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RESUMO

A separacdo de isdbmeros geométricos de carotendides provitaminicos,
cujas presengas podem influir na concentragac vitaminica A dos alimentos, tem
sido objeto de varios estudos e de muita discussdo. Este estudo procurou avaliar
a eficiéncia de diferentes condigbes cromatograficas na separagdo destes
pigmentos, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por
arranjo de diodos, colunas com silica derivada com grupos funcionais cctadecil
(C4s), nitrila (CN) e amina (NH>), colunas de 6xido de aluminio (Al,O3) e hidroxido
de calcio (Ca(OH),) e diferentes sistemas de fases moveis. A coluna de Cis
utilizada neste estudo nao demonstrou eficiéncia na separacdo dos isdmeros
geométricos do B-caroteno, confirmando que apenas algumas unidades de
marcas especificas possuem este atributo. O meihor desempenho foi conseguido
com a coluna de hidroxido de calcio com dois sistemas de fases moveis:
isocratico, com iso-octano ou n-hexano, para amostras que apresentem apenas o-
e p-carotenos como carotendides provitaminicos, € gradiente, com uma mistura
de iso-octano e acetona, iniciando com 100% de iso-octano e terminando em 60
minutos com iso-octano e acetona (80:20), para amostras que também contenham
B-criptoxantina. Estas condicbes foram testadas em analises de amostras de
alimentos como azeite de dendé, péssego, laranja € moranga. Destes, somente
azeite de dendé (19,56 mg/100g de trans-B-caroteno e quantidades mensuraveis
de o- e cis-B-caroteno) e moranga (0,90 mg/M100g de trans-B-caroteno)
apresentaram quantidades significantes de -caroteno. No azeite de dendé o
calculo da atividade vitaminica pode ser superestimado em até 8% quando n&o
s&0 consideradas, em separado, as atividades de cada isémero geométrico do B-
caroteno.
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ABSTRACT

The separation of the geometric isomers of provitaminic carotenoids,
whose presence may influence the concentration of vitamin A in some foodstuffs,
has been the subject of various studies and much discussion. This project
evaluated the efficiency of several different chromatographic conditions for the
separation of these substances, using high performance liquid chromatography
with diode array detection, columns packed with silica containing octadecyl, nitrile
or amino functionalization, columns of alumina or calcium hydroxide and different
systems of mobile phases. The Cs column used was not effective, suggesting that
only certain Cis columns possess characteristics to permit geometrical isomer
separation. The best result was obtained with the calcium hydroxide column using
two different elution programs: isocratic with iso-octane or n-hexane, for samples
containing only o- and B- carotenes, and a gradient initially at 100% iso-octane
and moving to iso-octane-acetone (80:20) over a one hour period, for samples
which also contain B-chryptoxanthin. These analytical conditions were tested on
samples of dende oil, peaches, orange juice and yellow squash. Of these, only
palm oil (19.56 mg/100g of trans-pB-carotene with smallers amounts of a- and cis-p-
carotenes) and squash (0.90 mg/100g of trans-B-carotene) had significant
quantities of the provitamins. For patm oil, the vitaminic activity could be
overestimated by 8% if the provitaminic activities of the separated tsomers is not
considered.



1 INTRODUGAO

Os carotendides s&o pigmentos naturais presentes na maioria dos tecidos
vegetais e encontrados também no reino animal. A importancia conferida a esses
pigmentos se deve, tanto pela sua caracteristica corante como pela participagéo

nutricional, através de sua transformagéo em vitamina A no organismo animal.

A relacao dos carotendides com a vitamina A e a evidéncia de que apenas
algumas das estruturas apresentam esta propriedade, gerou um grande numero
de trabalhos nessa area, principalmente no estudo da distribuicdo desses
pigmentos nos alimentos.

O progresso da cromatografia se confunde com o avango dos estudos dos
carotendides, onde esta técnica analitica € objeto comum dos mais variados
trabalhos realizados nessa area. Tswett, entre 1900 e 1911, inventou a
cromatografia em coluna para separar pigmentos como clorofilas, xantofilas e
carotenos de folhas (ISLER, 1971). A primeira separagéo de carotendides com ©
uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia é atribuida a Stewart e Wheaton
que, em 1971, a utilizaram para a separagdo de uma mistura complexa de
carotendides em extratos de citros (RUEDI, 1985; PFANDER et af., 1994).

Ao discorrer sobre o tema carotenoides, sua complexidade € observada em
varios aspectos, tais como: grande numero de compostos de estruturas
semelhantes; varios compostos presentes em uma Unica matriz; grandes
variagbes na atividade provitamina A, devido as minimas diferengas nas
estruturas moleculares e associadas aos varios fatores influenciaveis na absor¢ao
destas substancias; possibilidade de apresentar inumeros isémeros geometricos
pela alta labilidade dos carotendides e devido ao sistema cromoforo presente na
moléculas. Enfim, estas caracteristicas peculiares dificultam a separacao,

identificacao e quantificacdo dos pigmentos.



Apesar da complexidade dos carotendides, o uso da cromatografia liquida
de alta eficiéncia na separacdo e quantificacdo de carotendides provitaminicos A
em alimentos tem aumentado muito, nos Ultimos anos, apresentando um
progresso significante, tornando-a uma poderosa técnica analitica, especiaimente
quando acompanhada de monitoramento pelo detector de arranjo de fotodiodos,

acoplade a computador.

Observa-se, contudo, que na etapa de separagdo dos pigmentos
carotendides € noidria a ndc preocupagdo com 0s isOmeros geométricos
presentes que, pela diferenca de suas atividades vitaminicas, podem potencializar

os valores vitaminicos das amostras estudadas.

Assim, este trabalho teve como objetivo, em uma primeira etapa, avaliar a
eficiéncia de varias fases estacionarias, utilizadas em cromatografia liquida de
alta eficiéncia, na separagado de isdmeros geomeétricos de p-caroteno e, em uma
segunda etapa, aplicar as melhores condigdes encontradas, para o estudo

analitico dos carotendides provitaminicos A em algumas amostras complexas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histdrico sobre os carotendides

Os carotendcides compreendem uma classe de hidrocarbonetos
denominados carotenos e seus derivados oxigenados chamados xantofilas
(JIUPAC-IUB, 1975). Sé&o pigmentos de coloragdc amarela a vermelha,
amptamente distribuidos nos reinos vegetal e animal, podendo ser encontrados
em fungos e bactérias e até em tecidos fotossintéticos de vegetais e néo
fotossintéticos (flores, frutas, sementes, raizes) (SIMPSON e CHICHESTER,
1981), bem como em tecidos de animais superiores (6rgaos de reproducio, soro
do sangue, peles e penas, gema do ovo, leite) (DEUEL, 1951; RODRIGUEZ-
AMAYA, 1989; BRITTON, 1992).

Aproximadamente 600 estruturas de carotendides naturais foram elucidadas,
dentre as quais perto de 20 destas substancias estdo presentes em alimentos,
enquanto que a maior parte € encontrada em fungos, bactérias e algas
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1989; OLSON, 1989).

O reconhecimento dos carotendides como compostos quimicos deu-se por
volta de 1831, a partir do isolamento e identificagdo de um pigmento de cenoura
(Daucus carofa L.} por Wackenroder que o batizou carotin, posteriormente
chamado de caroteno (DEUEL, 1951). Anos depois, em 1837, o termo xantofila foi
descrito por Berzelius com o estudo de pigmentos amarelos em folhas, visiveis
apos a degradacdo da clorofila, durante a estagdo de outono (TAYLOR, 1983). Ja
a designacgdo carotendides e sua subdivisdo em carotenos e xantofilas foram
propostas por Tswett, em 1911, incluindo nessa terminologia todas as substancias
genéricas e quimicamente relacionadas com o primeiro composto descoberto
(carofin) (DEUEL, 1951).



O interesse sobre 0s carotenodides cresceu com a revelagao da existéncia de
uma relagdo entre esses compostos e a vitamina A, contribuindo para o aumento
de trabalhos nessa area, embora tenham sido descobertos muito antes da
vitamina A. Por fazerem parte da natureza, com a caracteristica de conferir cor
aos tecidos (portanto visiveis) e estarem bem distribuidos, os carotendides

tiveram suas identificagdes antecipadas em retacéo a vitamina A.

Pelos relatos de DEUEL (1951) a acdo que levou ao conhecimento da
vitamina A foi gerada em 1912, apds 80 anos da data de reconhecimento dos
carotenodides, quando Hopkins desenvolveu um trabalho pioneiro sobre a possivel
existéncia da vitamina A. Neste trabalho o autor demonstrou que ratos nao
cresciam normalmente com uma dieta basica, ausente de alimentos naturais e
composta de nutrientes purificados como proteinas, carboidratos, gorduras e
minerais. Para obter o crescimento normal dos ratos era necessario a adicdo de

suplementos conhecidos como accessory food factors em suas alimentagbes.

Ainda segundo DEUEL (1951), em pesquisas seguintes ficou demonstrado
que uma das substancias do suplemento alimentar tratava-se de uma fragao
encontrada em algumas gorduras, denominada pelos pesquisadores de faf-
soluble accessory factor. Mais tarde, esta nomenciatura foi substituida, por
Drummond, pelo termo vitamina A. No entanto, verificou-se, em 1922, que essa
fragdo ndo era constituida de uma unica substéncia, mas sim de duas vitaminas
(A e D). Conseqientemente, a expressdo vitamina A passou a representar
substancias relacionadas com o crescimento e fator antixerofitalmico (anti-
cegueira), e vitamina D as substancias relacionadas com a prevencédo de

raquitismo (fator anti-raquitico).

Desse modo, e a partir de estudos das atividades bicldgicas dos pigmentos,
chegou-se a evidéncia da inter-relacdo entre os carotendides e a vitamina A.
Steenbock e co-autores, de 1919 a 1922, j4 haviam relacionado, em varios

trabalhos, os pigmentos carotenoides amarelos com a vitamina A Porém, a



relagdo tornou-se clara, quandoc von Euler e colaboradores, em 1929,
demostraram a superacdo da deficiéncia de vitamina A (restabelecimento do
crescimento) em ratos, oferecendo aos mesmos, cristais puros de carotenos
isolados de cenoura. Moore, em 1930, estabeleceu definitivamente a
transformacg&o do caroteno em vitamina A, aplicando testes com gordura de figado
de ratos, nos quais foram administrados vitamina A ou caroteno. Nestes testes a
reagao era positiva para a reacdo vitamina A (reag@o com tricloreto de antiménio
com intensa coloracdo azul), enquanto que testes com a gordura de figado de
ratos desprovidos de vitamina A n&o desenvolvia a caracteristica coloragao. Qutro
fato importante foi que o composto resultante da transformacgdo biclogica e
presente no figado apresentava a mesma absorcdo maxima da vitamina A na
regiao ultravioleta (328 nm), confirmando assim que no organismo animal o
caroteno podia se converter, uma vez que este pigmento ndo exibia a mesma
absor¢ao especifica da vitamina A naquela regido (DEUEL,1951; ISLER, 1971).

A primeira estrutura a ser estudada, dentre os carotendides, foi a do B-

caroteno por ser um dos mais distribuidos na natureza e pela facilidade de sua
isolagé&o. Assim, com as elucidacgbes das formulas estruturais do —caroteno (Cy
Hse) e da vitamina A (Czo H2e OH), em 1931 por Karrer et al., pode-se observar as
similaridades entre as estruturas (Figuras 1 e 9), sendo a vitamina A a metade da

molécula do B-carotenc, com a adicdo de uma molécula de agua (ISLER, 1971).
2.2 Estruturas dos carotendides

As estruturas basicas dos carotendides apresentam-se nas formas de

cadeias alifaticas ou cadeias mistas (alifaticas-aliciclicas), constituindo para os

carotendides com 40 atomos de carbonos de oito unidades isoprénicas2.

Todavia, dependendo do numerc de atomos de carbono presentes na motécuia,

1 De acordo com as “Recomendagdes IUPAC - UB 1974”, os nomes triviais dos carotendides, em uma primeira mengdo, devem
vir acompanhados dos nomes semi-sistematicos na forma de rodapé ou entre parénteses. Enlretanto neste trabalho, os nomes
triviais com seus respectivos nomes semi-sistematicos sao indicados no ANEXO |

2 Unidades compostas por cinco dtomos de carbono.



as unidades isoprénicas podem variar em maior ou menor numero. Na molécula,
estas unidades seguem a chamada regra do isopreno, onde 0s grupos metilas
extremos (ramifica¢des - CHs) se situam na posicao 1:5 (ligagcao cabecga-cauda),
tendo como excegdo as ligagcbes dos grupos metilas centrais da molecula,
localizadas na posicdo 1.6 (ligagdo cauda-cauda) (NOBILE, 1962;
BAUERNFEIND, 1972). Muitas estruturas sao simeétricas, isto €, as duas metades
da molécula sdo idénticas, possuindo reversédo do plano de simetria no centro da
molécula, o que, segundo DAVIES (1976), indica sua rota de biossintese. A
pigmentagao dos carotenodides € devida a presenca de um sistema cromoéforo na
molécula (Figura 1), constituido por uma série de duplas ligagdes conjugadas
(NOBILE, 1962, BAUERNFEIND, 1972).

a) Cadeia alifatica

| I I, W ——

"1 Sistema croméforo - duplas ligacdes copjugadas | Unidades isoprénic

{5 carbonos)

Licopeno (v, y- Caroteno)

b) Cadeia alifatica-aliciclica

Anel B-ionona

trans - p - Caroteno (B, p - Caroteno)

FIGURA 1 - Férmulas estruturais do licopeno (aciclica) e do p-caroteno

(biciclica). Estruturas tetraterpénicas com oito unidades isoprénicas.



Por terem maior estabilidade na natureza, as configuragdes geométricas dos
carotendides apresentam-se em maiores proporgbes nas formas todo-frans
(Figuras 1 e 4), embora também existam naturalmente as formas cis (DEUEL,
1951; GODOY, 1985). Alguns carotenos como o y—caroteno, licopeno e -
caroteno, s&o encontrados particularmente em frutas nas formas poli-cis (DAVIES,
1976).

As possibilidades de mudancas das configuragdes sdo devidas ao aito grau
de insaturacao dos carotenoides. Sob condigbes ideais {aquecimento, baixa
acidez e iuz) ocorre isomerizagao em uma ou mais duplas ligacbes da estrutura
molecular com formag¢do de uma mistura de isdmeros, na qual geralmente
predomina a forma frans. O numero de isdmeros teoricamente possiveis de um
carotendide esta relacionado com o numero de duplas ligagdes existentes e com
a simetria estrutural da molécula. Se for simétrica (as duas metades idénticas) o
numero de isdmeros possiveis diminui. Apenas uma dupla ligagdo de cada
unidade isoprénica (Cs) na parte alifatica da cadeia esta disponivel ao rearranjo
espacial por ndo apresentar impedimento estérico. Desta forma, somente aguelas
duplas ligagbes que contém atomos de hidrogénio sobre os dois atomos de
carbono adjacentes aos carbonos unidos pela dupla ligagdo assumem a
configurag&o cis (Figura 2-a). Como exemplo, o B--caroteno por possuir nove
duplas ligagbes na parte alifatica da cadeia e apresentar a estrutura simétrica,
teoricamente poderia ter 272 isémeros. Mas, pelo motivo de que algumas destas
duplas ligagdes estarem impedidas estericamente (impedimento estérico entre os
atomos de hidrogénio e os grupos metilas substituintes dos atomos de carbono
adjacentes aos carbonos que compSem a dupla ligagéo - Figura 2-b), a estrutura
passa a possuir apenas cinco duplas ligagdes ndo impedidas (duplas ligagdes 9,
13, 15, 13' e 9'). Assim, diminuindo o numero de duplas ligagdes estericamente
gficazes no B-caroteno, o nimero possivel de isbmeros geométricos passa a
vinte (Figura 3) (DEUEL, 1951; DAVIES, 1976). Dados semelhantes séo
.encontrados para o licopeno, onde de onze duplas ligagdes (1056 isdmeros



tedricos) passa a ter sete duplas ligagcbes ndo impedidas, que podem gerar 72

isdmeros gecmetricos.

(a) (b)

FIGURA 2 - Arranjo espacial na forma cis: (a) sem impedimento estérico; (b) com
impedimento estérico.

Pela definicao de NOBILE (1962), todos os carotendides conhecidos sao
considerados substancias "parentes" do licopeno (pigmento predominante no
tomate) ja que suas estruturas se assemelham. Observando a molécula do
licopeno, as estruturas podem ser obtidas por meio de modificagbes quimicas em
que ocorre ciclizagdo dos grupos metilas finais da cadeia com combinagéo dos
processos de introdugdo de outros grupos funcionais, migragdo de uma
determinada dupla ligagdo, oxidagdo da molecula e perda de unidades
isoprénicas (Figura 4).

2.3 Biossintese

Os carotendides ndo sdo sintetizados pelos humanos e outros mamiferos,
nem pelos animais como aves, peixes e invertebrados. Estes seres sado capazes
de absorverem, no intestino, na forma integral, parte dos carotendides ingeridos
em suas dietas. Apos suas circulagbes pelo organismo, por serem lipossoluveis,
sdo depositados nos tecidos adiposos ou sob pequenas modificagbes (oxidagao

terminal, no caso de aves, peixes e invertebrados) sédo transformados em



pigmentos tipicos destes animais, conferindo assim, colora¢éo a alguns tecidos
(GOODWIN, 1954, PETO et al., 1981; WOLF, 1982, GODOY, 1985 e SPEEK et

al., 1986).
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FIGURA 3 - Estruturas do p—caroteno na configuracao cis.
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Licopeno (y, y - Camteno}
Ciclizacao

+ - Caroteno (B, y - Carcteno)

Ciclizagdo e migragaode uma determinada dupla ligagao

a - Carateno {6 R) - B , =-Camtena)

Ciclizagdo e adigac de grupos funciomis

§ - Oiptaxartina (3 R) -, p - Carolen -3 - of) OH

Zeaxatira (B, b - Camtenc -3, 3 - diol)

Cantaxantima (B, p - Carcteno -4, 4' - diona)

Ciclizagdo, adigd o de grupo funcional e migracao de dupla ligagao
OH

a - Criptoxantina (3 R, 6 R)-p, ¢ - Caraten -3 - o}

Ciclizagdo e oxidagao

CHO

- Apo -8 - camtenal (8 - Ape - B caroten 8 -al}

FIGURA 4 - Comparacdo das formulas estruturais de alguns carotendides,

encontrados em alimentos, com a estrutura do licopeno.
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Na realidade, podem ser sintetizados tanto por organismos autotréficosS (na
maioria, organismos fotossintéticos que conseguem construir, a partir do dioxido
de carbono requerido do meic ambiente, todas as suas biomoléculas), como
também, por alguns organismos heterotroficos? . Desta forma, s&o sintetizados
em plantas superiores, algas, bacterias fototroficas e cianobacterias e em alguns
fungos e bactérias nao-fotossintéticas, formando na maior parte estruturas
tetraterpénicas (C4) (GOODWIN, 1971; BRITTON, 1988).

A Figura 5 demonstra a representacdo sumaria da biossintese dos
carotendides baseada nos esquemas propostos por BAUERNFEIND (1972) e por
BRITTON (1988). O processo de formagdc das cadeias passa por varios
caminhos, compartilhando no inicio 0s mesmos estagios de formacdo dos
terpendides, até atingir as etapas de formacgdes restritas aos carotendides
{(estégios posteriores a formacdo do composto difostato de geranilgeranila - Cxo).
Pode-se dizer que o anabolismo dos carotendides inicia-se com 0s grupos acetato
(C; ) encontrados nas unidades de acetil-coenzima AS | que por meio de varias
reacOes de transferéncia forma o precursor isoprenoide acido mevalonico. Em
seguida, o acido é convertido no composto difosfato de isopentenila (Cs),
concebendo, desta forma, a unidade isoprénica, uma das construgdes de
preferéncia da natureza, encontrada em varias substancias isoladas de produtos
vegetais € animais como a borracha e o colesterol. Entretanto, alguns dos
difosfatos de isopentenilas formados sofrem isomeriza¢des para difosfato de
dimetilalila (Cs), onde, por sua vez, juntamente com o difosfato de isopentenila, se
condensam iniciando a construgdo da cadeia isoprénica, fabricando primeiro por
intermédio de enzimas transferase prenil, o composto difosfato de geranila (Cqp).
Continuando as reagbes de condensagdo ha a formagdo dos compostos com 15 e
20 unidades de carbono. Este ultimo composto, o difosfato de geranilgeranila
(Cz0), sofre dimerizagao, sintetizando assim o fitoeno, a estrutura basica aciclica
dos carotendides Cyo.

3 "que se auto-aiimentam”.

4"que alimentam-se de outras células”. As células dos animais superiores e da maioria dos microorganismos sao heterotréficas.

