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Resumo Geral 1

RESUMO GERAL

Na primeira etapa deste trabalho foi desenvolvido e otimizado um método, através
de planejamento experimental fatorial, para a obtencdo de licopeno a partir de descarte de
tomate. Foi necessaria uma etapa preliminar para retirada de agua do tomate, a qual
consistiu de 4 extracbes de 30 minutos cada uma com 30 mL de etanol comercial, seguido
de descarte do solvente. Os carotendides foram extraidos durante 120 minutos com
acetato de etila (relagdo massa/volume 1:0,7) sob agitacdo a 150 rpm a temperatura
ambiente, sendo necessario 4 extragcdes para obtencdo de maior concentracdo de
carotendides totais.

Este método foi utilizado para obtencao de extrato rico em licopeno a partir de 6
lotes de descarte de tomate, coletados na CEASA-Campinas no periodo de junho de 2002
a marco de 2003. O teor de carotendides médio, calculado como licopeno, foi de 59,2 +
21,8 ng/g de descarte de tomate. Através da avaliagdo de cor (escala CIELAB) foi
verificado que o parédmetro a* foi o que mostrou melhor correlagdo (0,86) com a
concentragao de licopeno das amostras de descarte de tomate.

O extrato de carotenodides rico em licopeno foi submetido a duas cristalizagdes
sucessivas com diclorometano/etanol (1:4). A morfologia dos cristais obtidos no presente
estudo e dos cristais sintéticos da DSM Nutritional Products foi avaliada por microscopia
Optica polarizada e microscopia eletrénica de varredura. Ambos cristais apresentaram
formas irregulares, prismaticas e alongadas. Analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) em coluna Cj;, polimérica (3um,
250 x 4,6 mm) mostrou que a pureza do all-trans-licopeno dos cristais obtidos de tomate foi
de 98%, devido a presenca de 5-cis, 5,5’-dicis e 13-cis-licopeno.

Na etapa seguinte, foi avaliada a separacao de isbmeros geométricos de licopeno
em cristais isomerizados termicamente e em cristais sintéticos, e de padrdes sintéticos de
luteina e zeaxantina, por (CLAE), utilizando colunas Cqs (monomérica, 4um, 300 x 3,9mm)
e Cj3o (polimérica, 3um, 250 x 4,6 mm) e diferentes fases moveis com eluigcao isocratica e
gradiente. As melhores condi¢des cromatograficas foram obtidas em coluna Csz, com
temperatura de 33°C, eluicdo isocratica a 1 mL/min e fase mével com metanol (0,1%
trietilamina)/éter tert-metil butilico (1:1) para separar isbmeros de licopeno e (95:5) para
separar luteina e zeaxantina na linha de base.

A oxidacdo foto-sensitizada de licopeno natural com azul de metileno (MB) como

sensitizador foi avaliada em sistemas-modelo organicos, sob diferentes temperaturas (10,
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15 e 20°C) e atmosferas (ar e nitrogénio). Através da analise por CLAE-DAD-
espectrometria de massas (EM) foram identificados quatro tipos de produtos, todos
derivados do licopeno: apo-carotendides, compostos adicionados de uma ou duas
moléculas com 32 unidades de massa, epoxidos e isdbmeros geométricos de licopeno. Em
todos os sistemas o consumo do all-trans-licopeno seguiu um modelo cinético de primeira
ordem. Na presengca de MB e ar, o consumo de licopeno decaiu com o aumento da
concentragao inicial do pigmento. Na presenca de antioxidante os produtos de degradacao
formados foram os mesmos, por outro lado, em solugbes saturadas de N, com MB e sob
condigcbes de iluminagao idénticas, foi observada menor degradacao do all-trans-licopeno,
e os produtos de oxidacdo apo-6'-licopenal e epdxidos foram formados apenas em
quantidades trago. Na auséncia de azul de metileno houve acréscimo apenas do 13-cis-
licopeno.

Técnicas de encapsulamento de licopeno por “spray-dryer” utilizando goma arabica
(GA)/sacarose como material de parede e inclusdo com B-ciclodextrina (B-CD) também
foram avaliadas. O processo de encapsulamento atingiu rendimento de 51 + 1% e
eficiéncia de 95 + 1%. As micro-cépsulas apresentaram superficies indentadas e formas
irregulares, tipicas de capsulas de GA, porém sem falhas ou aberturas na superficie. A
pureza do licopeno (% area do all-trans-licopeno) obtida por CLAE-DAD em coluna Cj, foi
de 96,4% antes e de 98,1% apds o encapsulamento por “spray-dryer”, devido a redugao
das areas do 9-cis-, 13-cis e 1,2-epOxi-licopeno.

A formagdo do complexo por inclusdo de licopeno-B-CD ocorreu apenas quando
utilizada razdo molar de 1:4 e o p6 obtido por liofilizagcdo apresentou coloragao résea. O
licopeno ndao complexado ficou em torno de 50%. O pd de licopeno-B-CD apresentou
estruturas volumosas, bem definidas e similares as observadas na B-CD livre liofilizada. O
licopeno apresentou pureza de 97,7% antes e de 91,3% apds a obtencao do pd, devido ao
aumento na area do pico correspondente aos isdbmeros 13-cis + 15-cis-licopeno.

Na ultima etapa deste estudo foi avaliado o efeito da adicdo de licopeno
encapsulado para prevenir a degradagao das vitaminas A e D em leite exposto a luz.
Amostras de leite desnatado comercialmente fortificadas com 4,3 ng/mL de vitamina D; e
0,6 ug/mL de vitamina A foram expostas a luz fluorescente (= 8000 lux) ou mantidas no
escuro a 8 + 1°C e 21 + 2° °C, na presenca de ar. Ambas vitaminas mostraram-se estaveis
no escuro, enquanto sob luz a velocidade de degradagéo da vitamina A foi maior (ko 8°C
=0,24 h™") do que da vitamina Dj (kews 8°C = 0,02 h™"), sendo os dados ajustados a um

modelo cinético de primeira ordem. Licopeno encapsulado (ca. 2uM), obtido como descrito
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acima, disperso em solucdo aquosa contendo 0,5% de sorbato de potassio, e exposto a
luz a 8°C apresentou ko,s = 0,03 h™', também seguindo um modelo cinético de primeira
ordem. A adicao de licopeno encapsulado (ca. 2uM) aumentou cerca de 1,8 vezes a
estabilidade das vitaminas. Entretanto, devido ao fato de que a fragdo de moléculas de
vitamina protegidas (fit  0,46) foi maior do que o valor da fragcdo de oxigénio singlete
desativada pelo licopeno (f,) e como o mesmo absorve luz na mesma regido que a
riboflavina, pode-se concluir que o licopeno atua combinadamente como antioxidante e
filtro de luz, desativando oxigénio singlete e inibindo a formacéao de riboflavina no estado

triplete excitado.
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SUMMARY

In the first part of this thesis, a method to obtain lycopene from tomato waste was
developed and optimized using a factorial experimental design. In order to remove water, a
preliminary step was necessary and consisted of four 30-minute extractions, each with 30
mL commercial ethanol, followed by discard of the solvent. The carotenoids were extracted
during 120 minutes with ethyl acetate (mass/volume ratio of 1:0.7) by stirring at 150 rpm at
room temperature, being 4 extractions necessary to obtain high carotenoid concentration.

This method was applied to produce carotenoid extract rich in lycopene from 6
batches of tomato waste, collected at CEASA-Campinas during June 2002 to March 2003.
The average carotenoid content found, calculated as lycopene, was 59.2 + 21.8 ng/g of
tomato waste. Colour evaluation (CIELAB scale) was carried out and the parameter a*
showed the best correlation (0.86) with lycopene concentration in the tomato waste
samples.

The carotenoid extract rich in lycopene was submitted to two consecutive
crystallizations from dichloromethane/ethanol (1:4). The morphology of the lycopene
crystals obtained in the present study and the synthetic crystals from DSM Nutritional
Products was evaluated by polarized optical microscopy and scanning electronic
microscopy. Both crystals showed irregular, elongated and prismatic forms. Analysis by
high-performance liquid chromatography-diode array detector (HPLC-PDA) on a polymeric
Cso column (3um, 250 x 4,6 mm) showed that the purity of the all-trans-lycopene crystals
obtained from tomato was 98%, due to the presence of 5-cis, 5-,5-dicis and 13-cis-
lycopene.

In the next step, the separation of geometric isomers of lycopene crystals
thermically isomerized and in synthetic crystals, and of synthetic standards of lutein and
zeaxanthin, was evaluated by HPLC on Cig (monomeric, 4um, 300 x 3.9mm) and Cj
(polymeric, 3um, 250 x 4.6 mm) columns using different mobile phases in isocratic or
gradient elution modes. The best chromatographic conditions were obtained with the Csg
column operating at 33°C, isocratic elution at 1 mL/min of methanol (0.1%
triethyilamine)/tert-butyl methyl ether at 1:1 ratio to separate lycopene isomers and at 95:5
to achieve baseline separation of lutein and zeaxanthin.

The photosensitized oxidation of natural lycopene with methylene blue (MB) as
sensitizer was evaluated in organic solvents, under different temperatures (10, 15 and

20°C) and atmosphere (air and nitrogen). The HPLC-PDA-mass spectrometric (MS)
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analysis allowed the identification of four types of products, all derived from lycopene: apo-
carotenals, compounds with one and two 32 mass units incorporated, epoxides and
geometric isomers. In all systems the consumption of all-frans-lycopene followed a first-
order reaction kinetic model. In the presence of the MB and air, the rate for the lycopene
consumption decreased with the increased initial carotene concentration. In the presence of
a radical scavenger identical degradation products were observed, on the other hand, in
N,-saturated solutions with MB and under identical illumination conditions, a slower
photosensitized degradation of all-trans-lycopene was observed, and the oxidation products
apo-6’-carotenal and epoxides were formed only in trace amounts. In the absence of MB
solely 13-cis-lycopene increased.

Techniques of lycopene encapsulation by spray-dryer with gum arabic (GA)/sucrose
as wall material and inclusion with B-cyclodextrin (B-CD) were carried out. The
encapsulation process showed yield of 51 + 1% and efficiency of 95 + 1%. The micro-
capsules presented superficial indentations and an irregular form, typical of GA capsules,
as well as lack of cracks and breakages. The lycopene purity (% all-frans-lycopene area),
obtained by HPLC-PDA on Cj3, column, was found to be 96.4% before and 98.1% after the
spray-drier encapsulation, due to reduction of the areas from 9-cis-, 13-cis- and 1,2-epoxy-
lycopene.

The formation of the inclusion complex of lycopene-B-CD occurred only with the use
of a 1:4 molar ratio, and the powder obtained by freeze-drying presented a light pink colour.
The lycopene not included remained as 50%. The lycopene-B-CD powder presented well
defined bulky structures similar to those observed for free freeze-dried 3-CD. The lycopene
purity (% all-frans-lycopene area) showed to be 97.7% before and 91.3% after the
production of the powder, due to the increased peak area corresponded to 13-cis + 15-cis
isomers of lycopene.

In the last part of this study, the effect of added encapsulated lycopene to prevent
vitamins A and D degradation in milk exposed to light was evaluated. Samples of skimmed
milk commercially fortified with 4.3 ug/mL vitamin Dzand 0.6 ug/mL vitamin A were exposed
to fluorescent light (= 8000 lux) or stored in the dark at 8 + 1°C and 21 + 2° °C, in the
presence of air. Both vitamins were found to be stable in dark conditions, whereas under
light the first-order degradation rate of vitamin A was higher (kops 8°C = 0.24 h'1) than that of
vitamin D3 (kops 8°C = 0.02 h‘1). Encapsulated lycopene (ca. 2uM), obtained as described
above, dispersed in water containing 0.5% potassium sorbate and exposed to light at 8°C,

showed ko,s = 0.03 h™', also calculated by a first-order kinetic model. The addition of
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encapsulated lycopene (ca. 2uM) increased the vitamins stability in 1.8 times. In fact, since
the fraction of protected vitamin molecules (f,i;~ 0.46) was higher than the fraction of singlet
oxygen deactivated (f,) by lycopene, and as lycopene absorbs light in the same region as
riboflavin, the lycopene showed a combined action as antioxidant and light filter, with both
inhibition the formation of the reactive friplet excited state of riboflavin and quenching

singlet oxygen.
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INTRODUGAO GERAL

Os carotendides sdo um dos maiores grupos de pigmentos naturais encontrados
em frutas, raizes, flores, peixes, crustaceos, invertebrados, passaros e microrganismos, e
apresentam cores que variam do amarelo ao vermelho. Até o momento mais de 600
carotendides ja foram encontrados na Natureza (Mercadante & Egeland, 2004). Os
carotendides tém sido largamente utilizados como corantes em alimentos, bebidas,
cosmeéticos e racdes animais, tanto na forma de extratos naturais como sintéticos idénticos
ao natural. As industrias de alimentos e farmacéutica vém buscando substituir os corantes
sintéticos por naturais devido ao maior apelo do produto natural.

Alguns carotendides apresentam importante fungdo nutricional na dieta de
humanos como precursores da vitamina A, a qual é essencial para a visao, diferenciacao
das células, desenvolvimento embriolégico e outros processos fisiologicos. O interesse por
estes pigmentos tem aumentado muito nos ultimos anos devido a descoberta de outras
propriedades biolégicas envolvendo sua atividade antioxidante, através do sequestro e
extincdo de radicais livres, reduzindo o risco do desenvolvimento de doencas
degenerativas como o cancer, doencas cardiovasculares, imunodeficiéncias, degeneracao
macular e formacao de cataratas (Krinsky, 1994, Van den Berg et al., 2000).

O consumo de alimentos ricos em licopeno, como tomate e seus produtos, bem
como altas concentragdes do mesmo no sangue tém sido associados ao menor risco de
desenvolvimento de céncer de prostata (Giovanucci, 2002, Venkateswaran et al., 2004).
Um dos mecanismos propostos para esta agdo € a desativacdo de oxigénio singlete, ja
que o licopeno é conhecido como o mais eficiente desativador do mesmo em estudos
realizados in vitro (Di Mascio et al., 1989, Edge et al., 1997).

A interagcdo entre a luz, oxigénio e compostos denominados sensitizadores, tais
como riboflavina presente em leite (Aurand et al., 1977) e clorofila em 6leos vegetais (Lee
& Min, 1990), causa foto-oxidagdo em alimentos, através da producao de radicais livres e
oxigénio singlete que podem oxidar os constituintes dos alimentos, tais como acidos
graxos insaturados, vitaminas, proteinas e aminoacidos. Além da perda nutricional e de
qualidade, pode ocorrer formagdo de compostos tdoxicos como 6xidos de colesterol e
alteragbes no sabor e na cor. Os carotendides podem prevenir ou diminuir a perda destes
nutrientes através do mecanismo de desativagdo de oxigénio singlete ou ainda agindo
como filtro, prevenindo a formagao do sensitizador no estado triplete excitado (Mortensen
et al., 2004).
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Porém, as propriedades, acdes e fungdes dos carotendides estdo intimamente
ligadas a sua estrutura, a qual apresenta um sistema de liga¢gdes duplas conjugadas que
gera uma nuvem de elétrons © que se desloca sobre a cadeia poliénica, proporcionando a
estas substancias absorcdo de luz na regido do visivel e alta reatividade quimica. A grande
maioria dos carotendides existentes na natureza encontra-se na forma frans, devido a
maior estabilidade desta conformagao em relagdo a forma cis. Como conseqiiéncia desta
estrutura, os carotendides podem sofrer isomerizacdo geométrica e oxidacao durante o
processamento e armazenamento de alimentos, culminando na diminuicdo ou perda do
poder corante e da atividade bioldgica.

A separacao de isbmeros geométricos € importante porque a forma cis apresenta
menor atividade de vitamina A e a sua atividade em outras fungdes ndo esta
completamente estabelecida. Além disso, os isbmeros cis apresentam menor comprimento
de onda de absorgdo que a forma trans, acarretando ligeira perda de cor. Por estes
motivos, a grande maioria dos trabalhos envolvendo a separagéo de isbmeros geométricos
de carotendides por cromatografia liquida de alta eficiéncia tem empregado coluna de fase
reversa Cjo (polimérica), tendo em vista que a mesma foi desenvolvida especificamente
para este fim, possibilitando a separacdo de maior nimero de isbmeros além de ser a
Unica coluna capaz de separar isdmeros de carotendides nao simétricos (Emenhiser et al.,
1996, Sander, 1994, Sander et al., 2000).

Uma das alternativas para aumentar a estabilidade destes pigmentos bem como
para possibilitar sua adigdo em sistemas hidrofilicos € o encapsulamento. O “spray-dryer”,
tecnologia que consiste em um empacotamento do material com finas coberturas
poliméricas, formando pequenas particulas denominadas micro-capsulas que retardam a
isomerizacdo e oxidagdo destes compostos, tem sido uma das técnicas mais utilizadas na

industria de alimentos.
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OBJETIVOS

Devido ao fato de que, dentre os carotendides, o licopeno vem ganhando destaque
nos ultimos anos pela associacdo das suas propriedades antioxidantes com efeitos
benéficos a saude, mais especificamente com a diminuicdo da incidéncia de cancer de

préstata, os objetivos deste trabalho foram:

1. Desenvolver e otimizar um método para extragao de licopeno a partir de descarte
de tomate.

2. Utilizar o método desenvolvido para obtencao de licopeno a partir de diferentes
coletas de tomate.
Obter cristais de licopeno com alta pureza.
Avaliar a separagcdo de isdbmeros de licopeno, e luteina e zeaxantina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando colunas C15 e Cs.

5. Avaliar a cinética de degradacao do all-trans-licopeno por oxigénio singlete, separar
e caracterizar os produtos formados.

6. Encapsular licopeno por “spray-dryer” utilizando goma arabica/sacarose como
material de parede.

7. Preparar o complexo de inclusdo licopeno-p-ciclodextrina e obter o0 mesmo na
forma de po por liofilizagao.

8. Avaliar o efeito da adicdo de licopeno na estabilidade das vitaminas A e D em leite.
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1. Obtenc¢ao de padroes de carotendides

Padrbées comerciais de carotendides possuem um alto custo e vida util reduzida,
uma vez que apos abertura da embalagem ocorre formagao de isdbmeros e de produtos de
oxidacao devido ao longo sistema de ligagdes duplas conjugadas presente na estrutura
destes pigmentos. Por estes motivos alguns estudos envolvem a obtencdo de
carotendides puros.

Entretanto, na grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura o enfoque é
a analise quantitativa de carotendides. Para tal, as principais etapas sao: (1) extragéo
exaustiva com solventes organicos, geralmente acetona, normalmente realizada em
equipamentos de pequeno porte, (2) filtragdo em funil de Bichner, (3) transferéncia para
éter de petréleo através de lavagens com agua em funil de separagao, (4) saponificagdo
(opcional) e retirada do alcali por lavagem, (5) concentragcdo, (6) separagao
cromatografica e (7) quantificagao.

Hakala & Heinonen (1994) testaram extragcdo com éter de petréleo ou acetona,
seguida de extragcdo em fase sélida utilizando cartuchos de silica e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) com coluna C4s, como método de purificagdo de licopeno obtido
a partir de puré de tomate, atingindo 97% de pureza somente apds a terceira
cromatografia semipreparativa.

Matioli & Rodriguez-Amaya (2002) obtiveram licopeno com 96% de pureza a partir
de goiaba vermelha utilizando acetona como solvente de extragcio, partigdo para éter de
petréleo e purificagcdo em coluna aberta de MgO/hyflosupercel.

Metodologia similar foi empregada por Niizu & Rodriguez-Amaya (2003) para a
obtencgdo de licopeno (95 a 98% de pureza) e pB-caroteno (94 a 96% de pureza) a partir de
polpa de melancia e por Kimura & Rodriguez-Amaya (2002) para isolar padrdes de
carotendides de alface, sendo que a pureza variou de 91 a 97% para neoxantina, 95 a
98% para violaxantina, 97 a 100% para lactucaxantina, 92 a 96% para luteina e 90 a 97%
para p-caroteno.

Extracao de bixina a partir de sementes de urucum, e purificacado por cristalizagao
foram avaliadas por Rios & Mercadante (2004). Foram realizadas lavagens das sementes
de urucum com hexano e metanol, para respectiva retirada de lipideos e impurezas, e
posteriormente realizadas duas extracbes nao quantitativas com acetato de etila. O
extrato obtido foi concentrado e purificado por cristalizagdo com diclorometano/etanol
absoluto (1:4). A bixina apresentou grau de pureza de 94% apods este procedimento e

98% apos repeticao da cristalizagao.
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Para a obtenc&o de padrdes de a- e B-caroteno a partir de cenoura, Zanatta et al.
(2003) utilizaram extragdo com acetona, transferéncia para éter de petrdleo e
saponificacdo, seguida da separacao dos mesmos por cromatografia em coluna de
MgO/hyflosupercel. Os extratos obtidos foram cristalizados com éter de petréleo/metanal,
apresentando apods a primeira cristalizagdo uma porcentagem de pureza de 80% para o p-
caroteno e 92% para o a-caroteno, subindo para 98 e 99% de pureza, respectivamente,
apos a re-cristalizagéo.

Scotter et al. (1994) purificaram padrdo comercial de bixina através de trés
cristalizagdes sucessivas com acetato de etila seguidas de secagem sob ar, atingindo
97% de pureza. A partir deste padrao de bixina foi obtido padrao de trans-bixina na forma
de cristais (95% de pureza) por reagao de isomerizacdo com iodo, duas cristalizagdes
com acetona e secagem sob ar. Também a partir do padréo de bixina foi preparado
padrao de cis-norbixina (92% de pureza) por hidrélise alcalina e cristalizagdo com acido
acético glacial, sendo os cristais secos em dessecador na presenga de pentdoxido de
fésforo e hidroxido de potassio sob atmosfera de nitrogénio. Utilizando padrdao de cis-
norbixina foi obtida trans-norbixina (94% de pureza) através de procedimento similar ao
descrito para obtengéo de frans-bixina seguido de cristalizagdo com piridina, lavagem com
acetona e secagem sob ar.

Extracdo seletiva de p-caroteno e de licopeno a partir de residuo de pasta de
tomate, com fluido supercritico (CO.,), foi reportada por Baysal et al. (2000). Através de
um planejamento fatorial foi otimizada temperatura do extrator (55°C para licopeno e 65°C
para B-caroteno), pressao do fluido de extragao (300 bar), adicao de co-solvente (5 % de
etanol), tempo de extracao (2 h) e fluxo de CO, (4 Kg/h). O rendimento maximo obtido foi
de 54 % para licopeno e de 50% para p-caroteno, ndo sendo mencionado o grau de
pureza dos extratos.

Extracdo supercritica seletiva a partir de tomate liofilizado foi reportada por
Goémez-Prieto et al. (2003) que utilizaram CO,, sem modificador, com fluxo de 4mL/min a
40°C. Nao foi reportada a pureza do extrato obtido, mas além de licopeno (88 % all-trans-

licopeno e 12 % cis-licopeno), foi verificada a presenca de fitoeno, fitoflueno e B-caroteno.

2. Encapsulamento de carotendides
2.1. “Spray-dryer”
O micro-encapsulamento é uma técnica para obtencédo de carotendides na forma

de po6 estavel, dispersivel em agua e de facil incorporagéo aos alimentos. Esta tecnologia
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consiste de um empacotamento com finas coberturas poliméricas aplicaveis em soélidos,
goticulas de liquido ou material gasoso, formando pequenas particulas denominadas
micro-capsulas. A cobertura é conhecida como parede e o material encapsulado como
“core”. A parede tem como principal fungdo, o aumento da vida util do “core”, retardando a
isomerizacdo e oxidagdo desses compostos. Dentre as varias técnicas de
encapsulamento disponiveis, “spray-drying” € uma das mais utilizadas na industria de
alimentos. Os materiais de parede mais utilizados sdo as gomas, maltodextrinas de
diferentes equivalentes de dextroses (DE), proteinas e suas misturas.

Wagner & Warthesen (1995) utilizaram “spray-dryer” com a temperatura de
entrada do ar de 200°C e temperatura de saida de 100°C para encapsulamento de suco
de cenoura com maltodextrinas (4 DE, 15 DE, 25 DE e 36,5 DE), na proporgao de 8:2, em
base umida. O suco de cenoura foi seco sozinho como controle. Maior eficiéncia no
encapsulamento tanto para o a- (89%) como para o B-caroteno (87%) foi obtida quando
utilizada maltodextrina 4 DE como material de parede. O percentual de sélidos utilizado
na alimentacao e o rendimento obtido no encapsulamento ndo foram mencionados.

Extrato de carotendides obtido a partir de residuos de polpa de cenoura foi
revestido com uma mistura de sacarose/gelatina (3,5:2,5, p/p) € a emulsao resultante foi
pulverizada em “spray-dryer’ nas seguintes condigbes: 15% de sdélidos na alimentagao,
temperatura do ar de entrada 135-145°C e temperatura de saida do ar 90-100°C,
atingindo rendimento de 67%. Dos carotendides presentes no residuo de polpa de
cenoura apenas o all-frans-p-caroteno apresentou perda (6%) durante a secagem (Chen
& Tang, 1998). A eficiéncia do encapsulamento nao foi relatada.

