7,5
360 73,1 40,8 85,6 94,9 64,4 8.8
480 73,1 41,5 86,2 95,7 64,2 9,0
600 73,4 41,1 86,4 95,7 64,5 8,5

Os valores dos parametros de cor obtidos pela andlise em espectrofotdmetro
seguido de calculos no software Cromalab® estdo presentes nas Tabelas 10 e 11.
Considerando o sistema espacial CIELAB, as caracteristicas cromaticas foram localizadas
dentro do segundo quadrante com valores negativos de a* e valores positivos de b. Foi
observada uma grande reducdo nos valores de b* ao logo do tempo da reacdo, de 82,7
no tempo inicial foi para 35,0 no tempo de 60 minutos. Além disto, ao analisar o parametro
a* isoladamente, foi observada uma tendéncia de aumento na cor vermelha nos 30
primeiros, com valores de -1,7 e -1,9 em 20 e 30 min, respectivamente. Isto indica a
formagdo principalmente de f-apo-8’-carotenal e semi-B-carotenona, seguida da
degradagao destes compostos com o0 aumento do tempo de reagéo.

Como o C*y, que expressa o0 grau de saturagdo da cor, foi diminuindo com o
tempo de reagdo indicando que a intensidade de cor diminuiu com o tempo de reagao.
Por outro lado, o hy, que expressa a tonalidade de cor, apresentou uma diminui¢do
inferior a 3,0°, entre o tempo 0 e 60 min, indicando que no meio reacional apresentou uma
tonalidade amarela alaranjada. Além disto, pelo fato do meio ser translicido, a

coordenada L* ndo apresentou influéncia durante a reacao de all-trans-B-caroteno com
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KMnO;,.

A maior diferenca global de cor foi observada entre os tempos 0 e 60 min (AE* =
48,1). A oscilagdo da AE* no tempo de 60 min foi devido aos experimentos terem sido
realizados em dias diferentes. Os valores de AE* entre 60 e 480 min (Tabela 11)
apresentaram diferenga menor que 2,4, comprovando também por meio deste parametro
de cor, que a maior degradacgao de carotendides ocorreu nos primeiros 60 min de reagéao.

Tabela 10. Parametros de cor obtidos de medicdes em espectrofotdbmetro seguido de
célculo no software Cromalab® durante reagdo quimica de B-caroteno com KMnO

tempos entre 0 a 60 min.

Tempo (min) L* a b* C*ab hap AE*
0 91,6 -7.1 82,7 83,0 94,9 0,0
3 90,2 -7,0 79,5 79,8 95,0 3,5
5 91,5 -6,9 77,9 78,2 95,1 4.8
7 92,4 -6,3 66,1 66,4 95,4 16,6
10 93,1 -5,8 62,2 62,4 95,3 20,6
15 93,4 -3,7 53,5 53,7 94,0 29,4
20 92,5 -1,7 48,8 48,8 92,0 34,3
30 92,1 -1,9 42,3 42,3 92,6 40,7
40 95,0 -3,8 41,6 41,8 95,2 414
50 94,2 -3,4 37,6 37,8 95,2 45,3
60 97,3 4,1 35,0 35,2 96,6 48,1

Tabela 11. Parametros de cor obtidos de medigdes em espectrofotobmetro seguido de
célculo no software CromalLab® durante reacdo quimica de B-caroteno com KMnOj,

tempos 0 seguido dos tempos de 60 a 600 min.

Tempo (min) L* a b* Ca hab AE*
0 91,6 -7, 82,7 83,0 94,9 0,0
60 96,3 -3,6 43,7 43,9 94,8 39,4
120 96,0 -3,6 42,8 43,0 94,7 40,3
180 96,3 -3,6 44,0 441 95,0 39,1
240 96,3 -3,4 41,6 41,7 94,8 41,5
360 96,0 -4,6 41,4 41,6 95,7 41,6
480 96,4 -3,6 46,4 46,6 95,2 36,8
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Durante as medidas em espectrofotdmetro, diferentes diluicbes foram realizadas,
todas cumprindo o fundamento da Lei de Beer. A Tabela 22 - apéndice 3, apresenta os
valores de L*, a*, b*, C*y, € hy, obtidos na reacdo de degradagdo com KMnO, em fungao
do fator de diluicdo. Foi possivel verificar que independentemente da diluicao realizada
nos tempos avaliados (0, 60 120, 180, 240, 360, 480 e 600 min), as variagdes da
cromaticidade (C*p) foram semelhantes entre as dilui¢es realizadas (Figura 39).
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Figura 39. Parametro croma (C*y) medido em diferentes diluigbes realizadas durante
rea¢ao quimica de B-caroteno com KMnQ, (FD = fator de dilui¢cdo).

Os parametros de cor também foram correlacionados com os valores de
absorbéancia a 330, 400, 425, e 450 nm (Tabela 22 - Apéndice 3). O C*,, e AE*,, foram os
parametros que apresentaram maiores coeficientes de determinacédo (R? > 0,96) com a
mistura dos compostos presentes a 450, 425 e 400 nm. Esses valores elevados de
correlacdo foram observados devido a conversdo gradual do all-trans-B-caroteno em
produtos primérios de degradacgéao (Figura 35).

5.3.5 Modificacoes de cor durante a degradacao quimica de all-trans-B-caroteno

com MCPBA

A Figura 40 apresenta as curvas espectrais de reflectancia obtidas durante reagéo
quimica com MCPBA. Uma ligeira reducao nas curvas espectrais com o aumento do
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tempo de reagao foi observada nos espectros de reflexdo entre 0 e 480 min, porém,

mesmo assim, todos os tempos apresentaram o mesmo formato da curva. Foi possivel

observar diferencas espectrais somente entre o tempo zero e 60 min, enquanto as

diferencas espectrais apds 60 min foram minimas.