5Acelil—coenzin'la A (CoA ou CaA-SH) - Enzima transportatora de grupos acetato, cuja molécula tem um grupo tiol (-SH) reativo.
Nas reagdes de transferéncia, ligam-se ac grupo tiol os grupos a serem transportados.
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FIGURA 5 - Representagdo sumaria da biossintese dos carotendides.Referéncias:
BAUERNFEIND (1972); BRITTON (1988).

Nota: A estrutura molecular indicada acima para a a-criptoxantina esta incorreta, E assumido atuaimente que a a—-criptoxantina
possui um grupoe hidroxila no dtomo de carbono 3'. Na realidade, a estrura acima pertence & zeinoxantina {(BRITTON,

1991).
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Logo depois, o fitoeno através de uma seérie de reacdes de desidrogenacéo
tora-se precursor de outros carotendides aciclicos, respectivamente, fitoflueno,
{-caroteno, neurosporeno e licopeno (BAUERNFEIND, 1972). Nesta fase, ocorre
em seqgléncia, a perda de dois atomos de hidrogénic adjacentes (eliminacao
frans) formando uma nova dupla ligacdo e, a medida que os estagios avangam,
aumenta o sistema cromoéforo das moléculas (BRITTON, 1988). Todavia, os
ultimos passos da biossintese dos carotenoides, a ciclizacdo das estruturas e
posteriores modificagbes estruturais, ainda ndo estdo totalmente elucidados
(OLSON, 1964; BAUERNFEIND, 1972). Alguns pesquisadores acreditam que o
licopenc seja o precursor da ciclizagdo das estruturas e da subseqUente
introducdo dos grupos funcionais; outros acreditam na ciclizagao atravées da
estrutura do neurosporenc, tendo como produtos iniciais 0s zeacarotenos
{ARIMA, 1987). A evidéncia da ciclizagdo pela via licopeno é mais consistente
pois baseia-se em respostas de estudos em que ¢ licopeno marcado transforma-
se em carotenos ciclicos. Ja a ciclizag@o pela rota do neurosporeno se manifesta
pela existéncia dos o— e p-zeacarotenos (GOODWIN, 1871). Porém, de acordo
com BRITTON (1988), esta questdo ndo deve ter muita importancia, uma vez que
ha fortes indicios que a ciclizagdo pode ter ambos os caminhos, ocorrendo
quando a metade da molécula carotendide (ou seja, o grupo final) atinja o nivel de
desidrogenacdo correspondente ao licopeno. Com a ciclizagdo dos carotenos
formam-se os anéis B—, v— e g¢— provenientes de um mesmo precursor, cujo

mecanismo de formagéo pode ser visto na Figura 6.

Apos a ciclizagao dos carotenos, ocorre a hidroxilagdo nos carbonos 3 e/ou
3, gerando as xantofilas criptoxantinas, iuteina e zeaxantina; a introducdo é
catalizada pela enzima oxidase e é realizada por substituicao direta do atomo de
hidrogénio do precursor carotendide por uma hidroxila . E admitido que as outras
modificagdes estruturais como a epoxidagado, formagac de carotendides
acetilénicos, alénicos e de apo-carotendides sdo realizadas no final da seguéncia
biossintética (GOODWIN, 1971; BRITTON, 1988).
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Na literatura, as etapas de isomerizacio e a de formacdo de epdxidos sdo
consideradas etapas iniciais de degradacgac (GODQY, 1985). Pode-se concluir,
entdo, que a partir dessas modificacées mais complexas nas moléculas dos
carotendides, principalmente as realizadas por meio de reacdes oxidativas, as
estruturas assim obtidas com estas caracteristicas passam a ser consideradas
como produtos de degradacgao.

H(\E%/ - = He
/{(HB }* A

Arel - B Anel -y Anel-¢

FIGURA 6 - Mecanismo de formacgao dos anéis 3, ye s.

Ja as estruturas Csp (apo-carotendides) s@o biossintetizadas por certas
bactérias ndo fotossintéticas a partir de duas moléculas de difosfato de farnesila -
Cis (Figura 5) (TAYLOR, 1983; BRITTON, 1988). Os carotendides superiores (Css
e Cs) sdo, da mesma forma, biossintetizados por bactérias néo fotossintéticas do

tipo gram-positivas; inicialmente formam esqueletos Cs, 05 quais s&o
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substituidos, em etapa posterior, geralmente no C,, por uma ou duas unidades
isoprendides (Figura 7). Acredita-se que muitos dos demais apo-carotendides
provenientes de plantas superiores sao produtos de degradagao dos normais Cug
(BRITTON,1988), apesar de nac haver evidéncias biogquimicas diretas que
sustentem esta sugestao (BRITTON, 1992).

InformacBes mais detalhadas sobre a bicssintese dos carotendides,
incluindo os varios mecanismos de formagao, podem ser encontradas nos artigos
de GOODWIN (1971) e BRITTON (1988), bem como, nas citacbes destas
referéncias.

2.4 Classificagao dos carotendides

A classificagcdo dos carotendides pode ser feita de acordo com suas

estruturas moleculares e pelos seus desempenhos nutricionais.

Baseado nos atomos presentes em suas estruturas podemos dividi-los em
dois grandes grupos (Figura 8), onde o primeiro grupo € representado pelos
hidrocarbonetos carotendides, conhecidos como carotenos, possuindo em suas
moléculas apenas atomos de carbono e hidrogénio. Ja o segundo grupo de
carotendides, as xaniofilas, possue além das estruturas moleculares
caracteristicas dos carotenos, atomos de oxigénio nas formas de grupos alcoois
(mondis, diois, polidis), cetonas, aldeidos, epoxidos, furandxilas, metoxilas,
ésteres, além de outros grupos funcionais, podendo ainda conter unidades
glicosidicas e cadeias laterais de acidos graxos acilados (BAUERNFEIND, 1972,
TAYLOR, 1983). Porém alguns autores referem-se aos derivados oxigenados
como oxicarotendides, utilizando o termo xantofila somente para os
hidroxicarotendides (BAUERNFEIND, 1972; EMODI, 1978, KLAUl e
BAUERNFEIND, 1981; GORDON e BAUERNFEIND, 1982).
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Homocarotenoide ou carotendide superior

HOH,C

Nonaprenoxantina (2 - (4 - Hidrdxi - 3 - metil - 2 - butenil)-7' .8 ,11' 12" - tetraidro - ¢, \y - caroteno)

Apo - carotendide

CHO
Apo - 2 - licopenal
Apo - 6 - licopenal ( 6' - Apo - y- caroten - 6' - al )
Nor - carotendide 0
RCOO
OCOR
O

Actinicentrina
(3 ,3' - Bisaciloxi - 2, 2' - dinor - p, 3 - caroteno - 4, 4' - dicna)

Seco - carotendide
0 a

O

Semi - ¢ - carotenona
(5, 6 - Seco - g, ¢ - caroteno - 5, 6 - diona)

Referéncia: IUPAC - 1UB (1975).

FIGURA 7 - Formulas estruturais de alguns carotendides de ocorréncia natural
derivados de carotendides Cup.




17

a) hidrocarbonstos ou carotenos

&- Caroteno ({6 R)- g, - Carotenc)

GCWVWVYJQ

;- Camteno (7,8, 7, & - Tetraidro - y, y - carateno )
b) xantofilas cu hidroxicarotengides

- dlcool ~OH

HC Luteira ({ 3R, 'R, & R} - B, ¢ - Caroteno - 3, 3 - dial )

HO
Zeinoxantina ((3R, &' R) - p, ¢ - Caroten - 3- ol)

¢} xantfilas ou oxicarotendides
- catona

Foenicoptercna {3 ¢ - Caroten - 4 - ona)

-aldeide

@WWYVCHO
~

B- Apo - 2'- carotenal {3, 4'- Didesidro - 2'- apo - 3 - caroten - 2 - af)

- epoxido LOH

Flawoxantina
(35, SR 8R 3R §R)-5 8- Epdxi- 5 B-didro- p, ¢ - carcteno - 3, 3 diol}

Viclaxantina
(35S 5R 65, 28 5R §65)-56, 5,6 -Diepoxi-5, 6, 5. & -tetraidro - 8, 5 - carstenc - 2, 3'- diol)

- éstar da dleool QOCOC15Hay

C45H31CO0O

Dipalmfato de zeaxantina
((3R I R)- [, p-Caroteno - 3. 3 - diol dipaimitato)

- glicosidio
OCgti1404

EaOOataate ae ot oot

OCgH1104
Osciloxantina

(2. 2 - Bis (3 - L - ramnopiranesiloxi) - 3, 4, 3, 4'- tetradesidro - 1, 2. 1", 2'- tetraidro - y y - catoteno - 1, 1'- diof)

FIGURA 8 - Formulas estruturais de alguns carotendides de ocorréncia natural,

classificados de acordo com os atomos presentes em suas moleculas.
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Ha outras formas de classificar os carotendides guanto a suas estruturas.
Uma delas, segundo BAUERNFEIND (1972) seria identifica-los como aciclicos,
monociclicos e biciclicos. Deste modo, B—caroteno (Figura 1), o carotendide mais
abundante e distribuido na natureza, € considerado um composto biciclico
(WEEDON, 1971).

Outra classificagdo é quanto ao nimero de atomos de carbono presentes
nas moléculas. Grande parte dos carotendides, principalmente os carotenos e as
xantofilas encontrados nos alimentos, sdo tetraterpenos (40 atomos de carbono),
denominados carotendides C4 (Figuras 1, 4 e 8). Os triterpenos (Csp) pertencem a
classe do segundo maior grupo, os apo-carotendides, sendo encontrados em
certas bactérias ndo fotossintéticas (TAYLOR, 1983). Entretanto, modificacdes
nas estruturas basicas dos C4 podem ocorrer, obtendo-se assim, os chamados
carotendides superiores (IUPAC-IUB, 1975), também denominados como homo-
(TAYLOR, 1983), mono- ou carotendides Cy dissubstituidos (IUPAC-IUB, 1975),
os quais s&o formados pela adi¢do de unidades isoprénicas nos términos das
estruturas Cu, originando compostos com mais de oito unidades (C4s a Cso)

ligadas de modo semelhante as substancias de origem (Figura 7).

Pela remocéo de fragbes dos finais da estrutura molecular dos C4, obtém-se
produtos de degradacdo com mencs de 40 &atomos de carbono, também
caracterizados como apo-carotendides. Esta denominacdo, apo-carotendide, é
dada para os compostos resultantes da remogdo de fragmentos de uma das
extremidades da molécula carotendide e diapo-carotendide para os compostos
derivados da remogao de fragmentos de ambos os finais da molécula (BRITTON,
1993). Vale destacar que os compostos triterpénicos, mencionados anteriormente,
nao resultam dos C40, pois s&o compostos biossintetizados a partir de duas
moléculas de difosfato de farnesil (C:s) (Figura 5) (TAYLOR, 1983). Aiém destas

mudangas nas estruturas dos C4 ocorrem outras, como a eliminac&o de um ou
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mais atomos de carbono (grupos CH; CH, ou CH) originando os nor-
carotendides, ou a fissdo de uma das ligagdes carbono-carbono do grupo ciclico
final da molécula (exceto a ligacdo entre os carbonos 1 e 6) com a adicéo do
numero apropriado de atomos de hidrogénio, gerando os seco-carotendides
(DAVIES, 1976). Peia mudanga dos niveis de hidrogenacdo resultam os
compostos “hidro” e “desidro”. Os hidro-carotendides s&o obtidos pela adicédo de
atomos de hidrogénio em certos atomos de carbono (desfazendo duplas
ligagbes), enquanto que com o processo inverso, obtém-se os desidro-
carotenoides, ou seja, com a eliminacdo de atomos de hidrogénio ha a formacao
de duplas ou triplas ligagcdes na molécula. Ja os retro-carotendides sdo oriundos
da migragdo, em uma posi¢do, de todas as simples e duplas ligacdes do sistema
poliénico conjugado constituinte de uma molécula carotendide. Na Figura 7 estdo
demonstrados exemplos das estruturas moleculares referentes a algumas destas

alteraces.

A principal classificacdo dos carotendides esta relacionada com a atividade
vitaminica A que exercem, representando a maior contribuicdo para a nutricdo de
seres humanos e de outros animais. O termo vitamina A refere-se a dois grupos
distintos de substancias consumidas nas dietas alimentares. O primeiro trata-se
de varias formas de vitaminas A pré-formadas (retindides) encontradas
exclusivamente em alimentos de origem animal (figado, carnes; leite, etc), onde
incluem-se todos os compostos biologicamente ou estruturalmente relacionados
com o retinol, ou seja, acido retindico, retinaldeidos e ésteres de retinila (Figura
9). O segundo grupo compreende os carotendides provitamina A, que nos
organismos animais, apds a ingestdo, sdo biologicamente transformados em
vitamina A, isto &, em retinol. Desta forma, os carotendides provitamina A podem
ser considerados compostos precursores de retinol. As fontes deste segundo
grupo de substancias ativas s&o, em grande parte, os alimentos de origem
vegetal, embora alguns alimentos de origem animal {gema de ovo, leite, manteiga,
etc.) possam conter tanto a vitamina A como a provitamina A (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1989).
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Retindides (Nomes friviais)

R

Retinol (vitamina A, vitamina A alcool, vitamina A, vitamina A
alcool, axerofitol, axerol)

-CH;OH

3,4 - Didesidroretinol {vitamina A, desidroretinol, 3 - desidroretinot)

-CH>CH (com uma dupia
ligagdo a mais entre os
carbonos 3 e 4)

4,5 - Didesidro - 5,6 - diidroretinol {a - vitamina A, reidrovitamina A)

-CH,;0H (com a dupia
ligacao entre os carbonos 4
e 5 - a—-ionona)

3 - Hidroxiretinol

- CH,OH (com uma OH
no carbono 3)

Isbmeros do retinol - 13 - ¢is - retinol {neo - vitamina A), 11-cis (neo -CH,OH
b),9-13-cis (iso b), 9 - ¢is (iso ay e 11 - 13 - cis (neo ¢)

Retinal (retinaldeido, vitamina A, aldeido, retineno, retineno,) -CHO

Acido retindico {vitamina A acido, vitamina A, acido, “tretinoin™) -COOH

13 - ¢is - Acido retindico ( “isotretinoin” } -COOH
Acetato de retinila (acetato de retinol} -CH;OCGCH;,
Palmitato de retinila (paimitato de retinol) -CH,OCC(CH,)14CH5

Referéncias; GOODWIN (1954); TAYLOR (1983); TEE (1982).
Notas:

Nomes triviais de alguns retindides, cuja numeragsio da estrutura segue a numeracéo dos carotendides. Na nomenclatura dos
retindides, o esquema de numeragao difere do esquema de numeragdo dos carotendides, onde o atomo de carbono ligade ao
grupo funcional é dado como n® 1. Desta forma, o nome sistematico do retinol é todo - trans - 3, 7 - dimetil - 9- (2, 8, 6 -

timetilciclo - hex -1 -en-1-il)- nona - 2, 4, 8, 8 - tetraen- 1 - ol.

A estrutura bésica do hidrocarboneto que compde os retindides é denominada deoxiretinal ou axerofiteno.

FIGURA 9 - Férmulas estruturais da vitamina A em suas varias formas como

retindides,
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A parir dessas consideragfes, os carotendides podem ser classificados
como carotenoides provitamina A e carotendides inativos. BAUERNFEIND (1972)
faz uma classificagdo mais detalhada, dividindo-os em: provitamina A ou
precursores de vitamina A; precursores de vitamina A com funcao de pigmentar os
tecidos animais; funcao de pigmentar tecidos animais sem atividade vitaminica e

substancias sem nenhuma das funcgdes.

Com o decorrer das pesquisas, novos carotendides sdo identificados e
podem surgir novas substancias com atividades vitaminica. Contudo, dentre os
muitos carotendides de ocorréncia natural (mais de 500) uma pequena fracdo
deles pode ser convertida em vitamina A. Segundo SWEENEY e MARSH (1970)
apenas dez tém atividade vitaminica; OLSON e LAKSHMANAN (1970) citam
dezenove compostos ativos; BAUERNFEIND (1972) apresenta trinta e dois
carotendides com atividade vitaminica, naoc levando em considerago, neste
numero, os provavelmente ativos, € OLSON (1989), em um trabalho posterior, ja
menciona aproximadamente cinglienta carotendides com atividade vitaminica. Até
o momento, destes cinquenta compostos atives, menos da metade (cerca de
vinte) tém sua atividade bioldgica determinada.

De uma forma geral, as classificagbes dos carotenodides estdo baseadas nas
suas estruturas quimicas. Assim, resumidamente, a Tabela 1 apresenta, nos
varios modos, as classificagdes de alguns carotendides de ocorréncia natural
citados neste trabalho.



TABELA 1 - Classificagbes de alguns carotendides.
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Carotendides Classificacdo
Quanto ao Quanto acs Quanto ao Quanto a
numero de atomos presentes | numero de atividade
aneis na na moiécula atomos de vitaminica
estrutura carbono na
molécula
licopeno aciclico hidrocarboneto ou | tetraterpeno inativo
caroteno
p-caroteno biciclico hidrocarboneto ou | tetraterpeno | ativo
caroteno
a-caroteno biciclico hidrocarboneto ou | tetraterpeno ativo
caroteno
zeaxantina biciclico xantofila ou tetraterpeno inativo
hidroxicarotendide
luteina biciclico xantofila ou tetraterpenc inativo
hidroxicarotendide
p-apo-8'- monociclico xantofila ou triterpeno ativo
carotenaf (derivado de | oxicarotendide (apo-
um biciclico) carotendide)
B-criptoxantina | biciclico xantofila ou tetraterpenc ativo
hidroxicarotendide
a-criptoxantina | biciclico xantofila ou tetraterpeno ativo
hidroxicarotendide
cantaxantina biciclico xantofila ou tetraterpeno inativo
oxicarotenodide




2.5 Atividade biolégica

Considera-se que carotendides séo precursores de vitamina A se suas
estruturas forem compostas de um anel B-ionona nao substituido fixado a uma
cadeia lateral poliénica de 11 carbonos, correspondendo assim a uma molécula
de vitamina A, na forma de retinol® (Figura 9). Desse modo, precisa-se ter a
metade da molécula do trans-B-caroteno, que apresenta uma estrutura formada
por dois anéis f—ionona unidos por uma cadeia poliénica de 22 carbonos (Figura
1). De acordo com esta regra, os carotendides aciclicos como o licopeno e 0 (-
caroteno sdo inativos. Também n&o possuem atividade vitaminica os compostos
a~zeacaroteno e d—caroteno, por terem parte de suas estruturas na forma aciclica
e parte composta por um anel a—ionona {(dupla ligagéo entre os carbonos 4 e 5} e,
compostos como a luteina, zeaxantina, zeinoxantina e violaxantina por
apresentarem substituicbes nos aneéis p-ionona. Sdo precursores de vitamina A
os carotendides «-caroteno, p-caroteno, y-caroteno, [-zeacaroteno, ao-

criptoxantina, B-criptoxantina e outros (Figura 5).

Entretanto, existem excegfes a esta norma geral (anel f-ionona néo
substituido). Segundo BAUERNFEIND (1872), varios trabalhos indicam a
introducdo de substituintes em certas posicdes do anel B-ionona, sem contudo,
prejudicar sua atividade biolégica. E o caso do composto 5,6:5',6'-diepoxido-—
caroteno (Tabela 2), o qual, presume-se que seja convertido "in vivo" em (-
caroteno, uma vez gue N30 aparece no sangue e, portanto, é considerado ativo
(GOODWIN, 1954). Os compostos 5 ,6-monoepdxido-B-caroteno e 95,8-
monofurandxido-B—caroteno séo precursores de vitamina A, pois seguem a norma
do anel B-ionona n&o substituido, apesar de exibirem oxidagdo em um dos anéis
da estrutura. Porém, na literatura ha uma divergéncia sobre o composto 5,8:5',8'-

difuranoxido-B—caroteno (aurocromo); GOODWIN (1954) cita-o como inativo e

& Nome sistematico: todo-trans-3, 7-dimetil-8-(2.6,6-trimetilciclo-hex-1-en-1-if}-nona-2,4,6 B-tetraen-1-0i.
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BAUERNFEIND (1972) menciona-c como ativo. Este ultimo autor comenta
também que os epdxidos anteriormente citados (5,6; 5,8 e 5,8:5'.8') parecem se

converter em f—caroteno do mesmo modo que 0 5,6:5',6'-diepdxido.