Oleoresina de rosa mosqueta contendo elevado teor de carotendides foi
encapsulada por “spray-dryer” com temperatura de entrada do ar de 150 + 5°C ou 100 +
5°C e temperatura de saida do ar de 70 + 5°C ou 65 + 5°C, com amido ou gelatina como
encapsulantes, respectivamente. As emulsées foram preparadas sob agitagdo constante
e com as seguintes composic¢oes: a) amido (0,48%), sacarose (18,4%), lecitina (0,18%),
agua (79,3%) e oleoresina (1,63%) e b) gelatina (2,03%), sacarose (1,77%), lecitina
(0,15%), agua (94,28%) e oleoresina (1,77%). A perda de frans-rubixantina durante o
processo de encapulamento, tanto com matriz de amido quanto de gelatina, foi de 40%.
As perdas de trans-licopeno e de trans-p-caroteno em gelatina foram de 28 e 1%,
respectivamente, enquanto em matriz de amido foram maiores, de 46 e 29% (Robert et
al., 2003). A eficiéncia do encapsulamento nao foi mencionada.

Para a obtencdo da biomassa seca de Dunalliela salina, Leach et al. (1998)

avaliaram os seguintes parametros do “spray-dryer”: percentual de sélidos contidos na
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alimentacéo (4,5% e 8,75% sem encapsulante e 15,43% com maltodextrina 12 DE e
goma arabica na propor¢ao de 3,5:1), temperatura de entrada do ar de 200 e 265°C e
temperatura do ar na saida de 110 e 120°C. Nao houve perda de B-caroteno apenas
quando utilizada concentracdo de 15,43% de solidos, mesmo com a variagdo da
temperatura de entrada e saida do ar. O maior rendimento do encapulamento (98%) foi
também obtido nestas condi¢des, entretanto a eficiéncia nao foi reportada.

Padrao cristalizado de trans-B-caroteno foi encapsulado por Desobry et al. (1997)
com 40% de maltodextrina 25DE em “spray-dryer”, operado com temperaturas de entrada
e saida de ar de 170 + 5°C e 95 + 5°C, respectivamente. A perda de B-caroteno durante o
processo foi de 11% e a eficiéncia do encapsulamento foi de 62 + 2%. Em outro estudo,
Desobry et al. (1999), utilizando as mesmas condi¢gbes para o “spray-dryer”, compararam
0 uso da maltodextrina 25 DE com as maltodextrinas 15 DE e 4 DE adicionadas de
glicose (9 ou 18%), galactose (9 ou 18%) ou lactose (24 ou 40%) para encapsular p-
caroteno, sendo obtida eficiéncia de 78% no encapsulamento com a mistura maltodextrina
4 DE e glicose (82:18).

Cristais de bixina foram encapsulados com diferentes solugdes de polissacarideos
(40% de sdlidos) em “spray-dryer” com temperatura de entrada e saida de ar de 180°C e
130°C, respectivamente. Quando utilizada solugao de goma arabica e sacarose (95:5), o
encapsulamento atingiu eficiéncia de 86%, sendo o pd obtido nestas condi¢des o que
apresentou maior solubilidade em agua (Barbosa et al., 2005). Cabe destacar que quando
a solugao nao apresentou propriedades emulsificantes (somente maltodextrina) obteve-se
a menor eficiéncia de encapsulamento (54%) que aumentou com a adicdo de um
emulsificante & maltodextrina (75%). O rendimento do encapsulamento n&o foi relatado.

Matioli & Rodriguez-Amaya (2002) encapsularam licopeno, obtido de goiaba, por
“spray-dryer” com goma arabica (20% de sélidos) e goma arabica/maltodextrina 20 DE
(4:6) em solugao com 40% de solidos. As condigdes de temperatura de ar utilizadas foram
de 120°C na entrada e 85°C na saida do equipamento, para os dois materiais de parede.
O rendimento e a eficiéncia do processo nao foram mencionados.

Cabe destacar que os parametros de encapsulamento ndo s&o reportados na
maioria dos estudos. O rendimento obtido no encapsulamento ndo foi mencionado nos
trabalhos de Wagner & Warthesen (1995); de Desobry et al. (1999) e de Barbosa et al.
(2005). A eficiéncia do processo de encapsulamento nao foi reportada por Chen & Tang
(1998), Leach et al. (1998) e Robert et al. (2003). No trabalho de Matioli & Rodriguez-

Amaya (2002) nenhum dos dois parametros foi citado.
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2.2. Ciclodextinas

Ciclodextrinas (CD) s&o oligossacarideos ciclicos, obtidos a partir da degradagao
enzimatica do amido, formados de seis (a-CD), sete (B-CD) e oito (y-CD) unidades de
glicose. Apresentam caracteristicas hidrofilicas externamente e hidrofébicas na parte
interna, o que favorece a inclusdo de compostos apolares no seu interior, isto é,
encapsulagdo molecular. Pigmentos naturais hidrofébicos, como carotendides e
flavondéides nao glicosilados, podem ser estabilizados quando complexados com CD. Nos
ultimos anos, complexos de carotendides com CD tém sido utilizados para viabilizar a
adicao de carotendides a ambientes hidrofilicos, tais como células ou tecidos.

A preparagdo de complexos de dleo de canola rico em carotendides com a- e -
CD, utilizando razdo molar de 1:1 e 0,5:1 (p/p) foi avaliada por Basu & Del Vecchio (2001).
Inicialmente, a CD foi dissolvida em agua sob agitagao, -CD a 40-45°C e a-CD a 25°C, e
apos a solugao atingir a temperatura ambiente o 6leo de canola foi adicionado lentamente
(sob N,), sendo a mistura mantida por 16-24 h sob agitagdo. No caso do complexo 6leo-a.-
CD a mistura resultante foi seca em evaporador rotatério a 55°C por 4h sob alto vacuo,
enquanto que para obtencdo do complexo 6leo-p-CD, a mistura foi filtrada e o pé
resultante seco em evaporador rotatério a 60-70°C por 4h. O 6leo formou complexo com a
a-CD nas duas razbes molares testadas e com a B-CD somente quando utilizada razao
molar de 0,5:1.

Matioli & Rodriguez-Amaya (2003) avaliaram o encapsulamento de licopeno obtido
de goiaba vermelha com a-, - e y-CD, testando inicialmente razdo molar de 1:50 (p/p). O
licopeno foi dissolvido em éter de petréleo, o solvente foi eliminado com N, e o residuo
dissolvido em acetona, utilizando ultra-som para total solubilizagdo. As CDs foram
dissolvidas em agua e adicionadas a solucdo de licopeno, sendo a acetona
posteriormente eliminada com N,. Nestas condicdes, o licopeno formou complexo com a
B- e y-CD, mas n&do com a o-CD. Avaliando a melhor razdo molar licopeno-CDs (1:100,
1:150, 1:200 e 1:250, p/p), a inclusao foi maxima quando utilizada y-CD e razado molar de
1:200.

Formulagbes a base de carotendides (padrées comerciais de B-caroteno, licopeno,
luteina ou zeaxantina) e metil-B-CD (p/p) foram utilizadas para suplementagéo de culturas
de células por Pfitzner et al. (2000). O carotendide foi previamente dissolvido em
diclorometano e adicionado a uma solugao etandlica de CD, sendo a mistura agitada por
24h a 37°C e posteriormente seca em evaporador rotatério. O residuo foi dissolvido em

agua e filtrado.
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Lipossomas e B-CD foram utilizados como carreadores para incorporagao de trés
carotendides (padrdes comerciais de B-caroteno e cantaxantina e luteina isolada de fonte
natural) pelo plasma, mitocéndrias e fragbes de membrana microssomal e nuclear de
células do figado ou do epitélio da retina de porco. Os complexos carotenéide-CD foram
preparados pela mistura do carotendide na forma cristalina com B-CD comercial (razédo
molar 1:10, p/p), sendo a mistura mantida sob vacuo por 24 h a 10°C, posteriormente
diluida com tampao (pH 7,4), levada ao ultra-som por 30 min a 40°C, filtrada com
membrana Millipore (0,45 um) e centrifugada a 16000 rpm a 4°C, ficando o complexo
carotendide-CD no sobrenadante (Lacrajan et al., 2001).

Em todos os trabalhos citados acima nado foram utilizadas técnicas para
confirmacgao da formagao dos complexos carotendide-CD.

Mele et al. (1998) reportaram a associagéo de B-caroteno comercial na forma de
cristais com B- e y- CD (razdo molar 1:4, p/p). A preparacao dos complexos consistiu na
mistura do carotendide e da CD até a obtengcdo de um pé homogéneo, seguido da adi¢ao
de &gua destilada e homogeneizacdo até a suspensdo apresentar uma coloragéo
vermelha escuro. A mistura foi mantida por uma noite sob atmosfera de nitrogénio,
posteriormente ressuspendida em agua destilada (40°C) e filtrada para remoc¢ao da
opalescéncia, sendo submetida ao processo de liofilizagao para obtengdao do complexo na
forma sodlida. A formagédo dos complexos foi confirmada através de “light scattering”, ja
que as solugdes diluidas dos complexos apresentaram alto sinal e grande variagao
angular do “scattering” indicando a presenga de agregados de grandes dimensdes e por
ressonancia magnética nuclear (RMN) onde foi possivel observar variagdo no
deslocamento de sinais da glicose da y-CD no complexo carotenéide-y-CD quando
comparado com a y-CD nativa, ndo sendo observado variagdo de sinais em relagédo a o-
CD na presenca do carotenoide.

Utilizando técnicas semelhantes para preparo de complexos de licopeno com a- e
B-CD (razao molar 1:4, p/p), bem como para confirmacédo de sua formacao, Mele et al.
(2002), reportaram que tanto a- como B-CD sao capazes de formar associagbes estaveis
com licopeno em agua.

Dois métodos de preparagao de complexos carotenéide-CD foram reportados por
Polyakov et al. (2004). No primeiro método, p-caroteno comercial ou derivados sintéticos
(7’-apo-7’,7’-diciano-p-caroteno, 7’-apo-7’-(p-NO,-CgH,)-pB-caroteno ou acido B-caroten-8’-
6ico) e B-CD (razdo molar de 1:1 e 1:2, p/p) na forma sélida, foram misturados até a

obtencédo de um pd homogéneo. Foi, entdo, adicionada ao pdé uma pequena quantidade
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de agua seguida de mistura até a formacao de uma pasta que foi mantida por uma noite
sob atmosfera de nitrogénio. A seguir, a pasta foi dissolvida em agua até concentragéo de
1mM de carotendide e agitada por algumas horas. No segundo método uma solugado do
carotendéide em metanol foi adicionada a solugdo aquosa da B-CD. Neste caso, o
procedimento foi descrito em uma patente (Decolorized carotenoid-cyclodextrin
complexes, N° WO 9513047). Estudos de '"H RMN mostraram deslocamento de sinal de
prétons internos da cavidade da CD na presenca de acido B-caroten-8’-oico, enquanto
que na presenga dos demais carotendides nao houve modificacbes no espectro, quando
utilizado o método de complexagao na forma sélida.

A formagédo de um complexo de bixina com a-CD e determinacao da estabilidade
deste complexo foi descrita por Ling et al. (2005). Solucdo de bixina (5 mg) em
cloroférmio/acetona (80:20) foi adicionada aos poucos sobre a o-CD em pd, colocada
sobre 1a de vidro em uma micro-coluna fechada de 1,5 mL. Depois da completa adicdo da
solugdo de bixina a micro-coluna, esta foi centrifugada até completa remogao dos
solventes, restando na mesma, apenas um poé de coloragdo vermelha. O pdé foi
provavelmente dissolvido com agua destilada para analise no espectofotdbmetro e com
agua deuterada para 'H RMN, uma vez que os autores ndo relatam como o p6 foi
separado da la. Através da comparacédo dos espectros de 'H RMN, de bixina, o-CD e o-
CD-bixina, observou-se que a molécula de o-CD sofreu forte deslocamento de sinais
referentes aos seus hidrogénios H; e Hs. Além disso, a relacdo AS Hs/AS Hj obtida foi de

0,84, indicando boa associacao entre as moléculas de o-CD e bixina.

3. Separacgao de isdmeros de carotendides por CLAE

As primeiras tentativas para a separagdo de isébmeros por CLAE foram feitas
empregando colunas de alumina (Vecchi et al, 1981) ou de hidréxido de calcio (Tsukida et
al, 1982; Chandler & Schwartz, 1987). A resolugdo obtida foi considerada muito boa, mas
essas colunas ndo estdo disponiveis comercialmente e requerem o controle estrito de
uma seérie de condigodes.

Procurando uma alternativa mais pratica para a separagao das formas isoméricas
cis, Quackenbush & Smallidge (1986) testaram mais de 20 colunas comerciais de fase
reversa (Cs e Cqg), € somente em 3 colunas poliméricas (marca Vydac) foi obtida a
separacao dos isbmeros de B-caroteno. Bushway (1985) ja havia verificado a eficacia
deste tipo de coluna na separagao de isébmeros. Mais tarde, Craft et al (1990) também

escolheram a coluna Vydac para a separagao de isbmeros de padrdes comerciais de p3-
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caroteno. Em geral, melhores separagdes de carotenos e isbmeros geométricos tém sido
demonstradas com colunas Cig poliméricas do que com monoméricas (Sander et al.,
2000).

Recentemente, foi desenvolvida uma coluna Cj, polimérica (marca YMC)
especificamente para separagdo de isdbmeros cis e trans de carotendides que além de
proporcionar separagcdo mais eficiente dos carotendides na linha de base, possibilitou
também a separacdo de isbmeros de p-caroteno e de B-criptoxantina, ndo separados
anteriormente (Sander et al., 1994). Além disso, esta € a Unica coluna capaz de separar
isdbmeros de carotendides ndo simétricos, como 13-cis-, 13’-cis-, 9-cis- e 9’-cis-luteina
(Emenbhiser et al., 1996). De acordo com a literatura, esta coluna tem sido a mais utilizada
para separacao de isdbmeros simétricos ou ndo simétricos.

Mais recentemente, trabalhos envolvendo separacao de luteina, zeaxantina e seus
isdbmeros geométricos, tém utilizado colunas de fase normal. Humphries & Khachik (2003)
utilizaram coluna ciano para avaliar a distribuicdo de isbmeros de luteina (all-frans-;
13,13-dicis-; 9-cis- e 9'-cis-luteina) e de zeaxantina (all-trans-; 9-cis- e 13-cis-zeaxantina)
em frutas, vegetais, trigo e massas. Panfili et al. (2004) usaram coluna de silica para
determinagdo de carotendides em cereais e conseguiram separar all-frans-luteina dos
seus isdOmeros 13,13-dicis-; 9-cis- e 9’-cis-. Mendes-Pinto et al. (2004) compararam
coluna de fase reversa polimérica Cs € de fase normal ciano para separar carotendides
em uvas, obtendo separacdo dos picos de luteina e zeaxantina somente quando utilizada
fase normal.

Foram selecionados alguns trabalhos envolvendo a separagao por CLAE de
carotendides, sobretudo licopeno e seus isdbmeros geométricos (Tabela 1) e de luteina e
zeaxantina (Tabela 2), utilizando coluna C3; com comprimento de 250 mm e adsorvente

com tamanho de particula de 3 um ou 5 um.
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Tabela 1. Condi¢des cromatograficas para separacao de all-frans-licopeno e seus isdmeros cis.

Matriz e carotendides separados

Fases moveis

Referéncias

Tomate desidratado: MeOH/ TBME (62:38), 1mL/min Shi et al.
Cis e trans-licopeno (1999)
Dieta, tecidos e soro de ratos: 90% A (MeOH/TBME/ NH,OAc 1,5% em agua, 83:15:2) e 10% B Boileau et al.

trans-, 5-cis-licopeno e 4 isbmeros cis-

licopeno®

e 4OACc, 8:90:2) mantido 5 min, gradiente linear para o o Bem
(MeOH/TBME/NH40OAC, 8:90:2) ido 5 min, gradi li p 55% Al45% B

12 min e para 5% A/95% B em 12 min, mantendo 5 min, 1mL/min

(2000, 2001)

Padrao isomerizado:

trans — e 4 isdmeros cis- licopeno®

Gradiente linear de MeOH/TBME (60:40) para (50:50) em 20 min, permanecendo até

30 min e indo para (40:60) em 10 min, 1mL/min

Bbhm (2001)

Tomate tangerina:
trans-B-caroteno, frans -a-caroteno, frans- e

11 isémeros cis-licopeno®

Gradiente linear de 100% A (MeOH/TBME/H,O/ NH,OAc 1mol/L, 88:5:5:2) para 15%
A e 85% B (MeOH/TBME /H,0O/ NH,OAc 1mol/l, 28:70:0:2) em 40 min e para 100% B

em 10 min, 1TmL/min

Ferruzzi et al.
(2001)

Padrao e puré de tomate incubado em suco 95% A (MeOH), 5% B (MeOH/H,0 0,2% NH,OAc, 80:20) 0% C (TBME) por 6 min,  Re et al.
gastrico humano: gradiente linear para 80% A/5%B/15%C em 1 min, por 5 min, para 30%A/5%B/65%C (2001)
trans-, 5-cis-, 9-cis-, 13-cis- e 15-cis-licopeno em 18 min, mantido por18 min, 1mL/min

Tecidos humanos: MeOH/TBME (50:50), 1mL/min Fang et al.
trans- e 5-cis-licopeno (2002)
Pasta de tomate: a- e B-caroteno - MeOH/TBME (75:25), 1mL/min Bohm et al.
trans-, 9-cis, 9'-cis, 13-cis, 13'-cis-a-caroteno, licopeno - MeOH/TBME (50:50), 1mL/min (2002)

trans-, 9-cis, 13-cis, 15-cis-p-caroteno,
trans-, 4 isdbmeros cis-licopeno?,

trans-, 9-cis, 13-cis- zeaxantina

zeaxantina - MeOH/TBME (90:10), 1mL/min
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Plasma: N&o disponivel Hadley et al.
trans- e 5-cis-licopeno (2002)
Padrao isomerizado: 1-butanol/ACN/DCM (30:70:10), 2mL/min Lee & Chen.
trans- , 5-cis-, 9-cis-, 13-cis- , 15-cis e di-cis- (2002)
licopeno
Padrao isomerizado e oleoresinas de tomate MeOH e TBME (1:1) por 30 min, gradiente linear para 60% de MeOH em 5 min, Hackett et al.
aquecidas: mantido por 20 min, 1mL/min (2004)
trans-, 5-cis-licopeno e 7 isbmeros cis- Gradiente linear de MeOH/TBME/H,0 (90:2,5:7,5) para 30:70:0 em 40 min, para
licopeno® 20:80:0 em 10 min e 95:5:0 em 10 min, TmL/min (oleoresina de tomate tangerina)

%lsémeros nao foram identificados.

MeOH: metanol, TBME: éter t-metil butilico, NHsOAc: acetato de amdnio, TEA: trietilamina, ACN: acetonitrila, DCM: diclorometano, H,O: agua.
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Tabela 2. Condi¢des cromatograficas para separacao de luteina e zeaxantina.

Matriz e carotendides separados

Fases moveis

Referéncias

Milho e padrdes:

luteina, zeaxantina, B-criptoxantina

Gradiente linear de 100% de A (MeOH/TMBE/H,0, 81:15:4) para 50% A e
50% B (MeOH/TBME, 9:91) em 45 min e para 100% de B em 15 min, 1
mL/min

Moros et al.
(2002)

Batata e padroes:
violaxantina, anteraxantina, luteina, zeaxantina,

neoxantina, B-criptoxantina, p-caroteno

99% de A (MeOH/H,O/TEA, 90:10:0,1) e 1% de B (MeOH/TBME/H,O/TEA,
6:90:4:0,1) mantido por 8 min, gradiente linear para 100% de B em 37 min e

para 99% de A em 5 min, 1 mL/min

Breithaupt &
Bamedi (2002)

Trigo e padrdes:

10% de A (TBME) e 90% de B (MeOH), gradiente linear para 45% de A em 35

Hentschel et al.

luteina, zeaxantina, B-apo-8’-carotenal min e para 60% de A em 10 min, mantido 15 min, 1,3 mL/min (2002)
Brécoli, ervilha, espinafre e padrdes isomerizados: MeOH (2% NH,OAc)/TBME (85:15), 1 mL/min Updike &
trans-, 13-cis + 13’-cis e 9-cis + 9’-cis-luteina, frans-, Schwartz
13-cis e 9-cis-zeaxantina (2003)
Manga, padrdes e padrdes isomerizados: 100% de A (MeOH/iso-propanol) mantido por 15 min e gradiente linear para Chen et al.
trans e cis-neoxantina, neocromo, luteoxantina, trans- 70% de A e 30% de B (DCM) em 45 min, mantido por 15 min, 1 mL/min (2004)

e 3 isdbmeros cis-violaxantina®, trans- e 3 isdbmeros cis-

zeaxantina®, trans-, 9-ou 9'-cis, 13 ou 13'’-cis e outros

5 isdbmeros cis-luteina®, trans-, 13-cis, 15 ou 15'-cis e

outros 3 isbmeros cis-pB-caroteno, frans-o-caroteno

Suplementos dietéticos comerciais e padroes: Gradiente linear de 100% de A (MeOH/TBME/H,0, 81:15:4) para 60% de Ae Aman et al.
trans-o-caroteno, trans-, 9-cis e 13-cis-pB-caroteno, 44% de B (TBME/MeOH/H,0, 90:6:4) em 50min, 1 mL/min (a- e B-caroteno) (2004)

trans-, 9-cis-, 9’-cis-, 13-cis-, 13’-cis-luteina, trans-, 9-

cis-, 13-cis-zeaxantina

Gradiente linear de 100% de A (92:4:4) para 88% de A e 12% de B (90:6:4)

em 80 min, 1 mL/min (luteina e zeaxantina)

#lsébmeros nao foram identificados. MeOH: metanol, TBME: éter t-metil butilico, NH;OAc: acetato de aménio, TEA: trietilamina, DCM: diclorometano, H,O: agua.
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4. Efeito da luz na estabilidade de carotendides

Os efeitos da luz na estabilidade de alimentos podem ser explicados por reacdes de
auto-oxidacao fotolitica ou de oxidacao foto-sensitizada, sendo esta a reacao preferencial,
uma vez que os alimentos contém sensitizadores naturais tais como clorofila,

hematoporfirinas e riboflavina (Bradley & Min, 1992).

4.1. Foto-oxidacgao sensitizada

Sensitizadores (S) sdo substincias capazes de captar luz (hv) e cujo estado
fundamental é singlete ('S), como mostra a Equacdo 1. Varios corantes artificiais tais
como rosa de bengala e azul de metileno sdo capazes de cumprir eficientemente a
mesma funcgéao.

h .
S M 19* Kisc 3g*  Equacgédo 1

A foto-oxidacdo ocorre na presenca de um sensitizador ('S), oxigénio triplete (O,
(°Zy)) e luz na regido do visivel, formando o sensitizador no estado triplete (°S*). Este
sensitizador (*S*) pode ser desativado através de dois mecanismos. O conhecido como
Tipo | consiste na associagao direta do sensitizador com outra molécula formando radicais
livres, enquanto que no Tipo Il ocorre formagao de oxigénio singlete (O, (1Ag)), pela

transferéncia de energia do sensitizador excitado para o O, (329') (Equacao 2).

ke
3 + 0,(%;) ——> S + 0,('A) Equagéo2

A desativagdo do oxigénio O, (1Ag) por compostos presentes nos alimentos, como
carotendides, pode ocorrer por um processo de transferéncia de energia ou através de
reagdes quimicas.

A desativacao fisica (Equacao 3) envolve a transferéncia de energia de excitagao
do O, (1Ag) para o carotendide, resultando em formacao de oxigénio no seu estado
fundamental (O, (329')) e estado triplete excitado do carotendide (*CAR*). A energia do
3CAR* ¢é dissipada através de interacdes rotacionais e vibracionais entre o *CAR* e o
solvente para recuperar o estado fundamental do mesmo, sem ocorrer degradacao (Stahl
& Sies, 1993).

Kk
0,('Ay) + 'CAR —— 0,(%;) + 3CAR* Equagio 3
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Em contraste com a desativagdo fisica (kq), 0 processo quimico (k) resulta em
destruicdo do croméforo e na formagao de produtos de oxidacdo (Stratton et al., 1993),

como mostra a Equacao 4.
1 1 k, ~
0, ('Ay)) +'CAR  ———> produtos Equacéo 4

Os carotendides sdo conhecidos como excelentes desativadores de oxigénio
singlete, sendo o numero de ligagcbes duplas conjugadas um eficiente parametro para
avaliar sua habilidade em desativar oxigénio singlete (Hirayama et al., 1994).

Segundo Di Mascio et al. (1989), a 37°C em etanol/cloroférmio/agua (50:50:1), a
bixina e B-caroteno apresentaram constante de desativagao fisica (k) de 1,4 x 10" M's™,
enquanto que para licopeno o valor foi de 3,1 x 10" M"'s™ (Tabela 3). Nestas condicdes
experimentais o licopeno foi 45% mais eficiente para desativar O, (1Ag) que os
carotendides citados. Os autores ndo determinaram o processo de desativagao quimica
(k).

Conn et al. (1991) avaliaram a desativagdo de O, (1Ag) por carotendides em
solventes organicos (benzeno e tolueno) utilizando fenazine como sensitizador. Neste
trabalho o licopeno também apresentou maior eficiéncia em relagédo ao B-caroteno (24%)
e a bixina (46%) na desativacao de O, (1Ag). Também foi determinado o k, para licopeno
em etanol/cloroférmio/agua (50:50:1) sob temperatura ambiente, sendo encontrando um
valor substancialmente menor que o reportado por Di Mascio et al. (1989), neste mesmo
solvente a 37°C, como mostra a Tabela 3. A temperatura nao foi considerada como fator
responsavel por estas diferencas porque em estudo preliminar da desativagao de O, (1Ag)
por licopeno e B-caroteno em fungdo da temperatura (-90°C a +90C em tolueno) nao
houve aumento no k; com o aumento da temperatura. Possivelmente esta diferenca seja
decorrente da utilizacdo de diferentes métodos de determinacdo do k;, embora mesmo
utilizando técnicas diferentes os autores nado tenham encontrado diferengca entre os
valores de K, para -caroteno.

