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RESUMO

PACHECO, Sidney. Preparo de padroes analiticos, estudo de estabilidade e parametros
de validacio para ensaio de carotenédides por cromatografia liquida. Seropédica: UFRRJ,
2009. 106p. (Dissertagdo, Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ci€ncia dos
Alimentos).

A vitamina A € essencial aos seres humanos sendo ingerida através de alimentos de origem
animal como carnes € ovos, ou obtida através da conversdo dos carotendides pro-vitaminicos
presentes principalmente em frutas e vegetais. A deficiéncia de vitamina A (retinol) € o maior
problema nutricional em populagdes subdesenvolvidas e suas conseqii€ncias sdo a
xeroftalmia, cegueira e morte prematura, especialmente em criangas. A vitamina A € também
importante na manutengdo do crescimento, na eficiéncia reprodutiva, na manutengdo dos
tecidos epiteliais e na prevencdo de queratinizagdo, além de apresentar uma importante a¢do
na resposta imunoldgica. A ingestdo deficiente de vitamina A, especialmente em populagdes
de paises subdesenvolvidos ou populagdes pobres de paises desenvolvidos, € o maior
problema nutricional da atualidade. Cerca de 4,4 milhdes de criangas em idade pré-escolar
apresentam danos a visdo devido a deficiéncia desta vitamina e anualmente 250 a 500 mil
dessas criangas acabam cegas. Os carotenoides sdo a fonte de retinol mais importante em
populagdes onde a ingestdo dessa vitamina € baixa. Desta maneira, a sua correta analise, tanto
qualitativa quanto quantitativa, em alimentos € muito importante. Neste trabalho,
desenvolveu-se uma metodologia cromatografica especifica para a separagdo dos carotenoides
e seus isomeros. Este estudo propds a otimizacdo da separagdo cromatografica dos principais
carotendides encontrados em alimentos e a posterior validagdo do método implantado. Para
isto foi necessdrio o isolamento dos padrdes desses carotendides em quantidades e purezas
suficientes. Uma avaliagdo da estabilidade dos padrOes preparados foi realizada para
determinar as melhores condigdes de armazenamento, assim como o perfodo maximo de
armazenamento. O isolamento dos padrdes deu-se por cromatografia aberta com posterior
quantifica¢do espectrofotométrica e determinagdo da pureza através de CLAE. Avaliaram-se
diversas matrizes naturais como fonte dos carotendides de interesse € foram descobertas
novas matrizes com caracteristicas melhores que as usuais para o isolamento desses padroes,
produzindo padrdes com purezas cromatograficas superiores a exigéncia minima de 90%. O
estudo de estabilidade mostrou que € possivel o armazenamento dos padrdes, em misturas
multi padrdes prontas para o uso para calibragdo cromatogrifica externa, por mais de 370
dias. A validag¢do mostrou que o método implantado e otimizado € seletivo, sensivel, linear € a
faixa de trabalho para a andlise dos carotendides em amostras de alimentos foi estabelecida
em 0,5 a 8,0ug/mL para cada carotenoide.

Palavras-chave: carotendides; vitamina A; validacdo de métodos analiticos



ABSTRACT

PACHECO, Sidney. Preparation of analytical standards, study of stability and validation
parameters of the test of carotenoids by liquid chromatography. Seropédica: UFRRJ,
2009. 106p. (Dissertation, Master in Science and Technology of Food, Liquid
Chromatography).

Vitamin A is essential to the human beings, being ingested through animal sources as meat
and eggs, or gotten for the conversion of pro vitamin carotenoids found mainly in fruits and
vegetables. The vitamin A deficiency is the major nutritional problem that affects
underdeveloped populations. As a consequence of this deficiency, xerophthalmia, blindness
and premature death can occur, mainly in children. Vitamin A is also important for growth
maintenance, for reproductive efficiency, maintenance of the epithelial tissues and
keratinization prevention, beyond presenting an important role into the immunological
response. Nowadays, the deficient intake of vitamin A is the major nutritional problem found
into developing countries populations or poor population of the developed countries. Around
of 4.4 million of children, within preschool age, are presenting vision damages due to the
deficiency of this vitamin, every year about 250-500 thousand children become blind.
Carotenoids are the most important source of retinol for populations in which the
consumption of this vitamin is low. For this reason, quantitative and qualitative analysis of
carotenoids in foods is very important. In this work, a specific chromatographic methodology
was developed to separate the carotenoids and their isomers. Chromatographic separation of
the main food carotenoids was optimized and validated. The chromatographic standards were
isolated with appropriated amount and purity, and their stability was evaluated to determine
the better conditions of storage, as well as shelf life. The isolation of all chromatographic
standards was carried out with open column, quantification was done using
spectrophotometry and purity evaluation was measured by HPLC. Many matrices have been
evaluated as a source of standards, some new sources were found and showed better
characteristics, as purity higher than 90%, if compared with those, frequently, used for this
purpose. The study of stability showed that mixtures of carotenoids used as external standard
for calibration can be storage more than 370 days. Validation study showed that this
methodology of analysis has good selectivity, sensitivity and linearity in a concentration
range from 0.5 to 8.0 pug/mL for each carotenoid.

Key words: carotenoids; vitamin A; validation of analytical methods
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1 INTRODUCAO

Devido a sua caracteristica de dar coloragdo aos tecidos animais € vegetais onde estdo
presentes, os carotenoides sdo alvo de cientistas e de curiosos ha muito tempo.

Sdo os metabdlitos secundarios que aparecem na natureza em maior quantidade e a
investigagdo de suas fungdes e propriedades ja somam mais de 150 anos de estudos.

A proépria invengdo da cromatografia liquida mistura-se a histéria dos carotendides,
pois foi desenvolvida para separar os componentes coloridos das plantas.

Muitas outras propriedades dos carotendides foram descobertas, como: sua capacidade
de serem convertidos em vitamina A, suas propriedades antioxidantes, sua acdo na melhora da
acuidade visual e sua acdo contra doencas degenerativas, como cancer, catarata e cegueira.

Frente a tantas promissoras propriedades, os carotendides acabaram por agregar
propriedades funcionais aos alimentos que os contém e o interesse em seu estudo vem
crescendo e envolvendo dreas diversas do conhecimento.

A demanda por metodologias analiticas cada vez mais rdpidas, precisas e sensiveis
cresceu na mesma velocidade e a cromatografia liquida € hoje a metodologia mais utilizada na
andlise dos carotendides.

Por ser uma classe de substancias que tem em comum a caracteristica da instabilidade
quimica, de reagir facilmente com espécies radicalares e oxidantes, além de sofrer
isomerizagdes geométricas, a probabilidade de ocorrer erros analiticos gerando dados
subestimados € compreensivel.

Outro problema na determinagdo analitica dos carotendides reside na dificuldade de
obtencdo de padroes analiticos em quantidades aprecidveis, com pureza adequada, alta
estabilidade quimica e que possam ser transportados e armazenados sem que haja alteracoes.

Devido a diversidade das matrizes estudadas e a propria diversidade de substincias
classificadas como carotendides, as metodologias de extragdo e andlise descritas sdo
numerosas. Dessa maneira torna-se fundamental o processo de validagdo das metodologias

analiticas empregadas com esse propdsito.



Os principais objetivos deste trabalho foram:

v Isolar os principais carotendides encontrados nos alimentos para posterior uso
como padroes analiticos, com purezas compativeis com a t€cnica de cromatografia

liquida. E em quantidades suficientes.

v' Avaliar a estabilidade quimica dos padrdes preparados e sua viabilidade no
decorrer do tempo em funcdo da presenca de oxigénio, do efeito da luz e da

temperatura.
v Otimizar o método cromatografico.
v Avaliar os principais parAmetros de validacdo do método otimizado (seletividade,

linearidade, faixa de trabalho, sensibilidade, limites de deteccdo e quantificacao,

exatiddo e precisao).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Os carotendides na natureza

Os carotendides sd@o uma grande familia de substincias, onde mais de 600 ja foram
identificados e suas estruturas quimicas elucidadas. Muitas cores que vemos na natureza sao
resultado da presenga e combinagdo destes carotendides (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

Sdo responsaveis pelas cores de muitas frutas vermelhas (tomates, melancia, goiaba e
caqui), amarelas (manga, banana e meldo) e alaranjadas (abdbora, mamado, laranja e
tangerina). Mas também estdo presentes em outros tecidos vegetais como flores, raizes
(cenoura), sementes (milho, urucum) e, de maneira ndo tdo evidente, nas folhas verdes, em
especial nas de coloragdo escura (espinafre, couve e brocolis) (Figura 1).

Nas folhas, os carotendides estdo sempre associados a clorofila e ao contrdrio do que
ocorre nas frutas, sua composi¢do qualitativa praticamente ndo varia. Neste caso, a coloragdo
caracteristica da presenca dos carotendides estd encoberta pela alta concentragio de clorofila.
Ao ocorrer degradagado da clorofila, as folhas em geral tornam-se amarelas, revelando entdo a
presenca dos carotenodides.

No amadurecimento das frutas observa-se uma intensa produgdo de carotendides, que
juntamente com a degradacdo da clorofila, produz a cor caracteristica do fruto maduro. Na
natureza, tal mudanga de cor tem fungdo atrativa para agentes dispersores de sementes, como
passaros e mamiferos.

O processamento dos alimentos, em especial os tratamentos térmicos, em geral ndo é
suficiente para promover a degradacgdo total dos carotendides. Ao contrdrio, em alguns casos
melhoram a sua biodisponibilidade devido ao amolecimento dos tecidos € rompimento das
células (SCOTT & ELDRIDGE, 2004; KRINSKY & JOHNSON, 2005).

2.1.1 Carotenoides em animais

Apesar dos carotendides ndo serem produzidos pelos animais, estes estdo largamente
distribuidos em seus tecidos. As cores apresentam fungdes importantes de sinalizacdo e
comunicagdo entre individuos de muitas espécies de animais. Muitos peixes, alguns usados
como ornamentais, apresentam coloragdes caracteristicas na ocasido da corte nupcial,
coloragdo esta devida a presenga de carotenoides (DAVIES et al., 2008).

Nas aves a cor também apresenta fungdes vitais: sinalizagdo, corte nupcial, defesa,
mimetismo, entre outras.

Todos os animais que se utilizam de carotendides para produzir padrdes de coloracio
devem obté-los em sua dieta. Isto se torna determinante quando se deseja a criagdo comercial
ou a manutengdo em cativeiro de tais animais, pois terdo sua dieta restrita e a ndo ingestdo de
carotendides provocard alteragcdes em seus padroes de coloragdo.

Atualmente, o mercado de corantes naturais, para a incorporagao de carotendides em
racOes para a alimentacdo de peixes (trutas e salmodes) e aves (candrios etc.), movimenta
milhdes de dolares todos os anos.

A colorag@o caracteristica do salmao, truta, camarao, flamingo, guard e muitos outros
animais € funcdo da presenca de carotendides, em especial da astaxantina e da cantaxantina
(Figura 1).









2.2 Um breve historico do estudo dos carotenoides

Devido a sua coloragdo intensa, os carotendides vem despertando interesse de
cientistas a muito tempo. Data de 1831 o primeiro isolamento dessas substincias a partir de
cenouras feito por Heinrich Wilhelm Ferdinand Wackenroder (1798-1854). Derivando do
inglés “carrot” (cenoura), Wackenroder batizou as substancias de carotenos (FRANK ez al.,
2004).

Berzelius, em 1837, ao isolar carotendides de folhas batizou os compostos amarelos
obtidos de xantofilas, do grego xanthos para amarelo e phyll para folhas.

Em 1860, Fremy fez a primeira revisdo do conhecimento sobre os carotendides até
entdo e em 1902 ja havia 800 publica¢bes sobre o assunto.

Dentre as descobertas da época, destaca-se a descoberta que um dos dois pigmentos
majoritarios encontrados em folhas era idéntico a um dos pigmentos da cenoura. Xantofilas
foram descobertas em algas e uma xantofila (lutefna) foi descoberta na gema do ovo,
demonstrando ndo tratar-se de pigmentos exclusivos de folhas.

Em 1938, Strain usou o termo carotenos para os hidrocarbonetos e xantofilas para os
carotenos oxigenados. No entanto, Borget sugeriu que as xantofilas fossem denominadas
carotendis, devido a sua estrutura quimica e por ndo serem exclusivas de folhas. Esta
nomenclatura chegou a ser usada, a luteina era denominada luteol, violaxantina violaxantol,
zeaxantina zeaxantol e assim por diante. Mas a nomenclatura proposta por Strain voltou a ser
aceita sendo usada até hoje.

A primeira separacdo e purificacdo dos carotendides € creditada ao botinico russo
Tswett (1906, 1911), que inventou a cromatografia liquida para a separagdo das substancias
coloridas das folhas. Tswett ainda inseriu a concep¢do de uma familia formada por muitos
compostos, os carotendides (carotenos e xantofilas).

A Figura 3 € uma reprodugdo da separagdo feita por Strain em 1938, semelhante a
realizada por Tswett, onde ¢ mostrada a separagdo dos carotendides em dois sistemas
cromatograficos.

Em 1934, ji se sabia que a molécula do B-caroteno, assim como as de outros
carotendides, era simétrica. Sabia-se também que a molécula da vitamina A era quimicamente
igual 2 metade de uma molécula de B-caroteno.

Em 1948, aproximadamente 80 carotendides ja eram conhecidos € a metade deles ja
estava com suas estruturas estabelecidas, em 1950 chegou-se a sintese do B-caroteno
(FRANK et al., 2004).

A nomenclatura oficial dos carotendides foi estabelecida em 1974 pela International
Union cf Pure and Applied Chemistry e pela International Union cf Biochemistry (IUPAC,
1974).






2.3 Biossintese dos carotenodides

A biossintese dos carotendides € uma via da rota dos isoprendides, muitos dos genes e
enzimas das etapas iniciais sdo comuns a biossintese de todos os derivados isoprenodides e sdo
bem conhecidos. A primeira etapa da rota exclusiva dos carotendides € a condensagdo de duas
moléculas Cy, geranilgeranilpirofosfato (GGPP), para formar o fitoeno, que € o primeiro
precursor dos carotendides com 40 atomos de carbono. Quatro insaturagdes geram entdo o
fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno e o licopeno, todos carotendides aciclicos.

O licopeno pode entdo sofrer ciclizagdo em um ou ambos os lados da cadeia para
formar os carotendides monociclicos (y-caroteno e d-caroteno) e diciclicos (a-caroteno e -
caroteno), respectivamente. As etapas de oxigenag¢do que levam a formacdo dos dlcoois,
cetonas e epoxidos, além de outras modificagdes estruturais como esterificac@o, por exemplo,
s@o os passos finais da biossintese.

Essa aparente complexidade da rota de biossintese dos carotendides resulta em um
grande numero de estruturas e aproximadamente 700 carotendides ja foram descritos e
isolados de fontes naturais (HORNERO-MENDEZ & BRITTON, 2002).

Os carotenoides sdo sintetizados por bactérias, algas, fungos e plantas superiores. Com
exce¢do de alguns poucos carotenoides produzidos por bactérias, que apresentam 30, 45 ou 50
atomos de carbono, os carotendides com 40 carbonos representam a maioria das estruturas
conhecidas, sendo os carotendides produzidos por bactérias os que apresentam maior
diversidade (SANDMANN, 2000).


















Devido ao fato da reacdo parecer um simples rearranjo que ndo envolve nenhuma
modificagio no nivel de oxidagdo, o envolvimento do NAD" ou NADH na reagdo nio seria
esperado. No entanto, estudos de Schnurr ef al. (1996) com a enzima ciclase mostraram que,
quando o licopeno € fornecido como substrato, NADPH € requerimento absoluto para a
ciclizacao.

Essa descoberta gerou duvidas sobre o mecanismo de ciclizagdo, ou ao menos
mostrou que este € mais complexo do que se pensava, sendo necessdria nova investigagdo
para a elucidagdo desta etapa fundamental da biossintese dos carotendides (HORNERO-
MENDEZ & BRITTON, 2002).

O estudo in vitro conduzido por Hornero-Mendez e Britton (2002) provou que ndo ha
transferéncia de hidrogénio do NADPH durante a ciclizagdo, no entanto este participa
indiretamente da reagdo. O mecanismo permanece desconhecido, mas o modelo previamente
proposto, onde a reagdo € iniciada pela adi¢do de um hidrogénio da dgua do meio ao C; do
precursor licopeno, foi confirmado.

A formacdo dos anéis P e €-ionona ocorre sob controle de genes diferentes,
conseqiientemente, o B-caroteno € formado pela acdo de uma unica enzima, a licopeno B-
ciclase. No caso da formacdo do a-caroteno, duas enzimas diferentes, licopeno B-ciclase e
licopeno €-ciclase, estdo envolvidas. Andlises genéticas complementares demonstraram que a
enzima €-ciclase forma apenas um anel enquanto a B-ciclase introduz dois anéis ao licopeno,
ou um anel adicional ao d-caroteno que ¢ o equivalente a molécula de licopeno com um anel €
(Figura 9) (SANDMANN, 2000).