Outras modificagdes como as adi¢cbes de grupos metilas nas posi¢des 2,2'
do B-caroteno ou a substituicdo da metila por um grupo etila nas posigbes 1 ou
1,1, ndo destroem a atividade vitaminica. Compostos como 3,4 desidro--
caroteno e 3,4,34'-bisdesidro-f—caroteno permanecem ativos, apesar de
sofrerem desidrogenacéo nos anéis —ionona, {surgindo assim, uma dupla ligacéo
amais entre os carbonos 3 e 4 ou 3’ e 4'). Esta modificag@o da estrutura provoca
uma diminuicdo na biopoténcia vitaminica. Por outro lado, mudangas como a
substituicao de uma metila por grupo iscbutila na posicéo 1,1', hidrogenagao em
ambos 0s aneis f—ionona ou nas duplas ligagcdes da cadeia lateral, remocéo do
grupo metila no carbono 13, encurtamento da cadeia lateral, introdugéo de
oxigénio nas formas hidroxilas e cetonas em ambos anéis (nas posigbes 3 e 3', 4
e 4) e oxidacdo com abertura dos anéis ou remogdc dos aneis B-ionona
(tornande a molécula aciclica), destroem completamente a atividade biologica
(PITT, 1971; BAUERNFEIND, 1972).

Portanto, as diferengas entre as estruturas dos carotendides provitaminicos
(grupos substituintes, estado de oxidagdo, grau de insaturag@o) conferem aos
mesmos diferentes capacidades de convers@o a vitamina A (retinol). Qutros
fatores também afetam esta capacidade, como a absorcdo e conversdo pelos
organismos. A Tabela 2 apresenta as atividades vitaminicas A de alguns
carotendides, determinadas até o0 momento . Esses valores, compilados de varias
referéncias por BAUERNFEIND (1972), estdo relacionados com o B-caroteno,

considerado com 100% de atividade.
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TABELA 2 - Atividade vitaminica A de alguns carotendides.

Carotendides

Atividade vitaminica A (%)

(Aurocromo)®

B-Caroteno 100
a-Caroteno 50 - 54
y—-Caroteno 42 - 50
B-Criptoxantina (3-Hidroxi-3~ 50 - 60
caroteno)

Isocriptoxantina (4-Hidroxi-p— 48
caroteno)

o-Criptoxantina’ ativa (nd)?
f-Apo-8'-carotenal 72
B-Apo-2'-carotenal ativo
B-Zeacaroteno 20-40
3,4-Desidro-p-caroteno (3-Desidro-p— 75
caroteno)

3,4,3' 4'-Bisdesidro-B—caroteno 38
(3.4,3'4'-tetradesidro-B—caroteno)

2,2'-Dimetil-B—caroteno 50
1,1'-Bisdimetil-1,1'-bisetit-B—caroteno 41
p—Caroteno-5,6-monoepdxido 21
f-Caroteno-5,6:5" 6'-diepoxido ativo
B-Carotenc-5,8-furandxido 50
(Mutatocromo)

f-Caroteno-5,8:5' 8'-difuranoxido ativo

Referéncia: BAUERNFEIND {1972).

! Admite-se a atividade biolégica da a—criptoxantina, baseando-se na sua estrutura molecular.

? nd - atividade biologica nso determinada (RODRIGUES-AMAYA, 1989).

*BAUERNFEIND (1972) cita-o como ativo; GOODWIN (1854) menciona-o como inativo.
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Rearranjos nas estruturas frans, através de reacbes de isomerizacéo
catalizadas principalmente pelo calor, luz ou acido, também alteram a absorgéo
biolégica da vitamina A. Com a formacgdo de isbmeros geométricos cis, ocorre
uma diminuigdo na biodisponibilidade das provitaminas. Trabalhos relatam este
decréscimo utilizando diferentes metodologias para a medida da atividade
vitaminica. DEUEL et a/. (1944, 1945 a e b) investigaram o ganho de peso em
ratos, tratados com isdmeros isolados; JOHNSON e BAUMANN (1947) e
SWEENEY e MARSH (1973) verificaram a conversdao dos isdémeros pelo
armazenamento da vitamina A no figado de ratos. Dados diferenciados da
bioatividade dos varios isdmeros cis, encontrados por estes autores e por
ZECHMEISTER (1962), sao apresentados na Tabela 3.

2.6 Nomenclatura dos carotendides

Antes de 1931, acreditava-se que o© primeiro composto descoberto,
“caroteno”, isolado de cenoura (Daucus carota L.), constituia-se de uma unica
substancia. Verificando os dados obtidos até a presente data, pesquisadores
notaram que “carotenos" isolados de diferentes vegetais (couve, cenoura,
espinafre e outros) apresentavam variagbes em seus pontos de fusdo e
divergéncias em suas atividades oOpticas (compostos inativos passavam a ser
opticamente ativos apos varias cristalizagdes). Através dos desenvolvimentos dos
trabathos, por meio da cromatografia de adsorgéo ou pela precipitagao fracional,
puderam separar dois isdmeros de solugdes preparadas de ‘"caroteno” que
apresentavam atividade Optica. Utilizando-se do alfabeto grego e mantendo o
nome originario "caroteno” denomiraram a—-caroteno para a primeira substancia

fotemente dextro-rotatéria ([3]2];)= 34,0° em benzeno) e a segunda, opticamente

inativa, como B-caroteno. Logo em seguida (1932), um terceiro isémero, y-
caroteno, foi descoberto (DEUEL, 1951).
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TABELA 3 - Bioatividade relativa dos isOmeros geometricos de carotendides

provitaminicos A em ratos, determinada por alguns autores.

Bioatividade (%)

Isdmeres DEUEL et al. JOHSON & ZECHMEISTER SWEENEY &
geomeétricos (1945Db) BAUMANN {1 9(:‘»2)1 MARSH (1973)
(1947)
13-cis-—caroteno 16 16 22

{neo-c—caroteno

B)

trans-o—carcteno 53 25 53 37
8-cis-u—caroteno 13 13 23
{nec~¢—caroteno

Uj

13-cis-f-caroteno 53 48 53 74
(neo-p—carotenc

B)

trans-p-caroteno 100 100 100 100
8-cis-p-caroteno 38 33 38 61
(neo-p-caroteno

)

15-“.\('5-13~caroteno2 30 - 50°

(central-momocis)

trans-y-caroteno® 28 42
hec-y-carotenc P 19
pro-y~caroteno‘r’ 44 43
p-criptoxantina 57
{trans-

triptoxantina;

criptoxantina)

neo-criptoxantina 27
U
neo-criptoxantina 42
A

, No artigo de ZECHMEISTER (1962) estéao citados varios valores ja descritos por DEUEL (1945h).
Obtido por sintese.

*Em baixas doses.

* Obticio de pro-y—caroteno.
Pro - termo usade por ZECHMEISTER para definir um carotendide de ocorréncia natural com configuragdo cis. Para as formas
toda-frans de ocorréncia natural nfic sdc dadas nenhuma especial designacao (GOODWIN, 1554}



28

Com o surgimento de novos carotendides, nomes ftriviais foram adotados e
derivados geralmente do nome do material biolégico utilizado no isolamento do
pigmento, tornando a nomenclatura um tanto complicada. Baseando-se nos

principios da guimica orgénica, normas definitivas para a nomenclatura dos

carotendides foram aprovadas nas 14 e 16% Conferéncias da IUPACY |
respectivamente em 1947 e 1951 (IUPAC - IUB, 1972; IUPAC - IUB, 1975).

Entretanto, devido a descoberta de um grande numero de novas estruturas
de carotenoides naturais, estas normas até entdo em vigéncia ndoc abrangiam
adequadamente todas as situagbes. Assim, no periodo de 1965 a 1974, a

Comissado sobre a Nomenciatura de Quimica Organica - IUPAC, em conjunto com

a Comissdo sobre Nomenciatura Bioguimica - IUPAC-IUB8 reuniram e revisaram
tais normas, aprovando-as em 1974. As normas revisadas para a nomenclatura
dos carotendides passaram a ser conhecidas como “Recomendac¢bes IUPAC -
IUB 1974". Foram tragadas a fim de definir as estruturas dos carotencides atraves
de seus nomes semi-sistematicos e para assegurar uma methor comunicagé&o
entre os pesquisadores.

Todavia, tem sido recomendado por estas Comissdes que, se forem usados
0s nomes friviais nos trabalhos cientificos, estes devem ser sempre
acompanhados dos nomes semi-sistematicos em uma primeira mengao, na forma
de notas de rotapé ou entre parénteses. Sugerem ainda que os nomes triviais
devem ser limitados em trabalhos orgénicos, apesar de ndo serem impedidos em

relatos bioquimicos, bioldgicos e de produtos naturais.

A nomenclatura dos carotendides, recomendada pela IlUPAC - IUB 1974, é
discutida a seguir. Informagbes mais detalhadas poderdo ser obtidas junto a sua
publicagéo (IUPAC - IUB, 1975).

71UPAC - Internationat Union of Pure and Applied Chemistry.
8 IUB - International Union of Biochemistry.
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1) Estruturas - no novo sistema todos os carotendides podem ser derivados da
estrutura aciclica CsHsg Cuja estrutura e numeracéo sédo apresentadas na Figura
10, que corresponde a formula estrutural do licopeno, primeiramente postulada
em 1910 por WILLSTATTER e MIEG (DEUEL, 1951).

FIGURA 10 - Estrutura aciclica CigHss.

2) Formagdes das estruturas - podem ser realizadas através de reacbes de
hidrogenagdo, desidrogenagdo, ciclizagdo ou oxidagdo da estrutura CaHss ou

pela combinagao de alguns destes processos.

3) Nomes especificos ou semi-sistematicos dos carotendides - sdo formados pelo
nome originario "caroteno” prefixados de duas letras gregas, as quais indicam os
dois grupos finais da molécula. Sao colocadas sempre na ordem alfabética (isto &,
B, v, & x, 0, x, v) onde a primeira é separada da segunda por uma virgula, e a
segunda € unida por um hifem ao nome criginario. A Figura 11 apresenta as
designagbes dos grupos finais, bem como, a numeragdo dos carbonos destes
grupos e 0s da cadeia poliénica que compéem uma molécula carotendide.
Exemplificando, pela combinagcdo de dois grupos finais com duas cadeia
poliénicas R pode-se formar as estruturas do B-caroteno (B,p—caroteno) (Figura
1), a—caroteno (B,e-caroteno) (Figura 4) e do licopeno (y,w-caroteno) (Figuras 1 e
4).
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3 , R , R , R
5 & 5 5
1 R 5 5 5
2 4 6 3 3 3
1 18 5 18 y 18
(v) (B) () (v)
18 16
16 - CHR
\ / g R NP R
17 18 %
1 5 6
ZU.q, 3 3 3 5
3 4 8 18 3
(x) (¢) (x)
19 20
7 9 " 13 15
R= 6 8 10 12 14

FIGURA 11 - Designacgao e numeragio dos grupos finais.

4) Desenho das formulas estruturais e numeragdo dos hidrocarbonetos

carotendides - os numeros néo piicado:-:9 sd0 dados para os grupos finais
correspondentes ao primeiro prefixo (letra grega) que compbée o nome do
carotendide. Recomenda-se desenhar as férmulas estruturais dos carotenoides
colocando sempre os numeros nao plicados a esquerda e os plicados a direita.
Inicia-se a numeracd@o pelos atomos de carbonos pertecentes acs grupos finais
estendendo até a metade da cadeia poliénica (Figura 12).

5) Indicagdo das localizagbes de alteragdes no nome do carotenodide - todas as
localizagdes n&o plicadas (que indicam modificagdes nos atomos de carbono) séo

mencionadas antes das localizagdes plicadas (Figuras 13 e 14).

gpiica - sinal grafico que se coloca ao alto e & direita de uma letra ou numero. £x.; 2' (1&8-se dois linha).
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g,x - Caroteno

FIGURA 12 - Desenho da estrutura e numeragéo de um carotendide.

2, 2' - Dinor - B, p - caroteno

12,13, 20 - Trinor - B, B - caroteno

FIGURA 13 - Férmulas estruturais de nor-carotendides.

) Alteragdes nos grupos finais da molécula - quando um carotendide sofre
alteragdes nos grupos finais da molécula, podendo ter mais que um grupo fina! de
origem, recebe a designacgédo correspondente ao grupo final que primeiro integrar
a ordem aifabética grega (Figura 15).



32

3, 4' - Didesidro - B, v - caroteno

56,7,8,1,2,3,4,5,6,7, 8 -Dodecaidro - 8, x - caroteno

S N R N R R SR S S

T

7,8 - Didesidro - g, € - caroteno

FIGURA 14 - Carotendides com mudangas dos niveis de hidrogenagao.

7) Nor-carotendides - para os carotenoides que sofreram eliminagdes de atomos
de carbono, chamados nor-carotendides, € usado ¢ prefixo "nor" precedido da
numeragdo dos locais em que ocorreram as eliminagbes, permanecendo a
designagdo do grupo final e a numeragdo basica do carotendide de origem
(Figuras 7 e 13).

8) Seco-carotendides - a nomenciatura indica para os seco-carotendides o
prefixo "seco" precedido da numeragdo onde houve a fissdo da ligagao,
permanecendo a designacdo do grupo final e a numeragdo do carotendide de

origem (Figuras 7 e16).



|5 ]
ed

R R R
derivado de oude

(e)

FIGURA 15 - Grupo final modificado ou degradado o qual recebera a designagao

B por este corresponder ao grupo final que primeiro integra a ordem alfabética
grega.

2,3 -Seco -¢, £ - caroteno

FIGURA 16 - Formula estrutural de um seco-carotendide.

9) Mudangas nos niveis de hidrogenacdo - é usado para os hidrocarbonetos

carotendides (incluindo os acetilenos10 e alenos11 ) que sofreram alteragdes em
seus niveis de hidrogenagao, o prefixo "hidro" para os compostos em que tenham
sido introduzidos atomos de hidrogénio (especificando os atomos de carbono
onde ocorreram tais introdugdes) e, o prefixo "desidro" para os carotendides em
que tenham ocorrido a perda de atomos de hidrogénio (especificando também a
localizagdo da remog&o dos atomos de hidrogénio). Se ocorrer ambos 0s €asos, 0

prefixo "desidro” sera sempre citado antes do prefixo "hidro" (Figura 14).

10 acelileno - etino, vulgarmente conhecido por acetileno {H-C=C- H)
1 alenos - classe dos dienos, com duplas ligagdes acumuladas (- C C=C-).
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10) Carotendides oxigenados

a) a nomenclatura dos carotendides oxigenados derivados dos hidrocarbonetos
carotendides & executada classificando os grupos encontrados na molécula
carotendide na seguinte ordem: acido carboxilico, éster de acido carboxilico,
aideido, cetona, alcool e éster de alcoo! carotendide. E usado como "sufixo” o
termo proposto peias normas gerais da quimica organica, referente ao primeiro
grupo oxigenado pertencente a esta ciassificacdo, sendo os demais grupos
oxigenados (se existentes), mencionados como ‘"prefixos" (prefixos estes,
respectivos aos grupos oxigenados e usuais das normas gerais da quimica
organica) (Figura 17).

b) 0s grupos oxigenados na funcao éter (sem formacgao de pontes) sdo nomeados
de acordo com os prefixos "alcoxi” ou “ariléxi" (Figura 18).

¢} derivados oxigenados com formagéo de pontes de oxigénio sdo intituladas pelo
prefixo "epdxi”, precedido pela localizagbes das reagbes (numeragao dos atomos
de carbono onde ocorreram as reagdes). Cabe ressaltar gque observando um
epoxido carotendide deduz-se que ¢ composto é formado pela adicao de um
atomo de oxigénio a uma dupla ligagdo. Sabe-se entretanto que o epdxido
carotendide & formado pela adicdo inicial de atomos de hidrogénic em cada um
dos atomos de carbono participantes da ponte, seguido da substituicao destes
dtomos de hidrogénio por um atomo de oxigénio (formando a ponte) e,

consequentemente derivando um composto "epoxidiidre” (Figura 19).

d) derivados de hidrocarbonetos carotenéides com a adigcdo a uma dupla ligacio

de elementos de agua (H, OH) ou de metanol (H, OCH3) s&o denominados

"hidréxidiidro” ou "metéxidiidro” (Figura 20).
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IV Y Vil Vel Vg Wl VI Vg

HO

3 - Hidroxi - 3, € - caroten - 3' - ona

FIGURA 17 - Carotendide oxigenado derivado de hidrocarboneto carotendide.

1-Etoxi-1,2,7", 8" - tetraidro - y, y - caroteno

FIGURA 18 - Denominag&o de um carotendide oxigenado com fungao éter.
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5, 8 - Epdxi - 5, 8 - diidro - 3, ¢ - caroteno - 3, 3 ' - diol

FIGURA 19 - Derivados oxigenados com fungdo éter (epéxidos).

3,7"'-Dihidréx -7, 8' -diidro - B, £ - caroten-3 ' -ona

CH,O

0 CH,O

7,7'-Dimetoxi -7, 8,7, 8' -tetraidro - ¢, ¢ - caroteno - 3, 3' - diona

FIGURA 20 - Compostos derivados de hidrocarbonetos carotenodides com adicéo

de elementos de agua e metanol.
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11) Numeracéo dos carotendides oxigenados

a) a numeracdo dos carotendides oxigenados é feita de modo semelhante a
numeragdo dos hidrocarbonetos carotendides, ou seja, se os grupos finais
diferirem entre si, os numeros ndo plicados sdo destinados para o grupo final
representado pela letra grega que primeiro integrar o alfabeto grego e que

primeiro compde o nome do carotendide (Figura 21).

2,4 -Diidroxi - B, £ - caroten-3 ' -ona

FIGURA 21 - Numeragdo de um carotendide oxigenado com grupos finais

desiguais.

b) quando grupos finais sdo idénticos, a numeragéo é real zada tomando a menor
localizagdo possivel para o grupo oxigenado considerado principal a ser usado

como "sufixa"” (Figura 22).

FIGURA 22 - 2' - Metdxi - ¢, € - caroten - 3 - ona.

O composto referenciado nesta figura recebe a menor numerac¢io e o nome de 2'-Metéxi-s,s-caroten-3-ona e nfio 2-Metdxi-¢,&-
caroten-3-ona, uma vez que pelas regras da nomenclatura dos carotendides, nimeros nfio plicados s#o citados antes dos

nimeros plicados e estes s&o considerades maiores que os nimeros n&o plicados, ou seja, 3> 3.
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¢) quando existirem dois grupos oxigenados idénticos na molécula e que poderdo
ser tomados como “sufixo”, a numeracgao € executada levando em consideracgédo a

menor localizag&o de um dos grupos a ser considerado como “sufixo” (Figura 23).

FIGURA 23 - 2' - Metdxi - ¢, &£ - caroteno - 2, 3' - diona e n&o 2 - Metoxi - €, ¢ -
caroteno -3, 2" -diona (2,3 <3, 2").

d) Se ndo existir na molécuia grupos oxigenados com caracteristicas de serem
usados como “sufixos”, a numeracgdo € definida com a menor localizagéo possivel

de todos os grupos mencionados como “prefixos” (Figura 24).

12) Mudangas nas posigbes das ligagdes de um sistema poliénico conjugado - é
indicado o prefixo retro (escrito em italico) para a migracdo, em uma posicdo, das
simples e duplas ligagdes de um sistema poliénico conjugado de uma molécula
carotendide, precedido pela numeragdo dos locais onde aconteceram tais

mudancgas (Figura 25), de acordo com:

a) o primeiro local é aquele correspondente ao atomo de carbono que tenha
perdido um préton e o segundo local correspondente ao atomo de carbono que

tenha ganho um proton;

b) o prefixo refro e a numeragéo do par de locais sao colocados hifenizados antes

das letras gregas.



FIGURA 24 - 3, 2'- Dimetdxi - 1, 2, 5', 6' - tetraidro - vy, y - caroteno e ndo 2, 3 -
Dimetdxi - 1, 2’, 5, 6 - tetraidro - vy, v - caroteno (a série 1, 2, 3, 2, 5, 6' é

menor que a série 2, 5, 6, 1,2', 3").

(a)

(b)

FIGURA 25 - a) 3- Hidroxi- 6, 7 - retro - B, € - caroten - 2 -ona; b} &', 7 - retro - €,

- Caroten - 3 -ona.

13) Apo-carotendides - a remogao de fragmentos de um dos finais da molécula de
um carotendide recebe o prefixo "apo"”, enquanto que a remog¢io de fragmentos
de ambos os finais da molécula recebe o prefixo "diapo" (Figura 26), com as

seguintes consideracdes:
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g
CHO

(a)
.
. COOCH,
H4COOC
(b)
.
CHO
3] |
HO
(c)

FIGURA 26 - a) 2' - Apo - B, v - caroten - 2’ -al; b) Dimetil - 6, 6" - diapocaroteno -

B, 6" - dioato (trans - Metilbixina); ¢} 3 - Hidroxi - 8 - apo - B - caroten - 8- al.
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a) o prefixo "apo"” € precedido pela numeracéc do local de remogao e estes sao

precedidos da designagdo do grupo final (letra grega).

b) se & remog&@o acontecer no carbono de numeragdo maior do que 5, nio é

necessaria a colocacdo da designagao do grupo final (letra grega) da molécula.