Montenegro et al. (2002) avaliaram o processo de desativagao fisica e quimica (ki)
de O, (1Ag) por varios carotendides em sistema-modelo de micelas inversas (0,1 M
AOT/hexano/agua) em funcdo da razdo molar entre agua e surfactante (W), utilizando
rosa de bengala como sensitizador. A degradagao dos compostos seguiu modelo cinético

de primeira ordem. O licopeno apresentou eficiéncia superior (46-60%) na desativagao de
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(O]} (1Ag) em relagao aos demais carotendides avaliados. Foi observado que o k; foi quatro
ordens de magnitude menor do que 0 kg (Kiex ~ Kqex) © Que 0 valor de k, foi independente
de W e similar ao observado em solugdes homogéneas de hexano (Tabela 3). Estes
resultados indicam que o licopeno permanece na pseudofase e que a concentracdo de O,

(1Ag) na pseudofase externa ([A«]) € constante, independente do tamanho e numero de

agregados micelares presentes na solugao.

Tabela 3. Constantes de desativacdo quimica (k;), fisica (k,) e total (k) para licopeno.

Constantes de reacgéo (M™.s™) Referéncia
Sistema-modelo k; Kq ki
Benzeno = e 1,7x10"% s Conn et al. (1991)
Ciclohexano e 1,9x10"° e Conn et al. (1991)
cCl, e 1,4x10"° e Conn et al. (1991)
CHCl; e 1,9x10"° e Conn et al. (1991)
Tolueno e 1,8x10"° e Conn et al. (1991)
EtOH/ CHCIy/H,0 e 1,75x 10" —oeeen Conn et al. (1991)
(50:50:1)
EtOH/ CHCly/H,O e 3,1x10" .. Di Mascio et al.
(50:50:1) (1989)
Oleo de soja/DCM/clorofila 6,93x10°  Lee & Min (1990)
AOT/hexano/ H,0 21x10% e 2,0x10"  Montenegro et al.
W=5 (2002)
AOT/hexano/ H,0 21x10% e 2,2x10"  Montenegro et al.
W =10 (2002)
AOT/hexano/ H,O X 01 [0 S— 2,6x 10"  Montenegro et al.
W =20 (2002)
AOT/hexano/ H,0O 23x10% - 2,5x 10"  Montenegro et al.
W = 50 (2002)

Entretanto existem poucos trabalhos que acompanharam a estabilidade da foto-

oxidagao sensitizada de carotendides e os produtos de degradacgéo formados.

Degradagéao foto-sensitizada de bixina em acetonitrila/metanol (1:1), com rosa de

bengala como sensitizador, foi avaliada por Montenegro et al. (2004) através de

espectroscopia UV-vis, CLAE e “laser-flash photolysis”. Tanto em presenga de N, como
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O, o principal produto formado foi a all-frans-bixina. A constante de isomerizacao foi
menor na presenca de ar (Kos: 3,7 X 10* s™) do que sob Ny (koss: 40,0 x 10* ) ou com o
aumento da concentragdo de bixina (Koss: 3,7 X 10* s com [76uM] e 42,0 x 10* s com
[8uM]), sugerindo a participagédo do estado triplete da bixina também como precursor do
processo. Em todos os casos a degradacédo de bixina se ajustou ao modelo cinético de
primeira ordem. Na auséncia de sensitizador e/ou luz ndo ocorreu degradacao, indicando
a estabilidade do estado fundamental da bixina a temperatura ambiente. A formacao de
bixina triplete, sua desativacdo, bem como processos de desativacdo de oxigénio foram
confirmados por ‘“laser-flash photolysis”, enquanto que a presenga de O, (1Ag) foi
verificada por fosforescéncia. Os produtos primarios de isomerizacdo degradaram
somente em presencga de ar e iluminagdo prolongada, provavelmente por reacdo com
oxigénio singlete.

A isomerizagao do 15-cis-p-caroteno foi eficientemente induzida por O, (1Ag) e pelo
estado ftriplete excitado do azul de metileno (sensitizador), uma vez que o maior produto
formado foi o all-frans-p-caroteno, tanto na presenca quanto na auséncia de O,.
Entretanto ndo ocorreu isomerizagado da forma cis para a trans sem adi¢cao do sensitizador
na presenca de O,, e nas mesmas condi¢gdes nao ocorreu isomerizacdo da forma all-trans
para a cis (Foote et al., 1970). Estes experimentos foram acompanhados através da
medida espectrofotométrica do meio reacional.

A foto-oxidacao de B-caroteno por oxigénio singlete foi estudada por Stratton et al.
(1993) em sistema de tolueno/metanol (85:15) com rosa de bengala como sensitizador.
Os produtos da reacdo foram isolados e analisados por CLAE em fase reversa e normal
com detector de arranjo de diodos e de massas. A mistura obtida na reacao foi analisada
diretamente por cromatografia gasosa e espectrometria de massas para detecgdo de
produtos de oxidagédo volateis. Ocorreu quebra da cadeia poliénica com entrada de
oxigénio e formagao de B-apo-8’-carotenal, p-apo-10’-carotenal, p-apo-14"-carotenal e
5,8-endoperoxido B-caroteno.

Ukai et al. (1994) reportaram a foto-sensitizagéo de licopeno em diclorometano, na
presenga de ar e de azul de metileno como sensitizador. A reagao foi acompanhada por
CLAE e o principal produto formado apds 40 horas de reacao foi o apo-6’-licopenal, o qual
teve sua identidade confirmada por espectrometria de massas e RMN.

Nos trabalhos acima nao foram avaliados parametros cinéticos da degradacao

foto-sensitizada dos carotendides.
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4.2. Foto-degradagao

Minguez-Mosquera & Jaren-Galan (1995) estudaram a descoloracdo de f-
caroteno e capsantina em diferentes solventes (ciclohexano, etanol absoluto e agua), sob
luz fluorescente (1000 lux) e no escuro, a temperaturas de 15, 25, 35 e 45° C. A
degradacdo de ambos carotendides seguiu reagdo de ordem zero quando dissolvido em
solventes organicos, enquanto que em sistema aquoso, a degradacgao cinética foi de
primeira ordem. A maior velocidade de degradagdo do p-caroteno (k = 2,564 h™) foi
atingida em sistema de etanol absoluto sob luz e temperatura de 45°C, enquanto que no
escuro nas mesmas condigdes a degradagdo foi menor (k = 1,362 h™). Ndo foram
avaliados os produtos de degradacéao formados.

Estabilidade de bixina encapsulada com diferentes polissacarideos por “spray-
dryer” foi avaliada por Barbosa et al. (2005). Micro-capsulas ou cristais (+ Tween 80) de
bixina dispersos em solucdo aquosa foram distribuidos em tubos de ensaio e estocados
sob luz fluorescente (700 lux) ou no escuro a 21 + 2°C, em presenca de ar. Em todos os
sistemas a estabilidade da bixina foi maior no escuro do que sob luz. Em presencga de luz
foi observada uma maior estabilidade da bixina encapsulada com goma arabica (=74 h)
do que da bixina encapsulada somente com maltodextrina (ts=27 h) ou combinada com
sacarose (ts=27 h).

Utilizando extrato de carotendides obtido de residuo de polpa de cenoura, na
forma de pd micro-encapsulado com sacarose/gelatina (3,5:2,5) por “spray-dryer”, Chen &
Tang (1998) avaliaram a estabilidade sob temperaturas de 4, 25 e 45°C no escuro e a
25°C sob luz fluorescente (1500 lux), todos em atmosfera de N,. Em todas as condigdes
estudadas, o pB-caroteno se mostrou o mais instavel (Kso, escuro = 0,018; Koso, escuro = 0,031;
Kase. escuro = 0,050 € ks, i, = 0,058 dia™), seguido do a-caroteno (ks escuro = 0,014; Kose, escuro
= 0,026; K450, escuro = 0,043 € kase 11, = 0,049 dia™) e da luteina (Ko, escuro = 0,005; Kase escuro =
0,008; Kuse, escuro = 0,011e kaso 1y, = 0,015 dia'1). Em geral, houve um acréscimo relativo nas
concentragdes dos isbmeros 9-cis- e 13-cis-luteina; 9-cis-, 13-cis- e 15-cis-a-caroteno; 9-
cis-, 13-cis-, 15-cis- e 13,15-dicis-B-caroteno com o aumento da temperatura ou presenca
de luz durante a estocagem. A cinética da reacdo de todos os carotendides ajustou-se ao
modelo de primeira ordem.

A mesma mistura de carotendides com sacarose/gelatina, encapsulada por
liofilizagdo, para obtencéo de po, foi submetida as condi¢cdes experimentais citadas acima
(Tang & Chen, 2000). Novamente o B-caroteno foi o carotendide que apresentou maior

velocidade de degradagao durante estocagem sob luz a 25°C (k = 0,015 dia™"), comparado
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com o escuro a 4°C (k = 0,024), a 25°C (k = 0,037) e a 45°C (k = 0,043 dia™"). O ajuste
cinético foi de primeira ordem.

Extrato seco de padrao de licopeno (40 nug) foi mantido durante 6 dias sob luz
fluorescente (2000-3000 lux) a 25°C e atmosfera de N,, ocorrendo neste periodo uma
degradacédo de 94% do total de licopeno (cinética de degradacdo de primeira ordem).
Monitoramento por CLAE mostrou que a composi¢céo do extrato inicial era 96,4% de all-
trans-; 0,99% de 5-cis-; 0,71% de 13-cis- € 0,27% de 15-cis-licopeno, ocorrendo queda de
13,1% na area do all-trans-licopeno apés 144 horas de iluminagao e acréscimo de 1,47%
de 5-cis-, 0,92% de 9-cis-, 5,28% de 13-cis- e 0,44% de15-cis-licopeno. Cabe salientar
que todos os isdmeros mono-cis de licopeno voltaram a decair apds 2 horas de exposigao
a luz. Este resultado indica que isomerizacdo e degradacédo de licopeno e de seus
isbmeros cis podem ocorrer simultaneamente na presenca de luz (Lee & Chen, 2002). Os
autores ndo determinaram as velocidades de degradacao.

Licopeno obtido a partir de goiaba vermelha, encapsulado com goma arabica ou
goma arabica/maltodextrina 20 DE (4:6), por “spray-dryer” ou por liofilizagao foi estocado
sob luz fluorescente e escuro a temperatura ambiente por um periodo de 40 dias. A
degradacao do licopeno encapsulado tanto por “spray-dryer” como por liofilizagao, para os
dois tipos de encapsulantes, na auséncia e presenca de luz, seguiu uma cinética de
primeira ordem, sendo que até o 15° dia de experimento (t) houve uma maior velocidade
de degradacao e apos este periodo (t2) a velocidade foi bem menor em todos os casos. O
licopeno encapsulado com goma arabica/maltodextrina por liofilizagdo foi o que
apresentou maior estabilidade tanto no escuro (k= 0,0588 ng dia™; k= 0,0106 ug dia'“)
como sob luz (k= 0,0668 ug dia”; ko= 0,0117 pg dia”) (Matioli & Rodriguez-Amaya,
2002). Neste trabalho os autores relataram a unidade de k como pg dia™.

Anguelova & Warthesen (2000) avaliaram a estabilidade do licopeno em dois pés
de tomate comerciais obtidos por “spray-dryer” durante o armazenamento em presenca
de ar. Apés seis semanas de exposi¢cao a luz fluorescente (38500 lux) sob temperatura
ambiente ou estocagem a 6°C no escuro, 60% a 70% do all-trans-licopeno foi preservado
em ambos os pos. Neste mesmo periodo, sob 45°C no escuro restou apenas 40% do all-
trans-licopeno. A degradacdo do all-trans-licopeno foi acompanhada do aumento no
conteudo do isébmero 5,5-di-cis- e de 5,6-diidroxi-diidrolicopeno (produto de oxidacao),
principalmente nas amostras estocadas a 45°C no escuro. A ordem da reagdo bem como
o tipo de ajuste e as constantes de degradacgao (k) ndo foram mencionados.

A estabilidade dos carotendides da microalga Dunalliela salina, na forma de p6

encapsulado (maltodextrina e goma arabica 3,5:1), obtido por “spray-dryer” foi avaliada
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em estudo realizado por Leach et al. (1998). Apés um periodo de estocagem de 36 dias
sob luz solar, verificou-se que o p6 encapsulado a 200°C foi mais estavel (k = 0,06 dia™)
que o obtido a 265°C (k = 0,10 dia™"). Provavelmente a diferenga na permeabilidade ao
oxigénio da camada de polimero formada a diferentes temperaturas seja a causa deste
efeito. Foi observado um decréscimo de 90% na concentragéo de p-caroteno depois de 7
dias de estocagem no pdé ndo encapsulado. A micro-encapsulacdo e estocagem
praticamente n&o alteraram as propor¢des entre os isdmeros all-trans e 9-cis-B-caroteno.

A estabilidade de licopeno presente em polpa de tomate armazenada na auséncia
e presenca de luz fluorescente e de oxigénio, nas temperaturas de - 20, 5 e 25°C por 60
dias foi avaliada por Sharma & Le Maguer (1996). A cinética de degradacgao reportada em
todos os casos foi de pseudo-primeira ordem. Como esperado, a velocidade de
degradacao do licopeno exposto ao oxigénio e a luz foi maior (k; = 0,0057, k, = 0,0092, k;
= 0,0250 dia'1) que no escuro e ar (k; = 0,0048, k, = 0,0078, k3 = 0,0220 dia'1) e que no
escuro e sob vacuo (ks = 0,0024, k, = 0,0067, k3 = 0,0180 dia'1), para as temperaturas de -
20, 5 e 25°C, respectivamente. Estes dados indicam que o oxigénio foi o responsavel pela
maior degradacao do licopeno. Neste estudo ndo foram avaliados os produtos de
degradacao formados.

Lin & Chen (2005) verificaram a estabilidade de carotendides em suco de tomate
durante estocagem sob luz fluorescente (2500 lux) ou no escuro a 4, 25 e 35°C, durante
12 semanas. A presenca de luz acarretou degradacgéo e isomerizagdo da luteina, sendo
formado principalmente 13-cis-luteina. A exposig¢do a luz promoveu a formacao de di-cis,
9-cis e 13-cis-p-caroteno. No escuro, o 15-cis-licopeno foi o principal isbmero formado
durante a estocagem a 4°C, enquanto 9-cis e 13-cis prevaleceram a 25°C e 5-cis- e 13-
cis-licopeno a 35°C. Sob luz, ambos 9-cis e 13-cis-, foram os principais produtos,
enquanto 13-cis- e 15-cis- foram os mais abundantes a 4 e 25°C. A ordem da reagéo, o
tipo de ajuste utilizado e as constantes de degradacao (k) ndo foram mencionadas.

Resultados sobre degradagao de carotendides sdo muitas vezes dificeis de serem
avaliados e comparados, tendo em vista que muitos estudos sao realizados em sistemas-
modelo com carotendides isolados ou sintéticos e outros sdo realizados em matrizes
alimentares, onde ha uma série de fatores envolvidos, tais como: tipo do alimento,
estrutura do carotendide, concentragao inicial do pigmento, grau de destruicdo da
integridade celular no alimento, presenca ou n&o de enzimas, pré-oxidantes e
antioxidantes.

Além disso, luminosidades de diferentes intensidades sao utilizadas e em alguns

trabalhos a mesma nao é relatada (Matioli & Rodriguez-Amaya, 2002; Sharma & Le
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Maguer, 1996) assim como outras condigdes como, por exemplo, a atmosfera em que o
experimento foi realizado (Minguez-Mosquera & Jaren-Galan, 1995; Matioli & Rodriguez-
Amaya, 2002; Leach et al., 1998; Lin & Chen, 2005). Por esses motivos, a comparagao

entre os estudos torna-se bastante dificil.

4.3. Reagdes induzidas pela riboflavina em leite

A interagdo entre a luz, oxigénio e compostos denominados sensitizadores, tais
como riboflavina (Rf) presente em leite (Aurand et al., 1977) e clorofila em 6leos vegetais
(Lee & Min, 1990), causa foto-oxidacdo em alimentos, através da producao de radicais
livres e oxigénio molecular singlete (02(1Ag)) que podem oxidar os constituintes dos
alimentos, tais como acidos graxos insaturados, vitaminas, proteinas e aminoacidos. O
grau de alteracdo no leite depende de fatores tais como comprimento de onda e
intensidade da luz, tempo de exposicéo, tipo de embalagem, area superficial exposta e
temperatura (Dunkley et al., 1962; Maniere & Dimick, 1976).

A luz fluorescente (Aemissao > 350 nm) usada nas gbndolas expositoras proporciona
condicdes oOtimas para a promocao de reagdes deteriorantes iniciadas pela riboflavina
(Rf), nas quais por absorcdo de luz o estado singlete fundamental da riboflavina ('Rf)
passa para o estado singlete excitado ('Rf*), que é convertido no estado triplete excitado
(*Rf*), pelo cruzamento entre sistemas (Equacéo 1).

O estado °Rf* pode seguir dois mecanismos de reacdo, Tipo | ou Tipo Il (Foote,
1968). No mecanismo Tipo |, °Rf* reage com um substrato (Q), como proteinas ou &cidos
graxos para produzir radicais livres e ions radicais (Equacdes 2 e 3). No mecanismo Tipo
Il o *Rf* reage com oxigénio molecular fundamental triplete, O, (329'), para produzir O,
(1Ag) excitado (Equacdo 4). O O, (1Ag) pode ser desativado por um mecanismo de
transferéncia de energia conhecido como desativagdo fisica (Equacao 5) ou por
desativagao quimica que corresponde a reacdo com compostos ricos em elétrons (Q) tais
como acidos graxos, vitaminas lipossoluveis, aminodacidos, etc, conduzindo a degradagao

destes compostos (Equagéao 6)
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%

Rf — »'Rf" A 5 3Rf (Equagao 1)

SRE™ + Q —f5Q° Rf™ (Equacao 2)
Rf* + 0,(°%;) —— Rf + O} (Equagio 3)
RE” + 02(32;) — 5 Rf +02(1Ag) (Equacao 4)
0,(4,) + Q 5 Q +0,(’%;) (Equagio 5)
0,('A,) + Q —-— Produtos (Equacio 6)

Antioxidantes naturais presentes nos alimentos podem exercer efeito protetor
contra estas oxidagdes, entretanto o leite contém baixas concentracbes destes
compostos, tais como carotendides e tocoferoéis, que normalmente sdo perdidos durante o
processamento e armazenamento (Jensen & Nielsen, 1996).

A acao protetora dos carotendides sobre a degradagdo por foto-oxidagdo de
compostos de interesse biolégico se deve ao fato da constante de desativagéo fisica (k)
dos carotendides ser de varias ordens de magnitude maior que a quimica (k;), exercendo
uma acao catalitica nos processos de desativacdo de O, (1Ag), uma vez que o estado
triplete excitado do carotendide (*Car*) pode regressar a seu estado fundamental por
liberagdo de calor. A Tabela 4 apresenta os valores de constante de desativacao total (k;
=kq + k) de 02(1Ag) por alguns compostos naturais de interesse bioldgico (Wilkinson,
1995). Apesar destes experimentos terem sido realizados em diferentes sistemas, estes
valores indicam que os carotendides podem ser considerados os mais eficientes
desativadores de 02(1Ag) dentre os compostos naturais.

A maioria os estudos sobre foto-oxidagcdes das vitaminas A e D foram realizados
em solventes orgéanicos.

Renken & Warthesen (1993) estudaram a estabilidade de vitamina D em
acetonitrila e em leite, em atmosfera saturada com ar, nitrogénio, e submetidas a
temperaturas de 4 e 21°C e expostas a luz fluorescente. Em sistema modelo de
acetonitrila, a estabilidade de vitamina D; ndo foi influenciada pela luz, enquanto que em
leite desnatado ocorreu degradacao de vitamina Dj. Estes fatos indicaram que a perda de
vitamina D3 foi devido a reagdes de foto-oxidagcdo nas quais a riboflavina e luz atuam
como catalisadores.

O efeito da adi¢cdo de carotendides (B-caroteno e fucoxantina), de retinol e de
acetato de retinol, sobre a oxidagao foto-sensitizada de vitamina D, em um sistema-

modelo de agua/acetonitrila e riboflavina, através da medida de formagdo de O, no
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“headspace” foi verificado por Li et al. (2000). Dos carotendides avaliados, o B-caroteno
foi mais eficiente na proteg¢ao da vitamina.

Whited et al. (2002) estudaram o efeito da exposicdo a luz fluorescente
(intensidade de 1000-2000 lux) a 6°C, sobre a degradacdo de vitamina A e o
desenvolvimento de aroma induzido por luz em amostras de leite, integral, parcialmente e
totalmente desnatada. Os resultados mostraram que a degradacao da vitamina A foi
diretamente influenciada pela intensidade e duragdo da exposi¢do a luz e inversamente
proporcional ao conteudo de gordura no leite. A vitamina A em leite desnatado degradou a
uma velocidade trés vezes maior do que em leite parcialmente desnatado e 3,5 vezes
maior comparado com leite integral.

Tabela 4. Constantes de desativagao total (k) de 02(1Ag) por compostos bioldgicos, em

diferentes solventes.

Composto Solvente ke (M'sT)
Acido ascérbico H,O 8,3 x10°
Acido linoleico ACN 2,8 x10°
Acido linolénico ACN 6,4 x10°
Albumina D,O 5 x10°
B-caroteno EtOH/H,0 (95:5) 2 x10°
Clorofila a EtOH 2 x10’
Clorofila b CeHs 4,2 x10®
Colesterol MeOH/H,0 (95:5) 2,5 x10®
Glucose D,O 1,4 x10*
Histidina H,O pH=7 9 x10’
Licopeno CHCI4/ EtOH (1:1) 1,8 x10™
Lisosima H,O 4,4 x10®
Luteina CHCI3/ EtOH (1:1) 2 x10°
Quercitina CD;0D 8,9x10°
Retinol ACN 2,6 x107
Riboflavina CH3;0H 6 x10’
Rutina CD,;0D 1,6 x 10°
Tirosina H,O 3,8 x10’
B-tocoferol EtOH 1,5 x10®
Triptofano H,O 2,6 x107
Vitamina Ds CeHs 4x10°

Fonte: Wilkinson, 1995.
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OBTENCAO DE CRISTAIS DE LICOPENO A PARTIR
DE DESCARTE DE TOMATE"

Itaciara L. NUNES®, Adriana 2. MERCADANTE *#

RESUMO

As pesquisas com leopeno tém sldo ntensiflcadas uma ver que o consumo de allmentos ricos neste caroteno, como lomale e seus
procutos, tem sido assoclado com o menor risco de deservobimento de cincer de pristala. Os objebivos deste trabalho foram [1)
desenvolver e olimizar um meétodo para exiracio de Noopeno a partir de descarte de tomate, [2) ulilizar este método na obtencio de
Noopeno a partir de diferentes coletas de tomate, (3] obter eristals de Neopeno puro e (4 acompanhar o processo de purifleacao de
licopeno por cromatograflia liquida de alla eficléncla em coluna C, O métodn deservolvide e oimizdo através de planejamento
experimental fatorial para a oblengio de loopeno consistiu de uma etapa preliminar para relirada de agua do tomale, com 4 extragtes
de 30 minutos, cada uma com 30mL de etanol, seguido por 4 extragoes de 120 mimuitos com acetato de etla e relacao massa/volume
de 1:0.7. O teor de carotendldes médio [ealeulado como lcopeno) obtido de & lotes de tomate fol de 59,2 + 21 8pg /g Atmavés de duas
cristalizagtes sucessivas obteve-se loopeno com 8% de purez. A ansdlise por CLAE meosiron a presenca de tmcos dos 1simeros 5-cis,
S-cts, B'-cis- e 13-ds-lcopeno no cristal de Heopeno,

Palavras-chave: Hcopeno; descarte de tomate; exiracao; cristallz=cio; microsoopla; eramatografia liquida de alta efeléncia.

SUMMARY

PRODUCTION OF LYCOFENE CRYSTALS FROM TOMATO WASTE. Over the past few years, research regarding lycopene has intensified
since the consumption oflycopene rich foods such as lomalo and temato products has been assoclated with reduced risks of developing
prostrate cancer. Thus the objectives of this research were (1] develop and optimise methodology for the exiracton of lyoopene from
tomato waste, (2] use the methodology to obtain lycopena from different tomato batches, (3] produce high purlty lycopene erystals and
[4) follow the purlfication process of lyeopene using high performance liquid chromatogmphy en a C, | column. The method developed
o obtain lycopene from tomato residue, and ephimised using a fctoral experimental design, consisted of a prellminary water removal
step with four 30-minute extractons, each with 30mL ethanol, followed by four 120-minute estractons with ethyl acetate, each
exiracton with a mass/volume mblo of 1:0.7. The mean carotenold content (ealeulaled as lyeopene), oblamed from 6 tomalo plekings,
was 58.2 = 21.8ug/d. Lycopene with 980 purily was obtained from two successive erystalllsation processes. HPLC analysls showed the

presence of traces of the 5-as-, 5-cis5'-cis- and 13-cis-lycopene 1somers In the lycopene crystal.
Keywords: lycopene; lomato waste, exiraction; microscopy; high performance Nquld chromatography.

