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INTRODUCAO GERAL

A Importancia e as aplicagdes dos pigmentos naturais conhecidos como carotenodides
abrangem varios setores da ciéncia e tecnologia. O seu uso como corante natural em alimentos ja
¢ conhecido ha séculos através de seus extratos naturais de urucum, acafrdo e paprica. Além
disto, os carotendides conferem cor a muitos alimentos que sdo consumidos no dia a dia como as
frutas, legumes, verduras, gema de ovos, peixes e pele de aves. Assim, estio amplamente
difundidos na Natureza podendo ser encontrados tanto em vegetais, que 0s biossintetizam,
quanto em animais, que apenas acumulam e as vezes modificam os carotenéides assimilados de
suas dietas.

O grande papel dos carotendides na saude humana foi demonstrado em numerosos estudos
epidemioldgicos, que indicaram que o consumo de frutas e verduras rica em carotendides pode
diminuir o risco de alguns tipos de cancer, principalmente cancer do pulmio, da cavidade oral,
do estémago e do esdfago. Foram demonstrados também outros beneficios, como redugdo do
risco de doengas cardiovasculares, degeneracdo macular e catarata. Todavia, em vérios estudos
de intervengdo, nos quais um grande nimero de pessoas ingeriram suplementos de B-caroteno,
estes efeitos ndo foram observados. Na maior e mais recente investigagdo, 20536 individuos de
alto risco receberam um suplemento de vitaminas antioxidantes, incluindo B-caroteno (20 mg
didrios), ou placebo por cinco anos (Heart Protection Study Collaborative Group, 2002, The
Lancet, 360: 23-33). Durante este periodo n3o foi encontrada uma redugdo significativa na
incidéncia ou na mortalidade de nenhum tipo de doenga vascular, cancer ou outras doengas
investigadas. Assim, a eficicia de suplementos contendo B-caroteno é questionavel, mas o
consumo de alimentos ricos em carotendides é geralmente recomendado.

A busca de fontes naturais para produgdo de carotendides cresce dada a importancia destes
pigmentos em diferentes areas. As flores e as microalgas sio exemplos de fontes que podem ser
empregadas para a obtengdo de carotendides. Embora haja uma grande variedade de flores e
microalgas, a produgdo comercial de carotendides a partir destas fontes € restrita. Entre as flores,
apenas as de 7agetes erecta sdo cultivadas comercialmente como fonte de luteina. A tnica
microalga empregada como fonte comercial de carotendides, até pouco tempo atras, era
Dunaliella salina, considerada a principal fonte natural de B-caroteno. Recentemente, foi
iniciada também a produgdo comercial de astaxantina, um cetocarotendide de grande valor
comercial, através da microalga Haematococus pluvialis.

A grande variedade e quantidade de flores e microalgas na Natureza e a capacidade de ambas
de biossintetizar vérios tipos de carotendides tornam a investigacdo da composi¢do de
carotendides de espécies encontradas no Brasil interessante, uma vez que novas fontes destes
pigmentos podem ser encontradas.
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RESUMO GERAL

Os carotendides sdo pigmentos naturais que apresentam fungdes bioldgicas importantes, como
atividade pré-vitaminica A e/ou antioxidativa, as quais proporcionam a diversificacio de suas
aplicagdes em dreas como alimentos, medicina, cosmética e aquacultura. Os carotendides estdo
difundidos amplamente na Natureza podendo ser encontrados em flores, sementes, raizes,
bactérias, fungos, algas e animais. Até o momento, mais de 600 carotendides ja foram
identificados, mas apenas cinco ou seis sio produzidos comercialmente em forma sintética ¢ a
pregos muito elevados. Assim, cresce a busca por fontes naturais que possam ser utilizadas
comercialmente para a produgio de carotendides.

No presente trabalho foram investigadas, entre as fontes naturais disponiveis, as flores de
Cosmos sulphureus, Thelechitonia trilobata e Pyrostegia venusta e trés espécies de microalgas
marinhas, Tetraselmis gracilis, Hillea sp e Synechococcus subsalsus.

O perfil de carotendides obtido para as flores amarelas e laranjas de C. sulphureus foi o
mesmo, diferindo pouco do encontrado para 7. trilobata, sendo a luteina, na forma de diésteres, o
carotendide predominante de todas. O teor médio de luteina nas flores amarelas e laranjas de C.
sulphureus foi semelhante, em torno de 670 ug/g de material fresco, mas significativamente
menor que o valor encontrado para 7. trilobata (820 ng/g). Estes valores sio comparaveis ou
maiores do que aqueles citados para flores de Tagetes erecta, a principal fonte natural de luteina,
o que indica o potencial das flores analisadas como fonte deste carotendide.

Nas flores de P. venusta foram detectados 33 carotendides e o contetido total de carotendides
foi estimado em 1300 pg/g de material fresco. A rubixantina (31% do total de carotendides),
principalmente na forma esterificada, e o licopeno (13% do total) foram os mais abundantes e
estavam presentes nas formas geométricas trans-, cis- e poli-cis. O contetido elevado de
carotenoides totais e a presenga de varios carotendides com caracteristicas nutricionais e/ou
antioxidativas (f3-caroteno, y-caroteno e B-criptoxantina, licopeno e rubixantina) sugere o uso das
flores de P. venusta como fonte de extrato de corante natural ou suplemento alimentar formado
por uma mistura de seus pigmentos, mas nio como fonte de carotendides especificos, devido 2
complexidade da sua composicao.

A microalga marinha T. gracilis apresentou oito carotenos (o-caroteno, - e y-caroteno (trans-
€ cis) e trans- e cis-licopeno) e 17 xantofilas (B-criptoxantina, trans-, 9-cis e 13-cis-luteina,

zeaxantina, anteraxantina, trans-, 9-cis- e 13-cis-violaxantina, trans- e cis-luteoxantina, trans-
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neoxantina, cis-neoxantina (a), cis-neoxantina (b), cis-neoxantina (c), triidroxi-B-caroteno e éster
de triidroxi-B-caroteno). A luteina (1210 ug/g peso seco) e B-caroteno (870 ug/g) foram os
carotendides majoritarios. Apesar do contetdo consideravel e da importancia comercial destes
pigmentos, a composi¢do carotenoidica complexa de 7. gracilis pode dificultar o emprego desta
microalga como fonte especifica destes carotenéides. Todavia, condigdes de cultivos favoraveis
a produgdo destes carotendides, em detrimento dos demais, podem ser ainda encontradas e a
exemplo das flores de P. venusta, esta microalga pode também ser indicada como fonte de
extrato de corante natural ou suplemento alimentar.

Na microalga S. subsalsus, o B-caroteno (850 Hg/g peso seco) e a zeaxantina (800 ug/g) foram
0s carotendides majoritarios, enquanto que na Hillea sp houve predominancia de aloxantina
(2660 pg/g). Em S. subsalsus foram identificados também equinenona, B-criptoxantina e 3-
hidréxi-B-carotenona-4’ e em Hillea sp, C-caroteno, g-caroteno, ci-caroteno (trans e cis), cis-PB-
caroteno, B-criptoxantina, crocoxantina, monadoxantina e um cetocarotendide ndo identificado,
todos presentes em baixas concentragdes. A predomindncia de B-caroteno e zeaxantina em S.
subsalsus e aloxantina em Hillea sp é um aspecto positivo no eventual emprego destas

microalgas como fonte comercial desses carotendides.
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GENERAL ABSTRACT

Carotenoids are natural pigments, which also have important biological functions such as
provitamin A and/or antioxidant activities. With such functions, these pigments have
applications in different areas such as foods, medicine, cosmetics and aquaculture. They are
widely distributed in nature and can be encountered in flowers, seeds, roots, bacteria, fungi,
algae and animals. At the moment more than 600 natural carotenoids have been identified, but
only five or six have been produced commercially in synthetic form and at high prices.
Consequently, there is an increasing search for natural sources that can be utilized commercially
for the production of these important compounds.

In the present work were investigated, among the available natural sources, the flowers of
Cosmos sulphureus, Thelechitonia trilobata and Pyrostegia venusta and the marine microalgae,
Tetraselmis gracilis, Hillea sp and Synechococcus subsalsus.

The carotenoid profile obtained by HPLC for the yellow and orange flowers of C. sulphureus
was identical, differing slightly from that of 7. #rilobata, with the predominance of lutein
diesters. The mean lutein content of the vellow and orange flowers of C. sulphureus was also
similar, about 670 pg/g fresh weight, but significantly lower than that of 7. trilobata (820 pg/g).
The lutein levels of these flowers are comparable or higher than those found in Tagetes erecta,
the main natural source of lutein, which indicates the possible utilization of these flowers as
commercial sources of this carotenoid.

In the flowers of P. venusta, the total carotenoid concentration was estimated to be 1300 ug/g
fresh weight. A total of 33 carotenoids was detected, the most abundant being rubixanthin (31%
of the total carotenoids) and lycopene (13% of the total). Both pigments were encountered in
trans, cis and poly-cis geometric forms, rubixanthin being free or esterified. The elevated total
carotenoid content and the presence of various carotenoids with diverse characteristics, including
those having nutritional and/or antioxidative properties (B-carotene, y-carotene, B-cryptoxanthin,
lycopene, rubixanthin), suggest the viability of using the flowers of P. venusta as source of
natural colorant extract or food supplement of mixtures of these pigments, but not as source of
specific carotenoids.

The marine microalga 7. gracilis presented eight carotenes (ct-, B- and y-carotene (trans and
cis) and trans- and cis-lycopene) and 17 xanthophylls (B-cryptoxanthin, trans-, 9-cis- and 13-cis-

lutein, zeaxanthin, antheraxanthin, trans-, 9-cis-, and 13-cis-violaxanthin, trans- and cis-
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luteoxanthin, trans-neoxanthin, cis-neoxanthin (a), cis-neoxanthin (b), cis-neoxanthin (c),
trihydroxy-pB-carotene, and ester of trihydroxy-B-carotene). Lutein (1210 pg/g dry weight) and B-
carotene (870 ng/g) were the major carotenoids. In spite of the considerable amount and the
commercial importance of these pigments, the complex carotenoid composition of 7. gracilis can
render the use of this microalga as a source of these carotenoids difficult. However, cultivation
conditions favorable to the productions of these pigments, in detriment to the other carotenoids,
can still be found and as is the case for the P. venusta flowers, this microalgae can be used as a
source of natural colorants or food supplements extract.

The microalga S. subsalus had B-carotene (850 ug/g dry weight) and zeaxanthin (800 pg/g) as
major carotenoids, while in Hillea sp, alloxanthin (2660 pg/g) was the principal carotenoid. In S.
subsalus, echinenone, B-cryptoxanthin and 3-hydroxy-B-caroten-4-’one were also found at very
low levels. In Hillea sp, C- and e-carotene, o-carotene (trams and cis), cis-B-carotene, B-
cryptoxanthin, crocoxanthin, monadoxanthin and a unidentified ketocarotenoid were the minor
carotenoids. The predominance of the major carotenoids in the extracts of these microalgae

facilitates their eventual use as commercial sources.
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CAPITULO 1

CAROTENOIDES EM FLORES: UMA REVISAO



CAROTENOIDS FROM FLOWERS: A REVIEW

Marise C. de Mello and Delia B. Rodriguez-Amaya

Departamento de Ciéncia de Alimentos - Faculdade de Engenharia de Alimentos - Universidade Estadual de
Campinas - C. P.: 6121- CEP: 13083-970 - Campinas - SP-Brasil

ABSTRACT - Carotenoids constitute one of the most important groups of natural
pigments, being widely distributed in nature and having important functions in human health.
In flowers, the presence of these pigments provides brilliant yellow and red colors. Various
types of carotenoids have already been identified in different flowers, the presence of
esterified xanthophylls being very common. To date only the flowers of Tagetes erecta are
employed as commercial source of the carotenoid lutein. However, other flowers (or their
extracts), such as Adonis astivalis (rich in diesters of astaxanthin) and Delonix regia (rich in
p-carotene), have already been indicated as sources of pigments for fish and poultry,
respectively. Moreover, there are varieties of flowers awaiting investigation that can have
commercial potential for the production of carotenoids. In the present paper a review of

carotenoids in flowers and their applications is presented.

CAROTENOIDES EM FLORES: UMA REVISAO

RESUMO - Os carotenéides formam um dos mais importantes grupos de pigmentos
naturais por estarem amplamente difundidos na Natureza e apresentarem fung¢des importantes
a salide humana. Nas flores, a presenga destes pigmentos proporciona coloragdes amarelas e
vermelhas brilhantes. Vérios tipos de carotenéides ja foram identificados em diferentes flores,
sendo muito comum & presenga de xantofilas esterificadas. Até o momento, apenas as flores
de Tagetes erecta sio empregadas como fonte comercial do carotenéide luteina. Entretanto,
outras flores (ou seus extratos), como as de Adonis astivalis (ricas em diésteres de
astaxantina) e Delonix regia (ricas em B-caroteno), ja4 foram indicadas como fonte de
pigmentos para alimentar peixes e aves, respectivamente. Além disto, existem muitas
variedades de flores ainda ndo investigadas que podem ter um potencial comercial para
produgdo de carotendides. No presente artigo, uma revisdo sobre carotenéides de flores e suas
aplicagdes € apresentada.



1. INTRODUCAO

Os caroten6ides sdo pigmentos naturais amplamente distribuidos na Natureza, podendo
ser encontrados em fungos, bactérias, leveduras, frutas, folhas, flores, raizes, sementes €
animais (Simpson e Chichester, 1981). Embora sejam substdncias suscetiveis a
degradagdes, suas propriedades fisiolégicas e nutricionais, bem como 0s avangos
tecnolégicos contribuem para torna-los os corantes naturais mais utilizados em alimentos.
Estes pigmentos sdo vendidos na forma de extratos naturais ou compostos sintéticos
idénticos aos naturais. Os extratos naturais de carotendides, comercializados ha séculos,
sio urucum, acafrfio e pdaprica. Até o momento, OS carotendides sintetizados
industrialmente sdo o B-caroteno, licopeno, cantaxantina, B-apo-8’-carotenal, dcido B-apo-
8’-carotendico, citranaxantina e astaxantina, sendo os trés Gltimos usados principalmente

em ragdes.

Geralmente os carotenéides sio constituidos de oito unidades isoprénicas unidas através
de ligagdes cabega e cauda, exceto no centro da molécula onde a ligagdo é cauda-cauda.
Assim, o plano de simetria da molécula € reverso no centro € 0s dois grupos metilicos

centrais encontram-se separados por seis 4tomos de carbono e os demais por cinco.

Estes pigmentos estdo divididos em dois grupos denominados carotenos e xantofilas. Os
carotenos sdo formados por apenas carbono e hidrogénio, enquanto as xantofilas possuem
também oxigénio sob a forma de diferentes grupos, como epdxi, hidr6xi (mondis, didis e
poli6is), metéxi, aldeidico, cetdnico e carboxilico. Quanto as suas estruturas, OS

carotendides podem ser aciclicos, mono e biciclicos.

Até 1986 mais de 600 carotendides ja haviam sido identificados (Pfander, 1987) e,
posteriormente, uma lista contendo 54 caroten6ides novos foi publicada (Kull e Pfander,
1995a). Esta multiplicidade de carotendides deve-se as diferentes modificagdes da sua
estrutura bésica através de hidrogenagio, desidrogenagdo, ciclizagdo, migragdo de ligagdo
dupla, encurtamento ou extensdo da cadeia, rearranjo, isomerizagdo, introdugdo de
substituintes ou combinagdes destes processos. Estima-se que a quantidade de carotenoides
produzida por ano na Natureza seja mais de 100 milhdes de toneladas. A biossintese de
carotendides ocorre somente no reino vegetal, enquanto os animais apenas acumulam

carotenéides ingeridos de suas dietas, podendo ou nao modifica-los.



A maioria dos carotenéides absorve Iuz de comprimentos de onda na faixa de 400 a 500
nm devido & presen¢a de um croméforo em sua molécula, ou seja, seu sistema de ligacGes
duplas conjugadas. Dependendo do ntimero de ligagbes duplas, o croméforo absorve em
regides diferentes, o que por sua vez resulta em um pigmento de cor diferente. Por exemplo,
caroten6ides com menos de sete ligagdes duplas conjugadas, como o fitoeno € o fitoflueno,
sdo incolores, mas o {-caroteno que apresenta sete ligagdes duplas conjugadas possui uma
coloragdo amarela clara. A intensidade da coloragdo aumenta com o aumento do nimero de
ligagdes duplas conjugadas. Assim, o licopeno com 11 ligagdes duplas conjugadas apresenta
coloragdo vermelha. Por outro lado, a ciclizagdo diminui a coloragdo, uma vez que as ligacdes
duplas dos anéis encontram-se fora do plano das ligagdes duplas da cadeia poliénica linear.
Desta forma, apesar do B-caroteno apresentar 11 ligagdes duplas conjugadas, sua cor &

laranja, e ndo vermelha como a do licopeno (Rodriguez-Amaya, 1993a).

As vantagens do uso de carotendides para colorir alimentos sio a boa estabilidade na faixa
de pH da maioria destes produtos, a ndo corrosibilidade, a estabilidade na presenca de
substancias redutoras e o fato de serem um corante natural, Embora sejam parcialmente
soliveis em dleo e insoliveis em 4gua, formulagSes comerciais de carotendides na forma de
emulsSes ou preparagdes coloidais e solugdes oleosas permitem que sejam usados tanto em
produtos & base de 4gua quanto i base de Gleo, além de protegé-los da oxidagdo e
isomerizag#o. A estabilidade e a reprodutibilidade destas preparagdes dependem de fatores
intrinsecos (como estrutura do carotenéide e natureza e composicdo da matriz) e extrinsecos
(como disponibilidade de oxigénio, presenga de luz, temperatura). O tempo e custo de
produgdo destes extratos naturais sio maiores que os requeridos para corantes sintéticos.
Todavia, as vantagens citadas associadas as propriedades fisiolégicas e nutricionais dos
caroten6ides superam estas desvantagens e vém incrementando cada vez mais as aplicagdes
destes pigmentos.

As diferentes funcdes fisiologicas dos carotenéides estio diretamente relacionadas as suas
estruturas. Para apresentar atividade pré-vitaminica A, estes pigmentos devem possuir pelo
menos um anel B-ionona ndo substituido e uma cadeia poliénica com no minimo 11 carbonos.
A atividade vitaminica é maior quando o sistema de ligagdes duplas conjugadas esti em
configuragdo todo-E (todo-trans). O B-caroteno ¢ a pré-vitamina A mais importante por
apresentar a maior biopoténcia (100% de atividade) e estar amplamente distribuido na
Natureza (Rodriguez-Amaya, 1993b). J4 para desempenhar sua fungio como antioxidante e
apresentar protecdo méxima, os carotenéides devem possuir no minimo nove ligagdes duplas
conjugadas (Foote et al., 1970). Neste caso, os carotendides, através de seu sistema de
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ligagdes duplas conjugadas, sequestram O oxigénio singleto € reagem com radicais livres
desativando-os.

Devido as fungdes e agdes dos carotendides, que foram mencionadas anteriormente € bem
destacadas na literatura internacional, a busca por fontes alternativas destes pigmentos vem
aumentando, e entre as diferentes opgdes, estdo as flores. No presente trabalho foram

compilados estudos sobre a composigéo de carotenoides em flores e suas aplicages.

2. ESTUDOS DE CAROTENOIDES EM FLORES

Na fase inicial de desenvolvimento, as flores apresentam cloroplastos, os quais contém
clorofilas e carotenéides. Com o amadurecimento das flores, as clorofilas vdo desaparecendo
enquanto a concentragdo de caroten6ides aumenta. Durante este processo os cloroplastos sao
substituidos pelos cromoplastos, que possuem estruturas especializadas compostas de
carotendides, lipidios e proteinas, cuja fungdo € acumular grandes quantidades de
carotenéides. Os carotendides nos cromoplastos de pétalas sdo os responsaveis pelas intensas
cores amarelas, laranjas e vermelhas. Geralmente as flores maduras acumulam xantofilas
aciladas como carotendides secundérios, pois parece que esta forma facilita o acimulo e a
preservagio dos carotenéides (Bartley e Scolnik, 1995) por ser mais lipossolivel e estavel, o
que por sua vez facilita provavelmente a incorporagdo destes pigmentos pela membrana
(Minguez-Mosquera ¢ Hornero-Mendez, 1994). Além disto, esterificagdo de carotendides
também é importante na prépria formaggo dos cromoplastos (Emter et al., 1990).

Nas flores, as fungdes dos carotendides de fotoprotecdo e de pigmentos acessorios,
fundamentais em tecidos fotossintéticos, deixam de ser essenciais. A cor conferida as flores
por estes pigmentos teria a fungdo de ajudar a atrair insetos € animais polinizadores,
auxiliando desta forma o processo de reprodugdo (Bartley e Scolnik, 1995).

Na Tabela 1 estdo resumidos os resultados de estudos sobre o isolamento de carotendides

em algumas flores e partes florais.

2.1. Tagetes erecta

Tagetes erecta ¢ uma planta nativa do México (Tosco, 1970) que apresenta flores de
coloragio amarela ou laranja brilhante. Até o momento, estas s3o as tUnicas flores de
importincia comercial como fonte de carotenéides e por esta razdo tem sido investigadas por

vérios pesquisadores.
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As flores de 7. erecta contém grandes quantidades de xantofilas aciladas com écidos
graxos (Alam et al., 1968a). Os écidos graxos identificados através de cromatografia gasosa
foram o palmitico (60,4%), miristico (22,6%), estedrico (14,4%), laurico (2,4% do total) e
tracos de oléico (Alam et al., 1968b). A xantofila principal foi identificada como sendo
luteina na forma esterificada (Quackenbush e Miller, 1972): luteina dipalmitato (56% do total
de ésteres de luteina), dimiristato (36%) e monomiristato (8%) (Philip ¢ Berry, 1975).

Analises posteriores através das técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e de espectrometria de massas conseguiram discriminar ésteres mistos de ndo misto
em um extrato pré-purificado de pétalas de 7. erecta (Gau et al., 1983). Os ésteres de luteina
identificados foram dimiristato (12,6%), miristato-palmitato (24,7%), dipalmitato (35,5%),
palmitato-estearato (14.4%), diestearato (2,4%) e um éster ndo identificado (2,1%).
Resultados semelhantes foram obtidos na andlise do pé das pétalas (Rivas, 1989). As
concentragdes de ésteres de luteina em pétalas de T. erecta em diferentes estagios de
desenvolvimento variaram consideravelmente (Gregory et al., 1986). O total de luteina passou
de 3,83 pg/g nas pétalas amarelas esverdeadas para 791,09 pg/g no estagio mais avangado
(pétalas laranja amarronzado) (Tabela 2).

Tabela 2- Concentraciio de ésteres de luteina nas flores de Tagetes erecta

Esteres de Luteina (ug/g)
Coloracio das flores Dimiristato  Miristato-Palmitato Dipalmitato Palmitato-Estearato Total

Amarelo esverdeado - 1,53 1,82 0,48 3,83
amarelo brilhante _ 2,74 5,29 _ 8,03
amarelo _ 461 82,17 91,93 178,71
laranja 0.41 116.46 202,87 _ 323,40
laranja . 101,78 205,59 91,45 398,82
laranja forte 48,79 245,08 373,98 1,40 669,25
laranja amarronzado 30,29 356,39 404,41 _ 791,09

Fonte: Gregory et al. (1986).

Delgado-Vargas e Paredes-Lopez (1996) analisaram o extrato néo saponificado e
saponificado da farinha de flores de T. erecta e observaram que no primeiro havia diferentes
isdmeros de ésteres de luteina com predominancia da forma todo-E, enquanto que o segundo
era constituido por quatro isdmeros de luteina na forma livre. Estes isomeros foram

identificados. tentativamente, como 13°Z- (13’-cis-), 13Z-, todo-E- € 9Z- ou 9°Z-luteina. Estes
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mesmos autores (1997a) confirmaram a identificagdo da maioria destes isdmeros e
identificaram, tentativamente, todo-E-zeaxantina. Foram ainda verificados os efeitos do
contetido de sélidos e da eliminagido de substancias aquossoliveis sobre o perfil destes
pigmentos em amostras de T. erecta tratadas com enzimas. O tratamento enzimatico aplicado
ndo causou variagdo na distribui¢do em porcentagem dos isémeros de luteina e a eliminagdo
de substincias aquossolaveis teve efeito significativo, mas pequeno sobre tais variagdes. Por
outro lado, o teor de sélidos afetou o perfil destes isdmeros; o tratamento enzimético sobre
uma mistura contendo 5% de sélidos produziu uma amostra com conteido mais elevado de

todo-E-luteina.

Delgado-Vargas e Paredes-Lopez (1997b) estudaram o efeito de tratamentos enzimadticos
sobre a extragdo dos carotendides de flores de T. erecta. Foram testadas cinco enzimas
comerciais, todas de origem flngica e de atividade mista. Entre estas enzimas, a Econase-cep
(uma preparagéo de celulase com atividades endo-1,4-B-D-glucanase, celobiohidrolase, exo-
1,4-B-D-glucosidade, hemicelulase, B-glucanase, protease e amiliglucosidade, descrita em
Delgado-Vargas e Paredes-Lopez, 1997a) mostrou os melhores resultados. Quando foi
empregada na concentragdo de 0,1% p/p aumentou a extragfio de carotendides totais de 1,7
para 7,4 mg/g de flores secas. Entretanto este efeito s6 foi observado quando hexano foi
usado como solvente de extragdo. Quando a extragdo foi realizada segundo os métodos da
AOAC (1984) e AOAC modificado (com pré-eliminagdo de substancias aquossolaveis), onde
solventes mais polares foram usados, o efeito enzimético foi mascarado e a extraggdo foi muito

mais eficiente, atingindo valores de 12,3 e 13,3 mg/g, respectivamente.