¢) se a remog&o acontecer no carbono de numeracgao igual ou menor do que 5, é

considerado como grupo final o grupo aciclico .

d) o prefixo "diapo” € precedido por duas numeragdes dos locais de remogéo.

e} quando, em um composto diapo, os dois grupos finais tenham diminuido em
desigualdade, a menor numerag¢do (indicando a localizagdo de remog&o)

associada ao prefixo diapo € a numeragéo ndo plicada.

14) Carotendides superiores - a nomenclatura dos carotendides superiores
(classe de hidrocarbonetos e seus derivados oxigenados com mais de 8 unidades
isoprénicas em suas estruturas moleculares) é praticada de forma semelhante &

dos carotendides C4p, onde a numeracdo destes é mantida. As unidades
isoprénicas adicionadas as estruturas dos Cy4g s&o consideradas como

substituintes e suas denominagdes sdo executadas com base nas normas gerais
da quimica orgéanica (Figura 27).

15) Estereoquimica
a) configuragéo absoluta dos centros quirais - € indicada pelo uso da converséo R
e S, onde os simbolos sdo colocados antes do nome especifico do carotendide,

com as correspondentes localizagbes (Figura 28).

b) configuracéo absoluta dos compostos alénicos - a configuracdo proxima aos

grupos alenos, quando conhecida pode ser designada (Figura 29).
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2 - (3 - Metil - 2 - butenil} - ¢, \ - caroteno

CH,OH
HOH,C

2-2"'-Bis (4 - hidréxi - 3 - metil - 2 - butenil) - €, € - caroteno

FIGURA 27 - Carotenoides superiores.

OH

e N iy " " T Ty

HO

FIGURA 28 - (3R, 3'R) - B, B - caroteno - 3, 3 diol.

FIGURA 29 - (3'S, 5R, 6'R) - 3' - Acetdxi - 5, 6 - epdxi - 3, 5 - diidrdxi - 6", 77 -
didesidro - 5, 6, 7, 8, 5, 6" - hexaidro - §, p - caroten - 8 - ona.



¢) configuracao geométrica das duplas ligagdes.

- a configuragdo geométrica € realizada mencionando as localizagdes das
duplas ligagdes com configuracdo cis, ja que a denominagao "caroteno" indica

configuragao trans para todas as duplas ligagdes da molécula (Figura 30).

- se houver desconhecimento sobre a configuragdo geométrica, os isbmeros cis
podem tambem ser diferenciados pelos prefixos neo A, neo B, neo U, etc, de
acordo com ZECHMEISTER (1962).

- os prefixos E e Z poder@o ser usados quando os prefixos cis e trans levarem a

ambiguidade.

d) numerac¢do dos grupos substituintes do carbono 1.

- nos grupos finais com designacdes B, y, x ou g 0S8 grupos metilas

substituintes do carbono 1 podem ser numerados como demonstrado abaixo:

17 15

-
s’

CH,

(A) (B") (B2)

- no grupo final aciclico, o grupo metil que esta na configuragédo frans, em
relagdo a cadeia principal recebe a numeragdo 16 e o grupo metil com

configuragao c¢is recebe a numeragdo 17, como desenhado a seguir;

3
v H30\(1:_é/CH2"'
16 HSC/ “NH
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FIGURA 30-a)13 -c¢is - B, B -caroteno; b) 16 -¢is -7, 8, 11, 12, 7', 8,11°,12 -

octaidro - vy, v - caroteno.



2.7 Conversao dos carotendides para vitamina A

Os trabalhos de revisdo de OLSON (1989) e TEE (1992) discutem teorias,
em parte ainda ndo bem estabelecidas, sobre a transformagio dos carotendides
em vitamina A nos mamiferos, tomando como base na postulagio da degradagéo
biologica do f—caroteno admitida por GLOVER e REDFEARN (THOMMEN, 1971).
Acredita-se que o mecanismo de conversdo pode ocorrer por meio de duas

formas: pela clivagem simétrica e pela clivagem assimétrica.

As pesquisas utilizando B-caroteno e ratos como animais experimentais
comprovaram que a clivagem simétrica ocorre pela reagado oxidativa, onde os
atomos de carbono centrais (15, 15') do carotenco reagem com oxigénio moiecular
formando o composto transitorio 15 15-perdxido de p-caroteno, o quai

rapidamente rompe-se fornecendo duas moléculas de retinal (Figura 31). A

clivagem requer a enzima denominada B‘carotenéide-15,15'-dioxigenase12 ; sua
acdo é realizada principalmente na mucosa intestinal, onde apds a absorgao do
carotendide, cliva-o para vitamina A, na forma aldeido, isto €&, retinal. A enzima &
encontrada, além do intestino delgado, em outros érgaocs (figado, rins) de ratos e

de outras espécies de animais (coelhos, porcos), inclusive de humanos.

Desta forma, sem duvida, a atividade enzimatica da B-carotendide-15,15'-
dioxigenase do organismo animal € maior do que a atividade maxima desta
enzima no intestino, porém esta € suficiente para cumprir a fung&o de converséo.
Apresenta também a caracteristica de ndo ser rapida na sua capacidade de
atuagédo, o que dificitmente promovera ao organismo uma hipervitaminose A. Além
do mais, esta enzima (intestino) & afetada pela quantidade de proteina consumida
e é regulada pelo tipo e quantidade presente da vitamina A pré-formada (OLSON,
1989; BRITTON, 1992).

12 Qutros autores se referem a essa enzima como: B-caroteno-15,15-oxigenase (ISLER, 1971); p-caroteno-15,15"-dioxigenase
(TEE, 1992); p—carotentide-15.15'dioxigenase (OLSON, 1989) e 15,15 -dioxigenase (BAUERNFEIND, 1972).



[ - caroteno

G,
Intestino delgado Enzima dioxigenase

O
o N e S N e
O
l 15, 15'- Peroxido de § - caroteno
CHO
g S V™ (x2)
Retinal l Redutase retinaldeido
CH,OH
" e

Retinol (vitamina A)
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FIGURA 31 - Conversao de B - caroteno para retinol pela clivagem simétrica.

Referéncias: THOMMEN (1971); OLSON (1989); TEE (1992).
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A B-carotenoide-15,15'-dioxigenase, além de catalisar a reacdo de formacao
de retinal proveniente de [p-caroteno, cliva também para retinal outros
carotenoides e alguns B-apo-x-carotenais (10', 8' e 4’). E mais rapida na clivagem
dos apo-carotenais do que na clivagem do B-caroteno (THOMMEN, 1971; PITT,
1971) e em sua presenga os acidos B-apo-carotendicos atuam como pobres
substratos (OLSON, 1989); ela ndo ataca “in vitro” 5,6:5',6'-diepdxido-B-caroteno
e 5,6-monoepoxido-f-caroteno, apesar deste Ultimo composto ter um anel p-
ionona ndo substituido e no organismo de ratos demonstrar ter atividade
biologica, contrapondo a sua provavel especificidade de clivar somente aqueles
carotendides que seguem a regra de ter a metade da estrutura molecular
correspondente a estrutura do retinol. No entanto, cliva 3,4,3' 4'-tetradesidro-p-
caroteno, de modo lento, originando 3,4-desidroretinal, levando a concluir que
certos aspectos da conversdo por meio desta enzima ainda se encontram
obscuros (PITT, 1971). Independente destes fatores, acredita-se que a enzima p-

carotendide-15,15'-dioxigenase é o carro-chefe da conversdo dos carotendides
para vitamina A.

Ja o mecanismo da clivagem assimétrica tornou-se provavel pelo
aparecimento “in vivo” de B—apo-carotenal formado apés a administracio de p—
caroteno em ratos; pela transformagé&o “in vivo”, em alguns casos, dos compostos
apo-carotenais de cadeias mais longas para compostos de menor comprimento
(OLSON, 1989) e pela observagao que nas células animais ocorre a convers3o
quantitativa de apo-carotenal para o equivalente acido (THOMMEN, 1971). Do
mesmoc modo, © mecanismo tornou-se viavel para as plantas e alguns
microorganismos, pelo fato de que nestes seres vivos é comum a presenca de
apo-carotendides.

Teoricamente, a clivagem assimétrica se daria pela oxidacdo casual das
outras duplas ligagbes existentes nas moléculas dos carotendides ativos (exceto

na dupla ligagdo central 15, 15') produzindo pB-apo-carotenais ou os
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correspondentes acidos carotendicos com cadeias de diferentes comprimentos
(C22 a C30) (BRITTON, 1992) e outros aldeidos menores (OLSON, 1989). Como

exemplo, uma molécula de B-caroteno poderia converter-se em f(-apo-8'-
carotenal e ciclocitral (Figura 32). Em seguida, os p-apo-carotenais ou acidos
carotenoicos resultantes sao submetidos a uma nova oxidagao, rendendo uma
molécuta de retinal, ou seja, por meio desta clivagem uma molecula de -

caroteno produziria apenas uma molécula de retinal.

Apesar das evidéncias mencionadas anteriormente, o mecanismo casual
ainda nao foi confirmado, visto que nenhuma enzima com especificidade de
rompimento assimétrico foi identificada e caracterizada (OLSON, 1989). Somando
a isto, por estar a quantidade de B—apo-carotenal provida de B—caroteno sempre
presente em minimas doses no sangue ou “in vitro”, deduz-se gue a clivagem
assimétrica, se ocorrer, ndo pode ser considerada como uma via fundamental na

obtencdo de retinol, mas sim, um mecanismo secundario.

Como ja mencionado, o termo vitamina A refere-se aos compostos que
apresentam a atividade biologica do retinol (Figura 9). Assim, o suprimentc de
retinol advindo da dieta alimentar & devido aos carotendides ativos e/ou aos
retinbides (vitamina A pré-formada em suas varias formas, prevalecendo nos
alimentos, as esterificadas). As fontes dos carotendides s&o principalmente os
vegetais, frutas, raizes e sementes e as dos retindides s8c os alimentos de

origem animal e os comercialmente enriquecidos.

Apds o consumo dos alimentos, tanto os carotendides como os retindides
sao absorvidos no intestino, em conjunto com outros lipideos. Os carotenodides
estdo presentes nos alimentos na forma livre, dissoividos em goticulas de
lipideos, ou complexados com proteinas e lipoproteinas (ARIMA, 1987). O
processoc de liberagdo dos que se encontram complexados inicia-se no estdbmago,
terminando no intestino delgado (duodenc) por acdo enzimatica (pepsina no

estdbmago e tripsina e quimotripsina no intestino). O mesmo procedimento ocorre
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com os retindides e, uma vez liberados, a gordura ingerida na alimentagao ajuda

a solubilizacdo e o transporte tanto dos carotenoides como da vitamina A prée-

formada (TEE, 1992).

B - Apo - 8' - carotenal

|

$ - Apo - 10 - carotenal

|

i - Apo - 12 - carotenal

|

B - Apo - 14' - carctenal

|

Retinat

|

Retinol
(vitamina A)

S N N e SN N ST ™R

+ HOC

B - Ciclocitral

PR

Acido - B - apo - 8 - carotendico

- - ————

Acido - B - apo - 10 - carotencico

1
)
:
1
¥
Acido - i - apo - 12' - carotendico
|
|
|
Y

Acido - P - apo - 14' - carotendico

FIGURA 32 - Conversdo do B - caroteno para retinol pela clivagem assimétrica.
Referéncias: OLSON (1983); THOMMEN (1971).
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O percurso da vitamina A no corpo, desde a absorgdo [1] até a formacio dos
metabolitos, € demonstrado na Figura 33. Os numeros em colchetes relacionam

as transformacdes mencionadas no texto.

Ao realizar-se, entdo, a digestdo lipidica pelos sais biliares e enzimas
pancreaticas no lume intestinal, ha a liberagdo de varios produtos, os quais
interagem com o0s sais de biles e colesterol formando as micelas mistas que
auxiliardo, em etapa posterior, na absorgao da vitamina A e dos carotendides.
Durante este processo de liberagdo, os retindides, na forma de éster,
principaimente palmitato de retinila, s&o hidrolisados, ou pelas enzimas
pancreaticas ou por uma enzima hidrolitica, resultando retinol [2]. As micelas

formadas solubilizam o retinol e os carotendides livres que s&o absorvidos pelas

células da mucosa intestinal [3], com excegdo dos sais biliares!3 (LAMBERT et
al., 1985: TEE, 1992).

Outro processo importante realizado na mucosa intestinal apés a absorgao,
cujos mecanismos sdo descritos acima, é a conversado dos carotendides a retinal
[4], seguida de uma reducdo a retinol catalisada pela enzima redutase
retinaldeido [5] (LAMBERT et ai., 1985). Uma pequena quantidade de retinal

formada nesta conversdo € oxidada para acido retindico [6] que passa para o

sangue portal14 [7]1, mas a maioria é reduzida para retinol (PITT, 1971).

Ainda nas células intestinais, os retindis absorvidos, providos pela via
carotendides ou via retindides, sdo novamente esterificados com acidos graxos de
cadeia longa [8], em predominancia com acido palmitico, seguido por estearico e
oléico. Os ésteres formados sdo incorporados as particulas do quilomicra
{(goticulas em suspensdo de ftriacilglicercis altamente emulsionadas), os quais

compdem a linfa [8], chamada de quilo (tem aparéncia leitosa depois de uma

13 os sais biliares sao absorvidos ap6s a absorgac dos produtos da digestdo lipidica, retornando ao figado para de novo serem
usados. Circuiam incessantemente entre o figado e o intestino delgado.

14 Relativo a veia porta.



dieta rica de gordura, devido aos quilomicra). O quilo, por sua vez, € absorvido
pelos vasos linfaticos, conduzido pelo duto toracico e drenado na veia subclavia
(Figura 34). Assim, os ésteres associados a lipoproteinas de baixa densidade
atingem o fluxo sanguineo, sendo transportados para o figado [10] (BRITTON,
1992; TEE, 1992). Entretanto, uma parte dos retindis absorvidos no intestino
(10%) e convertida em ésteres, é conduzida diretamente pela veia porta para o
figado [11] (Figura 34) (LAMBERT ef a/, 1985). Neste orgéo, os ésteres de
retinila absorvidos, s&o hidrolisados ao serem transferidos do plasma sanguineo
[12]. Em seguida, os excedentes do retinol ndo consumidos pelas necessidades
imediatas do corpo sao reesterificados (de novo predominando palmitato) e
armazenados com outros lipideos, polipeptideos e carboidratos formando
complexas macromoléculas [13] (TEE, 1992).

O figado pode armazenar retinol (na forma éster) em doses suficientes por
varios meses (30 ug de retinol protege uma crianga por 6 meses) (LEHNINGER,
1989). O armazenamento € requerido para que o figado exerca a funcéo de
manter um constante nivel de retinol no sangue, a fim de abastecer os tecidos
periféricos, mesmo se a dieta for deficiente em vitamina A. Consegientemente,

quando os 6rgéos dos corpo necessitam de retinol para cumprir suas acdes, o

figado, apds hidrolise enzimatical® dos ésteres [14], libera-os (na forma aicool),

do complexo de estocagem, para o plasma, onde sédo transportados para os

tecidos por uma proteina com especificidade de transporte, a RBP16 ( retinol-
binding protein), que esta complexada no plasma a uma segunda proteina, a
prealbumina [15] (PITT, 1971, LAMBERT et al, 1985 TEE, 1992). A
concentracao da RBP no plasma exerce agdo decisiva sobre a normalizagao do
nivel de retinol no sangue e sobre seu transporte para os tecidos. Por outro iado,
ela é influenciada pelas condigdes nutricionais da dieta, em especial, pela
ingestao inadequada de proteina que retardara o metabolismo protéico do

aorganismo e, deste modo, a sua propria formagéo.

'S Ester retinil hidrolase, presente no complexo de estocagerm.

16 Retinal ligado & proteina alfaglobuiina. Revela-se como holo-RBP (ligada a uma molécula de retinol na proporgode 1:1) e
como apo-RBP (livre de retinol).
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No figado, retinol pode ser oxidado, em sequéncia, para retinal e acido
retindico [16, 17]. A conversao de retinol para retinal é reciproca, contudo, de
retinal para acido retindico, € irreversivel. Uma vez formado, o acido retindico, ao
contrario de retinol, ndc e acumulado em nenhuma parte do organismo,
desaparecendo em pouco tempo do corpo; une-se com Aacido glicurdnico,
convertendo-se em glicuronato que é excretado na urina e na bile [18, 19]. O seu
transporte no plasma, quando absorvido no intestino na forma livre ou ali
metabolizado, é encaminhado diretamente para o figado percorrendo o caminho
da veia porta, complexado com albumina [7] (PITT, 1971; LAMBERT et. al., 1985).

Da mesma forma, retinol pode produzir, em menor dimens&o e, portanto, de
modo mais lento, seu correspondente glicuronato [20], que é excretado na bile e
naturaimente pelas fezes [21]. Alguns glicuronatos podem ser reabsorvidos no

intestino, seguindo a circulagdo enteroepatica [22, 23].

Outros produtos de degradacgdo da vitamina A sdo produzidos [24], porém
ainda nao identificados;, no momento, tem-se uma minima compreensao dos
caminhos de formagdo dos derivativos, incluindo suas mutuas relagbes e
atividades biolégicas. Dos metabdlitos excretados s&o reconhecidos o Aacido
retindico e os glicuronatos; retino! nao € fixado pela urina e, quando aitos teores
de vitamina A s&o ingeridas, certa proporgéo é excretada nas fezes de forma
inalterada [25].

2.8 Absorsao e fatores influenciaveis

O ser humano absorve indiscriminadamente todos os carotendides
oferecidos na dieta. Parte s&o clivados e parte sdo absorvidos integros (do total
de p-caroteno absorvido, ao redor de 20 a 30% s&o na forma integral; ARIMA,
1987). Neste caso, carotenos sdo também transportados para o fluxo sanguineo

pelas lipoproteinas de baixa densidade, enquanto que as xantofilas sao
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transportadas associadas com lipoproteinas de alta densidade (BRITTON, 1992).
No corpo poderao ser depositados em todos os tecidos, em especial nos adiposos
e no figado e, deste modo, s&o encontrados na placenta, tecido do coragao,
nervos, pancreas e outros 6rgdos, bem como na gordura do leite materno
(OLSON, 1989, TEE, 1992).

Em geral, sdo ingeridas quantidades minimas (miligramas) de carotendides
por dia, durante toda a vida, e os humanos, por acumula-los em seus depésitos
de gordura, evidencia a realidade de que a gordura de um individuo adulto tem
cor amarela e as das criangas serem quase branca (GOODWIN, 1954), talvez,
também, ocasionada pela ineficiéncia das criangas em absorver carotenos {TEE,

1992). Se consumidos em quantidades maiores (dezenas de miligramas) por dia €

por periodo prolongade (varias semanas) resultara na carotenodermial? . No
entanto, esta nao se caracteriza como enfermidade, pois e inofensiva e reversivel,
desaparecendo apds a suspensao das fontes alimentares ricas em carotendides.
Apesar de ndo fazer parte do sangue humano, B-caroteno pode permanecer no
mesmo por poucos dias, contudo, cantaxantina pode persistir por um periodo

consideravel, de 6 a 12 meses, se ingerida em altas doses (BRITTON, 1992).

Nada se conhece sobre o mecanismo de degradagio dos carotendides nos
seres humanos (BRITTON, 1992) e pouco se sabe das possiveis atuagdes no
organismo dos carotendides ndo precursores de vitamina A, a nao ser que atuam
como antioxidantes (OLSON, 1989).

Quanto a absorgcéo e metabolismo dos carotendides, nenhum animal serve
como modelo ideal para o homem, pois ha diferencgas significativas de acordo com
a espécie (BRITTON, 1992). Mesmos os ratos e camundongos, que $ao usados

como instrumentos de respostas dos muitos trabalhos realizados sobre o tema,

17 Coloragdo amarelada da pele, em especial dos pés e méos. Carotinemia, hipercarctenemia - outros termos usados para a
indicag&o da coloragéio da pele.
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s80 considerados pobres absorvedores e, dentro da classe dos mamiferos18
diferem dos humanos por n&o pertencerem a mesma classificacdo, no que se
refere ao armazenamento de carotendides no corpo. Encontram-se no grupo que
ndo acumula carotendides em seus tecidos gordurosos e 0s pigmentos esto
ausentes do plasma sanguineo, podendo, as vezes, ser encontrados em minimas
quantidades (tracos) no figado dos animais. Este fato deve-se a especifica
propriedade que estes animais tém, de apresentarem um eficiente mecanismo de

conversao para vitamina A dos carotenos absorvidos na parede intestinal.