As xantofilas, que sdo os carotendides oxigenados, sdo enzimaticamente formadas pela
oxidag@o do a-caroteno e B-caroteno. Grupos tipicos sdo hidroxilas na posi¢do Cz dos anéis B
e e-ionona, epoxido nas posicdes Cs¢ do anel f-ionona e o grupo cetona na posi¢do C, (Figura
9) (SANDMANN, 2000).
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2.4.2 Transgenia do tomate

Algumas variedades de tomate apresentam teores de licopeno maiores que 10mg/100g
do produto fresco, mesmo assim muitos pesquisadores vém tentando aumentar os teores de
licopeno através de engenharia genética.

Novamente resultados inesperados foram obtidos, pois com a transgenia os tomates
ndo acumularam mais licopeno e ainda acabaram produzindo menos carotendides totais. A
boa noticia ¢ que mais de 50% desses carotendides totais foram de P-caroteno (mais de
S5mg/100g), o que fez com que os frutos se tornassem alaranjados. A modificagdo € dominante
e transmitida para os descendentes. Nesses niveis a dose didria recomendada de B-caroteno
pode ser atingida com apenas 120g de tomate (GIULIANO er al., 2000).

2.4.3 Transgenia da canola

As sementes e 6leo de canola (Brassica napus) contém teores muito baixos de [3-
caroteno. A manipulag@o genética propiciou um aumento de 300 vezes neste teor, elevando os
niveis de P-caroteno a niveis similares aos encontrados em 6leo de palma (dendé)
(GIULIANO et al., 2000).

2.4.4 Transgenia do tabaco

A astaxantina, um cetocarotendide encontrado em bactéria marinha, € muito utilizado
como aditivo alimentar para peixes. Foi produzida por transgenia em flores de tabaco, que
acumularam astaxantina e cantaxantina sem alteracdo do contetido de carotendides das folhas
da planta (GIULIANO et al., 2000).

2.5 Relacio entre a cor e a estrutura quimica dos carotenodides

O espectro na regido UV/Vis dos carotendides € de grande importincia para o analista,
pois fornece valiosas informagdes sobre a estrutura da substincia. O espectro caracteristico
dos carotendides € conseqiiéncia da presenga da longa cadeia com duplas ligagdes conjugadas.

Moléculas organicas podem absorver luz nas regides do ultravioleta e do visivel, como
consequéncia desta absor¢do de luz ocorrem transi¢oes eletronicas que levam a molécula a um
estado de maior energia (estado excitado).

No caso dos carotenodides essas transigoes eletronicas sdo dos orbitais 7 (ligantes) aos
orbitais * (antiligantes). Devido a deslocalizagdo dos elétrons através das conjugacdes do
cromoforo, o estado excitado da molécula € relativamente de menor energia, de modo que em
geral a absorcdo da luz visivel € suficiente para promover as transigoes.

Quanto maior o numero de duplas ligagdes conjugadas (DLC), menos energia é
necessdria para promover a excitagdo e conseqiientemente o valor do comprimento de onda
maximo de absor¢do € maior. Ao menos 7 DLC s@o necessdrias ao carotendide para que haja
percepgio de cor pelo olho humano. O {-caroteno, com 7 DLC, tem coloragio amarelo pélida,
enquanto o fitoeno e fitoflueno com 3 e 5 DLC, respectivamente, sdo incolores
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2006).

Carotendides aciclicos tém absor¢do médxima em comprimentos de onda maiores que
os carotenoides ciclicos com o mesmo nimero de DLC. O que pode ser explicado pelo fato de
quando a conjugagdo se estende ao anel ocorrem tensdes de anel, pois as DLC dos anéis ndo
s@o coplanares com o restante da cadeia.
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2.6 Diferencas de absorcao dos carotendides em diferentes solventes

Um grande desafio na analise dos carotenodides € o fato de existir uma grande variagio
de polaridade entre as substancias, existindo desde carotendides apolares até polares. Em um
experimento de avaliagdo da variacdo espectral dos principais carotendides em hexano e
metanol, Lun-Yi Zang et al. (1997), demonstraram que a luteina apresenta espectro de
absor¢@o praticamente invaridvel nestes dois solventes, enquanto zeaxantina, licopeno e [3-
caroteno apresentam espectros diferentes em fungdo do solvente utilizado.

Solugdes de zeaxantina em hexano apresentaram valores de absorvancia nio lineares
com o aumento da concentracgdo, sugerindo baixa solubilidade que pode levar a zeaxantina a
formar pequenos cristais ou polimeros nas concentragdes mais altas.

A solubilidade da luteina em hexano € de 20mg/L, enquanto que em metanol € de
200mg/L. Para zeaxantina, a solubilidade em hexano é de apenas 2mg/L. E interessante
verificar esta grande diferenca de solubilidade entre estes dois carotendides que diferem entre
si apenas pela posi¢do de uma dupla ligacao.

Os autores demonstraram ainda que o B-caroteno ¢ capaz de formar microcristais em
concentragdes de 3mg/L. em metanol, valor este bem abaixo da solubilidade reportada para
este carotendide que € de 10mg/L. em metanol (ZANG et al., 1997).
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2.8 Vitamina A

A deficiéncia de vitamina A (retinol) € o maior problema nutricional em populagdes
subdesenvolvidas e suas consequéncias sdo: cegueira, morte prematura especialmente em
criancas e xeroftalmia ou olho seco, que ¢ uma doenga caracterizada pela ndo produgdo de
lagrimas e dificuldades de visdo. A vitamina A € também importante na manutengdo do
crescimento, na eficiéncia reprodutiva, na manutengdo dos tecidos epiteliais € na prevengdo
de queratinizac@o, além de uma importante acao na resposta imunolédgica.

O problema nas populagdes subdesenvolvidas e carentes resulta da ingestdo deficiente
de vitamina A pré-formada em fontes animais, devido ao baixo consumo de carnes, ovos, leite
e derivados. Nesses casos, a fonte primdria de vitamina A € a pré-vitamina A na forma dos
carotendides, vindos da ingestdo de frutas e vegetais (SCOTT & RODRIGUEZ-AMAYA,
2000).

A recomendagdo didria de ingestdo de frutas e vegetais € de cinco ou mais porg¢des, o
que ¢ suficiente para prover de 3 a 6mg/dia de B-caroteno (IOM, 2000).
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2.8.2 Retinol equivalente (RE) e os fatores de conversao

Em 1967, a Organizagdo Mundial de Saude (FAO/WHO) recomendou que, na
auséncia de dados mais especificos para alimentos, a disponibilidade de PB-caroteno para
absorcdo deve ser tomada como um terco da ingestdo deste carotendide. A efici€ncia de
utilizagdo em humanos deve ser tomada com um sexto, assumindo ainda uma taxa de
conversdo para retinol de 50%. Desta maneira, Img de B-caroteno na dieta deveria ser tomado
como tendo a mesma atividade bioldgica de 0,083mg de retinol (SCOTT & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2000).

Em 1974, a Academia Nacional de Ciéncias e o Conselho Nacional de Pesquisa
(NAS/NRC) propuseram que em adicdo a qualquer expressdo como unidade de atividade
internacional, vitamina A deve também ser fornecida em termos de retinol equivalente,
definido da seguinte maneira:

1ug de retinol
I retinol equivalente (RE) = < 6)Lg de B-caroteno

12ug de outro carotendide pro-vitamina A

Esses valores foram revisados e atualmente os valores aceitos para 1 RE séo:

1ug de retinol
I retinol equivalente (RE) = 12ug de B-caroteno

24ug de outro carotendide pro-vitamina A

No entanto, a maioria dos trabalhos publicados atualmente ainda utiliza a equivaléncia
anterior.

Em 1986, Simpson e Tsou consideraram que as equivaléncias, propostas pela
NAS/NRC foram tomadas de maneira conservadora. Em 1988, a FAO/WHO sugeriram novos
fatores baseados nos teores de ingestao de B-caroteno:

Ingestao de B-caroteno (pLg) Iug RE € igual a
< 1000 > 4ug B-caroteno
1000-4000 »  6ug B-caroteno
> 4000 » 10ug B-caroteno

Os fatores de conversdo dos carotendides em retinol equivalente ainda s@o polémicos e
existem muitas consideragoes a serem discutidas antes de utilizd-los. A simples presenca dos
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carotendides em um alimento ndo € garantia de que esse carotenoide estard disponivel para
absorcdo e conversdo em retinol. Muitos estudos estdo em andamento a fim de se estabelecer
a biodisponibilidade dos carotendides presentes nas matrizes alimentares.

Os carotendides em geral sdo lipossoluveis e a presenga de lipidios na dieta é
fundamental para uma 6tima absorg¢ao.

Nas folhas das plantas os carotendides estdo presentes nas células dentro dos
cloroplastos, desta maneira outro importante pré-requisito para a utilizac@o satisfatoria desses
carotenodides € que a estrutura celuldsica da parede celular seja rompida. Essa ruptura € obtida
geralmente através da cocgdo e mastigagdo do alimento.

No caso de frutas, a estrutura da parede celular ¢ normalmente muito mais fraca que
nas folhas. Além disso, os carotendides sdo encontrados nas gotas de lipidios, quando
presentes, ¢ nos cromoplastos. De modo geral, os carotendides de frutas s@o mais
biodisponiveis que os carotendides de folhas.

Os carotendides liberados durante a alimentacio sdo distribuidos na fase lipidica que,
sob a agdo de enzimas e dcidos digestivos, € convertida em micelas. Na fase aquosa as
micelas sdo distribuidas na forma de uma suspensdo estdvel. Transportados a mucosa
intestinal, uma fragdo dos carotendides sofre a agdo da enzima responsdvel pela conversiao em
retinol que € entdo absorvido e transportado até o figado onde € armazenado.

A atividade enzimdtica ainda depende de outros fatores, evidéncias sugerem que €
aumentada pela deficiéncia de vitamina A e reduzida pela deficiéncia de proteinas. Estudos
ainda demonstram que a enzima ¢ seletiva, pois na presenga de B-caroteno e Q-caroteno ela
metaboliza preferencialmente o 3-caroteno (THURNHAM, 2007).

Além disso, a variacdo da concentracdo dos carotendides nos alimentos € muito
grande, mesmo quando se tratando do mesmo tipo de alimento. H4 alteragdes devido as
diferencas de variedades, estdgio de maturagdo, condigdes climaticas, condi¢des de cultivo,
tipo de processamento empregado, etc.

A eficiéncia da absor¢do dos carotendides ainda ¢ afetada pela quantidade ingerida do
carotendide, tipo de processamento utilizado (cozimento, etc.), presenca de outros
componentes que podem estimular (lipidios) ou inibir (fibras) a absorcao, efeitos de matriz,
interagOes entre os carotenoides, caracteristicas individuais, estado de saude (infestagdo
parasitdria), estado nutricional, etc.

Borel et al. (1998) estudaram o efeito do alimento preparado com adi¢do de 120mg de
B-caroteno em Oleo fornecido a voluntdrios sauddveis. Concluiram que a eficiéncia da
absor¢ao intestinal do B-caroteno nos voluntdrios ¢ altamente varidvel, no entanto, parece ser
uma caracterfistica constante em cada individuo.

Desta maneira conclui-se que a equivaléncia do -caroteno em retinol varia
grandemente entre individuos. Os autores sugerem que enquanto novos dados sobre o
potencial de absor¢do de carotendides ndo sejam conhecidos, qualquer valor calculado de
retinol equivalente dos pré-vitaminicos deva ser tratado com cuidado (SCOTT &
RODRIGUEZ-AMAY A, 2000).

As grandes variagOes de teores dos carotendides em uma mesma matriz, as variagoes
de capacidade de absor¢do dos carotendides de cada individuo e a grande variagdo de
biodisponibilidade das matrizes, demonstram que simples fatores de conversdo sdo
inapropriados. Desta maneira alguns autores sugerem que o uso de dados em equivalentes de
retinol devam ser abandonados, € as tabelas de composi¢do de alimentos devam reportar
apenas os teores de retinol e os teores dos carotendides individuais presentes no alimento
(SCOTT & RODRIGUEZ-AMAY A, 2000).

No entanto os fatores de conversdo sao largamente utilizados na drea de saude € o seu
simples abandono deixaria tais profissionais sem estas importantes referéncias.
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2.9 Importancia dos carotendides na dieta humana
2.9.1 Rela¢io com processos inflamatérios

O B-caroteno e outros carotendides pré-vitaminicos podem ser encontrados no plasma,
desta forma estima-se que a quantidade dos carotendides da dieta esteja em excesso em
relacdo a atividade da enzima B-caroteno-15,15-dioxigenase. Os carotenéides do plasma ndo
podem ser convertidos em retinol, dessa maneira sugere-se a participagdo destes carotenoides
em outros processos biolégicos que ndo apenas a produgao de retinol (THURNHAM, 2007).

A presenca de P-caroteno no plasma de individuos com baixas concentracdes
plasmaticas de retinol indica que, neste caso, o baixo nivel de retinol ndo € causado por
deficiéncia de ingestdo de carotendides. J4 foi correlacionada a queda da concentragdo
sanguinea de retinol com situacdes que ndo a deficiéncia de ingestdo, como por exemplo, a
presenga de inflamagdo (THURNHAM, 2007).

A concentragdo dos carotendides no plasma sanguineo também ¢ influenciada por
estados inflamatérios. Estudos demonstraram que a concentracdo sanguinea de carotendides
em criangas com infec¢do caiu para 20% da concentragdo normal, 24 a 72 horas apds o inicio
da infec¢do (CSER et al., 2004).

Em estudo com galinhas, a concentra¢do sanguinea de luteina foi reduzida em 71%
quatro dias ap0s a instalagdo de quadros infecciosos, continuando a decrescer nos tecidos 10
dias apds o término do quadro infeccioso (TYCZKOWSKI er al., 1991; JENKINS er al.,
2008).

Essas alteracdes nas concentragdes dos carotendides do sangue, durante processos
infecciosos, estdo diretamente ligadas a resposta do organismo a inflamacfo, e sugerem sua
participag@o na imunoprotecdo (THURNHAM, 2007).

2.9.2 Atividade antioxidante e pré-oxidante

Apo6s a comprovacgdo da propriedade de fotoprotegdo promovida pelos carotendides
em plantas, surgiram vérios estudos a fim de avaliar também os efeitos antioxidantes dos
carotendides em animais. No entanto, existem resultados tratando os carotendides como
antioxidantes € também como pro-oxidantes. Este comportamento ambiguo deve-se as
diferentes metodologias empregadas para a determinacdo destas propriedades, em geral a
avaliagdo da capacidade antioxidante realizada in vitro. Provavelmente ndo exista sistema
ideal para a determinagdo desta capacidade antioxidante dos carotendides (KRINSKY &
JOHNSON, 2005).

A melhor proposta para a explicagdo da ag¢do antioxidante dos carotendides envolve
sua habilidade em seqiiestrar ou inativar oxigénio singleto ativado. A reagdo envolve uma
transferéncia de energia eletronica entre o oxigénio e o carotendide, conforme a seguinte
reacao:

10, + CAR — 30, +*CAR

O carotendide formado pode entdo retornar ao estado fundamental através da
dissipacdo da energia via interagOes rotacionais € vibracionais com o meio, conforme abaixo:

3CAR — CAR + calor

No entanto os carotendides ndo sdo catalisadores perfeitos como sugerem estas
equagoOes simples, muitas reacdes com o oxigénio podem gerar subprodutos oxigenados.
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Estudos realizados com humanos sio dificeis de serem avaliados, pois apesar de doses
altas de carotenoides poderem ser ministradas e absorvidas pelos individuos, ¢ dificil
mensurar seu estado de estresse oxidativo. Desta maneira alguns estudos sugerem que ndo
existam evidencias fortes da acdo antioxidante dos carotendides, enquanto outros apresentam
resultados que merecem discussdes. Pode-se concluir que os estudos nessa linha demonstram
que existe a¢do antioxidante dos carotendides quando avaliados em animais. Em humanos,
carotendides adicionados em alimentos, ou como suplementos alimentares, ainda ndo
mostraram clara agdo antioxidante (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

O conceito da agdo pré-oxidante dos carotendides foi postulado apés um estudo
demonstrar que sob altas tensdes de oxigénio (nao fisiolégica) e em altas concentragdes, o 3-
caroteno comporta-se como um pro-oxidante. No entanto os autores concluiram que sob as
condigodes de baixas tensdes de oxigénio, observadas nos tecidos de mamiferos, o -caroteno
tem potencial de agir como antioxidante (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

Em um estudo com fumaca de cigarro, considerada pré-oxidante, foi sugerido que na
presenca de altas concentragdes de B-caroteno, a fumaga pode levar a destruigdo oxidativa
deste carotendide, resultando na formagdo de metabdlitos que poderiam facilitar a
carcinogénese. O mesmo efeito ndo foi observado para o licopeno, que ao contrario mostrou
efeitos protetores (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

2.9.3 Reacio com espécies radicalares

Sabe-se que solugdes de carotendides clareiam ou perdem totalmente a sua cor
caracterfstica ao serem expostas a radicais livres e compostos oxidantes. Isto pode ser
justificado pela reacdo que promove a interrupgdo do sistema de duplas ligagdes conjugadas,
que pode ocorrer através de quebra da cadeia carb6nica ou por uma reagdo de adi¢do a uma
dupla ligacdo. Tais reacdes podem ser comprovadas através da caracterizagdo dos produtos
formados. Existem ao menos trés possiveis mecanismos de reagdo dos carotendides com
espécies radicalares: 1) adicdo radicalar, 2) transferéncia de elétron ao radical e 3) abstragdo
de hidrogénio alilico (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

1. CAR + R* — R-CAR-
2. CAR+R'— CAR"+FR

3. CAR + R — CAR* + RH

Um exemplo da primeira reagdo € a adi¢do de um radical lipidico peroxil (ROO*), em

Z

qualquer posi¢do da cadeia do carotendide, formando um radical que ¢ estabilizado por
ressondncia (ROO-CAR*). Como este radical pode ser bastante estdvel, pode interferir na
propagacgdo da peroxidagdo lipidica. Esta explicacdo justifica os varios exemplos do efeito
antioxidante dos carotendides em solucdo. As reacdes subseqiientes do radical formado, no
entanto, permanecem pouco compreendidas.