1 - INTRODUCAO

Os carotendldes sao plgmentos naturals, com co-
loracio variando do amarelo ao vermelho, que tém sido
largamente ulilizados como corantes em alimentos,
bebidas, cosmétlcos e racdes antmals. Além disso, es-
tes plgmentos possuem comprovada atividade de vita-
mina A e existem evidéncias de oulras propriedades
bioldgicas, lerapéulicas e preventvas de varios Lipos
de distirbios e enfermidades em humanos [20, 33]. Nos
nltimos anos, o inleresse por licopeno Lem aumenta-
do, uma vez que o consumo de alimentos ricos neste
aroleno, como oinate @ seus produtos, bem como al-
tas concentragdes de leopeno no sangue [oram asso-
cladas ao menor risco de desenvolvimento de cancer de
prastata [12, 14, 15, 24].

As principals fontes industrials de carolendldes sao
a sintese quimica e a extracdo a parir de plantas, como
urucum [Biva orellanal, e da microalga Duned iella saline

- Rreeehido para prhlivenydo @i o6 08 2000, Aceito pare prbloag e em
2006/ 2004 (008 185), (Parte da tese de Dowforado dio 17 aofore,
Jurtn ao curse de Pos-grocfieacae emn Clercia de Alimentos da FEAS
LINICA M),

= Deparfaenento de Cierca de Alimentos - Focuddade de Engenherio de
Alimenios, UNTCAMP, Oy Postal G120, CEP 13083-970, COmpins-sSe
Eommad: azmatlea.onlcamp. br.
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440

Varias empresas comercializam alguns padroes de ca-
rolendldes para [ins analiticos. Entrelanto, estes pa-
drdes possuem um allo custo e vida-uul reduzida, wma
ver que apds abertura da embalagem ocorre formacao
de 1stmeros e produtos de oxidacio devido ao longo
sistema de Ngacdes duplas conjugadas presente nos
arolendtdes [B].

Os trabalhos encontrades na literatura, em sua
matoria, enlocam a extragdo e analise quantitativa de
carotendides, geralmente realizada em equipamentos
de pequeno porte, como g tidilicador, homogenetzador
e aglitador para ruptura mecanica, utthizando pequensa
fquantdade de amostra e acelona como solvente para
exlracao de Neopeno [17. 18, 28, 29],

CEREZAL & PINERA [8] relataram diferentes méta-
dos de oblencio de carolendides a partir de residuos
de [utas citricas, ulilizando solventes organicos (ace-
tona ou hexanol ou d-lmoneno, seguida ou nao de
saponificacio, neutralizacio com loslato dcido de po-
Assio e precipitacio com 1so-propancl ou cromaltogra-
fia de coluna aberta de permeacio em gel. Dependendo
do resicuo ulilzado, o rendimento variou de 23 a 100%.

Extracido selettva em duas elapas, a 50°C em
“shaker”, de carolendides e compostos de pungéncia
[capsatcindides) a partir de pimenta seca moida ol ava-
hada por SANTAMARIA el al. [26]. Na primeira elapa.
com 302 de etanol agquoso, foram extraidos 62% de

Ciéne. Tecnol. Aliment., Campinas, 24(3): 440-447, jul.-sel. 2004
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capsatcindides e houve pequena remocio de carotendl-
des [1.4%). Na extracio subseqiiente com etanol co-
mercial oram recuperados 2626 de capsatcindides e 7024
de carotendides. Quando fof realizado um pré-tratamen-
o com enzimas celuloliticas e pectinoliticas houve wm
aumento para 82% na recuperacio de carolendides.

Extracio de leopeno com éleo de girassol a partir
de residuos do processamento de pasia e de suco de
tomate previamente submebdos a tratamento Lérmico
(100-125"C) e saponilicacao com hidréxido de potassio
elandlico, ol deserila em wma patente russa [13].

Diante dos [atos expostos acima e constderando
que o descarle de vegelals e [rulas na CEASA - Campl-
nas (Centrats de Abastecimento de Campinas S74) alin-
ge em média 7.8 mil loneladas/ ano, este trabalho teve
como objettvos (1) desenvolver e olmizar um método
simples para extracao de licopeno a partir de descarte
de tomate, (2) uttlizar este métode na obtencao de
lcopeno a partir de diferentes colelas de tomate, (3)
obter cristats de licopeno com alto grau de pureza atra-
vés de procedimento de baixo custo e (4) acompanhar o
processo de purtlicacdo de llcopeno por cromaltogralia
liquica de alta eficiéncia (CLAE) em coluna ©, .

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amosiras

As amostras de descare de tomate (=5 Kg) loram
coleladas na CEASA-Campinas, Brasil, apds uma pré-
separacio manual de jornats, caixas, oulros materiats
recliclavels e organicos, durante o periodo de junho de
2002 a marco de 2003, tolalizando & lotes.

2.2 - Medidas fisico-guimicas

Apds a estertlzacio dos tomates (121°C/ 15min) a
amostra Tol homogenetzada, colocada em cubela (2om)
e realtzada avallacio de cor em colorimetra Hunter (mo-
delo ColorQuest 11) com calibracio RSIN (Rellectancia
Especular Incluidal, duminante DE5 e angulo de ob-
servacio de 107 uthzando-se a escala CIELAB. Foram
realizadas seis lelturas de cor de cada amostra e calou-
lada ameédia e o desvio padriao dos parametros homino-
sidade (L*, indice de saturacao vermelho (a*) e indice
de saturacdo amarelo (b*). Os valores de Chroma e hue
[oram calculados segundo ARIAS el al. [2].

As medidas de pH l[oram realizadas em pHmétro
Tecnal (modelo Tec-2); os valores de “Brix foram obti-
dos em refratémetro Alago (modelo 8572) e corrigidos
utilizando-se a tabela de correcio de Lemperalura para
20°C. Todas as andlises [oram realizadas em triplicala,
de acordo com a ACAC [1].

2.3 - Obtencdo do extrato rico em licopeno

2.3.1 - Retirada de dgua

Testes preliminares mostraram a necessidade de
um pré-tratamento para retirada da dgua presente no

tomate antes da extracio dos carotendides, Alravés de
um planejamento fatorial completo 24, com pontos cen-
lrais, lestou-se Lpo de solvente (metanol e etanocl).
volume de solvente (30 e 60mL). bem como tempo (30 e
G0min) & numero de extracées (2 ¢ 4] para que o extra-
lo final ficasse lvre de adgua. Esla elapa [l realizada
em mesa agitadora (Tecnal, TE-140] a temperatura am-
biente, ulilizando 30g de amostra. O alcool contendo
Agua ol descartado.

A retirada de gua ol seguida de extracio com ace-
tato de etila e concentracio em evaporador rotatério
[T = 35°C), verilicando-se a presenca ou nio de Sgua
residual no extrato. A resposta, percentual de agua
no extrato, fol determinada por diferenca de peso, an-
les & apds secagem do extrato (110°C em estula alé
peso constantel.

Todos os experimentos foram conduzidos em du-
plicata.

2.3.2 - Extracio de licopeno

Apis tesles preliminares, verificou-se que os sol-
ventes com malor polencial de extracéo de licopeno [o-
ram diclorometano, acelona e acelalo de etila. Porém,
para veriflcar as variavels signifllcativas na extracio de
licopeno [oram ubhzados como solventes o acetato de
ellla e elanol comercial, tendo em vista que o dicloro-
metano ¢ um solventle clorado, e, assim como a acelo-
na. controlado pela Policla Federal no Brasil. Na época
do desenvolvimento deste trabalho, o acelato de etila
nao era controlado. A escolha do etanol se deve ao sen
batxo custo no Brasil

Foram realizados dols planejamentos fatorials fra-
clonarios 24!, um utihzando acelato de etila como sol-
vente de extracio e oulro etanol, para vertficar os efel-
tos de alguns [alores na concentracao do extrato rico
em licopeno (Tabela 1), Todos os expertimentos loram
conduzidos em duplicata em mesa agitadora ( 150rpm) a
temperatura ambilente,

TABELA 1. Falores e nivels eshudados na cltapa de extracao
de llcopeno.

Mivaiz
Falares
-1 +1
Mumero de axlragbes 2 4
Eslerilizacia cam Sam
Relagio mazza de tomalefolume de soivenle 107 1:2
Temps de exlragio 3D min*200°° 120 min"24h"

ftemnpa de exiracan com acelalo de etila
Mewpo de extragho oom etanal

FPara olimizacio das condicies de extracao [ol, pos-
Lertormente, realizado um planejamento 2* complelo
com pontos centrais e axials somente com os [atores
signilicativos.

A quantficaciao dos extratos fol realizada em es-
pectrolotémetro Beckman (modelo DU-70) através da
leltura no comprimento de onda de maximo de absor-
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rao @m éler de petrdlen @ a concenlracao de Hcopeno
[o1 caleulada utilizando absortividade de 3450 [9].

2.4 - Purificacho do extrato rico em licopeno

Devido ao allo custo das fases estaclonarias para
cromalodgralia, escalhen-se a cristalizacio como mélo-
do para purtlicacio de leopeno,

0 extrato ol dissolvido em diclorometano/etanol
(1:4] a temperatura de 50-60°C, colocado em banho de
gelo para abaixamento gradual da temperatura e em
sedlida levado ao freeger por uma noite para a forma-
cao dos cristals. Os eristals foram [ilirados em papel
Whatman Chr 2mm, lavados com etanol gelado, e se-
cos @n estiufa a vacuo a temperatura ambiente, O pro-
cedimento de eristalizacdo fol novamente realtzado para
obtencédo de erislals com mator tear de puresa.

2.5 - Anilise de carotendides por CLAE

Fol uttlizado um eromatégralo liquido de alta eli-
cléncia com sistema quaterndario de bombeamento de
solventes (Walers, modelo controller 800), detector de
arranjo de diodos (Waters, modelo 996), injetor
“Rheodyne” com alea de amostra de 20pL, forno exter-
no com controle de temperatura. desgasetlicador “on
line” & sistema de aquisicio e processamento de dados
Milleniwm (Walers, versio 3.05.01). Os especlros [o-
ram adguiridos entre 250 & B00MM & os cromatogramas
processados no comprimento de onda maximo () de
cada carotendtde.

Os carotendldes foram separados em coluna Cg,
polimérica damarea ¥YMO (2pm. 260 x 4 &mm) com MeOH
(0.1% trietlamina (TEAN/ &er Emetl butilico (TEME]
(50:50) em modo (socratico a lmLSmin como fase mavel
e temperatura da coluna mantda a 33°C.

Todos os solventes ullzados foram grau cromato-
graflleo & previamente Nltrados em sistema Millipore de
[iltracao a vacuo, com membrana para solvente organi-
co de 0.45um. Todas as amostras loram [ltradas em
membrana de poltettleno com 0,.22pm de poro.

A caracterizacio dos carotendides fol baseada nos
seglintes parametros: (11 ordem de eluicao na coluna
Cop. (2] comparacio das caracteristicas dos especlros
no UV-visivel (2 grau de estrutura fina B&IIST) &
mtensidade do pico cis (%A /4 )] com dados da litera-
tura [7. 19, 23] e (3] comparacio com padrées de all-
trans-y-caroteno, all- trans-f-carateno, b-cls-, 9-os-, 13-
cis- e all-trans-licopeno cedidos pela Roche Vitamins
[Suigal.

2.6 - Anilises microscopicas

2.6.1 - Microscopia dptica

Amostras de cristals de llcopeno natural e Heopeno
sintético (Roche Vitamins) foram montadas dividual-
mente sobre laminas, em daleo de stlicone, dleo de
imersio ou a seco e coberlas com laminula e observa-
das ao microscdplo dplico (Carlzeiss, modelo Jenavall
sob luz normal ou polarizada.
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As imagens deradas no microscapio dplico foram
capluradas por camera utlzando-se o Soltware Global
Lab Image 3.0,

2.6.2 - Microscopia eletronica de varredura

As amoslras mencionadas actma foram aspergl-
das sobre [ita metalica adesiva de dupla [ace, coloca-
das sobre suportes metdlicos e recobertas com ouro
(240s/40mA) em metalizador a vacuo (Balzers). As
microgralias foram obtidas no microscdéplo Jeol, mo-
delo T-300, sob aceleracio de 15KV através de captu-
ra de imagem.

2.7 - Anilise estatistica

Os planejamentos experimentais foram analisados
pelo programa Statistica 5.0 [31].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 - Condicdes otimizadas para obtencdo do ex-
trato rico em licopeno

Os resullados do plansjamento expertmental fato-
rial. apresentades na Tabela 2, mostraram uma efieién-
cia de 1 a 75% na retirada de dgua do tomate.

Dos fatores avaliados, o volume de solvente e tem-
po de extracdo ndo tveram elelto signilicative na res-
posta (Tabela 3), e consequentemente loram Axados nos
sels nivels inferfores, Por outro lade, o efelto do tipo
de solvente & numero de extracoes ol significativo,
sendo o elanol e 4 extracdes as melhores condigdes
para retiraca de Agua, como pode ser verilicado nos en-
salos 6, 8 e 14 [Tabela 2).

TABELA 2. Condigies experimentals do planejamento fato-
rial completo e respostas para a etapa de murada de

Agua.

Faloms T
Ensaios Wakima ok Bl 1 Tamgs da

Sakarts et (ML} SERIGS  GAITRGEC () il Az
1 MalH 31 E 20 04,5 0sL
2 EhJH a0 z 0 263 50
] MalH ED 2 20 04,2 Deg
El EhJH = z 20 1.4 BE3
5 MalH 30 4 20 B4,0 81,7
8 EWJH 31 4 20 25,5 283
) MalH EL 4 0 aLE 3,5
a EJH ED 4 20 35,7 3248
a MalH B 2 1] ara 5o
10 ENJH a3 2 e 08,5 a0
11 MalH = z ad g1 a72
iz [=tal,] = 2 1] 04,8 e
13 MalH 30 4 ad 41,8 £33
14 [=tal,] 31 4 =l a7, 2£8
15 MalH E 4 e 20,1 28,8
18 EOH ED 4 ad 445 80
17 MalH 45 E: 45 BE4 B£D
18 MalH 45 :; 4 B1,5 82,8
19 MalH 45 E: 45 B4,3 B33
20 EnJH 45 E: 45 B8,1 550
¢l EOH 45 :; 45 4.3 553
22 EbJH 45 E: 45 ET.E 58,8

Fespasta: % de agna remansoente na exirato,
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TABELA 2. Elrltos dos [atores na etapa de retirada de agna
do tomate.

Efeitos +]
Solvente -13,65* 0,00
Yolume de solvente (mlL) =i} 5ifh 015
NiOmero de extracies -54 60~ 0,00
Tempo de extragao (min) -3,66 0,25

pedl 06 lestatisticamen e signilleatha a 85% de confanea)

Portanto, nos nivels estudados, as melhores con-
dicées de retirada de agua do tomate foram obtdas
quando foram realizadas 4 extracoes de 30 minutos cada,
uttlizando 30mL de etanol por extracao.

HAKALA & HEINONEN [17] adicionaram Na S0,
como dessecante junto com os solventes testados, éler
de pelrileo e acelona. para extratr lleopeno de puré de
lomate, Enlretanto, os aulores nao menclonaraim a
quanbidade de dessecante acrescentada.

Quanto a extracio de leopeno, através dos resul-
lados obtdos a partir dos planejamentos expertmen-
tais ractonarios 24 (Tabela 4], ol possivel vertficar que
a concentracio de lcopeno variou de 30,4 a 114.4pg/g,
quande acetato de etila o1 utilizado como solvente e
de 2.6 a 14.8ug/g com elanol, mostrando que a extra-
cao com acelato de etila ol significativamente mais efl-
clente.

TABELA 4. Condicoes experimentals dos planejamentos
[atorlals fraciondrlios e respostas para a etapa de extra-
cao de carotendides com etanol e acetato de etila.

Fatoms Resposias.  Rosposias
Efmacs N de Fialagdc e
Esteriizagic extragic =1 L =1 R2
exiragies maszatnolume PR

1 F3 im Tor W ou A 4 M3 I A
2 4 Sim 7T 1M ou 347 1144 95 B2 7.4
. z Ml bH 1207 ou 247 485 472 EDD 4B
4 4 o T 0" ou 20° = R E0 &7
5 2 Zim 1:2 1240 ou 24 852 834 &0 TS
E 4 S 12 30° cu 207 528 551 08 103
T F3 Mo 1:2 30" ou 20" 431 457 T -1}
[ 4 da 12 1 ou 34 0 S8 143 148

AExtracan com aoetato de el
MExtracan com elmrml. .
Resgmasta: conestitracan g gl de comerdddes totmls, calenlada ooma Hoopeno,

Cuando etanal fof utilizado para a extracao, todos
os latores no nivel superor acarretaram aumento sig-
niffcativo na concentracéo de leopeno (Tabela 51, como
mostram os ensalos 2, 6 e 8 da Tabela 4.

Para a extracao com acetato de etila, o tempo ¢ o
numero de extracées foram também significativos (Ta-
hela 5) levando a wm aumento na concenlracio de
lcopeno quando em seu nivel superior (ensaios 2 & 8
da Tabela 41, A relacdo massa//volume nao apresenton
eleilo signilicativo,

O uso de esterlizacio também teve um efello sig-
nificativo implicando em mator extracao de leopeno.,
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lanto com acetalo de etla como com etanol (Tabela 5.
Esle falo {4 era esperado mma vez que o processamen-
Lo tErmico pode ocasionar a ruplura da parede celular e
conseqiente reducio das lorcas de interacio entre o
licopeno e a matriz tecidual, tornando o pigmento mais
acessivel a4 extracio [30].

TABELA 5. Efellos dos [alores para a etapa de avallacio das
condigies de extracan de camtendldes utilzando aceta-
to de etla on etanol.

Etanci Acetato de efila

Efeilos P Efeitos =]
N® extracies 4,05" 0.00 16.28 o007
Esterilizagao 0,81 0,06 -18,07 0,04
Relagdo massadvolume 4 g8* 0,00 079 082
Tempa (min} 228" 0.00 25,93 0,00

* e, B (esstmtisticamente significative a 95% de confangal

A extracao [ol obimizada através de um novo plane-
jamento fatorial completo 22 aumentando o mimero de
extraghes ¢ o lempo de cada extracio (Tabela &), sendo
Ixados os [atores nao signifllcalivos em seus nivels
inleriores [relacio massa/volume de 1:0.7 & uso de
eslertlizacan) e acetato de ettla como solvente de ex-
lracio,

TABELA &. Condigbes expertimentals do planejamento fato-
rial completo e mespostas para a etapa de obimizacio da
exlracao de carolendides com acetato de etila.

Faiores Fesposias
Ensaics Temps de Muamero da
Ri R2

axtracao {min) mxiracties
1 a0 H 4855 52,03
Fi 180 2 84,93 a1.59
3 &0 & aLrr 2304
4 180 -} 10043 9280
5 S0 4 4775 48,56
& 205 L] 8087 ar.aa
T 120 1 2T 289
8 120 T 1104 108,12
9 120 4 10043 95,51
10 120 4 106, 05 104,583

Resposta: comeeniracan ipg/gl de carobendices toials caleulada como Heopeno,

Na curva de nivel, apresentada na Flgura 1. pode-
se verificar rés pontos na reglfao atima de extracao de
lheopeno. Esles pontos dtimos apresentam diferentes
condicdes: 4 extracdes de 120 minutos, 7 extracies de
120 minutos e 6 extracdes de 180 minutos, oblendo-se
cerca de 100pg de Heopeno/g de tomate esterilizado.
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Conseqientemente, ol escolhido, como a melhor con- a
20 bl
dicdo, o uso de 4 extracdes de 120 minutos, tendo em ! |
vista o menor tempo total de andlise & o menar gasto |
de solvente, E R _
B |
#
= E 6,10 -
2 |
i =
& 8 o084
3 I
- @® jgh A |
] L] 18 L
‘.;i - LT |
B
15 ¥ ¥ v T v T T
g?lﬁ G 4 n ] m 5 20 73 an
Ep— tempo (min)
=y &*
e 5 o B .
s 0,20 |
S :
i L -
. TS Z oo |
. T i : . 1 i : : =
[ 5 0 12 181 5 5
o
TEWMPO DE EXTRAAD jmin| .E 010 4
-
FIGURA 1. Curva de nivel para a concentracio de camle- = |
néldes tolats [pgdgl, em funcio do mimern de extraches g‘ Ly |
e lempo de extracan. bz |
oo | W ) . . J
Mao fol possivel comparar a elicténcia do método e T S T ————
n ] i 15 B 4 an

desenvolvido no presente estudo com a lteratura, pols
nenhum dos métodos disponivels para oblencio de
Heopeno ol desenvolvido através de planejamentos
[alorials. Cabe esclarecer que o objetivo deste trabalho
for obter mator gquantdade de leopeno com o menor
gasto de solvente. Deste modo, em nenhum momento
fol felta extracio exaustva de carotendides, e a mator
parte das xantolilas fol descarada com o etanol na etapa
de retirada de agua.

3.2 - Cristais de licopeno

As Flguras 2 e 3 apresentam, respecivamente, os
cromatogramas do extralo reo em lcopeno & dos cris-
tals abldos apds a 17 ¢ 2° cristalizacio. A Tabela 7imos-
tra a tdentidade dos plcos presentes nestas Nguras.

030 <
12
—_
= 015+
5 1 ]
i
0,104 |
] 7,810 |
a
1
ﬁ. oo O 1 : |
|
% [} . 14 1
} " | 2
1Llfl_l 18 18 .Ju
800 Ly - T, L I I N
T T T
8 i0 i 30

Tempo (min)

FIGURA 2. Cromatograma obtide por CLAE do extrato rico
em leopeno. Condigdes: eoluna C, ) YMC, fase mdvel
MeOH (0.1% TEA/TBME (50:50], fluxo de ImL/min e
temperatura da ecoluna de 33°C. Processamento no & .
A tdentidade dos pleos esta apresentada na Tabela 7.

tampa (min)

FIGURA 3 Cromatograma, obtide por CLAE, dos cristals de
llcopeno apés: a- 18 cristalizacao, b- 28 cristalizacio. Con-
digdes: eoluna C_, fase méavel MeOH (0,1% TEA)/TEME
[50:50), Mluxo de 1mL/{min e temperatura da coluna de
A3°C. Processamento no A__. A identidade dos pieos

esld apresentada na Tabela 7.

TABELA 7. Princlpals caracteristicas, obtidas por CLAE,
dos carolendldes presentes no extralo rico em lcopeno
e nos eristals de licopeno.

W pioo’  Camtendidos tr () [T Tl Pl
1 mitstura a5 A5 405 420 - -
2 misura 4.0 431, 454 485 - -
3 o dertificado 4.1 Ald, 424 440 o a
4 migura 4.2 ACEY, 428 457 - -
3 rido idertificads 43 411, 430 850 &7 a
[ wifiloflunno 4.4 23 347, B55 5a .
¥ ftatlusng 4.7 232 347, 355 g | -
B o dentificado 4.9 2T, 4, 434 456 .l il
& ndo idertificads £0 249, 412 435 489 81 15
10 o dentificado &1 30, (4249), 440 (471) o 0
1 all-Iravies fecarteno 1] 42, 452, 470 27 a
12 all-Iransf-carctono B 345, 433 457 887 il a
] mmidura 55 FAY, (416), 447, 474 - =
14 15-cislicopena 1.2 A58, 443, 458 500 50 75
15 all-Irans-poarabeno 1.5 244, 435 450, 400 50 5}
16 15-cislicopena 125 A540, 440, 455, S0 48 52
17 Seciglinopena 181 A6, 440, 455 400 B 13
148 G, B-ci lioopena 193 364, 445, 471, 503 85 a
] all- I lioopena 04 82 6 472 503 FL ) [
20 Sepislinopena 1.2 AR, 446, 472 503 T4 5]

3 phmmeracao de acordo com os comaiogramas das Sgeas 2o 2,
* Salvente: metana] (0,1 %o tlaminal féter et me] baiiles G060,

444 Cilénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 24(3): 440-447, jul.-sel. 2004



Capitulo 2

45

Ohtencao de cristals de leopeno natural, Mermdante & Nones

Os 1stmeros 15-cis- (pieo 14, 153-cls- (plco 16], 9-
cis- [pleo 17) e B-cis-licopeno (pleo 20) foram tdentlica-
dos por comparacao da ordem de eluicio em coluna C_
com a literatura [10, 21, 25], e dos & e lorma do es-
pectro com dados previamente relatados [19, 23, 27]. A
identidade destes 1sdmeros ol conlirmada com padraes.

Comparando as informactes do especltro de absor-
cao com a literatura [27] e considerando que a intensi-
dacle do pleo cls & menor para os 1S0Meros @n posicio
prixima dos grupos lerminals, o pleo 18 ol tentativa-
mente identilicado como 5-ds,5-ds-lcopena, A medida
que a intensidade do pleo s val anmentando (Tabeia 71,
a isomeria esta provavelmente localizada mals ao cen-
tro da cadeia poliénica, como nos 1stmeros S9-cis- (pleo
171, 13-cts- [pico 16] & 15-as-leopeno (pleo 14,

O all-trans-f-carcteno (pieo 11 e all- trans-p-carote-
no (pieo 15 apresentaram caracterisiicas especirals si-
milares as relatadas na Nteratura [7. 23] e as dos pa-
droes auténticos, mnclusive o mesmo Eempo de retencio,
As propriedades dos espectros do all- irans-d-caroleno
(pieo 12) & do all-trans-fitoflueno (pieo 71 foram similares
as encontradas por BRITTON [7]. Como esperado para
carolendldes com 5 ligacdes duplas conjugadas, o cls-
fitoflueno (pico 8] apresentou & 1gual ac isémero trans
e menor grau de estrutura fina.

Utihzando eoluna C,,. de 4 a 10 s&meros cis de
licopeno foram separados em varios trabalhos [4. 5. 11].
entretanto, com excecdo do all-trems-Neopeno [4. 5, 11]
e do prolicopeno [11]. os demais 1sfmeros ndo [oram
tdentificacos nestes estudos.