Gado absorve melhor carotenos do que xantofilas; a situagédo é inversa com
as aves, onde os pigmentos (xantofilas, em especial) sdo transportados €
estocados no figado, penas, gemas dos ovos, gordura do corpo, pele e canelas.
As aves se assemelham aos peixes e invertebrados, por terem, além da
capacidade de converter carotenos em vitamina A (que nas aves, € estocada no
figado e ovos), apresentam também a particularidade de alterar carotendides
absorvidos da dieta formando estruturas oxigenadas (astaxantina, cantaxantina e
outras), estocando-as em ailguma parte do corpo (GOODWIN, 1954), as quais
geraimente |hes conferem coloragcdo tipica. Tais modificagdes podem ser
melhores visualizadas no esquema de metabolismo propostc por BAUERNFEIND

(1972) para os animais marinhos (Figura 35).

Apesar dos seres humanos apresentarem a caracteristica de absorverem e
estocarem carotendide no organismo de forma ndo seletiva, s&o considerados,
como os demais mamiferos, pouco eficientes na absor¢cédo destes pigmentos, pois
consideravel quantidade dos carotendides ingeridos com os alimentos é
excretada nas fezes. Mesmo em pequenas doses ingeridas de B-caroteno, cerca
de 1 a 2 ngf dia, perto de 20% séo excretados nas fezes (GOODWIN, 1954). Em

condi¢gdes normais do aparelho gastrintestinal, isto n&o acontece com a vitamina

18 Mamiferos podem ser divididos em trés grupos, de acordo com os pigmentos acumulados nos tecidos gordurosos de seus
corpos, como: a) 0s que acumulam carctendides (carotenos e xantofilas). Exemplo - humanos; b) os que acumuiam
preferencialmente carotenos. Exemplo - gados, cavaios, ovelhas e cerves e ¢) 0s que ndo acumulam nenhum carotendide.
Exemplo - cabras, ratos, coelhos, lebres e porcos. Referéncia: GOCDWIN (1954).



A pre-formada que € bem absorvida; da quantidade ingerida, acima de 90% &
absorvida (TEE, 1992).
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FIGURA 35 - Esquema do metabolismo de conversd@o do B-caroteno para vitamina
A e para estruturas oxicarotendides em animais marinhos, semelhante ao
metabolismo de aves. Referéncia: BAUERNFEIND (1972).
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Varios e diferenciados s&do os fatores que afetam a absorcio dos
carotendides nos humanos e, como consequéncia, influenciam a atividade
bioldgica dos compostos precursores de vitamina A. Tais fatores s&o: a) os de
ordem fisica - relacionados com a estrutura molecuiar dos compostos, tais como,
a isomerizacao frans-cis e outras mudangas na estrutura da molécula; segundo
GOODWIN (1954), com a rotagdo trans-cis ha a perda da forma reta dos
carotendides, causando dificuldades para o sistema enzimico envolvido no
transporte e conversao dos mesmos, em reconhecer as moléculas alteradas,
tornando os isémeros cis menos ativos do que os correspondentes compostos
todo-trans;, b) fatores relacionados com a fonte alimentar - B-carotenos
provenientes de vegetais sdo menos absorvidos, ao passo que, j-caroteno puro
& melhor absorvido. Isto se deve ao fato que a disponibilidade dos carotendides
depende dos fatores de digestibilidade ligados a natureza dos varios tipos de
alimentos, mesmo porgue nutrientes provindos de vegetais ndo cozidos e nao
finamente divididos sao mais dificeis de serem absorvidos. TEE (1992) relata, nao
discutindo as causas, que carotenos de vegetais de folhas verdes sdo duas ou
trés vezes melhores absorvidos do que os presentes em vegetais de raizes
amarelas ou vermelhas, como a cenoura. Menciona também que ha uma grande
variagdo no nivel de absorgao, dependendo da fonte de vegetal, obtendo niveis
tao baixos como 5% bem como niveis de 20 a 45% para vegetais folhosos, raizes
e tubérculos; ) nutrientes gue auxiliam a absorgéo - a dispersao e transporte dos
carotendides e mesmo da vitamina A pré-formada dependem de outros nutrientes
presentes na dieta alimentar. Assim, o teor de gordura deve estar em niveis
suficientes para solubilizar e transportar os carotendides do estdmago para a
parede intestinal, ha a indicagao que a qualidade dos lipideos (grau de saturac¢ao,
estado de oxidacdo e comprimento da cadeia) influenciam na absorgéo.
GOODWIN (1954), menciona que manteiga e margarina s&o melhores veicutos do
que Oleo de semente de algoddo. Qutros componentes que facilitam a absorgéo
$a0 0s agentes emulsificantes, como a lecitina; o fornecimento adequado de sais

de biles pelo organismo pois, com a digestdo parcial das gorduras, as vitaminas



lipossoluveis ndo sdo completamente absorvidas; a presenga na dieta de acido
ascoérbico e de dleos de sementes que contém a-tocoferol, os quais agem sobre
a vitamina A como protetores a oxidagao; presenga em niveis apropriados de
proteina e peptideos, para formar as enzimas do trato digestivo e as enzimas
relacionadas com a absorgdo e transporte dos carotendides e retinol. Um outro
fator € que proteinas soluveis auxiliam na dispersdo da vitamina A; d) a baixa
solubilidade dos carotendides - a baixa absorgao dos carotendides em relacao a
vitamina A é devido, talvez, a limitada solubilidade dos carotendides em gordura
{vitamina A & mais soluvel em gordura) e em outros agentes auxiliares da
digestdo, como os sais de biles. Sabe-se da dificuldade de se fazer uma solugéo
estavel de 3-caroteno em éleo vegetal, em concentragéo maior do que 0,05-0,1%.
Acontece também que os tecidos vegetais comumente apresentam maiores
proporgcbes de carotendides do gue lipideos dificultando, assim, a solubilidade
total dos pigmentos; e) constituintes da dieta que afetam ou inibem a absor¢ao - a
presenga de oleos minerais reduz a absorcdo dos carotendides, visto que os
pigmentos sao facilmente soluveis nos Oleos que nac sao absorvidos pelo
organismo. Nitritos presentes na dieta agem como pré-oxidantes; f) condi¢des de
saude do organismo - a absorcdo é reduzida quando ha disfuncdo da tiredide,
febres, ictericia, perturbagdes intestinais, doengas intestinais e pancreaticas onde
ha uma deficiéncia da absorgdo de gorduras, presenga ce parasitas e doencas

em geral.

O B-carotenc pode ser tomado como um bom exemplo da influéncia dos
fatores acima relacionados sobre a absorgdo e no desempenho da sua atividade
bioldgica. Observando a molécula do p-caroteno e assumindo a clivagem
simetrica, uma moiécula da provitamina poderia dar duas moléculas de vitamina A
e, desta forma, ter sua atividade dobrada. O B-caroteno, no entanto, ndo € bem
aproveitado no organismo humano, como e o retinol. A sua eficiéncia de
conversao, segundo TEE (1992), atinge, quando muito, 50% da quantidade
absorvida, quando os niveis da guantidade ingerida sdo muito baixcs. Estudos

indicam que tanto a conversdo quanto a absorgdo do B-caroteno diminuem com o
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aumento da ingestao deste pigmento. Ac mesmo tempo, TEE (1992) relata que a
Organizagcéo Mundial de Saude (OMS) tabulou estudos de absorc&o de carotenos
em humanos, os quais revelaram grandes variagbes. Portanto, a partir destes
dados foi assumido, com a intengao pratica, que a melhor aproximagdo para a

estimativa da absorgéo de [-caroteno nos seres humanos seria um tergo da

guantidade ingerida e, assim, calculou-se que um sexto da quantidade de (-

caroteno dos alimentos convertem-se em vitamina A no organismo.

2.9 Unidades assumidas para expressar e estimar a atividade vitamina A em

alimentos

No inicio dos estudos sobre vitamina A e compostos correlacionados, a
avaliagdo da atividade biologica das substancias, que possivelmente
apresentavam esta propriedade, eram esclarecidas por meio de testes bioldgicos
usando, geralmente, cobaias intactas, alimentadas com tais substancias. Com o
decorrer das investigagbes, eram observadas as mudangas ocorridas nos tecidos,
sangue, figado, eic., ou aumento do peso corporeo. Porém os resultados destes

estudos revelaram-se nédo coincidentes devido aos diferentes tipos de ensaios.

Ao mesmo tempo, tendo em vista de que, nas diversas fontes alimentares,
existem variag6es quanto aos tipos de compostos que exercem atividade vitamina
A (pré-formados e provitaminicos), em concentracoes e atividades diferentes, foi
necessario estabelecer unidades de grandeza com as quais pudessem expressar
um valor de vitamina A comum a todas estas substancias e permitissem,

portando, a comparacdo dos resuitados obtidos nos diferentes estudos.

Assim, a atividade vitaminica A foi enunciada pela primeira vez como
‘unidades internacionais” (Ul). Estas unidades foram definidas como a dose
requerida para produzir um ganho de peso de 3 g/semana em cobaias jovens

entre a quarta € oitava semana de vida.
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Contudo, com o avango das tecnicas analiticas, resultando em novos
conhecimentos, e apds minuciosa avaliagdo estatistica das experiéncias
bioldgicas de vitamina A e f-caroteno no crescimento de cobaias, o “Expert
Committee on Biological Standardization” da Organizacdo Mundial da Saude pode
estabelecer a Ul em termos de uma grandeza exata, ou seja, definiu que uma Ul
equivateria a 0,3 pg de retinol, 0,344 ng de acetato de retinila, 0,55 ug de
palmitato de retinila ou 0,6 ng de p—caroteno. Para esta equivaléncia considerou
uma atividade biolégica para o B-caroteno de 50% em relagdo a atividade do
retinol, o qual é considerado ter 100% de biopoténcia no corpo humano (ARIMA,
1987; TEE, 1992).

Entretanto, em 1967, a OMS recomendou a suspensao da terminologia Ul
como unidade de expressao da atividade de vitamina A, uma vez que poderia ser

usado como padrdo de referéncia, unidades de peso, istoc €, microgramas de

retinol cristalino’® . Além disso, a organizagdo relatou a discussdo sobre a
atividade biologica relativa de varios compostos e o célculo do valor de vitamina A
das dietas, levando em consideragdo a real absortividade e a conversao dos
carotendides para vitamina A (TEE, 1992).

Sabe-se, porém, que o metabolismo dos carotendides diferencia-se com a
espécie, sendo a conversdo em ratos considerada como 100%. S&ao responsaveis
pela desigualdade da atividade biolégica a diferengca da superficie do trato
digestivo e a eficiéncia das enzimas digestivas das espécies (ARIMA, 1987). Esta
diferenca do metabolismo pode ser visualizada na Tabela 4, a qual demonstra as
proporgdes em massa da equivaléncia de conversao de —caroteno para vitamina
A em alguns animais, incluindo ¢ homem. Nota-se portanto, que as proporgdes,
determinadas por varios 6rgdos de pesquisa, apresentam valores discordantes

para algumas espécies.

19 Segunde TEE (1992), o uso da Ul causou certa confusdo entre os cientistas que a uitlizaram para estimar o valor de vitamina
A em seus experimentos.



62

TABELA 4 - Proporgbes da atividade real de p-caroteno e retinol para alguns

animais.
Animal Orgéo de pesquisa mg de -caroteno equivalente a
1 myg de retinol
rato Internacional 2
cao NAS-NRC 40u8
aves NAS-NRC
NCAN
ARC
cavalo NAS-NRC 6-10
NCAN 7
gado de corte NAS-NRC 8.3
ANRC 8
NCAN 7
homem MRC 6
NAS-NRC 4
BMA 6
CCN 8
NCAN 7

Referéncia: BAUERNFEIND, 1672

NAS-NRC - National Academy of Sciences, National Research Council - Estados Unidos.
NCAN - National Committee on Animal Nutrition - Canada.

ARC - Agricultural Research Councii - Gra Bretanha.

ANRC - Animal Nutrition Research Council - N. America.

MRC - Medical Research Council - Gr& Bretanha.

BMA - British Medical Association.

CCN - Canadian Council on Nutrition.
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A partir destas colocagdes e assumindo, como descrito anteriormente, que
no ser humano, somente 33% dos carotendides ingeridos sdo absorvidos e que,
desta propor¢&o, somente 50% sao convertidos para vitamina A, a OMS sugeriu

gue 1 ug de PB-caroteno teria a mesma atividade de 0,167 nug de retinol ou

equivaleria a 0,56 Ul de vitamina AZ20 , alterando assim, a equivaléncia entre as
unidades utilizadas até aquele momento. A OMS considerou também a atividade
total dos demais carotendides precursores, estimandoc como a metade da
biopoténcia do p-caroteno, j@ que as suas atividades variam amplamente em
intensidade.

Em seguida, em 1980, a United States National Academy of Sciences (NAS)
propos o conceito “Equivalente Retinol ” (ER), expresso em microgramas, além de

definir a sua equivaléncia com a Ul, conforme apresentado a seguir:

1ER =1 g de retinol;
= 6 g de p-caroteno;
= 12 ug de outros carotendides precursores;
= 3,33 Ul de atividade vitamina A .

Enfim, a partir destes conceitos pode-se ter uma melhor estimativa do valor
de vitamina A total de um alimento ou da dieta, em valores de massa, pela soma
dos tecres de retinol pré-formados aos valores de retinol provindos dos
carotendides ativos.

2 Esta equivaléncia tem ganho aceitagfio e estd sendo usada em tabelas de composico de alimentos (TEE; 1992).
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2.10 Metodologia analitica

Os recentes artigos sobre os carotendides provitaminicos tém enfatizado a
necessidade de se separar nao sO pigmentos inativos, como quantificar
individualmente os carotendides ativos e suas formas isoméricas cis-trans,
procurando evitar a degradacao e a formagao artificial de isbmeros durante os
procedimentos analiticos. Deste modo, as metodologias utilizadas para a analise
de carotendides provitaminicos tém sido objeto de muita discussdo e as tabelas
de composicdo de alimentos, que trazem a atividade vitaminica A baseada em
estudos que nao tomaram os cuidados analiticos apresentados, colocados sob

suspeita.

As metodologias analiticas para a determinacdo de carotendides geralmente
apresentam similaridade em varias etapas, como os processos de extragdo que,
na maioria, empregam solventes organicos; saponificacdo, necessdria para
amostras com elevados teores de lipideos; separacao dos carotendides, através

de técnicas cromatograficas, e quantificagao.

Extracdao dos pigmentos

Segundo DAVIES (1976), nao existe um método de extragcdo que pode ser
adotado universalmente como uma técnica padrao. Os procedimentos devem ser
adequados para a amostra que se esteja trabalhando. Precau¢des como o uso de
solventes puros (livres de impurezas como peréxidos, acidos livres, etc.) e
protegc&o contra agentes de degradagéo como a tuz , temperatura e oxigénio tém

sido citadas na literatura.

DAVIES (1976) divide os procedimentos de extragao por tipos de amostras,
como tecidos de plantas, algas e fungos. Para amostras de tecidos de plantas, o
autor apresenta dois métodos, separados pela quantidade de amostra a ser
analisada.
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No primeiro método, utilizado para maiores quantidades de amostra (mais
que 0,5 g) e citado como bastante versatil, podendo ser utilizado também para
extragdo dos pigmentos em raizes, flores e frutos, o material € cortado em
pequenos pedacos € homogeneizado com acetona por 1 a 2 minutos em triturador
apropriado. O extrato & filtrado sob vacuo e o residuo recuperado para novas
extragdes. O procedimento € repetido até que todo o pigmento seja extraido. O
filtrado & adicionado a igual volume de éter etilico, livre de peréxido, em um funil
de separagéo e a acetona € separada e removida pela adi¢cdo de agua. A fracédo
aquosa é reextraida com éter etilico e 0 exirato etéreo lavado com agua para a

remocao da acetona.

No segundo método, indicado para trabalhos com pequenas quantidades de
materiais (0,5 g), o tecido & cortado em pequenos pedagos e, apds misturado com
sulfato de sédio anidro, transformadc em pd. Este pé € extraido com acetona (ou
com acetona seguida de éter etilico). O extrato é filtrado a vacuo e o residuc
recuperado para novas extragdes, repetindo os procedimentos do primeiro
método.

Em ambos 0s metodos, os passos seguintes dependem da quantidade de
lipideos presentes. Se a saponificagdo n&o for necessaria, o extrato, desidratado
com o auxilio de sulfate de sédio anidro, € concentrado em evaporador rotatério a

vacuo e encaminhado para passos posteriores de separagio.

Para amostras de algas e fungos, ¢ autor sugere a incluséo de mecanismo
de disrupcgéo, para tornar a extracdo mais eficiente, e a utilizacdo de solventes
mais polares que a acetona, como uma mistura da propria acetona com metanol
ou a utilizacdo de etanol ou metanol puros. Uma vantagem da utilizagdo dos
alcoois é a possibilidade da saponificagdo direta do extrato inicial. O autor
apresenta ainda um método para a extragdo de pigmentos de algas, denominado

‘autocromatografia” onde o extrato de algas € seco, triturado e transferido para
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uma coluna de cromatografia, onde os pigmentos s&o eluidos com misturas de

benzeno e metanol.

COST 9121 | também separa as analises de carotendides de acordo com o
material a ser analisado. Os métodos sdo divididos em: determinacao de
carotenoides totais em alimentos complexos; de carotendides naturais em
vegetais e de carotendides totais em bebidas (BRUBACHER ef af., 1985).

As amostras de alimentos complexos sdo saponificadas diretamente com
uma solugdo de etanol, hidréxido de potassio, éter de petrdleo (30-60°C) e
hidroguinona por 30 minutos a 60°C. Uma aliquota da fase etérea & lavada com

agua para a remocgdo do alcali, concentrada e submetida a cromatografia.

No procedimento para determinar carotendides em vegetais, o material de
plantas secas & deixado em repouso durante uma noite com uma mistura de
acetona e hexano e saponificado a seguir, enguanto que o material de plantas

frescas é extraido com acetona e encaminhado a saponificacio.

Os carotendides de bebidas sdo extraidos por agitagdo com cloroférmio; a
emuls&o formada é centrifugada e, apos a remogdo da fase aquosa, o extrato &

encaminhado para a cromatografia.

A Association of Official Analytical Chemists (WILLIAMS, 1984) apresenta
um meétodo baseado na extragdo dos pigmentos com uma mistura de acetona,
hexano, etanol e tolueno (7:10:6:7). Este método tem sido bastante criticado por
ocasionar a extragdo incompleta dos pigmentos (SIMPSON, 1983).

TAYLOR (1983) descreve, entre outros, uma metodologia para a extracdo de
carotendides e retindides em tecidos animais onde os pigmentos podem ser

extraidos de sangue ou plasma, diretamente com hexano ou éter etilico apos a

2 European Cooperation in Scientific and Technological Research.
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precipitagdo das proteinas com élcool. Outros tecidos como figado e rins sdo

necessariamente saponificados antes da extragao.

Saponificagao dos extratos

A saponificagdo utilizada na determinagdo de carotendides tem sido
justificada pela necessidade de se remover o0 material lipidico que possa interferir
na separacdo cromatografica, separacido de materiais fotossintéticos como a

clorofila e para a saponificagdo dos esteres de xantofilas presentes.

Basicamente dois processos de saponificagdo tém sido usados nas analises
de carotendides. Um dos procedimentos envolve o aquecimentc da mistura
alcalina, em atmosfera inerte (sob fluxo de nitrogénio), por periodos de tempo que
variam de 5 a 30 minutos. No outro processo, a mistura alcalina é deixada a

temperatura ambiente por periodos que variam de 12 a 16 horas.

QUACKENBUSH (1973) apresentou um estudo colaborativo com vinte
laboratdrios, procurando comparar processos de saponificagdo a temperatura
ambiente por uma noite (12 horas) e por aquecimento a 56°C por vinte minutos.
Os resultados indicaram ndo haver diferencas significativas entre ambos os

procedimentos.

Contudo, KIMURA e RODRIGUEZ-AMAYA (RODRIGUEZ-AMAYA, 1989),
avaliando seis procedimentos comuns de saponificagéo, indicaram a diminuicéo e
formacéo de artefatos (como cis-isdmeros e epoxicarotendides) quando s&o
empregadas condigcdes com elevadas temperaturas e concentragdes de hidroxido
de potassio. Ainda, segundo as autoras, a degradagdo dos carotendides pode ser

reduzida pela condu¢ao da saponificagao a frio, sob nitrogénio ou com pirogalol.

ApGs os processos de saponificacdo citados, o alcali presente € eliminado

através da lavagem do exirato com agua e secagem com sulfato de sodio anidro.
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Os pigmentos resultantes na mistura sa&0 separados por processos
cromatograficos.