CAR + ROO* —- ROO-CAR*
Ja o mecanismo de transferéncia eletronica resulta na formagado do cétion radicalar do

carotendide, que foi detectado por técnicas espectroscOpicas rdpidas. Este mecanismo € o
proposto na fotoprotecao.
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Foi demonstrado ainda o sinergismo entre os radicais de carotendides com outros
compostos antioxidantes, tanto em compartimento lipofilico quanto hidrofilico do plasma

humano. Estudos mostram que hd interag¢do dos radicais dos carotendides com o o-tocoferol e
também com o dcido ascorbico (vitamina C) (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

2.9.4 Efeitos dos carotendides em processos celulares

Os resultados mais interessantes sobre a a¢do dos carotendides em animais surgiram
com as técnicas de culturas celulares suplementadas com carotendides. Diferentes acdes
fisiologicas puderam ser avaliadas deste modo a fim de descobrir se ha alteragcbes com a
adi¢do de carotendides. A dificuldade associada a essas técnicas deve-se ao fato que os
carotendides sdo insoluveis em meio aquoso € ndo podem ser adicionados diretamente as
culturas de células. Normalmente, a adi¢do € realizada com a dissolugdo dos carotendides em
solventes orgéinicos, em micelas ou em formulagdes proprias para dispersdo em dgua
(KRINSKY & JOHNSON, 2005).

A ag@o mais interessante dos carotendides em células descoberta dessa maneira,
provavelmente seja a sua habilidade de alterar os padroes de crescimento celulares, em
especial a inibicdo do crescimento de culturas de células tumorais. Muitos estudos estdo em
andamento com a expectativa de que os carotendides apresentem as mesmas propriedades de
inibi¢do do crescimento de tumores in vivo (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

Dentre os estudos in vitro varios resultados se destacam, como por exemplo, a a¢do do
B-caroteno e da cantaxantina, que na concentracdo de 70uM, promoveram a inibicdo da
proliferacdo de cé€lulas cancerigenas humanas, a0 mesmo tempo em que ndo tiveram efeito
sobre o crescimento de células normais (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

Resultados similares foram obtidos com o uso de uma emulsido de éleo de dendé, rico
em carotendides, que ao ser adicionado em uma série de culturas celulares tumorais
promoveram a inibicdo do crescimento celular, dentre as quais, culturas de células
cancerigenas de pancreas, estdmago ¢ células de neuroblastoma. Na concentragido de 15uM de
carotendides totais do 6leo de dend€ obteve-se 50% de inibig¢do do crescimento celular. Nesse
estudo, o a-caroteno mostrou-se ser o carotendide componente do 6leo de dendé mais ativo
na inibicdo do crescimento, sendo dez vezes mais eficiente que o B-caroteno (KRINSKY &
JOHNSON, 2005).

Alguns carotendides também demonstraram efeito positivo sobre células ndo tumorais,
a cantaxantina em concentragdes altas (100pM), ao mesmo tempo em que inibiu o
crescimento de trés linhagens de células de tumor, estimulou o crescimento de linhagens ndo
tumorais (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

Muitos estudos ainda vem sendo realizados com o licopeno, que apesar de ndo
apresentar atividade pré-vitaminica € um dos carotendides com maior atividade antioxidante.
Com células tumorais mamarias, do endométrio e do figado, o licopeno (1-2uM) mostrou-se 4
a 10 vezes mais efetivo na inibi¢do do crescimento celular do que o a-caroteno e o [3-
caroteno. O seu efeito no crescimento celular de células de tumor de préstata tornou-se
particularmente intrigante quando um estudo constatou uma relagfo inversa entre o consumo
de tomates e seus derivados com risco de cincer de prostata (KRINSKY & JOHNSON,
2005).

Outros carotenoides, além do licopeno, também se mostraram eficientes na inibi¢do do
crescimento de culturas celulares de tumor de préstata, dentre estes o P-caroteno, a
neoxantina, fucoxantina, fitoflueno e o {-caroteno. J4 o fitoeno, a cantaxantina, zeaxantina e a
B-criptoxantina ndo apresentaram efeito algum (KRINSKY & JOHNSON, 2005).
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Alguns carotendides aparentemente reduzem a viabilidade celular de células tumorais
através de um mecanismo de indugdo de apoptose (forma de morte celular programada que
ocorre em organismos multicelulares). A apoptose induzida acaba sendo um meio eficiente de
regulacdo do crescimento celular. Outros carotendides como a luteina, por exemplo,
apresentaram ainda um efeito protetor contra a apoptose em células normais, a0 mesmo tempo
em que ndo tem o mesmo efeito sobre células transformadas. Esta caracteristica da luteina
pode ser uma potencial forma terap€utica. (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

A capacidade do B-caroteno promover a apoptose também foi investigada em diversas
culturas celulares tumorais de c6lon. Os resultados sugerem que o B-caroteno possa ser usado
no tratamento deste tipo de ciancer (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

Alguns estudos ainda avaliaram a ac¢do antimutagénica dos carotendides. Com o
desenvolvimento de cepas de Salmonella typhimurium modificadas de modo a sofrerem
mutagoes sob o efeito de uma série de substiancias mutagénicas foi possivel a avaliagdo da
acdo da adicdo de carotendides. A agdo antimutagénica dos carotendides foi confirmada
contra vdrios agentes, como a luz ultravioleta A (340-400nm) e a aflatoxina B;. Ainda foi
demonstrado que o B-caroteno e a cantaxantina podem inibir transformacdes malignas
induzidas por irradiagio de raios X (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

Acredita-se que o mecanismo de inibicdo do desenvolvimento de culturas de células
tumorais apresentado pelos carotendides tenha relacdo com a comunicagdo entre as células.
Sabe-se que a comunicacdo celular ¢ de grande importancia para a regulagido do crescimento
celular e que consiste em um sistema que envolve o contato entre as células através de
jungdes porosas. Esta estrutura permite que moléculas de massa molecular abaixo de 1000
daltons difundam entre as conexdes celulares. As células de tumor sdo extremamente
deficientes dessas estruturas de jungdo. Os retindis e os carotendides tem a capacidade de
aumentar o ndmero destas juncdes de comunicagdo celulares, e isto pode explicar os
resultados de inibi¢do do crescimento celular de culturas deste tipo de células (KRINSKY &
JOHNSON, 2005).

2.9.5 Carotendoides e o cancer

Apesar de estudos epidemiolégicos, que avaliam os fatores determinantes das
enfermidades, ndo proverem evidéncias da relagdo causal, estes vem demonstrando o possivel
efeito protetor dos alimentos ou dos componentes alimentares na prevencdo de doengas.
Dados consistentes vem mostrando que pessoas que consomem altos niveis de frutas e
vegetais apresentam menores riscos de desenvolverem certos tipos de cancer.

Resultados de 10 estudos, de um total de 17, demonstraram que um alto consumo de
frutas e vegetais, ricos em carotendides, estd associado com a diminui¢@o do risco de céncer,
em especial cincer de pulmao e estdmago. A relagdo entre o consumo desses alimentos com o
risco de cancer de pulmio sugere um real efeito das frutas e vegetais na prevengdo deste tipo
de céncer. Evidéncias de que o B-caroteno seja o agente protetor em frutas e vegetais contra o
risco de cancer de pulmdo foi demonstrado em 11 de 15 estudos epidemiolégicos, onde o
nivel plasmético de B-caroteno teve relagdo inversa com o risco de cincer (KRINSKY &
JOHNSON, 2005).

No entanto, vale salientar que o -caroteno vem servindo como marcador do aumento
do consumo de frutas e verduras e, consequentemente, do aumento do consumo de outros
componentes presentes nesses alimentos que apresentam propriedades preventivas contra o
cancer, como vitamina C, acido félico, além de outros carotendides e flavondides.

Em relagdo ao licopeno, estudos recentes vem examinando a relagdo de alto consumo
de tomates e seus derivados com o risco de cancer. Os resultados demonstram que o alto
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consumo de tomates estd associado a 40% de redugao de risco de cincer de es6fago, esta agdo
protetora foi também relacionada com céincer gastrico (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

Outro estudo avaliou a relagdo de diversos fatores com o risco de cancer de prostata,
os resultados indicaram o aumento da idade e problemas prévios de prostata como os
principais fatores de risco, o fumo e o consumo de dlcool curiosamente ndo se mostraram
relevantes. Dentre os fatores alimentares, o consumo de tomates e seus derivados, cinco ou
mais tomates por semana, foi associado a uma significante reducdo do risco de céncer de
prostata. Ficou demonstrado que a alta ingestdo de licopeno € ndo apenas de frutas e vegetais,
tem relagdo inversa com o risco de cancer de préstata. Os melhores resultados de diminuig¢do
do risco foram obtidos com molhos de tomate (ketchup), seguidos por tomates e pizza. Nao
foi encontrada relagao de redugdo do risco com o consumo de suco de tomate, o que pode ser
explicado pela baixa disponibilidade do licopeno em sucos ndo processados (KRINSKY &
JOHNSON, 2005).

Na tentativa de entender o mecanismo de ac¢do do licopeno contra o cincer de préstata
descobriu-se que a concentragio deste carotenoide € relativamente alta no tecido da préstata,
sugerindo que ele possa exercer efeitos bioldgicos que possam estar relacionados com a
prevencdo do cancer. Foram identificados de 14 a 18 diferentes isomeros de licopeno.
Aproximadamente 80% do teor de licopeno total encontrado ¢ composto por isémeros cis; no
sangue este valor representa 50% e apenas 5 a 10% nos alimentos. Os efeitos bioldgicos desta
constatagdo ainda sdo desconhecidos, ja que por diferirem da forma frans devam apresentar
metabolismo diferenciado (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

2.9.6 Carotendides e doencas cardiovasculares

Devido a sua capacidade antioxidante, sugere-se que os carotenoides sejam agentes
protetores contra doengas coronarianas. Sabe-se que a oxidagdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) € um fator contribuinte para as doengas coronarianas. O fato das LDL serem
o principal transportador do -caroteno e do licopeno na circulagio, além desses carotendides
terem a habilidade de reagir com radicais peroxil, ddo forca a tese do seu efeito protetor.

Estudos epidemiolégicos mostraram existir relacdo entre o consumo de alimentos ricos
em carotendides e outros antioxidantes com a redug@o do risco de doengas cardiovasculares.

Por outro lado, estudos mostraram que a suplementagao apenas com [3-caroteno, ou em

combinagdo com vitamina E e/ou selénio, ndo reduziram os riscos de doengas
cardiovasculares (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

2.9.7 Carotenoides como pigmentos maculares

Data de 1782 o primeiro relato documentado sobre a cor amarela da regido central da
retina denominada mécula ou mécula litea, do latim mdcula (ponto) + litea (amarelo). Em
1945, estudos mostraram que a absor¢do de luz do pigmento macular era caracteristica dos
carotenodides, mais especificamente das xantofilas.

Apenas em 1985 foram realizadas as primeiras separacdes destes pigmentos usando
cromatografia liquida o que acabou revelando a existéncia de duas substincias. Tais
substancias foram entdo denominadas MP1 e MP2. Andlises dos espectros ¢ testes quimicos
confirmaram tratar-se das xantofilas luteina e zeaxantina (DAVIES & MORLAND, 2004).

Assim como os demais carotendides, a luteina e a zeaxantina n@o sdo sintetizadas pelo
organismo, sendo absorvidas através da dieta. Estudos mostraram que macacos alimentados
com uma dieta ausente de carotendides ndo apresentam pigmentacdo amarela da mdcula.
Humanos com suplementacdo oral dos dois carotendides apresentaram um aumento desta
pigmentacdo (DAVIES & MORLAND, 2004).
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Por outro lado, os pigmentos ainda podem atuar como antioxidantes, neutralizando
espécies reativas geradas pela agdo da luz ou pelos mecanismos internos (DAVIES &
MORLAND, 2004).

2.9.8 Relacio da zeaxantina e luteina com a catarata

Da mesma maneira que na macula, a zeaxantina e a luteina sdo encontradas no
cristalino. Do mesmo modo acredita-se estarem relacionadas a protecdo desta lente contra a
acdo oxidativa da radia¢do UV e da radiagdo azul.

De fato, j4 foi observado que a alta ingestao desses carotendides, através de alimentos
com altos teores como espinafre e outras verduras, promoveu reducio do risco de catarata de
22% em mulheres e 19% em homens (KRINSKY & JOHNSON, 2005).

2.10 Métodos de analise dos carotendéides

Como ja mencionado, as primeiras separagOes dos carotendides sdo creditadas ao
botéinico russo Tswett (1906, 1911) que, ao realizar tais separagdes em colunas abertas de
carbonato de cdlcio, acabou por inventar a cromatografia liquida (FRANK ez al., 2004).

As separacdes eram realizadas em colunas abertas a pressdo atmosférica e esta
metodologia requer grandes quantidades de amostra e de solventes. Apesar das desvantagens
pode fornecer boa separagdo de amostras com composi¢des complexas de carotendides e, até
os dias de hgje, vem sendo utilizadas na pré-purificacdo de amostras complexas e na
preparacio de padrdes analiticos (RODRIGUEZ-BERNALDO et al., 2006).

Com o desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
numerosos métodos em fase normal e reversa foram desenvolvidos para a separagdo de
xantofilas e carotenos. O detector mais utilizado € o ultravioleta-visivel (UV-Vis), e mais
recentemente o detetor de arranjo de fotodiodos (DAD), que permite a coleta continua de
dados espectrofotométricos durante as andlises.

Quando alta sensibilidade € requerida o detector eletroquimico ¢ uma boa alternativa.
Nos casos de matrizes complexas, onde o0 DAD néo € suficiente para a identificagdo devido a
interferéncias espectrais, o detetor de espectrometria de massas vem sendo utilizado
(RODRIGUEZ-BERNALDO et al., 2006).

2.10.1 Extracao

Devido a suas estruturas complexas e a grande variabilidade de composi¢do dos
carotenoides presentes em vegetais e frutas, existem diversos métodos para sua extragdo.

Numerosos solventes s@o utilizados como, por exemplo, acetona, tetraidrofurano,
hexano, pentano, etanol, metanol e cloroférmio. Assim como diversas misturas de solventes,
como diclorometano:metanol, acetona:éter de petréleo, metanol:tetraidrofurano,
hexano:tolueno, hexano:acetona, 2-propanol:diclorometano, hexano:acetato de etila,
hexano:acetona:etanol, etc. (RODRfGUEZ—BERNALDO et al., 2006).

De modo geral, recomenda-se que a extragdo dos carotenoides seja rdpida, evitando a
exposicdo a luz, oxigénio, altas temperaturas e metais oxidantes como ferro e cobre, afim de
minimizar a oxidagao e isomerizacgdes cis-trans.

Para prevenir perdas durante a extragdo alguns antioxidantes sdo utilizados, como o
hidroxitolueno butilado (BHT), acido ascorbico e piragalol. Carbonatos de magnésio e cdlcio
também sdo utilizados a fim de neutralizar tragos de dcidos orgénicos naturalmente presentes
nas amostras.

35



No caso da andlise dos carotendides no plasma humano, a extragdo com solvente
orgnico imiscivel é feita apés a precipitacio das proteinas com etanol (RODRIGUEZ-
BERNALDO et al., 2006).

A extragdo propriamente dita dos carotendides da matriz déi-se através da
homogeneizag¢do da amostra com o solvente de extragdo. Substancias abrasivas, como celite,
sdo empregadas com a finalidade de facilitar o rompimento das estruturas celulares e
liberacdo dos carotendides e apds a extragdo o extrato obtido ¢ filtrado. Este procedimento
deve ser repetido até que o filtrado torne-se incolor, ndo havendo mais carotendides a serem
extraidos.