Khachik et al. (1999) isolaram e elucidaram a estrutura absoluta da luteina de T. erecta
como (13Z,13°Z,3R,3’R,6’R)-luteina e observaram a presenga de 3-hidréxi-B,e-caroten-3’-ona
e 3’-epiluteina em extratos saponificados desta flor. Outros carotenéides identificados,

inclusive todo-E-zeaxantina, estdo relacionados na Tabela 1.

A presenga de epdxidos e produtos de oxidagdo de luteina em extratos de flores de T
erecta ja foi citada (Alam et al., 1968a; Goodwin, 1980). Valadon ¢ Mummery (1967)
concluiram que luteina e zeaxantina constituiam no maximo 10% dos caroten6ides em T.
erecta, enquanto que os epoxicarotenbides eram os pigmentos principais. Posteriormente, em
17 andlise do extrato destas flores, constatou-se que 88 a 92% dos pigmentos eram luteina
(predominantemente) € zeaxantina, ¢ que menos de 3% eram epéxidos (Quackenbush ¢
Miller (1972). Nao foi encontrada diferenca significativa entre a composigéo de extratos de 7.
erecta processados € ndo processados. Em trabalho mais recente de Mcgeachin e Bailey
(1995), a presenga de violaxantina e neoxantina em um extrato de 7. erecta foi relatada.
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Hadden et al. (1999) determinaram a composig&o de carotendides em um extrato comercial
de flores de 7. erecta contendo 4,5% de luteina na forma de ésteres. Apds a saponificagdo
deste extrato, verificou-se que 93% dos pigmentos eram biologicamente utilizdveis (ndo
oxidados). Destes, 88% eram compostos por luteina na forma todo-E, pequenas quantidades
da forma Z e residuos da forma esterificada. O extrato continha ainda 5% de todo-E- e Z-
zeaxantina, outros carotendides minoritdrios e niveis insignificantes de produtos de
degradagdo da luteina. A composi¢do encontrada enfatizou a importancia da utilizagdo dos
extratos comerciais de 7. erecta em suplementos nutricionais € como corante em ragdes, pois
mostrou que as formas de luteina biologicamente utilizdveis eram predominantes, enquanto

que os niveis dos produtos de degradagéo da luteina estavam abaixo do esperado.

O uso das flores de T. erecta estd diretamente associado ao seu elevado conteudo de
luteina. Palmer havia mencionado desde 1915 que a coloragdo amarela da pele de galinhas
era, em parte, decorréncia da presenga de xantofilas em suas ragdes. Alam et al. (1968c¢)
adicionaram pétalas de T. erecta nas ragdes de aves poedeiras € observaram que enquanto o
contetido de pigmento nas gemas dos ovos e nos orgdos das aves aumentava com 0 acréscimo
das quantidades adicionadas a dieta, a eficiéncia da utilizagdo destes pigmentos diminuia.
Uma coloragdo ideal das gemas foi obtida com a adi¢do de 33 mg de pigmento/kg de dieta
basica. Com estes resultados, foi sugerida a utilizagdo das pétalas de 7. erecta como fonte
concentrada de xantofilas para pigmentar as ragdes de aves domésticas. Guenthner et al.
(1973) compararam a eficiéncia do uso de luteina pura e de extratos naturais contendo este
pigmento na coloragdo da gema de ovos e concluiram que o segundo era melhor utilizado
pelas galinhas. Philip e Berry (1975) sugeriram que a presenga de luteina na forma
esterificada nos extratos de flores de 7. erecta e sua maior solubilidade em lipidios poderiam
ter sido os fatores responsaveis pelos resultados de Guenthner et al. A elevada solubilidade
dos ésteres de luteina em Oleo vegetal (comparado com a pobre solubilidade dos carotendides
sintéticos) e o fato da luteina livre e esterificada serem carotendides comuns em plantas
comestiveis foram pardmetros relevantes citados por Philip e Berry (1975) para aplicagdo
comercial de ésteres de xantofilas para colorir alimentos. Em 1976a, Philip et al. montaram
um experimento com galinhas poedeiras e compararam a utilizagdo biol6gica de €steres de
luteina de diferentes fontes, inclusive de pétalas de T. erecta, com a luteina cristalina. Os
resultados confirmaram que a luteina acilada é melhor utilizada pelas aves € mostraram que a
solubilidade de xantofilas em lipidios é um pré-requisito para sua absorgido. Observou-se

ainda que, as aves desacilam a luteina antes de deposité-la nos 6vulos em desenvolvimento.



Um processo para purificagdo de ésteres de luteina de pétalas de T. erecta, baseado na
precipitagdo com isopropanol, foi desenvolvido por Philip e Berry em 1976(b). Os ésteres de
luteina precipitados foram soliveis em 6leo vegetal na extensdo de 20% p/p a 60°C. De
acordo com suas concentragdes, os ésteres de luteina produziram uma colora¢do que variou
de amarelo a laranja brilhante quando aplicados sobre celulose microcristalina. A adigdo de
carotendides sintéticos (B-apo-8’-carotenal e cantaxantina) aos ésteres de luteina produziu
uma colora¢do vermelha; porém esta adig¢do ficou limitada a solubilidade destes pigmentos
em lipidios.

O suco de laranja e outras bebidas citricas podem ser adulterados com o extrato de flores
de Tagetes para elevar os seus teores de carotendides e intensificar as suas cores. Wild e
Dobrovolny (1976) desenvolveram um método por CLAE que permite identificar a presenca
de extrato de Tagetes em produtos citricos adulterados. O método & recomendado para andlise

rotineira.

As propriedades bioldgicas da luteina extraida das flores de T erecta foram constatadas
em diversos estudos. Por exemplo, essa luteina inibiu a atividade mutagénica de 1-nitropireno
em Salmonella typhimurium, provavelmente pela formago de um complexo entre a luteina e
o I-nitropireno, o qual poderia limitar a biodisponibilidade deste tltimo (Mejia et al., 1997).
Em um outro estudo, a luteina de extratos de 7 erecta supriu o crescimento de tumores
mamarios e realgou a proliferagdo de linfécitos em ratos (Chew et al., 1996; Park et al.,
1997). Com humanos foi demonstrado que ésteres de luteina de extratos de T erecta sdo
absorvidos eficientemente na corrente sanguinea (Bowen et al., 1997). Esse resultado foi
reforcado por um outro experimento no qual houve um aumento nos niveis de luteina no
plasma e na densidade Gptica do pigmento macular apés a ingestdo de luteina extraida de
flores de T. erecta (Landrum et al., 1997). O beneficio destes efeitos foi demonstrado por
estudos epidemiol6gicos que constataram uma relagdo inversa significativa entre 0 consumo
de luteina e zeaxantina (Seddon et al., 1994) ou niveis plasmaticos destes carotenéides
(EDDC, 1993) e o risco de degeneragio macular. Embora as flores de 7. erecta sejam usadas
na medicina mexicana tradicional (Neher, 1968; Mendieta e Del-Amos, 1981), as mesmas
ndo sdo empregadas freqiientemente na medicina convencional. Um dos raros exemplos é o
agente oftalmolégico (Adaptinol), extraido de pétalas desta flor e constituido principalmente
de luteina dipalmitato (Gau et al., 1983).

Uma revisdo sobre os diversos usos de diferentes espécies da planta Tagetes, inclusive T,
erecta, pode ser encontrada em Szabo e Papp (1975) e Vasudevan et al. (1997).
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2.2. Adonis aestivalis

Kamata (1986) extraiu diésteres de astaxantina de flores de Adonis aestivalis e verificou
que a astaxantina nestes compostos apresentava-se, principalmente, na configuragdo (35, 3°5).
Os 4cidos graxos dos diésteres de astaxantina foram identificados como C18:1, C16:0, C14:0,
C18:3. C12:0 e C18:2. Kamata et al. (1990a) utilizaram as flores ou extratos de flores de 4.
aestivalis para alimentar dois grupos de trutas com uma dieta de 10 mg de pigmento para
cada 100 g. Ap6s duas semanas, o grupo alimentado com as flores morreu vitima de enterite.
No grupo alimentado com os extratos destas flores, ndo houve mortalidade por mais de trés
meses € os peixes exibiram uma coloragdo rosa brilhante. Como os resultados sugeriram a
presenga de componente téxico nas flores, mas nfo nos extratos, os autores recomendaram
apenas a utilizagdo do tltimo como fonte de pigmentos para as trutas. Kamata et al. (1990b)
estudaram a composi¢do de 4cidos graxos dos diésteres de astaxantina de trutas alimentadas
com extratos de flores de A. agestivalis e constataram que os dcidos graxos majoritarios eram
C18:1 (31,8% do total) e C22:6 (13,1%). A composigdo encontrada foi completamente
diferente daquela observada para os diésteres de astaxantina dos extratos de flores. Os autores
sugeriram que os diésteres de astaxantina das flores, ao serem ingeridos pelas trutas, eram

absorvidos, hidrolisados, transferidos para os tecidos e reesterificados.

Schersl (1995) extraiu a astaxantina e seus ésteres de flores frescas ou parcialmente
desidratadas de A. aestivalis, utilizando a técnica de extra¢ao supercritica. Um pré-tratamento
com HCI 0,IN a 100°C por poucos minutos ou na presenga de uma enzima que rompia a

parede celular melhorava a eficiéncia da extragdo.

2.3. Brassica napus

Das pétalas amarelas de flores de Brassica napus foram isolados cinco carotendides
majoritarios: 9°Z-neoxantina, todo-E- e 9Z-violaxantina e (8'R)- e (8°S)-luteoxantina
(Debrunner ¢ Pfander, 1991). Uma anélise mais detalhada revelou pelo menos 80 tipos de
carotendides, incluindo carotenos, xantofilas altamente oxigenadas e a ocorréncia natural E/Z-
isomeros (Kull e Pfander, 1995b). Os carotenéides majoritérios identificados na parte polar
do extrato foram (8’R)-, (8’S)- e (13Z8 R)-luteoxantina, flavoxantina/crisantemaxantina,
taraxantina, e todo-E-, 9Z- e 13Z-violaxantina. A estrutura dos isdmeros (9Z2,9°Z,3R,3’R,6’R)-
luteina e (13°Z3R.,3’R,6’R)-luteina de pétalas de flores de B. napus foi elucidada
poteriormente (Kull e Pfander, 1997).
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2.4. Calendula officinalis

Abou-El-Maati e Abd-Ellatif (1992) analisaram os carotendides das flores de Calendula
officinalis e identificaram B-caroteno, licopeno, violaxantina, anterxantino e canxantina. O B-
caroteno foi o mais abundante, contribuindo com 22,9% do total. Neste mesmo trabalho, os
pigmentos de flores de C. officinalis foram testados para colorir bebidas e sucos. Observou-se
que a acetona (95%) foi o solvente mais efetivo na extragdo dos carotenéides, que o melhor
veiculo para dispersa-los foi uma solugdo amido e que a reten¢do da cor foi melhor nos
produtos mantidos sob refrigeragdo. El-Hashmy e colaboradores (1986) j4 haviam isolado e

purificado o B-caroteno de flores secas e frescas de C. officinalis.

Valdés e Garcia (1999) publicaram uma revisio sobre C. officinalis abordando aspectos
farmacognésticos, quimicos e farmacolégicos. Os carotendides incluidos na compilagdo
foram o-caroteno, B-caroteno, y-caroteno, violaxantina, rubixantina, citroxantina,
flavocromo, flavoxantina, galenina, luteina, licopeno, valentiaxantina, auroxantina,

microxantina, 5,6-epoxi-caroteno, B-zeacaroteno, mutatoxantina e epoxido de luteina.

2.5. Chysanthemum cinerariaefolium

As flores de Chysanthemum cinerariaefolium sio fonte de um extrato de um inseticida
natural, cuja cor é conferida por carotendides e clorofilas (Head, 1973). A existéncia de -
caroteno neste extrato foi relatada por Subbarantnam e Parsameswaran Pillay (1947). Um dos
sub produto do processo de refinagdo deste extrato foi usado como fonte de xantofilas em
ragdes de galinhas (Head, 1966; Plebluda et al., 1966)

A composi¢do de carotendides em sete estigios de desenvolvimento de flores de C.
cinerariaefolium foi examinada, desde o botdo ainda fechado até que a flor atingisse um
estado de senescéncia avangado (Head, 1973). Nas flores em estigio inicial de
desenvolvimento, cerca de 38% do total de carotendides estavam associados com o pélen, o
qual era rico em Z-luteina. Em todas as etapas de crescimento, os E- e Z-luteina na forma de
diésteres (principalmente), monoésteres e livre foram os constituintes mais abundantes. O
total de carotenéides no primeiro estagio foi de 6,9 ug (79,9% de luteina) e no terceiro de
97,8 ug (92,3% de luteina). Nos estigios seguintes o total de carotendide diminuiu e atingiu
13 pg na fase de senescéncia avangada.

2.6. Delonix regia

Delonix regia ¢ uma 4arvore ornamental bastante resistente que cresce na maioria dos

paises tropicais e que apresenta flores abundantes de coloragdo laranja avermelhada que sio

ricas em carotenGides (1890 pg/g flores frescas (Thakur e Arya, 1989)). O B-caroteno
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constitui cerca de 35% do total de carotenbides presentes nestas flores (Premachandra et al.,
1978). Os carotenbides presentes nas pétalas, sépalas, filamentos e anteras destas flores foram
determinados (Jungalwala e Cama, 1962). Nas pétalas e sépalas, os carotenos foram os mais
abundantes, enquanto que nas anteras ¢ filamentos foram as xantofilas. A Tabela 3 mostra o
conteido total de carotendides nestas partes florais e as porcentagens dos principais
carotenéides. O nimero total de carotenéides isolados nas pétalas, sépalas, filamentos €

anteras foi de 29, 18, 20 e 10, respectivamente, (Tabela 1).

As gemas de ovos de aves que foram alimentadas com ragdo enriquecida com vitamina A
sintética apresentarou coloragdo palida, tragos de B-caroteno ¢ 6 Ulg de vitamina A
(Premachandra et al., 1978). Quando a vitamina A sintética foi substituida por 5% de pétalas
desidratadas de flores de D. regia, as gemas exibiram uma coloragdo alaranjada e o teor de B-
caroteno e de vitamina aumentou para 6 pg/g € 13 Ul/g, respectivamente. Os autores do
estudo n3o mencionaram efeitos toxicos e recomendaram a utilizagdo preferencial das pétalas
desidratadas de D. regia.

A estabilidade dos carotendides de flores de D. regia e do -caroteno sintético foi avaliada
em celulose microcristalina, em éter de petrleo e em sistemas coloidais aquosos
representados por polpas de frutas trituradas (Thakur e Arya, 1989). Os carotenéides das
flores foram bem mais estéveis que o B-caroteno sintético nos dois primeiros veiculos, mas
em sistemas coloidais aquosos foram apenas ligeiramente mais estaveis. Neste ultimo
veiculo, a estabilidade dos caroten6ides dependia do uso de um conservante; na presenga de
SO, ou 4cido ascorbico, os niveis de carotendides foram os mais elevados, enquanto que as
amostras tratadas com sorbato apresentaram os menores niveis. Uma vez que 0 B-caroteno € o
principal caroten6ide de flores de D. regia, sugeriu-se que a maior estabilidade dos
carotenéides destas flores em relagdo ao B-caroteno sintético poderia ser atribuida a presenga
de antioxidantes naturais ou de lipidios em seu extrato. A ultima opgdo foi descartada, pois 0s
extratos saponificados continuaram a apresentar maior estabilidade que o [-caroteno
sintético. Os autores sugeriram que os extratos de flores de D. regia poderiam ser
comercializados facilmente na forma de um concentrado oleoso, mas s6 depois de uma

avaliago toxicol6gica completa.
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Tabela 3- Distribui¢do (%) dos carotenéides principais nas partes florais de Delonix regia

Carotendides

Parte Floral  B-caroteno  y-caroteno E-e Z- isbmeros  fitoeno luteina  zeaxantina E- ¢ Z-Bcaroteno Total (ug/g
rubixantina de

fresco/seco)
licopeno
Pétalas 34,0 11,2 15,1 11,0 188/ 1290
Sépalas 328 36,6 155/975
Filamentos 12,0 21,7 15,2 14,0 517360
Anteras tragos 90,0 tragos 1904 / 5701

Fonte: Jungalwala e Cama, 1962.

2.7. Dendrobium (Orchidaceae)

Quatro carotendides majoritarios foram isolados de pétalas amarelas de flores de algumas
espécies e hibridos de Dendrobium (Orchidaceae): luteina, violaxantina, neoxantina e B-
caroteno, sendo o primeiro o mais abundante e o principal responsavel pela cor amarela de
todas as espécies analisadas (Thammasiri et al., 1984).

2.8. Eschscholtzia californica

A andlise das pétalas das flores amarelas de Eschscholtzia californica revelou um novo
retro-carotendide, identificado como todo-E—(BS,SR,3’.S‘)-4’,5-rctro-B,B~camteno—-3.5,3’-triol
(Maoka et al., 2000).

2.9. Helianthus annuus, Impatiens noli me tangere, Ranunculus acer, Taraxacum
officinale

A composigdo qualitativa dos carotenéides nas pétalas amarelas de flores de Helianthus
annuus, Impatiens noli tangere, Ranunculus acer e Taraxacum officinale foi praticamente a
mesma, sendo a luteina € o epéxido de luteina os carotendides principais (T6th e Szabolcs,
1970). Na maioria das espécies, estes dois pigmentos estavam presentes em diferentes formas
geomeétricas. O B-caroteno foi encontrado em pequenas quantidades, enquanto que tragos de
zeaxantina estavam presentes ocasionalmente. A distribuigdo dos carotendides em flores de
H. annuus e T. officinale coletadas da mesma regido, mas em diferentes periodos do ano, nio

variou.
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2.10. Hemerocallis disticha

Através da técnica de CLAE, 21 carotendides foram separados do extrato de flores de
Hemerocallis disticha, dos quais 14 foram identificados (Tai e Chen, 2000). A estabilidade
destes carotendides foi avaliada durante a secagem com ar quente (50°C) ou por liofilizagéo,
com uma parte da amostra deixada previamente em solugdo de sulfito de sodio (1%) por 4 h.
Independentemente do tratamento de secagem usado, os niveis de caroten6ides foram maiores
nas flores pré-tratadas com soluggo de sulfito de sédio. A secagem usando ar quente produziu
uma maior quantidade de Z-carotendides nas flores que haviam sido tratadas com sulfito de
sédio, enquanto que a liofilizagdo provocou alteragdo minima nas amostras com ou sem
tratamento prévio. A secagem a seco provocou também maiores perdas de carotenéides que a

liofilizagdo.

2.11. Lathyrus aphaca
O contetido de carotendides nas pétalas de flores amarelas de Lathyrus aphaca foi
estimado em 1% em relagdo ao seu peso seco (Markham e Hammett, 1994), mas nio houve

identifica¢do destes pigmentos.

2.12. Lilium pumilum

Lilium pumilum é uma das mais belas plantas da Mongblia, a qual cresce nas montanhas e
floresce no més de junho, exibindo flores com pétalas de 4 a 5 cm de comprimento e de um
vermelho profundo. Os bulbos desta planta sdo comestiveis e suas flores sdo usadas para
combater a hemorragia na medicina popular. O contetdo total de carotenéides encontrados
nas flores secas foi de cerca de 20 mg/g (Partali et al., 1987) e os carotendides isolados foram
B-caroteno (0,3% do total de carotendides), ésteres de (3S,5R,3’S,5’R)-capsorubina (88%) e
ésteres de (3R.3’S,5’R)-capsantina (11%).

2.13. Lilium trigrinum cv. “Red Night”

Um total de 29 carotendides foi encontrado nas pétalas e anteras de Lilium trigrinum cv.
“Red Night” (Mirki-Fischer e Eugster,1985). Dentre estes pigmentos, (9°Z)-, (92)-, (13’Z)-¢
(13Z)-capsantina, 6-epikarpoxantina, karpoxantina e lilixantina foram isolados pela primeira
vez. O carotendide principal nas pétalas e anteras foi capsantina (39%) e (9Z)-anteraxantina
(57%), respectivamente. Um carotendide desconhecido, presente em quantidade
extremamente pequena, foi também isolado e presumiu-se que este pigmento continha um

grupo 3.5,6-triidroxi-5,6-dehidro-B- € um grupo x terminal. Entretanto, a determinagdo
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conclusiva da estrutura do composto ndo foi possivel devido a sua baixa concentragio.
Posteriormente, Deli et al. (1998), isolando e caracterizando 3,5,6-triidroxicarotenéides de
peétalas de L. trigrinum, encontraram o 5,6-diacapsokarpoxantina ((3S,5S,6S,3°S,5°R)-5,6-
deidro-3,5.6,3 -tetraidroxi-3,k-carotenona 6°) e sugeriram que o mesmo poderia corresponder
ao pigmento ndo identificado por Mirki-Fischer e Eugster (1985). Outros carotendides
identificados pela primeira vez nas pétalas de L. rrigrinum foram 5,6-diakarpoxantina, 9Z-

neoxantina, 9Z- e 13Z-capsorubina.

2.14. Narcissus cvv “Golden Harvest”

A todo-E-luteina foi o carotendide mais abundante nas pétalas amarelas de flores de um
hibrido de Narcissus cvv “Golden Harvest”. Os carotendides minoritérios isolados foram
fitoeno, fitoflueno, todo-E-B-caroteno, 9Z-luteina, 9°Z-luteina, 13Z-luteina, violaxantina e
luteoxantina (Berset e Pfander, 1985).

2.15. Narcissus poeticus L., Narcissus pseudonarcissus L. e Tulipa sp. L.

Valadon ¢ Mummery (1968) investigaram distribui¢do de carotendides em diferentes
partes florais de Narcissus poeticus, Narcissus pseudonarcissus € Tulipa sp. A cor amarela ou
laranja das partes florais analisadas dependeu do tipo e quantidade dos carotenéides
majoritarios, do contetido total de carotendides, e também da presenga de outros pigmentos.

Os totais de carotendides e os principais carotendides nos periantos, corolas, anteras,
estigmas ¢ estiletes destas flores estdo apresentados na Tabela 4. Quanto & presenga de
caroten6ides nos filamentos destas flores, observou-se que os de Tulipa sp (cor laranja
intensa) continham o dobro do total de carotendide obtido para os filamentos laranjas de N.
poeticus, € sete vezes mais que o obtido para os filamentos amarelos de N. pseudonarcissus.
O carotendide majoritario nos dois tltimos casos foi a luteina, enquanto que o diepoxi-B-
caroteno era o mais abundante no primeiro.

Liitzow et al. (1996), isolando os cromoplastos das pétalas de N. pseudonarcissus,
constataram a presen¢a de violaxantina e mostraram que sob determinadas condigbes de
andlise este pigmento era convertido ao retro-carotenéide (3S,5R,3’S,5’R,todo-E)S,5’-diidro-
3.5,3’,5’-tetraidroxi-3, 3-caroteno.
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Tabela 4- Distribuicdo (%) dos carotenéides nas partes florais das Flores Narcissus poeticus L.,
Narcissus pseudonarcissus e Tulipa sp

Narcissus poeticus L. Narcissus pseudonarcissus Tulipa sp
perianto corola antera estimae perianto corola antera estimae perianto corola Anteras estigma
Carotendides estilete estilete

B-caroteno 50 60 " 34 25
epbxido-p-
caroteno
epbxidos-B- 22 27 73 70
caroteno
diepbxi-p- 25
caroteno
epoxidos 14 26
hidroxilados
p-criptoxantina 26
luteina 49 12 15 ¥ ¥
Total (mg/g) 34 177 | 03 49 24 2.8 1 0,5 6.1 —_ 1 0.2

* Carotenodides principais. Fonte: Valadon e Mummery (1968).

2.16. Parkinsonia aculeata L. e Pongamia pinnata Vent.

Estudando as caracteristicas fisicas e bioquimicas das flores de Parkinsonia aculeata L. e
Pongamia pinnata Vent., Jain e Dhingra (1991) mostraram, através de analise colorimétrica,
que a primeira apresentava um conteido bem maior de carotendides. As medidas de
absorvancia do extrato de P. aculeata L. a 420 e a 450 nm foram de 0,236 e 0,067 unidades
de absorvancia (UA), respectivamente, enquanto que para P. pinnata Vent. a absorvancia

nestes mesmos comprimentos de onda foi de 0,005 UA.

2.17. Pastinaca sativa
Os carotenoides isolados de extratos de flores amarelas de Pastinaca sativa foram luteina
(majoritéria), B-caroteno, mutatoxantina e dois outros identificados, tentativamente, como -

e a-criptoxantina (Carrol et al., 1997).