Separacao cromatografica

Quase todas as técnicas cromatograficas tém sido citadas nos estudos dos
carotenoides. Algumas s&o pouco utilizadas, como a cromatografia em papel, que
pode permitir a degradagéo e isomerizagdo dos pigmentos durante a separacéo, e
a cromatografia gas-liquido, que tem seu uso limitado pela termolabilidade da
cadeia poliénica comum nos carotendides. Contudo, a cromatografia gas-iiquido,
em combinagdo com a espectrometria de massas, tem sido usada para a
identificacdo destes pigmentos (TAYLOR, 1983). Outras técnicas, como a
cromatografia em camada delgada, cromatografia em coluna aberta (classica -
CCA) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), t&m sido extensivamente

utifizadas nos estudos dos carotendides.

A simplicidade da cromatografia em camada delgada tem feito desta técnica
um dos métodos mais utilizados na separagéo dos carotendides e particularmente
atii no acompanhamento das reagdes e no “screening’” de amostras
deconhecidas. TAYLOR (1983) apresenta uma revis&o sobre as fases moveis e

estacionarias e exemplos de separacgdo de carotenoides, utilizando esta técnica.

A utilizaggdo da CCA  por métodos oficiais como na metodologia
recomendada pela Association of Official Analytical Chemists (WILLIAMS, 1984),
no método recomendado por COST 91 (BRUBACHER et al, 1985) e na
separacao individual de carotendides revista por RODRIGUEZ et ai. (1976), tem
feito desta técnica o método de separacdo mais utilizado na determinacéo de
carotendides provitaminicos. Numerosas combinagdes de fases estaciondria e
solventes utilizados na cromatografia em coluna aberta para o estudo destes
pigmentos s&o apresentadas por DAVIES (1976), TAYLOR (1983) e SIMPSON et

al. (1985). A separacdo dos isdbmeros geométricos de carotendides provitaminicos
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por CCA € descrita por BICKOFF et a/. {1949), SWEENEY e MARSH (1970 e
1971 a, b), GEBHARDT et a/. (1977), OGUNLESI e LEE (1979), EDWARDS e
LEE (1986), LEE et al. (1981 e 1984) e LEE (1986).

Atualmente a CLAE tem sido extensivamente utilizada na analise dos
carotendides, principalmente pela rapidez, precisdo e reprodutividade a ela
atribuida. CARVALHO et al/. (1992), compararam a utilizagdo da CLAE com a
cromatografia em coluna aberta para a determinagdo de carotendides
provitaminicos. Segundo os autores, ambas as metodologias séo eficientes neste
tipo de estudo e que a CLAE apresenta como problema a auséncia de padries
analiticos confiaveis. Ainda segundo os autores, a CCA pode ser um eficiente
mecanismo para auxiliar a CLAE na preparacdo e identificagdo dos pigmentos

utilizados como padrdes.

Outra dificuldade observada em artigos que utilizam a CLAE encontra-se a
etapa de preparacao da amostra destinada a separacgao cromatografica. Métodos
rapidos, como os descritos por BUSHWAY e WILSON (1982), HSIEH e KAREL
{(1983) e BUREAU e BUSHWAY (1986), comprometem o0s processos
cromatograficos devido ao grande numero de impurezas co-exiraidas. Outros
processos, como o apresentado por ZACARIA et al. (1979), demoram dois dias na

preparacac da amostra.

Varias fases estacicnarias tém sido utilizadas na separagdo de carotenoides,
como a alumina, descrito por REEDER e PARK (1975) e VECCHI et al. (1981);
hidroxido de calcio (TSUKIDA et al., 1982; CHANDLER e SCHWARTZ ,1987 e
1988); oxido de magnésio (VECCHI et af., 1981); nitrila (GILLAN e JOHNS, 1983)
e silica (HAJIBRAHIM et al., 1978} que, apesar de eficiente, pode apresentar a
degradacado dos carotendides durante a separagdo {(BRAUMAN e GRIMME,
1881). As colunas de fase reversa (Cqs) s80 as mais utilizadas, aparecendo na
maioria dos trabalhos desta area (RUEDI, 1985, GREGORY et al., 1987,
BUSHWAY e WILSON, 1982; KHACHIK et af, 1986, 1988, 1989 e 1992
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HEINONEN et a/,, 1989; GRANADO et al., 1982; SCOTT, 1992 e SCOTT e HART,
1993).

Identificagao e quantificagao

A identificacdo e a quantificacdo dos pigmentos separados completa o
quadro de dificuldades apresentadas nesta area analitica. O grande numero de
estruturas de carotendides existentes e a dificuldade de se obter padrdes
comerciais da maioria destes pigmentos, torna necessaria a utilizagdo de

procecimentos complementares que viabilizem estes processos.

Assim, os pigmentos sao identificados pelo tempo de reteng&o e atraves do
espectro de absorgdo, parametros utilizados por um grande numero de trabalhos
para a identificagdo destes pigmentos (DAQQOD ef al., 1987 e 1989, BIACS et al.,
1989: HEINONEN et al, 1989 TAYLOR e McDOWELL, 1991, MINGUEZ-
MOSQUERA ef al, 1992; GRANADQO et al, 1992) e, em muitos casos,
complementados por reacdes gquimicas especificas ou mesmo com o auxilio da
espectrometria de massas (MERCADANTE, 1984).

A quantificagdo, dificultada pela auséncia de padrées analiticos confiaveis
(QUACKENBUSH e SMALLIDGE, 1986) e pela instabilidade destes pigmentos,
torna necessario a busca de alternativas como a obtengao destes padrbes a partir
de fontes naturais ou mesmo a utilizagdo de substancia artificiais como padrao
interno (QUACKENBUSH e SMALLIDGE, 1986, CARVALHO et al., 1992).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Matéria-prima

A escolha de amostras como laranja (Citrus sinensis, Osbeck), moranga
(Curcubita maxima), azeite de dendé22 (comercial) e péssego (Prunus persica)
foi devido a composi¢cdo compiexa de carotenodides presentes, levando em
consideracdo a possivel presenga dos isdmeros geomeétricos de a—caroteno, -
caroteno e P-criptoxantina. As amostras de laranja, moranga e azeite de dendé
foram adquiridas junto a supermercados de Campinas - SP; as de péssego foram
colhidas na fazenda Experimental de Jundiai, pertencente ao Instituto Agronémico
de Campinas.

A laranja escolhida foi da variedade Péra, a moranga da variedade
Exposicdo, o péssego da variedade Rei da Conserva e o azeite de dendé de uma
marca comercializada em embalagens de vidro de 200 mL.

3.2 Equipamentos

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia, marca Varian, modelo 5000,
munido de injetor marca Rheodyne, modelo 7125, com foop de 10 uL e forno para
aquecimento de coluna; detector UV/visivel, marca Varian, modelo UV100, ligado
a um integrador/registrador, marca Varian, modelo 4290 e detector de arranjo de
diodos {DAD), marca Shimadzu, modelo SPDMGA, ligado a um microcomputador
marca Acer, modelo 915V.

- Espectrofotdmetro UV/visivel, marca VAN-DEN, modelo DC 2500 com
duplo feixe e cubetas de 1cm de percurso Optico, ligado a um registrador
potenciométrico marca Intralab, modelo Omega.

- Espectrofotdmetro UV/visivel, marca Hitachi, modelo U2000, com “auto
sipper’ e amostrador automatico, marca Hitachi, modelo AS1000.

22 Sieo obtido da pelpa do fruto da palmeira Efaeis guineensis, Jacq. ou da palmeira £. ofeffera. Conhecido como tieo de paima,
eno Brasil, como azeite ou éleo de dendé.
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- Evaporador rotativo, marca Tecnal, modelo TE 120.
- Sistema de filtragéo "Sep-pak cartridge rack", marca Millipore.

- Sistema de refrigeracdo, marca Huber, modelo TC30E, com banho
termostatizado.

3.3 Vidraria

Toda a vidraria utilizada foi de cor ambar ou envolvido com papel aluminio
para proteger os pigmentos da luz difusa.

3.4 Reagentes

Os reagentes e solventes utilizados foram grau "para analise" ou "para
cromatografia” de acordo com sua finalidade.

3.5 Colunas cromatograficas

Trés colunas comerciais e duas colunas recheadas nos nossos laboratérios
foram avaliadas:

- Coluna LiChroCART de 125 mm de comprimento e 4 mm de diametro
interno, com fase estacionaria LiChrospher 100, RP-18, 5 um, marca E. Merck
(artigo 50823, lote n® 611956), equipada com pré-coluna RP-18, marca E. Merck
{artigo 50803).

- Coluna LiChroCART de 125 mm de comprimento e 4 mm de didmetro
interno, com fase estacionaria LiChrospher 100 NH,, 5 um, marca E. Merck (artigo
50824, lote n® 707172), equipada com pré-coluna NH,, marca E. Merck (artigo
50804).

- Coluna com fase estacionaria Micropack CN, 10 um, de 250 mm de
comprimento e 2 mm de didmetro interno, marca Varian.
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- Coiuna de 250 mm de comprimento e 2 mm de didmetro interno, recheada
" nos laboratérios do instituto de Tecnologia de Alimentos, com Ca(OH),, marca
Nakarri Chemicais.

- Coluna de 150 mm de comprimento e 4 mm de didmetro interno, recheada,
nos laboratérios do instituto de Quimica da UNICAMP, com LiChrosorb Alox-T, 5
um, marca Merck.

3.6 Padroes analiticos

Com a dificuldade de se encontrar no mercado padrdes analiticos confiaveis
que possam ser usados nos trabalhos de CLAE, os carotendides utilizados como
padrdes analiticos neste trabalho, provenientes de fontes comerciais {(3—caroteno)
ou extraidos de vegetais, foram purificados no laboratério atraves de
cromatografia em coluna aberta, identificados e quantificados conforme descrito
por RODRIGUEZ et al. (1976) e por DAVIES (1976).

A isomerizacio foi realizada com a adicdo de duas gotas de uma solugéo
etérea de iodo (1-2% em relag@o ao peso do pigmento) a uma solucao etérea de
carotendides (com concentracdo entre 0,1-1,0 mg/mL) e exposi¢ac a juz por cinco
minutos, segundo DAVIES (1976). A configuracdo frans apresenta um
deslocamento batocrémico em seu espectro, em relag&o ao espectro na forma cis,
e a configuragdo cis um deslocamento hipsocromico. A fim de evitar reagdes
irreversiveis, o icdo foi removido, enxaguando a solugéo de pigmentos com uma
solugcdo aguosa de Na,S;0:; a 2% (m/v), seguida de lavagem com agua e
secagem com Na,SO, anidro. Rearranjos cis-trans nao sao reagdes exclusivas da
exposicdo do iodo com os carotendides; o iodo participa também de reagdes
laterais irreversiveis se o0s pigmentos forem deixados a uma exposigao
prolongada a luz ou se a sua concentragédo for alta em relagdo aos pigmentos
(DAVIES, 1976).

Para a identificacdo do tempo de reten¢do de cada isdmero geometrico, o
extrato isomerizado foi fracionado por cromatografia em coluna aberta, utilizando
hidréxido de calcio como fase estaciondria e solugbes com concentragbes
crescentes de éter etilico em éter de petrélec (30 - 60°C) como eluente. As
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fragcbes separadas foram concentradas, identificadas e injetadas no cromatografo
(Figura 36).

3.7 Métodos

0O estudo foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa procurou-se avaliar
a eficiéncia de varias fases estacionarias na separagao dos isdbmeros geometricos
de carotendides provitaminicos. Na segunda etapa utilizaram-se as melhores
condigdes encontradas na primeira, para o estudo de algumas amostras que tém
se apresentado como problema para as técnicas analiticas tradicionais, quanto a
separa¢io adequada dos isdmeros geométricos.

3.7.1 Sistemas cromatograficos estudados (I Etapa)

Foi estudada a eficiéncia de cinco tipos de fases cromatograficas na
separacdc de isdbmeros geometricos de carotendides provitamina A: LiChrospher
100 RP-18; LiChrospher 100 NH;, Micropak CN; Ca(OH), e LiChrosorb Alox-T.
Como fases moveis foram estudadas sistemas isocraticos e gradientes com
diversos solventes como:. metanol, acetona, cloroférmio, acetonitrila, n-hexano,
diclorometano, iso-octano e agua.

Os testes foram conduzidos com o detector UV/visivel no comprimento de
onda de 470nm e atenuacg&o de 0,02 AU/mV.

Tendo em vista o trabalho de ST. LOUIS e WILDER (1981), onde foi
utilizado o resfriamento de colunas cromatograficas para a separagdo de
estereoisbmeros de ciclohexanodimetanoldibenzoato, procuramos também
estudar o efeito da alteracdo da temperatura da coluna na separacdo dos
isbmeros geométricos de B-caroteno nas colunas C.s € Ca(OH),. Para isso foi
utilizado o forno do cromatografo para o trabalhc com as colunas acima da
temperatura ambiente (27°C) e instalado um sistema de refrigeracdo para
trabalhos em temperaturas inferiores & ambiente.
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FIGURA 36 - Separagdo e identificacdo de isdOmeros geomeétricos de [3-
caroteno por cromatografia em coluna aberta, com hidroxido de calcio
como fase estacionaria e solugdes com concentragcdes crescentes de eter
etilico em éter de petroieo (30 - 60°C). F1 = 13-cis-B-caroteno; F2 = trans-i-
caroteno; F3 = trans-B-caroteno + 9-cis-pB-caroteno. A separagao por CLAE
foi realizada em coluna de hidréxido de calcio com fase mével de n-hexano
em sistema isocratico a uma vazao de 0,5 mL/min.
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3.7.2 Analise de carotendides em amostras de alimentos, utilizando coluna
de hidroxido de calcio (Il Etapa)

Extracao dos pigmentos

As amostras, cortadas em pequenos pedagos quando necessario, foram
pesadas (5 g para as amostras de azeite de dendé, 50 g para as amostras de
péssego ou de moranga ou 100 g para a amostra de laranja) e transferidas para
um Waring Blendor. Foram adicionados 100,0 mL de acetona (resfriada a 10 °C),
cerca de 10g de “HyfioSupercel” e a mistura triturada durante 2 minutos. O extrato
foi filtrado em funil de Buchner e o procedimento foi repetidoc com o residuo da
filtragao até a completa extracdo dos pigmentos.

Clarificagao do extrato

O filtrado foi transferido para 100,0 mL de éter de petréleo (30 - 60°C), em
funil de separag@o, em pequenas aliquotas, adicionando agua destilada para a
separacao das fases. A fase aquosa foi descartada. Ao completar essa operagao,
com todos os pigmentos transferidos para o extrato etéreo, este foi lavado por

quatro vezes com agua e seco pela passagem através de uma coluna contendo
sulfato de sdédio anidro.

A amostra foi saponificada com adigdo de igual volume de uma solugdo
metandlica de hidroxido de potassio 10% (m/v) e repouse ao abrigo da luz por
uma neite (12 horas) a temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo etérea foi
lavada com agua (até que a mesma nao se apresentasse mais alcalina) e seca
pela passagem atraves de uma coluna de sulfato de sodic anidro.

Em alguns casos, dependendo do tipo de amostra (sem clorofila e minima
quantidade de lipideos) e do pigmento carotenoide a ser analisado (carotenos,
por exemplo), a saponificacdo ndo € necessaria. Neste trabalho, 0s extratos
foram saponificados para remover interferentes, como a grande quantidade de
oleo no dendé e para hidrolisar os ésteres carotenodides, uma vez que a intencao
seria a de quantificar o carotendide hidroxilado, p-criptoxantina, presente nas
demais amostras estudadas.
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Concentracao do extrato

O extrato foi concentrado em evaporador rotativo a vacuo, em temperaturas
inferiores a 35CC ou sob fluxo de nitrogénio até concentragéo apropriada para a
injecao cromatografica.

Condi¢des cromatograficas

A separagao cromatografica foi realizada na coluna de hidréxido de calcio,
recheada nos laboratérios do Instituto de Tecnologia de Alimentos, utilizando
como sistemas de fases moveis: (a) iso-octano ou n-hexano e (b) uma mistura de
iso-octano e acetona, sob gradiente, iniciando com 100% de isc-octano e
terminando com iso-octano : acetona (80 : 20) em 60 minutos com vazao de 0,5
mL/min. Os testes foram conduzidos com detector de arranjo de diodos numa
faixa de leitura de 300 a 600 nm.

Identificacao e quantificagdo dos carotendides provitaminicos

Curvas de calibragdo foram contruidas com carotendides separados em
cromatografia em coluna aberta. Para tanto, aplicando as mesmas técnicas para a
obtengdo de padrdes analiticos usados na primeira etapa deste estudo, uma
aliquota do extrato concentrado dos pigmentos carotendides de fontes naturais ou
comerciais foi separada em uma coluna de vidro com 400 mm de comprimento por
25 mm de diametro interno, recheada com o6xido de magnésio e “HyfloSupercel”
(1:1) e eluidos com 0,5% de éter etilico em éter de petréleo (30 - 60°C), seguido
de concentragdes crescentes de éter etilico cu acetona em éter de petroleo. A
separagdo obtida foi funcdo da polaridade da fase movel. Os pigmentos
separados, e positivamente identificados e quantificados, foram utilizados
imediatamente como padrbes para a construgdo das curvas de calibragdo.

Para a identificagéo dos carotendides, foram usados como parametros a
comparacéo dos espectros de absorgao UV/ivisivel, a ordem de eluicdo na coluna
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e, guando necessario, a confirmacdo através de reagdes quimicas especificas,
conforme descrito por DAVIES (1976). A quantificagdo foi conseguida através da
absorbancia maxima dos compostos e dos respectivos valores de absortividade
(DAVIES, 1976).

Calculo do valor de vitamina A

Segundo o National Academy of Science - National Research Council (NAS -
NRC, 1980), 1 ER (Equivalente Retinol) corresponde a 6 ng de B-caroteno e 12
ng dos outros carotendides provitamina A Assim, para se caicular o valor
vitaminico A das amostras analisadas, foi considerado para os pigmentos em
questdo (o e [-caroteno e pB-criptoxantina) esta correspondéncia e, em
especifico, para os isdmeros geométricos do B-caroteno (13-cis e 9-cis) foram
consideradas as suas respectivas atividades vitaminicas de acordo com
ZECHMEISTER (1962), demonstradas na Tabela 3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1 Avaliacao de diferentes fases estacionarias (| Etapa)

Dada a possibilidade de degradagao causada pela silica durante a
separacao de carotendides (BRAUMAN e GRIMME, 1981), devido ao seu carater

acido (DAVIES, 1976), esta fase estacionaria n&o foi avaliada neste estudo.

Os resultados obtidos para as demais colunas s&o demonstrados a seguir.

4.1.1 Coluna com grupo funcional octadecil (C;s)

A separagdo em coluna de fase reversa (Cs) foi estudada com sistemas
isocratico de metanol:acetona, metanol:agua, metanol:cloroférmio, etanol:acetona
e metanol. Como gradiente de fase mével foram estudadas misturas de metanol e

acetona em concentragdes e programacodes variadas.

Com coluna Cis, 0os melhores resuitados no sistema isocratico foram
conseguidos com uma mistura de 90% de metanol e 10% de acetona, com vazao
de 1,0 mL /min., obtendo uma separagéo parcial dos estereoisdmeros. No sistema
gradiente, a melhor separacéo foi conseguida com uma eluigdo por 15 minutos
com metanol puro, seguida por concentracdes crescentes de acetona até 50%

nos 5 minutos seguintes, com uma vazao de 0,7 mL/min. (Figura 37).

Para avaliar o efeito da temperatura na separagéo de isdmeros geométricos
por este tipo de fase estacionaria, a coluna foi submetida a diferentes
temperaturas, entre 50°C a -5°C. As resolucbes obtidas com algumas das

temperaturas estudadas estao apresentadas na Figura 38.

QUACKENBUSH e SMALLIDGE (1986) estudaram a separacgao de isémeros

geométricos em vinte colunas comerciais de Cs e Cys, onde somente trés destas
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colunas apresentaram alguma separagdo. Deste modo, a eficiéncia deste tipo de
fase estacionaria na separagdo de esterecisdmeros estd associada as

caracteristicas individuais destas colunas.

(AFDAnm) () (b) (c)

0 5 10 15 00 5 10 15 o 5 10 15 20 15

{min.) (min.) {mim.)