O filtrado combinado € entdo particionado para solvente organico, que pode ser
concentrado ou completamente removido para posterior dissolu¢do em solvente apropriado.
Em alguns estudos, técnicas de extracdo em fase solida sdo utilizadas antes da andlise, a fim
de promover uma melhor purificacio do analito (RODRIGUEZ-BERNALDO et al., 2006).

A extrag@o com fluido supercritico também € utilizada com sucesso em substitui¢do a
extragdo liquido-liquido. Algumas vantagens no seu uso sdo: maior rapidez de extragdo, ndo
ha etapa de evaporagdo, o dioxido de carbono ndo € téxico, € barato, ndo € inflamavel e
ambientalmente aceitdvel. Além disso, sua temperatura critica de 31°C o torna ideal para
extragdo de compostos termoinstaveis. No entanto, apresenta baixa polaridade o que torna a
extracao dos carotendides polares dificil, sendo necessaria a utilizagdo de modificadores como
metanol e etanol (RODRIGUEZ-BERNALDO et al., 2006).

2.10.2 Saponificacido

A fim de simplificar a separa¢do cromatografica, um procedimento de saponificacdo &
utilizado para a remogdo de substincias interferentes, como clorofila e lipidios, que podem
atrapalhar na determinacao cromatografica.

Além disto, informagdes valiosas da natureza e distribuicdo dos carotendides presentes
na amostra podem ser obtidas com o processo de saponificacdo. Através da obtengdo do perfil
cromatografico, antes e apds o tratamento com dlcali, a presenca de carotendides esterificados
pode ser verificada. Durante a saponificacdo ocorre a hidrélise dos ésteres dos carotendides,
liberando o carotendide anteriormente ligado. No entanto muitos trabalhos reportam a perda
de carotendides devido a saponificagdo, em especial das xantofilas e epoxicarotendides, sendo
recomendada sua utilizagdo apenas nos casos onde se faca realmente necessdria.

Para a saponifica¢do geralmente sdo utilizadas solucdo de hidréxido de potdssio em
metanol, em geral na concentragcdo de 30%(m/v), para amostras com teores elevados de
lipidios € 10% para amostras com baixo teores. As amostras devem ser mantidas no escuro e
sob atmosfera de nitrogénio, a fim de reduzir a degradacido dos carotendides. O tempo da
reacdo em geral varia de 1 a 16 horas.

Apoés a saponificagdo, o extrato deve ser tratado para a eliminagdo da base e
novamente € utilizada a extragdo liquido-liquido com éter de petréleo, hexano ou éter etilico e
sucessivas lavagens com dgua (RODRIGUEZ-BERNALDO et al., 2006).

2.10.3 Analise cromatografica

Dentre as fontes naturais de carotendides usadas na alimentagdo, muitos isOmeros cis-
trans ocorrem naturalmente, ou entdo sdo formados durante o processamento dos alimentos.
Os is6meros cis sdo convertidos em vitamina A de forma menos eficiente quando comparados
com as formas frans. Metabolismos diferentes também sdo reportados aos diferentes
isdmeros, deste modo estudos nutricionais de alimentos, tecidos e sangue dependem de
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métodos que sejam capazes de separar e quantificar os isdmeros geométricos dos carotendides
(EMENHISER et al., 1995).

A cromatografia de fase reversa € bem conhecida e muito utilizada para a separagio
dos carotendides, no entanto ndo € muito eficiente na resolugdo dos isémeros cis-trans.
Excelentes resultados na separacdo dos isomeros sdo conseguidos utilizando-se fase normal
com colunas de hidréxido de cdlcio, no entanto essas colunas nio existem comercialmente e
sua preparagdo apresenta sérios problemas de reprodutibilidade. Fases poliméricas reversas
Csp foram desenvolvidas e otimizadas para a separagdo dos carotenoides e seus isOmeros
(EMENHISER et al., 1995).

Devido ao fato dos carotendides serem moléculas maiores que a cadeia das fases
estaciondrias das colunas Cis, aproximadamente 30 A contra 21 A, imaginou-se que
interagOes mais extensivas deveriam ocorrer com fases estaciondrias com cadeias mais longas.
As fases Cszp foram preparadas com base neste pressuposto e as separagOes dos isOmeros
obtidas foram melhores que nas fases Ci3 (SANDER ez al., 2000).

O comportamento de alguns carotendides mostrou-se muito interessante, em especial o
do licopeno que tem sua reteng¢do variando drasticamente de acordo com as propriedades da
fase estaciondria. Em colunas Ci3 monoméricas o licopeno elui geralmente antes do o e do -
caroteno, enquanto que em colunas C;g poliméricas e na Csp 0 licopeno € fortemente retido e
elui somente apds estes carotendides.

A seletividade também ¢ fortemente dependente de modificadores na fase mével. A
seletividade dos isdmeros do B-caroteno, por exemplo, difere com o uso de metanol ou
acetonitrila.

A separacdo de carotendides polares ¢ também influenciada pela presenga de dgua,
sendo os carotendides apolares relativamente insensiveis a sua presenga. Separagodes
completas podem ser obtidas com gradientes de fases ndo aquosas de metanol e éter metil-
terc-butilico (MTBE). O MTBE ¢ utilizado como modificador para facilitar a elui¢do do
licopeno, que ¢ fortemente retido em fases metandlicas e a acetona também pode ser utilizada
com o mesmo proposito (SANDER et al., 2000).

Mudangas na seletividade de colunas Csp também foram investigadas e mudangas néo
usuais de tempo de reten¢do foram reportadas para certos intervalos de temperatura. Os
tempos de retengdo do o e B-caroteno aumentaram em temperaturas de coluna acima de 35°C.
Mudangas de temperatura influenciam a seletividade de maneira equivalente as mudangas de
composicdo de fase moével. Devido a esta sensibilidade dos tempos de retengdo dos
carotendides as mudangas de temperatura, € recomenddvel o controle da temperatura da
coluna para garantir a reprodutibilidade. O controle ainda € util para a otimizagdo da
seletividade durante o desenvolvimento de métodos (SANDER et al., 2000).

As fases Csp foram capazes de resolver completamente nove formas cis-trans de
lutefna, cinco de B-criptoxantina, seis de a-caroteno, quatro de zeaxantina, dezoito de licopeno
com clareza tinica e em nenhuma fase reversa Cig 0s isdmeros de B-caroteno foram tdo bem
resolvidos com picos tao finos.

A fase polimérica C;p apresentou seletividade para os seis carotendides mencionados e
seus isdmeros, fornecendo retencdo adequada para resolugdo de carotendides polares. Desta
maneira, seu uso garante maior exatiddo na determinacdo do contetido pré-vitaminico em
alimentos, tecidos e sangue, além de maior precisdo nas determinacdes da pureza de padrdes
(EMENHISER et al., 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Material de consumo e equipamentos

LA 0000000080000 R R RN X

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes vidrarias, material de
consumo e reagentes:

Ponteiras para pipetador automatico com capacidade para 10 a 100uL — Brand®
Ponteiras para pipetador automatico com capacidade para 100 a 1000uL — Brand®
Ponteiras para pipetador automatico com capacidade para 0,5 a SmL — Brand®

Papel aluminio laminado

Baldes volumétricos ambar com capacidade para 25, 50, 100 e 200mL

Graal e pistilo de porcelana com 10cm de didmetro
Dosador de celite (3 gramas)

Filtro com placa de vidro sinterizado de porosidade 4 e capacidade de 150mL

Kitassatos com capacidade para 125, 250 e 500mL

Funis de separagdo com capacidade para 150, 250, 500 e 1000mL
Funis raiados de vidro com 10cm de didmetro

Funil de vidro para s6lidos com 15c¢m de didmetro

Bastao de vidro com 30cm de comprimento

Espatula de ago inox com 40cm de comprimento

Béqueres com capacidade para 50, 100, 250 e 500mL
Erlenmeyer dmbar de 125mL com tampa

Solugdo de saponificagdo - KOH 10% (m/v) em metanol

Baldo dmbar de fundo redondo de 125, 250 ¢ 500mL
Dessecador de vidro com adaptador para viacuo

Silica gel azul - Quimex®

Mixer vertical modelo SB40 — Black&Decker®

Ampolas de borosilicato com capacidade para 20mL - Alianga®
Coluna cromatografica aberta de vidro - 30x2,5cm

Adaptadores de borracha para filtros de vidro (Guko) - Thomas®
Rolha de borracha furada

Vials ambar para injetor automatico com capacidade para 1,8 e 4mL — Waters®

Redutor de volume para vial com volume de 200uL
Acetona grau HPLC — Tedia®

Acetonitrila grau HPLC - Tedia®

Eter de petréleo grau HPLC - Tedia®

Eter etilico grau HPLC - Tedia®

Metanol grau HPLC — Tedia

Eter metil-ferc-butilico grau HPLC — Tedia®

Celite 545 — Tedia®

Hidréxido de magnésio PA - Merck®

Sulfato de sédio anidro - Quimex®

Cloreto de sodio PA - Quimex®

Hidroxitolueno butilado (BHT) granular - Spectrum®
Acenafteno 99% — Sigma—Aldrich®

La de vidro fibra média - Proquimios®
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Hidréxido de potédssio PA — Merck®
Agua ultrapura (18,2MQ) — Milli-Q®
Nitrogénio grau 4.6 — White Martins®
Ar comprimido

Gas liquefeito de petroleo - GLP

AN NN

E os seguintes equipamentos:

Pipetador automatico com capacidade para 10 a 100uL - Brand®

Pipetador automatico com capacidade para 100 a 1000uL — Brand®

Pipetador automatico com capacidade para 0,5 a SmL — Brand®

Balanca analitica (0,1mg) modelo 2104 — Bel Engineering®

Homogeinizador ultra Turrax T18 Basic — Tka®

Agitador tipo vortex modelo Genie 2 — Scientific Industries®

Evaporador rotativo modelo Rotavapor-RE — Biichi®

Termometro com faixa de leitura de -10 a 260°C - Arba®

Termometro de maxima e minima - Incoterm® — calibrado pela empresa Visomes (RBC)
Sistema de purifica¢do de d4gua modelo Ellix/Rios 5 e Milli-Q A10 - Millipore®
Sistema de selagem de ampolas com magarico, com adaptagdo para vacuo € nitrogénio
Cromatégrafo liquido modular modelo W600 — Waters®

Injetor automatico modelo 717 plus - Waters®

Cromatégrafo liquido modelo Alliance® 2695 — Waters®

Detetor de arranjo de fotodiodos modelo W26996 — Waters®

Coluna cromatogréfica YMC® Cs3p Carotenoid (250x4,6xmm; 3um) - Waters®
Espectrofotometro Modelo UV-1800 — Shimadzu®

Microcomputador modelo Optiplex GX 240 — Dell®

Software de controle e aquisi¢do de dados Empower® — Waters®

Geladeira modelo DF45 - Eletrolux®

Geladeira modelo DF47 - Eletrolux®

Banho de aquecimento com areia - Tka®

Estufa modelo WTB - Binder®
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Para o selamento, as ampolas foram conectadas a mangueira com o auxilio de um
adaptador de borracha e em seguida alterna-se dez vezes a aplicagdo de vacuo e nitrogénio, de
modo a garantir a completa remog¢do do oxigénio do interior da ampola. Por fim a ampola é
mantida sob vacuo enquanto ocorre o selamento por aquecimento do vidro na chama do

magcarico.

3.2 Métodos

A metodologia analitica para a andlise e preparacdo dos padrdes cromatograficos dos
carotenodides pode ser resumida no seguinte fluxograma:

Amostragem

¥

Pesagem

\

Extracao

¥

Particao

Saponificacao

Lavagem

"

Concentracao

Avolumagem

¥

¥

Separacio em
coluna aberta

Analise
espectrofotométrica

'4

Analise cromatografica

Figura 21 - Fluxograma para a andlise de carotendides e preparagdo de

cromatograficos.

padroes
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3.2.1 Extracao dos carotenéides

A extragdo dos carotendides foi realizada segundo Rodriguez-Amaya (2001).
Basicamente consistiu em descascar a matriz, quando necessdrio € em seguida triturar em
mixer vertical até a obten¢do de uma massa homogénea. Uma fragdo de 1-15g, conforme teor
aparente de carotendides, foi entdo pesada em balanca analitica.

A porg¢do pesada foi transferida para graal de porcelana e adicionou-se uma medida de
celite (3g) com o auxilio do dosador de celite.

O solvente utilizado para a extragfio dos carotendides foi acetona resfriada (4°C) em
volume suficiente para cobrir a mistura (20 a 50mL).

Em seguida, foi realizada a macerag@o com pistilo e a mistura obtida foi entao filtrada
a vacuo em funil de vidro com placa sinterizada conectado a kitassato de S00mL.

O sdlido retido foi entdo retornado ao graal e nova extragdo realizada com outra
porcdo de acetona resfriada. Este processo foi repetido até que ndo houvesse mais a percepgao
da cor caracteristica dos carotendides na matriz. Em geral foram necessdrias trés a cinco
repeticoes.

O extrato liquido recolhido no kitassato foi entdo transferido lentamente para funil de
separacdo de 250mL ja contendo 40-50mL de éter de petrdleo. A mistura foi entdo lentamente
lavada com 200-300mL de dgua ultrapura e a fase inferior, aquosa, foi entdo descartada.

Sucessivas lavagens com dgua foram realizadas até que ndo fosse mais perceptivel o
cheiro caracteristico de acetona na agua de descarte. Normalmente 3 a 4 lavagens foram
suficientes e no caso da formacio de emulsdo adicionou-se 20-30mL de solug@o concentrada
de cloreto de sodio.

O extrato etéreo foi entdo filtrado através de funil de vidro raiado contendo uma
camada de aproximadamente 3cm de sulfato de sddio anidro. O filtrado foi recolhido em
baldo 4mbar de fundo redondo de 250mlL, para posterior concentra¢do em evaporador
rotativo, ou em baldo volumétrico para determinagdo espectrofotométrica (Figura 21).

3.2.2 Saponificacio dos extratos de carotendides

Quando necessdrio, procedeu-se a saponificagdo da amostra apds a extracdo. Este
procedimento faz-se necessdrio quando a amostra contém lipidios ou os carotendides nela
presentes estejam esterificados. Para verificagdo da necessidade de saponificacio € feita uma
injecdo cromatografica prévia para avaliar o perfil dos carotendides presentes.

Para o procedimento de saponificacdo o extrato etéreo foi transferido para erlenmeyer
ambar de 125mL com tampa, adicionou-se entdo solugdo de saponificagdo em igual volume
do extrato.

O frasco foi purgado com nitrogénio para remog¢do da atmosfera oxidante e adicionou-
se BHT, em quantidade suficiente para atingir a concentragdo aproximada de 0,1%. O frasco
foi entdo fechado e deixado ao abrigo da luz por aproximadamente 16 horas.

Ap6s o tempo de reagdo, a mistura foi transferida para funil de separagdo de 250mL e
a fase superior (etérea) separada e reservada em béquer de 100mL. A fase inferior foi
lentamente retornada ao funil de separacido contendo 30-40mL de éter etilico e lavada com
agua ultrapura, conforme procedimento descrito anteriormente. O procedimento de lavagem
foi repetido mais trés vezes para completa remogado da base.

A fase etérea (que estava reservada) foi entdo misturada a solugdo lavada e retornada
ao funil de separacdo para mais quatro operagdes de lavagem com dgua ultrapura.

O extrato obtido foi filtrado através de funil de vidro contendo sulfato de sodio anidro
e recolhido em baldo de fundo redondo ambar de 250mL, para posterior concentragdo em
evaporador rotativo, ou em baldo volumétrico para determinagdo espectrofotométrica.
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3.2.3 Concentracao e anilise de carotendéides totais e perfil cromatografico

Quando o objetivo da extragdo dos carotendides era a preparagdo de padroes
cromatograficos, o extrato foi transferido para baldo de fundo redondo. Em seguida levado ao
evaporador rotativo para redugdo de volume até atingir 2-3mL. A evaporagdo foi realizada
sob vdcuo e cuidado foi tomado para que a temperatura do banho nio ultrapassasse 35°C.

Quando o objetivo da extragdo era a determinag@o de carotendides totais, o extrato foi
transferido para baldo volumétrico ambar de 25, 50 ou 100mL. Conforme a concentragdo
aparente dos carotendides na solugdo. O volume do baldo foi entdo aferido com éter de
petrdleo e conduzido para determinagio espectrofotométrica.

Para a determinacio dos carotendides totais, a absorvéancia da solugdo etérea foi lida
em espectrofotdmetro usando-se éter de petroleo como “branco”. O comprimento de onda
utilizado foi 450nm.

O valor da leitura de absorvancia deve sempre estar dentro da faixa de linearidade do
espectrofotometro que ¢ de 0,2 a 0,8. No caso da absorvéncia estar com valor superior a 0,8, a
solugdo foi diluida com éter de petréleo até que o valor estivesse dentro da faixa. No caso de
valor inferior a 0,2, a extragdo foi repetida usando-se massa maior de amostra ou baldo
volumétrico de menor capacidade.