2.18. Cultivares de Pelargonium

Mitchell et al. (1998) estudaram flores de diferentes espécies e cultivares de Pelargonium
com coloragdo variando de creme e rosa a roxo forte, passando pelo salmao, laranja e
vermelho. Enquanto os flavondides ou carotendides foram os responsdveis pela coloragdo
creme/amarela, as demais cores resultaram de misturas de antocianinas. As amostras que
continham carotendides foram P. luridum (0,11 UA), P. appendiculatum (L.f.) (0,14 UA), P.
alchemilloides (L.) L’Hérit (0,14 UA), P. aridum R. A. Dyer (0,20 UA), P. triste (L.) L’Hérit
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(<0,01 UA), “Thompson Morgan” (<0,01 UA) e ‘PAC®Botham’s Surprise’ (<0,01 UA). As
absorvancias foram medidas em comprimentos de onda méximos e os extratos eram
constituidos por 50 mg de peso seco de pétalas em 20 ml de solvente.

Mitchell et al. (1998) concluiram que os tipos e os niveis de pigmentos presentes eram os

fatores mais importantes pela variagdo de cores nas diferentes espécies.

2.19. Petunias hybrida Vilm.

Os carotenoides isolados das pétalas de trés cultivares de petinias amarelas (“Summer
Sun”, “Bright Yellow” e “California Girl”) foram B-caroteno, luteina e zeaxantina (Nielsen e
Bloor, 1997). As mudangas nas concentragdes destes pigmentos, desde a fase de botdo até a
flor madura, foram acompanhadas. Na cultivar “Summer Sun” o amadurecimento da flor
provocou um aumento significativo nos niveis de B-caroteno, enquanto que os niveis de
zeaxantina se mantiveram e os de luteina tenderam a diminuir. Na cultivar “Bright Yellow” a
zeaxantina ndo foi detectada, o conteido de B-caroteno ndo variou significativamente e os
niveis de luteina diminuiram bastante. J4 na cultivar “California Girl” os niveis destes trés
pigmentos aumentaram. Nas pétalas maduras dos trés cultivares que exibiam uma colorago
mais intensa os niveis de xantofilas e B-caroteno foram maiores do que naquelas onde a

coloragdo era mais suave.

2.20. Primula veris L.

Os carotenéides isolados das pétalas de Primula veris L. foram 9Z-, di-Z-(9 ou 9°)- e todo-
E-violaxantina, B-caroteno, 9Z- e todo-E-zeaxantina, 9Z- todo-E-anteraxantina, todo-Z-
neoxantina e Z- e E-luteoxantina (Pohm, 1983), sendo os dois Gltimos provavelmente
artefatos. Os isdmeros de violaxantina constituiram cerca de 75% do total de carotendides.

2.21. Primula vulgaris

Zonta et al. (1987) analisaram extratos de pétalas de Primula vulgaris com o objetivo de
separar xantofilas livres e esterificadas por CLAE. O extrato nfo saponificado continha
basicamente licopeno, y-caroteno, B-caroteno e vérios carotendides esterificados. No extrato
saponificado foram observados novos picos de xantofilas livres, correspondentes as formas
esterificadas. Entretanto, apenas uma destas xantofilas foi identificada como sendo B-
criptoxantina. De acordo com a ordem de eluigio dos pigmentos na coluna, as demais

Xantofilas livres eram mais polares que a B-criptoxantina.
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2.22. Pyrostegia venusta

Pyrostegia venusta ¢ uma planta trepadeira invasora nativa muito conhecida no Brasil,
Uruguai, Paraguai e Argentina (Gobatto-Rodrigues ¢ Stort, 1992), que geralmente apresenta
flores laranjas. Entretanto, Gusman € Gottsberger (1996) observaram uma pequena populagdo
onde os individuos apresentavam flores amarelas. Estes autores determinaram o conteudo
total de carotendides nas flores amarelas e laranjas de P. venusta e encontraram 0,87 ¢ 1,91

mg/g de pétalas, respectivamente.

2.23. Rosa foetida e outras variedades

Eugster ¢ Marki-Fischer (1991) compilaram dados sobre os pigmentos encontrados nas
flores e frutos de variedades antigas € recentes de rosas. A maioria dos dados sobre a
composigio de carotendides em pétalas de rosas foi obtida por estes ou por um destes autores.
Por exemplo, Buchecker e Eugster (1977), usando a técnica de cromatografia de adsor¢ao
classica, identificaram sete carotendides nas rosas amarelas de Rosa Joetida. Mirki-Fischer et
al (1984), analisando as pétalas desta mesma flor através de métodos mais sofisticados,
identificaram quase 40 componentes (Tabela 1). Do total destes componentes, cerca de 87%
correspondiam a epoxicaroten6ides. Neste mesmo trabalho foram elucidadas as estruturas
absolutas de quatro auroxantinas ((8R.8’S), (85.8’S), (8R.8'R) ¢ (9°Z.8R.8°R)), quatro
luteoxantinas ((8’R), (8°S), (9Z,8’R) e (92,8’S)) e de quatro novos carotendides muito polares
que possuiam um grupo B-terminal (3S,5R.6R)-triidroxilado (latoxantina, (9°Z)-latoxantina,
(8’S)-latocrome € (8’R)-latocrome). Em trabalhos posteriores de Mirki-Fischer e Eugster
(1987a, 1987b, 1988a, 1988b, 1990), foram isolados novos carotendides em diferentes
espécies e variedades de rosas. O 10’-apo-B-carotenol-10°, o (3R)-10’-apo-B-carotenodiol-
3,10°, o 10’-apolicopenol-10°, o 10’-apolicopendico-10" e rosaflueno sdo alguns exemplos
deles. A Figura 1 mostra as estruturas apresentadas por Eugster € Mirki-Fischer (1991) para a
maioria dos carotendides isolados de diferentes variedades de rosas.

Devido 2 diversidade de carotendides isolados nas diferentes espécies de rosas, a Figura 1
serve para ilustrar a maioria das estruturas dos carotendides isolados nas diferentes flores ou
partes florais citadas neste artigo.

2.24. Sandersonia aurantiaca
Lewis et al. (1998) investigaram 0s carotendides de flores de Sandersonia aurantiaca
desde seu botio ainda verde até a sua senescéncia. A principal mudanca durante O

desenvolvimento da flor foi a perda de clorofilas, B-caroteno e luteina ¢ o aumento de
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zeaxantina ¢ P-criptoxantina. Logo, a cor laranja das flores maduras foi atribuida

principalmente a estes dois ultimos, ambos presentes predominantemente na forma
esterificada.

2.25. Tecoma stans

O total de carotendides nas pétalas frescas de Tecoma stans foi de 45,0 mg/g
(Premachandra e colaboradores, 1974). Dentre os 14 carotenéides encontrados, os principais
foram Z-violaxantina (47,2% do total de carotendides), anteraxantina (32,1%) e criptoxantina
(10,2%). Foi sugerido que as pétalas de 7. stans poderiam ser usadas para melhorar a

qualidade da cor da gema de ovos.

2.26. Thunbergia alata

Entre outros pardmetros, Ljubesic et al. (1996) estudaram as variagdes de pigmentos nos
cromoplastos das pétalas de flores de Thunbergia alata durante o seu desenvolvimento. Os
pigmentos isolados dos botdes verdes claros foram tipicos de tecidos fotossintéticos, ou seja,
clorofilas, B-caroteno, luteina, violaxantina e neoxantina. Com o desenvolvimento da flor, as
clorofilas desapareceram gradativamente e a concentragdo dos carotenbides aumentou
rapidamente. Nas flores j4 maduras que exibiam coloragdo laranja, a concentragio total de
carotenéides atingiu 0,476 mg/g peso fresco, dos quais 87,5% era relativo a um caroteno nio
identificado, 4,6% a B-caroteno, 8% a luteina e o restante a tragos de xantofilas.

2.27. Trollius europaeus

Baumeler ¢ Eugster (1992) sintetizaram (6R.todo-E)-neoxantina e comprovaram sua
identidade comparando suas propriedades fisicas com as da neoxantina isolada de flores de
Trollius europaeus. Além de todo-E-neoxantina, o cromatograma do extrato de neoxantina

extraida destas flores apresentou (8’R)- e (8’S)-neocromo e 9’ Z-neoxantina.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A presente compilagdo de dados mostra a grande variedade de carotenSides em flores.
Entretanto, as investigacdes citadas representam apenas uma pequena parte do universo das
flores. Além de varias espécies n3o terem sido investigadas, muitas analises ja realizadas ndo
apresentam dados quantitativos e, em alguns casos, as composigdes qualitativas €
quantitativas foram apenas parciais.

Adicionalmente as cores naturais das flores existentes, novas cores podem ser criadas, por
exemplo através da combinagdo de diferentes tipos de pigmentos, manipulagdes genéticas e
blogueios de rotas biossintéticas. Mann et al. (2000), usando engenharia metabolica,
conseguiram modificar o caminho biossintético de carotenbides nas flores de tabaco
(Nicotiana tabacum), as quais passaram a produzir astaxantina. Os autores sugeriram que 0s
procedimentos adotados podem servir de base para futuras manipulagdes genéticas de
pigmentos em frutas e flores de importancia comercial. Huang et al. (2001), aplicando a
técnica de cruzamento e recruzamento nas flores de Polianthes tuberosa ‘Single” e
“Double”e Polianthes howardii, obtiveram nove hibridos com flores de colorag@o rosa, roxa-
avermelhada, roxa, laranja e amarela. Griesbach (1984), através de cruzamento de pétalas de
Phalaenopsis amboinenses com Doritaenopsis Greber € seu hibrido, conseguiu produzir
flores de coloragdo ndo encontrada nestas espécies. A nova cor resultou da combinagdo de
carotenoides dourados com antocianinas magentas.

Assim. além dos avancos biotecnolégicos possibilitarem o aparecimento de flores com
cores novas, e conseqiientemente ampliarem a diversidade de pigmentos nas mesmas, outro
aspecto valioso € a possibilidade de direcionar a biossintese para a formagéo de carotendides

importantes a saide humana.
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ABSTRACT- Microalgae biosynthesize a range of carotenoids and many of them present
complex carotenoid composition. Depending on the species, strains, cultivation conditions or the
use of new biotechnologies, this composition can vary and can even be directed to the production
of specific carotenoids. At present P-carotene and astaxanthin are produced commercially by
means of the microalgae Dunaliella salina (or bardawil) and Haematococcus pluvialis,
respectively. Various studies have been indicating other microalgae as potential sources of these
and other carotenoids. The production of carotenoids through microalgae and their applications

are discussed.

PRODUCAO E APLICACAO DE CAROTENOIDES DE MICROALGAS

RESUMO- As microalgas biossintetizam uma gama de carotendides e muitas delas apresentam
composigao carotenoidica complexa. Dependendo das espécies, linhagens, condigdes de cultivos
ou do emprego de novas biotecnologias, esta composi¢do pode variar ou até mesmo ser
direcionada para a producgdo de carotendides especificos. Atualmente, B-caroteno e astaxantina
sdo produzidos comercialmente a partir das microalgas Dunaliella salina (ou bardawil) e
Haematococcus pluvialis, respectivamente. Varias pesquisas vém indicando outras microalgas
como fontes potencias destes ou de outros carotendides. A producdo de carotenoides através de

microalgas e suas aplicagdes sdo discutidas.
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1- Introducgao

A biotecnologia de microalgas ganhou importancia nos Gltimos anos devido ao
desenvolvimento de novas tecnologias ambientais ¢ de produgdo. O fato das microalgas
necessitarem basicamente de substratos como luz solar e CO, para crescerem, faz com que sejam
usadas como biocatalizadores baratos e efetivos para obtengdo de compostos de alto valor
agregado. Além disto, a propria biomassa formada durante o processo de produgdo pode ser usada
como fonte de proteina (Vilchez et al.,, 1997). Os principais compostos comercializados sdo
polissacarideos, lipideos, proteinas, carotendides, pigmentos, vitaminas, esteréis, enzimas,
antibiéticos, farmacos, € outros quimicos finos (ou seus precursores), bem como hidrogénio,

hidrocarbonetos e outros biocombustiveis (Borowitzwa, 1992, 1993; Becker, 1994a, b).

Para que a producdo de microalgas alcance critérios de sustentabilidade, uma séric de
condigdes e de requisitos de qualidade deve ser atingida (Gouveia et al., 1996). Devido ao grande
volume de biomassa produzida, o custo da coleta deve ser baixo; seu aproveitamento, intrego; € 0
meio de cultura, reciclado. O consideravel risco de contaminagdo do meio deve ser reduzido ao
minimo, como, por exemplo, com a adaptagdo de sistemas fechados. A extragdo do composto

desejado deve ser eficiente; o produto final, estavel; e a produgdo, mantida ao longo do ano.

A biomassa de microalgas ¢ utilizada também como alimento em aquacultura. Neste tipo de
aplicagdo seu papel ¢ de suprir nutrientes basicos, conferir a coloragio desejada a peixes ¢
crustaceos, ou desempenhar outras fungdes biologicas (Muller-Feuga, 2000).

A maioria dos produtores de microalgas encontra-se na regido Pacifico-Asidtica, onde ha
cultivos de Chlorella, Spirulina, Dunaliella, Nannochloropsis, Nitzschia, Crypthecodinium,
Schizochytrium, Tetraselmis, Skeletonema, Isochrysis e Chaetoceros. A maior parte da biomassa
produzida é comercializada como suplemento alimentar através de tabletes e capsulas. Esta
biomassa (ou os diferentes compostos extraidos da mesma) pode também ser adicionada a
massas, vinhos, bebidas, cereais matinais e cosméticos (Lee, 1997).

A presente revisdo restrige-se as microalgas que sio fontes atuais e potenciais para produgéo
comercial de carotendides, em especial as microalgas Dunaliella salina (ou bardawil) e
Haematococcus pluvialis. Entretanto, trabalhos extensivos sobre a elucidagdo das estruturas de
carotendides em algas, tanto macro como microalgas, tém sido realizados especialmente pelo
grupo de Liaaen-Jensen (Aakermann et al., 1992, 1993; Englert et al., 1993, 1995; Egeland ¢
Liasen-Jensen, 1995; Egeland et al., 1995, 1997; Bjornland et al., 2000). Estes estudos tém
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demonstrado a utilidade dos carotenéides como marcadores quimiossistematicos em algas. A
Figura 1 mostra algumas das estruturas de carotendides isolados de algas.

A produgéo comercial de carotendides através de microalgas concentra-se nas espécies
Dunaliella salina ¢ Haematococcus Ppluvialis, dais quais sdo extraidos B-caroteno e astaxantina,
respectivamente. No processo de cultivo comercial, estas algas verdes sdo submetidas a
condi¢des de estresse, tais como irradiagdo elevada e limitagdo de nutrientes, e passam a
acumular grandes quantidades de carotenéides (Donkin, 1976; Czygan, 1968; Vechetel et al.,
1992) em corpos lipidicos localizados fora dos cromoplastos (Vechtel et al., 1992). Os
carotenoides produzidos nestas condigdes sdo conhecidos como carotendides secundarios. A
maioria das algas verdes acumula principalmente 4(4’)-cetocarotendides, como por exemplo a
alga Haematococcus pluvialis que produz astaxantina. Entretanto, algumas espécies, como a

Dunaliella salina, acumulam B-caroteno.

A astaxantina ¢ o B-caroteno tem sido usados em diversas aplicagdes como colorir ou
enriquecer os alimentos ou como suplementos farmacéuticos para reduzir o risco de varias
doengas em humanos. Na industria de cosmeéticos, estes pigmentos sdo acrescentados a diferentes
produtos indicados para a nutrigo, coloragdo ou protegdo da pele. Em aquacultura e avicultura,

sd0 utilizados para fins nutricionais e como agente de pigmentagio.
Além de astaxantina e B-caroteno, vérious outros tipos de carotenéides s3o biossintetizados
por diferentes microalgas. O aproveitamento desta capacidade por novas biotecnologia, como

por exemplo a engenharia genética, pode incrementar e diversificar a produgdo comercial de

carotendides através de microalgas.

2- Producio de B-Caroteno Através da Microalga Dunaliella Salina

A Dunaliella salina é o eucarionte mais halofilico conhecido e que cresce satisfatoriamente
em meio com salinidade superior a 22% p/v de NaCl (7 a 8 vezes maior que a da dgua do mar).
Esta microalga €é capaz de resistir a concentragdes acima de 30% de NaCl e altas temperaturas
(Borowitska, 1993), o que favorece seu cultivo em sistemas abertos, os quais demandam um

menor investimento na construgo e manutencio.

A Dunaliella € considerada a maior fonte natural de P-caroteno chegando a conter mais do
que 10% deste pigmento em relagéo ao seu peso seco. O B-caroteno é composto principalmente

dos isdmeros 9-cis e todo-trans. As condi¢des empregadas durante o cultivo que proporcionam o
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marcante acréscimo na produgdo de P-caroteno sdo intensidade luminosa alta e deficiéncia de

nitrogénio (Ben-Amotz et al., 1982; Loeblich, 1982).

O sucesso da exploragéo comercial de B-caroteno de Dunaliella salina exigiu um aumento da
taxa de crescimento e do contetido do pigmento nas células. Essas metas foram alcangadas
através de um maior conhecimento sobre a fisiologia da microalga e da utilizagdo de linhagens
cada vez melhores, obtidas através de selegdo, mutagéneses ou engenharia genética. Uma das
etapas do processo de produgio que ainda necessita de aprimoramento é a separacdo das células

do meio de cultura, que apresentam densidades proximas (Borowitzka, 1993).

A produgdo de B-caroteno através da microalga Dunaliella é feita por algumas empresas
como a Algatec (EUA), Western Biotechnology Ltd (Austrdlia), Betatene Ltd (Australia),
Microbio Resources Ltd (EUA) e a NatureBeta (Israel). O PB-caroteno produzido &
comercializado na forma de extrato, suspensdo em 6leo vegetal ou na forma de p6 da microalga.
Nos alimentos estes produtos sdo usados para colorir e enriquecé-los, enquanto que nos produtos
farmacéuticos e cosméticos suas caracteristicas antioxidativas e nutricionais sdo enfatizadas e
relacionadas a saude. J4 em aquacultura sua fungo € nutrir e acentuar a coloragio de peixes e
crustaceos (Borowitzka, 1993).

O maior concorrente do B-caroteno produzido a partir de Dunaliella é o trans-B-caroteno
sintético, cujo custo de produgdo ¢ menor. Entretanto, o primeiro tem a vantagem de ser um
produto natural e sugeriu-se que o mesmo ¢ biologicamente mais ativo, possivelmente por
conter, na propor¢do de 2:1, os isomeros 9-cis- e all-trans-B-caroteno (Ben-Amotz et al., 1989;
Ben-Amotz e Avron, 1989).

3- Producio de Astaxantina Através da Microalga Haematococcus pluvialis

A microalga Haematococcus pluvialis é considerada a melhor fonte natural para obtencdo de
astaxantina (Czygan, 1968; Donkin, 1976; Grung et al, 1992; Grunewald et al., 2001), sendo
cultivada comercialmente pela companhia Microbio Resources (EUA). Esta microalga chega a
conter acima de 4% de astaxantina em relagdo ao seu peso seco (Boussiba, 2000), valor maior
que o encontrado em outras fontes como a farinha de crusticeos e a levedura Phaffia rhodozyma
(Borowitzka, 1993). A microalga H. pluvialis acumula astaxantina quando cultivada sob
condig¢des de estresse, como por exemplo, deficiéncia de nitrogénio ou fésforo, alta salinidade ou
exposi¢cdo a luminosidade intensa (Boussiba e Vonshak, 1991; Kobayashi et al., 1993, 1997;
Harker et al., 1996b; Fabregas et al., 1998; Boussiba et al., 1999). A astaxantina de H. pluvialis
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apresenta isomeros (86% na forma all-frans e 14% cis) com configuragdo (3S.3°S). Este
pigmento encontra-se predominantemente na forma esterificada, onde 70 a 80% sdo monoésteres
e o restante é formado por diésteres (Renstrom et al., 1981; Kobayashi et al., 1991; Grung et al.,
1992).

A viabilizagdo do cultivo da microalga H pluvialis necessitou de varios aprimoramentos
(Bubrick, 1991; Kobayashi et al., 1992; Fan et al., 1994; Harker et al., 1995, 1996a; Moya et al.,
1997; Olaizola, 2000; Grunewald e Hagen, 2000; Mendes-Pinto et al., 2001; Orosa et al., 2001a).
Por crescer em é4gua doce, onde o grau de suscetibilidade a contaminagdo ¢ elevado, foi
necessario desenvolver sistemas de cultivo fechado. Foram ainda selecionadas linhagens com um
conteido maior de astaxantina e mais resistentes a temperaturas elevadas do que a estirpe
selvagem, a qual cresce preferencialmente entre 15 e 20°C (Borowitzka, 1993).

A astaxantina produzida € usada como fonte de pigmento nas dietas de peixes e animais
(Benemann, 1992), mas também apresenta possiveis aplicagdes clinicas devido a sua alta
atividade antioxidativa (Miki, 1991; Krinsky, 1993). Por exemplo, a astaxantina mostrou
capacidade antioxidativa maior que a do B-caroteno e a da zeaxantina em um sistema de radicais

livres in vitro (Terdo, 1989).

Assim como o B-caroteno sintético, a astaxantina sintética também apresenta um custo menor
de produgéo. Entretanto, o mercado para produgdo de astaxantina natural tende a crescer devido

a preferéncia crescente do consumidor por produtos naturais.

4- Carotenéides Secundarios de Outras Espécies de Algas Verdes

O potencial da produgdo carotendides secundarios, principalmente de cetocarotendides, por
outras espécies de microalgas tem sido alvo de véarios investigadores. Grung et al. (1989)
observaram que duas linhagens de Botrycoccus braunii sintetizavam equinenona (20 e 28% do
total de carotendides) e cantaxantina (46% do total) durante a fase estacionaria de crescimento.
Observou-se que apenas Chlorella fusca (pyrenoidosa) divide com Botrycoccus braunii a
propriedade de produzir equinenona e cantaxantina como os principais carotendides secundarios.
Uma outra microalga que sintetiza varios tipos e carotendides secundérios quando cultivada sob
deficiéncia de nitrogénio, a Eremosphaera viridis, sintetizou seis €steres de astaxantina,

cantaxantina, equinenona ¢ um éster de luteina (Vechtel et al., 1991, 1992).

As microalgas Neochloris wimmeri, Scenedesmus vacuolatus, Scotiellopsis oocystiformis,

Chlorella zofingiensis e Protosiphon botryoides foram cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio e
S



elevada luminosidade e passaram a produzir quantidades significativas de éster de astaxantina e
cantaxantina (Orosa et al., 2000). Estas espécies apresentaram alta resisténcia as condicdes
ambientais, uma qualidade importante para a viabilizagio do cultivo em tanques abertos. No
entanto, a concentragdo e contetido total de astaxantina nestas microalgas foram menores que os
encontrados em H. pluvialis (Orosa et al., 2001b).

Chilorococccum sp acumula vérios carotenéides secundarios, como astaxantina, ésteres de
astaxantina e outros carotenéides, chegando a totalizar 5,2 mg/g de peso seco. Esta microalga
apresenta tolerdncia a temperaturas altas e a valores extremos de PH, taxa alta de crescimento e
facilidade de cultivo em sistemas abertos. Estas qualidades tornam a Chlorococccum Sp uma
fonte promissora para a produgdo comercial de carotendides secundarios, particularmente de
astaxantina (Zhang e Lee, 1997, 1999). Liu e Lee (1999) estudaram a composi¢do de
carotenéides secundarios desta microalga e encontraram um total de oito carotendides, sendo os
principais cantaxantina (32% do total de carotenéides secundarios), 3’-hidroxiequinenona (23%),
adonirubina (12%), astaxantina (10%) e adonixantina (9%).

A microalga Chlorella emersonii acumula principalmente cantaxantina quando cultivada sob
irradiagdo de alta intensidade e deficiéncia de nitrogénio (Arad et al., 1993). Nestas mesmas
condigdes os carotendides secundarios acumulados pela microalga Chlorella zofingiensis eram
formados por cerca de 30% de cantaxantina e 70% de astaxantina, ambos na forma de mono e
diésteres (Rise et al., 1994; Bar et al., 1995). A microalga Chlorella vulgaris produz
principalmente cantaxantina e astaxantina quando cultivada em condigdes de alta salinidade,
intensa irradiagdo ou deficiéncia de nutrientes (Novais et al., 1993).

A cantaxantinha é empregada como pigmento em ragdes para colorir peixes, como salmdo e
truta, gema de ovos e também tem sido usada na industria de alimentos (Johnson e Hwan, 1991).
Porém, o uso de cantaxantinha foi restringido ap6s estudos terem demonstrado que uma alta
ingestio deste pigmento, por um periodo longo, pode levar a deposi¢do de cristais de
cantaxantina na retina (Kopcke et al., 1995). A dosagem minima para formagdo destes cristais foj
de 30 mg/dia.

Uma discussdo detalhada de virios aspectos da produgdo de cetocarotendides a partir de
microalgas pode ser encontrada nos trabalhos de Margalith (1999) e Krishna e Mohanty (1998).
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5- Consideragdes Finais

A aplicagdo de métodos classicos de melhoramento de linhagens e de novas biotecnologias a
cultivo de microalgas pode viabilizar a biossintese comercial de diversos tipos de outros
carotendides altamente valorizados, como luteina, zeaxantina e licopeno (Ausich, 1997). Estes
pigmentos possuem propriedades antioxidativas, em especial o licopeno e a luteina (Khachik et al.,
1995), o que indica suas aplicagdes nas areas de saude e cosmética. Outros carotendides, como a
fucoxantina e a peridinina, sdo biossintetizados em grandes quantidades por vérias espécies de
microalgas (Liaaen-Jensen, 1978). Porém, esses carotendides sdo muito oxidados, propriedade que

reduz suas possiveis aplicagdes como corante em alimentos.