Mo extrato rico em licopeno obUdo no presente es-
tudo, o all- rans-licopeno perdex 71% da area dos caro-
tendides. Apds a 12 cristalizacio, a porcenlagem de pu-
reza Heou em tormo de 96% e com a 22 crislalizacao
atingiu 98% de pureza. semelhante a pureza do padrao
de leopeno sintétco (Roche Vitamins) que ol de 99%.

FIGURA 4. Microscopla dplea: a) erstals de licopeno natu-
ral sob luz polarizada, bl eristais de lleopeno sintétieo
sob luz polarizada. Microscopla eletronica de varredura:
cl eristals de licopeno natural, dl eristais de leopeno
sintético. Aumento S00x.

HAKALA & HEINONEN [17]. utizando Sep-pak de
siliea e CLAE com coluna C g como método de purilica-
cao de leopeno, atingiram 97% de pureza somenlte apos
a lercelra cromatogralla semi- preparativa.

Como alternativa a extracio com solvenles e purl-
ficagin, GOMEZ-PRIETO et al. [16] utilizaram €O, com
Muxo de 4ml/min a 40°C sem modificador, obtendo wm
extrato com 83% de all-trans-licopeno e 12% de cls-
lcopeno a partir de tomate lolihzado.

Tanto os cristals de leopeno natural obtidos neste
trabalho, como os sintéticos, apresentaram [ormas cris-
talinas trregulares, predominando as formas prismaticas
alongadas. Os cristals sintéticos alngiram cerca de
3.,26um (Flguras 4b e 4d) e os naturals chegaram a me-
dir 1.750m (Figura 4cl, mas nestes predominaram cris-
tais com tamanho abatxo de 1wm (Figura da).

3.3 - Teores de licopeno em descarte de tomate

Mas amostras de descarte de tomate cru os valores
médios de pH variaram de 4,41 a 4,61 e entre 4,32 e
4,50 para as amosiras esterilizadas, Os valores de "Brix
ficaram entre 2.8 e 4,0 para ambas as amostras. Esles
valores se encontram dentro da faixa de pH (4.4 a 4.6)
"Brix (3.8 a 4.6) reportada para tomate cru [32].

Através dos valores apresentados na Tabela & pode-
se vertflcar uma varacao de 28,4 a 93,508/ g na con-
centracio de carolendides olals (caleulado comoe lco-
penol entre os 6 lotes de amostras coletados no
periodo de 10 meses. O Leor multo menor de lleopeno
da amostra coletada em marco pode estar relacionado
a alla precipitacio pluviométrica ocorrida nos 2 me-
ses anterlores (CEPACRL comunicacio pessoall. Em-
bora seja comprovado que a concentragio de carote-
ndldes varia em [uncdo da varedade/cultivar, época
do ano e localizacio geograliea |3, 18, 22|, nio é possi-
vel lazer esla relacdo no presente estudo mma ver que
fof ntilizado descarte de tomate onde nio ha qualguer
controle destas varivels,

O Lteor médio de carotendides, obtido no presente
estudo, 59,2 + 21 Sug/ g, Tol malor do que o encontrado
em Lomate (41,4 + 20, 1pg/d cultivar Santa Cruz co-
merclalizado em Campinas, Brasil [32]. YANG et al.
[34] encontraram teor de 26, 1ug/g em tomale verme-
lho. A concentracio de lcopeno em tomalte analisado
na Finlandia varion de 38 a 66ug,/g no periodo de ve-
rao, enquanto no periodo de outubro a marco (outona)
os leores encontrados foram de 26 a 31ugd g [18]. Cabe
lembrar que nestes rés trabalhos a extracao ol quan-
ftativa. enquanto que em nosso estudo a extracéo
néo lol exaustva.,

0= valores de parametros de cor dos tomales esle-
rilizados estdo apresentados na Tabela 8 No presente
estudo, o parametro a* [ol o que apresentou as mais
allas correlacdes com a concentracao de loopeno (0,84,
quando utilizada regressan Hnear e 0.86. quando abli-
rada regressao exponenclal. A correlacio entre teor de
licopeno & os valores dos demals parametros fof menor
que 0,80, tanto para regressio lnear como exponencial.
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TABELA &. Teomes de leopeno (pg/g) e parametros Clelab de cor dos tomates esterilizados coletados em diferentes épocas

do ano.

Pariodo de cololy das lCopana =
R L* ar b* atb [EN Chroma hue

amostras (ngigy

dunhio G0 + 2.8 ar1+04 20,3 + 0.4 6.1 £ 0,7 1.3+0,1 1,6+02 25.% + 0.5 1,0+ 0,1
Agosha 61,0 £ 2.3 36,9+ 0.4 198 + 0.7 7.3 £ 0.8 L0 13102 26,3 £ 0.8 oBx00
O utubro BO6 £ 1,1 ar1+08 186+ 1.0 16,7 £ 0.0 L1011 1,2+00 280+ 1,1 (THUEN N ]
Dezembro 4587 +1.4 an.b+ 0.8 17.4+039 6.3 + 0.0 L1+01 1,1+00 230 +0.2 o +01
Janairg 93.5 £ 0.3 39,0+ 0.3 07 £ 0 157+ LG LN 14402 2r.2+03 0.5+ 0,1
Margo 20,4 + 9.5 41,1+04 IG.6 & 0.7 19,1 £0.7 [EEHE A | 0800 253 +0.56 06+ 01
Mexdia e desclo padiao de duplicatas,

Em estudos com tomalte n natire, ol obtida uma alla
correlacio (0,92) entre os valores de cor razdo a/b e con-
tenido de licopeno em tomalte [34]. Correlactes semelhan-
Les [oram encontradas para L* (0.93), a* (0,96), a*/b* (098]
e contetdo de icopeno imedido por CLAE], utilizando re-
gressio exponencial, em tomale hidropanico [2].

4 - CONCLUSOES

Mo presente estudo, um mélodo simples ol desen-
volvido e alimizado através de planejamento expertmen-
tal fatoral para extracao de heopeno a partir de toma-
Le, consistindo de uma elapa prévia para retirada de
adua com 4 extracées de 30 minutos cada com 30mL de
elanol, seguido por 4 extracoes com acetato de etla de
120 minutos cada e relacio massa/volume de 1:0.7. O
teor médio de carotendides (calculado como licopenal
obtido T'ol de 58,2 £ 21 ,8ud/d de descare tomate. Dos
paramelros de cor, o mdice de saturacao vermelho (2%
[o1 o que mostrou melhor correlacdo com a concentra-
cao de lieopeno.

Utlizando etapa de baixo custo, ol obbdo padrao
de llcopeno com pureza de 98% através de cristalizacao
e os cristals [ormados apresentaram formas tregula-
res alongadas e prismaticas. A analise por CLAE mos-
trou a presenca de tracos dos s6meros 5-cls-, b-cis,5'-
cls- & 13-csNeopeno no cristal.
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CAPITULO 3

VANTAGENS E DESVANTAGENS DA SEPARACAO
DE CAROTENOIDES POR CLAE EM COLUNAS C;
E Cs3o

EM PREPARAGAO PARA SER ENVIADO A “REVISTA
BRASILEIRA DE CIENCIAS FARMACEUTICAS”
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RESUMO

Estudos tém demonstrado uma alta associagao entre ingestao ou nivel plasmatico
de carotendides e a diminuigédo do risco ou protegao contra algumas doengas. Estes fatos,
bem como a elevada suscetibilidade destes compostos a luz e calor, com formagao de
isdmeros cis com atividade bioldgica reduzida torna importante o desenvolvimento de
sistemas que permitam a separagao destes carotendides em alimentos. Neste trabalho foi
avaliada a separacado de isbmeros geométricos de licopeno, e dos isbmeros de posigao
luteina e zeaxantina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando colunas
C1s (monomérica, 4 um, 300 x 3,9 mm) e C;, (polimérica, 3 um, 250 x 4,6 mm) e
diferentes fases moveis com eluigdo isocratica e gradiente. Os carotendides foram
identificados através das caracteristicas espectrais e co-cromatografia com padrdes. As
melhores condigbes cromatograficas foram obtidas em coluna C3;, com temperatura de
33°C, eluigdo isocratica a 1 mL/min e fase mével com metanol (0,1% trietilamina)/éter tert-
metil butilico (1:1) para separar isbmeros de licopeno e (95:5) para luteina e zeaxantina.
Entretanto, para analise quantitativa, é necessario verificar a repetibilidade da area dos

picos na coluna Cs.

UNITERMOS

licopeno, luteina, zeaxantina, CLAE, coluna Csq, coluna Cig

INTRODUGAO

Nos ultimos anos, o licopeno vem ganhando destaque devido ao seu elevado
potencial antioxidante e associacdo ao menor risco de desenvolvimento de cancer de
prostata (Van den Berg et al., 2000; Giovanucci, 2002; Venkateswaran et al., 2004).
Estudos tém demonstrado que o elevado consumo de luteina e zeaxantina esta
relacionado a significante redugao da catarata e da degeneragao macular (Junghans et
al., 2001; Stringham, Hammond, 2005).

Colunas de fase reversa Ci3 € C3y vém sendo amplamente utilizadas para
separacgao de carotendides. Em geral, melhores separagdes de carotenos e isdbmeros tém
sido demonstradas com C4g poliméricas do que com monoméricas (Sander et al., 2000). A
vantagem da coluna Cj, (polimérica) em relagéo a coluna C,5 € a possibilidade de separar
maior numero de isbmeros além de ser a Unica coluna capaz de separar isbmeros de
carotendides ndo simétricos, como 13-cis-, 13’-cis-, 9-cis- e 9'-cis-luteina (Emenhiser et
al., 1996).
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A utilizacdo de fases estacionarias Cig € C3p para a separacdo de xantofilas e
carotenos em misturas de padroes, extratos de alimentos e outras matrizes foi avaliada
por Sander et al. (1994). Em coluna C4g monomérica nao houve uma boa separagao de
isbmeros geométricos (ou cis-frans) de carotendides apolares e entre luteina e
zeaxantina. Uma melhor separacao de carotenos foi obtida com coluna C4g polimérica,
entretanto os isébmeros cis- e trans- de B-caroteno nédo foram separados. Todos estes
compostos foram separados quando se utilizou coluna Cjp polimérica (Sander et al.,
1994).

Utilizando coluna C3y e metanol (MeOH)/ éter tert-metil butilico (TBME) (50:50)
como fase moével, foram separados frans- e 5-cis-licopeno em tecidos humanos (Fang et
al., 2002) enquanto que foram separados frans- e 4 isbmeros cis de licopeno em pasta de
tomate (Bohm et al., 2002).

O uso de gradiente linear e fases mdveis contendo misturas de MeOH/TBME/H,0
para separar trans- e cis-licopeno em coluna C3, tem sido reportado em diversos estudos.
Com estas condicdes, foram separados trans- e 5-cis-licopeno e outros 4 isbmeros cis de
licopeno em dieta, tecidos e soro de ratos (Boileau et al., 2000, 2001), trans- e 4 isbmeros
cis de licopeno em padrao isomerizado (Bohm et al., 2001), enquanto Re et al. (2001)
reportaram a separacao de frans-, 5-cis-, 9-cis, 13-cis- e 15-cis-licopeno em padrao e puré
de tomate incubado em suco gastrico humano e Ferruzzi et al. (2001) a separagao de
trans- e 11 isbmeros cis de licopeno em tomate tangerina. Hackett et al. (2004),
demonstraram a separacao de frans-, 5-cis-licopeno e 7 isbmeros cis de licopeno em
padrao isomerizado e oleoresinas de tomate. Cabe destacar que a maioria dos isébmeros
cis nao foram identificados nestes trabalhos.

Separagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de luteina e
zeaxantina em alimentos, utilizando condicbes cromatograficas semelhantes as citadas
para licopeno tem sido utilizadas por diversos autores. Coluna Cjz, e fases moveis
contendo diferentes concentragdes de MeOH/TBME/H,O em sistema de gradiente foram
utilizadas para separagao desses carotendides em amostras de milho (Moros et al.,
2002), trigo (Hentschel et al., 2002) e batata branca e amarela (Breithaupt, Bamedi, 2002),
sendo que em todos os casos foi relatada uma boa separagdo dos picos de luteina e
zeaxantina na linha de base.

Mais recentemente, trabalhos envolvendo separacao de luteina, zeaxantina e seus
isbmeros geométricos, tém utilizado colunas de fase normal. Humphries, Khachik (2003)
empregaram coluna ciano para avaliar a distribuicdo de isébmeros de luteina (all-frans-;

13,13-dicis-; 9-cis- e 9'-cis-luteina) e de zeaxantina (all-frans-; 9-cis- e 13-cis-zeaxantina)
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em frutas, vegetais, trigo e massas. Panfili et al. (2004) usaram coluna de silica para
separacdo de all-trans-luteina e dos seus isébmeros 13,13’-dicis-; 9-cis- e 9-cis- em
cereais. Mendes-Pinto et al. (2004) compararam coluna de fase reversa polimérica Cqs €
de fase normal ciano para separar carotenéides em uvas, obtendo separagao dos picos
de luteina e zeaxantina somente quando utilizada fase normal.

Devido a presenga de um grande numero de ligagdes duplas conjugadas na
estrutura, os carotendides sdo suscetiveis a alteragdes quimicas quando expostos a luz e
calor, formando isdmeros cis com reduzida atividade bioldgica. Desta forma, € importante
desenvolver sistemas que permitam a separacdo destes carotendides em alimentos.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a separagao de isébmeros de licopeno, e

luteina e zeaxantina por CLAE, utilizando colunas C+s e Cy.

MATERIAL E METODOS
Reagentes

Foram utilizados padrdes de all-trans-licopeno, 5-cis, 9-cis, 13-cis-licopeno, luteina
e zeaxantina provenientes da DSM Nutritional Products (Suiga) e cristal de all-trans-
licopeno obtido a partir de tomate fresco (Nunes, Mercadante, 2004), previamente filtrados
em membrana de polietileno com 0,22 um de poro para analise por CLAE.

Os reagentes utilizados para obtencao de licopeno foram de grau p.a. enquanto
que para analise cromatografica todos os solventes foram de grau cromatografico e,
previamente filtrados em sistema millipore de filtragdo a vacuo, com membrana para

solvente organico de 0,45 um.

Preparacgao e isomerizagao do licopeno

Cristais de licopeno foram obtidos de tomate fresco de acordo com Nunes,
Mercadante (2004) excluindo-se a etapa de esterilizacdo do tomate. A metodologia
consistiu de (1) etapa preliminar para remogdo de agua com quatro extracdes de 30
minutos, cada uma com 30 mL de etanol comercial e posterior descarte do solvente, (2)
quatro extragcbes de 120 minutos com acetato de etila, cada extracdo com razao
massa/solvente de 10:7, (3) eliminacdo do solvente em evaporador rotatorio e (4) duas
cristalizagdes com diclorometano/etanol (1:4).

Para promover a isomerizagdo, os cristais foram dissolvidos em
diclorometano/metanol (2:8) e aquecidos no escuro em banho-maria a 90 + 5°C durante 2

horas.
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Analise por CLAE

Foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia, com detector de arranjo de
diodos (DAD) (Waters, modelo 996), sistema quaternario de bombeamento de solventes
(Waters, modelo controller 600), injetor “Rheodyne” com valvula de injecdo de 20 puL,
forno externo com controle de temperatura, desgaseificador “on line” e sistema de
aquisicao e processamento de dados Millenium (Waters). Os espectros foram adquiridos
entre 250 e 600 nm e os cromatogramas processados no comprimento de onda maximo.

Em coluna de fase reversa Cgy polimérica da marca YMC (3 um, 250 x 4,6 mm),
foram testadas separacbes de isbmeros de licopeno nas condi¢gdes cromatograficas

descritas na TABELA I, sempre com vazao de 1mL/min.

Tabela | - Condicbes testadas com coluna C3;y; em CLAE para separagao de isdbmeros de

licopeno.
Tempo de
) Temperatura o )
Fases Moveis C) Solvente injecao corrida
(min)?
MeOH (0,1% TEA)/TBME (62:38) 29 EtOAc 70
MeOH (0,1% TEA)/TBME/DCM (52:38:10) 29 EtOAc 40
EtOAc
MeOH (0,1% TEA)/TBME (50:50) 29e 33 35e33
MeOH/TBME (1:1)
EtOAc
MeOH (0,1% TEA)/TBME/DCM (50:25:25) 29 30
MeOH/TBME (1:1)
gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/TBME 90:10 para 29 MeOH/TBME (1:1) 56
55:45 em 35 min, para 40:60 em 10 min
gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/TBME de 60:40
29 MeOH/TBME (1:1) 42
para 50:50 em 15 min
gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/TBME de 80:20
) 29 MeOH/TBME (1:1) 50
para 50:50 em 20 min
MeOH (0,1% TEA)/TBME 50:50 isocratico de 0 a 20 min,
29 MeOH/TBME (1:1) 30

gradiente linear para 20:80 em 1 min
gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/TBME de 60:40

) 29e 33 MeOH/TBME (1:1) 40e 38
para 50:50 em 20 min

#Tempo de eluicéo do all-trans-licopeno com 5 minutos adicionais.
MeOH: metanol, TEA: trietilamina, TBME: éter tert- metil butilico, EtOAc: acetato de etila.

As condicbes de fases mdveis avaliadas, para separacao de isdbmeros de licopeno,

em coluna de fase reversa Cig monomérica Nova-Pak (4 um, 300 x 3,9 mm), mantida a



Capitulo 3 53

29°C e vazao de 1 mL/min, sempre utilizando MeOH/EtOAc (1:1) como solvente de

injecao, estdo apresentadas na TABELA II.

Tabela Il - Condigdes testadas com coluna Ci3 em CLAE para separagao de isbmeros de

licopeno.
Fase Mével Tempo de corrida
(min)?

ACN/MeOH (0,1%TEA)/ EtOAc (75:15:10) 18
MeOH (0,1% TEA)/ EtOAc (90:10) 21
MeOH (0,1% TEA)/ EtOAc/H,O (70:25:5) 40
MeOH (0,1% TEA )/THF/H,O (70:25:5) 22
MeOH (0,1% TEA )/DCM/ H,0O (70:25:5) 26
MeOH (0,1% TEA )/DCM/H,0 (55:35:10) 25
Gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/EtOAc/H,O de 85:5:10 para 70:30:0 em 15 min 26
Gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/DCM/H,O de 85:5:10 para 70:30:0 em 15 min 24
Gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/EtOAc/H,0 de 80:10:10 para 70:30:0 em 20 min 30

#Tempo de elui¢do do all-trans-licopeno com 2 minutos adicionais.
ACN: acetonitrila, MeOH: metanol, TEA: trietilamina, EtOAc: acetato de etila, THF: tetrahidrofurano, DCM:

diclorometano, H,O: agua.

Para separacdo de luteina e zeaxantina em coluna Cj, foram testadas fases
moveis com eluicdo isocratica contendo MEOH/TBME (50:50 ou 95:5) e temperatura da
coluna de 33°C. Em coluna Cig foram avaliadas fases mdveis com eluicdo isocratica
contendo misturas de ACN/EtOAc/H,O (88:6:6, 88:8:4, 88:10:2 ou 92:2:6) e gradiente
linear de ACN/EtOAc/H,O 88:2:10 para 85:15:0 em 20 minutos com temperatura da
coluna mantida a 29°C. Para as duas colunas, a vazao de todas as fases moveis foi de 1

mL/min, sempre utilizando MeOH como solvente de injegao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Isbmeros de licopeno

Os padroes de isbmeros 5-cis-, 9-cis-, 13-cis- e all-trans-licopeno utilizados neste
trabalho apresentaram A..x € forma do espectro similares aos previamente relatados na
literatura (Hengartner et al., 1992; Schierle et al., 1997; Mercadante et al., 1999; Nunes,
Mercadante, 2004), como mostra a FIGURA 1. Como a ligagdo dupla na posi¢cado 5 néo
esta em conjugagao com a cadeia poliénica, o espectro do 5-cis-licopeno é idéntico ao do
all-trans, enquanto que os espectros dos demais isbmeros cis apresentaram
deslocamento hipsocrdmico de 6 a 7 nm. Além disso, verifica-se que a intensidade do
pico cis vai aumentando a medida que a isomeria esta localizada mais ao centro da

cadeia como no 9-cis e 13-cis-licopeno.

3,5

all-trans-licopeno
- -o- - 5-cis-licopeno
9-cis-licopeno
13-cis-licopeno

3,0

25

2,0

1,5

Absorbancia

1,0

0,5

T >
0,0

1 . 1 . 1 . ]
300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)
FIGURA 1 - Espectros, obtidos por CLAE-DAD em MeOH (0,1% TEA)/TBME (50:50), dos

padrdes de 5-cis-, 9-cis-, 13-cis- e all-trans-licopeno.

Dentre as fases moveis testadas em coluna Cj3p, as que promoveram a melhor
separacao dos isdbmeros de licopeno no padrao termicamente isomerizado e dos padrbes
da DSM foram: MeOH (0,1% TEA)/TBME (50:50) em modo isocratico e gradiente linear
MeOH (0,1% TEA)/TBME de 60:40 para 50:50 em 20 minutos, ambas com vazéo de 1
mL/min, temperatura da coluna de 33°C e utilizando como solvente de injecao
MeOH/TBME (1:1).

Optou-se por trabalhar com a fase moével no modo isocratico devido as

dificuldades encontradas no recondicionamento da coluna com a utilizagdo de gradiente.
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Mesmo apés 30 minutos de recondicionamento, a repetibilidade da area do pico do all-
trans-licopeno foi baixa (CV% 5,0 para 8 injecdes seguidas) e o numero de picos
minoritarios separados foi diferente em cada corrida, o que pode ser constatado na
FIGURA 2.

all-trans-licopeno

_

all-trans-licopeno

L

0,00 all-trans-licopeno

c- isbmeros cis
0,02
1 )

0 10 20 30 40
tempo (min)

FIGURA 2- Cromatogramas, obtidos por CLAE, de licopeno isomerizado, a- 12 injegao, b-

isbmeros cis
0,02

0,00

isbmeros cis
0,02

Resposta detector (UA)

injecao apos 20 min de recondicionamento, c- inje¢do apdés 30 min de recondicionamento.
Condigbes cromatograficas: coluna Cj;q, gradiente linear MeOH (0,1% TEA)/TBME de
60:40 para 50:50 em 20 minutos, vazao de 1 mL/min, temperatura da coluna de 33°C e
solvente de injecdo MeOH/TBME (1:1).

A utilizacdo de gradiente em coluna Cj para separacao de isébmeros de licopeno,
em diversas matrizes tem sido utilizada por muitos autores (Boileau et al., 2000, 2001;
Bohm et al., 2001; Re et al., 2001; Ferruzzi et al., 2001; Hackett et al., 2004) sendo que,
em nenhum destes trabalhos foram mencionados problemas com o recondicionamento da
coluna ou co-elui¢ao de picos.

Mouly et al. (1999) ao estudarem a determinacdo da origem geografica de suco de
laranja da variedade valencia através do perfil cromatografico de carotendides obtido por
CLAE em coluna Cj, utilizando como fase mével gradiente linear de MeOH/TBME/H,O
observaram que apos aproximadamente 100 injecdes realizadas nesta coluna, os picos
de isoluteina e zeaxantina passaram a co-eluir. Nao foi citado o tempo de

recondicionamento da coluna entre as injegdes.
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Quando utilizada fase mével no modo isocratico (Figura 3a), o valor do CV de 3
injecdes da area do pico do all-trans-licopeno foi de 0,7% e o numero de picos
minoritarios foi sempre o mesmo. Neste caso somente apds aproximadamente 250
injecdes passou a ocorrer falta de repetibilidade da area dos picos e dos tempos de
retencéo.

A FIGURA 3a apresenta a melhor condicdo cromatografica para separagcédo dos
padrées de 13-cis-, 9-cis-, 5-cis- e all-trans-licopeno, utilizando a coluna C3;, em modo
isocratico, sendo que a ordem de eluicdo dos picos foi a mesma da encontrada no
gradiente empregado neste estudo, e da reportada por Re et al. (2001), embora neste
trabalho tenha sido utilizada fase moével contendo H»O, além de MeOH e TBME, e sistema
de gradiente. Embora ndo tenha ocorrido separacéo entre all-trans- e 5-cis-licopeno na
linha de base em nenhuma das fases modveis e colunas testadas, estes dois compostos
foram melhor resolvidos quando utilizada coluna C3y, com o 5-cis- eluindo logo apés o all-
trans-licopeno. Este fato foi verificado também por Boileau et al. (2000, 2001) e Re et al.
(2001), ambos utilizando coluna Cs, e fases moveis em sistema gradiente.