Segundo Francis & Clydesdale (1975), valores de AE™ igual ou superior a dois

indica mudangas perceptivel a olho nu. Desta forma, diferengas sutis perceptiveis

visualmente, indicadas pelas medidas em espectrorradiomento, foram observadas entre o

tempo zero e os tempos a partir de 5 min de degradagao (AE*,, = 3,2). O h,, apresentou

maior diferenca (£10°) entre os diferentes tempos de degradacdo do que o parametro

C*a, 0 qual apresentou diferenga de 2,7 (Tabela 12). Estes fatos indicaram que as

medidas realizadas em espectrorradibmetro ndo apresentaram boa sensibilidade para

indicar as modificagdes de cor que ocorreram no meio de reacdo com MCPBA.
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Figura 40. Espectros de reflectancia obtidos durante reagdo quimica de B-caroteno com
MCPBA, de 0 a 60 min (a) e 0, 60 a 480 min (b).

Tabela 12. Parametros de cor obtidos em espectrorradidmetro durante reagdo quimica de

B-caroteno com MCPBA.

Tempo (min) L* a* b* C’»b hab AE*
0 86,2 15,2 103,3 104,4 81,6 0
3 85,1 16,1 102,9 104,2 81,0 1,5
5 85,0 13,4 101,0 101,9 82,4 3,2
7 87,2 10,7 103,9 104,4 84,0 4,6
10 87,9 9,6 103,7 104,1 84,7 5,9
15 88,4 7,0 103,6 103,9 86,0 8,5
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Continuagao da Tabela 12

20 89,7 53 100,4 100,9 86,9 10,9
40 91,5 1,1 101,1 101,1 89,3 14,9
50 92,1 -0,2 100,7 100,7 90,1 16,7
60 93,0 -1,2 100,7 100,7 90,7 17,9
80 92,0 0,7 101,4 101,4 89,5 15,7
100 91,7 -0,2 100,2 100,2 90,1 16,6
120 92,4 0,8 101,0 101,0 90,4 15,8
180 91,6 0,8 101,2 101,2 89,5 15,5
240 91,7 0,2 100,8 100,8 89,8 16,2
360 92,2 -0,7 101,5 101,5 90,4 17,1
480 91,3 0,1 100,7 100,7 89,9 16,2

Os valores dos parametros de cor gerados pela analise em espectrofotdmetro
seguido de célculos com o software Cromalab® estdo presentes na Tabela 13. As
caracteristicas cromaticas se localizaram dentro do segundo quadrante com valores
negativos de a* e valores positivos de b*, como esperado para amostras de carotendides.
Além disto, apds 40 min de reacéo, os valores dos parametros de cor permaneceram sem
grandes variagdes, pois praticamente ndao ocorreram mudancas no perfil de carotendides.

A degradacao do B-caroteno pode ser indicada pela diminuicdo da saturacdo da
cor (parametro C*;). Além disto, conforme mencionado anteriormente, como ocorreu
pequena variacao nos valores de h,, este fato indica que ndo houve mudangas na
tonalidade da cor que permaneceu amarelada. Pelo fato do meio ser translicido, a
coordenada L* ndo apresentou influéncia durante a degradacao de all-trans-3-caroteno.

Tabela 13. Parametros de cor obtidos de medi¢gdes em espectrofotdmetro, seguido de

célculos no software Cromalab®, durante reagéo quimica de B-caroteno com MCPBA.

Tempo (min) L* a* b* C*a» Nap AE*
0 98,5 -6,0 26,1 26,8 103,0 0,0
5 98,3 -7,0 27,3 28,2 104,3 1,5
7 98,3 -6,4 23,5 24,4 105,1 2,6
10 99,2 -6,6 22,9 23,8 106,2 3,4
15 99,6 -5,8 18,5 19,4 107,5 7,7
20 99,1 -4,3 12,7 13,4 108,7 13,6
40 99,0 -4,5 12,5 13,3 109,7 13,7
50 99,0 -3,9 10,8 11,5 110,0 15,4
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Continuagao da Tabela 13

60 99,2 -3,7 10,1 10,7 110,2 16,2
80 99,0 -4,5 12,3 13,1 110,0 13,9
100 99,1 -4,3 11,7 12,4 110,1 14,6
120 99,1 -4,3 11,7 12,4 110,4 14,6
180 98,9 -4,6 12,6 13,4 109,9 13,6
240 99,3 -4,3 12,0 12,8 109,8 14,2
360 99,6 -4,4 12,2 13,0 109,8 14,1
480 99,5 -4,5 12,5 13,3 109,8 13,7

Testes com diferentes diluicobes também foram realizados durante as medidas
efetuadas em espectrofotdmetro (Tabela 23, apéndice 4). Em todas as diluicbes o
fundamento da Lei de Beer foi cumprido e foi possivel verificar que independentemente da
diluicdo realizada as variagdes da cromaticidade foram semelhantes (Figura 41).
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Figura 41. Parametro croma (C*p) obtido com diferentes diluicbes realizadas durante
reacao quimica de B-caroteno com MCPBA (FD = fator de dilui¢éo).

Os parametros de cor correlacionados com os valores da absorbancia registrados
em 330, 400, 424, e 450 nm estdo apresentados na Tabela 24 — Apéndice 4. Os
coeficientes de determinacdo entre 450 nm com C*, e com AE*, foram os mais
elevados, com R? superiores a 0,98. Devido & maior formagédo de monoepdxidos como
produtos de oxidacao, o R2 foi superior a 0,88 entre o C*,, bem como 0 AE*,,, € 425 mn.

Por outro lado, a correlagdo dos parametros de cor com as absorbéancias a 400 e 330 nm
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foi fraca, provavelmente, devido a rapida degradacao de all-trans-B-caroteno ao adicionar
o MCPBA (Figura 34).

5.3.6 Atividade antioxidante dos compostos formados durante a degradacao
quimica com KMnO,

A capacidade de desativacdo do radical ABTS® foi avaliada com a mistura de (-
caroteno e produtos de degradacao foramdos em cinco diferentes tempos da reagcao com
KMnO, (0, 10, 20, 30 e 60 min, que correspondem aos cromatogramas presentes na
Figura 29), e cada tempo foi testado em no minimo cinco concentracdes diferentes. A
média dos valores de TEAC juntamente com o teor de carotendides totais, obtido pela
soma da area dos picos detectados em HPLC-DAD, estao apresentados na Figura 42.
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Figura 42. Capacidade antioxidante equivalente a trolox (TEAC) e concentragdo de
carotendides totais determinada por HPLC-DAD da mistura de 3-caroteno e dos produtos
de degradacao formados em cinco tempos de reagdo quimica com KMnQO,.