A luteina € empregada atualmente na pigmentacéo de gema de ovos, pele e musculo de aves e
apresenta um papel importante, junto com a zeaxantina, na preven¢do da degeneragdo macular
(EDDC, 1993; Seddon et al., 1994; Landrum et al., 1999). Essa luteina é extraida a baixos custos
de flores de Tagetes erecta, mas poderia ser também explorada de algumas espécies de microalgas
da classe Chlorophyceae, onde € o carotendide principal (Braumanne Grimme, 1979,1981;
Mantoura e Llewellyn, 1983; Wright e Shearer, 1984; Wright et al., 1991; Heukelem et al., 1994).

A zeaxantina € um dos principais carotendides de algumas espécies da classe Cyanophyceae
(Hertzberg et al., 1971; Wright et al., 1991), como por exemplo da Synechococcus sp. Quando essa
microalga (estirpe PCC7942) foi cultivada sob condi¢bes de irradigdo intensa, houve actimulo
deste pigmento nas suas c€lulas e membranas citoplasmaticas (Masamoto e Furukawa, 1997;
Masamoto et al., 1999). A produgdo de zeaxantinha a partir de microalgas de outras classes, como
a alga verde Neospongiococcum excentricum, também aumentou com o desenvolvimento de novas
linhagens e o aprimoramento das condi¢des de cultivo (Hassler et al., 1995).

O licopeno aparece geralmente como componente minoritdrio nas microalgas da classe
Prasinophyceae e em trago nas da classe Cyanophyceae (Jeffrey et al., 1997). Uma das causas da
baixa concentragdo deste pigmento nestas microalgas € a formagdo de B-caroteno pela ciclizagdo
enzimatica do licopeno (Goodwin, 1971). O desenvolvimento de novos métodos que inibam a agdo
da enzima ciclizante (lycopene cyclase) pode resultar no acimulo de licopeno.

A tendéncia para uso de produtos mais naturais associada ao aumento do niimero de aplicagbes
de carotendides em medicina, cosmética, alimentos e ragdes, promove o crescimento do mercado
para produgdo dos mesmos através de métodos bioldgicos. Neste contexto as microalgas destacam-
se pela diversidade de carotendides que sdo capazes de biossintetizar.

T
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DAS FLORES
DE COSMOS SULPHUREUS E
THELECHITONIA TRILOBATA
COMO FONTE DE LUTEINA



Characterization of Cosmos sulphureus and Thelechitonia trilobata

Flowers as Sources of Lutein

Marise C. de Mello & Delia B. Rodriguez-Amaya

Departamento de Ciéncia de Alimentos - Faculdade de Engenharia de Alimentos - Universidade Estadual de
Campinas - C. P.: 6121- CEP: 13083-970 - Campinas — SP- Brasil

The concentration of lutein in yellow and orange Cosmos sulphureus and yellow Thelechitonia
trilobata flowers was determined spectrophotometrically. This carotenoid was characterized by
its absorption spectrum in the visible region, specific chemical reactions and behavior in thin-
layer chromatography and high performance liquid chromatography (HPLC). The mean lutein
content of yellow and orange C. sulphureus flowers was similar (ca. 670 pg/g fresh weight), but
significantly lower than that of 7. trilobata (820 pg/g). The two C. sulphureus flowers had
identical HPLC carotenoid profile, which was slightly different from that of T. trilobata. The
flowers investigated had almost exclusively lutein in the form of diesters. However, there were
also traces of unidentified carotenoids, and small amounts of free lutein and a
monohydroxycarotenoid, tentatively identified as o~ and B-cryptoxanthin in C. sulphureus and T,
trilobata, respectively. The lutein levels found in C. sulphureus and T. trilobata flowers are
comparable or higher than those of Tagetes erecta, the main natural source of lutein, suggesting

the possible utilization of these flowers as commercial sources of this carotenoid.

Key Words: Cosmos sulphureus; Thelechitonia trilobata; carotenoids; lutein; natural colorant
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Caracterizacio das Flores de Cosmos sulphureus e Thelechitonia

trilobata como Fonte de Luteina

Marise C. de Mello & Delia B. Rodriguez-Amaya

Departamento de Ciéncia de Alimentos - Faculdade de Engenharia de Alimentos - Universidade Estadual de
Campinas — C. P.: 6121- CEP: 13083-970 - Campinas — SP- Brasil

O teor de luteina nas flores amarelas e laranjas de Cosmos sulphureus e flores amarelas de
Thelechitonia trilobata foi determinado por espectrofotometria e sua caracterizagdo feita através
de seu espectro de absor¢do no visivel, reagdes quimicas especificas e comportamento em
cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O teor
médio de luteina nas flores amarelas e laranjas de C. sulphureus foi semelhante, em torno de 670

ng/g de peso fresco, mas significativamente menor que o valor encontrado em T. trilobata (820

ug/g). O perfil de carotendides obtido por CLAE para as flores amarelas e laranjas de C.
sulphureus foi também o mesmo e diferiu pouco do encontrado para 7. trilobata. As flores
investigadas continham quase que exclusivamente luteina na forma de diésteres. Entretanto,
havia também tragos de carotenéides ndo identificados, e pequenas quantidades de luteina livre e
de um monoidroxilado, tentativamente identificado como a- e B-criptoxantina nas flores de C.
sulphureus ¢ T. trilobata, respectivamente. Os teores de luteina nas flores analisadas sdo
comparaveis ou maiores que os encontrados nas flores de Tagetes erecta, a principal fonte
natural de luteina, o que aponta para a possivel utilizagdo destas flores como fonte comercial
deste carotendide.

Palavras Chaves: Cosmos sulphureus; Thelechitonia trilobata; carotendides; luteina; corante
natural
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INTRODUCAQO

Atualmente, a tnica flor cultivada comercialmente como fonte de luteina é a de T agetes
erecta. Esta planta, originaria do México (Tosco, 1970), apresenta flores de coloragdo amarela e
laranja brilhante que tém sido amplamente estudadas e cujo uso esta diretamente associado ao

seu elevado conteudo de luteina esterificada.

As flores secas de 7. erecta ou seus extratos sio usados em ragdes para aves com o objetivo
de intensificar a coloragio da sua pele e da gema de seus ovos. A utiliza¢do biolégica de luteina
foi investigada por Philip et al. (1976) que alimentaram galinhas poedeiras com ragdes
enriquecidas com ésteres de luteina de diferentes fontes, inclusive de pétalas de 7' erecta, ou
com luteina cristalina. Os resultados indicaram que a luteina acilada é melhor utilizada pelas
aves do que a luteina cristalina. Philip e Berry (1975) destacaram a importancia do uso comercial
de ésteres de xantofilas para colorir produtos alimenticios, devido a elevada solubilidade dos

ésteres de luteina em 6leo vegetal.

As propriedades biolégicas da luteina extraida das flores de 7. erecta foram constatadas em
diversos estudos. Por exemplo, essa luteina inibiu a atividade mutagénica de I-nitropireno em
Salmonella typhimurium, provavelmente pela formagdo de um complexo entre a luteina ¢ o 1-
nitropireno, o qual poderia limitar a biodisponibilidade deste tltimo (Mejia et al., 1997). Em um
outro estudo, a luteina de extratos de 7. erecta supriu o crescimento de tumores mamarios e
realgou a proliferagdo de linfécitos em ratos (Chew et al., 1996; Park et al., 1997). Com humanos
foi demonstrado que ésteres de luteina de extratos de 7' erecta sdo absorvidos eficientemente na
corrente sanguinea (Bowen et al., 1997). Esse resultado foi reforgado por um outro experimento
no qual houve um aumento nos niveis de luteina no plasma e na densidade 6ptica do pigmento
macular apés a ingestdo de luteina extraida de flores de 7' erecta (Landrum et al., 1997). O
beneficio destes efeitos foi demonstrado por estudos epidemioldgicos que constataram uma
relagdo inversa significativa entre o consumo de luteina e zeaxantina (Seddon et al., 1994) ou
niveis plasmaticos destes carotenéides (EDDC, 1993) ¢ o risco de degenerag@o macular. Embora
as flores de 7. erecta sejam usadas na medicina mexicana tradicional (Neher, 1968; Mendieta e
Del-Amos, 1981), as mesmas nio sdo empregadas freqiientemente na medicina convencional.
Um dos raros exemplos é o agente oftalmolégico (Adaptinol), extraido de pétalas desta flor e
constituido principalmente de luteina dipalmitato (Gau et al., 1983).

-47 -



Os trabalhos citados mostram que a Juteina parece desempenhar fungdes bioldgicas
importantes ndo apenas €m animais, mas também em humanos. Como no Brasil existe uma
diversidade de flores de coloragoes laranjas € amarelas que podem provavelmente ser fonte de
luteina, o presente trabalho teve como meta caracterizar e quantificar os carotendides principais
das flores de Cosmos sulphureus € Thelechitonia trilobata, as quais crescem espontaneamente €

florescem praticamente ao longo de todo o ano.

MATERIAL E METODOS

Material. Flores laranjas e amarelas de Cosmos sulphureus e amarelas de Thelechitonia
wrilobata foram coletadas em diferentes locais do Distrito de Bardio Geraldo, Campinas, SP e
identificadas pelo Departamento de Botanica da Universidade Estadual de Campinas (Figura 1).
Apo6s a coleta das flores, suas flores centrais e periféricas (pétalas) eram destacadas e misturadas
(flor completa) ou mantidas separadas para serem analisadas individualmente. O peso das
amostras submetidas a analise variou de 0,11 2 0,25 g.

Na analise das flores laranjas de C. sulphureus, 0 nimero de lotes avaliados para flores
completas e periféricas foi de sete € seis, respectivamente, sendo que de cada um destes lotes foi
retirada uma amostra de cinco unidades. A distribuicio de luteina nas flores foi estimada pela
analise individual de flores centrais e periféricas de uma amostra de 15 unidades de flores
coletadas de um mesmo lote.

No caso das flores amarelas completas de C. sulphureus, uma amostra constituida de trés
unidades foi coletada de cada um dos trés lotes avaliados. Na analise das flores periféricas, uma
amostra de duas unidades foi retirada de cinco lotes, sendo que trés destes lotes eram proximos
entre si.

Na analise das flores completas de T. trilobata, uma amostra de duas unidades foi retirada de
um lote. Para flores periféricas, uma amostra constituida de quatro unidades foi coletada de seis
lotes: dois pares de lotes de localidades distantes e outros dois lotes distantes entre si e dos
demais. A distribuigio de luteina nas flores foi avaliada analisando-se as flores centrais €
periféricas de uma amostra com quatro unidades de um lote e uma outra amostra de 11 unidades

de um outro lote.
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Figura 1. Fotos das flores de (A) Cosmos sulphureus e (B) Thelechitonia trilobata.

Extracao e Saponifica¢ao. Os pigmentos das amostras foram extraidos exaustivamente

com acetona ¢ na presenga de hiflosupercel em um almofariz. A seguir o extrato foi separado por
filtracdo e transferido para éter de petréleo:éter etilico (3:1), com auxilio de agua destilada. O
vestigio de dgua no extrato foi eliminado pela adi¢éo de sulfato de sodio anidro. A saponificagdo
foi realizada para verificar a presen¢a de carotenoides esterificados, utilizando uma solugio
metandlica de 10% KOH (p/v) na proporgdo de 1:1 em relagdo ao extrato. Essa reag¢do ocorreu
na auséncia de luz e em temperatura ambiente por 12 h. A retirada completa do alcali foi
realizada através de sucessivas lavagens com agua destilada, sendo o vestigio de dgua eliminado

como citado anteriormente.

Identificac¢do. A identificagdo da luteina baseou-se na avaliagio conjunta das seguintes
informagdes: (1) comportamento em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e em
cromatografia de camada delgada (CCD) de silica gel desenvolvida com 5% de metanol em
tolueno, (2) espectro de absor¢do no visivel e (3) reagdes quimicas especificas (Liaaen-Jensen,
1971; Eugster, 1995). A configuragdo geométrica (cis ou trans) foi verificada pela reacio de
fotoisomerizag@o catalisada por iodo com o carotendide dissolvido em éter de petrdleo. A
presenca de grupo hidroxilico em posi¢do alilica foi confirmada pela reagdo de metilagdo, que
consiste na adi¢cdo de gotas de HCI 0.2N ao carotendide dissolvido em metanol. Apés 3 h de
rea¢do no escuro e a temperatura ambiente, o pigmento é transferido para éter de petroleo. O
pigmento metilado e o ndo metilado sdo aplicados em placa de silica gel, desenvolvida com 5%
metanol em tolueno. Um valor de Ry maior para o pigmento metilado indica reagio de metila¢do

positiva.
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Extratos saponificados ou ndo

saponificados foram concentrados em roto evaporador a temperatura maxima de 35°C e secos
em corrente suave de nitrogénio. Os pigmentos foram redissolvidos em acetona grau HPLC e
filtrados em membranas de 0.45 um de porosidade (Millipore), sendo a seguir injetados em um
cromatégrafo a liquido (Varian, modelo 9010) munido de um injetor (Rheodyne) com alga de
amostragem de 10 pl e de um detector por arranjo de diodos (DAD) (Waters, modelo 994). Os
espectros de absorgiio no visivel foram obtidos no intervalo de 300 a 600 nm e os cromatogramas
monitorados a 450 nm. Uma coluna de fase reversa (C;g) Spherisorb ODS-2 (Alldrich), com
particulas de 5 pm e dimensdes de 250 x 4,6 mm, foi utilizada para separagdo dos pigmentos. O
gradiente utilizado era formado por metanol-agua-acetato de etila variando de (25:20:55) para
(25:1:74) em 57 min, permanecendo na ultima proporgdo por 13 min, totalizando 70 min de

corrida. O tempo de re-equilibrio foi de 10 min e a vazdo usada foi de 0,6 ml/min.

Quantificac¢do. Os teores de luteina, em éter de petréleo, foram obtidos de acordo com a
Lei de Beer. utilizando o valor de E|"* de 2600, o qual foi calculado segundo Davis (1976).

Considerou-se que a absorgio maxima do extrato total néio saponificado era relativa
exclusivamente a luteina (principalmente na forma esterificada). uma vez que os demais
carotendides estavam presentes em baixas concentragdes. Os espectros de absor¢do foram
obtidos através de um espectrofotometro (Beckman, modelo DU-640) na faixa de comprimentos
de onda 300 a 600 nm. Os dados foram analisados estatisticamente através da Analise de

Varidncia e Teste de Tukey para diferenga entre médias ao nivel de 5% de confiabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 2 e 3 mostram os cromatogramas de extratos saponificado e ndo saponificado dos
carotenoides das flores de C. sulphureus e T. trilobata, respectivamente. Em todas as amostras
ndo saponificadas houve a predomindncia de #rans-luteina na forma de diésteres ¢ a presenga de
uma pequena quantidade de frans-luteina livre (Figura 2A ¢ 3A). Foi observado também, tragos
de monoésteres de luteina e diésteres de cis-luteina. Estes carotenoides foram identificados

através de seus tempos de retengdio e espectros de absorgdo no visivel. Com a saponificagdo das
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amostras houve um aumento nitido do pico da frans-luteina livre (Figuras 2 B: pico 1 e Figura
3B: pico 2) e o conseqiiente desaparecimento ou diminui¢do dos picos de seus respectivos
diésteres. O aumento dos picos dos monoésteres de luteina (Figuras 2 B e 3B), indica que a
reagdo de saponificagdo ndo foi completa. Como a luteina livre e esterificada apresentam o
mesmo cromoéforo, seus espectros de absor¢do na regido do visivel sdo idénticos (Figura 4). A
abundancia de luteina esterificada nas amostras foi semelhante 4 encontrada nas flores de
Tagetes erecta por Quackenbush e Miller (1972). O pico 3 nos cromatogramas de C. sulphureus
(Figura 2) e o pico 3’ no cromatograma de 7. frilobata (Figura 3) foram tentativamente
identificados como - e B-criptoxantina, respectivamente, através de seus tempos de retengdo e

espectros de absorgdo no visivel (Figura 4).
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Figura 2. Cromatogramas, obtidos por CLAE, de extratos nio saponificado (A) e
saponificado (B) de flores laranjas de C. Sulphureus. 1’- isdmeros de cis-lutefna; 1- trans-
luteina; 2- clorofila; 3- a-criptoxantina; 4- monoésteres de luteina; 5- carotenos; 6- diésteres
de luteina + carotenéides minoritarios nio identificados; 7, 8 e 9- diésteres de trans-luteina; *-
diésteres de cis-luteina. Coluna: Spherisorb ODS-2 (Cy3), 250 x 4,6 mm, 5 um; Fase mével:
gradiente de metanol-dgua-acetato de etila variando de (25:20:55) a (25:1:75) em 57 min,
permanecendo nesta tltima proporgio por mais 13 min.
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Figura 3. Cromatogramas, obtidos por CLAE, de extratos ndo saponificado (A) e saponificado
(B) das flores de 7. trilobata. 1- 1sdmeros de cis-luteina; 2- trans-luteina; 3- clorofila; 3’- B-
criptoxantina; 4- monoésteres de luteina; 5- carotenos; 6, 7,8, 9 ¢ 10- diésteres de trans-luteina.

As condigdes cromatogrificas estdo descritas na Figura 2.
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Figura 4. Espectros de absor¢éo no visivel da a-criptoxantina, frans-luteina e de seus ésteres
(A) e B-criptoxantina (B), obtidos pelo DAD, no inicio (-), meio (-) e fim (--) da eluigdo
destes pigmentos durante a andlise por CLAE. Fase mével: gradiente de metanol-agua-acetato
de etila variando de (25:20:55) a (25:1:75) em 57 min, permanecendo nesta tltima propor¢do

por mais 13 min.
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Foi encontrado um teor médio de 670 e 690 pg/g de luteina nas flores laranjas completas e
periféricas de C. sulphureus, respectivamente (Tabela 1). Estas concentragdes estdio no mesmo
nivel dos teores de luteina encontrados nas pétalas de 7. erecta por Gregory et al. (1986). Estes
autores analisaram as pétalas de flores frescas de coloragdes amarelas esverdeadas, amarelas
brilhantes, laranjas, laranjas escuras e laranjas marrons. A concentragio dos ésteres de luteina
nas petalas amarelas esverdeadas era em torno de 4 ug/g e nas laranjas marrons em torno $00
ug/g. Entretanto, as flores exploradas comercialmente sio as laranjas e laranjas escuras que

apresentaram um valor em torno de 400 e 670 pg/g, respectivamente.

Tabela 1. Teores de Luteina nas Flores de Cosmos sulphureus (ug/g peso fresco)

N ° de Lotes Unidades/amostra Luteina
(média + DP)

Flores Laranjas:
Flores completas 7 5 670£90 a
Flores Periféricas 6 5 690 + 100 a
Flores Periféricas” 1 15 653

Centrais” 605
Flores Amarelas:
Flores completas 3! 3 660 + 130 a
Flores Periféricas 3! 2 650+ 80 a
Flores Periféricas g 2 710 + 60

" lotes distantes entre si; " flores centrais e periféricas do mesmo lote; ™ lotes préximos entre si; médias com
letras iguais na vertical ndo diferem significativamente entre si.

Para avaliar e comparar a concentragdo de luteina nas diferentes partes da flor laranja de C.
sulphureus, foram analisadas separadamente as flores centrais e periféricas provenientes de 15
unidades de um mesmo lote. Verificou-se uma diferenca de apenas 48 ug/g (< 8 % da média),
sugerindo que a luteina encontra-se distribuida igualmente nas flores.

A coloragdo das flores de C. sulphureus pode ser laranja ou amarela. Para verificar se essa
diferenca pode ser atribuida 4 concentragdo de carotenéides, foram analisadas também as flores
amarelas. Os teores de luteina encontrados nas flores amarelas completas e periféricas (660 e 650
Hg/g, respectivamente) nao diferiram significativamente entre si e nem dos valores obtidos para
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flores laranjas. Além do mais, verificou-se¢ nos cromatogramas da analise por CLAE que as
flores amarelas e laranjas possuem a mesma proporgao € perfil de carotendides (Figura 5). Estes
resultados indicam que as duas flores diferem na presenca e/ou concentragdo de pigmentos que
nio sejam carotenoides, uma vez que a coloragdo das flores ¢ determinada pela soma da absor¢do

da luz de todos os pigmentos presentes.

. Nao Saponificados
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|- | (Fig. 2)
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| |
| ; 4 3 I—G——| Flores amarelas
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Figura 5. Cromatogramas, obtido por CLAE. de extratos ndo saponificados das flores
laranjas e amarelas de C. sulphureus. 1- trans-luteina; 2- clorofila; 3- a-criptoxantina; 4-
monoésteres de luteina; 5- carotenos; 6- diésteres de luteina + carotendides minoritarios ndo
identificados; 7, 8 e 9- diésteres de tranms-luteina. As condi¢des cromatograficas estdo

descritas na Figura 2.

A variacdo do teor de luteina nas flores periféricas (amarelas) de C. sulphureus em relagdo a
proximidade dos lotes pode ser estimada pelo desvio padrio dos lotes proximos e distantes (a
significancia ndo pode ser calculada, pois um dos lotes fazia parte dos dois grupos). Constatou-se
que a variagdo do teor médio de luteina foi ligeiramente maior entre lotes de pontos distantes do
que entre lotes proximos (80 e 60 pg/g, respectivamente).
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A Tabela 2 mostra os teores de luteina encontrados nas flores completas, periféricas e centrais
de T. trilobata. O teor médio de luteina nas flores periféricas dos seis lotes analisados foi de 820
ug/g. Este valor foi significativamente maior que o teor de luteina encontrado em flores amarelas
e laranjas de C. sulphureus, e até maior que o valor citado anteriormente para as pétalas laranjas
escuras de 7. erecta (Gregory et al., 1986). A variagdo do teor de luteina em flores periféricas de
T. trilobata de lotes proximos foi baixa (aproximadamente 2 e 6% das respectivas médias),
enquanto as médias de lotes distantes (930 e 700 ug/g) diferiram significativamente entre si. Esta
heterogeneidade pode ter sido causada por pequenas diferengas nas condi¢des de crescimento,
como o grau de exposigdo a luz solar, o qual aumenta o teor de carotenéides em frutas (Kimura
etal., 1991; Cavalcante e Rodriguez-Amaya, 1992).

Tabela 2. Teores de Luteina nas Flores de Thelechetonia trilobata (ug/e peso fresco)

Flores Amarelas N°de Lotes Unidades/amostra Luteina
(média + DP)
Flores Completas 1 2 790
Flores Periféricas 6" 4 820 + 100
Flores periféricas 2 - 930+20a
20 4 700 +40 b
Flores Periféricas” 1 4 730
Centrais” 250
Completas 370"
Flores Periféricas” 1 11 1130
Centrais" 360
Completas 550"

"lotes distantes entre si; ™ lotes préximos entre si; " flores periféricas e centrais do mesmo lote; " valor calculado a
partir das médias do teor de luteina nas partes periféricas e centrais na proporgdo de 1:3: médias com letras
minusculas iguais na vertical ndo diferem significativamente entre si.

Para avaliar a distribui¢do de luteina nas diferentes partes das flores 7. trilobata, as flores
periféricas e centrais de dois lotes foram analisadas separadamente. O resultado mostrou que em
ambos os lotes, a luteina € cerca de trés vezes mais concentrada nas flores periféricas do que nas
centrais, contrastando-se com a homogeneidade da distribuicio da luteina em flores de C.
sulphureus. Baseando-se nesta distribui¢3o, o teor de luteina em flores completas de 7. trilobata

seria de 370 e 550 pg/g nos dois lotes analisados. Esses valores sdo inferiores ao teor medido na
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amostra de flores completas (790 pg/g) e mostram que a distribuigdo relativa de luteina em flores
de diferentes lotes se mantém, apesar de diferencas nos valores absolutos.

O teor médio de luteina nas flores periféricas de C. sulphureus (laranja) e T. trilobata de 690 e
820 ug/g, respectivamente, é aprecidvel e comparavel ao valor maximo (800 pg/g) encontrado
nas pétalas de 7. erecta ( Gregory et al., 1986). As flores de T. erecta apresentam um numero de
pétalas maior que as das flores analisadas e podem ter um peso maior. Porém, um teor
consideravel de luteina esta presente nas flores centrais de C. sulphureus e T. trilobata, que
possuem um peso duas e trés vezes maior, respectivamente, que as pétalas. O fato das flores de
C. sulphureus e T. trilobata crescerem espontaneamente € praticamente por quase todo o ano
contribui ainda mais para a viabilidade do uso comercial das mesmas como fonte de luteina. Para
este fim, recomenda-se a extragdo da flor completa, pois além de ser um procedimento mais

simples e rapido, proporciona um rendimento maior de luteina.
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CAPITULO 4

COMPOSICAO DE CAROTENOIDES EM
FLORES DE PYROSTEGIA VENUSTA
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Carotenoid Composition of Pyrostegia venusta Flowers

Marise C. de Mello and Delia B. Rodriguez-Amaya

Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas, C.P. 6121, CEP: 13081-970, Campinas, SP, Brasil

The carotenoid composition of Pyrostegia venusta flowers was determined by open column
chromatography, complemented with high performance liquid chromatography. The total
carotenoid concentration in the non-saponified sample was estimated to be 1300 ug/g fresh
weight. Thirty-tree carotenoids, including carotenes and xanthophylls (free and esterified), were
identified in the P. venusta flowers. Rubixanthin and lycopene were the most abundant (31 and
13% of total carotenoids, respectively). These carotenoids were detected in the trans, cis and
poli-cis geometric forms. Rubixanthin was the principal esterified xantophyll, but esters of 9-cis-
violaxanthin, cis-antheraxanthin and cis-zeaxanthin were also found in small amounts. The
presence of several types of carotenoids with nutritional and/or antioxidant properties (B- and y-
carotene, B-cryptoxanthin, lycopene and rubixanthin), along with a high concentration of total
carotenoids, indicate the viability of using this flower as source of natural colorant extract and
food supplement of a mixture of carotenoids. Due to the complex composition of this flower, it is

not indicated as source of specific carotenoids.