Utilizando a coluna Cqs (FIGURA 3b), o 9-cis-licopeno eluiu junto com o all-trans-

licopeno, com separacgao parcial do 13-cis-licopeno em todas as condi¢cbes avaliadas.

all-trans-licopeno

13-cis-licopeno
9-cis-licopeno

5-cis-licopeno

b- all-trans- + 5-cis- + 9-cis-licopeno

0,30 -

Resposta detector (UA)
5
1

0,15 -

tB-cis-licopeno
0,00 . I . I . I
0 10 20 30
tempo (min)
FIGURA 3 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, da mistura dos padrdes de 5-cis-, 9-cis-,

13-cis- e all-trans-licopeno. Condigcbes a- coluna C3YMC, fase mével MeOH (0,1% TEA)/
TBME (50:50), 1 mL/min e temperatura da coluna de 33°C, b- coluna C4s Nova-Pak, fase
movel gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/EtOAc/H,O de 80:10:10 para 70:30:0 em 20

min, 1 mL/min e temperatura da coluna de 29°C. Processamento em Anax.
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Luteina e zeaxantina

Os padrdes de all-trans-luteina e all-trans-zeaxantina apresentaram An.x € forma
do espectro similares aos previamente relatados na literatura (Britton, 1995; Zanatta,
2004) (FIGURA 4). A all-trans-zeaxantina apresenta uma ligagao dupla conjugada (l.d.c) a
mais na estrutura do que a all-frans-luteina e conseqientemente um An.x de absorgéo
maior (5 nm). Entretanto, o fato desta I.d.c estar localizada no anel 3, explica a estrutura

fina (%lI11/11) reduzida da mesma, quando comparada a all-frans-luteina (Britton, 1995).

all-frans-luteina

————— all-frans-zeaxantina

0,20

0,15

0,10

Absorbancia

0,05

0,00

300 400 500 600
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4 - Espectros, obtidos por CLAE-DAD em MeOH (0,1%TEA)/TBME (95:5), dos

padroes de all-trans-luteina e all-trans-zeaxantina.

Pode ser observado nas FIGURAS 5a e 5b que a separacdo mais eficiente dos
padrées de luteina e zeaxantina foi também obtida em coluna Cj,. Resultados
semelhantes foram apresentados por Sander et al. (1994) em estudo comparativo de
fases estacionarias Cis (monomérica e polimérica) e C3, na separagao de padrbes de
diversos carotenoides.

Zanatta (2004) obteve resolucdes similares dos picos de luteina e zeaxantina em
extrato de camu-camu utilizando as mesmas colunas C4g monomérica (gradiente linear de
ACN/H,O/EtOAc, partindo de 88:10:2, atingindo 85:0:15 em 15 min, e 70:0:30 em 35 min,
mantendo até o final) e C3, polimérica (gradiente de H,O/MeOH/TBME de 5:80:5 atingindo
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0:95:5 em 12 min, 0:89:11 em 25 min, 0:75:25 em 40 min e 0:50:50 em 60 min) usadas no
presente estudo.

all-trans-zeaxantina

0,12 -

all-trans-luteina

0,08

0,04

0,00

all-trans-zeaxantina

0,06 - all-trans-luteina

0,04

Resposta detector (UA)
g

0,02

0,00

A 1 A 1 A 1 A ]
0 5 10 15 20

Tempo (min)

FIGURA 5 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, da mistura dos padrdes de luteina e
zeaxantina. Condigbes a- coluna C39 YMC, fase mével MeOH (0,1% TEA)/TBME (95:5), 1
mL/min e temperatura da coluna de 33°C, b- coluna C;s Nova-Pak, fase moével
ACN/EtOAc/H,0 (92:2:6), 1 mL/min e temperatura da coluna de 29°C. Processamento em

7‘«max-

CONCLUSAO

No presente trabalho a coluna C3y mostrou maior eficiéncia tanto na separacao dos
isbmeros 5-cis, 9-cis- e 13-cis-licopeno quanto de luteina e zeaxantina. Pelo fato destes
isbmeros serem os mais encontrados em alimentos processados, o uso da coluna Cz €
recomendado apesar do éter fert-metil butilico, utilizado na fase mével e da prépria coluna
apresentarem elevado custo no Brasil. Entretanto, se o objetivo for acompanhar
mudancas quantitativas €& necessario verificar a ocorréncia de problemas com a
repetibilidade das areas dos picos, e se esse for o caso, ndo é recomendado utilizar a

coluna Cs.
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ABSTRACT

Several studies have demonstrated a high association between dietary intake or
plasma levels of carotenoids and the decrease of risk or the protection against some
diseases. Taking in consideration the high susceptibility of these compounds to light and
heat, leading to the formation of cis isomers with lower biological activity, it is important to
develop systems that allow the separation of such compounds in foods. This work
evaluated the separation of the geometric isomers of lycopene and of the position isomers,
lutein and zeaxanthin, by high performance liquid chromatography (HPLC) using Cis
(monomeric, 4 um, 300 x 3.9 mm) and Cj3 (polymeric 3 um, 250 x 4.6 mm) columns and
many different mobile phases, either as isocratic or gradient elution. The carotenoids were
identified by their spectral characteristics and co-chromatography with standars.The best
chromatographic conditions were Cz, column, temperature set at 33°C and as mobile
phase an isocratic elution of methanol (0.1% triethylamine)/tert-butyl methyl ether (1:1) to
separate lycopene isomers and (95:5) for lutein and zeaxanthin, both at 1 mL/min.
However, for quantitative analysis, it is necessary to evaluate the peak area repeatability

on the C3; column.
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lycopene, isomers, lutein, zeaxanthin, HPLC, C3 column, C4g column.
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ABSTRACT

The photosensitized oxidation of natural lycopene with methylene blue (MB) as the
sensitizer in organic solvent model systems was studied under different temperatures and
atmosphere. The analysis by HPLC-PDA-MS allowed the identification of four types of
products: apo-carotenals from oxidative cleavage, compounds with one and two 32 mass
units incorporated, epoxides and geometrical isomers of lycopene in all solvent systems.
In the presence of the MB and air, the rate for the lycopene consumption decreased with
the increased initial carotene concentration and both the initial compounds, all-trans- and
13-cis-lycopene, were consumed with the time of photosensitization. In the presence of a
radical scavenger identical degradation products were observed, however k,,s was smaller
compared to the system without this antioxidant. On the other hand, in Nj-saturated
solutions with MB and under identical illumination conditions, a slower photosensitized
degradation of all-trans- and 13-cis-lycopene was observed, and the oxidation products
apo-6’-carotenal and epoxides were formed only in trace amounts. In the absence of MB
solely 13-cis-lycopene increased. A mechanism was proposed to explain the observed

results for the lycopene degradation.

KEYWORDS: lycopene, oxidation, photosensitization, kinetics, HPLC-PDA-MS
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INTRODUCTION

Lycopene has received great attention in recent years, because epidemiological
studies showed that the increased consumption of tomato-based foods, rich in lycopene,
as well as high lycopene concentration in serum were associated to a lower risk of
prostate cancer (7, 2). However, the mechanism by which this carotenoid may act in vivo
is still not fully understood.

The formation of lycopene oxidation products was evaluated in details in several
studies, however strong oxidant agents not found in food systems were used, such as m-
chloroperoxybenzoic acid (MCPBA) (3), KMnO,4 (4) and hydrogen peroxide (5). Recently,
oxidative and cleavage products of lycopene were obtained by a lipoxygenase-catalyzed
system (6).

In addition, lycopene is well-known as the most powerful singlet molecular oxygen O,
(1Ag) quencher in vitro (7-10) .The remarkable quencher performance of lycopene was also
observed in reversed-micelle membrane system (77).

On the other hand, light decreases the stability of food components by both photolytic
autoxidation and photosensitized oxidation. The latter is the main reaction that occurs
since natural pigments present in foods, such as chlorophyll, hematoporphyrins and
riboflavin, are known to be efficient photosensitizers, which, in the presence of molecular
oxygen and light produce O, (1Ag), a potent oxidant specie (72). However, most of the
studies regarding lycopene stability evaluated the effects of illumination (73) and heating
(13,74) on the formation of isomers. To the best of our knowledge, only few studies
evaluated the lycopene autoxidation (75) and photosensitized oxidation (76), including the
formation of oxidation products.

Recently, the photosensitized degradation mechanism of bixin, a cis-carotenoid, was
studied in organic solvent and HPLC was used to separate the products formed, and the
formation of the 'O, ('Ay) and triplet excited state of bixin was also observed by time-
resolved spectroscopic and laser flash photolysis experiments (77).

Thus, the aim of this work was to evaluate the kinetics of all-trans-lycopene
degradation by 'O, (1Ag) generated by methylene blue, and to separate and characterize

the products formed in this system.
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MATERIALS AND METHODS

Lycopene preparation. Lycopene crystal was obtained from fresh tomatoes
according to Nunes and Mercadante (78). Briefly, the methodology consisted of (1)
preliminary water removal step with four 30-minute extractions, each with 30 mL
commercial ethanol with discard of the solvent, (2) four 120-minute extractions with ethyl
acetate, each extraction with a mass/volume ratio of 1:0.7, (3) complete solvent
evaporation on a rotary evaporator and (4) crystallization from dichloromethane/ethanol
(1:4), repeated twice. The lycopene crystals obtained showed 97% purity, indicated by
high-performance liquid chromatography-photo diode array detector (HPLC-PDA).

Photosensitized oxidation. The photosensitization experiments were performed at
10, 15, and 20°C, controlled by a water refrigerator system, in dichloromethane
(DCM)/methanol (MeOH) (1:1) air-saturated solutions containing ca. 30 pg/mL lycopene
and 2 ug/mL methylene blue (MB). The illuminated was provided with a 150 W filament
lamp placed at 15 cm from the sample and coupled to a red cut-off filter in order to
exclusively to excite the band of the sensitizer above 625 nm. Four additional quantitative
experiments were carried out at 20°C under the following conditions: 30 ug/mL lycopene +
MB + 0.02g/100mL BHT + air; 30 ug/mL lycopene + MB + N; (99.99% purity); 15 ug/mL
lycopene + MB + air and 30 ug/mL lycopene + air. In order to evaluate the influence of the
type of solvent on the cleavage and oxidation products, two air-saturated experiments
were done, being one in 100% DCM for 1230 min and the other in DCM/acetonitrile (1:1)
for 760 min.

The stability of MB during the experiments was verified by its non-consumption,
followed in a UV-visible spectrophotometer.

Instrumentation. HPLC analysis was carried out using a Waters HPLC system
equipped with a PDA (Waters, model 996). The equipment also included an on line
degasser, a Rheodyne injection valve with a 20 puL loop and an external oven. Data
acquisition and processing were performed using the Millenium Waters software. For
quantitative analysis, the carotenoids were separated on a C1g Novapack (4 um, 300 x 3.9
mm) column using as mobile phase a linear gradient of MeOH (0.1% triethylamine
(TEA))/ethyl acetate (EtOAc)/H,O from 80:10:10 to 70:30:0 in 20 min at 1 mL/min and
temperature set at 29°C. The spectra were recorded between 250 and 700 nm. The all-
trans-lycopene quantification was done by area comparison to that of the standard injected
in the same day, whereas the data of all the other peaks were obtained as area at their

respective maximum absorption wavelength (Amax).
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The separation was also carried out on an YMC C3o column (3 um, 250 x 4.6 mm) with
MeOH (0.1% TEA)/t-butyl methyl ether (MTBE) (1:1) at 1 mL/min and column temperature
set at 33°C. In both columns, co-chromatography with standards of all-trans-, 5-cis-, 9-cis-
and 13-cis-lycopene, provided by DSM Nutritional Products from Basel, were carried out.

For identification, the HPLC-PDA-MS (Agilent, model MSD 1100) experiments were
performed with an APCI interface and the mass spectra were obtained in positive ion
mode. The separations were monitored at 472 nm. Nitrogen was used as drying gas at a
flow rate of 5 mL/ min and the corona current at 8 pA. The chromatographic conditions
used were Prontosil Czy column (3 um, 250 x 4.6 mm) with 100% MeOH for 5 min
following by a linear gradient of MeOH/MTBE to 15:85 in 50 min, maintaining this

proportion for 5 min. The flow rate was 1mL/min and column temperature was set at 20°C.

RESULTS AND DISCUSSION

Although the crystal purity found was at least 97%, after preparation of the solution for
photosensitization a spontaneous isomerization occurred. Figure 1 shows the initial HPLC-
PDA chromatogram of 30 ug/mL lycopene solution in DCM/MeOH (1:1) with MB. In
addition to the main peak corresponding to all-trans-lycopene (92% total area), two
additional peaks in much less amounts were also detected. The UV-vis spectra of the
peaks obtained from the PDA are presented in the inset of Figure 1. The peak with longer
tr (7% total area) was identified as a mixture of 13-cis- and 15-cis-lycopene by its UV-
visible features, co-chromatography with authentic standards and molecular ion ([M+H]")
at m/z 537 typical of a C-40 carotene. The isomers were separated on the C3, column that
showed the absence of the 9-cis isomer and 13-cis-lycopene as the predominant isomer,
with an area ratio of 14:1 for 13-cis to 15-cis-lycopene. The compound eluted as the
smallest peak (1% total area) with tg in the range of 22.6-22.8 min showed at time zero of
the experiment a fine structure (% IlI/Il 74) in UV-visible spectrum with Ay at 291 nm (cis
peak), 443, 470 and 502 nm, however with the passage of time this compound was
probably partially rearranged in another compound, because at this same tg, the UV-visible
gradual changed to 281, 291 (cis peaks), 418, 446 (maximum), 463 and 492 nm, as can
be seen in Figure 1. This peak, not detected by HPLC-PDAD-MS, was further shown as
peak 9 in Figure 2.
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Figure 1. HPLC-PDA chromatogram of freshly prepared lycopene with MB in
dichloromethane/methanol (1:1) solution. Chromatographic conditions: Novapak Cis
column with a linear gradient of MeOH (0.1% TEA)/ethyl acetate (EtOAc)/H,O from
80:10:10 to 70:30:0 in 20 min at 1 mL/min column as mobile phase. Inset: UV-vis spectra
of the peaks, obtained by PDA.

Figure 2 shows, in expanded scales, the HPLC chromatograms observed after
illumination of the carotenoid solution under different experimental conditions. As
mentioned before, in all cases the solutions were irradiated through a red-cut off glass filter
excluding illumination effect on the carotenoid. Figure 3 presents the UV-Vis spectra
obtained for the HPLC peaks with the PDA detection. Table 1 resumes the HPLC-PDA

and MS parameters observed for all the reported peaks.
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Figure 2. HPLC-PDA chromatograms of 30 pg/mL lycopene crystals in DCM/MeOH (1:1)
solutions at 20°C, observed after different illumination times with filtered light above 625
nm. For experimental and chromatographic conditions see experimental section.
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Figure 3. UV-vis absorption spectra of some of the HPLC peaks obtained with PDA in
linear gradient of MeOH (0.1% TEA)/EtOAc/H,O from 80:10:10 to 70:30:0 in 20 min at 1
mL/min. The numbers correspond to the peak numbers in Figure 2.
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Table 1. Characteristics of the compounds formed upon photosensitized oxidation of lycopene.

Peak ? Carotenoid trrange trrange UV-visible MS (m/z)
Cis (min)®  Cgo (min)® Amax (NM) %M % As/A
276, 314, 416, 440,462° 0° 14° 417 (M + H), 399 (M + H - 18), 325 (M + H
1 apo-8'-lycopenal 10.8-11.0 32.1-324 -92),311 (M + H - 106)
S 263, 327, 414, 441, 469° 77° 10° 567 (M +H), 535 (M + H-32), 461 (M + H -
2 not identified 13.9-14.3  28.3-286 . . . 106), 443 (M + H - 32 - 92), 429 (M + H -
278, 344, 412, 436, 464 53 11 32-106)
S 263, 309, 412, 439, 468° 96° g 967 (M+H) 535 (M +H-32), 475 (M + H -
3 not identified 152-154  258-26.2 X X 14b 92), 461(M + H - 106), 443 (M + H - 32 -
278, 342, 410, 434, 462 66 92), 429 (M + H - 32 - 106)
294,341, 491° 0° 6 443 (M+H), 425 (M + H- 18), 374 (M + H
4 apo-6'-lycopenal 17.8-18.0 36.3-36.6 206, 343, 488° o . - 69), 337 (M + H - 106), 351 (M + H - 92)
S 276, 342, 412,435, 464 60° 9° 567 (M + H), 535 (M-32), 475 (M + H - 92),
5A not identified 18.5-18.8  23.1-235 . . . 461(M + H - 106), 443 (M + H - 32 - 92),
278, 342, 412, 434, 464 61 13 429 (M + H - 32 - 106)
277, 341, 409, 431, 459° 76° 12° 567 (M +H), 535 (M + H -32), 475 (M + H -
5B not identified 18.9-19.0  23.1-235 . . . 92), 461(M + H - 106), 443 (M + H - 32 -
280, 342, 408, 430, 458 44 18 92)
o 278, 345, 429, 456, 487" 68° 5° 599 (M + H), 567 (M + H - 32), 535 (M+H-
6 not identified 19.2-19.4  33.6-34.2 . . . 32-32), 475 (M + H-32-92)461 (M+H -
280, 346, 432, 458, 488 78 4 32 - 106)
S 278, 342, 428, 455, 486° 73° g 567 (M + H), 535 (M-32), 475 (M + H - 92),
7 not identified 19.5-19.7  32.6-33.0 . . . 461(M + H - 106), 443 (M + H - 32 - 92),
280, 344, 430, 458, 488 95 5

429 (M + H - 32 - 106)
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8A

8B

10

11

11A

11B

12

12A

Lycopene
1,2,1,2-
diepoxide

lycopene 1,2-
epoxide

not identified

not identified

all-trans-
lycopene

9-cis-lycopene

5-cis-lycopene

13-cis- lycopene

15-cis-lycopene

20.8-20.9

21.0-21.1

226-22.8

23.6-23.9

26.7-27.0

Eluted with
11

Eluted with
11

271-274

Eluted with
12

42.6-42.9

45.7-45.9

50.1 -50.4

44.9 -45.0

50.6 - 50.7

41.0-414

10.9-11.2

293, 359, 444, 471, 502°
294, 360, 446, 472, 502°

293, 359, 444, 471, 502"
294, 360, 446, 472, 502°

291, 358, 443, 470, 502°¢
291, 342, 446, 463, 492°°

278, 344, 429, 456, 487"

293, 360, 444, 471, 502°
294, 362, 446, 472, 504°

296, 362, 442, 466, 496°
296, 362, 446, 472, 504°

295, 358, 439, 464, 496"
298, 360, 438, 464, 496°

297, 359, 443, 470, 500

74°¢
Ob,e

71°

74°
73°

60°

73°

48°
60°

44

4b
4°

15°

7C

48P
60°

74

569 (M + H), 553 (M + H - 16), 535 (100),
non characteristic fragmentation

553 (M + H), 447 (M + H - 106)

not detected

not detected

537(M + H), 445 (M + H - 92), 431(M + H -
106)

537(M + H), 431(M + H - 106)

537(M + H), 445 (M + H - 92), 431(M + H -
106)

537 (M + H), 431(M + H - 106)

not detected

*The peak numbers are from Figure 2.

bRange of retention time from 35 runs. Mobile phase: linear gradient of MeOH (0.1% TEA)/EtOAc/H,0 from 80:10:10 to 70:30:0 in 20 min at 1 mL/min.
‘Range of retention time from 4 runs. Mobile phase: 100% MeOH for 5 min following by a linear gradient to 15:85 of MeOH/MTBE in 50 min,
maintaining this proportion for 5 min at 1mL/min.

ISpectra taken at time zero.

°Spectra taken after 120 min.
"Range of retention time from 8 runs. Mobile phase: MeOH (0.1% TEA)/ MTBE 1:1 at 1 mL/min.
% l1I/Il corresponds to spectral fine strucutre and % Ag/A, to intensity of the cis peak.
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Figure 2 shows that several new peaks with shorter retention times than all-trans-
lycopene were detected. The twelve main peaks were numbered as tg increased.

The apo-8'- (peak 1) and apo-6'-carotenal (peak 4) were positively identified by its
broad and non-structured UV-visible spectra and mass spectra molecular ion and
fragments similar to the literature data (4,79).

Peaks 8A and 8B showed identical spectra to that of all-trans-lycopene, but its
molecular ions [M+H]" at m/z 569 and m/z 553 indicate that these compounds contain,
respectively, two and one extra oxygen atoms to the all-frans-lycopene structure.
According to the literature data (3,79), the most probably assignment is lycopene 1,2,1’,2’-
diepoxide for peak 8A and lycopene 1,2-epoxide for peak 8B.

As expected, the mass spectra of all isomers (peaks 11, 11A, 11B, 12) were very
similar with [M+H]" at m/z 537 and fragments at m/z 445 and at m/z 431 due to the
respectively losses of toluene and of xylene from the polyene chain (20,21,22). Therefore,
the identification of geometrical isomers was done by co-chromatography with authentic
standards and comparison of spectral features with the literature (27). As the cis double
bond moved from the peripherical to the center position of the molecule, the spectral fine
structure decreased and the intensity of cis peak increased, such as for 9-cis (peak 11A),
13-cis (12) and 15-cis-lycopene (12A). However, the 5-cis-isomer (peak 11B) showed the
same UV-visible spectral characteristics as the all-frans-lycopene, according to previous
data (22).

Nevertheless, peaks 2, 3, 5A and 5B eluted within 5 min gap in both reversed
phase columns and presented similar UV-visible, Amax in the range of 431-441 nm, and
mass spectra. The interesting characteristic of all these compounds are the [M+H]" at m/z
567 and losses of 32 amu (m/z 535), followed by losses of toluene and xylene from the
molecular ion and also from 535 amu. Peak 6, with A,.x at 456 nm, showed molecular ion
at m/z 599 and two consecutive losses of 32 amu. Peaks 7 and 10 also presented Amax at
455-456, however no mass spectra could be obtained for these peaks. At first sight, the
loss of 32 amu was related to loss of methanol, a solvent present in the system. In order to
confirm this hypothesis, two other photosensitized oxidations, one with acetonitrile/DCM
and another with only DCM were carried out. The same number and type of compounds
were obtained in those systems and consequently the loss of 32 amu could not be directly
related to methanol from the medium. The possibility of reaction of sulfur (32 amu) from
MB was discarded since consumption of MB was observed only in the system with 100%
DCM.
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In summary, according to Table 1, the analysis by HPLC-PDA-MS allowed the
identification of four types of products: apo-carotenals from oxidative cleavage, such as
peaks 1 and 4, compounds with one (peaks 2, 3, 5A and 5B) and two (peak 6) 32 mass
units incorporated, epoxides (peaks 8A and 8B) and geometrical isomers of lycopene
(peaks 11A, 11B, 12 and 12A) in all solvent systems.

Ben-Aziz et al. (23) obtained lycopene-1,2 and 5,6-epoxides by oxidation MCPBA,
and apo-6'-lycopenal and apo-8'-lycopenal with KMnO,. More recently, several other
epoxides such as lycopene-5,6,5",6'-diepoxide (2%), lycopene-1,2,1’,2’-diepoxide (3%),
lycopene-1,2,5,6-diepoxide (8%), lycopene-1,2,5’,6’-diepoxide (6%), lycopene-1,2-epoxide
(18%) and lycopene-5,6-epoxide (25%), were also isolated using MCPBA (3). Oxidation
with KMnO, was also re-evaluated and a series of cleavage compounds with 8 to 32
carbons were observed, being 8 apo-lycopenals, 6 diapo-lycopenals and 3 apo-
lycopenones (4).

Oxidation of lycopene by oxygen catalyzed by a metalloporphyrin (Ru (CO) TPP) in
the presence of acid, a milder oxidation condition than those above, gave cis-isomers,
lycopene monoepoxides and apo-lycopenals (4). The epoxides were not identified
because their low level did not allow the measurement of the visible spectra by PDA.

Seven apo-lycopenals, with 15 to 32 carbons, and one apo-lycopenone were
isolated from lycopene autoxidation at 37°C for 72h either in tolune, agueous emulsion
with Tween 40 or liposomal suspension (75). On the other hand, although apo-carotenals
were obtained after 1 h, 5,6-epoxy-B-carotene was found to be the major product from
autoxidation of B-carotene in benzene at 30°C after 3 h (24).

Not common cleavage and oxidation metabolites were isolated by lycopene
incubation with rat intestinal mucosa post-mitochondrial fraction and soy lipoxygenase.
Along with lycopene-5,6,5’,6'-diepoxide, the following unusual compounds found were 3-
keto-apo-13-lycopenone, 3,4-dehydro-5,6-dihydro-15-apo-lycopenal, 1,16,17-trinor-2-ene-
5,8-lycopene-furanoxide, lycopene-5,8-furanoxide and 3-keto-lycopene-5’,8’-furanoxide
(6).

All the above studies did not report the kinetics data both for lycopene and for the
compounds formed upon oxidation.

Ukai et al. (16) detected apo-6’-lycopenal as the major product formed during photo-
oxidation using MB as sensitizer, remaining 30% of lycopene after 40 h of reaction.
Lycopene epoxides or isomers were not found (76). Since a filter to protect the lycopene
was not used, competition occurred between photo-oxidation and light degradation (76).

Photo-oxidation of B-carotene with bengal rose also gave B-apo-carotenals as major
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products, along with B-carotene 5,8-endoperoxide (25). The latter authors suggested the
use of 5,8-endoperoxide as a marker for detection of oxidation by O, (1Ag), type I, since
the carotenals are also obtained by oxidation type I.

Comparing the different conditions used in the present study, Figure 1 shows that in
the presence of the photosensitizer MB and air, both the initial compounds, all-trans- and
13-cis-lycopene, were consumed with the time of photosensitization. Identical degradation
products were observed upon the addition of 20 ug/mL of the radical scavenger
buthylhydroxytoluene (BHT) in MB aerated solutions. In this case, the relative amount of
apo-6’-carotenal (peak 4) and 1,2-epoxy- and 1,2,1’,2’-diepoxy-lycopene (peaks 8A+8B)
increased. However, in Nj-saturated solutions with MB and under identical illumination
conditions, a slower photosensitized degradation of all-frans- (peak 11) and 13-cis-
lycopene (peak 12) was observed, and the oxidation products apo-6’-carotenal and
epoxides were formed only in trace amounts. In all experiments degradation of MB did not
occur. In addition, a control experiment in the absence of MB showed that solely 13-cis-
lycopene increased.

Figure 4 shows the kinetics curves for the degradation of all-trans-lycopene under

different experimental conditions.