No tempo zero, o all-trans-B-caroteno, com aproximadamente 99 % de pureza,
apresentou um TEAC médio de 2,3, valor semelhante ao encontrado no tempo zero dos
experimentos com degradagao térmica e ao reportado por Re et al. (1999) para o padrao
de B-caroteno. Nos 10 primeiros min da clivagem oxidativa, o B-caroteno (soma dos
isbmeros cis e trans) foi majoritario (60,7 %) e um valor de TEAC muito semelhante ao

95



RESULTADOS E DISCUSSAO

tempo zero (2,4) foi observado, enquanto que com o decorrer da reagdo o TEAC foi
aumentando, chegando em 60 min a um valor 3,0 vezes maior quando comparado ao
tempo zero. Esse aumento na capacidade de reduzir o radical ABTS*" é devido as
mudangas estruturais da molécula de B-caroteno, a qual durante a clivagem oxidativa
sofreu (i) introducdo de oxigénio na estrutura, (ii) alteracdo no numero de ligagées duplas
conjugadas, (iii) formagado de um secocarotendide e (iv) e formacdo de compostos nao
identificados com longo sistema de ligacées duplas conjugadas. Outra consideragao
importante é que essas andlises foram realizadas com a mistura reacional, imediatamente
apds a clivagem oxidativa e que os produtos gerados nao foram previamente purificados
para a avaliacdo da capacidade antioxidante devido a baixa estabilidade que apresentam.
Como o potencial antioxidante da mistura destes carotendides ainda nao foi relatado na
literatura, e os picos ni 1 e ni 2 ndo foram identificados, os resultados obtidos para a
atividade desativadora do radical ABTS®** foram comparados com alguns carotendides
analisados separadamente. Mueller & Boehm (2011) observaram que compostos que
apresentam oxigénio, como o [(-apo-8'-carotenal e o etil éster do acido (-apo-8'-
carotendico, ndo perderam totalmente a capacidade antioxidante, mas esta nao foi
superior a do padrao de 3-caroteno.

Além da avaliacdo da capacidade desativadora de um radical estavel (ABTS®),
também foi avaliada a capacidade de protecéo contra o 'O,, uma vez que os carotendides
sao eficientes desativadores desta espécie reativa, com cerca de 95 % da desativacao do
'0, sendo fisica e 0s 5 % restantes desativados quimicamente (Palace et al., 1999). Para
esta metodologia, quatro diferentes concentracées de carotendides em cada tempo da
reacdo quimica foram utilizadas para o calculo do ICsg, que € concentracdao de
antioxidante necessaria para que se obtenha 50 % de protegéo, calculada pelos ajustes
lineares obtidos nas curvas de % protecao versus concentracéo de carotendides totais em
ug/mL.

Os resultados obtidos mostraram que os valores de 1Cs, variaram de 1,84 a 4,94
ug/mL (Tabela 13), e com o aumento do tempo de reagao o valor de ICs, foi diminuindo.
Este fato indica que a atividade frente ao 'O, apresentada pela mistura aumentou com o
decorrer da reagcado de clivagem oxidativa. Por outro lado, Chisté (2011) encontrou um
valor superior de ICs para o padrao de B-caroteno (9,1 ug/mL) se comparado ao valor do

tempo zero obtido neste experimento (4,94 ng/mL).
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Tabela 14. 1Cso (ug/mL) da mistura de B-caroteno e dos produtos de oxidagcao formados

em cinco tempos da reagao quimica com KMnQ,.

Tempo (min) ICs0 (ng/mL)
0 4,94 + 0,46
10 2,39 £ 0,20
20 2,95 £ 0,26
30 2,17 £ 0,11
60 1,84 +0,10

Assim, os resultados obtidos nos estudos de capacidade antioxidante ndo variaram
em fungcdo da espécie reativa utilizada, isto é do mecanismo de agado antioxidante,
transferéncia de elétrons para ABTS** e de energia entre 'O, e o carotendide. De forma
geral, pode-se afirmar que os produtos de oxidagao provenientes do [-caroteno
apresentaram maior capacidade em desativar o radical ABTS"* e de protegdo contra 0 'O,
quando comparados ao carotendide de origem (all-trans-B-caroteno), provavelmente

devido a incorporagéo de pelo menos um atomo de oxigénio na estrutura.
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6 Conclusoes

Foram identificados, por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos
detectores de arranjo de diodos e de espectrometria de massas, 16 produtos derivados da
degradacéo térmica e quimica de B-caroteno.

O aquecimento a 120 °C na presenca de ar por 40 minutos, sob fluxo de oxigénio
por 30 minutos e a 150 °C durante 10 minutos na presenca de ar € 4 minutos sob fluxo de
oxigénio degradaram mais de 75 % do teor inicial de all-trans-p-caroteno, em sistema-
modelo. Por outro lado, no sistema com fluxo de nitrogénio, ocorreu degradacao de 50 %
de all-trans-B-caroteno somente apdés 180 min a 150 °C. Adicionalmente, 0 aquecimento
com adigcédo do galato de propila a 120 °C na presenca de ar diminuiu a auto-catalise do
all-trans-f3-caroteno.

A degradacgéo térmica promoveu a formacao de isémeros cis (13-cis, 15-cis e 9-
cis-B-caroteno), di-cis (9,15-cis, 9,13-cis e 13,15-cis-p-caroteno), epoxidos (5,6 e 9-cis-5,8-
epoxi-B-caroteno) e apocarotendides (B-apo-12’, B-apo-10’ e B-apo-8’-carotenal). Entre os
compostos de degradagéo, 13-cis-B-caroteno foi o isébmero cis majoritdrio em todos os
sistemas de aquecimento, com excecao do sistema-modelo a 150 °C com fluxo de
nitrogénio, no qual o 9-cis-pB-caroteno foi detectado em maior quantidade. Em todos os
sistemas-modelo com degradacao térmica produtos de oxidagdo foram encontrados em
baixa concentracdo. Com isso, conclui-se que a velocidade de degradacao do B-caroteno
esta diretamente relacionada as condigdes do ambiente e do préprio meio.