Key Words: Pyrostegia venusta, carotenoids, qualitative and quantitative composition, natural
colorant
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Composi¢io de Carotendides em Flores de Pyrostegia venusta

Marise C. de Mello e Delia B. Rodriguez-Amaya

Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas, C.P. 6121, CEP: 13081-970, Campinas, SP, Brasil

A composigdo de carotendides em flores de Pyrostegia venusta foi determinada através da
técnica de cromatografia em coluna aberta ¢ complementada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A estimativa da concentragdo de carotenoéides totais na amostra nio saponificada foi
de 1300 pg/g de peso fresco. Um total de 33 carotendides, incluindo carotenos e xantofilas (livres
e esterificadas), foi detectado nas flores de P. venusia. Os carotenéides mais abundantes foram a
rubixantina e licopeno (31 e 13% do total de carotendides, respectivamente). Estes pigmentos
foram detectados nas formas geométricas trans, cis e poli-cis. A principal xantofila esterificada
foi a rubixantina, enquanto os ésteres de 9-cis-violaxantina, cis-anteraxantina e cis-zeaxantina
estavam presentes em pequenas quantidades. O contetdo elevado de carotendides totais € a
presenca de varios carotendides com caracteristicas nutricionais e/ou antioxidativas (B- e y-
caroteno, B-criptoxantina, licopeno e rubixantina) sugerem a viabilidade do uso das flores de
Pyrostegia venusta como fonte de extrato de corante natural ou suplemento alimentar formado
por uma mistura destes pigmentos. Devido 3 complexidade de sua composig&o, estas flores ndo

seriam indicadas como fonte de extragdo de carotendides especificos.

Palavras Chaves: Pyrostegia venusta, carotendides, composi¢io qualitativa e quantitativa,

corante natural
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Introducéo

Os carotendides sdo pigmentos naturais responsaveis pela coloracdo de uma variedade de
micro e macrorganismos, incluindo as flores amarelas, laranjas e vermelhas. O uso destes
pigmentos como corante apresenta varias caracteristicas vantajosas: sdo naturais, ndo sdo
Corrosivos, sdo estdveis na faixa de pH da maioria dos alimentos e na presenca de substincias
redutoras e possuem um alto valor nutricional e propriedades fisiolégicas que beneficiam a saude
humana. Além de alguns carotendides serem precursores de vitamina A (Bauernfeind et al.,
1981), sua ingestdo foi correlacionada com o fortalecimento do sistema imunolégico (Bendich,
1989) e a reduc@o do risco de varias doencas degenerativas como as cardiovasculares (Gerster,
1991; Gaziano ¢ Hennekens, 1993; Manson et al., 1993; Kohlmeier e Hastings, 1995), o cancer
(Block et al., 1992; Mayne e Goodwin, 1993; Giovannucci et al., 1995; Ziegler et al., 1996 a ,b;
Mayne, 1996; King et al., 1997), a catarata (Jacques et al., 1988a e 1988b; Jacques e Chylack,
1991; Leske et al., 1991; Knekt et al., 1992) e a degeneracdo macular (Seddon et al., 1994;
Snodderly, 1995; Khachik et al., 1997; Landrum et al., 1997). Estas qualidades justificam a
preferéncia pelo seu uso alimentar e explicam o grande interesse na procura e caracterizagio de
suas fontes.

Embora na Natureza exista uma grande variedade de flores que apresentam carotendides, até o
momento apenas as flores de Tagetes erecta sdo cultivadas comercialmente como fonte de
luteina. Nas pétalas destas flores, a luteina encontra-se predominantemente na forma esterificada
e dependendo da variedade, pode constituir cerca de 76 a 93% do total de carotendides presentes
(Quackenbush e Miller, 1972).

Pyrostegia venusta ¢ uma planta trepadeira que cresce no sul do Brasil, Paraguai, Bolivia e no
nordeste da Argentina (Sandwith & Hunt, 1974) e que floresce por um longo periodo com
predominancia nos meses de junho e julho, estendendo-se até meados de outubro (Gobatto-
Rodrigues & Stort, 1992). As flores laranjas de P. venusta apresentam um potencial promissor
como fonte comercial de carotendides. Gusman e Gottsberger (1996) relataram que suas pétalas
contém 1910 pg carotendides/g, valor bem maior que o encontrado para as pétalas laranjas e
laranjas escuras de Tagetes erecta (em torno de 400 e 670 pg/g, respectivamente) por Gregory et
al. (1986). Como a composi¢do carotenoidica de flores de P. venusta ainda ndo ¢ conhecida, o

presente trabalho teve como objetivo determind-la, como etapa preliminar para sua possivel
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utilizacdo comercial. O interesse em analisar esta flor foi refor¢ado por sua abundancia e pela

caracteristica ristica da planta, que uma vez semeada sempre volta a brotar espontancamente.

Material e Métodos

Material. Foram analisadas as flores laranjas de Pyrostegia venusta (Figura 1), conhecidas

popularmente como flores de S@o Jodo, as quais foram coletadas de diferentes pontos do Campus
da Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP. Para determinar a composig@o qualitativa
dos carotenoides destas flores, varias amostras (contendo de 9 a 15 unidades de flores) foram
retiradas de diferentes lotes e logo a seguir picadas com tesoura, misturadas e porgdes de 1,2 a
1.4 g submetidas a andlise. Para determinar a composi¢do quantitativa, uma amostra (contendo
20 unidades de flores com um peso total de 5.6 g) foi coletada de um lote e apds ser picada e
misturada, uma porg¢do de 1,7 g foi usada para proceder a quantificagdo. Para estimar a
composi¢io de carotendides totais, foram feitas trés extragdes. As flores foram retiradas de trés

lotes (nove unidades) e as porgdes analisadas pesavam 1,0, 1,1 e 1.4 g.

I\"-‘ ,l'

Figura 1: Foto das flores de Pyrostegi

a venusta

Composicio de Carotendides. A composigdo dos carotenoides foi determinada segundo o
método desenvolvido por Rodriguez et al. (1976) como descrito a seguir.

1. Extracdo. A extragdo dos pigmentos foi realizada em um almofariz com acetona resfriada e
hiflosupercel seguida por filtragdo em funil sinterizado. Estes procedimentos se repetiram até que
a extra¢do fosse completa. Os pigmentos, em acetona, foram entdo transferidos em pequenas

pogdes para éter de petréleo em um funil de separago, seguida pela adi¢do de uma quantidade
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suficiente de 4gua destilada para auxiliar o processo de parti¢do. Ao final da parti¢d@o, o extrato
etéreo total foi lavado com 4gua destilada até que a acetona residual fosse eliminada.

2. Saponificagdo. Foi usada uma solugdo metandlica de KOH 10% na propor¢do de 1:1 em
relacdo ao extrato. A reagdo ocorreu na auséncia de luz e a temperatura ambiente por um periodo
de 12 h. A retirada completa do élcali foi realizada através de sucessivas lavagens com 4agua
destilada e a 4gua residual eliminada pela adiggo de sulfato de sédio anidro.

3. Cromatografia em Coluna Aberta (CCA). Apés os extratos terem sido concentrados em
evaporador rotatério a temperatura abaixo ou igual a 35°C, foram cromatografados em coluna
aberta de vidro (20 cm de comprimento e 2 cm de didmetro), empacotada a vécuo com uma
mistura de MgO:Hiflosupercel (1:2) até uma altura de aproximadamente 12 ¢m. Para remover
vestigios de agua no extrato, foi adicionado sulfato de sédio anidro ao topo da fase estacionéria.
A coluna foi entdo acondicionada com éter de petréleo e a seguir a amostra foi aplicada. Para
separar os pigmentos foi usado éter de petréleo seguido por concentragdes crescentes de éter
etilico e acetona em éter de petréleo, mantendo-se um gradiente de polaridade. Para carotendides
muito adsorvidos como o licopeno, empregou-se acetona e concentrago crescente de 4gua em
acetona. As fragdes que ainda eram misturas foram recromatografadas em coluna de
MgO:Hiflosupercel (1:1) ou de alumina neutra (6xido de aluminio neutro) atividade I ou III.

4. Identificagdo. A identificagdo das fragdes baseou-se na associagdo das seguintes
informagdes: (1) comportamento em CCA, em cromatografia de camada delgada (CCD) de silica
gel desenvolvida com 5% de metanol em tolueno e cromatografia liquida de alta eficiéncia (esta
técnica ndo faz parte do método de Rodriguez et al. (1976), mas foi usada para complementar a
identificagdo), (2) espectros de absorgdo na regido do UV-visivel, e (3) reagdes quimicas
especificas. Os espectros de absor¢do das fragdes separadas por CCA e dissolvidas em éter de
petroleo foram obtidos em espectrofotdmetro (Beckman, modelo DU-640) na faixa de 300 a 600
nm e os valores comparados com os tabelados por Davies (1976) e Britton (1995). Foram
realizadas as reagdes de fotoisomerizagdo cis-trans catalisada por iodo, metilagio com metanol
acidificado, acetilagdo com anidrido acético, rearranjo epéxido-furanéide e redugio com
boridreto de sédio (Liaaen-Jensen, 1971; Eugster, 1995).

5. Quantificagdo. Os carotendides isolados por CCA e dissolvidos em éter de petroleo foram

quantificados por espectrofotometria, aplicando-se a Lei de Beer. As absorvincias maximas
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foram obtidas dos espectros de absorgéo das fragdes e os coeficientes de absor¢do usados (E, )

foram os tabelados por Davies (1976) e Britton, (1995) ou calculados segundo o primeiro autor.

Carotendides Totais. Para estimar o total de carotendides nas flores de P. venusta, apols a
extragdo dos pigmentos (conforme descrito acima), o extrato total néo saponificado, dissolvido
em éter de petrdleo, foi quantificado por espectrofotometria. O coeficiente de absorgdo utilizado
foi o do carotendide majoritario da amostra, ou seja, o da rubixantina ( E,_, = 2750), tabelado por
Britton (1995).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A analise por CLAE de extratos
saponificados e ndo saponificados foi realizada para verificar a presenca de carotendides
esterificados e comparar o perfil da composigdo destes pigmentos em CLAE com o obtido por
CCA. Para tal, os extratos foram concentrados em evaporador rotatério 4 temperatura maxima de
35°C e secos sob uma corrente suave de nitrogénio. A seguir, os extratos foram redissolvidos em
acetona, filtrados em membrana de 0,45 pm de porosidade (Millipore) e injetados em um
cromatografo a liquido (Varian, modelo 9010), munido de um injetor (Rheodyne) com alga de
amostragem de 10 pl e de um detector por arranjo de diodos (DAD) (Waters, modelo 994). Os
espectros de absorgdo dos carotendides foram obtidos na faixa de 300 a 600 nm e os
cromatogramas monitorados a 450 nm. Uma coluna de fase reversa (Cis) Spherisorb ODS-2
(Alldrich), com particulas de 5 um e dimensdes de 250 x 4,6 mm, foi utilizada para separa¢do
dos pigmentos. O gradiente utilizado era formado por metanol, 4gua e acetato de etila variando
de 25:20:55 para 25:1:74 em 57 min, permanecendo na ultima proporg¢ao por 13 min, totalizando
70 min de corrida. O tempo de re-equilibrio foi de 10 min e a vazdo utilizada foi de 0,6 ml/min.
Os pigmentos isolados em CCA foram localizados em CLAE através de seus tempos de retengéo

¢ espectros de absorgéo no visivel.

Resultados e Discussiao

Composi¢io Qualitativa. Analisando-se em conjunto os dados obtidos por CCA e CLAE, foi

detectado um total de 33 caroten6ides (carotenos + xantofilas livres e esterificadas) nas flores de
Pyrostegia venusta. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas dos carotendides isolados do extrato
saponificado e a Figura 2 mostra os espectros de absorgdo no visivel, em éter de petréleo ou no

eluente usado em CLAE. Todos os comprimentos de onda de absor¢do méaxima (Amax) medidos
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no eluente da analise de CLAE foram maiores que os obtidos em éter de petrleo (Tabela 1). O
espectro de absorgdo do extrato total da amostra (Figura 2) ndo apresentou perfil tipico de um

carotendide, mas sim de uma mistura destes pigmentos.

Tabela 1. Caracteristicas dos Carotenéides de Flores de Pyrostegia venusta Detectados por
CCA e/ou CLAE

Carotenoides Amix " (CCA) R:® Reagdes Quimicas Amic (CLAE) tz” (min)
9-cis-violaxantina  327%, 414,437,466 0,08 cis+, ep+ 328 414, 438, 466 5,0
cis-anteraxantina  328°, 415,437,465 0,10 cis+, ep+ 332°%, 420, 444, 470 5,6
cis-zeaxantina 327°,(423), 443, 468 0,12 cis+, met-, acet+ 332°, 424, 446, 472 5,6
zeaxantina (426), 448, 475 0,13 trans+, ep*- met-, acet+ (430), 454, 482 6,3
poli-cis-rubixantina (410), 430, (452) 0,48 cis+, red-, acet+ (418), 438, (458) 12,7
rubixantina’ 348°,433,457,486 0,48 trans+, ep*-, met-, acet+ 440, 464, 494 134
cis-rubixantina T —— —en 350°, 432,456, 484 14,0
a-criptoxantina® 418, 442, 470 0.49 ep*-

B-cryptoxantina (426), 448, 474 0,50 trans+, ep*-, met-, acet+ (427), 450, 480 14,0
NEeurosporeno 412, 435, 465 0,98 rrans+ 418, 444, 472 24,1
prolicopeno (416), 440, (463) 0,98 cist+ (420), 440, (462) 25,0
cis-pB-caroteno mmmmmem e —maem 336°,(424),448, 474 26,0
licopeno 442, 469, 500 098 rrans+ 452, 476, 506 26,7
cis-licopeno 359°,437,462,492 0,98 cis+ 362°, 444, 470, 496 282
y-caroteno 434,458, 488 0,98 trans+ 444, 468, 496 28,2
fitoeno (275), 285, (297) R

cis-fitoflueno 330, 347, 366 — cis+ 332, 348, 366 294
C-caroteno 378, 398, 423 0,98 trans+ 382, 404, 430 294
cis-C-caroteno 376, 396, 421 0,98 cis+

o-caroteno 422,443, 472 0,98 trans+

B-caroteno® 333%, (425), 446,473 0,98 trans+ (430), 452, 482 29,4

* comprimentos de onda de absorgfio méxima (nm), obtidos por espectrofotdmetro, referentes is bandas (em éter de
petr6leo) separadas por CCA; ° valores obtidos em placa de silica gel desenvolvida com 5% metanol/tolueno;
¢ comprimentos de onda de absor¢do méxima (nm), obtido pelo DAD, referentes aos picos da anélise de CLAE
(Figura 4). Fase mével: gradiente de metanol-dgua-acetato de etila; ¢ tempo de retengio dos picos da Figura. 4;
© pico cis; * presenga de pico cis nos valores de Aps do carotendide separado por CCA, mas a reagdo de
fotoisomerizag#o indicou presenga majoritiria da forma zrans; © ou zeinoxantina; ( ) - indica ombro no lugar de
pico; met - metilagdo; acet - acetilagio; red — reducdo; ep* - epoxido (somente exposic3o a vapores de HCI
concentrado); ep - (exposigdo a vapores de HCI concentrado e rearranjo ep6xido-furanéxido).

Através da separagdo por CCA (Figura 3), foram encontrados 12 carotenos (fitoeno, cis-
fitoflueno, neurosporeno, prolicopeno, frans- e cis-licopeno, trans- e cis-C-caroteno, y-caroteno,
o-caroteno e frans e cis-B-caroteno) e 9 xantofilas (9-cis-violaxantina, cis-anteraxantina, frans- €
cis-zeaxantina, poli-cis-, trans- e cis-rubixantina, B-criptoxantina e «-criptoxantina ou

zeinoxantina).
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Os carotenos foram identificados por seus espectros de absor¢do caracteristicos (Figura 2) e
pela auséncia de grupo funcional oxigenado em suas moléculas. A auséncia destes grupos faz
com que os carotenos corram junto com a frente de solvente na camada delgada. Dentre eles, o
licopeno foi o mais abundante e estava presente nas formas frans, cis e poli-cis. A fragio
caracterizada como poli-cis- licopeno, ou prolicopeno, apresentou espectro de absor¢do no
visivel com baixa definigao (Figura 2), uma propriedade tipica de cetocarotendides. Porém, como
seu Ry ndo indicava presenga de grupo substituinte, a rea¢do de redu¢do com boridreto de sodio
ndo foi realizada. Ao ser submetida a reagdo de fotoisomeriza¢do catalisada por iodo, seu
espectro de absor¢do passou a ser semelhante ao do cis-licopeno, com um pico cis a 359 nm e
Amax @ 438, 463 € 492 nm, concluindo sua identificagdo como poli-cis-licopeno.

Entre as xantofilas, a rubixantina era a mais abundante, sendo também o carotendide principal
da amostra. A fragdo correspondente a este pigmento apresentou perfil de absor¢do semelhante
ao y-caroteno, porém com Ama de 1 a 2 nm menores. Seu Ry foi tipico de um monoidroxilado e a
reacdo de acetilagdo positiva confirmou a existéncia de grupo hidroxilico em sua molécula,
enquanto que a reagdo de metilagdo negativa indicou que este grupo encontrava-se em posi¢ao
ndo alilica em relagdo a ligagdo dupla. Embora a reagdo de fotoisomerizagdo catalisada por iodo
indicasse que este pigmento apresentava a forma frams, a presenga de um pico cis em seu
espectro de absor¢do a 348 nm e Ay um pouco menores que do y-caroteno (Tabela 1) revelaram
uma mistura dos isomeros frans- ¢ cis-rubixantina. Todavia, os espectros destes dois isdmeros
foram obtidos pelo DAD (Figura 2). A rubixantina foi também isolada na forma poli-cis. A
fragdo correspondente a este pigmento apresentou Ry que indicava a presenga de um grupo
hidroxila em sua molécula e espectro de absorgdo no visivel com baixa defini¢do (Figura 2).
Entretanto, este pigmento respondeu negativamente a redugdo com boridreto de sodio, o que
eliminou a hipdtese do mesmo ser um cetocarotendide. Um cetocarotendide teria seu grupo
carbonilico transformado em grupo hidroxilico e passaria a apresentar trés maximos
caracteristicos. Porém, ao ser submetida a reacdo de fotoisomerizagdo, seu espectro passou a ser
semelhante ao da cis—rubixantina com um pico cis a 344 nm € Amax a 431, 453 e 482 nm, sendo
este o parametro decisivo na sua identificacdo como poli-cis-rubixantina.

A fragdo identificada como a-criptoxantina, ou zeinoxantina, apresentou Ry que indicava a
presenca de um grupo hidroxilico e perfil de espectro de absor¢do idéntico ao do a-caroteno,

porém com Amax um pouco menores (Figura 2). A reagdo de metilagdo definiria esta
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caracterizagdo, pois enquanto a o-criptoxantina apresenta seu grupo hidroxilico em posigdo
alilica, a zeinoxantina ndo. Entretanto, ndo houve material suficiente para este teste.

Trans-p-criptoxantina foi identificada através do valor de seu Ry tipico de um
monoidroxilado, espectro de absor¢do no visivel semelhante ao do B-caroteno (Figura 2) e reagdo
positiva a acetilag@o, mas negativa a metilagdo.

Trans-zeaxantina apresentou Ry tipico de um diidroxilado, espectro de absorgdo no visivel
semelhante ao do B-caroteno (Figura 2) e reagdo positiva a acetilagdo, mas negativa a metilagéo.
A forma cis deste pigmento apresentou as mesmas caracteristicas que a forma trans, com
excegdo de seus Amax SETEM menores e apresentar pico cis a 327 nm (Tabela 1).

A fragdo correspondente a cis-anteraxantina apresentou Rg tipico de um diidroxilado e perfil
de absor¢do semelhante ao da luteina (Figura 2). Ao ser exposta a vapores de HCI concentrado,
sua cor mudou de amarelo para azul, revelando possuir um grupo epéxido. A presenca de apenas
um grupo 5,6-epdxido em sua molécula foi confirmada quando a fragdo, dissolvida em etanol,
reagiu com gotas de HC1 0,IN e um efeito hipsocrémico de 17 nm em seus Amax foi observado.

A fragdo correspondente a cis-violaxantina apresentou Ry indicativo de um diidroxilado,
mudou para azul quanto exposta a vapores de HCI concentrado e exibiu efeito hipsocromico de
38 nm em solugédo etanolica com gotas de HC1 0,1N, indicando a presenca de dois grupos 5,6-
epoxidos em sua molécula. Devido a presen¢a de um pico cis de baixa intensidade em espectro
de absor¢do (Figura 2) foi identificada tentativamente como 9-cis-violaxantina.

O perfil da composi¢do de carotendides em CLAE é mostrado na Figura 4. Todos os
carotendides isolados por CCA, com excegdo do fitoeno, a-caroteno e a-criptoxantina foram
detectados. O fitoeno néo foi encontrado, pois absorve a comprimentos de ondas abaixo da faixa
usada de 300 a 600 nm. O a-caroteno e a-criptoxantina apresentam polaridades semelhantes as
do P-caroteno e P-criptoxantina, respectivamente e poderiam ter eluido junto com estes
pigmentos. Além disto, o a-caroteno e «-criptoxantina estavam presentes em baixas
concentragdes € provavelmente foram mascarados. A analise por CLAE também detectou as
formas isoméricas franms, cis e poli-cis da rubixantina (Figura 4- picos 4, 5 € 6) e do licopeno
(Figura 4- picos 11, 13 e 14) e confirmou a predominéncia destes pigmentos na amostra. Os
picos de poli-cis-, trans- e cis-rubixantina eluiram muito préximos e o ultimo deles
concomitantemente com o pico da B-criptoxantina. A cis-anteraxantina e cis-zeaxantina também

eluiram juntas (Figura 4- pico 2).
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Figura 4. Cromatogramas dos extratos ndo saponificado e saponificado dos carotenéides das flores de Pyrostegia
venusta: 1’- 13-cis-violaxantina; 1- 9-cis-violaxantina; 2- cis-anteraxantina + cis-zeaxantina; 3- zeaxantina; 4- poli-
cis-rubixantina; 5- rubixantina; 6- cis-rubixantina + B-criptoxantina + «- criptoxantina (ou zeinoxantina); 7-
monoéster de 9-cis-violaxantina; 8 e 9- mistura de monoésteres de cis-anteraxantina, 9-cis-violaxantina e cis-
zeaxantina; 10- mistura de monoésteres de cis-anteraxantina e cis-zeaxantina; 11- prolicopeno; 12-cis-B-caroteno;
13- licopeno; 14- cis-licopeno + y-caroteno; 15- fitoflueno + -caroteno + o-caroteno + B-caroteno; 16, 17, 19 e 21-
monoésteres de rubixantina; 18 e 20- monoésteres de cis-rubixantina; 22 e 23-diésteres de cis-zeaxantina; 24-
diésteres de cis-anteraxantina. * residuo de monoésteres de rubixantina. Coluna: Spherisorb ODS-2 (Cy3), 250 x 4,6
mm, 5 um - Fase mével: gradiente de metanol-dgua-acetato de etila variando de (25:20:55) a (25:1:75) em 57 min,
permanecendo nesta 1ltima proporg¢do por mais 13 min.

A analise de extratos saponificado e n3o saponificado por CLAE revelou a presenga de
carotenéides esterificados (Figura 4A e B). O critério na identificag@o dos ésteres presentes foi o
desaparecimento de alguns picos no cromatograma do extrato ndo saponificado, acompanhado
pelo aumento de outros no cromatograma do extrato saponificado e a semelhanga entre seus
perfis de espectros € Amax no visivel. Os monoésteres de frans-rubixantina (Figura 4A- picos 16,
17, 19 e 21) eram os mais abundantes. A forma cis deste monoéster foi também detectada (Figura
4A- picos 18 e 20). Os demais ésteres estavam presentes em quantidades menores e foram
identificados, tentativamente (levando-se em conta o seu tempo de retengdo), como sendo
monoéster de 9-cis-violaxantina (Figura 4A- pico 7), mistura de monoésteres de cis-
anteraxantina, 9-cis-violaxantina e cis-zeaxantina (Figura 4A- pico 8 e 9) e mistura de
monoésteres de cis-anteraxantina e cis-zeaxantina (Figura 4A- pico 10). A Tabela 2 apresenta os

Amax € 0s tempos de retenc¢do obtidos para estes carotendides esterificados. Apés a saponificagdo
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foi observado um aumento nos picos 1 (9-cis-violaxantina), 2 (cis-anteraxantina + cis zeaxantina)
e 5 (rubixantina) e a presenca de residuos de ésteres de rubixantina, indicando que a

saponificagdo foi incompleta (Figura 4B).