FIGURA 37 - Cromatograma (CLAE) de uma solucdo de trans-B-caroteno, antes
(a) e apos (b) isomerizagdo quimica usando sistema isocratico de eluigdo; (c)
apos isomerizagdo quimica, usando sistema gradiente de eluicdo. Fase
movel: metanol e acetona. Coluna Cis. As condigdes cromatogréficas estdo

descritas no texto.
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FIGURA 38 - Estudo do efeito da temperatura na resolugdo dos isémeros
de p-caroteno. Coluna RP-18 com fase movel de metanol e acetona (70:30) a
uma vazao de 1,0 mL/min. Demais condi¢des descritas no texto. at =

atenuacao eletronica.
4.1.2 Coluna com grupo funcional nitrila (CN)
A coluna CN apresentou ailguma resolucéo dos isdmeros ¢is e frans do B-

caroteno quando se utilizou como fase movel n-hexano com uma vazéo de 0,5 mL

fmin. Parém nao foi possivel separar as formas cis (9-cis-B-caroteno e 13-cis-p-
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caroteno) (Figura 39). Além de n-hexano, foram também verificadas as eficiéncias
de misturas com concentra¢des variadas e em operacgdes isocraticas de metanol e
diclorometano; n-hexanc e diclorometano; n-hexano e acetona; acetonitriia;
acetonitrila e acetona e acetona pura, sem obter resolucao dos isdmeros. Com as
fases moveis iso-octanc e n-hexano:iso-octano, obtiveram-se separacdes
semelhantes as obtidas apenas com n-hexano.

4.1.3 Coluna com grupo funcional amina {NH,)

A coluna de NH, n&c possibilitou a separagdo de isdbmeros geométricos
quando eluida com 100% de n-hexano ou 100% de iso-octano e misturas em
diversas concentragbes de acetona em n-hexano e isc-octano em n-hexano. A

Figura 40 apresenta os cromatogramas tipicos obtidos com a coluna NH; utilizada

neste estudo.

4.1.4 Coluna de 6xido de aluminio (Al.O,)

VECCHI et al. (1981), separaram 11 isémeros de p-caroteno utilizando uma
coluna de 6xido de aluminio e fase moével composta por hexano com teores de
agua controlados, em um sistema de baixa pressdo. O mesmo tipo de fase
estacionaria foi utilizado por REEDER e PARK (1975) para a andlise de
carotendides provitaminicos em suco de laranja, utilizando como fase mével uma

mistura de benzeno e n-hexano (3:5), ndo indicando a separacao de isdbmeros.

Neste trabalho, a coluna de Al,Os utilizada ndo demonstrou eficiéncia na
separacao de isébmeros geometricos de p-caroteno, utilizando como fases moveis:
n-hexano; 1S0-octano; n-hexano:acetona; n-hexano:iso-octano; n-

hexano:diclorometano e diclorometano, em sistemas isocraticos e proporcbes
variadas (Figura 41).
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(a) (b)

- N B N |

0 5 (min) 10 0 5 (min) 10

FIGURA 39 - Cromatograma (CLAE) de uma solugdo de trans-B-caroteno, antes
(a) e apds (b) isomerizagdo quimica, usando sistema isocrdtico de eluicdo

com n-hexano e uma vazéao de 0,5 mL/mim. Coluna CN.
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FIGURA 40 - Cromatogramas obtidos com o uso de coluna NH, para separacéo

de isbmeros de (-caroteno, com as fases moveis e vazdes: (a) iso-octano com

uma vazéo de 0,5 mL/min.; (b) iso-octano e n-hexano (50:50) com uma vazao

de 0.5 mL/min.; (¢) n-hexano com uma vazao de 1,0 mL/min_; (d) n-hexano e

acetona (80:20) com uma vazé&o de 1,0 mL/min.; (e} n-hexano e acetona

(50:50) com uma vazdo de 1,0 mL/min. e (f) n-hexano e acetona (30:70) com

uma vazéo de 0,5 mL/min. As demais condigbes estdo descritas no texto.
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FIGURA 41 - Cromatogramas (CLAE) de uma solugdo de pB-caroteno apds
isomerizacgdo, utitizando sistema isocratico de elui¢do a uma vazao de 0,5 mL/min.
de: (a) n-hexano; (b) n-hexano e diclorometano (50:50); (c) n-hexano e
diclorometano (20:80); (d) diclorometano; (e) n-hexano e iso-octano (95:5) e (f)

iso-octano. Coluna de oxido de aluminio.
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4.1.5 Coluna de hidréxido de calcio {Ca(OH).)

A coluna de Ca(OH)2 resultou em melhor resolucdo dos isémeros de -
caroteno que as demais colunas. Esta resolugdo foi obtida com a utilizaggo de
sistemas isocraticos com fases moveis de n-hexano e de iso-octano (Figura 42) a
uma vazao de 0,5 mL/min. Também foram utilizadas misturas de iso-octano e n-
hexano em varias concentragdes onde as resolucdes dos isdbmeros geomeétricos

nao sofreram grandes variacbes em relacdo aos sistemas de solventes puros.

Estes resultados sdo concordantes com os obtidos por TSUKIDA et al.
(1982) e por CHANDLER e SCHWARTZ (1987) que separaram isdmeros 9-Cis e

13-cis de trans-B-caroteno utilizando colunas de hidroxido de calcio.

A utilizagdo de temperaturas entre -25°C e 40°C n&o melhorou a resolugéo
dos isémeros geométricos de B-caroteno, em trabalhos com a coluna Ca(OH),

utilizada neste estudo (Figura 43).
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(@) ®)

FIGURA 42 - Cromatograma (CLAE) de uma solucdo de trans-B-caroteno apos
Isomerizacao quimica, usando sistema isocratico de eluicdo com (a) n-hexano

e com (b) iso-octano. Coluna Ca(OH)2. As condi¢des cromatograficas estao

descritas no texto.
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FIGURA 43 - Estudo do efeito da temperatura na resolucdo dos isémeros
de B-caroteno. Coluna Ca(OH), com fase mével de n-hexano a uma vazéo de
0,5 mL/min. Demais condigdes descritas no texto.



39

4.2 Padronizagdao das condigbes da coluna de hidroxido de calcio para
analise de amostras de alimentos.

Os resultados das avaliagbes das fases estacionarias para a separagéo de
isébmeros geométricos de f-carotenc indicaram a coluna de hidréxido de calcio
como a mais eficiente nos estudos destes nutrientes. Assim, procurou-se
estabelecer as condicdes analiticas necessarias para o trabalho com amostras de
alimentos.

Os carotendides separados por cromatografia em coluna aberta,
identificados e guantificados, foram utilizados para o estabelecimento do tempo
de retengdo e para a constru¢do das curvas de calibracaoc utilizadas na avaliagcao
da linearidade da faixa de conceniragdo trabalhada e para a quantificagdo das
amostras estudadas.

As Figuras 44, 45 e 46 apresentam exemplos de curvas de calibracdo de «-
caroteno, [-caroteno e B-criptoxantina, respectivamente. As equagdes de
regressao e os coeficientes encontrados para estas curvas foram:

a-caroteno
y = 23,88126 x
R = 0,999
B-caroteno
y = 18,936 x
R =0,998

B-criptoxantina

y=19,279 x
R =0,999
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FIGURA 46 - Curva de calibragdo de B-criptoxantina.

A melhor separagdc cromatografica em amostras que continham f-
criptoxantina foi conseguida com uma eluicdo gradiente de uma mistura de iso-
octano e acetona, iniciando com 100% de iso-octano e terminandoc em 60 minutos
com iso-octano e acetona (80:20), com uma vaz&o de 0,5 mL/min. A Figura 47
apresenta os cromatogramas de p-criptoxantina, antes e apés isomerizacdo
guimica, utilizando estas condigdes cromatograficas.
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FIGURA 47 - Cromatogramas tridimensional (a), planar (b), bidimensional (c) e
espectro de absorcéo (d) de B—criptoxantina antes de isomerizacéo quimica e
cromatogramas planar (e) e bidimensional (f) ap6s isomerizacdo quimica.
Coluna de Ca(OH), com eluicdo gradiente de uma mistura de iso-octano e
acetona, iniciando com 100% de iso-octano e terminando em 60 minutos com
iso-octano e acetona (80:20), a uma vazado de 0,5 mL/min.
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Em amostras com a presenca apenas de «— e B-caroteno, a separacéo pode
ser conseguida com a eluicdo isocratica de n-hexano ou iso-octano, melhorando,
nestes casos, a determinagdo de possiveis isémeros geométricos presentes. As
Figuras 48 e 49 apresentam os cromatogramas de o e [}-caroteno, separados
nestas condigdes, antes e apos isomerizacdo quimica.

4.3 Analise de carotendides em amostras de alimentos.

Com a finalidade de se conhecer algumas das caracteristicas quimicas e
fisico-quimicas das amostras estudadas e para se ter dados para futuras
comparacdes entre as concentragdes dos pigmentos carotenodides, foram
realizadas analises de sélidos totais, solidos soluveis, pH e acidez total, cujos
resultados sdo apresentados na Tabela 5. Dentre as amostras {azeite de dendé,
pésseqo, laranja e meranga), apenas ¢ azeite de dendé apresentou isdbmeros de
B-caroteno em quantidades apreciaveis e suficientes para a gquantificagdo. O

Tabela 6 demonstra os resultados encontrados.

Azeite de dendé

TRUJILLO-QUIJANO e colaboradores (1990) estudaram a composigdo de
carotendides e o valor de vitamina A em dleos de dendé brutos provenientes de
quatro tipos de frutos de palmas brasileiras, através da técnica de cromatografia
em coluna aberta (CCA), pela qual apresentaram a separacao, de forma
individual, dos carotendides presentes, bem como, a resolugdo dos isémeros de
a- € B-caroteno e do licopeno. Os pigmentos identificados foram: cis-fitoflueno,
13-cis-u-caroteno, o—caroteno, 13-cis-B—caroteno, B—caroteno, 9-cis-p—caroteno,
{-caroteno, zeaxantina, B—criptoxantina, poli-cis-licopeno, mong-cis-licopeno, bem
como outros pigmentos n&o identificados, nas variedades tenera, dura dumpy e
psifera da espécie Efaelis guineensis, Jacq., e cis-fitoflueno (presente, mas nao

separado), o-caroteno, 13-cis-p-carotenc, [-caroteno, zeaxantina, B-
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criptoxantina, licopeno e pigmentos ndo identificados, para a espécie E. oleifera.
A soma dos teores (em porcentagem) de «— e B-caroteno e seus isdmeros, em
todas as variedades, ultrapassou a 80% e a proporcao de o-caroteno para p-
caroteno foi da crdem de 1:2. Dos pigmentos identificados, 0os que apresentam
atividade vitaminica A s&o o~ e B-—caroteno, incluindo seus isémeros geométricos,
e B-criptoxantina. Este ultimo pigmento encontra-se em quantidades tragos nas
variedades da espécie E. guineensis, e a espécie £. oleifera apresenta-o em
cerca de 2% em relagdo aos carotendides totais. Os autores também avaliaram a
composicdo e o valor vitaminico de dleos em que os frutos foram submetidos ao
processo de esterilizagdo (uma das etapas da extrac@o do 6leo) e verificaram que
o procedimento provocou um aumento da concentrac&o dos isdmeros geometricos
de a- e B-carotenc, com diminuigdo dos teores de seus respectivos precursores e
alteragbes nas concentracbes de certos carotendides (poli-cis-licopeno) na
variedade tenera, demonstrando assim, a instabilidade térmica dos carotendides.
Quanto aos valores de vitamina A dos oleos brutos (normal e esterilizado), 0s
resultados indicaram a necessidade de separagdo dos isdmeros para nao

superestimar os valores vitaminicos.

Sabe-se, entretanto, que dos carotendides presentes no 6leoc de dendé

comercial, 0s principais que permanecem apds o processo de clarificagido?3 | séo
0 o- € 0 B-caroteno (em quantidades acima de 90%), apesar da intengao de se
eliminar os pigmentos durante a extragdo para se obter um &leo claro e brilhante,
de melhor aceitagdo (TRUJILLO-QUIJANO, 1988). Esta permanéncia do a- e do

B—caroteno logicamente se deve ao fato de que o éleo brutoc os contém em altas

concetragoes .

PParao processo de clarificagdio do 6leo de dendé é usado o refino fisico, onde os pigmentos carotendides sao paicialmente
destruidos no pré-tratamento, por adsorgdo com terras ativadas em temperaturas entre 100-150°C e, “totaimente efiminados” pelo
calor durante a desodorizagao, em femperaturas de 240-270°C (TRUJILLO-QUIJANO, 1988; 1994).
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TABELA 5 - Resultados

estudadas.

98

das analises guimicas e fisico-quimicas das amostras

azeite de péssego laranja moranga
dendé
Sélidos solaveis’ _ 13,201 10,50,1 5802
(°Brix a 20°C)
Umidade (g/100 g)? 0,47+ 0,10° 8504019 | 87,50040 91,24 0,37
Selidos totais —-— 14,96 " 0,19 12,50 * 0,40 8,76 * 0,37
(0/100 g)*
4 —_ + 5 + 5 + 3
pH 3,8720,01 3,390,224 6,68 20,08
Acidez total — 0,630,01° 0,98 *0,11° 0,01*0°
(g1100 gy’

' Medido em refratémetro, marca Bausch & Lomb, segundo metodologias n™= 22.024 e 22.026 da
AQAC (WILLIAMS, 1994).
Determinado por aquecimento a 70°C, em estufa a vacuo, marca Heraeus Hanau, segundo
metodolog|a n? 22.018 da AOAC (WILLIAMS, 1994).
* O resultado refere-se ao contelido de umidade e matéria volatil; determinado por aquemmento a
20-25°C,em estufa a vacuo, marca Heraeus Hanau, de acordo com metodologia n° 28.002 da
AOAC (WILLIAMS, 1994).
Metodo potenciométrico (pHmetro, marca Micronal, modelo B374), INST. ADOLFO LUTZ (1985).
Med1d0 diretamente na amostra.
® Analise realizada em amostra diluida em agua, na proporgaoc de 1:2 (uma parte de moranga para
duas partes de agua).
Determmada pelo método n® 22.059 da AOAC (WILLIAMS, 1994).
Expresso em g de acido malico/100 g de amostra.
Expresso em g de acido citrico/100 g de amostra.

Notas:
Estas determinagdes (com excegio da umidade) ndo se aplicam ao azeite de dendé.
Os resultados da Tabela sdo médias aritméticas de trés determinagfes, com limite de confianga
3 95% de probabilidade.
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TABELA 6 - Carotendides provitamina A encontrados nas amostras avaliadas no

estudo.

Amostras a-carotenc 13-cis-fi- trans-b- 9.cis-fi- fi-criptoxanting Vitamina A
(maf100g) carotena carcleno caroteno (mg/t00g) (ERM00gG)'
(mg/100g} {mg/100g) {mg/100g)

Azeite de dendé
Amostra 1 5,67 1,37 19,58 2,38 4.006
Amostra 2 577 1,07 19,23 2,01 3908
Amostra 3 542 1,45 19,87 211 4025

% 5621045 1,30+£050 19561080 2161045 3680 + 156
Péessego
Amostra 1 s 0,17 0,58 76
Armnostra 2 Tr 0,16 0,53 70
Amosira 3 Tr 017 0,59 79

X 0,17 £0,02 0,57 +0,08 7511
Laranja
Amostra 1 0,067 Tr 0.011 0,016 4
Amostra 2 0,009 Tr 0,014 0,020 5
Amostra 3 0,009 Tr 0,011 0,019 4

% 0,008 +0.003 0,012 + 0,004 0,018 +0,005 42
Moranga
Amostra 1 0,93 154
Amostra 2 c.82 137
Amostra 3 0,94 157

X 0,600,117 149 £ 27

" ER = Equivalente Retinol/1 00g
? Média aritmética e limite de confianga {com 95% de probabilidade)
*Tr= tragos (concentragdes insuficientes para quantificagio)
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CARVALHO (1991) avaliou os carotendides provitaminicos em azeite de
dendé refinado, através de cromatografia liquida de aita eficiéncia com coiuna de
fase reversa (C.s) com padronizacdo externa e interna (com Sudan I). Segundo o
autor, com a coluna Cqs utilizada no estudo, ndo houve uma boa resolucdo dos
isdmeros de p-caroteno e, deste modo, os valores vitaminicos poderiam estar

superestimados.

Desta forma, neste trabalho, dada a devida importancia em separar 0s
isdbmeros para a avaliacdo vitaminica do azeite de dendé, houve a necessidade
de se trabalhar em condi¢cbes cromatograficas apropriadas para uma maxima
separacao dos isémeros geométricos de o- € B—caroteno. Para tanto, utilizou-se
um sistema isocratico de eluicdo com iso-octano, 0 que propiciou a necessaria

resolucao dos isémeros de 3—caroteno (Figura 50).

Os resultados encontrados para o 6leo de dendé (Tabela 6) diferem
daqueles encontrados por CARVALHO (1991) quando fez uso da padronizag&o
externa para quantificar os pigmentos (a-caroteno = 7,10 * 0,19 mg/100g; B-
caroteno = 9,21 * 0,10 mg/100g), embora esta diferenca, principalmente para o p—
caroteno, pode ser explicada, uma vez que ndc se conhece a procedéncia do
oleo, isto &, a origem e a espécie da palmeira. Alem do mais, o teor dos
carotenodides no 6lec de dendé pode variar com o grau de maturagao dos frutos e
com as condicbes de extracdo e estocagem do 6leo (TRUJILLO-QUIJANQ, 1988;
1994).

A relagao de a-caroteno/B-caroteno encontrada, ndo considerando os
isdbmeros geométricos do B-caroteno, foi em média de 1:.3,5; com os isdmeros a
relac&o passa para 1:4,0. Vale ressaltar que, se ndo houvesse a resolugédo dos
isbmeros do f—caroteno no azeite de dendé e, calculando-se o valor de vitamina

A somente como B-caroteno, haveria uma superestimacéo dos resultados para as
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trés amostras analisadas em 8,77%, 7,44% e 8,24%, respectivamente, dando uma
média de 8,15%.

Péssego

Dos varios trabalhos sobre a composicdo de péssego (“in natura’ e
processados), poucos relatam a presenga de isOmeros de B-caroteno. Entre
esses, apenas trabalhos como o de CHANDLER e SCHWARTZ (1987),
QUACKENBUSH (1987), e recentemente, o de GODOQY e RODRIGUEZ-AMAYA
(1994) identificaram isdbmeros de p-carotenc com a utilizacdo de CLAE. Os

estudos retratam uma pequena presencga de isdmeros.

QUACKENBUSH (1987), usando uma coluna de fase reversa (Cs) e
analisando péssego processado (enlatado), encontrou 1,02 1g/100g para o 13-
cis-B-caroteno, 3,05 ng/100g para o trans-p—caroteno e 0,26 ug/100g para o 9-
cis-B-caroteno. Novamente, fazendo uso da mesma coluna, apenas para
confirmar a existéncia dos isémeros cis em péssegos “in natura’ (Chileno e
cultivar Diamante), GODOY e RODRIGUEZ-AMAYA (1994) apresentaram
resultados variando de 0,6 * 0,2 a 1,2 *0,2 ng/g para o frans-B-caroteno, 0,2 * 0,1
ug/g para o 13-cis-p-caroteno e 0,1 * 0,1 ug/g para 9-cis-p—caroteno, embora a
quantificagéo tenha sido feita espectrofotometricamente usando os coeficientes

de absorg&o especificos de cada isdbmero, apés serem isolados por CCA.

CHANDLER e SCHWARTZ (1987), por meio de uma coluna de Ca(OH),
apresentaram, em porcentagem, os resultados dos isdmeros de B-caroteno (9,4%
de 13-cis, 83,7% de B—caroteno, 6,9% de 9-cis para péssego fresco e 6,8% de 13-

cis, 79,9% de B-caroteno e 13,3% de 9-cis para péssego processado).
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FIGURA 50 - Cromatogramas tridimensional (a), planar (b), bidimensional (c) e
espectros de absorcdo (d) dos picos cromatograficos, com tempos de
retencdo de 6,04 minutos («-Caroteno), 10,72 minutos (trans-B-Caroteno),
9,75 minutos (13-cis-B-Caroteno) e 13,20 minutos (9-cis-B-Catoteno), da
amostra de azeite de dendé utilizada neste estudo. Coluna de Ca(OH), com
eluicao isocratica de iso-octano a uma vazéo de 0,5 mL/min.
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Mais especificamente, TAVARES (1991) determinou o0s carotendides
presente no péssego cultivar Rei da Conserva, na forma “in natura”, através da
técnica CCA e dosagem por leitura espectrofotométrica, estabelecendo o perfil e
os teores dos pigmentos, dados a seguir na ordem de eluicdo nas colunas (MgO e
Ca(OH),: 13-cis-B-caroteno (0,2 * 0,02 ug/g), trans-B—caroteno (1,1 * 0,4 ug/g), 9-
cis-B-caroteno (0,09 * 0,04 ug/g), {-caroteno (0,4 * 0,2 pglg). neocriptoxantina A
(1,0 * 0,5 uglg), p-criptoxantina (6,4 * 21 ug/g), luteina (3.8 * 1.1 ug/g),
zeaxantina (1,5 * 0,9 ug/g) e violaxantina (0,8 * 0,6 ng/g). Dentre estes, os
compostos p-caroteno e isomeros e [-criptoxantina e seu isdmero cis-f—

criptoxantina (neocriptoxantina A) exibem atividade biolégica.