A degradacao quimica, a clivagem oxidativa com KMnO, ocasionou a degradagao
total de all-trans-B-caroteno com a concomitante formagao de apocarotendides (B-apo-15,
B-apo-14’, B-apo-12’, pB-apo-10° e PB-apo-8’-carotenal), secocarotendide (semi-p-
carotenona), isébmeros cis (13-cis, 15-cis e 9-cis-B-caroteno), epdxidos (5,6-epoxi-p-
caroteno, 9-cis-5,8-epdxi-p-caroteno e mistura de mono-epoxido e diepoxido) e dois
compostos nao identificados. Com o aumento do tempo de reacao, -apo-8-carotenal e
semi-B-carotenona foram os produtos majoritarios identificados.

Na epoxidacdo com MCPBA, a degradacdao de all-trans-p-caroteno nao foi
completa, havendo formagéo de 5,6-epdxi-p-caroteno, 5,8-epoxi-p-caroteno e 9-cis-5,8-
epodxi-B-caroteno, diepdxidos (5,6:5°,6°, 5,6:5°,8’diepdxi-p-caroteno) e isbmeros cis (13-cis

e 9-cis-B-caroteno). Ambas as reacgdes quimicas foram eficientes para gerar compostos

98



CONCLUSOES

primarios da oxidagcdo de carotendides, 0s quais durante o0s experimentos com
aquecimento térmico foram detectados em quantidades muito pequenas. Na degradacgéao
quimica ocorreu maior formagao de compostos primarios da oxidacao de carotendides do
que na degradacgao térmica.

A avaliacdo das mudancas de cor em sistema-modelo com p-caroteno em solucéo
e durante reagdes quimicas induzidas mostrou que todas as condi¢coes avaliadas
apresentaram boas correlagbes entre carotendides totais e as variaveis b* e C’y.
Enquanto as andlises realizadas em espectrorradibmetro ndo apresentaram boa
sensibilidade para avaliar modificacées de cor durante a degradacao de carotendides.

A capacidade antioxidante, medida tanto pela desativagéo do radical ABTS®* como
protecdo contra o 'O,, indica que os produtos de degradagdo apresentaram a mesma
capacidade antioxidante que o all-trans-B-caroteno. Por outro lado, na degradacéo
quimica, os produtos obtidos através da clivagem oxidativa apresentaram maior
capacidade em desativar o radical ABTS** e na desativacdo do 'O, em relacdo ao all-

trans-p-caroteno.
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8.1 Apéndice 1

Tabela 15. Concentracao de carotendides (ug/100 mL) durante aquecimento de pB-caroteno a 120 °C em presenca de ar.

Tempo B-apo-12’- B-apo-10’-  5,6-epdxi-B-  Misturade  15-cis-B- 13-cis-B- 9-01,8-_5’8- all-trans-B- 9-cis-- % produtos X produtos de Carotenodides
(min) carotenal carotenal caroteno epoéxidos  caroteno  caroteno ::;):;E; caroteno caroteno de oxidagdo degradagdo totais
0 <lq <lqg <lqg <lq <lq 5,92 <lq 550,89 <lq <lq 5,92 556,81
5 <lg <lg 1,81 <lg 0,78 5,10 <lq 530,34 0,38 1,81 8,07 538,41
15 <lq <lq 3,38 0,25 0,36 3,66 0,68 476,26 0,14 4,31 8,46 484,73
17 0,19 0,30 4,59 1,07 1,00 5,34 0,79 431,22 0,62 6,93 13,88 445,10
20 0,16 0,31 4,52 0,98 0,94 5,13 0,55 433,64 0,74 6,52 13,33 446,98
26 0,11 0,20 4,87 0,79 0,83 6,48 0,59 370,01 0,95 6,55 14,81 384,83
30 0,58 0,50 4,70 0,62 1,14 5,92 0,68 287,69 0,57 7,07 14,70 302,39
35 0,35 0,47 3,33 0,54 0,59 4,78 0,46 144,84 0,53 5,14 11,05 155,89
38 0,50 0,28 3,82 0,23 1,04 5,94 0,64 145,48 0,64 5,48 13,10 158,58
40 0,39 0,27 2,42 0,16 0,89 3,96 0,23 85,42 1,21 3,48 9,54 94,97

< Ig: menor que o limite de quantificacdo de 4,57 x 107 pg/ 100 mL.
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Tabela 16. Concentragao de carotendides (ug/100 mL) durante aquecimento de B-caroteno a 120 °C com sob fluxo de oxigénio.

Tempo  B-apo-12’- pB-apo-10- 5,6-epdxi-B- mistura de 13-cis-B-  9-cis-5,8-epoxi- all-trans-B-  Z produtos de X produtos de Carotenoides
(min) carotenal  carotenal caroteno epdbxidos caroteno B-caroteno caroteno oxidacao degradacao totais
0 <lq <lq 1,36 0,51 2,07 5,80 493,18 7,68 9,75 502,93
1 <lq <lq 1,08 1,08 1,92 2,59 495,17 4,74 6,66 501,83
3 <lq <lq 1,55 2,39 1,64 0,93 470,09 4,88 6,52 476,61
5 <lq <lqg 3,31 1,31 1,04 0,53 355,90 5,15 6,19 362,09
6 <lq <lq 4,09 1,50 0,69 0,62 307,25 6,21 6,90 314,15
7 0,31 0,31 3,64 1,58 0,80 0,52 315,52 6,36 7,16 322,68
8 0,14 0,20 3,79 0,86 0,56 0,37 214,77 5,36 5,91 220,68
10 0,11 0,19 3,07 1,15 0,31 0,36 208,02 4,88 5,19 213,22
11 0,14 0,09 2,77 0,70 0,31 0,34 168,07 4,05 4,36 172,43
12 <lq <lq 1,80 0,52 0,41 0,21 110,71 2,53 2,94 113,64
15 0,08 0,20 4,56 1,12 0,45 0,64 238,65 6,60 7,04 245,70
25 0,05 0,10 3,85 0,73 0,26 0,33 105,51 5,06 5,33 110,83
30 <lq <lqg 2,44 0,74 0,23 0,18 77,35 3,36 3,59 80,94