Tabela 2. Carotendides Esterificados Detectados no Extrato ndo Saponificado de P. venusta por

CLAE

b

Carotenoides Amax R
monoéster de 9-cis-violaxantina 328° 414, 438, 466 17,2
mistura de monoésteres (9-cis-vioxantina,

cis-anteraxantina e cis-zeaxantina) 420, 446, 472 18,1
mistura de monoésteres (9-cis-vioxantina,

cis-anteraxantina e cis-zeaxantina) 412, 436, 468 20,3
mistura de monoésteres

(cis-anteraxantina e cis-zeaxantina) 422, 444, 470 21,0
monoéster de rubixantina 440, 464, 494 32,1
monoéster de rubixantina 440, 464, 494 34,9
monoéster de cis-rubixantina 352°, 432,454, 482 36,1
monoéster de rubixantina 440, 464, 494 37.3
monoéster de cis-rubixantina 352,432, 454, 482 38.4
monoéster de rubixantina 440, 464, 494 39,5
diéster de cis-zeaxantina 3325, 420, 446, 472 40,5
diéster de cis-zeaxantina 332°, 420, 446, 472 41,3
diéster de cis-anteraxantina 332%, 420, 444, 472 43,1
diéster de cis-anteraxantina 332%, 420, 444, 472 44,7

* Comprimentos de onda de absorgido maxima (nm) determinado no eluente usado em CLAE e obtido pelo DAD
(Coluna: Spherisorb ODS-2 (Cis), 250 x 4,6 mm, 5 um - Fase mével: gradiente de metanol-4gua-acetato de etila
variando de (25:20:55) a (25:1:75) em 57 min, permanecendo nesta iltima propor¢do por mais 13 min; vazio: 0,6
ml/min); ®tempo de retengdo (min); ¢ pico cis.

A anélise de um extrato saponificado mais concentrado, empregando-se uma varia¢do do
gradiente usado, possibilitou detectar a presenga de carotendides em trago, os quais foram
identificados tentativamente como 13-cis-violaxantina, cis-8-caroteno, monoidroxilados de
fitoflueno, de 8- e L-caroteno e de neurosporeno. O cis-d-caroteno foi encontrado em trés formas
geométricas cis denominadas (a), (b) e (¢). Os Amgx destes pigmentos e seus tempos de reteng¢do
sdo apresentados na Tabela 3. Os perfis dos espectros de absor¢do dos monoidroxilados de

fitoflueno, neurosporeno e C-caroteno foram semelhantes aos espectros de seus carotenos

correspondentes (Figura 2). Os perfis dos demais so apresentados na Figura 5.
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Tabela 3. Carotenéides Detectados em Traco no Extrato Saponificado de P. venusta por CLAE

b

Carotendides Aqmax tr

13-cis-violaxantina 330°, 408, 432, 460 9,9
OH-fitoflueno 346, 360, 380 14,0
OH-neurosporeno 414, 436, 466 14,3
OH-{-caroteno 382, 402, 426 14,7
OH-8-caroteno 432, 456, 488 17,7
cis-b-caroteno (a) 358, 426, 450, 480 259
cis-3-caroteno (b) 352°, 432, 454, 482 32,1
cis-3-caroteno (c) 352°, 432, 454, 482 33.4

2 Comprimentos de onda de absorgdo méxima (nm) determinado no eluente usado em CLAE e obtido pelo
DAD (Coluna: Spherisorb ODS-2 (Cyg), 250 x 4,6 mm, 5 um; Fase mével: gradiente de metanol-dgua-
acetato de etila variando da seguinte forma: (0 min): 52:18 30; (10 min): 33:12:55; (15 min): 33:12:55; (23
min): 18:7:75; (30 min): 18:7:75; (34 min): 52:18:30; (40 min): 52:18:30); vazdo: 0,6 ml/min; "tempo de
retencdo (min); © pico cis.
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Figura 5: Espectros de absorgdo no visivel obtidos pelo DAD. As trés linhas em cada espectro indicam
a medida no inicio (--), meio (=) e fim (---) da elui¢@o do pigmento. Fase moével: gradiente formado por
metanol-dgua-acetato de etila. As condigdes cromatograficas estdo descritas na Tabela 3.

A presenga de varios carotendides, alguns na mesma faixa de polaridade, dificultou as
separagdes tanto em CCA quanto em CLAE. De forma geral, a separagdo de carotenos foi melhor
em CCA, mas CLAE conseguiu separar melhor algumas xantofilas e possibilitou detecgdo de
pigmentos em tragos.

A Figura 6 mostra uma proposta para a biossintese de carotenéides nas flores de P. venusta
com base nos carotenéides identificados e a luz dos conhecimentos adquiridos ao longo de muitos
anos sobre a biossintese de carotendides (Britton, 1989), confirmados recentemente pela

clonagem dos gens de mais de 20 enzimas carotenogénicas (Hirschberg et al., 1997).
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Figura 6: Esquema da biossintese de carotendides nas flores de Pyrostegia venusta
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Composi¢io Quantitativa. Devido a4 complexidade da composi¢do, ndo foi possivel a
separagio completa dos carotendides em nenhuma das técnicas cromatograficas utilizadas.
Embora as concentragdes absolutas ndo tenham sido obtidas, o teor de carotendides totais foi
estimado e as porcentagens relativas dos carotendides principais foram calculadas através das
concentragdes dos carotendides isolados por CCA (Tabela 4). O valor de carotendides totais
encontrado foi elevado, 1300 pg/g de peso fresco. Deste total, a mistura de frans- e cis-
rubixantina contribuiu com 31%, enquanto que a soma das porcentagens de cis- e trans-licopeno
representou 13%. As porcentagens relativas de B-criptoxantina (11%) e fitoflueno (10%) ficaram
préximas, assim como as de tranms- e cis-C-caroteno (8%) e B-caroteno (7%). A soma das
porcentagens de trans- e cis-zeaxantina foi igual a porcentagem de y-caroteno (6%). Ja o a-
caroteno e a-criptoxantina (ou zeinoxantina) contribuiram com menos de 1% do total de
carotendides da amostra.

A estimativa da concentragdo de carotenéides totais no extrato bruto ndo saponificado (1300
ug/g) ficou abaixo do valor encontrado por Gusman e Gottsberger (1996) (1910 pg/g). Esta
discrepancia pode ser explicada pelo fato destes autores terem analisado apenas as pétalas das
flores, enquanto que no presente trabalho foram analisadas as flores completas. As diferengas
geograficas, climaticas e na eficiéncia da extragéo podem também ter influenciado.

Tabela 4. Porcentagens Relativas dos Carotenéides Principais de
Flores de Pyrostegia venusta

Carotenoéides %
trans- e cis-rubixantina 31
B-criptoxantina 11
fitoflueno 10
trans-licopeno 10
trans- € cis-C-caroteno 8
trans- € cis-B-caroteno

y-caroteno 6
trans- e cis-zeaxantina 6
cis-licopeno 3
cis-anteraxantina 3
cis-violaxantina 2
neurosporeno 1
prolicopeno 1
a-caroteno <l
poli-cis-rubixantina <1
a~criptoxantina (ou zeixantina) <1
Total (ug/g de peso fresco) 1300 £ 233
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Conclusao

As flores de P. venusta apresentam uma grande variedade de carotendides, o que sugere o seu
uso com fonte de extrato de corante natural, a exemplo da paprica, a qual apresenta cerca de 50
carotenoéides, a maioria dos quais ainda n3o identificado. O teor elevado de carotendides totais, as
propriedades antioxidativas dos carotendides isolados ¢ a atividade pro-vitaminica de alguns
deles (B-caroteno, B-criptoxantina e y-caroteno) refor¢am esta indicagdo. Por outro lado, esta

diversidade nio indica o uso destas flores como fonte de carotendides especificos.
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ABSTRACT
The carotenoid composition of the marine microalga Tetraselmis gracilis is reported for the
first time. Twenty-five carotenoids were detected through chromatographic analyses by open
column, thin-layer and high performance liquid chromatography. The following carotenoids
were encountered: a-, [ and j)-carotene (trans e cis), trans- and cis-lycopene, [-
cryptoxanthin, trans-, 9-cis- and 13-cis-lutein, zeaxanthin, antheraxanthin, trans-, 9-cis- and
13-cis-violaxanthin, trans- and cis-luteoxanthin, trans-neoxanthin, cis-neoxanthin (a), cis-
neoxanthin (b), cis-neoxanthin (c), trihydroxy-p-carotene and the ester of trihydroxy-[f-
carotene. The major carotenoids were lutein (1210 ug/g dry weight) and B-carotene (870
ug/g). The presence of many carotenoids in T. gracilis favour the use of the integral

carotenoidic extract as a food suplement more than as a source of specific carotenoids.

Key words: Tetraselmis gracilis; carotenoid composition
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RESUMO

A composi¢do de carotendides da microalga marinha Tetraselmis gracilis é apresentada
pela primeira vez. Um total de 25 carotendides foi detectado através das andlises
cromatogrdficas em camada delgada, coluna aberta e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Os carotendides isolados foram a-, - e y-caroteno (trans e cis), trans- e cis-
licopeno, B-criptoxantina, trans-, 9-cis- e 13-cis-luteina, zeaxantina, anteraxantina, trans-, 9-
cis- e 13-cis-violaxantina, trans- e cis-luteoxantina, rrans-neoxantina, cis-neoxantina (a), cis-
neoxantina (b), cis-neoxantina (c), triidroxi-f-caroteno e o éster de triidroxi-f-caroteno. Os
carotendides majoritdrios foram luteina (1210 ug/g peso seco) e P-caroteno (870 ug/g). A
presenga de vdrios carotendides na microalga T. gracilis favorece o uso de seu extrato
carotenoidico integral mais como suplemento alimentar do que como fonte de carotendides

especificos.

Palavras chaves: Tetraselmis gracilis; composi¢do de carotendides

Desde a época dos Astecas que microalgas, como a Spirulina, eram usadas na alimentacdo
humana. As pesquisas iniciais com estes microrganismos visavam principalmente a produgéo de
proteina para dieta humana e animal. Hoje a énfase nos estudos ¢ direcionada a ampla variedade
de compostos quimicos que as microalgas podem biossintetizar. Entre estes compostos estdo os
carotendides, os quais s30 pigmentos naturais que apresentam propriedades nutricionais e

antioxidativas que se somam a sua fung&o de corante. Diversos carotenéides ja foram isolados
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de microalgas e sua extragdo a partir destes microrganismos vem se difundindo. As
microalgas Dunalliela bardawil ¢ Haematococcus pluvialis, quando cultivadas sob condigdes
especificas, sdo fontes de B-caroteno (1) e astaxantina (2), respectivamente. Em aquacultura,
os extratos de carotendides ou a propria biomassa de microalgas, contendo astaxantina ou
cantaxantina como carotendides principais, sdo adicionados as ragdes visando acentuar a
coloragdo de peixes como a truta ¢ o salméo, e também de alguns crusticeos (3).

No presente trabalho, visou-se determinar a composi¢io carotenoidica da microalga
Tetraselmis gracilis, pertencente a classe Pleurastrophyceae (4), para avaliar o potencial de

seu uso na extragdo de carotendides.

MATERIAL E METODOS

Material. Foi analisada a microalga marinha Tetraselmis gracilis, clone CN1, obtida do

Banco de Microalgas Marinhas do Laboratério de Cultivo de Microalgas do Instituto
Oceanografico da Universidade de Sdo Paulo. Esta espécie foi isolada de dguas costeiras de
Cananéia-SP. As células cresceram durante 10 dias em meio Conway original (5), sob
temperatura de 21°C, aeragdo (2,0 | de ar/min.), ciclos de 12 h de claro/escuro (320 pE.m™.s™)
e salinidade de 32%o. O niimero inicial e final de células por ml de cultivo foi de 1.0 x 10* e
8,98 x 10° , respectivamente. No tltimo dia do cultivo, as células encontravam-se em fase
estacionaria de crescimento € foram separadas do meio de cultura através de centrifugagéo
(16300 g/10 min a 10°C), sendo a seguir armazenadas em frascos em um freezer a cerca de
-20°C até serem analisadas. Para calcular a concentragdo de carotendides em base seca, a
amostra foi inicialmente descongelada e homogeneizada. Volumes conhecidos foram entio
transferidos, lavando-se cuidadosamente o interior da pipeta com 4gua destilada, para trés
placas de petri, as quais foram colocadas em estufa a temperatura entre 90 e 95°C até que a
amostra secasse a peso constante.

Extracdo e Saponificacdo. A extragdo da amostra foi realizada em um almofariz com
acetona resfriada e hiflosupercel, seguida por filtragdo a vacuo em funil sinterizado. Estes
procedimentos se repetiram até que os pigmentos fossem extraidos completamente. A partigéo
dos pigmentos para uma solugdo de éter de petréleo e éter etilico (3:1) foi feita em um funil de
separagdo, adicionando pequenas por¢des do extrato acetdnico e agua destilada suficiente para
promover a transferéncia dos pigmentos para a fase etérea. Ao final da parti¢4o, o extrato etéreo
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total foi lavado cinco vezes com agua para remover completamente a acetona e o residuo de
4gua retirado através da adigdo de sulfato de sodio anidro. Na saponificagdo foi usada uma
solu¢do metandlica de 10% KOH (p/v) na proporgdo de 1:1 em relagéo ao extrato. Esta reagéo
ocorreu na presenga de BHT (0,01% do volume do extrato), no escuro e a temperatura ambiente
por aproximadamente 13 h. O extrato foi entdo lavado com &gua até a total eliminagdo do
alcali.

Cromatografia em Coluna Aberta (CCA). Os extratos etéreos ndo saponificados foram
concentrados sob védcuo em um evaporador rotatorio a temperatura méaxima de 35°C. Para
separar os pigmentos foi usada uma coluna de vidro com 2,5 cm de didmetro e 28 cm de
comprimento, empacotada sob vacuo com uma mistura de MgO:hiflosupercel (1:2) até¢ uma
altura de aproximadamente 12 cm. Antes que a amostra fosse aplicada, adicionou-se sulfato de
s6dio anidro no topo da coluna, para remover qualquer residuo de 4gua no extrato, € a coluna
foi acondicionada com éter de petréleo. Os pigmentos foram separados com éter de petroleo,
concentragdes crescentes de éter etilico e acetona em éter de petréleo, acetona pura e
concentragdo crescente de 4gua em acetona. As bandas formadas por mais de um carotendide
foram recromatografadas em colunas de MgO:hiflosupercel (1:1) ou de alumina neutra (6xido
de aluminio neutro) atividade I.

Espectrofotometria de Absor¢do no UV/Visivel. Os espectros de absorgdo dos pigmentos
foram obtidos em espectrofotdmetro (Beckman, modelo DU-640) no intervalo de 300 a 600 nm
e os comprimentos de onda de absor¢do maxima (Amax) foram comparados com os tabelados por
Davies (6) e Britton (7).

Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (CLAE). Os extratos saponificados e ndo
saponificados foram concentrados em evaporador rotatério a4 temperatura maxima de 35°C e
secos sob uma corrente suave de nitrogénio. Os pigmentos foram entdo redissolvidos em
acetona grau CLAE, filtrados em membranas de 0,45 pm de porosidade (Millipore) e
injetados em um cromatégrafo a liquido (Varian, modelo 9010) através de um injetor
(Rheodyne) com alga de amostragem de 10 pl. Usando um detector por arranjo de diodos
(DAD) (Waters, modelo 994), os cromatogramas foram monitorados a 450 nm € 0s espectros
obtidos na faixa de 300 a 600 nm. Uma coluna de fase reversa Licrospher 100 RP-18, com
particulas de 5 um e dimensdes de 250 mm x 4 mm (Merck), foi utilizada para separar os
pigmentos. O gradiente utilizado era formado por metanol-dgua-acetato de etila nas seguintes
proporgdes ao longo do tempo: (0 min)- 56:19:25, (10 min)- 49:16:35, (20 min)- 41:14:45,
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(25 min)-37:13:50, (30 min)- 37:13:50, (35 min)- 34:11:55, (40 min)- 30:10:60, (45 min)-
22:8:70, e (50 min)- 22:8:70. O tempo de re-equilibrio entre duas analises consecutivas foi de
10 min e a vazdo usada foi de 0,6 ml/min.

Identificacdo. A identificagdo dos carotendides baseou-se na associagdo das informagdes
obtidas do (a) comportamento em CCA, em cromatografia de camada delgada (CCD) de silica
gel desenvolvida com 5% de metanol em tolueno e em CLAE, (b) espectros de absor¢do no
UV-visivel e (c) reagdo quimicas especificas. Foram realizadas as reagdes de metilagdo e
rearranjo epoxido-furanéxido (de 5,6 para 5,8 epoxido) (8). A configuragio cis ou trans dos
carotendides foi determinada pela reagao de fotoisomerizagdo catalisada por iodo. No caso de
trans-carotenoides, esta reagdo provoca um deslocamento para Amg mais baixos (efeito
hipsocrémico), enquanto que para cis-carotendides ocorre o inverso (efeito batocromico) ou
ndo ha mudanga nos valores de Apay.

Quantificacdo. Os pigmentos isolados por CCA foram quantificados por

espectrofotometria segundo a Lei de Beer. Os coeficientes de absorgdo ( E\” ) usados foram

os tabelados por Davies [6] e Britton [7] ou calculados segundo o primeiro autor. Os

resultados foram expressos em pg de carotendides/g de peso seco.

RESULTADOS

Composicdo qualitativa. Os 25 carotendides encontrados na microalga T. gracilis foram
caracterizados (Tabela 1) e seus espectros de absorgdo obtidos por DAD ou espectrofotdmetro
estdo apresentados na Figura 1.

Entre os caroten6ides isolados por CCA (Fig. 2), os carotenos trans- e cis-y-caroteno,
frans- e cis-licopeno e frans-o- e B-caroteno foram identificados segundo seus espectros de
absorgdo caracteristicos, ordem de elui¢do na coluna de MgO:hiflosupercel e valores de Rs em
camada delgada de silica gel. Embora a reagdio de fotoisomerizacdo tenha indicado a forma
frans para - e B-caroteno, a presenga de um pico cis a 331 e 334 nm, respectivamente
(Tabela 1), revelou que estas fragdes continham as formas trans e cis, com predominancia da

primeira.

-82-



Tabela 1. Caracteristicas dos carotendides de 7. gracilis detectados por CCA e/ou CLAE

Carotenéide Amix - (CCA) R:® Reagdes Quimicas Apg° (CLAE) tg ¢ (min)
cis-neoxantina (a) —— e 336%, 418, 442,472 7.1
cis-neoxantina (b) cmmem e 328, 408, 432, 462 8.4
neoxantina — e 420, 444, 474 8.7
cis-neoxantina (c) 327°,412,435,464 0,00 cist+, ep.t 328°%, 414, 438, 466 9,2
triidroxi-B-caroteno ——-n (426), 448, 476 9,2
violaxantina® 327%, 415,438,468 0,06 transt,ep.t 418, 442, 472 11,1
luteoxantina 399, 421, 447 0,05 trans+, ep.t 400, 424, 450 11,9
9-cis-violaxantina — 328°% 414, 438, 466 12,6
cis-luteoxantina 397,419, 446 0,06 cist, ep.t+ 314° 394, 418, 444 13,1
13-cis-violaxantina  327%, 414,437,466 0,06 cis+, ep.+ 330%, 410, 434, 464 13,7
anteraxantina 418, 440, 469 0,08 trans+, ep.*+ 424, 448, 476 14,2
luteina 420, 441, 469 0,15 trans+, ep.*-, met.+ 426,447, 476 174
9-cis-luteina ——— 332°%, 420, 444, 470 19,0
13-cis-luteina 416, 436, 464 0,15 cis+, ep.*-, met+  332% 418, 442, 468 20,0
zeaxantina ————- (432), 454, 482¢ —————n
monoéster de triidroxi-

B-caroteno — (426), 448,476 223
[-criptoxantina ———— (426), 448, 476 30,7
cis-licopeno 439, 465, 496 0,97 cist+ 440, 467. 498 41,5
licopeno 443, 470, 502 0,99 trans+t 446, 476, 508 42,1
cis-y-caroteno 343°, 427,452,482 0,98 cis+ 434,457, 4888 -——
y-caroteno 433, 457, 486 0,98 trans+ 440, 464, 496 42,6
c-caroteno’ 331% 419,442,471 0,99 trans+ 426, 447, 476 43,1
B-caroteno’ 334°, (426), 446,472 0,99 frans+ (432), 454, 482 43,5
cis-B-caroteno 340°, (426), 448, 476 444

* comprimentos de onda de absor¢io maxima (nm), obtidos por espectrofotdmetro, referentes as bandas (em éter
de petréleo) separadas por CCA; ° valores obtidos em placa de silica gel desenvolvida com 5% metanol/tolueno;
¢ comprimentos de onda de absorgio maxima (nm), obtido pelo DAD, referentes aos picos da analise de CLAE
(Fig. 4) - fase movel: gradiente de metanol-agua-acetato de etila; “ tempo de retengdo dos picos da Fig. 4; © pico
cis; ' presenga de pico cis nos valores de A, do carotendide separado por CCA, mas a reagdo de
fotoisomerizag3o indicou presenga majoritaria da forma #rans; ® comprimentos de onda de absor¢do maxima (nm)
obtido em gradiente diferente; ( ) — indica ombro no lugar de pico; met. - metilagdo; ep. — ep6xido (reagdo com
vapores de HCI concentrado e rearranjo epéxido-furanéxido), ep.* ep6xido (apenas reagdo com vapores de HCI

concentrado).
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Entre as xantofilas isoladas em CCA, a fragdo correspondente a luteina, o carotendide
majoritario da amostra, apresentou Ry tipico de um diidroxilado e resposta positiva a reagdo de
metilagdo, confirmando a posigdo alilica de um dos dois grupos hidroxilicos da luteina. A forma
cis-luteina (Fig. 2) foi especulativamente identificada como sendo 13-cis com base na diferenca
de 5 nm entre 0 seu Ama € 0 da forma frans (9). A detecgdo de um pico cis de intensidade alta na
regidio do UV confirmaria esta identificagdo, porém isto nédo foi possivel devido a presenca de um
interferente nesta regido.

Na identificacdo das fragdes de frans- e cis-violaxantina, frans- ¢ cis-luteoxantina, cis-
neoxantina e anteraxantina, a presenga de grupos epoxidos foi indicada inicialmente pela
mudanga da cor destes pigmentos para azul ou verde ao serem €xpostos a vapores de HCI
concentrado. A posi¢do de grupos 5,6-, 5°,6-" ou 5.6- e 5°,6’-epoxidos nas moléculas destes
pigmentos foi verificada através do rearranjo epéxido-furanoxido de 5,6- para 5.8-epoxido, que
ocorre apés adi¢do de algumas gotas de HCI 0,1N a solugdo etandlica do pigmento. Com esta
mudanga, foi observado um efeito hipsocrdmico de aproximadamente 40 nm nos Amax da
violaxantina e de 20 nm nos A da luteoxantina e neoxantina (Fig. 3). Este resultado indica que
a violaxantina apresenta dois grupos 5,6-epoxido, enquanto luteoxantina e neoxantina apenas um.
A luteoxantina apresenta também um grupo 5,8-epéxido em sua molécula. A presenga deste
grupo faz com que seus Ama sejam cerca de 20 nm abaixo dos Amax do B-caroteno. Os Amax
obtidos para violaxantina, em éter de petréleo, ficaram um pouco abaixo dos tabelados por Davis
(6) e Britton (7), porém foi detectado um pico cis de intensidade baixa a 327 nm (Fig. 3),
indicando a presenca da forma cis, além da forma majoritaria trans (Tabela 1). De acordo com a
intensidade do pico cis, é provavel que a violaxantina esteja misturada com seu isomero 9-cis-. A
posi¢do do grupo 5,6-epoxido da anteraxantina ndo foi caracterizada devido a baixa concentragéo

deste pigmento.

437
A 440 470 463 A
Y
E 417 A
g a01 | | | .
£ /‘\74?26
g 379 {1 i
2 " B \ -B
= 3‘{7 § N e [
) 3 s
T violaxantina L/I neoxantina luteoxanti na\\\
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda {(nm} Compnimento de onda (nm)

FIG 3. Espectros de absorgdo, obtido em espectrofotometro, da violaxantina, neoxantina e luteoxantina em solugdo
de etanol 95% (A) e ap6s adi¢do de gotas de HCI 0,1N (B).

- 86 -



Em CLAE os carotenoides foram identificados através de seus tempos de retengdo (Tabela 1) e
espectros de absorg¢do obtidos pelo DAD (Fig. 1). Todos os carotenéides isolados em CCA foram
também detectados por CLAE. Por outro lado, a identificagdo de B-criptoxantina, zeaxantina e
triidroxi-B-caroteno em 7. gracilis sé foi possivel quando as fragdes isoladas por CCA foram
analisadas por CLAE (Tabela 1). A B-criptoxantina foi identificada na banda onde eluiu o y-
caroteno, a zeaxantina logo apds a banda de luteina € o triidroxi-B-caroteno na fragdo mais polar.
Estes trés pigmentos apresentaram tempos de reten¢@o tipicos de mono, di e triidroxi-
carotenoides, respectivamente, perfis de espectro de absor¢do semelhante ao do B-caroteno (Fig.
1) e estavam presentes em baixas concentragdes. O triidroxi-B-caroteno e a zeaxantina foram
mascarados nas analises pelo fato de apresentarem polaridades semelhantes a da neoxantina e da
luteina, respectivamente e estarem presentes em concentragdes bem menores que estes dois
pigmentos. A presenga de varios picos de clorofila no cromatograma do extrato ndo saponificado
(Fig. 4A) dificultou a detecg@o de B-criptoxantina.