A concentragdo de carotendides totais (em microgramas por 100 gramas de amostra
foi determinada conforme a equagio da Figura 22.

c trac 11008 Abs.x Dil.x Vol.x 10000
oncentracio (ug g) 7592 X M
Onde:
Abs. = valor da leitura de absorvancia
Dil. =dilui¢do do extrato (quando usada para faixa de linearidade)
Vol. = volume do baldo volumétrico utilizado (mL)
ma. =massadaamostra (g)

Figura 22 — Equacio para o célculo do valor de carotenodides totais

Na determinagdo cromatografica dos carotendides, uma aliquota de 0,5 a 2mL do
extrato etéreo foi transferida para vial dmbar de 3mL. O valor da aliquota foi escolhido de
acordo com o valor da concentragdo dos carotendides totais, de tal modo que a resposta
cromatografica fique dentro da faixa de trabalho usada na curva de calibragdo (3.2.5).

O solvente foi entdo removido sob fluxo de nitrogénio até a secura. Ao residuo foram
adicionados 100uL de acetona e o vial foi entdo agitado em vortex durante 10 segundos. Com
auxilio de pipetador automadtico, a solu¢do obtida foi transferida para vial com redutor de
volume e realizou-se a andlise cromatografica.
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3.2.4.2 Aplicacio e eluicio na coluna aberta

Para a aplicagdo do extrato etéreo com os carotenoides concentrados (item 3.2.3), o
vacuo foi desconectado do kitassato e com auxilio de um pipetador automatico o volume total
do extrato foi cuidadosamente aplicado no topo da coluna, sobre a camada de sulfato de sodio.

Ap6s a completa absor¢do do liquido, o vdcuo foi lentamente religado e adicionou-se
entdo éter de petrdleo para iniciar a elui¢do. O vécuo foi ajustado de modo a permitir um
fluxo constante da fase movel, mantendo um gotejamento da coluna de aproximadamente
duas gotas por segundo a fase movel foi adicionada constantemente de modo a ndo permitir a
secagem do topo da coluna.

A eluic@o foi realizada conforme a composi¢do dos carotendides presentes na matriz,
iniciando com éter de petrdleo e em seguida, caso necessdrio, realizando gradiente crescente
de acetona em éter de petroleo, sempre em aliquotas de S0mL. As condi¢des especificas para
cada matriz e carotenoide de interesse serdo descritas nos resultados.

Apos a separagdo da banda do carotendide(s) de interesse na coluna, esta foi recolhida
em kitassato de 125mL ao eluir.

Em alguns casos, de eluigdo demorada ou para evitar o alto consumo de fase mével, a
coluna foi removida do vdcuo e a banda(s) cuidadosamente raspada(s) com auxilio de uma
espdtula de ago inox, sempre desprezando-se o inicio e o final de cada banda a fim de obter a
maior pureza possivel.

A(s) banda(s) de interesse, quando raspada da coluna, foi transferida para graal de
porcelana e extraida da fase estaciondria conforme descrito em 3.2.1 (sem a necessidade da
adicao de celite).

Quando eluida da coluna, a banda dissolvida na fase movel foi particionada em éter de
petréleo, conforme descrito em 3.2.1.

O extrato etéreo do carotendide isolado foi entdo transferido para baldo volumétrico
dmbar de 50-100mL, passando antes através de funil com sulfato de sédio anidro. Foi
adicionado ao baldo uma massa de BHT suficiente para obter-se a concentragdo de 0,1%. Por
fim, o baldo volumétrico foi avolumado com éter de petroleo.

3.2.4.3 Verificacido da pureza cromatogrifica do padrio isolado

Para ser considerado satisfatorio, o padrio isolado deve apresentar pureza minima de
90%. No caso de obtencdo de padrdo com pureza inferior, o carotendide isolado foi
descartado ou re-purificado em coluna aberta.

Para a determinag@o da pureza cromatogréfica, uma aliquota de 2mL da solugdo do
carotendide foi transferida para vial &mbar de 3mL. O solvente foi entdo removido sob fluxo
de nitrogénio até secura.

Ao residuo foram adicionados 100uL de acetona e em seguida o vial foi agitado em
vortex durante 10 segundos. Com auxilio de pipetador automdtico a solugdo obtida foi
transferida para vial com redutor de volume € levada para andlise cromatografica.

Com o auxilio do software Empower® gerou-se 0 cromatograma do carotendide
isolado. Usou-se a fungdo MAXPLOT, onde todos os picos sdo obtidos no comprimento de
onde de absorcdo mdxima da substincia. Desta maneira ndo se superestima a pureza do
padrdo devido a ndo visualizagdo de outras substincias, que possam vir a absorver luz em
comprimento de onda maximo diferente. Com excecdo do pico referente ao solvente, todos os
picos foram integrados.

A drea do pico do carotendide de interesse, em porcentagem relativa a soma das dreas
de todos os picos presentes, foi tomada como sendo a pureza cromatogrifica do padrdo
isolado. (Figura 24).
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Pureza = drea pico interesse  x 100
drea todos os picos

Pico de interesse - Area 98,4 %

/‘

Pureza cromatografica: 98,4 %

Picos de impurezas - Area 1,6 %

R

Figura 24 — Exemplo do calculo da pureza cromatografica do padrio purificado

-

3.2.4.4 Quantificaciao espectrofotométrica do padrio isolado

Os padroes obtidos com pureza satisfatéria foram quantificados por
espectrofotometria. A absorvancia da solugdo do carotendide isolado foi determinada em
espectrofotdmetro, no solvente € no comprimento de onda especifico para o carotendide em
questdo (Tabela 2).

Da mesma maneira que para as amostras, o valor da absorvancia deve estar dentro da
faixa de 0,2-0,8. As solugOes que apresentaram leituras acima de 0,8 foram entdo diluidas
com o mesmo solvente, at€ que o valor lido ficasse dentro da faixa.

No caso do solvente apropriado para a leitura ndo ser o éter de petréleo, uma aliquota
de 3mL da solucdo etérea foi seca sob fluxo de nitrogénio e o residuo obtido ressuspendido
com 3mL do solvente indicado para a determinagdo da absorvéncia (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de absortividade molar, comprimento de onda e solvente adequados
para quantificag¢do dos padroes dos carotendides (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Comprimento de onda  Absortividade molar

Carotendéide Solvente nm AL%
1lcm
Violaxantina Etanol 440 2550
Luteina Etanol 445 2550
Zeaxantina Eter de petréleo 449 2348
Zeinoxantina Hexano 445 2636
B-criptoxantina  Eter de petréleo 449 2386
Ol-caroteno Eter de petréleo 444 2800
B-caroteno Eter de petréleo 450 2592
Licopeno Eter de petréleo 470 3450

47



Para a determinacdo da concentragdo do carotendide isolado e correcdo desta
concentragdo pela sua pureza cromatogréfica foi usada a equagdo da Figura 25.

Abs.x Dil.x 10000 o Purz.

C traca /mL) = 5
oncentraciio (ug/mkL) All ?m 100
Abs. = valor da leitura de absorvancia
Dil. =dilui¢do do extrato (se usada para faixa de linearidade)

AY%, = absortividade molar do carotenéide (Tabela 2)

Purz. = pureza cromatografica (%)

Figura 25 — Equacio para o cédlculo da concentragdo corrigida do carotendéide isolado

3.2.4.5 Armazenamento em ampolas dos padroes isolados

Ap6s a verificacdo da pureza cromatografica e quantificagdo espectrofotométrica do
padrdo isolado, este foi distribuido em ampolas para armazenamento. O volume da aliquota
adicionada em cada ampola foi calculado de modo que cada ampola contivesse um valor fixo
de 50ug do carotendide. Foi adicionado em cada ampola ainda um pequeno cristal do
antioxidante BHT. Para o célculo deste volume foi utilizada a equagdo da Figura 26.

50

Vol L=
olume (mlL) Concentragio (ug/mlL)

Figura 26 — Equacio para calculo do volume de solugio padrio a ser adicionada na ampola

Para a tomada do volume calculado foram utilizadas pipetadores automaéticos com
resolucéo de 0,005mL.

O solvente da aliquota transferida foi entdo removido sob fluxo de nitrogénio
mantendo-se as ampolas em banho de areia com aquecimento a 35°C, para que néio ocorre-se
o resfriamento da ampola e consequentemente a condensa¢do de dgua. Apds a completa
secura as ampolas foram imediatamente seladas no sistema de selagem (Figura 20).

Para o armazenamento até o uso, as ampolas foram envolvidas com papel aluminio
laminado e mantidas em freezer a -18°C. A figura 26 mostra o aspecto final do carotendide

isolado e cristalizado na ampola. A presenga do BHT, adicionado a solugdo, ajuda na
cristalizag@o e na completa secagem do solvente.
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dos sete vials foram cuidadosamente transferidos para redutor de volume. Por fim, os vials
contendo os redutores de volume foram levados para andlise cromatografica.

Cada ponto da curva de calibracdo foi injetado em triplicata, de modo a obter a
construgdo da curva de calibragio externa dos sete carotendides com uma faixa de trabalho de
sete pontos em triplicata.

Tabela 3 — Volumes das aliquotas retiradas da ampola multi-padrio e concentragdo final
dos pontos da curva de calibragéio.

Ponto da Curva  Volume da aliquota  Concentracao final

de calibracao pL ug/mL
1 10 0,5
2 30 1,5
3 50 2,5
4 70 3,5
5 100 5.0
6 130 6,5
7 160 8,0

3.2.6 Teste de estabilidade dos padroes cromatograficos

Devido ao fato dos carotendides serem compostos capazes de serem degradados pelo
oxigénio, calor e pela luz, foi realizado um estudo de estabilidade dos padrdes preparados.

Para o estudo de estabilidade dos padroes, sob diferentes formas de armazenamento,
foram utilizadas 90 ampolas multi-padrdo, preparadas conforme descrito anteriormente
(3.2.4.6). As ampolas foram divididas em 5 grupos de modo a ser avaliado o efeito de cada
um dos agentes de degradacgao (oxigénio, luz e temperatura).

O primeiro grupo ficard sobre o efeito do oxigénio, da luz e em temperatura ambiente,
o segundo estard na auséncia de oxigénio, porém sob o efeito da temperatura e da luz. Deste
modo, com a comparagdo dos resultados dos grupos 1 e 2 serd possivel a avaliagdo do efeito
do oxigénio na estabilidade dos carotendides. O terceiro grupo estard na auséncia de oxigénio
e luz, apenas sob o efeito da temperatura ambiente, sendo possivel através da comparagdo
com os resultados do grupo 2, a avaliagdo do efeito da luz. O quarto grupo, também na
auséncia de oxigénio e luz estard sob refrigeragdo, deste modo serd possivel a avaliagdo do
efeito da redugdo de temperatura por comparagdo com os resultados do grupo 3. Por fim, o
ultimo grupo estard sob menor temperatura para a avaliacdo da estabilidade dos carotendides
sob as melhores condi¢des de armazenamento disponiveis no laboratério.
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Grupo 1 - As ampolas deste grupo foram mantidas abertas e sem refrigeragéo.
Sob agdo da temperatura ambiente, da luz e na presenca de oxigénio.

Grupo 2 - As ampolas deste grupo foram seladas a vdcuo, mas mantidas sem
refrigeragdo. Sob agdo da temperatura ambiente e da luz.

Grupo 3 - As ampolas deste grupo foram seladas a vacuo, mantidas sem
refrigeragdo e no escuro. Sob ac¢do da temperatura ambiente.

Grupo 4 - As ampolas deste grupo foram seladas a vdcuo, mantidas sob
refrigeracdo (4°C) e no escuro.

Grupo 5 - As ampolas deste grupo foram seladas a vacuo, mantidas em freezer
(-18°C) e no escuro.

No dia do preparo, uma ampola foi aberta e o residuo dissolvido com ImL de acetona,
a andlise cromatogréfica desta ampola foi denominada “dia zero”. No terceiro dia de
armazenamento, uma ampola de cada grupo foi aberta, do mesmo modo o residuo dissolvido
com lmL de acetona e levado para determinagdo cromatografica. Andlises subseqiientes
foram realizadas com as ampolas de cada grupo de modo que o tempo minimo do estudo foi
de 120 e o mdximo 370 dias apds o “dia zero”. Ampolas remanescentes do grupo 5 ainda
foram mantidas nas condi¢gOes descritas para a continuidade do estudo apds o término deste
trabalho.

Sabe-se que a resposta do detector varia com o tempo, o que pode ser explicado pelo
envelhecimento da lampada e conseqiiente diminui¢do de sua energia emitida. Por esta razdo
uma solucdo de acenafteno (Smg/mL) em acetonitrila foi preparada, a fim de acompanhar a
resposta do detector. A solucio foi armazenada em freezer e analisada juntamente com cada
lote de andlise das ampolas do estudo de estabilidade.

Juntamente com todos os grupos de ampolas foi mantido um termémetro calibrado de
registro de temperatura maxima e minima, a fim de registrar as variagdes de temperatura pela
qual cada grupo foi exposto.

51



3.2.7 Parametros de validacao da metodologia analitica

Com base nas orientagdes do documento orientativo “Orientagdo sobre validagdo de
métodos de ensaios quimicos” de junho de 2007, do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO), foi elaborado um protocolo de validagdo
com base nas caracteristicas da andlise cromatografica de carotendides. Os seguintes
parametros de validagio foram estudados:

3.2.7.1 Especificidade e seletividade

Quando um método analitico avalia apenas um analito diz-se que ele € especifico. A
avalia¢do do pH de uma solugdo, por exemplo, € uma determinagio especifica.

O método cromatografico de detec¢do e quantificagdo dos carotendides, cujos padroes
foram preparados, ¢ capaz de distinguir a resposta de cada um dos carotendides, mesmo
quando a amostra € constituida por uma mistura deles. Neste caso, diz-se que o método é
seletivo e este foi o pardmetro avaliado.

Avaliar a seletividade de um método € verificar se a resposta obtida € devida ao
analito de interesse € ndo aos interferentes.

O efeito mais importante, que afeta a seletividade de um método, € o que se chama
“efeito de matriz”. Trata-se de interferéncias que podem ser provocadas por substancias
diversas presentes na matriz estudada, de modo que podem ocorrer alteragdes na resposta da
andlise para as substancias de interesse.

No caso especifico da andlise de carotendides, por cromatografia liquida, o mais
comum € ocorrerem coelui¢des destes interferentes com os analitos de interesse. Neste caso, a
resposta a concentragdo seria superestimada, pois o resultado obtido seria a soma das
concentragdes do analito com o(s) interferente(s).

O efeito de matriz € avaliado, geralmente, através da adicdo dos analitos a matriz
estudada com posterior comparag@o da concentragido obtida com a concentragio tedrica. Outra
maneira ¢ através do uso de amostras de referéncia, onde os teores dos analitos sejam
conhecidos. No entanto, amostras de referéncia para analise de carotendides sdo discutiveis, ja
que os carotendides ndo sdo substancias estaveis.

Por ndo existirem amostras de referéncia para este estudo, a seletividade foi avaliada
através da andlise dos resultados nas matrizes mais comumente analisadas. Isto se deu através
da comparagdo dos valores de tempo de retencdo e dos espectros de UV/Vis, caracteristicos
de cada carotendide, com os tempos de retengdo e espectros dos padrdes puros preparados.

Caso nao existam diferengas significativas entre os tempos de retengdo e espectros,
serd possivel dizer que o método de extragio e determinagdo de carotendides, para as matrizes
avaliadas, € seletivo e ndo sofre influencia de matriz.
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As matrizes usadas para a avaliag@o da seletividade estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Matrizes utilizadas para o teste de seletividade (LORENZI, 2002;

LORENZI, et al., 20006).

nome comum

nome cientifico

parte utilizada

abdbora
acai
acerola
batata doce
buriti
cajd mirim
caju
caqui
cenoura
espinafre
goiaba vermelha
jaca
laranjinha de jardim
mamao
mandioca amarela
manga
maracuja
melancia
meldo de Sao Caetano
milho verde
pimentdo amarelo
pimentdo vermelho
pupunha
tangerina
tomate
tucuma

Cucurbita moschata L.
Euterpe oleracea Mart.
Malpighia glabra L.
Ipomoea batatas (L.) Lam.
Mauritia flexuosa L. {.
Spondias mombin L.
Anacardium occidentale L.
Diospyros kaki L.
Daucus carota L.
Spinacia oleracea L.
Psidium guajava L.
Artocarpus heterophyllus Lam.
Solanum pseudocapsicum L.
Carica papaya L.
Manihot esculenta Crantz.
Mangifera indica L.
Passiflora edulis 1. falvicarpa
Citrullus vulgaris Schrad.

Mormodica charantia L.
Zea mays L.