< Ig: menor que o limite de quantificacdo de 4,57 x 107 pg/ 100 mL.
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Tabela 17. Concentragao de carotendides (ug/100 mL) durante aquecimento de B-caroteno a 120 °C em presenga de ar com galato

de propila.
Tempo p-apo-12’-  B-apo-10’- 5,6-epdxi-B- Misturade  15-cisB- 13-cis-B-  di-cis-B- Q-CI',S-_S’& all-trans-B-  9-cis-B-  Z produtos X produtos de Carotendides
(min)  carotenal carotenal carotene epoxidos  caroteno caroteno caroteno :::c):t(le;ri_) caroteno caroteno de oxidagdo degradagao totais

0 0,12 0,11 0,47 1,70 0,74 9,96 0,51 0,03 613,90 0,57 2,43 14,20 628,10

5 0,24 0,21 0,55 1,59 1,13 8,79 0,62 0,06 532,07 1,95 2,64 15,13 547,20
10 0,38 0,35 2,05 1,45 3,47 20,10 0,98 0,31 627,13 3,52 4,55 32,61 659,73
20 0,43 0,35 0,46 1,82 0,78 6,34 0,69 0,69 478,32 1,31 3,75 12,87 491,19
25 0,36 0,33 0,46 1,74 0,69 5,89 0,54 0,43 403,16 1,64 3,33 12,09 415,24
30 0,47 0,47 0,53 2,35 0,96 7,63 0,65 0,62 472,33 2,14 4,44 15,82 488,16
35 0,53 0,44 0,52 2,47 0,95 7,28 0,71 0,43 471,62 2,18 4,40 15,52 487,15
40 0,51 0,43 0,32 2,35 0,54 5,81 0,57 0,67 412,48 1,57 4,28 12,78 425,26
50 0,49 0,60 0,52 2,43 0,84 6,99 0,62 0,60 379,92 2,64 4,63 15,71 395,64
60 0,59 0,57 0,46 0,24 0,74 5,42 0,45 0,58 334,16 1,48 2,43 10,53 344,69
65 0,51 0,47 0,42 2,00 0,76 5,59 0,38 0,56 261,08 1,57 3,95 12,25 273,33
70 0,61 0,51 0,49 1,54 0,71 5,03 0,36 0,51 238,76 0,11 3,66 9,86 248,61
75 0,49 0,46 0,44 1,47 0,62 4,36 0,33 0,73 238,26 0,86 3,58 9,75 248,01
80 0,55 0,53 0,44 2,27 0,77 4,70 0,48 0,65 240,63 0,95 4,45 11,34 251,97
90 0,53 0,52 0,36 2,43 0,75 5,58 0,38 0,36 209,06 1,79 4,20 12,70 221,76
95 0,50 0,49 0,48 2,25 0,77 4,69 0,35 0,40 225,16 1,24 4,13 11,18 236,33
100 0,36 0,34 0,35 1,57 0,59 3,47 0,19 0,38 159,23 0,56 3,02 7,82 167,05
105 0,23 0,18 0,27 0,46 0,64 2,95 <lq <lq 80,66 0,62 1,14 5,35 86,02

< Ig: menor que o limite de quantificacdo de 4,57 x 107 pg/ 100 mL.
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Tabela 18. Concentragao de carotendides (ug/100 mL) durante aquecimento de B-caroteno a 150 °C em presenca de ar.

APENDICE

Tempo p-apo-12- p-apo-10- p-apo-8- 5,6-epoxi-p- Msturade 15-cis-B- 13-cis-B- g’C::i' 9’01::' ge;::’; alltransB 9-cisB o 3 produtos 3 produtos de  Carotenéides

(min)  carotenal carotenal carotenal caroteno  epoxidos caroteno caroteno S i n——- caroteno  caroteno caroteno de oxidagdo degradagao totais
0 <lq <lqg <lqg <lq <lq <lqg 9,95 <lqg <lq <lqg 658,86 <lq <lqg <lqg 9,95 668,81
1 <lq <lq <lq 1,53 0,17 1,28 10,86 0,25 0,60 <lq 630,68 1,03 <lId 1,70 15,72 646,41
3 0,32 0,33 <lq 3,45 6,51 12,44 51,58 <lq 1,85 <lq 421,36 12,00 0,60 10,61 89,07 510,43
4 0,92 0,39 <lq 3,34 6,97 13,47 58,87 <lq 3,49 0,27 390,58 18,46 1,07 11,88 107,24 497,82
5 1,41 0,80 0,32 3,92 7,08 12,66 57,51 0,75 5,31 0,46 201,95 28,83 1,45 13,66 120,17 322,12
6 0,91 0,42 0,20 2,36 2,86 4,80 23,20 0,32 2,65 0,24 97,56 14,30 0,79 6,79 52,85 150,41
7 2,00 1,06 0,40 5,99 3,24 4,88 26,81 0,55 3,60 0,32 129,32 19,25 1,13 12,60 68,83 198,15
8 2,08 1,03 0,42 4,29 2,89 3,90 22,97 0,45 3,06 0,37 119,41 17,70 0,98 10,65 59,71 179,13
9 1,70 0,75 0,36 3,24 0,60 1,90 11,86 0,24 1,69 0,00 91,19 9,73 0,50 6,29 32,21 123,39
10 1,37 0,57 0,21 2,64 0,24 1,13 5,97 0,10 0,82 0,30 89,90 4,28 0,22 5,11 17,63 107,53

< Ig: menor que o limite de quantificagao de 4,57 x 107 pg/ 100 mL.
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Tabela 19. Concentragao de carotendides (ng/100 mL) durante aquecimento de B-caroteno a 150 °C sob fluxo de oxigénio.