1.0

[Lycl[Lyc],

0.0 - L : 0.0 - -
0 150 300 0 150 300

Time (min)

Figure 4. Kinetic curves for the degradation of all-frans-lycopene in photosensitized
DCM/MeOH (1:1) experiments under several experimental conditions: (®) 2 ug/mL MB +
18 ug/mL Lyc + air at 20°C; (O) 2 yg/mL MB + 30 yg/mL Lyc + air at 20°C; ([J) 2 ug/mL
MB + 30 ug/mL Lyc + N, at 20°C ; (H) No MB + 30 ug/mL Lyc + air at 20°C; (A) 2 ug/mL
MB + 30 pg/mL Lyc + air at 15°C; (A) 2 pg/mL MB + 30 yg/mL Lyc + air at 10°C. Solid
lines represent the first-order fitting of the experimental data.
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In all cases, a first-order decay behavior was observed, and the observed rate
constant k.,s (Table 2), was obtained by exponential fitting of the experimental data using

equation 1.

[Lyc] = [Lycloexp(-Kobst) (1)

Table 2. Observed first-order rate constant, k., for the degradation of all-frans-lycopene
in DCM/MeOH solutions irradiated with light above 625 nm.

[MB] [Lycly Temp Experimental conditions — kgps X 107 R?
(ng/mL)  (ng/mL) °C (min™")?
2 30 10 Air 0.3+0.1 0.913
2 30 15 Air 0.6+0.2 0.925
2 18 20 Air 43+04 0.978
2 30 20 Air 1.7+0.2 0.986
2 30 20 Air + 20 pug/mL BHT® 1.1+0.2 0.985
0 30 20 Air 0.6+0.2 0.985
2 30 20 N, 0.5+0.2 0.983

®Average and standard deviation of duplicate experiments.

®Maximum BHT concentration allowed by the Brazilian Food Regulations

In the presence of the photosensitizer MB and air, the rate for the lycopene
consumption decreased with the initial carotene concentration. In the presence of BHT the
products formed were the same as in the system without this radical scavenger, however
kos Was smaller, as can be observed in Table 2. On the other hand, the degradation rates
of Lyc in both N»-satured solutions of MB and in aerated solutions in the absence of MB
were similar.

According to this mechanism, under continuous irradiation and in the presence of
oxygen both epoxides were simultaneously formed followed by decay at similar rate (ca.

1.0 x 10 min™). Apo-6'-lycopenal was also formed at similar rates (Figure 5).
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apo-6’-lycopenal

lycopene 1,2-epoxide

Area/10*

1 1 1 1 OO 1 1 1 1
0 100 200 300 400 100 200 300 400

time (min) time (min)

Figure 5. Kinetic curves for the apo-6’-lycopenal and lycopene 1,2-epoxide in
photosensitized experiment in DCM/MeOH (1:1) with 2 pg/mL MB + 30 pg/mL Lyc + air at
20 °C.

The combined results obtained in the present study indicate that in presence of
light, air and MB, the degradation of all-frans-lycopene occurs according to schemes 1 - 6,
and by less extended thermal degradation step, scheme 7, where P, represents peaks 1
to 12A.

MB + hv > 'MB* > *MB* (Intersystem crossing, kisc"®) (1)
*MB* - MB + heat (Thermal relaxation, kg"®) (2)
SMB* + 0,(°%y) > MB + O5('A;)  (Energy transfer quenching, kqs'"°) (3)
MB* + Lyc > MB + *Lyc* (Energy transfer quenching, KqLyc"") (4)
0x('Ag) > 05(°E) + hv + heat (Oa("Ag) unimolecular decay, kq") (5a)
Oy('Ag) + Lyc > Lyc* + 05(%y)  (0a('Ag) physical quenching, quyc") (5b)
O2("'Ag) + Lyc > Poy (O2("Ag) chemical quenching, . yc") (6)
3Lyc* > Lyc + heat (Thermal relaxation, k4"*°) (7)
*Lyc* + Lyc > 2 Lyc (Self quenching, ks;""°) (8)
Lyc - 13-cis-Lyc (Thermal degradation, ki) ()

It is well know that carotenoids are efficient quenchers of 02(1Ag) (7-11,17) and
triplet states (77,26). In fact, the physical quenching of 02(1Ag) by lycopene is diffusional
(ca. kg~ 10" M's™), whereas the chemical one was reported to be much lower, k =~ 10° M’

's™ (8,11), indicating that *Lyc* is the main quenching product formed (step 5). In spite of
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the low efficiency of the chemical reaction with 02(1Ag) (ca. 10™), carotenoids are degraded
under continuous photosensitized conditions (771,77). The rate of the photosensitized
reaction was depending on the initial concentration of Lyc, due to the competitive energy-
transfer quenching of the triplet state of the sensitizer °MB* by 02(329') and Lyc.

The increment of k,,s at lower lycopene concentration can be explained by the
reduction in the efficiency of 02(1Ag) formation (step 3), due to the increases of the
quenching efficiency of ®MB* by lycopene (step 4). This efficiency, calculated as
trkg"P[Lycl/(1+17k"®[Lyc]), increases almost twice by increasing the lycopene
concentration from 18 pg/mL (= 31 uM) to 30 ug/mL (= 52 yM), by using 1+ < 1 ps for the
*MB* lifetime in air-saturated organic solvents, and k,"® =2 10° M's™ as measured for the
quenching of *MB* by bixin (17) or for the quenching of the triplet state of chlorophyll
(similar triplet energy than MB) by B-carotene (26).

Reactions from the 3Lyc* were discharged since the same much slower
degradation was observed under absence of MB in dark conditions, and in the presence of
MB in Ny-saturated solutions, Table 2.

The temperature dependence of kus in the presence of MB+air was evaluated
between 10 and 20°C, yielding observed activation energy (Eaqs) of 29 £ 5 kcal/mol.
According to the above scheme, only steps 6 and 9 were irreversibly consuming ground
state lycopene (Lyc), since the consumption of lycopene gives 3Lyc*, in steps 4 and 5b,
which is regenerated to Lyc in steps 7 and 8. Thus the total rate of lycopene degradation
can be considered as kyps = kin + kr[102], furthermore, as the consuming lycopene steps
were probably parallel, the experimental Ea.s was composed by Eay, + Eayy (thermal +
photo-oxidation). Since Henry et al. (27) reported Eay, = 20 + 2 kcal/mol for the thermal
degradation of lycopene in an oily system, the photo-oxidation step was much less
activated. However, sequential photo-oxidation steps involving primary and secondary

oxidation products can not be discarded.
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ENCAPSULAMENTO DE LICOPENO POR “SPRAY-
DRYER” E POR INCLUSAO MOLECULAR
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RESUMO

Para viabilizar a adicao de carotendides em sistemas hidrofilicos e aumentar a sua
estabilidade durante o processamento e estocagem, técnicas de encapsulamento por
“spray-dryer” e formagdo de complexos por inclusdo com ciclodextrinas vem sendo
avaliadas. Os objetivos do presente trabalho foram: 1) encapsular licopeno por “spray-
dryer” utilizando goma arabica/sacarose como material de parede e 2) preparar o
complexo licopeno-B-ciclodextrina (CD) e obter o mesmo na forma de pé por liofilizagao.
A eficiéncia do encapsulamento por “spray-dryer” variou de 94 a 96% e o rendimento
meédio foi de 51%. As micro-capsulas apresentaram formas irregulares, porém sem falhas
ou aberturas na superficie. A pureza do licopeno (% area do all-frans-licopeno) foi de
96,4% antes e de 98,1% apds o encapsulamento, devido a redugao das porcentagens de
area do 9-cis-, 13-cis e 1,2-epoxi-licopeno. A formagdo de complexo licopeno-B-CD
ocorreu apenas quando utilizada razdo molar de 1:4 e o pod obtido por liofilizacdo
apresentou coloragao résea. O licopeno ndo complexado neste processo ficou em torno
de 50%. Estruturas volumosas, bem definidas e semelhantes foram observadas nas
micrografias da B-CD livre e do complexo licopeno--CD. O licopeno apresentou pureza
de 97,7% antes e de 91,3% apds obtencdo do complexo na forma de p6 por liofilizacao,
devido ao aumento de 5,2% na area do pico correspondente aos isébmeros 13-cis + 15-

cis-licopeno.

Palavras-chave: licopeno, encapsulamento, “spray-dryer”’, goma arabica, complexacgao,

ciclodextrinas.



Capitulo 5 83

INTRODUGAO

A partir de estudos que indicaram que o consumo de alimentos ricos em licopeno,
como tomate e seus produtos, bem como altas concentragdes de licopeno no sangue tém
sido associadas ao menor risco de desenvolvimento de cancer de proéstata, o interesse
por este carotendide tem aumentado nos ultimos anos (Van den Berg et al., 2000;
Giovanucci, 2002; Venkateswaran et al., 2004).

Além das fungdes benéficas aos seres humanos, os carotendides também sao
largamente utilizados como corantes em alimentos, bebidas, cosmeéticos e ragdes
animais, principalmente de aves e peixes. As industrias de alimentos e farmacéuticas vém
buscando substituir os corantes sintéticos por naturais devido ao maior apelo do produto
natural (Britton et al., 1995).

As propriedades, acoes e fungbes dos carotendides estdo intimamente ligadas a
sua estrutura, que apresenta em sua cadeia uma alternancia de ligagdes duplas e
simples, as quais geram um sistema de elétrons © que se deslocam sobre a cadeia
poliénica, proporcionando a estas substancias absor¢ao de luz na regido do visivel e alta
reatividade quimica. A grande maioria dos carotendides existentes na natureza encontra-
se na forma frans, devido a maior estabilidade desta conformagao em relagédo a forma cis.
Como consequéncia das ligagdes duplas conjugadas, os carotendides podem facilmente
sofrer isomerizagdo geométrica e oxidagdo durante o processamento e armazenamento
de alimentos, culminando na diminuicdo ou perda do poder corante e da atividade
bioldgica.

Uma das alternativas que vem sendo avaliada tanto para aumentar a estabilidade
destes pigmentos bem como para viabilizar sua adicdo em ambientes hidrofilicos é o
encapsulamento, utilizando técnicas como “spray-dryer” ou formagdo de complexos com
ciclodextrinas (CD).

Estudos de encapsulamento de carotendides ou de matrizes ricas nestes
pigmentos, por “spray-dryer”, utilizando diversos materiais de parede tém sido reportados
na literatura. Maltodextrinas (MD) com diferentes equivalentes de dextrose (DE) foram
utilizadas para encapsular suco de cenoura (Wagner & Warthesen, 1995) e cristais de all-
trans-p-caroteno (Desobry et al., 1997), e em combinagdo com outros agucares foram
utilizadas para encapsular cristais de all-frans-p-caroteno (Desobry et al., 1999) e de
bixina (Barbosa et al., 2005).

Outro polissacarideo largamente utilizado € goma arabica, empregada sozinha

para encapsular licopeno, obtido de goiaba (Matioli & Rodriguez-Amaya, 2002), em
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misturas com MD (Leach et al., 1998; Matioli & Rodriguez-Amaya, 2002) ou com sacarose
(Barbosa et al., 2005).

Inclusdo de carotendides com CD utilizando métodos de mistura soélida ou liquida,
em razdes molares variadas tém sido avaliados em diversos estudos. A inclusdo de frans-
B-caroteno comercial na forma de cristais com B- e y-CD (razdo molar 1:4), foi reportada
por Mele et al. (1998). Técnica semelhante foi utilizada para preparo de complexos de
licopeno, obtido a partir de Rosa rubiginosa, com a- e B-CD, em trabalho de Mele et al.
(2002).

A preparacao de complexos carotendide-CD na forma sélida foi reportada também
por Lacrajan et al. (2001), em estudo sobre a utilizacdo de lipossomas e 3-CD como
carreadores para incorporacao de trés carotenoides (padrées comerciais de -caroteno e
cantaxantina e padrao de luteina isolado de fonte natural) pelo plasma, mitocéndrias e
fragbes de membrana microssomal e nuclear de diversas células de porco, utilizando
razdo molar 1:10 (carotendéide:CD) e por Polyakov et al. (2004) onde B-caroteno comercial
ou derivados sintéticos (7’-apo-7’,7’-diciano-p-caroteno, 7’-apo-7’-(p-NO2-CgH,)-B-caroteno
ou acido B-caroten-8-6ico) e B-CD (raz&o molar de 1:1 e 1:2) foram misturados na forma
solida.

Pfitzner et al. (2000) em trabalho com formulacbes a base de carotendides
(padrées comerciais de p-caroteno, licopeno, luteina ou zeaxantina) e metil-3-CD, para
suplementacédo de culturas de células, relataram a utilizagdo de mistura do carotendide,
dissolvido em diclorometano, com solugdo etandlica da CD para o preparo dos
complexos. Inclusdo de licopeno, obtido de goiaba, previamente dissolvido em acetona,
com solugdo aquosa de CD (a-, B- ou y-CD) e razdes molares de 1:50, 1:100, 1:150,
1:200 e 1:250 foi reportado por Matioli & Rodriguez-Amaya (2003), sendo obtida inclusdo
maxima quando utilizada y-CD e razao molar de 1:200.

Recentemente, uma combinagdo dos métodos de mistura liquida e solida foi
descrita por Ling et al. (2005) para a formagao de um complexo de bixina com a-CD.

Diante do acima exposto, este trabalho teve como objetivos: 1) encapsular
licopeno por “spray-dryer” utilizando goma arabica/sacarose como material de parede e 2)

preparar o complexo licopeno-f-CD e obter o mesmo na forma de p6 por liofilizagéo.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao dos cristais de licopeno

Cristais de licopeno foram obtidos de tomate fresco de acordo com Nunes &
Mercadante (2004), excluindo-se a etapa de esterilizacdo do tomate. A metodologia
consistiu de (1) etapa preliminar para remogdo de agua com quatro extragdes de 30
minutos, cada uma com 30 mL de etanol comercial e posterior descarte do solvente, (2)
quatro extragbes de 120 minutos com acetato de etila, cada extracdo com razéo
massa/solvente de 1:0,7, (3) eliminagdo do solvente em evaporador rotatério e (4) duas

cristalizagbes com diclorometano/etanol (1:4).

Encapsulamento do licopeno por “spray-dryer”

O encapsulamento por atomizagao foi realizado em “spray-dryer” (Lab Plant SD-
04), operado com pressao do ar de 5 kgf/cm? e temperaturas de entrada e saida de ar de
170 + 2°C e 113 + 2°C, respectivamente.

O preparo da emulsdo foi realizado dissolvendo-se os encapsulantes (goma
arabica/sacarose 8:2) em 200 mL de agua destilada a 45°C, sob agitacdo com magneto e
somente apds a solugdo atingir temperatura ambiente, cerca de 15 mg de cristais de
licopeno, previamente dissolvidos em diclorometano, foram adicionados lentamente sob
vigorosa agitagdo mecénica em homogeneizador (7000 rpm). Em seguida foram
adicionados mais 80 mL de agua destilada e a solugdo foi mantida sob leve agitagcao
durante todo o processo de secagem.

O rendimento do encapsulamento (RE) foi calculado de acordo com a equacéo 1.

RE = MSD x 100 (eq. 1)

MSA
onde:
MSA = massa total de solidos antes do encapsulamento;

MSD = massa total de sélidos obtidos apds encapsulamento.

A eficiéncia do encapsulamento (EE) foi calculada de acordo com McNamee et al.
(2001), como mostra a equacgao 2.
%EE = (LT —LS) x 100 (eq. 2)
LT
onde:
LT = licopeno total;

LS = licopeno de superficie.
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Complexagao com B-ciclodextrina

Cristais de licopeno foram dissolvidos em diclorometano e adicionados lentamente
a solugdo aquosa de B-CD (35°C), sob agitagdo vigorosa. A mistura resultante
permaneceu sob agitacdo até atingir temperatura ambiente e depois foi mantida em
repouso por uma noite no freezer. Posteriormente foi dissolvida com agua (35°C), filtrada
para remocgao do material ndo complexado e liofilizada para obtencao de pé. Foi testada
razao molar de 1:1 e de 1:4 de licopeno-B-CD. O licopeno ndo complexado, ou seja, o
licopeno remanescente no filtro na etapa de filtragado foi removido com diclorometano,
seco em evaporador rotatério e elevado a volume conhecido, com éter de petrdleo para

quantificacao.

Determinacao de licopeno

Baseado nas condicbes de extracdo de carotendides de suco de cenoura
encapsulado, descritas por Wagner & Warthesen (1995), desenvolveu-se um método
especifico para a determinagao do licopeno total e de superficie das micro-capsulas de
goma arabica/sacarose.

O pé de licopeno encapsulado foi pesado (cerca de 0,3 g), dissolvido em agua
destilada (5 mL) e a solugao resultante transferida para um tubo de ensaio de 70 mL, ao
qual foram adicionados lentamente 7,5 mL de metanol para romper as micro-capsulas.
Apos agitagcdo em vortex, adicionou-se 7,5 mL de diclorometano e agitou-se o tubo de
ensaio por inversao para extracdo do licopeno. A mistura foi entdo transferida para funil
de separacdo e a segunda e terceira extracdes foram feitas com a adigcdo de mais 3 mL
de 4gua, 5 mL de metanol e 5 mL de diclorometano cada, agitando a mistura e coletando
em cada uma delas a fase contendo o carotendide. A este extrato foi adicionado sulfato
de sddio anidro para retirada da agua residual, e em seguida o mesmo foi seco em
evaporador rotatério e elevado a volume conhecido, com éter de petroleo para
quantificagdo. As analises foram realizadas em duplicata.

Para a determinagdo do licopeno da superficie das micro-capsulas de goma
arabica, a adaptagao do procedimento descrito por Wagner & Warthesen (1995) deu-se
pela centrifugagao inicial, a 3000 rpm durante 10 minutos, de uma mistura de 0,5 g de
licopeno encapsulado com 5 mL de diclorometano previamente agitados em vortex. O
solvente foi separado e uma segunda extragdo, nas mesmas condi¢oes, foi feita com mais
5 mL de diclorometano, seguido de centrifugacdo. A fase orgénica foi também
centrifugada a 4000 rpm por 7 minutos, visto que a mesma ainda apresentava tragcos do

encapsulante. No caso da centrifugagdo nao ter sido eficiente e a fase orgéanica ainda
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continuar tarbida, a mesma foi filtrada em membrana Millipore. O extrato foi, entao,
concentrado em evaporador rotatério e elevado a volume conhecido, com éter de petréleo
para quantificagao. As analises foram realizadas em duplicata.

Apds o processo de inclusdo e liofilizacdo foi pesado cerca de 0,01g de po,
adicionados ao mesmo 2 mL de diclorometano e realizada agitagdo em vortex. A mistura
foi transferida para um funil de separagdo contendo 10 mL de agua destilada, a fase
organica foi separada e a seguir foram realizadas mais duas extragdes com o mesmo
volume de diclorometano. A este extrato foi adicionado sulfato de sodio anidro para
retirada da agua residual, e em seguida o mesmo foi seco sob N, e elevado a volume
conhecido, com éter de petréleo para quantificagdo. As analises foram realizadas em
duplicata.

Independentemente da extracdo empregada, a quantificacdo foi realizada por
espectrofotometria no UV - Visivel, através de leitura do comprimento de onda maximo de
absorcdo do extrato de licopeno (470 nm) em éter de petrdleo, e a concentragéo

calculada considerando uma absortividade (A'”1¢,) de 3450 (Davies, 1976).

Microscopia eletrénica de varredura

As micro-capsulas de licopeno e de goma arabica/sacarose (8:2), assim como a -
CD livre e o complexo licopeno-B-CD (os dois ultimos apdés serem submetidos ao
processo de liofilizagdo) foram aspergidos sobre fita metalica adesiva dupla face e
colocados sobre suportes metalicos para posterior recobrimento com ouro (75s/40mA) em
metalizador a vacuo (Balzers). As micrografias foram obtidas no microscépio JEOL-JSTM

modelo T-300 sob aceleracédo de 10KV através de captura de imagem.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A pureza dos cristais de licopeno, do licopeno encapsulado por “spray-dryer” e do
licopeno-B-CD apés liofilizagao foi verificada por CLAE. O equipamento consiste de um
sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters), injetor “Rheodyne” de 20 ulL,
forno externo com controle de temperatura, desgaseificador “on line” de membrana,
detector de arranjo de diodos (DAD, Waters) e sistema de aquisicao e processamento de
dados Millenium (Waters).

Todos os solventes utilizados foram de grau cromatografico e previamente filtrados

em sistema Millipore de filtracdo a vacuo, com membrana para solvente organico de 0,45
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um. As amostras apdés serem dissolvidas no solvente de injecdo foram filtradas em
membrana de polietileno com 0,22 um de poro.

As separagdes do licopeno encapsulado por “spray-dryer” foram realizadas em
coluna Csp (3 um, 250 x 4,6 mm) utilizando como fase mével metanol (MeOH) (0,1%
trietilamina -TEA)/ éter tert-metil butilico (TBME) (1:1) a 1 mL/min e temperatura da coluna
de 33°C e as separacdes do licopeno-p-CD foram realizadas em coluna C;s monomérica
Nova-Pak (4 um, 300 x 3,9 mm) utilizando como fase mével gradiente linear de metanol
(0,1% TEA)/acetato de etila/agua 80:10:10 para 70:30:0 em 20 minutos a 1 mL/min e
temperatura da coluna de 29°C.

Os isOmeros de licopeno foram identificados, em ambas as colunas, por
comparacgao das informacgdes espectrais com dados da literatura (Hengartner et al.; 1992;
Mercadante et al., 1999; Nunes & Mercadante, 2004) e com padrbes auténticos de all-

trans-, 5-cis-, 9-cis- e 13-cis-licopeno, cedidos pela DSM Nutritional Products (Suiga).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Encapsulamento por “spray-dryer”

O rendimento médio do encapsulamento nas condi¢cdes avaliadas neste trabalho
foi de 51 £ 1%. Cabe mencionar que o rendimento do processo é altamente dependente
da construgdo do “spray-dryer”’, enquanto que a eficiéncia esta relacionada com a
natureza quimica do core e do material de parede.

Chen & Tang (1998) reportaram rendimento superior (67%) ao encontrado neste
estudo, no processo de encapsulamento de extrato de carotendides obtido a partir de
residuos de polpa de cenoura, por “spray-dryer” (Niro Atomizer Co., Denmark), com uma
mistura de sacarose/gelatina (3,5:2,5, p/p) como materiais de parede e utilizando 15% de
sélidos na alimentagao, temperatura do ar de entrada de 135-145°C e temperatura de
saida do ar de 90-100°C. Possivelmente o menor rendimento obtido no presente estudo
deva-se a utilizacdo de uma temperatura maior de entrada do ar (170 + 2°C), a qual pode
ter contribuido para uma maior caramelizagao e aderéncia da sacarose no equipamento,
bem como as diferengas entre os equipamentos utilizados.

Utilizando 15,43% de sélidos na alimentacdo com maltodextrina (12 DE)/goma
arabica na proporgao de 3,5:1 como encapsulantes, temperatura de entrada do ar de 200
ou 265°C e temperatura do ar na saida de 110 ou 120°C, Leach et al. (1998) relataram

atingir rendimento de 98% no processo de obtengdo da biomassa seca de Dunalliela
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salina por “spray-dryer” (Niro Atomizer Mobile Minor Unit, Copenhagen, Denmark), valor
bem superior ao rendimento obtido neste estudo, entretanto, sem a utilizacdo de
sacarose.

No presente estudo a eficiéncia variou de 94 a 96%. Wagner & Warthesen (1995)
reportaram a obtencdo de maior eficiéncia no encapsulamento de a- (89%) e de B-
caroteno (87%) de cenoura utilizando maltodextrina 4 DE como material de parede do que
com dextrinas de outras DE. Desobry et al. (1997) relataram uma eficiéncia de 62 + 2% no
encapsulamento de padréo cristalizado de trans-B-caroteno com maltodextrina (25 DE) e
em estudo posterior de 78% utilizando a mistura maltodextrina 4 DE e glicose (82:18)
(Desobry et al., 1999). Eficiéncia maxima (86%) no encapsulamento de cristais de bixina
foi atingida com a utilizagdo de goma arabica/sacarose (95:5) em trabalho de Barbosa et
al. (2005), enquanto que com maltodextrina a eficiéncia foi de 54%, aumentando para
75% com a adicdo de um emulsificante a maltodextrina.

Pode-se concluir, portanto, que como a eficiéncia do encapsulamento obtida no
presente estudo foi superior as mencionadas em todos estes trabalhos, o material de

parede escolhido € extremamente adequado para encapsular licopeno.

Formagao do complexo licopeno-3-CD

Utilizando a metodologia descrita foi possivel verificar a formagdo de complexo
licopeno-B-CD apenas quando utilizada razao molar de 1:4, sendo que aproximadamente
50% do licopeno adicionado a solugao de ciclodextrina permaneceu no filtro na etapa de
filtragcdo e a solugao resultante apresentou uma coloragao résea. Quando utilizada razao
molar de 1:1 todo o licopeno permaneceu no filtro e a solucdo resultante ficou
transparente. O pé com razao molar de 1:4 obtido por liofilizagdo também apresentou
coloragao rosea.