Apesar de ser eficiente na separagéo dos isdbmeros de a- e p-caroteno, a
eluicgo isocratica utilizada neste trabalho, na anédlise de dleo de dendé, nao
apresentou o mesmo desempenho na presenga de p-criptoxantina. Este
importante carotendide, que € o principal componente provitaminico de certo
grupo de frutas, como o péssego, é fortemente retido pela fase estacionaria,
sendo necessario o aumento da polaridade da fase movel para methorar a sua
eluicdo. Assim, para a analise de péssego, a condigdo cromatografica utilizada foi
um sistema gradiente de iso-octano e acetona, iniciando com 100% de iso-octano
e terminandc com 80% de iso-octano em 60 minutos. Deste modo, foi possivel
avaliar a baixa presenca dos isdbmeros de pB-caroteno e quantificar a (-

criptoxantina (Figura 51).

Observando os resultados obtidos para o péssego (Tabela 6) e convertendo-
os, em média, para pg/g (1,65 * 0,24 ng/g para o p-caroteno e 5,66 * 0,85 ng/g
para a p-criptoxantina), percebe-se que estdo muito proximos daqueles valores
determinados por TAVARES (1991) para os mesmos pigmentos € no mesmo
cultivar. Da mesma forma, os valores estdo proximos aos encontrados por
GODOY e RODRIGUEZ AMAYA (1934) (p-caroteno, mencionado acima; p-
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criptoxantina, 4,1 * 0,3 pg/g para o péssego Chileno e 5,1 20,5 ugig para o cv.

Diamante) apesar de serem outras variedades avaliadas.

A presenga do isémero da B-criptoxantina, a neocriptoxantina A24 | relatada
em outros trabalhos (TAVARES, 1991, GODOY e RODRIGUEZ-AMAYA, 1994 e
GEBHARDT et a/.,1977), nao foi notada neste estudo. Isto pode ser devido a
maior sensibilidade da técnica de CCA utilizada nos trabalhos citados. Por outro
lado, embora néc tenha sido possivel a identificacéo deste isémero nas amostras
de péssego, ficaram registradas as condi¢des cromatogréaficas para se obter uma

separagao parcial dos isdmeros da B-criptoxantina (Figura 47).

Laranja

Carotendides sdo considerados, em frutas citricas, 0s constituintes menores,
porem importantes pois lhes conferem cor (principio fundamental para os seus
produtos), além do que, os pigmentos biologicamente ativos tornam-se fontes de
vitamina A da dieta.

Tem sido demonstrado que no suco de laranja “in natura”, a composicao dos
carotenodides é uma mistura complexa de vérios compostos naturais, na grande
maioria hidroxilados, com seus respectivos isémeros, estando presentes,
portanto, na forma de ésteres. Alguns destes pigmentos sdo os carotenos:
fitoflueno, o, B— e (-caroteno e as xantofilas (livres ou esterificadas): B-
criptoxantina, a-criptoxantina (erroneamente assim identificada)2® , luteina,
zeaxantina, anteraxantina, cis-anteraxantina, violaxantina e cis-violaxantina. Os
principais, quantc a concentragdo, sd3o os 56-epoxidos violaxantina e
anteraxantina, os quais convertem-se com o calor para o0s seus
correspondentes mono - 5.8 - epdxidos (luteoxantina e mutatoxantina), durante

24 Assim denominada por n3o ter sua estrutura determinada. As configuragdes geométricas cis da fi-criptoxantina por nao serem
ainda elucidadas, s&o denominadas como neo A, neo B, neo U, ete., de acordo com a ordem de eluicdo sobre a coluna (Ver
nemenclatura).

25 pglg descricao de sua estrutura em STEWART (1877 a,b}, identificada por resonancia magnética nuclear e espectro de
massas, parece tratar-se da zeinoxanting, ja que um grupo OH situa-se no anel $-ionona.



105

0.100 - l
Evm3d
0.080

o =] 16 a% az Wi
TIMEFMmi™T

v) B

FIGURA 51 - Cromatogramas tridimensional (a), planar (b) e bidimensional (c) da
amostra de péssego utilizada neste estudo. Coluna de Ca(OH). com elui¢éo
gradiente de uma mistura de iso-octano e acetona, iniciando com 100% de
iso-octano e terminando em 60 minutos com iso-octano e acetona (80:20),
com uma vazdo de 0,5 mL/min. Os pigmentos identificados foram: -caroteno

(9,84 min.) e B-criptoxantina (29,28 min.).
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0 processo de concentragdo do suco (PHILIP et al., 1989). Contudo, do ponto de
vista nutricional, os mais importantes s&o 0s «- e (-caroteno e B-criptoxantina.
Segundo REEDER e PARK (1975), estes trés compostos juntos perfazem apenas
de 12 a 14% do conteudo dos carotendides totais do suco da laranja.

Nosso proposito, desde o inicio, fol o de analisar somente os compostos
ativos e, consequentemente, a nossa atencao foi concentrada sobre os mesmos.
Assim, as analises foram realizadas no suco de frutas frescas da variedade Péra,
extraido com o auxilio de um espremedor. Os valores de carotendides provitamina
A determinados se encontram na Tabela 6.

STEWART (1977 b), com a demonstracdo em sua pesquisa sobre os teores
dos pigmentos de sete cultivares analisados, tornou claro a imensa variacao dos
teores dos carotendides em relagio as variedades e ao grau de maturacdo das
frutas. Independente disto, os valores de carotendides provitaminicos por nos
enconirado (o—-caroteno - 8 * 3 pg/100g; p-caroteno - 12 * 4 ug/100g; B-
criptoxantina - 18 * 5 ng/100g), sdo semelhantes aos pubiicados pelo autor, para
o cultivar Orlando (a-caroteno - 9,0 * 0,1 pg/100g; B-caroteno - 159 * 0,0
1g/100g; B-criptoxantina - 24,0 * 1,1 ug/100g), em um dado periodo do estagio de
maturagéo, em que as proporgdes de a—caroteno/f—caroteno e de B—carotenc/p-
criptoxantina estao proximas de 1:2.

Estimando as propor¢des de a-caroteno/f-carotenc e de fB-caroteno/pf-—
criptoxantina, por nds encontradas (tanto o-caroteno/f-caroieno como p-
caroteno/p—criptoxantina se relacionam na ordem de 1:2), percebe-se que sao
coincidentes com as proporgdes dos pigmentos, acima mencionadas, para o cv.
Orlando. Em outra pesquisa, também desenvolvida por STEWART (1977 a), que
analisou 0 mesmo cultivar Orlando, as proporgdes dos pigmentos a—caroteno/p—
caroteno encontram-se nesta mesma relagao de 1.2, embora em concentragdes
bem abaixoc da metade dos teores por nés determinados.

No nosso trabalho foi possivel identificar também a presen¢a de um dos
isdmeros de B-caroteno, ndc quantificado por estar em baixa concentracdo
(Figura 52).
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FIGURA 52 - Cromatogramas tridimensional (a), planar (b) e bidimensional (c) da
amostra de laranja utilizada neste estudo. Coluna de Ca(OH). com eluigdo
gradiente de uma mistura de iso-octano e acetona, iniciando com 100% de
iso-octano e terminando em minutos com iso-octano e acetona (80:20),
com uma vazio de 0,5 mL/min. Carotendides provitaminicos identificados: o-
caroteno (5,76 min.); 13-cis-B-caroteno (8,64 min.), frans-f-caroteno (9,84
min.) e p-criptoxantina (34,80 min.).
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Moranga

ARIMA (1987), utilizando CCA em seu estudo e analisando cinco amostras
de moranga “in natura”, da espeécie Curcubita maxima, cv. Exposicao, coletadas
em épocas diferentes, chegou a detectar 17 diferentes carotendides. Os
pigmentos determinados, na ordem de eluigdo nas colunas usadas (MgO e
alumina), com as respectivas variacdes das concentragdes, em ng/g, foram: o—
caroteno (nd26 - 0,2), B-caroteno (3,1 - 28,0), cisC-caroteno (nd - 0,6),
mutatocromo (nd - 0,4), pigmento A nao identificado (tr<7 - 0,8), pigmento B n&o
identificado (nd - 3,8), p-criptoxantina (nd - 0,8), a-criptoxantina (nd - 3,5), 5,8-
monoepoxi-a—criptoxantina (nd - 0,1), taraxantina (5,6-monoepoxi-luteina) (nd -
3,8), violaxantina (nd - 25,8), neoxantina (nd - 4,2), cis-luteina (nd - 9,7), luteina
(7,2 - 25,3), zeaxantina (nd - 9,7), cis-luteoxantina (nd - 0,9) e 3,3 4'- triidroxi-o—
carotenc (nd - 0,1), em um total medio de 46,0 ng/g de pigmentos. O carotendide
presente em maior concentragao foi o B—caroteno na forma trans (média de 16,6
ng/g), sem a presenga de seus isOmeros geométricos, correspondendo a 36,2%
do total dos pigmentos carotendides. Os compostos vindos a seguir, na ordem
decrescente de concentracdo, foram a luteina, violaxantina e zeaxantina,
proporcionais a 29,3, 17,9 e 5,2%, respectivamente, seguidos da a—criptoxantina
e taraxantina (2,4 e 2,2%); os demais foram encontrados em baixas guantidades.
Dentre esta composigio bastante complexa, os compostos que contribuem para o
valor de vitamina A, conforme as suas quantidades presentes e considerando as
atividades biolégicas de cada um, sdo: o-caroteno (0,3%), p-caroteno (95,4%),
mutatocromo (0,3%), a—criptoxantina (3,2%) e p—criptoxantina (0,8%).

Qutros trabalhos utilizando CLAE, como o de CHANDLER e SCHWARTZ
(1987), que fizeram uso de coluna de hidréxido de calcio, encontraram em
abdbora fresca (nfo citando a variedade) 13-cis-, 9-cis-, e trans-B-caroteno nas
propor¢ées de 15,3%, 9,7% e 75%, respectivamente. Por outro lado, BUSHWAY
(1986), durante a determinac&o de a— e B—caroteno em aigumas frutas e vegetais
crus, usando coluna octadecil e analisando inclusive isdmeros, detectou em
aboboras provenientes de diferentes areas de comercializagdo, apenas j-
caroteno. KHACHIK e BEECHER (1988), analisando carotendides livres e
complexados em algumas morangas da espécie C. maxima e em seus produtos,

26 nd - nac detectado.

2y tragos
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ambos destinados a alimencao infantil, encontraram como principais componentes
carotendides a luteina, suas varias formas ésteres, f-caroteno e seu isdmero
15,15’ -cis-B—caroteno. Como instrumentos de separacdo usaram coluna de fase
reversa (Cig) € uma combinac&o de procedimentos isocratico e gradiente de
eluicdo, observando que os niveis dos pigmentos foram diferentes para a mesma
variedadede de moranga, quando nativas de diferentes locais. Os pesquisadores
sugeriram que tais diferencas dos teores de carotendides foram devido a
combinagao de fatores genéticos, meio ambiente e nutricdo das plantas.

HOLMES et al. (1948) ja haviam mencionado este fato num estudo com
variedades de abdboras e morangas de inverno. Os resultados demonstraram
uma variagado na composi¢do dos carotenos entre as variedades, até mesmo
dentro de uma Unica espécie, apesar das plantas terem sido cultivadas no mesmo
solo e tratadas com as mesmas quantidades e tipo de nutrientes. Estas variacbes
podem ser vistas, nos resultados obtidos por ARIMA (1987).

Apesar destas colocagbes, neste estudo, os valores encontrados (Tabela 6)
estdo entre os relatados por ARIMA (1987) e, da mesma forma, nao foram
detectadas as presengas dos isOmeros cis do B-caroteno. O contetido médio do
composto predominante (B-caroteno) por nos determinado (0,90 * 0,17 mg/100g),
se enquadra na faixa de 0,31 a 2,80 mg/100g, determinada por ARIMA. A Figura
53 apresenta um cromatograma tipico das amostras de morangas estudadas.
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FIGURA 53 - Cromatogramas tridimensional (a), planar (b) e bidimensional (c) da
amostra de moranga utilizada neste estudo. Coluna de Ca(OH), com eluicdo
gradiente de uma mistura de iso-octano e acetona, iniciando com 100% de
iso-octano e terminando em 60 minutos com iso-octano e acetona (80:20),
com uma vazdo de 0,5 mL/min. Carotendide provitaminico identificado: -
caroteno (8,28 min.)
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5 CONCLUSAO

Embora a coluna de Ca(OH)2 tenha apresentado melhor separagao dos

isdmeros geomeétricos estudados € necessario otimizar a resolugao de outros
carotendides provitaminicos nao observados neste estudo. Além disso, a
indisponibilidade deste tipo de coluna no mercado dificulta sua utilizag&o por la-

boratérios que n&c estejam capacitados para ¢ recheic de coluna.

As colunas de fase reversa, utilizadas com eficiéncia em alguns casos na
separacao de isbmeros de carotendides provitaminicos, se limitam ainda a poucas
unidades de algumas marcas comerciais, tornando necessario estudo que
esclareca esta caracteristica e fazendo com que quem trabalha nesta area tenha
alternativas a disposi¢ao.

A coluna de hidroxido de calcio apresentou-se como um instrumento
eficiente para a avaliagdo de carotendides provitaminicos, inclusive pela
separacdo de isOmeros que, quando ndo separados, potenciam em alguns casos,
os valores vitaminicos finais.

A utilizagdo de um sistema de gradiente neste estudo, permitiu a avaliagao
de xantofilas como a B-criptoxantina. Todavia, este mesmo sistema gradiente
provoca uma demanda de tempo bastante grande, entre as injegbes, para o
recondicionamento & fase inicial. Ha, portanto, a necessidade de se continuar os
estudos com colunas de hidroxido de calcio, procurando otimizar a resolucéo de
outros isémeros e diminuir o tempo de analise, bem como estabelecer um padréo
interno adequado para as condigbes cromatdgraficas estudadas.

Pela complexidade dos carotendides, geraimente presentes nas amostras de
alimentos, & muito dificil um unico procedimentc cromatografico para as suas
determinacgbes, sendo necessario, nestes casos, a priorizagdo dos pigmentos a
serem analisados e a utilizagdo de métodos complementares, como a CCA.
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Nomes triviais e semi-sistematicos dos carotendides mencionados neste trabalho.

Nome trivial

Nome semi-sistematico

Acido B-apo-8'-carotendico

Acido B-apo-10'-carotendico
Acido B-apo-12'-carotendico
Acido p-apo-14'-carotendico

Actinioceritrina

Anteraxantina

B-Apo-2'-carotenal

B-Apo-8'-carotenal (f—Apo-2-carotenal,
B-Carotenal)

B-Apo-10'-carotenal (B—-Apo-3-
carotenal)

B3-Apo-12'-carotenal (p—Apo-4-
carctenal)

p-Apo-14'-carotenal

Acido 8'-apo-B-caroten-8'-dico

Acido 10'-apo-p-caroten-10’-dico
Acido 12'-apo-B-caroten-12'-6ico
Acido 14'-apo-B-caroten-14"-éico

3,3-Bisaciloxi-2,2’-dinor-3, 3-caroteno-
4.4’ -diona

5,6-Epbxi-5,6-diidro-3,8-caroteno-3,3'-
diol

3' 4'-Didesidro-2'-apo-p—caroten-2'-al

8'-Apo-p—caroten-8'-al
10'-Apo-B—caroten-10'-al
12’-Apo-f3—caroten-12’-al

14'-Apo-[f—caroten-14'-al

(continua)
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Nome trivial

Nome semi-sistematico

Apo-2-licopena! (Apo-6'-licopenal)
Astaxantina

Aurocromo (B—Caroteno-5,8:5',8'-
difuranoxido)
3,4,3',4'-Bisdesidro-p—caroteno
1,1'-Bisdimetil-1,1'-bisetil-B—caroteno
Cantaxantina

a-Caroteno

13-cis-a-catoteno

B—Caroteno

9-cis-B-catoteno

13-cis-B-catoteno

v—Caroteno

8-Caroteno

£-Caroteno

B—Caroteno-5 6-monoepéxido

B-Caroteno-5,6:5" 6'-diepdxido

a-Criptoxantina
B-Criptoxantina (Criptoxantina)

3,4-Desidro-B-caroteno

6'-Apo-y—caroten-6’-al

(35,38")-3,3'-Diidro-B,B—caroteno-4,4'-
diona

5,8:5' 8'-Diepdxi-5,8,5' 8'-tetraidro-p,B-
caroteno

3,4,3' 4'-Didesidro-3,3-caroteno
1,1'-Bisdimetil-1,1'-bisetil-,3-caroteno
B,B—Caroteno-4,4'-diona
(6'R)-B,e-Caroteno
13-cis-B,e-Caroteno
B.B—Caroteno
9-cis-p.,B-Caroteno
13-cis-B,p-Caroteno
,y-Caroteno

(6 R)-g,yw—Caroteno

7.8,7" 8-Tetraidro-y, y—caroteno

(5R,65)-5,6-Epoxi-5,6-diidro-B,5—
caroteno

5,6:5',6'-Diepdxi-5,6,5',6'-tetraidro-f,p—
caroteno

(3'R,6'R)-p,e—Caroten-3'-ol
(3R)-B,p—Caroten-3-ol

3,4-Desidro-f3,p—caroteno

{continua)
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Nome trivial

Nome semi-sistematico

2,2'-Dimetil-p—caroteno

Dipaimitato de zeaxantina

Equinenona (Mixoxantina)

Fitoeno (Fitoeno natural)

Fitoflueno (crs-Fitoflueno)

Flavoxantina

Foenicopterona
Isocriptoxantina

Isozeaxantina (4,4'-Diidroxi-B—
caroteno)

Licopeno
Luteina

Luteoxantina

5,8-Monoepoxi-u-criptoxantina

Mutatocromo (p—caroteno-5,8-
furanoxido)

Mutatoxantina (Citroxantina,
zeaxantina furanoxida)

Neoxantina

2.2'-Dimetil-B,p—caroteno

(3R, 3’ R) - B,p—Carotenc-3,3'-diol
dipalmitato

B,p—Caroten-4-ona

15-cis-7,8,11,12,7°,8',11',12'-Octaidro-
W, y-caroteno

15-cis-7,8,11,12,7",8' -Hexaidro-y,y-
caroteno

(38,5R,8R, 3'R, 6" R)-5,8-Epoxi-
5,8-diidro-B,e-caroteno-3,3'-diol

B,e-Caroten-4-ona
B,B-Caroten-4-ol

B,p—Carotenona-4,4'-diof

y,y-Caroteno
(3R,3'R,6'R)-p,e—Caroteno-3,3'-diol

5,6:5,8-Diepbxi-5,6,5,8'-tetraidro-f3,8-
caroteno-3,3'-diol

5,8-Epdxi-5,8-diidro-p,e-caroten-3'-ol
5,8-Epoxi-5,8-diidro-p,-caroteno
(3S,5R,8RS,3'R)-5,8-Epdxi-5,8-diidro-
B,p—caroteno-3,3-diol

(3S,5R 6R,3'S 5'R,6'S)-5 6'-epdxi-6,7-

didesidro-5,6,5 6'-tetraidro-3,3-
caroteno-3,5,3'-triol

(continua)
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ANEXO I {continuacdo)

Nome trivial Nome semi-sistematico
Neurosporeno 7,8-Diidro-y,y-caroteno
Nonaprenoxantina 2-(4-Hidroxi-3-metil-2-butenil)-

7'.8' 11" 12 -tetraidro-¢,y-caroteno)

Osciloxantina 2,2’-Bis(p-L-ramnopiranosiloxi)-
3,4,3 4 tetradesidro-1,2,1’, 2’-tetraidro-
v, w-caroteno-1,1'-diol

Semi-g-carotenona (5,6-Seco-f,s--caroteno-5,6-diona)

Taraxantina (5,6-Monoepoxi-luteina) (35, 5R 65,3'R,6'R)-5,6-epoxi-5,6-
diidro-f,e-caroteno-3,3'-diol

3,3, 4'-Triidroxi-o.-caroteno 3,3, 4’-Triidroxi-p.e-caroteno
Violaxantina (35,5R, 65,3 §,5R,6 8)5,6,5,

&' - Diepbxi - 5, 6, 5°,6'- tetraidro - j3, -
caroteno-3,3'-diol

Zeaxantina (3R,3'R)-B,p-Caroteno-3,3'-diol
a-Zeacaroteno 7’,8-Diidro-g,y-caroteno
-Zeacaroteno 7'.8'-Diidro-B,w—caroteno

Zeinoxantina {3 R, 6 R)-B,e-Caroten-3-ot