O pico 14 (Fig. 4) foi identificado como éster pelo fato de ter sido detectado apenas na amostra
ndo saponificada (Fig. 4A). De acordo com sua ordem de eluig3o, trata-se provavelmente de um
monoester de um triidroxi-carotendide. Este éster foi identificado como monoéster de triidroxi-B-
caroteno, pois enquanto na amostra saponificada predominava o espectro do pico 3 (cis-
neoxantina (c) - Fig. 1), ap6s a saponificagdo, o0 DAD passou a registrar o espectro do pico 4
(triidroxi-f-caroteno — Fig. 1), o qual foi semelhante ao do éster. Como esperado, o pico do
mono¢ster desapareceu com a saponificagdo, mas a 4rea referente a sua forma livre (Fig. 4, pico
4) ndo aumentou proporcionalmente. Este resultado pode ser explicado pela perda de xantofilas
muito polares no processo de saponificagdo, principalmente durante a partigdo dos pigmentos
para éter de petréleo.

Os perfis de espectros e os valores Amax de B-criptoxantina e triidroxi-B-caroteno livre e
esterificado foram semelhantes ao do cis-B-caroteno. Isto sugere que estes carotendides possam
estar presentes na forma cis; entretanto néo foi observada a presenga de pico cis na regido do UV.

A coluna ¢ o gradiente usados em CLAE foram eficientes na separacio de isomeros. A luteina e
a violaxantina foram detectadas nas formas trans, 9-cis e 13-cis, a neoxantina nas formas trans, cis
(), cis (b) e cis (c) e a luteoxantina nas formas trans e cis. A identificagio dos 9- e 13-cis-isdmeros
foi baseada em dois critérios (Mercadante et al. (10)): 1- 0 isOmero cujo Amax € mais préoximo ao do

isbmero frans seria o 9-cis e o mais distante o 13-cis; 2- o espectro do isdmero 13-cis deve
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FIG 4. Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos ndo saponificado e saponificado de Tetraselmis gracilis.
1’- cis-neoxantina (a), 1- cis-neoxantina (b), 2- #rans-neoxantina, 3- cis-neoxantina (c), 4- triidroxi-B-caroteno; 5-
trans-violaxantina, 6- frans-luteoxantina, 7- 13-cis-violaxantina, 8- cis-luteoxantina, 9- 9-cis-violaxantina, 10-
anteraxantina, 11- frans-luteina, 12- 9-cis-luteina, 13- 13-cis-luteina, 14- monoéster de triidroxi-B-caroteno, 15- cis-
licopeno, 16- licopeno, 17- y-caroteno, 18- a-caroteno, 19- B-caroteno, 20- cis-B-caroteno; * clorofilas; ** clorofila +
B-criptoxantina; NI- ndo identificado (Ama : (432), 454, 480 nm) . Coluna: Licrospher 100 RP-18, 250 x 4,0 mm, 5
um; Fase mével: gradiente de metanol-adgua-acetato de etila.
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apresentar um pico intenso na regido do UV, enquanto que no isdmero 9-cis o pico cis esta ausente
ou apresenta intensidade baixa.

Além dos carotendides mostrados na Tabela 1, tragos de outros carotenéides foram detectados
na analise por CLAE, mas nio foram identificados devido 4 baixa concentragdo dos mesmos. A

Fig. 5 mostra as estruturas dos carotenéides encontrados em 7. gracilis.

Composicao Quantitativa. A Tabela 2 mostra as concentra¢des dos carotendides isolados do
extrato ndo saponificado da microalga 7. gracilis, usando a técnica de CCA. A luteina (1210 ug/'g
de peso seco) e B-caroteno (870 pg/g) foram os carotendides mais abundantes, correspondendo a
33 e 24%, respectivamente, do total de carotendides encontrado. As quantidades obtidas para cis-
neoxantina (500 ug/g) e violaxantina (540 ng/g, trans + cis) foram também expressivas. As
porcentagens relativas dos demais pigmentos foram de 7,6% para y-caroteno (trans + cis), 3,.8%
para a-caroteno e de 3,2% para luteoxantina. J4 as concentragSes de anteraxantina e de licopeno

(trans + cis) representaram menos de 1% do total.

Tabela 2. Concentragio e porcentagem relativa dos carotenéides
isolados por CCA do extrato néo saponificado de T. gracilis

Carotenoides ug/g %
(base seca)

trans-luteina 1130 30,4
frans- € cis-B-caroteno 870 23.5

cis-neoxantina 500 13,5

tfrans-violaxantina 410 11,1

frans-y-caroteno 240 6.5

rans- € cis-a-caroteno 140 3.8

13-cis-violaxantina 130 35
trans-luteoxantina 120 3.2
13-cis-luteina 80 22
cis-y-caroteno 40 1,1

trans-anteraxantina 20 0,5

cis-licopeno 20 0,5

trans-licopeno 10 03

Total 3710
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DISCUSSAO

O género Tetraselmis geralmente € incluido na classe Prasinophyceae, entretanto ainda
existem controvérsias sobre esta classificacdo e a de outros géneros desta classe. A composi¢do
de carotendide nas Prasinophyceae pode variar principalmente em relagdo ao pigmento
majoritario, o qual pode ser luteina, prasinoxantina ou sinfonoxantina. As espécies que
apresentam luteina (como carotendide principal), violaxantina e neoxantina, foram inseridas na
classe denominada por Raven (4) de Pleurastrophyceae. Seguindo este critério, o género
Tetraselmis foi transferido para esta nova classe.

Até o momento, a classe Pleurastrophyceae € compostas por poucas espécies e dados
quantitativos sobre seus carotendides sdo raros. Entre os carotendides isolados desta classe
encontram-se o licopeno, a-, B- € y-caroteno, equinenona, a-criptoxantina, luteina, zeaxantina,
anteraxantina, violaxantina ¢ neoxantina (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17). Com exce¢ao de equinenona
e de a-criptoxantina, os demais carotendides foram também encontrados na espécie 7. gracilis.
Entretanto, a equinenona e a a-criptoxantina foram isoladas apenas nas espécies Tetraselmis
suecica (12) e Microthamnion kuetzingianum (11), respectivamente. Em 7. gracilis é possivel
afirmar que estes pigmentos estdo ausentes ou presentes em tragos, pois ndo foram detectados
picos nos tempos de reten¢do esperado para a eluicdo dos mesmos no cromatograma do extrato
saponificado (Fig. 4B), onde ndo ocorre interferéncia dos picos de clorofilas que poderia té-las
mascarados.

A anédlise de T. gracilis acrescentou os carotendides luteoxantina e os pigmentos identificados
tentativamente como triidroxi-B-caroteno € o monoéster de triidroxi-B-caroteno a classe
Pleurastrophyceae. Wright e Shearer (12), estudando um extrato de carotendides ndo saponificado
da microalga 7. suecica, também identificaram tentativamente triidroxi-a-caroteno (Amax (420),
444, 472) e citaram a presen¢a de um carotendide nfo identificado (Amax 422, 448, 476). Estes
pigmentos provavelmente correspondem ao triidroxi-B-caroteno e ao monoéster de triidroxi-p-
caroteno, respectivamente, encontrados também no extrato ndo saponificado de 7. gracilis. Como
no presente trabalho, o triidroxi-a-caroteno identificado por Wright e Shearer (12) eluiu
praticamente junto ao pico da cis-neoxantina e o carotendide ndo identificado, apds o pico da
luteina. Além disto, os valores de Amax do pigmento nio identificado foi praticamente semelhante
aos encontrados para o monoéster de triidroxi-p-caroteno (Amax (426), 448, 476).
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A presencga consideravel de luteina e B-caroteno em 7. gracilis indica seu potencial como fonte
de extracdo destes carotendides. Entretanto, a composi¢do carotenoidica complexa desta
microalga ¢ um obsticulo no isolamento destes pigmentos, mas, por outro lado, favorece a
comercializagdo do extrato carotenoidico integral como um suplemento mais completo. A
importancia cada vez maior de B-caroteno e luteina deve-se ao fato de ambos apresentarem boas
propriedades antioxidativas (18) e o primeiro ser o precursor principal de vitamina A. Além disto,
a luteina esta envolvida com a preven¢do da degeneragdo macular (19).

O interesse na comercializagdo de luteina a partir de microalgas ¢ ainda reduzido diante dos
baixos custos da sua produgéo a partir de flores de Tagetes erecta (3). Entretanto, as microalgas
podem ganhar um maior potencial comercial com o desenvolvimento de novas linhagens e
tecnologias, a exemplo da microalga Dunaliella, onde condi¢des de cultivos foram estudadas e

implementadas para a produgio de B-caroteno.
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CAPITULO 6

DETERMINACAO DA COMPOSICAO DE
CAROTENOIDES NAS MICROALGAS
SYNECHOCOCCUS SUBSALSUS E HILLEA SP
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Determination of the Carotenoid Composition of the Microalgae

Synechococcus subsalsus and Hillea sp

Marise C. de Mello', Sérgio O. Lourenco’, Elizabeth Barbarino® and Delia B. Rodriguez-Amaya’

'Departamento de Ciéncia de Alimentos - Faculdade de Engenharia de Alimentos - Universidade Estadual de
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Key Words - Synechococcus subsalsus; Hillea sp; carotenoid composition.

Abstract - The carotenoids of the marine microalgae Synechococcus subsalsus and Hillea sp
were isolated by open column chromatography and their identification complemented by thin-
layer chromatography and high performance liquid chromatography with a photodiode-array
detector. B-carotene (850 pg/g dry weight) and zeaxanthin (800 pg/g) were the major carotenoids
in S. subsalsus, while alloxanthin (2660 pg/g) predominated in Hillea sp. Much smaller amounts
of echinenone, B-cryptoxanthin and 3-hydroxy-B-caroten-4’-one were detected in S. subsalsus,
while in Hillea sp the minor carotenoids were C-carotene, e-carotene, a-carotene (frans and cis),
cis-p-carotene, P-cryptoxanthin, crocoxanthin, monadoxanthin and an unidentified
ketocarotenoid. This is the first report of the carotenoid composition of S. subsalsus and Hillea
sp microalgae.
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Determina¢do da Composicdo de Carotendides nas Microalgas

Synechococcus subsalsus e Hillea sp
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Palavras Chaves - Synechococcus subsalsus; Hillea sp; composi¢do de carotendides.

Resumo - A composi¢io de carotenbides de duas espécies de microalgas marinhas,
Synechococcus subsalsus e Hillea sp, € apresentada pela primeira vez. Os carotendides foram
1solados por cromatografia em coluna aberta e sua identificagdo complementada por
cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia com um detector de
arranjo de diodos. Em S. subsalsus o B-caroteno (850 ug/g peso seco) e a zeaxantina (800 pg/g)
foram os carotendides majoritarios, enquanto que em Hillea sp houve predominincia de
aloxantina (2660 ug/g). Os demais carotendides detectados em S. subsalsus (equinenona, B-
criptoxantina e 3-hidr6xi-B-carotenona-4’) e em Hillea sp ({-caroteno, g-caroteno, ai-caroteno
(trans e cis), cis-P-caroteno, B-criptoxantina, crocoxantina, monadoxantina e um cetocarotenodide

ndo identificado) estavam presentes em quantidades bem menores.
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Introducio

Os carotenoides sdo pigmentos amplamente distribuidos na Natureza, que podem ser encontrados
em fungos, bactérias, animais, em todos os tecidos fotossintéticos de plantas e em alguns tecidos
néo fotossintéticos como frutas, flores, sementes e raizes [1].

O uso cada vez maior de carotendides deve-se principalmente as suas propriedades
fisiolégicas e nutricionais, as quais se somam a sua fun¢do como corante. Além de alguns
carotendides serem precursores de vitamina A [2], estes pigmentos podem auxiliar no
fortalecimento do sistema imunolégico [3], na prevengdo de doengas cardiovasculares [4, 5, 6,
7], catarata [8, 9, 10, 11, 12], degeneragdo macular [13, 14, 15, 16] e alguns tipos de cancer [17,
18, 19, 20, 21, 22, 23].

Os carotendides estdo também presentes em microalgas marinhas e ja existem em diferentes
partes do mundo industrias para produgdo destes microrganismos, por exemplo em Taiwan
(Chlorella), Tailandia (Spirulina), Estados Unidos (Spirulina e Dunaliella), Australia
(Dunaliella e Chlorella), Israel (Dunaliella) e México (Spirulina) [24]. As microalgas mais
importantes como fonte de carotendides sdo Dunalliela bardawil e Haematococcus pluvialis. A
primeira, quando cultivada sob luz de alta intensidade e deficiéncia de nitrogénio, produz cerca
de 9% de PB-caroteno em relacdo ao seu peso seco [25]. A segunda, quando cultivada sob
deficiéncia de nitrogénio, apresenta 76% do total de carotendides constituido por monoésteres de
astaxantina [26].

Como a composig¢do carotenoidica de muitas microalgas marinhas ainda ndo é conhecida, no
presente trabalho foram selecionadas duas espécies isoladas no litoral brasileiro, Hillea sp e
Synechococcus subsalsus, para serem estudadas. Estas microalgas pertencem as classes
Cryptophyceae e Cyanophyceae, respectivamente. Nas Cryptophyceae, a aloxantina ¢é
considerada o carotendide quimiotaxondmico e ocorre a predominancia de a-caroteno no lugar
de B-caroteno, o qual ¢ o caroteno principal na maioria das demais classes. A presenca de outros
carotendides acetilénicos, como crocoxantina € monadoxantina, € outra caracteristica particular
deste grupo de microalgas [27].

As Cyanophyceae caracterizam-se pela presenga de 2-(2’)-frams-hidroxilas em xantofilas
biciclicas 3-(3’)-hidroxiladas, abundéncia de xantofilas aciclicas, monociclicas, glicosidicas e
biciclicas cetonicas [27, 28, 29, 30]. A B-caroteno, mixoxantofilas, equinenona e zeaxantina sdo

os carotenodides mais freqiientes e abundantes nas Cyanophyceae [31].
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No presente trabalho determinou-se a composigdo carotenoidica das microalgas Hillea sp e
Synechococcus subsalsus com o objetivo de avaliar o potencial das mesmas na extragdo de

carotenoides.

Experimental

Material. Foram analisadas as microalgas marinhas Hillea sp, clone PB1, e Synechococcus
subsalsus, clone UB2, obtidas do Banco de Microalgas Marinhas do Laboratério de Cultivo de
Microalgas do Instituto Oceanografico da Universidade de Sdo Paulo. Estas espécies foram
isoladas de 4guas costeiras de Jodo Pessoa-PB e Ubatuba-SP, respectivamente. As células
cresceram em meio Conway original [32] por 9 (S. subsalsus) e 11 (Hillea sp) dias, sob
temperatura de 21°C, aeragdo (2,0 1 de ar/min), ciclos de 12 h de claro/escuro (320 p.E.m'z.s'l) e
salinidade de 32%o. O ntimero inicial e final de células por ml de cultivo para Hillea sp foi de 3.5
x 10* € 1,95 x 10° e para S. subsalsus foi de 5 x 10° e 7,95 x 10, respectivamente. No dltimo dia
do cultivo as células encontravam-se em fase estacionéria de crescimento e foram separadas do
meio de cultura através de centrifugagio (16300 g/10 min a 10°C), sendo a seguir armazenadas
em frascos em um freezer a cerca de -20°C até serem analisadas. Para calcular a concentragio de
carotendides em base seca, a amostra foi inicialmente descongelada e homogeneizada. Volumes
conhecidos foram entdo transferidos, lavando-se cuidadosamente o interior da pipeta com 4gua
destilada, para trés placas de petri, as quais foram colocadas em estufa a temperatura entre 90 e
95°C até que a amostra secasse a peso constante.

Extracdo. A extragdo da amostra foi realizada em um almofariz com acetona resfriada e
hiflosupercel, seguida por filtragdo a vacuo em funil sinterizado. Estes procedimentos se
repetiram até que os pigmentos fossem extraidos completamente. A partigdo dos pigmentos para
uma solugdo de éter de petrdleo e éter etilico (3:1) foi feita em um funil de separagio,
adicionando pequenas porgdes do extrato acetdnico e 4gua destilada suficiente para promover a
transferéncia dos pigmentos para a fase etérea. Ao final da partigdo, o extrato etéreo total foi
lavado cinco vezes com 4gua para remover completamente a acetona € o residuo de agua retirado
através da adigdo de sulfato de s6dio anidro.

Saponificacdo. A saponificagéo foi realizada usando-se uma solugdo metandlica de 10% KOH
(p/v), na proporg¢do de 1:1 em relagdo ao volume do extrato. Esta rea¢fo ocorreu na presencga de
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BHT (0,01% do volume do extrato), no escuro e a temperatura ambiente por aproximadamente 13
h. O extrato foi entéo lavado com 4gua até a total eliminagéo do 4lcali.

Técnicas cromatogrdficas. Para as andlises cromatograficas, os extratos foram concentrados
em evaporador rotatério a temperatura maxima de 35°C.

Cromatografia de coluna aberta (CCA). a separagdo dos pigmentos foi conduzida em uma
coluna de vidro empacotada a vacuo com uma mistura de MgO:hiflosupercel (1:1) e
desenvolvida com éter de petroleo, concentragGes crescentes de éter etilico e acetona em éter de
petroéleo, €, quando necessario, acetona pura e concentragio crescente de d4gua em acetona.

Cromatografia de camada delgada (CCD). As fragdes isoladas em CCA foram aplicadas em
placas de silica gel, que foi desenvolvida com 5% de metanol em tolueno.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O extrato concentrado foi seco totalmente
sob uma corrente suave de nitrogénio e redissolvido em acetona. A seguir, foi filtrado em
membrana de 0,45 um de porosidade (Millipore) e injetado em um cromatégrafo a liquido
(Varian, modelo 9010), munido de um injetor Rheodyne com al¢a de amostragem de 10 pul e um
detector de arranjo de diodo (DAD) (Waters, modelo 994). Os espectros de cada pico foram
obtidos dentro do intervalo de 300 a 600 nm e os cromatogramas monitorados a 450 nm. Uma
coluna de fase reversa Licrospher 100 RP-18, com particulas de 5 um e dimensées de 250 mm x
4 mm (Merck), foi utilizada para separar os carotendides. O gradiente utilizado era formado por
metanol, 4gua e acetato de etila nas seguintes proporgdes ao longo do tempo: (0 min)- 60:20:20,
(10 min)- 52:18:30, (15 min)- 49:16:35, (25 min)- 49:16:35, (35 min)- 41:14:45, (40 min)-
41:14:45, (45 min)- 37:13:50, (50 min)- 34:11:55, (58 min)- 30:10:60, (68 min)- 22:8:70; (72
min)- 19:6:75 e (80 min)- 19:6:75. O tempo de re-equilibrio foi 10 min e a vazio utilizada foi de
0,6 ml/min.

Espectro de absor¢do no UV-visivel. As fragdes foram lidas em espectrofotometro (Beckman,
modelo DU-640), no intervalo de comprimento de onda de 300 a 600 nm e seus valores de Amax
comparados com os tabelados por Davies [33] e Britton [34].

Espectrometria de massas. Esta técnica foi usada na identificagdo de aloxantina,
monadoxantina e crocoxantina. As fragdes isoladas foram dissolvidas em metanol e 2 gotas de
acido formico 1% (v/v) foram adicionadas. A seguir, foram filtradas em membranas com 0,45
pm de porosidade (Millipore, JBR610245) e injetadas em um espectrdometro de massas
(Micromass, modelo Platform II) através da técnica de ionizagdo por electrospray. A diferenca de
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potencial aplicado ao capilar foi de 3500 V, o nitrogénio foi usado como gas secante a 70°C € o
espectro de massas foi adquirido no modo de ions positivos com picos centréides em uma faixa
de massa de m/z de 450 a 700 com 2 s/scan.
Identificacao. A identificagéo das fragdes baseou-se no (A) comportamento em CCA, CCD e
CLAE, (B) espectros de absorgdo no visivel e (C) reagdes quimicas especificas [35].
Quantificacdo. Os pigmentos isolados por CCA foram quantificados por espectrofotometria

]9/,.

segundo a Lei de Beer. Os coeficientes de absor¢do usados ( E,_. ) foram os tabelados por Davies

[33] e Britton [34] ou calculados segundo o primeiro autor. Os resultados foram expressos em pg

de carotenodides/g de material seco.

Resultados e Discussdao

Carotendides da Microalga Hillea sp

Associando-se os resultados das analises de cromatografia em coluna aberta (CCA), camada
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foram detectados 12
carotendides na microalga Hillea sp (Tabela 1). Os espectros de absor¢do na regido do visivel
(em éter de petroleo), obtidos por espectrofotometro, sdo apresentados na Figura 1 e suas
estruturas na Figura 2.

Os carotenos isolados por CCA (Figura 3) foram - e g-caroteno e a- caroteno (frans e cis) e
cis-B-caroteno. A identificagdo destes carotenos baseou-se em valores de Ry, comprimentos de
onda de absor¢do maxima (Amax) € perfis de espectros caracteristicos. O g-caroteno, por exemplo,
apresentou Amax baixos e espectro com trés maximos de absor¢do bem definidos. Estas
caracteristicas sdo compativeis com a presenca de um cromoéforo de 9 ligagdes duplas conjugadas
em cadeia linear em sua molécula.

A presenga do pico cis nos espectros de cis-a- e cis-p-caroteno ndo foi confirmada devido a
um interferente na regido do UV. Entretanto, a configuragdo cis foi determinada pela reagdo de
fotoisomerizagao, a qual ndo provocou mudangas nos Amax destes pigmentos (Figura 1).

O C-caroteno eluiu junto com o final da fragdo de cis-B-caroteno e ndo foi visualizado por
estar presente em concentragdo muito baixa, o espectro desta mistura foi determinado e

apresentou Amay de 377, 398, 421 nm para o C-caroteno.
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A presenca de o-caroteno € B-caroteno ja havia sido constatada na maioria das espécies de
Cryptophyceae [36, 37, 38, 39, 40, 41, 42], mas até o momento néo foi registrada a presenga de
C-caroteno e apenas Cryptomonas ovata var. palustris apresentou g-caroteno [36, 42].

As xantofilas isoladas por CCA foram um cetocarotendide néo identificado, B-criptoxantina,

crocoxantina, monadoxantina e aloxantina.

TABELA 1. CARACTERISTICAS DOS CAROTENOIDES DETECTADOS POR CCA E CLAE
NA MICROALGA HILLEA SP.

Caroten6ides Aate® (CCA) R¢® Reagdes Quimicas Amsx. (CLAE) s

aloxantina (429), 448, 477 0,15 trans+, ep-, met-, acet+ (432), 454, 484 21,1
monadoxantina 422, 443, 473 0,19 trans+, ep-, met+, acet+ 426, 450, 480 22,0
cis-aloxantina (a) e 348°, 428,448,478 23,3
cis-aloxantina (b) e 346, (426), 448,476 24,7
crocoxantina 421, 443, 473 0,55 trans+, ep-, met-, acet+ 428, 448, 478 42.8
B-criptoxantina (424), 445, 472 0,55 transt, ep-, met-, acet+ e ————-
cetocarotentide 371%, 478 0,93 rans+, ep-, red+ — —
C-caroteno 377, 398, 421 0,98 ————————— 380, 402, 426 51,9
cis-B-caroteno (421), 442, 467 0,98 cis+ 426, 450, 480 54,0
g-caroteno 413, 436, 466 0,98 rrans+ 420, 442, 474 60,4
a-caroteno’ 327% 419,442,471 0,99 trans+ 426, 448, 478 60,9
cis-ci-caroteno 416, 438, 466 0,98 cis+ 334%, 420,442,472 61,7

* comprimentos de onda de absorgdo méaxima (nm), obtidos por espectrofotémetro, referentes as bandas (em
éter de petr6leo) separadas por CCA; ° valores obtidos em placa de silica gel desenvolvida com 5%
metanol/tolueno; © comprimentos de onda de absorgdo mdxima (nm), obtido por DAD, referentes aos picos da
analise de CLAE (Figura 4). Fase mével: gradiente de metanol-dgua-acetato de etila; ¢ tempo de retengdo dos
picos da Figura 4; ° pico cis; fpresenc;a de pico cis nos valores de Ay, do carotendide isolado por CCA, mas a
reagdo de fotoisomerizagdo indicou presenga majoritaria da forma rans; () - indica ombro no lugar de pico;
met - metilagdo; ep — epéxido (reagdo com vapores de HCI concentrado); acet — acetilagdo; red — redugio.

A crocoxantina apresentou espectro de absorcdo semelhante ao do «-caroteno e Ry
caracteristico de um monoidroxilado. A presenca de um grupo hidroxilico em sua molécula foi
confirmada pela resposta positiva a reagdo de acetilag@o, enquanto que a posigdo ndo alilica deste
grupo a ligagdo dupla foi indicada pela reag@o negativa a metilagdo. Entretanto, com estes mesmo
dados, esta fragdo poderia também ter sido identificada como zeinoxantina. Para definir a
identificac@o desta fragdo, foi realizada uma anélise por espectrometria de massas. O espectro de
massas mostrou um ion molecular a m/z 550, que correspondente ao peso molecular da

crocoxantina e que difere de duas unidades a menos do peso da zeinoxantina. Esta diferenca ¢
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coerente com a presenca de um grupo acetilénico na molécula da crocoxantina. Adicionalmente,
a presenga de crocoxantina é tipica em microalgas da classe Cryptophyceae [36, 37, 38, 39],
enquanto a zeinoxantina ainda nfo foi identificada nas espécies ja estudadas.