Tempo B-apo-12’- B-apo-10'- 5,6-epdxi-B- Misturade 15-cis-B- 13-cis-B- 9,15-di-cis- 9,13'-di-cis- 9-cis-.5,8- all-trans-B-  9-cis-B- 9,13-di-cis-B- Z compostos Z compostos de Carotendides
(min) carotenal carotenal caroteno epoxidos  caroteno caroteno B-caroteno B-caroteno c::))t(jc_) caroteno  caroteno caroteno de oxidagdo  degradagéo totais
0 <lqg <lq 0,41 0,65 0,32 5,04 <lqg <lqg <lqg 566,32 1,18 <lq 1,06 7,60 573,92
1 0,34 0,26 0,91 1,00 7,50 40,40 0,55 3,86 0,12 429,21 25,63 0,62 2,63 81,20 510,41
1,5 0,26 0,20 1,27 0,92 6,73 35,37 0,37 3,34 0,20 392,99 19,90 0,38 2,85 68,93 461,92
2 1,00 0,66 5,00 0,80 8,97 45,24 0,60 3,70 0,47 258,23 24,64 0,74 7,93 91,83 350,05
2,5 1,11 0,65 2,83 0,79 10,19 48,25 0,80 4,73 0,45 150,90 30,74 0,77 5,83 101,31 252,22
3 1,88 0,94 5,65 0,64 6,99 34,88 0,43 3,53 0,63 132,75 21,17 0,61 9,74 77,35 210,11
3,5 1,81 0,89 3,75 0,35 3,19 15,64 0,27 1,79 0,52 45,03 10,58 0,34 7,33 39,13 84,15
4 3,05 1,18 3,01 0,35 1,30 6,63 <lq 0,90 0,16 25,98 5,46 0,24 7,76 22,28 48,27

< Ig: menor que o limite de quantificagao de 4,57 x 107 pg/ 100 mL.
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Tabela 20. Concentragao de carotendides (ng/100 mL) durante aquecimento de B-caroteno a 150 °C sob fluxo de nitrogénio.

Tempo p-apo-12- f-apo-10- 5,6-epoxi-B- Mistura de  15-cis-B- 13-cis-B- 9,15-di-cis- 9’01’,:_?' :::x?; 13,15-di-cis- all-trans-B- 9-cis-B- 9,13-di-cis- £ compostos £ compostos de Carotendides
(min)  carotenal carotenal caroteno epdxidos  caroteno caroteno B-caroteno N [P — B-caroteno caroteno caroteno B-caroteno de oxidagdo  degradacdo totais
0 <lq <lq 0,63 1,76 0,61 7,43 <lq 0,53 <lq <lq 556,52 1,37 <lq 2,39 12,32 568,85
5 0,50 0,36 2,54 8,53 14,98 68,47 1,16 7,05 <lq <lq 211,08 41,21 1,61 11,94 146,42 357,49
10 0,33 0,29 2,48 7,69 12,10 59,57 1,75 7,83 <lq <lq 185,82 46,67 2,06 10,78 140,76 326,58
15 <lq <lq 0,32 8,76 13,16 74,18 3,56 11,61 0,65 0,68 200,61 78,12 3,62 9,73 194,65 395,26
20 0,39 0,26 0,32 8,06 12,08 71,33 2,72 11,08 0,61 0,49 241,42 73,17 3,49 9,64 183,96 425,38
25 0,19 0,11 0,23 9,44 14,01 79,94 4,23 13,17 0,87 0,87 203,32 89,78 4,14 10,83 216,97 420,29
30 0,08 0,08 <lq 8,75 12,19 77,13 4,54 14,38 1,05 0,68 189,67 92,75 4,40 9,95 216,02 405,69
60 <lq <lq 0,18 8,46 11,55 74,37 4,63 14,12 1,40 0,76 183,32 94,15 4,51 10,05 214,12 397,45
120 <lq <lq 0,16 7,21 9,94 64,79 4,08 12,28 1,53 0,97 154,78 82,07 4,17 8,90 187,20 341,97
180 <lq <lq 0,14 7,74 10,37 65,56 4,18 12,44 1,28 0,92 162,95 83,80 3,60 9,15 190,01 352,97

< Ig: menor que o limite de quantificagao de 4,57 x 10”7 ug/ 100 mL.
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Figura 43. Comportamento da coordenada de cor b* e do croma (C*yp) durante
aquecimento de B-caroteno a 120 °C em presenca de ar, fluxo de oxigénio e presenca de
ar com galato de propila.
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Figura 44. Comportamento da coordenada de cor b e do croma (C*y) durante
aquecimento de B-caroteno a 150 °C em presenca de ar, fluxo de oxigénio e de

nitrogénio.
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Figura 45. Diferenga global da cor durante aquecimento de B-caroteno a 120 °C em

presenca de ar, fluxo de oxigénio e presenca de ar com galato de propila.
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Figura 46. Diferenga global da cor durante aquecimento de B-caroteno a 150 °C em

presenca de ar, fluxo de oxigénio e de nitrogénio.
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Tabela 21. Andlise de regressdao, com nivel de significAncia de 95 %, entre a
concentracao de all-trans-B-caroteno, carotendides totais medidos por HPLC-DAD e
carotendides totais medidos em espectrofotdbmetro-DAD com os parametros de cor
durante aquecimento de 3-caroteno sob diferentes condi¢des.