Capsicum annuum L.
Capsicum annuum L.
Bactris gasipaes Kunth.
Citrus reticulata Blanco
Solanum lycopersicum L.
Astrocaryum aculeatum G. Meyer

polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
raiz
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
raiz
folhas
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
raiz
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto

arilo das sementes

sementes
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
polpa do fruto
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3.2.7.2 Linearidade

A linearidade ¢ a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma dada faixa de concentragdo. A
linearidade ¢ obtida por padronizagdo interna ou externa e formulada como expressdo
matemadtica usada para o célculo da concentragdo do analito a ser determinado na amostra real
(INMETRO 2007).

A linearidade foi obtida através dos resultados da curva de calibragdo para os sete
carotendides, construida conforme 3.2.5. Os valores relevantes para a avaliagc@o da linearidade
sdo: os valores dos coeficientes de correlacdo linear (r*) que devem ser superiores a 0,95, as
equagOes das retas e os graficos de residuos que ndo devem apresentar tendéncias.

3.2.7.3 Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho de um método de ensaio € o intervalo entre os niveis inferior
e superior de concentragdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a determinagdo
com a precisdo, exatiddo e linearidades exigidas, sob as condi¢des especificadas para o
ensaio. A faixa linear ¢ definida como a faixa de concentracdes na qual a sensibilidade pode
ser considerada constante e ¢ normalmente expressa nas mesmas unidades do resultado obtido
pelo método analitico (INMETRO 2007).

A faixa de trabalho foi definida no item 3.2.5 e compreende sete pontos de
concentragdo que variam de 0,5 a 8,0pug/mL (Tabela 3).

Em geral, a faixa de trabalho ¢ determinada pela concentracdo média das amostras
analisadas, no entanto, no caso particular da andlise de carotendides, a amostra pode ser
ajustada de modo que o resultado obtido fique dentro da faixa de trabalho escolhida. Os
ajustes para que isto ocorra sdo e podem ser realizados em tr€s etapas da andlise:

Na pesagem - A massa de amostra utilizada varia de acordo com o teor aparente (cor)
de concentragdo dos carotendides na amostra (3.2.1).

Nadiluicdo- A escolha do volume do baldo volumétrico utilizado para a
avolumagem final € feito de modo que a leitura de absorvéncia fique
dentro da faixa de linearidade do espectrofotdmetro de 0,2 a 0,8 (3.2.3).

Na concentracio - O volume da aliquota usada para a preparagdo da amostra a ser injetada
no sistema cromatografico € ajustado de modo que os valores de
concentracdo dos analitos fiquem dentro da faixa de trabalho utilizada

(3.2.5).
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3.2.7.4 Sensibilidade

A sensibilidade € um parametro que demonstra a variagdo da resposta em fungdo da
concentragdo do analito. Ela pode ser expressa pela inclinag@o da reta de regressao da curva
de calibragdo (INMETRO 2007). A sensibilidade para os sete carotendides foi calculada a
partir dos dados das curvas de calibragio, de acordo com a equagdo da Figura 28.

_dx

S = ¢

Onde:
S =sensibilidade
dx = variagdo da resposta
dc = variagdo da concentragdo

Figura 28 — Equacio para o célculo da sensibilidade

Os dados utilizados para o calculo da sensibilidade foram as médias das respostas (dx)
dos padrdes dos niveis 3 e 5.

3.2.7.5 Limite de detecciao

Quando sdo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito, como por
exemplo andlise de tragos, € importante saber qual o menor valor de concentragdo do analito
que pode ser detectado pelo método.

O limite de deteccdo do equipamento (LDE) € definido como a concentragdo do
analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razdo sinal/ruido do equipamento. O limite
de deteccdo do método (LD) é definido como a concentragdo minima de uma substincia
medida e declarada com 95% ou 99% de confianga de que a concentragdo do analito € maior
que zero (INMETRO 2007).

Apesar da andlise de carotendides ndo ser uma andlise de tragos o limite de deteccao
do equipamento foi estimado.

O valor obtido foi através da andlise de dilui¢Oes sucessivas do padrdo de menor
concentragdo da curva de calibragdo. Chegou-se a concentragdo minima dos carotendides que
geraram sinal de 3 a 5 vezes maior que o ruido da linha base.

3.2.7.6 Limite de quantificacio

O limite de quantificagdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitdvel de exatiddo e precisdo. Na prdtica corresponde a
concentragdo do padrdo de calibragcdo de menor concentragdo (INMETRO 2007).

3.2.7.7 Exatidao

Exatiddo do método € definida como sendo a concordincia entre o resultado de um
ensaio ¢ o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. Os processos
normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: uso de materiais de
referéncia, participagdes em comparagdes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de
recuperagiao (INMETRO 2007).
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Novamente, devido as caracteristicas dos analitos, existe dificuldade em se preparar
material de referéncia. Deste modo, a avaliagio da exatidao foi realizada através da adicio de
quantidades conhecidas de padrdo dos carotendides em uma matriz isenta de carotendides. A
razdo entre a concentragdo tedrica e a concentracio lida, em porcentagem, ¢ o que se chama
de recuperagao.

A matriz utilizada foi farinha branca de mandioca, os carotenéides foram adicionados
em solugdo etérea diretamente ao graal de porcelana contendo Sg de farinha. A mistura foi
homogeneizada e a extragdo procedeu-se conforme 3.2.1. Foram preparadas trés
concentragdes variando-se o volume adicionado da solugdo etérea de carotendides. Os
carotendides avaliados foram a zeaxantina, B-criptoxantina, oO-caroteno, e [-caroteno. Na
Tabela 5 estdo as concentragdes adicionadas.

Tabela S — Concentragdes adicionadas a amostra para determinagdo da recuperagio

Carotenodide Nivel Concentracio tedrica
adicionado (ug/mL)
1,712
5,992
11,128
1,983
6,941
12,890
1,849
6,472
12,019
2,079
7277
13,514

—_—

Zeaxantina

B-criptoxantina

o-caroteno

B-caroteno

WO DN =L DN = DN =L N

3.2.7.8 Precisao

A precisdo avalia a dispersdo dos resultados obtidos da analise de amostras ou padroes
semelhantes nas condi¢des definidas. As duas formas mais comuns de expressa-la é por meio
da repetitividade e a reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio-padrdo
(INMETRO 2007).

A precisdo foi avaliada através da repetitividade obtida com as injegdes das sete
concentragdes dos pontos da curva de calibragdo e foi expressa através do coeficiente de
varia¢ao (CV%).
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4.2 Otimizacao do método cromatografico de analise de carotendides

Ap6s o isolamento de todos os padrdes de interesse, uma mistura com Sug/mL de cada
um dos carotenodides isolados foi preparada para a otimizagdo do método analitico.

Quando o método de carotendides foi implantado no laboratério tratava-se de uma
eluicdo isocrdtica com metanol e éter metil-ferc-butilico (80:20) a 0,8mL/min. Nessas
condigdes a corrida cromatografica demorava 45 minutos. O tempo de reteng¢do para o -
caroteno era de 36 minutos € o licopeno nédo era analisado, pois ficava indeterminadamente
retido na fase estaciondria.

A Figura 44 corresponde a uma injecdo de extrato de cenoura analisada nessas
condigoes.

B-caroteno— TR 36,4min

a-caroteno — TR 27,7min

Luteina — TR 8,2min

02 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45
minutos

Figura 44 — Cromatograma do extrato de cenoura em elui¢io isocrdtica de metanol e
éter metil-terc-butilico 80:20 (v/v).

Além de tratar-se de uma andlise demorada, o fato da nédo elui¢do do licopeno foi
determinante para a otimizagdo da metodologia a partir do momento que amostras com este
carotendides fossem ser avaliadas.

A primeira alteracdo testada foi no modo de elui¢do, um gradiente com elevagio
gradual do teor do éter metil-ferc-butilico foi proposto na tentativa de eluigdo do licopeno.
Apo6s uma série de tentativas estabeleceu-se o gradiente da Tabela 6.

Tabela 6 — Composicao do gradiente proposto inicialmente para a andlise dos carotenodides.

tempo (min) | % metanol | % Eter metil-ferc-butilico
Inicial 80 20
05,00 80 20
20,00 15 85
25,00 15 85
25,05 80 20
30,00 80 20
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Com esta mudanga, o tempo da corrida cromatogréfica foi de 36 minutos € a elui¢do
do licopeno ocorreu em 32 minutos. Apds a saida do licopeno era necessdrio aguardar 4
minutos para que houvesse a estabilizagdo do sistema antes de uma nova injegdo. Nessas
condi¢cdes ja foi possivel a separagdo de 7 carotendides com excelente resolugdo
cromatografica (Figura 45).
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Figura 45 — Perfil cromatogréfico dos carotendides com o uso do modo gradiente de eluicéo.

Além da reducdo de quase 10 minutos no tempo de andlise, outro evidente ganho foi
na sensibilidade do método. Os picos tornaram-se mais finos, simétricos e intensos
aumentando também a sensibilidade na detec¢do dos compostos de interesse.

Como a coluna cromatografica ndo permanecia sob aquecimento, a alteragdo seguinte
do método foi a colocacdo da mesma em forno com controlador de temperatura ajustado para
33°C.

Como os carotendides sdo termoldbeis, a temperatura escolhida foi relativamente
baixa. Este ajuste foi feito com o intuito de manter as condi¢des analiticas constantes,
evitando o efeito da flutuagio de temperatura do ambiente.

Na pratica, houve uma diminui¢do de dois minutos no tempo de elui¢do do licopeno,
porém o tempo total de andlise ndo foi alterado, devido ao tempo de estabilizagdo do
gradiente necessdrio ao final da corrida.

Estas condi¢Oes de andlise foram usadas no trabalho de rotina, no entanto novos
ajustes no gradiente da fase movel foram realizados buscando reduzir o tempo de analise. A
Tabela 1, descrita em materiais € métodos (3.1.2), apresenta o gradiente final estabelecido.

O método otimizado teve o tempo de andlise reduzido para 28 minutos, o que
representou um ganho de 37,8% em comparagdo com o método isocratico original.
Consequentemente, o consumo de solventes da fase movel foi reduzido na mesma proporgéo,
0 que gerou economia € um menor volume de residuos quimicos para descarte.

Com o término do gradiente e o retorno as condigdes iniciais da fase mével em 16:55
minutos, foi possivel a estabiliza¢do do sistema durante o restante da corrida. Dessa maneira,
ndo hd necessidade de nenhum tempo de espera (delay) entre as inje¢des, nao prejudicando a
eluicdo do licopeno.
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A estabilizagdo do sistema pode ser verificada pela monitoragdo da linha de base. A
Figura 46 corresponde a uma corrida do gradiente de eluigdo sem injecdo de amostra e
demonstra a evolugdo do sinal da linha de base durante a corrida cromatogréfica.

Percebe-se a elevagdo do sinal durante o desenvolvimento do gradiente como
conseqiiéncia do aumento da concentracdo do éter metil-ferc-butilico que apresenta maior
absorcdo de radiagdo UV (200nm) que o metanol. O retorno do sinal ao nivel inicial pode ser
verificado apds a rdpida queda no final da corrida, o que sugere que as condi¢des iniciais
estdo restabelecidas e o sistema estd pronto para uma nova inje¢do com 28 minutos de corrida.

A elevagdo do sinal da linha base ndo € percebida durante as corridas cromatograficas
pois ambos as fases méveis ndo absorvem luz no comprimento de onda da leitura (450nm).

O retorno das condic¢des iniciais em 28 minutos foi confirmado através de injegdes
sucessivas, os tempos de retengdo dos carotendides detectados ndo sofreram alteragOes
significativas. Deste modo pode-se afirmar que a estabilizagdo da coluna cromatografica
também ocorre em 28 minutos.

0,10

Leitura em 200nm

0,05

0,00

0 5 10 15 20 30
minutos

Figura 46 — Comportamento da linha base durante a evolug@o do gradiente de eluigdo.
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Durante as tentativas de ajuste do gradiente, foi observado que alteragcbes na
concentragdo inicial de metanol afetavam sensivelmente a separacdo dos carotendides
oxigenados (Figura 47). Isto é particularmente 1til no caso de separagdes de extratos que
apresentem misturas complexas de carotendides oxigenados.

75% MeOH 90% MeOH

A O A Wl

Figura 47 — Efeito da concentragio inicial do metanol na separagdo dos carotenoides

oxigenados (primeiros quatro picos).

Como o tempo de reteng@o dos carotendides oxigenados aumentou com o aumento da
concentragdo inicial do metanol (polar), pode-se afirmar que a parte apolar dos carotendides €
que estd mais envolvida no mecanismo de separacdo. Sendo assim, o aumento da
concentragdo de metanol aumenta a interacdo dos carotendides com a fase estaciondria € o
éter metil-terc-butilico € quem promove sua eluigdo.
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4.4 Estudo de estabilidade dos padroes cromatograficos
4.4.1 Analise dos carotenéides do grupo 1

A Tabela 7 apresenta os dados de recuperacdo dos carotendides do grupo 1. Foram
realizadas 13 analises com tempo total de avaliagdo de 233 dias.

A Figura 49 representa a degradagdo dos carotendides do grupo 1 que permaneceu
exposto a luz, oxigénio e temperatura ambiente. Houve rdpida degradagdo de todos os
carotendides estudados e em apenas 3 dias a violaxantina foi o carotendide que apresentou a
maior degradacio (26,4%) e o licopeno a menor (7,8%).

Considerando a exigéncia de 90% de pureza minima para a utilizagdo do carotendide
como padrdo analitico, pode-se dizer que em 3 dias de armazenamento nas condigdes do
grupo 1, apenas a luteina, zeaxantina, B-criptoxantina e o licopeno estariam vidveis. Com 5
dias, os quatro carotendides citados ainda estavam vidveis para uso, mas em 7 dias todos os
carotendides estudados apresentaram degradacio superior a 10%.

O taxa de degradagdo dos carotendides estudados no grupo 1 foi semelhante, com
excegdo da violaxantina que apresentou uma rapida degradaclo inicial (58,9% em 10 dias) e a
partir de 60 dias praticamente estabilizou, ao passo que o licopeno apresentou a menor taxa
inicial de degradacao.

Ao final do estudo deste grupo (233 dias), todos os carotendides estudados
apresentaram degradacdo superior a 90%, sendo o o-caroteno (98,0%) e o B-caroteno (98,2%)
os mais degradados. Luteina e a zeaxantina apresentaram a menor degradagido 92,5%.

A variag@o de temperatura a qual este grupo ficou exposto foi de 19 a 31°C.

Tabela 7 — Recuperacio dos carotendides do grupo 1 (%).

Dias Violaxantina Luteina Zeaxantina [B-criptoxantina o-caroteno [-caroteno Licopeno

0 100 100 100 100 100 100 100
3 73,6 91,9 92,2 91,3 88,2 88,7 92,2
5 57,7 91,6 92,0 90,8 87,5 88,2 91,3
7 54,1 84,5 85,8 84,7 83,1 83,9 86,2
10 41,1 71,8 71,9 72,5 74,2 73,6 78,8
17 39,4 64,0 63,7 64,8 66,7 64,7 72,8
24 31,2 54,1 53,6 54,8 56,6 54,0 65,1
31 25,4 53,3 534 49,7 47,6 449 55,8
45 23,0 41,7 41,0 37,6 364 323 43,7
63 15,3 37,6 37,8 30,4 28,7 23,9 29,3
92 13,9 21,2 21,7 15,3 13,1 10,2 16,6
120 13,4 17,5 17,0 10,8 9,6 6,7 10,3
233 6,5 7,5 7,5 3,7 2,0 1,8 6.8
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4.4.2 Analise dos carotenéides do grupo 2

Para o grupo 2 foram realizadas 10 andlises com tempo total de avaliagido de 120 dias
(Tabela 8).

A Figura 52 representa o perfil da degradagdo dos carotendides deste grupo, que difere
do primeiro pela auséncia de oxigénio (ampolas seladas a vacuo).

A degradag@o de todos os carotenodides estudados foi sensivelmente menor, sendo que,
ao final do estudo, novamente a violaxantina foi o carotenéide que apresentou a maior
degradagao (60,9%) e o licopeno a menor (22,3%), seguidos pela luteina (27,9%) e zeaxantina
(27,1%).

A média de degradagdo dos carotendides do grupo 1, em 120 dias, foi de 87,8%,
enquanto que no grupo 2 foi de 36,0%. A remogdo do oxigénio do sistema foi suficiente para
aumentar a estabilidade dos carotenéides do grupo 2 em 51,8% em comparagdo ao grupo 1 no
mesmo intervalo de tempo.

Novamente se considerarmos o limite maximo de degradagdo de 10% (90% de
pureza), em 3 dias luteina, zeaxantina e licopeno estariam vidveis para o uso como padrio
analitico. Ap6s 7 dias, apenas o licopeno apresentou pureza acima de 90%, mantendo-se
assim até o 17° dia.

A variagdo de temperatura a qual este grupo ficou exposta foi a mesma do grupo 1
(19-31°C).

Tabela 8 — Recuperacio dos carotendides do grupo 2 (%).