As fragdes identificadas como monadoxantina e aloxantina poderiam, através de seus Ry, Amax
e reacbes quimicas especificas, ter sido identificadas também como luteina e zeaxantina,
respectivamente (Tabela 1). Entretanto, a analise destas fragdes por espectrometria de massas
gerou ions moleculares a m/z 566 e a m/z 564, que correspondem ao peso molecular da
monadoxantina e da aloxantina, respectivamente. As diferencgas de 2 e 4 unidades a menos, em
relagdo ao peso molecular da luteina e zeaxantina, concordam com a presenc¢a de um e de dois
grupos acetilénicos nas moléculas da monadoxantina e aloxantina, respectivamente. Além do
mais, a aloxantina é o carotendide majoritdrio de todas as espécies da classe Cryptophyceae e a
presenca da monadoxantina foi detectada na maioria delas [36, 37, 40].

A B-criptoxantina foi identificada através de seu espectro de absorg@o idéntico ao do B-
caroteno, valor de Rf tipico de um monoidroxilado, resposta positiva a acetilagdo, que
comprovou a presenca de hidroxila, e reagdo negativa & metilagdo, indicando que o grupo
hidroxilico ndo se encontrava em posigdo alilica em relagdo a ligagdo dupla. A presenca deste
carotendide na classe Cryptophyceae ainda n@o havia sido relatada.

O pigmento identificado como cetocarotendide apresentou valor de Rs um pouco menor que o
esperado para um caroteno (Tabela 1) e perfil de espectro com baixa defini¢éo (espectro formado
por um unico pico largo com Amax a 478 nm, Figura 1). Estas caracteristicas indicaram a presenca
de um grupo carbonilico em sua molécula, e portanto foi submetido a redugio com boridreto de
s6dio. Apds a redugdo, seu espectro de absorgéo passou a apresentar trés Amax definidos (430, 455
€ 486 nm e pico cis a 345 nm) e perfil semelhante ao de um carotenéide monociclico. Com estas
caracteristicas o carotendide reduzido assemelhou-se ao d-caroteno (Amax 431, 456 € 489 nm, em
éter de petroleo [33]). Estes dados sugerem que o cetocarotenéide possa ser um derivado
carbonilico deste caroteno. Embora a reacdo de fotoisomerizagdo tenha indicado a forma frans, a
presenca de um pico cis a 371 nm (Figura 1) revelou que este pigmento continha as formas frans

(predominante) e cis.
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Figura 1. Espectros de absorgdo no UV-visivel (em éter de petréleo), obtidos por espectrofotometro,
dos carotendides da microalga Hillea sp isolados por CCA. (A) antes e (B) apds reagdo de

fotoisomerizagdo; (C) em etanol 95% e (D) apos reagdo de redugdo com NaHB,.
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W " /\Q/
HCij: monodoxantina . O/Ej: aloxantina

Figura 2. Estruturas dos carotendides encontrados na microalga Hillea sp.
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Coluna de MgO:Hiflosupercel (1:1)

aloxantina (5-10% H,O/AC)

ﬁ cetocarotendide N.I. (100% AC)

monadoxantina (80% AC/EP)

B-criptoxantina (50% AC/EP)

crocoxantina (30% AC/EP)

cis-p-caroteno e C-caroteno (20% AC/EP)*

cis-B-caroteno (10% EE/EP)

cis-o.-caroteno (1% EE/EP)

o-caroteno (1% EE/EP)

g-caroteno (EP)

Figura 3. Separagdo dos carotendides da microalga Hillea sp por CCA. EE- éter etilico, EP- éter
de petréleo; AC- acetona, N.L.- ndo identificado; * fra¢do ndo visualizada.
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Com excegdo de a-caroteno, crocoxantina, monodoxantina e aloxantina, os demais pigmentos
s6 foram isolados por CCA quando amostras muito concentradas foram analisadas.

Em CLAE os pigmentos foram identificados através de seus tempos de retengao, Amay € perfis
de espectros de absorgdo (Tabela 1). A comparagdo de extratos saponificados e ndo
saponificados revelou a auséncia de carotendides esterificados (Figura 4A e B). O perfil
cromatografico do extrato ndo saponificado mostrou que a composi¢do carotenoidica de Hillea
sp € constituida praticamente de aloxantina (Figura 4A). No cromatograma do extrato
saponificado, a altura do pico da aloxantina assemelhou-se as das obtidas para crocoxantina e -
caroteno (Figura 4B) devido a sua perda durante a saponificagcdo. Além da forma rranms, a
aloxantina, foi detectada também na configuragdo cis-(a) e cis-(b). Os carotendides C- e cis-B-
caroteno eluiram separados em CLAE (Figura 4- picos 7 e 8’), enquanto que a B-criptoxantina e
o cetocarotendide ndo foram detectados devido a baixa concentragdo do extrato e destes

pigmentos na amostra.

1 Nio Saponificado (A) ) ! Saponificado (B)

2 ] 2 10

2 2 i

2 1 5]

S ] &

el T

< 10 < l 3 g 9fn
ﬂ} 14 7 804! X :

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 4. Cromatogramas, obtidos por CLAE, do extrato ndo saponificado e saponificado de
Hillea sp. 1- aloxantina, 2- monadoxantina, 3- cis-aloxantina (a), 4- cis-aloxantina (b), 5-
crocoxantina, 6- clorofila, 7- -caroteno, 8- clorofila, 8’- cis-B-caroteno, 9- e-caroteno, 10- a-
caroteno e 11- cis-a-caroteno. Coluna: Licrospher 100 RP-18, 250 x 4,0 mm, 5 pum; Fase mével:
gradiente de metanol-agua-acetato de etila.
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Carotendides da Microalga Synechococcus subsalsus

Um total de 10 carotenoéides foi encontrado na microalga S. subsalsus (Tabela 2). Os espectros de
absor¢@o no visivel destes pigmentos (em éter de petréleo), obtido por espectrofotdmetro, sdo
apresentados na Figura 5 e suas estruturas na Figura 6.

Os carotendides isolados em CCA (Figura 7) foram rrans- e cis-B-caroteno, equinenona, 3-
criptoxantina, 3-hidréxi-B-carotenona-4’e zeaxantina.

O B-caroteno e a P-criptoxantina foram identificados da mesma forma descrita para suas
caracterizagdes na microalga Hillea sp. O B-caroteno foi o tnico caroteno detectado e a presenca
de um pico cis a 337 nm em seu espectro de absor¢do (Figura 5) mostrou que este pigmento era
constituido por uma mistura das formas frans e cis, com predominéncia da primeira.

A fragd@o identificada como equinenona apresentou Ry um pouco abaixo do obtido para o B-
caroteno e perfil de espectro de absor¢do com baixa defini¢do, consistindo de um unico pico a
452 nm e um ombro a 475 nm (Figura 5). Ao ser submetida a rea¢do de redu¢io com boridreto de
sodio, seu espectro passou a ser semelhante ao do B-caroteno com Amax a (429), 449, 474 nm
(Figura 5). Quando o carotendide reduzido foi submetido & reagdo de metilagdo, ficou
comprovado que seu grupo hidroxilico encontrava-se em posigdo alilica. Com excegdo de seus
Amax terem ficado aproximadamente 6 nm abaixo dos tabelados por Davies [33] (458, (482) nm),
os demais dados reforgam a identificago desta fragdo como equinenona.

A fragdo identificada tentativamente como 3-hidroxi-B-carotenona-4 apresentou espectro de
absorgdo tipico de um cetocarotendide e R¢ compativel com a presenga de um grupo carbonilico e
hidroxilico. A confirmagdo do grupo carbonilico foi feita como descrito para equinenona. A
reagdo de reducdo deste grupo provocou mudangas em seu espectro, o qual passou a apresentar
perfil semelhante ao do B-caroteno e Amax @ (429), 450, 478 nm. A resposta negativa a reago de
metilacdo indicou que seu grupo hidroxilico ndo se encontrava em posigdo alilica em relagéo a
ligagdo dupla. Com estas informagdes, e considerando que o grupo OH esteja no carbono 3, a
posi¢do mais provavel do grupo carbonilico seria no carbono 4.

A zeaxantina foi identificada por seu espectro de absorgdo idéntico ao de B-caroteno, Rg¢
caracteristico de um diidroxilado e por apresentar reacdo positiva a acetilagdo e negativa a

metila¢3o.
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TABELA 2. CARACTERISTICAS DOS CAROTENOIDES DETECTADOS POR CCA E CLAE
NA MICROALGAS SYNECHOCOCCUS SUBSALSUS.

Carotendides (CCA) Rf®  Reagdes Quimicas A mix (CLAE) tr ¢ (min)
cis-zeaxantina (a) e (432), 454, 480 21,5
zeaxantina (426), 448, 475 0,18  trans+, ep-, met-, acet+  (432), 454, 480 24,0
cis-zeaxantina (b) — (428), 448, 478 26,3
cis-zeaxantina (c) ————e 336%, (429), 446,472 282
3-hidroxi-f-

carotenona-4’ 452, (473) 041  trans+, ep-, red+ 480 31,5
B-criptoxantina (426), 447, 474 0,58  trans+, ep-, met-, acet+
equinenona (452), (475) 0,95 trans+, ep-, red+ 464 49 4
cis-B-caroteno —— (432), 454, 482 57,3
B-caroteno’ 337%,(426), 447,475 0,98  trans+ (432), 454, 482 63,8
cis-B-caroteno ————- 340°, (430), 450,474 64,8

* comprimentos de onda de absorc;ao méxima (nm), obtidos por espectrofotémetro, referentes s bandas (em éter
de petréleo) separadas por CCA; ° valores obtidos em placa de silica gel desenvolvida com 5% metanol/tolueno;

€ comprimentos de onda de absor¢do maxima (nm), obtido pelo DAD referentes aos picos da anélise de CLAE
(Figura 8) Fase mével: gradiente de metanol-agua-acetato de etila; “ tempo de retengao dos picos da Figura. 4; ©
pico cis; ' presenca de pico cis nos valores de Ay do carotendide isolado por CCA, mas a reagdo de
fotoisomerizagdo indicou presenga majoritdria da forma #rams; ( ) — indica ombro no lugar de pico; met -
metilagdo; ep - epoxido (reagdo com vapores de HCI); acet — acetilagio; red — redugdo

Em CLAE, os carotendides de S. subsalsus foram identificados com os mesmos paridmetros
citados para Hillea sp (Tabela 2). Analisando-se os cromatogramas dos extratos saponificados e
ndo saponificados, nota-se, como ocorreu em Hillea sp, a inexisténcia de carotendides
esterificados (Figura 8A e B). O cromatograma referente a amostra ndo saponificada (Figura 8A),
mostrou que sua composi¢do carotenoidica € constituida, basicamente, por PB-caroteno e
zeaxantina. A diminui¢do significativa no pico referente a zeaxantina no cromatograma da
amostra saponificada ocorreu devido as perdas provocadas pela reagdo de saponificagdo (Figura
8B). Os carotendides isolados em CCA, equinenona e 3-hidréxi-4’-equinenona foram detectados
em trago por CLAE. A B-criptoxantina ndo foi detectada devido 4 baixa concentragéo do extrato
e deste pigmento na amostra. Por outro lado, a andlise por CLAE detectou um maior nimero de
isdbmeros de B-caroteno e zeaxantina. Os picos 1, 3 e 4 foram identificados, tentativamente, como

cis-isOmeros de zeaxantina e os picos 6 e 8 como cis-isdmeros de B-caroteno.
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Figura 5. Espectros de absorgdo no visivel (em éter de petrdleo), obtidos por espectrofotometro, dos
carotenéides da microalga Synechococcus subsalsus isolados por CCA. Antes (A) e ap6s (B) a reagdo de

fotoisomerizagdo; em etanol 95% (C) e apos redugio com NaHB, (D).

B-caroteno W
HM

B-criptoxantina

MH
H

3-hidroxi-p-carotenona-4’ zeaxantina

Figura 6. Estruturas dos carotenéides encontrados na microalga Synechococcus subsalsus.
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Coluna de MgO:Hiflosupercel (1:1)

zeaxantina (60%-80% AC/EP)

) 3-hidroxi-f-carotenona-4’ (25% AC/EP)

B-criptoxantina (15-20% AC/EP)

!

equinenona (15% AC/EP)

-caroteno (EP)

Figura 7. Separagdo dos carotendides da microalga Synechococcus subsalsus por CCA. EP- éter
de petréleo; AC- acetona.
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Figura 8. Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos ndo saponificado e saponificado de S.
subsalsus. 1- cis-zeaxantina (a), 2- zeaxantina, 3- cis-zeaxantina (b), 4- cis-zeaxantina (c), 5- 3-hidroxi-p-
carotenona-4’(?), 6- clorofila + equinenona; 6’- equinenona; 7- clorofila + cis-B-caroteno (?), 7°- cis-p3-
caroteno (?), 8- B-caroteno e 9- cis-B-caroteno. *clorofilas. Coluna: Licrospher 100 RP-18, 250 x 4,0
mm, 5 um; Fase movel: gradiente de metanol-agua-acetato de etila.

Composi¢do quantitativa

A Tabela 3 mostra a composi¢do quantitativa dos carotendides isolados nas duas espécies de
microalgas estudadas. A aloxantina foi o carotendide majoritario da microalga Hillea sp (2660
ug/g de peso seco), enquanto o o-caroteno foi o caroteno presente em maior quantidade (360
ug/g), confirmando as expectativas em relacdo a estes dois pigmentos dentro da classe
Cryptophyceae. Na microalga S. subsalsus, a zeaxantina (800 pg/g) e o B-caroteno (850 pg/g)
foram os carotendides principais. Em ambas as microalgas, os demais carotendides estavam
presentes em concentragdes baixas. A concentragdo total de carotendides na Hillea sp foi quase o

dobro da obtida na S. subsalsus.
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TABELA 3. CONCENTRACAO DOS CAROTENOIDES DAS MICROALGAS
HILLEA SP E S. SUBSALSUS.

Hillea sp Concentragdo S. subsalsus Concentragédo
Carotendides ug/g peso seco Carotendides Ug/g peso seco
aloxantina 2660 B-caroteno 850
a-caroteno 360 zeaxantina 800
crocoxantina 240 equinenona 50
monadoxantina 90 B-criptoxantina 50
3’-hidréxi-carotenona-4" 30
Total 3350 1780

A presen¢a de PB-caroteno e zeaxantina em S. subsalsus em quantidades aprecidveis é uma
caracteristica relevante no eventual emprego desta microalga como fonte destes pigmentos. O -
caroteno ¢ a provitamina A mais importante e a zeaxantina estd envolvida, juntamente com a
luteina, na prevengdo da degeneragdo macular. Além disto, estes dois carotendides apresentam
propriedades antioxidativas. Quanto a presenga majoritaria de aloxantina em Hillea sp, embora
at¢ o momento ainda ndo haja uma aplicagdo ou fungfo atribuida a este pigmento, sua
abundéncia e intensa coloragdo laranja podera no futuro apresentar alguma aplicagdo como
pigmento. A composigdo relativamente simples destas microalgas é um fator importante no

eventual uso das mesmas como fonte de carotendides especificos.
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PAGINA |PARAGRAFO LINHA MODIFICACAO EM NEGRITO

o 2 9 .., presenca de luz e temperatura).

8 2 8 Entretanto, este efeito..

10 3 15 ..medicina mexicana popular...

12 3 4 Subproduto do processo...

16 3 3 ..do tipo e da quantidade...

18 2 no titulo 2.19. Petunias hybrida Vilm.

18 2 10 mais intensa, ....foram maiores do que naqueles onde...

18 4 5 .foi identificada, sendo caracterizada como [
criptoxantina.

18 4 7 ..xantofilas livres nio identificadas eram mais polares.

19 2 3 ...em pétalas de rosas foi obtido...

19 2 6 et al. (1984),...

20 Figura 1 10 20,20a, (8’R)-luteoxantina...

21 Figura 1 1 21,20a, (8’S)-luteoxantina. ..

21 Figura 1 3 23, (8S,8’R)-auroxantina...

23 2 2 exemplo,...

23 2 9 “Double” e polianthes...

32 4 1 .., varios outros tipos...

32 - 2 ... por novas biotecnologias,...

82 3 1 ..€ o eucarionte mais haléfilo conhecido...

36 4 le3 ...cantaxantina...

37 1 172 ...e de novas biotecnologias ao cultivo

45 Abstract 12 ..., the main commercial source of ...

45 Abstract 13 ... of these flowers as source of this...

46 Resumo 13/14 fonte comercial de luteina...
destas flores como fonte... )

47 3 9 no qual foi observado um aumento....

47 3 14 ... na medicina popular...

48 1 4a6 ..., no presente trabalho foram selecionadas as flores
amarelas e laranjas de Cosmos sulphureus e as amarelas |
de Thelechitonia trilobata com o objetivo de caracterizar
e quantificar seus carotendides principais. Tanto C.
sulphureus como T. trilobata crescem espontaneamente e
florescem por quase todo o ano.

48 4 lLe2 No caso de flores amarelas de C. sulphureus, uma amostra
constituida de trés unidades foi coletada de cada um dos
trés lotes avaliados para flores completas.

48 4 4 entre si. O teor de luteina foi calculado para os cinco
lotes da seguinte forma: entre trés lotes proximos e entre
trés lotes distantes.

49 1 6 ... em relacdo ao volume do extrato.

50 1 6 .. detector de arranjo de diodos ...

51 1 1 (Figura 2B: pico 1....

54 Figura 5 1 .., obtidos por CLAE, -



54 2 2 pelo desvio padrao do valor médio de luteina obtido para |
lotes proximos e distantes ..

55 Tabela (nota) 1 'lotes distantes e préximos entre si;

55 2 5e6 Baseado nesta distribui¢do, o teor de luteina nas flores |
completas de T. trilobata foi estimado nos dois lotes
analisados (370 e 550 pg/g).

56 2 1 ... C. sulphureus e T. trilobata de 670 ...

56 2 6 O fato de C. sulphureus e T. trilobata crescerem |
espontaneamente e florescerem, praticamente, por quase..

61 2 1/2 ..., até 0 momento,

61 2 4 e, dependendo da variedade,

63 2 2 relacdo ao volume do extrato.

63 3 9 .., empregou-se acetona pura ¢ concentracées
crescentes

63 - 3 ..gel (desenvolvida com 5% de metanol em
tolueno) e em cromatografia liquida ...

63 4 10 ...rearranjo epoxido-furanoxido...

65 Tabela 9 criptoxantina

65 Tabela (nota) - Figura 4

66 Figura 4 9-cis-violaxantina ....

67 1 5 poli-cis-licopeno (prolicopeno)

67 2 6 ...as ligacoes duplas

67 2 12 ... grupo hidroxilico em ...

67 5 1 como o-criptoxantina ou zeinoxantina (sem
virgulas)

67 3 3 ..porém com valores de Amax ...

68 Figura CCA o- a-criptoxantina ou zeinoxantina |

criptoxantina

69 3 1 A fracéo identificada como frans-zeaxantina

69 -4 3 ... revelando a presenca de grupo epoxido.

69 S 3 ..17 nm nos valores de seus Amax ...

69 5 1 ..valor de Rf tipico ... '

69 5 3/4 Dois grupos 5,6-epoxido

69 6 5 .., Tespectivamente, e podem ..

70 1 3-5 O critério na identificacdo dos ésteres foi o
desaparecimento de alguns picos, que estavam
presentes no cromatograma do extrato
saponificado, e o aumento de outros no
cromatograma do extrato saponificado. Além
disto, os perfis dos espectros e os .max destes
picos eram semelhantes.

70 1 8 Tirar: (levando em conta o seu tempo de
retencao)

70 1 11 Colocar: A cis-zeaxantina e cis anteraxantina
foram detectadas também na forma de
diésteres (picos 22 a 24). A identificacio dos
carotendides esterificados como mono ou
diésteres baseou-se no tempo de retencio
obtido.

71 tabela 2e4 violaxantina

71 2 7 ...semelhantes aos de seus carotenos (sem a




palavra espectros)

73 Figura 6 faltou: o ou entre as estruturas de o-
criptoxantina e zeinoxantina; falta de nitidez das
duplas
74 1 9 .., assim como as de trans e cis-C (8%) e P-
caroteno (7%)
75 1 2 uso como fonte ...
75 1 3ab ..., as propriedades antioxidativas, citadas na B
literatura para estes pigmentos e a presenca
de carotendides provitaminicos ([3-caroteno, p3-
criptoxantina e y-caroteno)  reforgam esta i
indicagdo. Por outro lado, a composicio :
complexa encontradada ndo indica o uso destas f
flores ... [
78 Autores 4 Elisabete f.
78 Autores 5 CEP: 24001-970
80 2 5 .., aeracao (2,0 1 de ar/min)...
80 3 2 ... por filtracdo a vacuo ..
81 1 3 ... em relagdo ao volume do extrato.
81 2 9 Concentragdes crescentes de agua em acetona. |
g1 3 1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
81 3 6 ... um detector de arranjo de diodos..
82 3 3 ..tabelados por Davies (6) e Britton (7)....
82 5 3 ...e valores de Rf na ...
84 Fig. ) 2 Faltou: o nimero 1 no pico cis de cis-a-caroteno-331 nm
87 1 7 ... tempo de retengdo tipicos de carotendides mono, di ¢
triiddroxilados,....
87 1 11 luteina, respectivamente, e...
87 2 2 ..,trata-se, provavelmente, de um...
87 2 3 ..de um carotendide triidroxilado.
87 D) 4 , pois, enquanto na amostra ndo saponificada o DAD
registrou predominantemente o espectro do pico 3...
87 2 5 ..., apos a saponificagio, passou a registrar o espectro do
pico 4...
87 ) 6 , 0 qual era semelhante ao ...
87 2 7 (Fig. 4B, pico ...
87 3 3 ; entretanto, ndo ...
87 3 7 ..em dois critérios (10): ...
88 Fig. 4 1 ...ndo saponificado (A) e saponificado (B) de....
88 Fig. 4 6 , 480 nm). Coluna : Licrospher
89 2 3 ..€ 0 B-caroteno....
90 Fig 5 Faltou: nitidez nas duplas das estruturas
91 1 5 ..,violaxantina e neoxantina foram inseridas... (sem
virgula)
91 2 9 ..nos tempos de retengao esperados para...
91 2 10e11 .. dos picos de clorofilas que poderiam té-los mascarado ...
92 3 1 acrescentou  movos  carotendides a  classe
| Pleurastrophyceae, ou seja, luteoxantina...
92 3 4 ....T. suecica, identificaram (sem a palavra também)...
92 3 7 ..., encontrados no extrato (sem a palavra também)....
92 3 & , 0 triidroxi-c-caroteno, identificado por Wright e Shearer

(12), .. da




95¢ 96 Autores 1 Elisabete | l
95 e 96 Enderecos/autores |3 CEP: 24001-970

197 3 2 .., por exemplo,. . -

197 4 4 Nas Cryptophyceaes...

97 5 3 p-Caroteno, ....(sem o A no inicio) 4(
97 5 4 .. nas Cyanophyceaes. -

99 3 1 A separagio dos.... J
99 3 3 --concentrag¢des crescentes de ...

99 5 5 Os espectros dos picos foram.... ‘{
99 6 2 Modelo DU-640) no intervalo... (sem a virgula)

\il() 3 I Os carotendides isolados .. (em lugar de Os pigmentos)
100 5 1 ..foram C- e e-caroteno, a-caroteno (trans e cis)e..... i
100 6 1 -..espectros de cis-a e B-caroteno. ..

101 1 2 . Mas nao havia sido registrada ainda a presenca de .
101 Tabela 1 Faltou alinhar a segunda coluna 1

101 2 1 A fracdo correspondente a crocoxantina _

101 2 + ~-grupo as ligagdes duplas foi... ]

101 2 7 ., que corresponde ao peso... ]

102 3 1 A fracdo caracterizada como B-criptoxantina apresentou |
espectro ...,

102 3 4 .. as ligacdes duplas.

102 4 1 O cetocarotendide nao identificado apresentou. .

102 4 7 ---caracteristica, o cetocarotenéide reduzido ]

102 4 10 ~revelou que este pigmento apresentava-se nas formas

103 Figura 1 nota NaBH,

105 2 6 - a altura do pico da aloxantina aproximou-se as das

105 2 10 ...devido a baixa concentragdo destes pigmentos na amostra.
(sem do extrato)

105 Figura 4 1 -.€xtrato nao saponificado (A) e saponificado (B)..

107 Tabela 2 1 Faltou: Apmax (CCA)

107 Tabela 2 6 3-hidréxi-f3-

107 Tabela 2 (nota) - Figura 8

107 1 8 , equinenona e 3-hidroxi- (-carotenona-4°

108 Figura 5 3 NaBH,

110 Figura 8 1 extrato nao saponificado (A) e saponificado (B)...

110 Figura 8 3 .-carotenona-4’, (sem o ponto ?) |
110 1 7e8 - em Hillea sp foi quase o dobro da obtida para S
subsalsus.

111 Tabela 3 5 3-hidréxi-B-carotenona-4 ...
111 1 S5e6 ...embora, até o0 momento, nao haja uma aplicacao. . . N