all-trans-p-caroteno Carotenoides totais — Carotendides totais -

Parametro HPLC (ug/mL) HPLC (ug/mL) espectrofotdmetro (ug/mL)
Temperatura 120 °C em presencga de ar
L R® = 0,9693 R* = 0,9734 R® = 0,9944
Equagao y = -0,4943x + 98,817 Y =-0,4978x + 98,884 y =-0,7519x + 99,491
a* R® =0,9168 R® = 0,9256 R® = 0,9687
Equagao y = -0,9978x - 4,7206 Y =-1,0075x - 4,5759 y = -1,5403x - 3,2898
b* R® = 0,9787 R® = 0,9827 R® = 0,9950
equagio y = 9,0909x + 16,434 Y = 9,1548x + 15,202 y=13,77x + 4,2148
C*a R® = 0,9781 R* = 0,9822 R® = 0,9956
Equag&o y =9,1242x + 17,022 Y =9,1887x + 15,784 y = 13,824x + 4,7451
' r* = 0,9715 R® = 0,9705 R® = 0,9926
Equagao y =-0,9108x — 76,733 Y =-0,9178x - 76,608 y = -1,387x - 75,486
AE* R® =0,9783 R® = 0,9823 R =0,9715
Equagao y =-9,1578x + 48,932 y =-9,2224x + 50,174 y =-13,362x + 59,317
Temperatura 120 °C com fluxo de oxigénio
L* R® = 0,9293 R® = 0,9321 R® = 0,9915
Equagao y = -0,9163x + 99,833 y =-0,9157x + 99,895 y = -0,4508x + 99,019
a* R =0,9016 R® =0,9126 R® = 0,9674
Equagao y =-2,2301x + 0,9253 y = -2,2265x + 1,0696 y = -1,1004x - 1,0441
b* R® = 0,9263 R® = 0,9298 R® = 0,9939
Equagéo y = 16,136x - 13,686 y =16,132x - 14,791 y = 7,9624x + 0,5639
C*as R% = 0,9264 R® = 0,9299 R* = 0,9940
Equag&o y = 16,282x - 13,628 y =16,277x - 14,741 y = 8,0337x + 0,7515
hab R® = 0,8899 R® = 0,8938 R® = 0,9247
Equag&o y =-1,839x — 72,85 y =-1,8391x - 72,722 y =-0,893x - 74,528
AE* R® = 0,8246 R® =0,8185 R’ = 0,8185
Equagéo y =-9,388x + 47,26 y =-9,3571x + 47,823 y = -4,4555x + 38,301
Temperatura 120 °C em presenca de ar com galato de propila
L* R® = 0,9538 R® = 0,9585 R® = 0,9880
Equag&o =-0,6646x + 94,918 y =-0,6451x + 94,934 y =-0,9299x + 95,513
a* R® = 0,8324 R® = 0,8276 R® = 0,9339
Equagao y =-0,8808x - 5,0782 y =-0,8548x — 5,0578 y =-1,261x - 4,2206
b* R® = 0,9375 R® =0,9319 R® = 0,9944
Equagao y =9,707x + 15,478 y = 9,4197x + 15,257 y =13,861x + 6,1588
C*a R® = 0,9368 R®=0,9312 R® = 0,9943
Equagao y =9,7186x + 16,121 y =9,431x + 15,899 y = 13,878x + 6,7902
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hab R® = 0,9320 R* = 0,9265 R* = 0,9942
Equacao y =-0,9657x — 76,759 y =-0,9371x - 76,738 y =-1,3774x - 75,834
AE* R = 0,9157 R®=0,9112 R® = 0,9293
Equacao y =-5,5075x + 33,219 y =-5,3471x + 33,354 y = -7,8042x + 38,327
Temperatura 150 °C em presenca de ar
L* R® = 0,8368 R® = 0,9002 R® = 0,9024
Equagao y = -0,5932x + 97,097 y = -0,6404x + 97,558 y = -0,9636x + 98,337
a* R® = 0,3717 R® = 0,4916 R® = 0,7589
Equag&o y =-0,5501x - 7,1085 y = -0,6585x - 6,472 y = -1,2296x - 4,9652
b* R® = 0,8469 R* = 0,9144 R® = 0,9970
Equag&o y = 8,884x + 24,589 y = 9,6091x + 17,626 y =3,0157x + 4,1019
C*a R® = 0,8420 R*=0,9109 R® = 0,9971
Equagao y = 8,8512x + 25,48 y =9,5831x + 18,511 y = 15,068x + 4,9356
hab R*=0,9212 R®=0,9572 R® = 0,9666
Equagao y =-1,1019x — 75,902 y =-1,1692x - 75,111 y = -1,7657x - 73,67
AE* R® = 0,8450 R = 0,9131 R® = 0,9969
Equagéo y = -8,9024x + 55,221 y =-9,6329x + 62,211 y =-15,126x + 75,799
Temperatura 150 °C com fluxo de oxigénio
L* R® = 0,7731 R® = 0,8759 R® = 0,9697
Equagao y =-0,4361x + 95,722 y =-0,4651x + 96,08 y =-0,6313x + 96,833
a* R® = 0,3039 R? = 0,4264 R® = 0,7664
Equagéo y =-0,3766x - 8,5579 y =-0,447x — 8,1082 y =-0,7731x - 6,8035
b* R® =0,7170 R’ = 0,8322 R*=0,9720
Equagéo y = 6,9305x + 39,83 y =7,4821x + 33,871 y =10,432x + 20,784
C*s R* = 0,7131 R® = 0,8287 R®=0,9718
Equagao y = 6,8922x + 40,734 y = 7,4458x + 34,792 y = 10,402x + 21,696
hab R® = 0,7470 R® = 0,8590 R®=0,9714
Equagao y = -0,9486x — 77,675 y =-1,0194x - 76,874 y = -1,3984x - 75,17
AE* R® =0,7162 R*=10,8313 R? = 0,9721
Equagéo y =-6,9549x + 32,919 y =-7,5091x + 38,901 y =-10,475x + 52,054
Temperatura 150 °C com fluxo de nitrogénio
L R =0,0130 R® = 0,0042 R® = 0,0626
Equagao y =-0,1026x + 96,453 y =-0,0967x + 96,596 y =0,718x + 93,452
a* R® = 0,5313 R® = 0,2703 R =0,1869
Equagao y = 0,3382x — 12,01 y = 0,4023x - 12,805 y = 0,6406x - 13,702
b* R® =0,7216 R® = 0,6842 R = 0,9657
Equagao y = 4,0765x + 50,44 y = 6,619x + 33,937 y = 15,058x + 1,7728
C*s R*=0,7113 R®=0,6795 R® = 0,9633
Equag&o y = 3,9638x + 51,757 y = 6,4603x + 35,615 y = 14,728x + 4,1004
hao R? = 0,8623 R = 0,6942 R*=0,9189
Equagao y =-0,9001x — 77,207 y =-1,3467x - 74,011 y = -2,9668x - 67,84
AE* R® = 0,4481 R® = 0,3216 R®=0,1842
Equagao y =-2,5978x + 15,717 y = -3,6698x + 24,092 y =-5,3179x + 30,248
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Tabela 22. Valores de L*, a*, b*, C*y € ha, com diferentes diluicoes realizadas durante reagao quimica de B-caroteno com KMnOQy,