Dias Violaxantina Luteina Zeaxantina B-criptoxantina  o-caroteno f-caroteno Licopeno

0 100 100 100 100 100 100 100

3 71,6 90,3 90,4 88,7 81,9 82,3 95,0

7 61,3 88,3 89,2 86,7 78,8 79,8 96,0
10 54,3 86,6 874 85,5 78,2 79,0 94,9
17 49,2 84,3 85,5 81,2 74,5 74,7 93,7
24 49,1 80,1 81,8 77,7 70,6 72,7 89,9
31 48,4 82,1 83,4 78,3 71,6 73,6 89,0
63 41,0 72,4 74,7 68,9 62,0 64,7 79,9
92 40,3 75,6 78,6 70,4 63,5 66,4 86,2
120 39,1 72,1 72,9 64,9 60,1 61,4 77,7

A ordem crescente de estabilidade dos carotendides estudados nesse grupo foi:
violaxantina, a-caroteno e [-caroteno, P-criptoxantina, luteina e zeaxantina e por fim o
licopeno (Figura 52).

O comportamento do «-caroteno ¢ do PB-caroteno, assim como o da luteina e
zeaxantina, foi bastante semelhante, lembrando que tais moléculas diferem entre si apenas
pela posicdo de uma dupla ligagao.

A presenga de grupos hidroxila na molécula parece promover uma maior estabilidade
ao carotenodide, pois a ordem de estabilidade coincide com o aumento do niimero de hidroxilas
presentes, ou seja: o-caroteno e P-caroteno (nenhuma hidroxila), B-criptoxantina (uma
hidroxila) luteina e zeaxantina (duas hidroxilas). Ja a presenca de grupamento epoxido sugere
efeito contrdrio, pois a violaxantina foi o carotendide menos estavel.

O licopeno, reportado como pouco estdvel em solugdo (HART & SCOTT, 1995), foi o
mais estdvel nas condi¢Oes de armazenamento deste grupo.
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Da mesma maneira que para o grupo 1, a violaxantina sofreu rapida degradacio inicial
(Figura 52), o que também pode ser explicado pela formagado do seu isomero (pico 2 da Figura
52).

Neste grupo também foi possivel verificar a formacdo do isdmero 9-cis-f-caroteno
(pico 9 da Figura 53).

4.4.3 Analise dos carotendides do grupo 3

Para o grupo 3 foram realizadas 9 andlises com tempo total de avaliagcdo de 120 dias
(Tabela 9).

A Figura 54 representa o perfil da degradagdo dos carotendides deste grupo, que difere
do grupo anterior apenas pela ndo exposi¢do a luz (ampolas seladas a vacuo e mantidas no
escuro).

Ao final dos 120 dias de estudo, novamente a violaxantina foi o carotendide que
apresentou a maior degradagdo (51,0%) e o licopeno a menor (17,5%), seguidos pela luteina
(20,9%) e zeaxantina (20,9%).

A média de degradacio dos carotendides do grupo 3 foi de 30% em comparagdo com
0s 36% de degradacdo apresentado pelos carotendides do grupo 2. A ndo exposi¢do a luz
contribuiu com a preservagao dos carotenoides, 6,0% menos degradados.

Novamente, considerando o limite mdximo de degradacdo como 10% (90% de
pureza), em 5 dias apenas a violaxantina ndo estaria vidvel para uso como padrdo. Apos 7
dias, apenas o licopeno € a zeaxantina mantiveram-se acima de 90%, permanecendo assim até
o 17° dia.

A variag@o de temperatura a qual este grupo ficou exposta foi de 21 a 29°C.

Tabela 9 — Recuperacio dos carotendides do grupo 3 (%).

Dias Violaxantina Luteina Zeaxantina B-criptoxantina  o-caroteno f-caroteno Licopeno

0 100 100 100 100 100 100 100
5 73,2 93,5 94,1 93,0 90,1 90,3 96,0
7 63,5 89,4 90,1 88,7 86,0 86,6 92,6
17 50,8 90,1 90,4 88,1 84,6 85,1 95,5
31 57,5 87,3 88,7 84,7 79,5 81,3 88,6
45 49,5 85,3 87,1 82,2 76,2 77,9 91,3
63 39,8 79,3 79,8 76,3 70,4 71,7 86,2
92 47,7 79,0 80,9 73,4 67.8 69,6 84,2
120 49,0 79,1 79,1 68,6 65,7 66,3 82,5

O mesmo comportamento da ordem de estabilidade observado no grupo 2 foi mantido
no grupo 3, ou seja, em ordem decrescente de estabilidade tem-se: licopeno, luteina e
zeaxantina, [-criptoxantina, o-caroteno e [-caroteno e violaxantina (Figura 54). Este fato
reforca a evidéncia do efeito protetor da presenca dos grupamentos hidroxila nas moléculas.
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4.4.4 Analise dos carotenéides do grupo 4

Para o grupo 4 foram realizadas 10 andlises com tempo total de avaliagido de 120 dias
(Tabela 10).

A Figura 56 representa o perfil de degradagio dos carotendides deste grupo que difere
do grupo anterior pela reducdo da temperatura (ampolas seladas mantidas sob refrigeracio). A
varia¢do de temperatura a qual este grupo ficou exposto foi de -1 a 9°C.

Ao final dos 120 dias de estudo, novamente a violaxantina apresentou a maior
degradacgao (32,4%) e a luteina a menor (5,6%), seguidas pela zeaxantina (9,5%).

A média de degradagdo dos carotendides deste grupo foi de 13,7%. A redugdo da
temperatura para o nivel de refrigeracdo (4-8°C) contribuiu para a preservacdo dos
carotendides, com reducgdo da degradag¢do em 16,3% quando comparada aos carotenoides do
grupo 3.

Sob essas condigdes de armazenamento, todos os carotenoides seriam vidveis por 3
dias e, com excec¢do da violaxantina, os demais estariam acima do limite de 90% até o 17° dia.
Luteina e zeaxantina permaneceram vidveis durante todo o periodo do estudo (120 dias).

Tabela 10 — Recuperagdo dos carotendides do grupo 4 (%).

Dias Violaxantina Luteina Zeaxantina B-criptoxantina  o-caroteno f-caroteno Licopeno

0 100 100 100 100 100 100 100

3 91,6 95,1 95,1 94,4 92,6 92,2 95,0

5 89,4 95,2 95,4 94,3 91,6 91,2 95,6
10 86,4 93,4 94,3 93,2 90,4 90,4 95,8
17 82,3 95,9 96,2 95,5 92,6 92,9 97,2
31 79,5 92,0 92,3 91,7 87,8 89,2 93,6
45 73,1 94,2 94,7 96,0 92,1 92,8 97,2
63 68,8 91,2 91,7 91,2 87,3 87,7 92,5
92 66,7 89,9 90,1 89,9 86,8 86,5 89,9
120 67,6 94,4 90,5 89,9 87,1 86,3 88,2

O comportamento da ordem de estabilidade observado nos grupos 2 e 3 foi mantido no
grupo 4 até o 63° dia. A partir deste ponto o licopeno apresentou taxa de degradagcdo maior
que a luteina, zeaxantina e B-criptoxantina (Figura 56).

O perfil cromatografico deste grupo ao final do estudo (Figura 57) mostra que a
isomerizagdo da violaxantina foi menos intensa, o que se confirma pelo perfil de degradagdo
apresentado no grafico da Figura 56, onde a degradagdo deixou de apresentar a caracteristica
exponencial. A isomeriza¢ao do B-caroteno para 9-cis-B-caroteno também foi insignificante
(pico 9 da Figura 57).

Estes resultados sugerem que dentre os fatores analisados, a temperatura seja a maior
responsdvel pela isomerizagdo dos carotendides.
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4.4.5 Analise dos carotendides do grupo 5

Para o grupo 5 foram realizadas 11 andlises com tempo total de avaliagido de 370 dias
(Tabela 11). Quatro ampolas deste grupo ainda restaram para a continuagdo deste estudo apds
o periodo aqui descrito.

A Figura 58 representa o perfil de degradagdo dos carotendides deste grupo, no qual as
condi¢cdes de armazenamento foram ampolas seladas a vacuo, mantidas em freezer € no
escuro. A variacdo de temperatura a qual este grupo ficou exposta foi de -9 a -27°C.

Ao final dos 370 dias de estudo novamente a violaxantina apresentou a maior
degradagdo (13,3%) e o licopeno a menor. Luteina e zeaxantina apresentaram indices de
degradacgdo de apenas 1,2 e 1,5%, respectivamente.

A média de degradagdo dos carotendides deste grupo ao final dos 370 dias foi de
apenas 4,5%.

A reducdo da temperatura para niveis mais baixos (-18°C) contribuiu com a
preservacdo dos carotendides, reduzindo a degradagido em 9,2% em comparagdo ao grupo 4.
Cabe ressaltar que o tempo de avaliagdo para o grupo 4 foi de 120 dias contra 370 do grupo 5.

Sob essas condigdes de armazenamento, todos os carotendides avaliados seriam
vidveis por 45 dias e, com excegdo da violaxantina, estariam acima do limite de 90% de
pureza até o ultimo dia do estudo (370).

Os resultados para 92 e 120 dias mostraram valores de recuperagdo menores que 90%
para a maioria dos carotendides, indicando que pode ter havido problemas na andlise ou na
preparagdo dessas ampolas, uma vez que os resultados subsequentes voltaram a apresentar
6tima recuperacao.

Tabela 11 — Recuperagdo dos carotendides do grupo 5 (%).

Dias Violaxantina Luteina Zeaxantina B-criptoxantina  o-caroteno f-caroteno Licopeno

0 100 100 100 100 100 100 100
3 92,1 95,8 95,6 95,6 94,4 94,3 96,0
5 93,8 95,8 95,9 95,4 93,4 93,1 96,1
7 93,6 95,4 95,6 95,1 92,4 92,5 97,3
17 94,5 96,4 97,1 97,0 96,2 97,2 96,6
45 94,3 96,5 96,7 97,9 96,4 97,5 96,1
63 86,5 93,0 92,8 94,2 93,0 93,5 91,5
92 85,2 90,3 90,1 91,0 89,8 89,7 88,3
120 85,6 90,7 88,2 88,2 85,9 84,1 84,4
233 82,0 92,5 92,6 92,8 91,6 92,6 92,4
370 86,7 98,8 98,5 96,4 93,3 93,1 101,5

O comportamento da ordem de estabilidade observado nos grupos anteriores foi
mantido no grupo 5, tendo-se em ordem decrescente de estabilidade: licopeno, luteina,
zeaxantina, 3-criptoxantina, ai-caroteno, B-caroteno e violaxantina (Figura 58).

Em solugdo, o licopeno tem menor estabilidade e segundo Hart & Scott (1995) as
solugdes de licopeno sdo instdveis e grandes perdas sdo observadas. Em avaliagdo da
estabilidade do licopeno concluiram que uma solug¢do do padrdo em fase mével armazenada
em freezer (-18°C) e com adigdo de BHT ndo sofreu degradag¢io em um perfodo de 20 dias.
Em estudo com os carotendides misturados em solucdo concluiram que em 14 semanas ndo
houve degradagdo, exceto para licopeno.
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4.4.6 Analise da solucio de acenafteno
A Tabela 12 apresenta os resultados das andlises da solucdo de acenafteno,

(acompanhamento da variag@o do sinal do detector) realizadas juntamente com as andlises dos
carotenodides dos cinco grupos preparados.

Tabela 12 — Resultados das andlises da solugdo de acenafteno.

Dias Area pico A}’ef.l Cf)ef.~ Tem~po de. Fator d.e resposta
média variacio retencio (min) relativa (%)
3384962 9,454
0 3379227 3398614 0,85 9451 100,0
3431653 9,456
3405024 9,383
3 3450645 3427323 0,67 9,384 100,8
3426301 9,384
3388074 9,416
5 3383998 3391308 0,28 9,413 99,8
3401851 9,404
3443655 9,392
7 3450100 3450750 0,22 9,391 101,5
3458495 9,393
3396449 9,393
17 3419820 3413498 0,44 9,398 1004
3424225 9,393
3467490 9,557
45 3465196 3458156 041 9,534 101,8
3441783 9,516
3358563 9,346
63 3360134 3356762 0,14 9,368 98.8
3351589 9,368
3372380 9,341
92 3375268 3406593 1,67 9,372 100,2
3472130 9,391
3448614 9,374
120 3431020 3438069 0,27 9,373 101,2
3434572 9,346
3533983 9,446
233 3505475 3528776 0,60 9,425 103,8
3546870 9,398
3505339 9,388
370 3506660 3531892 1,27 9,374 103,9
3583676 9,379

As duas ultimas andlises (233° e 370° dias) foram feitas ap6s manutengdo no detector,
na qual foi realizada a troca da 1ampada. O sinal obtido para o pico de acenafteno apds esta
troca de lampada foi incrementado em aproximadamente 4%. As andlises das ampolas
realizadas apds esta manutencido foram corrigidas de modo a compensar o incremento no
sinal.
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4.5 Avaliacio dos parametros de validacao
4.5.1 Avaliacao da seletividade

Pode-se dizer que o método de extracdo dos carotendides € seletivo, pois apds a
extracdo hd a etapa de particdo dos carotendides para éter de petrdleo e esta etapa pode ser
considerada como uma etapa de limpeza (clean-up) que promove a remoc¢do de muitas
substancias interferentes presentes na matriz.

No caso da presenca de clorofila e/ou lipidios, estes sdo removidos durante a etapa de
saponificacdo.

A determinagdo cromatografica com detecgdo UV/Vis com detector de arranjo de
diodos € uma boa ferramenta na identificagdo dos carotendides, pois € possivel a obtengdo do
espectro da substincia que ¢ bastante caracteristico.

Qualquer outra substancia proveniente da matriz, que por ventura venha a coeluir com
os carotendides estudados, apresentard espectro diferente sendo detectada. Esta verificagdo
em cromatografia ¢ denominada avaliagio da “pureza de pico”.

A Tabela 13 apresenta os valores dos dois principais picos do espectro de absor¢do dos
carotendides identificados nas matrizes estudadas para a avaliagdo da seletividade. A
identificag@o da substéncia foi feita através do seu tempo de retengdo.

Foram escolhidas matrizes de modo que pudessem ser avaliadas as possiveis
interferéncias de substincias como clorofila (espinafre), lipidios (buriti, acai e tucuma), amido
(milho, batata doce e mandioca), além de matrizes com misturas dos carotendides estudados
em diversos niveis de concentragio.
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Tabela 13 — Picos mdximos do espectro de absor¢do dos carotendides identificados nas matrizes avaliadas na seletividade.

Matriz Violaxantina Luteina Zeaxantina  B-criptoxantina  o-caroteno B-caroteno Licopeno
Abdbora - - - - - - - - 445,5 4733 452,77 4782 - -
Acai 438,2 4684 4442 4733 450,3 4757 - - 4454 4745 451,5 4794 - -
Acerola 438,2 4672 4442 4721 - - 451,5 478,1 4454 4745 451,5 4781 - -
Batata doce - - - - - - - - - - 451,5 4781 - -
Buriti - - - - - - - - 446,7 474,5 451,5 4794 - -
Caja
Cajd 438,2 468,5 443,1 4721 451,5 4794 4479 4745 4515 4794 - -
Caqui - - - - 450,3 478,2 4515 478,2 - - 451,5 4782 472,1 503,77
Cenoura - - 444,3  470,9 - - - - 445,5 4745 451,5 4782 - -
Espinafre 4382 468,5 4443 4733 - - - - - - 451,5 4782 - -
Goiaba vermelha - - - - - - 451,5 476,9 - - 452,77 4794 472,1 503,6
Jaca 440,6 469,7 4443 4721 - - - - - - 450,3 4782 - -
Laranjinha de jardim - - 445,5 472,1 4503 4770 4503 478,2 - - 452,77 4794 - -
Maméo 4394 4684 - - - - 450,3 478,1 - - 450,3 478,3 472,1 503,6
Mandioca amarela 439,4  468.,5 - - - - - - - - 451,5 4782 - -
Manga - - - - - - - - - - 451,5 4794 - -
Maracuja - - 4454 472,1 4503 4757 - - - - 451,5 4794 - -
Melancia - - - - - - - - - - 451,5 4794 472,1 5024
Melio de Sdo Caetano - - - - - - - - - - - - 472,1 503,77
Milho verde 4382 468,5 4443 472,1 4503 478,2 450,3 4782 - - 450,3 4782 - -
Pimentio amarelo 438,2 468,5 4443 47373 - - - - 4455 4745 451,5 4794 - -
Pimentio vermelho 438,2 468,5 4443 47373 - - 451,5 478,2 - - 451,5 4782 - -
Pupunha vermelha - - 4442 4721 - - - - 4454 4745 451,5 4794 472,1 503,6
Tangerina - - - - 449,1 4745 4515 478,1 - - 451,5 4781 - -
Tomate - - - - - - - - - - 451,5 4782 472,1 503,77
Tucumi 4382 4684 4442 47373 - - - - - - 451,5 4781 - -
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4.5.2 Curva de calibracio e avaliacio da linearidade

A Tabela 14 apresenta os valores obtidos para a construgio da curva de calibragio e
gréfico de residuos da violaxantina.