Tempo

(mm) L*1 L*2 L*3 L*4 aﬂ a*Z 3*3 3*4 b*1 b*Z b*S b*4 C*ab1 Oabz Oaba Oab4 hab1 hab2 habs hab4
0 90,2 93,7 943 916 -43 -69 -7,7 -71 118,00 1090 99,7 827 1180 110,0 100,0 83,0 92,1 936 944 949
60 90,6 939 940 93 -08 -32 -24 -36 839 712 618 437 839 71,3 619 439 906 926 922 948
120 906 941 951 960 -07 -30 -34 -37 817 689 594 428 81,7 689 595 430 905 925 932 947
180 90,6 940 949 9%3 -06 -29 -33 -36 828 701 605 440 828 70,1 606 44,1 904 923 931 950
240 89,7 943 93 963 -08 -31 -34 35 791 676 575 416 791 676 576 41,7 906 926 934 948
360 89,9 943 951 90 -06 -29 -33 -47 796 680 574 414 796 681 575 416 904 924 933 957
480 893 939 949 964 -04 -32 40 -36 8,0 768 644 464 890 769 645 466 902 924 935 952
600 89,7 945 955 968 -02 -2,7 -35 -39 827 700 550 394 827 70,1 551 396 90,2 922 936 952

T

3

4

: Fator de diluicdo 93.

: Fator de diluicéo 63.

: Fator de diluigao 43.

: Fator de diluicao 39.
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Tabela 23. Valores de L*, a*, b*, C*y € ha, com diferentes diluicdes realizadas durante reagao quimica de B-caroteno com MCPBA.

Tempo
miny 2 1 g g g gt pt p? b bt G Cwd Cw Cw' ha' ha?  hid hat
0 985 985 962 953 60 -90 -101 -104 261 474 649 788 268 482 657 794 1030 1008 988 975
3 979 978 95 934 -74 -106 -114 -103 315 568 757 888 324 578 765 894 1032 1005 98,6 96,6
5 983 982 968 937 -70 -105 -11,9 -112 273 497 669 792 282 508 679 800 1043 101,9 100,1 98,0
7 983 985 977 942 -64 -100 -11,7 -11,4 235 433 587 702 244 444 598 71,1 1051 1030 101,2 99,2
10 992 992 971 964 -66 -103 -118 -127 229 409 563 686 238 422 575 698 1062 1042 1019 1005
15 996 100,1 983 969 -58 -89 ~-11,5 -126 185 =281 461 572 194 294 475 586 1075 107,5 1040 1024
20 991 994 990 958 -43 -76 98 -105 127 239 336 41,5 134 251 350 429 1087 1075 1062 1042
40 990 998 988 960 -45 -79 -102 -11,1 125 238 330 41,1 133 250 345 426 1097 1085 1072 1051
50 990 999 989 90 -39 -71 -91 -101 108 206 286 357 115 218 301 371 1100 1089 1077 1058
60 992 999 991 91 -37 -68 -89 99 101 194 271 340 107 205 285 354 1102 1094 1082 1062
80 990 999 990 959 -45 -79 -101 -11,0 123 234 322 399 131 247 337 414 1100 1087 1074 1055
100 99,1 100,0 99,1 962 -43 -75 96 -105 117 219 301 375 124 232 316 389 1101 1089 107,7 1057
120 99,1 1000 991 966 -43 -76 -97 -107 11,7 21,9 300 379 124 232 316 394 1104 1092 1079 1057
180 989 998 990 961 -46 -79 -100 -10,9 126 235 323 400 134 248 338 415 1099 1086 1072 1052
240 993 999 993 960 -43 -75 96 -104 120 222 307 379 128 234 322 393 1098 1088 1074 1054
360 996 999 990 959 -44 77 -99 -107 122 226 312 384 130 239 327 398 1098 1089 1076 1056
480 995 999 990 957 -45 -79 -101 -109 125 232 323 402 133 245 338 41,7 1098 1089 1074 1052

T

3

4

: Fator de diluigdo 93.

: Fator de diluicao 48.

: Fator de diluigdo 33.
: Fator de diluicao 25,5.

123



APENDICE

Tabela 24. Analise de regressdo, com nivel de significancia de 95 %, entre as

absorbancias a 330, 400, 425 e 450 nm e parametros de cor durante reagao quimica de
B-caroteno com KMnO,4 e MCPBA.

Parametro 450 nm 425 nm 400 nm 330 nm
Reacdo quimica de B-caroteno com KMnO4
Cab R*=0,9912 R = 0,9907 R*=0,9678 R*=0,7529
Equagéao y = 68,20x + 15,72 y =74,10x + 8,06 y =87,07x - 7,39 y =91,46x - 23,11
AE* R = 0,9908 R® = 0,9904 R® = 0,968 R® = 0,7538
Equacdo y =-68,32x + 67,44 y=-74,23x + 75,12 y=-87,25x + 90,62  y=-91,70x + 106,42
Reagao quimica de 3-caroteno com MCPBA
Cab R® = 0,9967 R®=0,8914 R® = 0,0868 R® = 0,5471
Equagéao y =23,10x + 3,88 y =34,00x - 12,57 y = 13,44x - 0,66 =-16,46x + 45,56
AE* R” = 0,9838 R® = 0,8846 R = 0,0614 R” = 0,5928
Equacéo y =-21,67x + 22,51 y=-31,99x + 38,03 y=-10,67x + 24,32 y=16,19x-17,90
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