Tabela 14 — Dados da curva de calibragio e gréfico de residuos da violaxantina.

Ponto da Calibracio Conc Tedrica Conc. Lida média  desvio padrio varidncia residuo
0,5 0,535 0,04
C1 0,5 0,542 0,55 0,017 0,000 0,05
0,5 0,567 0,07
15 1,424 -0,07
C2 1,5 1,411 1,42 0,007 0,000 -0,08
15 1,417 -0,08
2,5 2,625 0,13
C3 2,5 2,597 2,61 0,016 0,000 0,10
2,5 2,595 0,10
35 3,539 0,04
C4 35 3,464 3,48 0,059 0,003 -0,03
35 3,422 -0,08
5,0 4,968 -0,03
Cs5 5,0 4,907 4,93 0,033 0,001 -0,09
5,0 4,916 -0,08
6,5 6,366 -0,13
Ce 6,5 6,399 6,37 0,025 0,001 -0,10
6,5 6,350 -0,15
8,0 8,483 0,48
Cc7 8,0 8,061 8,14 0,315 0,099 0,06
8,0 7,868 -0,13
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A Tabela 15 apresenta os valores obtidos para a construgdo da curva de calibragio e
grafico de residuos da luteina.

Tabela 15 — Dados da curva de calibracio e grafico de residuos da luteina.

Ponto da Calibracio Conc Tedrica Conc. Lida média  desvio padrio varidncia residuo
0,5 0,529 0,04
C1 0,5 0,541 0,55 0,020 0,000 0,05
0,5 0,568 0,07
15 1,421 -0,07
C2 1,5 1,415 1,42 0,005 0,000 -0,08
15 1,410 -0,08
2,5 2,624 0,13
C3 2,5 2,606 2,61 0,014 0,000 0,11
2,5 2,597 0,10
35 3,539 0,04
C4 3,5 3,460 3,48 0,058 0,003 -0,04
35 3,428 -0,07
5,0 4,977 -0,02
Cs5 5,0 4,905 4,93 0,044 0,002 -0,09
5,0 4,898 -0,10
6,5 6,361 -0,14
Ce 6,5 6,393 6,37 0,022 0,000 -0,11
6,5 6,349 -0,15
8,0 8,454 0,45
Cc7 8,0 8,091 8,14 0,290 0,084 0,09
8,0 7,880 -0,12
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A Tabela 16 apresenta os valores obtidos para a construgio da curva de calibragio e
grafico de residuos da zeaxantina.

Tabela 16 — Dados da curva de calibracio e grafico de residuos da zeaxantina.

Ponto da Calibracio Conc Tedrica Conc. Lida média  desvio padrio varidncia residuo
0,5 0,527 0,03
C1 0,5 0,538 0,54 0,021 0,000 0,05
0,5 0,568 0,08
1,5 1,446 -0,05
C2 1,5 1,409 1,42 0,022 0,000 -0,08
1,5 1,408 -0,09
2,5 2,617 0,12
C3 2,5 2,600 2,60 0,012 0,000 0,10
2,5 2,593 0,10
35 3,534 0,04
C4 3,5 3,456 347 0,055 0,003 -0,04
35 3,429 -0,07
5,0 4,981 -0,02
Cs 5,0 4,908 4,93 0,047 0,002 -0,09
5,0 4,894 -0,11
6,5 6,369 -0,13
Ce 6,5 6,398 6,37 0,025 0,001 -0,10
6,5 6,348 -0,15
8,0 8,454 045
Cc7 8,0 8,087 8,14 0,291 0,084 0,08
8,0 7,880 -0,12
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A Tabela 17 apresenta os valores obtidos para a construgio da curva de calibragio e
grafico de residuos da B-criptoxantina.

Tabela 17 — Dados da curva de calibragéo e grafico de residuos da B-criptoxantina.

Ponto da Calibracio Conc Tedrica Conc. Lida média  desvio padrio varidncia residuo
0,5 0,526 0,03
C1 0,5 0,538 0,54 0,021 0,000 0,05
0,5 0,566 0,07
15 1,424 -0,07
C2 1,5 1,418 1,42 0,005 0,000 -0,08
15 1,414 -0,08
2,5 2,622 0,13
C3 25 2,598 2,61 0,015 0,000 0,10
2,5 2,597 0,10
35 3,544 0,05
C4 3,5 3,455 347 0,063 0,004 -0,04
35 3,424 -0,07
5,0 4,978 -0,02
Cs 5,0 4,906 4,93 0,044 0,002 -0,09
5,0 4,900 -0,10
6,5 6,362 -0,14
Ce 6,5 6,395 6,37 0,022 0,000 -0,11
6,5 6,352 -0,15
8,0 8,442 0,44
Cc7 8,0 8,087 8,14 0,279 0,078 0,08
8,0 7,893 -0,11
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A Tabela 18 apresenta os valores obtidos para a construgdo da curva de calibragio e
gréfico de residuos do o-caroteno.

Tabela 18 — Dados da curva de calibracio e grafico de residuos do oi-caroteno.

Ponto da Calibracio Conc Tedrica Conc. Lida média  desvio padrio varidncia residuo
0,5 0,522 0,02
C1 0,5 0,534 0,54 0,019 0,000 0,03
0,5 0,559 0,06
1,5 1,434 -0,07
C2 1,5 1,421 1,43 0,007 0,000 -0,08
15 1,424 -0,08
2,5 2,606 0,11
C3 2,5 2,615 2,62 0,015 0,000 0,11
2,5 2,636 0,14
35 3,439 -0,06
C4 3,5 3,472 3,49 0,055 0,003 -0,03
35 3,547 0,05
5,0 4,915 -0,09
Cs 5,0 4,915 4,94 0,036 0,001 -0,09
5,0 4,977 -0,02
6,5 6,345 -0,15
Ce 6,5 6,352 6,36 0,025 0,001 -0,15
6,5 6,392 -0,11
8,0 7,876 -0,12
Cc7 8,0 8,072 8,13 0,290 0,084 0,07
8,0 8,447 045

93



A Tabela 19 apresenta os valores obtidos para a construgdo da curva de calibracio e
grafico de residuos do B-caroteno.

Tabela 19 — Dados da curva de calibragéo e grafico de residuos do -caroteno.

Ponto da Calibracio Conc Tedrica Conc. Lida média  desvio padrio varidncia residuo
0,5 0,520 0,02
C1 0,5 0,529 0,54 0,021 0,000 0,03
0,5 0,559 0,06
1,5 1,432 -0,07
C2 1,5 1,422 1,43 0,005 0,000 -0,08
1,5 1,429 -0,07
2,5 2,610 0,11
C3 2,5 2,610 2,62 0,016 0,000 0,11
2,5 2,638 0,14
35 3,433 -0,07
C4 3,5 3,472 3,48 0,059 0,003 -0,03
35 3,549 0,05
5,0 4,924 -0,08
Cs 5,0 4,913 4,94 0,035 0,001 -0,09
5,0 4,978 -0,02
6,5 6,354 -0,15
Ce 6,5 6,352 6,37 0,022 0,000 -0,15
6,5 6,391 -0,11
8,0 7,877 -0,12
Cc7 8,0 8,061 8,13 0,292 0,085 0,06
8,0 8,449 0,45
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A Tabela 20 apresenta os valores obtidos para a construgdo da curva de calibragio e
grafico de residuos do licopeno.

Tabela 20 — Dados da curva de calibragio e grafico de residuos do licopeno.

Ponto da Calibracio Conc Tedrica Conc. Lida média  desvio padrio varidncia residuo
0,5 0,500 0,00
C1 0,5 0,528 0,53 0,030 0,001 0,03
0,5 0,559 0,06
15 1,431 -0,07
C2 1,5 1,415 1,42 0,008 0,000 -0,08
15 1,420 -0,08
2,5 2,601 0,10
C3 25 2,599 2,61 0,025 0,001 0,10
2,5 2,643 0,14
35 3,474 -0,03
C4 3,5 3,558 3,52 0,043 0,002 0,06
35 3,531 0,03
5,0 4,905 -0,10
Cs 5,0 4,898 4,92 0,037 0,001 -0,10
5,0 4,965 -0,04
6,5 6,351 -0,15
Ce 6,5 6,349 6,37 0,030 0,001 -0,15
6,5 6,401 -0,10
8,0 7,889 -0,11
Cc7 8,0 8,067 8,12 0,269 0,072 0,07
8,0 8,417 0,42
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Do mesmo modo que para as curvas de calibragdo os graficos de residuos
apresentaram-se semelhantes.

O ultimo ponto da curva de calibragdo, referente a concentracdo de 8,0pg/mL,
apresentou a maior variagdo de desvio padrdo, e seria valida a investigagdo futura para
verificacdo da linearidade acima deste ponto para determinar o limite linear superior da curva
de calibragdo.

Hart & Scott (1995), usando faixa de trabalho de menor concentracdo, encontraram

linearidade para luteina, zeaxantina, P-criptoxantina, licopeno, a-caroteno e P-caroteno na
faixa de 0,05 a 4ug/mL.

4.5.3 Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho

Como definido em 3.2.7.3, a faixa de trabalho e a faixa linear de trabalho foi pré-
definida em 0,5 a 8,0pg/mL na qual o método mostrou-se linear.

A quantificacdo das amostras deve ser realizada dentro desta faixa de valores e no
futuro serd avaliada a linearidade logo acima do ponto superior, para confirmar a suspeita
deste ponto estar fora da faixa de linearidade conforme sugerido pelos graficos de residuos.

4.5.4 Sensibilidade
A sensibilidade do método para os sete carotendides avaliados encontra-se na Tabela

21. A ordem decrescente de sensibilidade do método €: a-caroteno, luteina, B-caroteno, -
criptoxantina, zeaxantina, licopeno e violaxantina.

Tabela 21 — Sensibilidade do método analitico para os carotendides estudados.

Carotendide Sensibilidade
(unid. area / concentragdo)

Violaxantina 399625
Luteina 640495
Zeaxantina 512395
B-criptoxantina 578193
o-caroteno 691853
B-caroteno 602486
Licopeno 479951

O método mostrou-se 30,6% menos sensivel para o licopeno do que para o a-caroteno,
este resultado corrobora com o obtido por Dias et al. (2008) que encontraram valores para a
sensibilidade do licopeno 33% menores do que para o a-caroteno. Como o cromatograma €
obtido em comprimento de onda de 450nm e o licopeno apresenta maximo de absor¢do em
472nm, ha perda de sensibilidade.
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4.5.5 Limite de deteccio

O limite de detec¢do para os carotendides luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, o-
caroteno, B-caroteno e licopeno ¢ de 0,012ug/mL. O cromatograma da Figura 63 foi obtido
com a injecao dos padrdes nessa concentracdo e mostra os picos com tamanho aproximado de
trés a cinco vezes o sinal do ruido da linha de base.

0,0015
5x ruido
0,0000
-0,0015 ruido

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Figura 63 — Estimativa visual do limite de detec¢do do método analitico.

O valor obtido para o limite de detecgdo € semelhante aos encontrados na literatura,
Hart & Scott (1995) obtiveram os seguintes valores (ug/mL): 0,010 para a lutefna, 0,015 para
zeaxantina, 0,025 para B-criptoxantina, 0,035 para licopeno, 0,040 para a-caroteno e 0,045
para -caroteno.

4.5.6 Limite de quantificacao

O limite de quantificagdo, conforme estabelecido em 3.2.7.6, ¢ o ponto de menor
concentragdo da curva de calibragdo, ou seja, 0,5ug/mL.

O limite de quantificagdo € aproximadamente 40 vezes superior ao limite de detecgdo,
deste modo pode-se dizer que a faixa de trabalho estd longe do limite de detec¢do e que o
método ndo se trata de andlise de tragos.
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4.5.7 Exatidao

Os resultados do ensaio de recuperagdo encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22 — Recuperagdo dos carotendides obtida no ensaio de exatidio (%).

Concentracdo  Concentracio Recuperacio Recuperacio

Carotendide tedrica obtida (%) média

(ng/mL) (ng/mL) (%)
1,712 1,484 86,7

Zeaxantina 5,992 4,745 79,2 80,8
11,128 8,509 76,5
1,983 1,847 93,1

p-criptoxantina 6,941 5,857 84,4 87,5
12,890 10,956 85,0
1,849 1,642 88,8

a-caroteno 6,472 5,291 81,8 84,0
12,019 9,788 81,4
2,079 1,906 91,7

p-caroteno 7,277 6,046 83,1 86,3
13,514 11,369 84,1

Como esperado, os valores de recuperagdo foram inferiores a 100%, o que pode ser
justificado pela labelidade dos carotendides. A média de recuperagdo para os carotendides
testados foi de 84,7% e pode ser considerada satisfatoria, em geral sdo aceitos valores entre 70
e 120%.

Apesar de ndo ser o sistema ideal, pois os carotendides adicionados ndo estdo nas
mesmas condicdes dos carotendides encontrados nos alimentos e sim apenas agregados a
matriz usada, o teste de recuperacdo indica que as perdas durante o processo de extragdo
(parti¢do para éter de petrdleo, secagem, ressuspengdo e andlise cromatogréfica) estdo em
niveis aceitdveis.
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4.5.8 Precisao

Através dos dados obtidos nas inje¢cdes dos padroes analiticos durante a construgio da
curva de calibragdo foi possivel determinar a repetitividade do método, expressando os
resultados através dos valores de coeficiente de variagdo dos resultados (Tabela 23).

Tabela 23 — Repetitividade do método analitico para os carotendides estudados.

Carotenodide Repetitividade (CV)
(%)
Violaxantina 3,85
Luteina 3,85
Zeaxantina 3,70
B-criptoxantina 3,71
g-caroteno 3,53
B-caroteno 3,45
Licopeno 3,25
MEDIA 3,62

O coeficiente médio de variagdo foi de 3,62% e € inferior ao determinado por Hart &
Scott (1995) que foi de 4,1%.
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5 CONCLUSOES

A utilizagdo de fontes naturais e a técnica de cromatografia liquida em coluna aberta
permitiram o isolamento de todos os padrdes analiticos utilizados nos experimentos deste
trabalho.

Foram isolados: violaxantina, lutefna, zeaxantina, zeinoxantina, B-criptoxantina, o-
caroteno, -caroteno e licopeno, todos com pureza superior a exigida pela técnica (90%) e,
com exceg¢do da zeinoxantina, em quantidades suficientes para a realizacdo do experimento de
estabilidade.

Foram descobertas duas fontes naturais mais eficientes que as usuais para o isolamento
de alguns padrdes. Para a zeaxantina foram utilizados os frutos de laranjinha de jardim
(Solanum pseudocapsicum L.) e para o licopeno os arilos das sementes do meldo de Sao
Caetano (Mormodica charantia L.). O licopeno extraido do meldo de Sdo Caetano ainda
mostrou-se naturalmente com pureza acima de 90%, de modo que ndo se fez necessario o
procedimento de purificagdo em coluna aberta.

O estudo de estabilidade mostrou que € possivel o armazenamento dos padrdes em
misturas (pool) prontas para o uso para calibracdo cromatografica. Com exce¢do da
violaxantina, os padroes mostraram-se vidveis para uso durante os 370 dias de avaliagdo sob
as seguintes condi¢cdes de armazenamento: secos em ampolas seladas a vacuo, com BHT
como conservante ¢ mantidas em freezer (-18°C) no escuro.

O estudo de estabilidade mostrou ainda que a ordem decrescente de estabilidade dos
carotendides avaliados €: licopeno, lutefna, zeaxantina, B-criptoxantina, da-caroteno, -
caroteno e violaxantina.

O método analitico foi otimizado de modo que a andlise cromatografica que
anteriormente durava 45 minutos, passou para 28 minutos. Além do ganho de tempo, com
consequente menor gasto de reagentes e menor geracdo de residuos, o método apresentou
ganhos de sensibilidade e eficiéncia.

Os parametros de validagcdo da metodologia avaliados mostraram que o método
implantado e otimizado ¢ seletivo, sensivel, linear na faixa de trabalho utilizada (0,5 a
8,0ug/mL), preciso (coeficiente de variagdo médio 3,6%) e a recuperagdo média no processo
de extragdo e analise foi de 84,7%.

Os limites de detec¢do do equipamento foram determinados e a concentragdo minima
detectada foi de 0,012ug/mL, limite este que estd aproximadamente 40 vezes abaixo do limite
de quantificagdo (0,5ug/mL).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Como proposto no estudo da estabilidade, a avaliagdo dos padroes do grupo 5
continuard apds o encerramento deste trabalho.

Estdo sendo conduzidos experimentos com o propodsito de preparacdo de uma amostra
padrdo, a fim de ser utilizada como controle interno de qualidade.

A experiéncia adquirida neste primeiro trabalho proporciona uma referéncia para o
estabelecimento de protocolos de validagdo para outros métodos analiticos do laboratério de
cromatografia liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

Do mesmo modo, os dados obtidos com o isolamento dos padrdes e com o estudo de
estabilidade, proporcionaram subsidios para aplicacio em outras andlises (antocianinas,
isoflavonas, etc.).
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