Formacdo de complexo de licopeno, obtido a partir de Rosa rubiginosa, com a- e
B-CD também com raz&o molar de 1:4 foi reportada por Mele et al. (2002), utilizando
como técnica de preparo dos complexos a mistura dos compostos na forma sdlida. Ja em
estudo realizado por Matioli & Rodriguez-Amaya (2003), utilizando método de preparo dos
complexos de licopeno-CDs na forma liquida e razdo molar de 1:50, bastante superior as
razdes molares avaliadas neste estudo, o licopeno formou complexo com a - e a y-CD e
nao com a a-CD e a inclusado foi maxima com o emprego da y-CD e razao molar de 1:200,

entretanto o rendimento nao foi reportado nos dois trabalhos.
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Micrografias

As micro-capsulas obtidas por “spray-dryer” apresentaram formas irregulares,
porém mostraram superficies sem falhas ou aberturas (Fig. 1a e 1b), 0 que assegura uma
protecao eficiente do licopeno. Morfologia semelhante também foi observada por Bertolini
et al. (2001) em micro-capsulas de monoterpenos encapsulados com goma arabica e em
micro-capsulas de bixina encapsulada com goma arabica/sacarose (95:5) em trabalho de
Barbosa et al. (2005). A superficie indentada das micro-capsulas de goma arabica pode
ser atribuida a secagem por “spray-dryer”’, que ocasiona encolhimento das particulas
durante as etapas de secagem e resfriamento (Sheu & Rosenberg, 1998; Pedroza-Islas et
al., 1999). Pode-se observar também que as micro-capsulas nao apresentaram tamanhos

uniformes.

Figura 1 - Micrografia eletrénica. a- micro-capsulas goma arabica + sacarose , b- micro-
capsulas goma arabica + sacarose + licopeno (aumento de 2500 x), c¢-B-CD livre, d-

complexo licopeno-p-CD (aumento de 1400 x).
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Para a B-CD livre (Fig. 1c) observa-se uma estrutura volumosa bem definida com
pequenos fragmentos de cristais de CD aderidos a superficie da estrutura. Observando-se
a micrografia do complexo licopeno-B-CD (Fig. 1d) pode-se perceber estruturas
semelhantes as da B-CD livre. Estruturas similares foram apresentadas por Lima (2001)
em estudo sobre o encapsulamento de farmacos com B-CD, tanto para a B-CD livre como
para os supostos complexos farmacos-B-CD, sugerindo a formacado dos complexos de

inclusdo entre os farmacos.

Pureza do licopeno antes e ap6s o encapsulamento e a inclusao

No processo de encapsulamento por “spray-dryer”, a pureza do licopeno, avaliada
por CLAE em coluna C3p, aumentou de 96,4% (porcentagem de area correspondente ao
pico do all-frans-licopeno) (Fig. 2a) para 98,1% apds o encapsulamento, principalmente
devido a redugao das porcentagens de area do 9-cis- (0,7%), 13-cis (0,7%) e 1,2-epOxi-
licopeno (0,3%) (Fig. 2b). Tracos de 15-cis-licopeno foram detectados somente antes do

encapsulamento.

0,10  a- .
all-trans-licopeno

1,2-epoxi-licopeno
0,05 | 9-cis-licopeno
13-cis-licopeno

15-cis-|icopeno\

0,10 F .

all-trans-licopeno

Resposta detector (UA)

0,05 |
13-cis-licopeno 1,2-epoxi-licopeno

0,00

0 ' 10 ' 20 ' 30 ' 40
tempo (min)
Figura 2 - Cromatogramas obtidos por CLAE: a- licopeno utilizado para encapsulamento
por “spray-dryer”, b- licopeno apds o encapsulamento. Condi¢cdes cromatograficas: coluna

Cso (3 um, 250 x 4,6 mm) utilizando como fase mével metanol (MeOH) (0,1% trietilamina -
TEA)/ éter tert-metil butilico (TBME) (1:1) a 1 mL/min e temperatura da coluna de 33°C.
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Licopeno, obtido a partir de goiaba vermelha, com 95% de pureza (verificada por
CLAE em coluna Cqs Vydac), foi utilizado para estudo de encapsulamento por “spray-
dryer” com goma arabica e maltodextrina por Matioli & Rodriguez-Amaya (2002), nao
sendo reportada a pureza do mesmo apds 0 processo.

De acordo com a analise por CLAE em coluna C,g (Fig. 3a), os cristais de licopeno
utilizados na obtencdo do complexo licopeno-B-CD apresentaram pureza de 97,7%
(porcentagem de area correspondente ao pico do all-frans-licopeno). Apds a obtengao do
complexo na forma de p6 por liofilizagdo a porcentagem de pureza caiu para 91,3%,

ocorrendo um aumento de 5,23% na area do pico correspondente aos isdbmeros 13-cis +
15-cis-licopeno (Fig. 3b).
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13-cis-
< +
< - - -
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‘8 0,000 »%JL“ .
15}
© . )
s 0025+ b- all-trans-licopeno 13-cis-
w - -
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0’000 _‘—"’Jk"-“—/\—s—«-\w—'@
T T T T T

0 10 20 30
tempo (min)

Figura 3 - Cromatogramas obtidos por CLAE: a- licopeno utilizado para preparo do
complexo, b- licopeno apdés a obtengdo do complexo na forma de pd. Condigdes
cromatograficas: coluna Cig monomérica Nova-Pak (4 um, 300 x 3,9 mm) utilizando como
fase movel gradiente linear de metanol (0,1% TEA)/acetato de etila/agua 80:10:10 para

70:30:0 em 20 minutos a 1 mL/min e temperatura da coluna de 29°C.

Matioli & Rodriguez-Amaya (2003) utilizaram licopeno extraido de goiaba vermelha
com pureza de 96,8%, similar a utilizada neste trabalho, para encapsulamento com

ciclodextrinas. Ling et al. (2005) utilizaram bixina, extraida de urucum com pureza > 95%
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para complexagdo com a-CD. Ambos avaliaram a pureza do carotendide por CLAE em
coluna Cys.

A pureza do padrdo comercial de p-caroteno, utilizado para preparacdo de
complexos com B- e y-CD (Mele et al.,1998) e a pureza do licopeno, obtido a partir de
Rosa rubiginosa, utilizado para inclusdo em o- e B-CD (Mele et al., 2002) ndo foram
reportadas. A pureza dos carotendides apos a formacado dos complexos nao foi reportada
em nenhum dos trabalhos citados.

O aumento da pureza do all-frans-licopeno apés o encapsulamento por “spray-
dryer” ndo era esperado devido a utilizagao de alta temperatura, entretanto, o processo é
rapido, enquanto que na liofilizagdo, o aumento dos isébmeros (13-cis- + 15-cis-licopeno)
pode estar relacionado ao fato do licopeno permanecer em solugao por mais tempo, uma

vez que neste caso nao foi empregada alta temperatura.
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RESUMO

Uma das principais causas de alteragdes no leite é a exposigéo direta a luz, devido a
interacdo da mesma com a riboflavina (Rf) presente em quantidades apreciaveis em todos
os produtos lacteos. Em presenca de oxigénio, a excitacdo da Rf gera espécies reativas
oxidantes, tais como oxigénio singlete e radicais livres, que reagem com os componentes
do leite, ocasionando perda de qualidade nutricional e diminuicdo da vida util. Quando o
leite foi estocado no escuro, as vitaminas A e D; mostraram-se estaveis, enquanto que na
presenca de luz a velocidade de degradagdo que seguiu modelo cinético de primeira
ordem, da vitamina A foi maior (k.»s 8°C =0,24 h'1) do que da vitamina D3 (kops 8°C = 0,02
h'1). O consumo do licopeno encapsulado (k,s 8°C = 0,03 h'1) disperso em agua em
presenga de luz seguiu um modelo cinético de primeira ordem. A adicdo de 2uM de
licopeno encapsulado ao leite aumentou em cerca de 1,8 vezes a estabilidade das
vitaminas. Entretanto, o fato de que a fragdo de moléculas de vitamina protegidas (fvit ~
0,46) foi maior do que o valor da fragdo de 02(1Ag) desativada por licopeno (f,), indica a
presenca de um mecanismo de proteg¢ao adicional ao da desativagao de 02(1Ag). Devido a
absor¢do de luz na regido de 200 a 550 nm o licopeno exerce também um efeito de filtro
sobre a Rf, absorvendo a maior parte da radiacdo emitida pela lampada. Estes resultados
indicam que o licopeno encapsulado pode atuar como um eficiente antioxidante em
amostras de leite, uma vez que o encapsulamento nado altera a sua capacidade de
desativagao de 02(1Ag) e retarda os processos oxidativos que envolvem radicais livres e,
além disso, atua combinadamente como filtro prevenindo a formagcdo de Rf no estado

triplete excitado.

PALAVRAS-CHAVE: licopeno encapsulado; vitamina A; vitamina Dj; protecao,

antioxidante; filtro
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INTRODUGAO

Alteragdes no valor nutricional, no sabor e cor do leite sao freqientemente produzidas
apos sua exposicao a luz, ao ar, a alta temperatura e ao armazenamento prolongado (17,
2). Em particular a exposigao a luz induz reagdes quimicas que causam a degradagao de
vitaminas (A, D, B,), proteinas, aminoacidos e lipidios (3-9). Além da perda nutricional e
de qualidade, ocorre formacgao de compostos toxicos como 6xidos de colesterol (10).

A interacdo entre a luz, oxigénio e compostos denominados sensitizadores, tais como
riboflavina (Rf) presente em leite (4) e clorofila em 6leos vegetais (17), causa foto-
oxidagcdo em alimentos, através da producido de radicais livres e oxigénio molecular
singlete (O,('A,)) que por sua vez podem oxidar os constituintes dos alimentos, tais como
acidos graxos insaturados, vitaminas, proteinas e aminoacidos (72). O grau de alteragéo
no leite depende de fatores tais como comprimento de onda e intensidade da luz, tempo
de exposicao, tipo de embalagem, area superficial exposta e temperatura (713, 714).

A riboflavina ao absorver luz passa do seu estado singlete fundamental ('Rf) para o
estado singlete excitado ('Rf*), que é convertido no estado triplete excitado (°Rf*), pelo
cruzamento entre sistemas (Eq 1), o qual pode seguir dois mecanismos de reagao, Tipo |
ou Tipo Il (15). No mecanismo Tipo I, *Rf* reage com um substrato (Q), como proteinas
ou acidos graxos para produzir radicais livres e ions radicais (Egs 2 e 3). No mecanismo
Tipo Il o °Rf* reage com oxigénio molecular fundamental triplete, O, (329'), para produzir
(o)) (1Ag) excitado (Eq 4). O O, (1Ag) pode ser desativado por um mecanismo de
transferéncia de energia conhecido como desativacao fisica (Eq 5) ou por desativagao
quimica que corresponde a reacdo com compostos ricos em elétrons (Q) tais como acidos
graxos, vitaminas lipossoluveis, aminoacidos, etc, conduzindo a degradacido destes

compostos (Eq 6).

Rf —™ S!Rf" —fus 5 SRf” (1)
RE” + Q —5 Q™ Rf” )
Rf* + 0,(°S;) —— Rf + O (3)
RE* + 0,(°%;) 225 RF +0,('A,) 4)
0,(4,) + Q 5 Q +0,(’%;) (5)

0,('A,) + Q —-— Produtos (6)
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Os alimentos possuem antioxidantes naturais, tais como carotendides e tocoferois,
que podem proteger contra as oxidagdes, entretanto, o leite contém baixas concentracdes
destes compostos, que com freqléncia sao perdidos durante o processamento e
armazenamento, ou na obtencgao de leite desnatado (76).

Os carotendides sao considerados os mais eficientes desativadores de 02(1Ag) dentre
os compostos naturais, ndo somente devido ao alto valor de k;, mas também por que K,
>> k. indicando que os carotendides possuem grande capacidade catalitica para desativar
0 Oy("'Ag) (17).

Como a luz fluorescente (Aemisszo > 350 nm) usada nas gbéndolas expositoras
proporciona condicbes o6timas para a promogao de reagdes deteriorantes iniciadas pela
Rf, e considerando que o licopeno é o mais eficiente desativador de 02(1Ag) dentre os
carotendides (18), este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de licopeno

na estabilidade das vitaminas A e D em leite.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do licopeno. Cristais de licopeno foram obtidos de tomate fresco de
acordo com Nunes & Mercadante (79), excluindo-se a etapa de esterilizagdo do tomate. A
metodologia consistiu de (1) etapa preliminar para remocdo de agua com quatro
extragbes de 30 minutos, cada uma com 30 mL de etanol comercial e posterior descarte
do solvente, (2) quatro extragcées de 120 minutos com acetato de etila, cada extracdo com
razao massa/solvente de 1:0,7, (3) eliminacdo do solvente em evaporador rotatério e (4)
duas cristalizagdes com diclorometano/etanol (1:4). Os cristais de licopeno apresentaram
98% de pureza, verificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD), em coluna Cj utilizando como fase moével metanol (0,1%
trietilamina)/éter tert-metil butilico (1:1).

Encapsulamento do licopeno. O encapsulamento por atomizacao foi realizado em
spray-dryer (Lab Plant SD-04), operado com pressdo do ar de 5 kgf/cm? e temperaturas
de entrada e saida de ar de 170 + 2°C e 113 + 2°C, respectivamente.

O preparo da emulsdo foi realizado dissolvendo-se os encapsulantes (goma
arabica/sacarose 8:2) em 200 mL de agua destilada a 45°C sob agitagdo com magneto e
somente apds a solugao atingir temperatura ambiente, cerca de 15 mg de cristais de
licopeno, previamente dissolvidos em diclorometano, foram adicionados lentamente sob

vigorosa agitagdo mecanica em homogeneizador (7000 rpm). Em seguida foram
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adicionados mais 80 mL de agua destilada e a solugdo foi mantida sob leve agitagao
durante todo o processo de secagem. O encapsulamento foi realizado em duplicata, com
eficiéncia de encapsulamento de 94-96% (determinado no capitulo 5).

Extracao do licopeno. Baseado nas condigdes de extragao de carotendides de suco
de cenoura encapsulado, descritas por Wagner & Warthesen (20), desenvolveu-se um
método especifico para a determinagéo do licopeno total das micro-capsulas.

Uma aliquota homogénea de 5 mL foi retirada do sistema-modelo e transferida para
um tubo de ensaio de 70 mL, a qual foram adicionados 7,5 mL de metanol para romper as
micro-capsulas. Apos agitagdo em vértex, adicionou-se 7,5 mL de diclorometano e agitou-
se o0 tubo de ensaio por inversdao para extracdo do licopeno. A mistura foi entado
transferida para um funil de separacéo e a segunda e terceira extragdes foram feitas com
a adicdo de mais 3 mL de agua, 5 mL de metanol e 5 mL de diclorometano cada, agitando
a mistura e coletando em cada uma delas a fase contendo o carotendide. A este extrato
foi adicionado sulfato de sédio anidro para retirada da agua residual.

O extrato de licopeno foi seco em evaporador rotatério e elevado a volume
conhecido, com éter de petréleo para quantificacdo. A medida da concentracdo foi
realizada através de leitura do comprimento de onda maximo de absorgao do extrato total
por espectrofotometria no UV - Visivel, em éter de petrdleo, e a absortividade (A'”1cm)
utilizada foi de 3450 (217). As analises foram realizadas em duplicata.

Preparo das amostras de leite. Leite em pé comercial desnatado (70 g) fortificado
com vitaminas A e Dj; foi dissolvido em 700 mL de agua destilada estéril. Os materiais
utilizados foram previamente esterilizados e a preparacido da amostra foi realizada em
camara de fluxo laminar sob iluminacao reduzida.

Extracao das vitaminas do leite. Foi utilizado o método proposto por Indyk &
Woollard (22), que resumidamente envolve a saponificagao do leite com 1% pirogalol em
etanol e KOH 50% em agua, por uma noite a temperatura de 25°C, no escuro sob
atmosfera de N,, seguido de trés extracdes com 30 mL de etanol/agua (1:2) e 80 mL de
éter de petroleo/éter etilico (9:1). Apds lavagem do extrato etéreo com agua até a
neutralidade, o extrato foi concentrado em evaporador rotatério (T < 40°C), seco sob N, e
armazenado em freezer.

Estabilidade. Amostras de leite desnatado comercialmente fortificadas com 4,3
ug/mL de vitamina D3 e 0,6 ug/mL de vitamina A foram expostas a luz fluorescente (=
8000 lux) ou mantidas no escuro a 8 + 1°C e 21 + 2°C, na presenca de oxigénio. Foi

também realizado um experimento na temperatura de 8°C com adicédo de ca. 2 uM de
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licopeno encapsulado para avaliagcao do efeito protetor deste carotendide na estabilidade
das vitaminas.

Licopeno encapsulado (ca. 2uM) foi disperso em solugao aquosa contendo 0,5% de
sorbato de potassio para evitar crescimento microbiano, e exposto a luz a 8°C.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O equipamento utilizado consiste
de um sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters), injetor “Rheodyne” de
20 uL, forno externo com controle de temperatura, desgaseificador “on line”, detector de
arranjo de diodos (DAD, Waters) e sistema de aquisicdo e processamento de dados
Millenium (Waters).

A pureza dos cristais de licopeno foi verificada em coluna Cs (3 um, 250 x 4,6 mm)
utilizando como fase moével metanol (0,1% trietilamina)/éter tert-metil butilico (1:1) a 1
mL/min e temperatura da coluna de 33°C.

As vitaminas A e D; foram separadas em coluna C45 Vydac 218TP54 (4,6 x 250 mm,
5 um), a 23°C, com acetonitrila/metanol (90:10) como fase moével com vazao de 1,2
mL/min, e detecgdo a 265 nm (vitamina D3) e 324 nm (vitamina A). A identificacao foi
realizada por co-cromatografia com amostras padrdes e através do espectro de absorgao
no UV, e a quantificacdo através de calibracdo externa por comparacao das areas dos
picos das amostras com as areas dos padrdes injetados diariamente.

Andlise dos dados. Os resultados do monitoramento da estabilidade foram

expressos através de curvas e parametros cinéticos, utilizando o software Origin 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O procedimento escolhido para a extragao das vitaminas A e D3 do leite desnatado
fortificado foi eficiente em relagdo a retirada de possiveis interferentes e as condigbes
cromatograficas utilizadas permitiram a separagao das vitaminas na linha base (Figura
1A). A degradacéo das vitaminas A e D; do leite, sob temperatura de 8°C, pode ser
observada nos cromatogramas apresentados na Figura 1B, pela redugao dos picos com

0 aumento do tempo de exposigao a luz.
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Figura 1. Cromatogramas, obtidos por CLAE, dos extratos de leite: (A) processamento a
265 nm, (B) processamento a 324nm e (C) em diferentes tempos de exposi¢cédo a luz a

8°C. Condigbes cromatograficas: coluna Cig-Vydac, fase modvel acetonitrila/metanol

(90:10) a 1,2 mL/min.

A lampada fluorescente emite radiacdo acima de 380 nm, produzindo somente
excitagdo de compostos que absorvem na regido do visivel como a Rf (Figura 2). Além
disso, como as amostras de leite foram armazenadas durante a iluminacdo em tubos de

vidro Pirex, o qual absorve radiacdo de A < 350 nm, ndo ocorreu a iluminacdo das

vitaminas A e Ds.
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Figura 2. Espectros de absor¢ao normalizados de riboflavina, vitaminas A e D; em etanol,

e espectro de emissdo normalizado da ldampada fluorescente (23).
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Os perfis cinéticos a 8°C, do consumo das vitaminas A e D; obtidos através das areas
dos picos por CLAE, estdo apresentados nas Figuras 3A e 3B e o perfil cinético de
degradacdo do licopeno encapsulado, obtido através da absorbancia, por

espectrofotdmetro, pode ser observado na Figura 3C.
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Figura 3. Curvas cinéticas a 8°C: (A) vitamina A, (B) vitamina D; e (C) licopeno

encapsulado. (O) luz, (®) escuro.

De acordo com as curvas cinéticas (Figuras 3A e 3B) pode-se verificar que as
vitaminas sao estaveis no escuro. A velocidade de degradagéo da vitamina A é maior do
que da vitamina D3 nas duas temperaturas avaliadas (Tabela 1), similar ao observado em
solventes homogéneos, e concordante com os valores de energia de ativacao (Tabela 1)

obtidos a partir da eq. 1.

1n£:_£[L_LJ )

onde k; e k, sao as constantes de pseudo-primeira ordem observadas nas temperaturas

T, e Ty, E;€ a energia de ativacao e R representa a constante dos gases.
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Tabela 1. Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem e energias de ativagao

para degradacgéao foto-sensibilizada de vitaminas A e Ds.

Vitamina Kobs 21°C (h™) Kobs 8°C (h")  kobs®' Clkops’ ©  E.(kcal/mol)

Vitamina A 0,32 0,24 1,35
Vitamina D3 0,07 0,02 3,5 16

A velocidade de degradacdo do licopeno encapsulado com goma arabica/sacarose
(8:2) em sistema aquoso foi de 0,03 h™', seguindo um modelo cinético de primeira ordem
(Figura 3C).

Em estudo realizado por Sharma & Le Maguer (24) a degradacdo de licopeno de
polpa de tomate seguiu uma cinética de pseudo-primeira ordem, com kgs= 0,001 h™', na
temperatura de 25°C em presencga de luz (intensidade nao relatada) e oxigénio. A maior
ks €encontrada no presente estudo, pode ser possivelmente devido a menor
concentracao de licopeno utilizada (ca. 2uM) bem como a menor prote¢cdo da micro-
capsula em comparacdo com a protecdo dos tecidos naturais do tomate ou a maior
quantidade de luz incidente.

Cabe ressaltar que no presente trabalho ndo foram realizados experimentos para
avaliar a estabilidade do licopeno no escuro pelo fato de que as vitaminas A e D3 nao
degradaram na auséncia de luz na temperatura avaliada. Além disso, diversos estudos
tém demonstrado uma maior estabilidade de licopeno e demais carotendides no escuro
do que sob luz em diferentes sistemas-modelo (25-27).

Sob temperatura de 8°C em presenga de luz, o licopeno foi consumido mais
lentamente (0,03 h™") do que a vitamina A (0,24 h™) e mais rapido do que a vitamina D
(0,02 h™"), entretanto grande parte da desativagdo do 02(1Ag) por agao do licopeno ocorre
por processo fisico, onde o0 mesmo retorna ao estado fundamental sem ser destruido.

Com o objetivo de avaliar o efeito protetor dos carotendides na degradagédo das
vitaminas A e D3 em amostras de leite desnatado foi adicionada uma pequena quantidade
de licopeno encapsulado com goma arabica/sacarose ([Lic] = 2 uM) de modo que a
coloragao original do leite ndo fosse alterada. Considerando que a concentracdo de
carotendides em leite integral é de aproximadamente 0,5 uM (28), a concentragéo
adicionada foi quatro vezes maior do que a concentracdo de carotendides no leite. A
Figura 4 mostra o efeito da adicdo de licopeno sobre o perfil cinético do consumo de

vitamina D3, obtido pela analise das areas dos picos por CLAE, para as amostras de leite
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a 8°C. Os resultados indicam que licopeno encapsulado reduziu eficientemente a

velocidade de degradagédo de ambas vitaminas (Tabela 2).

IN(AA, JA-A,)

0 100
tempo (h)

200

Figura 4. Perfis cinéticos obtidos através das areas dos picos, por CLAE, para vitamina

D;, durante a iluminagdo das amostras de leite a 8 °C. (®) auséncia de licopeno

encapsulado, (O) presenca de licopeno encapsulado.

Tabela 2. Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem para a degradagao foto-

sensibilizada das vitaminas A e D; a 8°C, em presenca e auséncia de licopeno

encapsulado.

razao k sem e

-1 -1
Vitamina Kobs (") Kobs (h™") com licopeno
sem licopeno com licopeno k;;‘: /k;;]ist,L)
Vitamina A 0,24 0,13 1,83
Vitamina D; 0,02 0,011 1,81

Com o objetivo de avaliar a capacidade protetora de licopeno encapsulado na

degradacao das vitaminas A e D3, levou-se em conta que a velocidade de oxigenag¢ao das

vitaminas (Vit) em presenca e auséncia de licopeno (L) é dada pela eq. 2 , de acordo com

a dedugdo para o caso de triptofano (29):
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d[Vit]
dt

= 1,®, k¥ [Vit]/(k, + &) [Vit] + k- [L]) 2)

onde |, é a velocidade de absorcdo de fétons pelo sensitizador, ®, € o rendimento
quantico de Oy('Ay).

Considerando [Vit A] = 2,1 uM, [Vit D3] = 12 uM, e constantes bimoleculares de
desativagdo de O,('A,) pelas vitaminas A e D3 (em benzeno), k™" =1 x10"M"'s™ e k™ =
4 x10°M's™ (30), respectivamente, tem-se que k,""[Vit] << kg + kq[L], € a eq. 2 pode ser

expressa como:

~ din[Vit]

obs

=10, krVil [Vit]/(kd + qu [L]) — fVisL (3)

Vith ¢ a tangente do gréafico de primeira ordem para o consumo de vitamina em

onde Kops
presenca de licopeno encapsulado.

Em auséncia de licopeno, o consumo de vitaminas é dado por:

I g g i, = k3 (4)
onde ko' é a tangente do grafico de primeira ordem para o consumo de vitamina em

auséncia de licopeno.
O quociente entre as duas pendentes (eq. 5) é proporcional a fracdo de moléculas de

vitaminas protegidas por Lic, iy, como mostra a eq. 6

g [l =1k 7, [L] (9)
kVi‘t,L
fVit =1- I:z;it (6)

obs
Por outro lado, a fragdo de moléculas de 02(1Ag) que sao desativadas por Lic, f, é

dada pelaeq. 7:

_ Th ok, [L]
o= 147, ok, [L]
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Considerando um valor para t,~ 7 us para micro-emulsdes do tipo 6leo em agua (37),
e valores de constantes bimoleculares de desativagao de 02(1Ag) por licopeno, de k; ~ 2 x
10° M's™ para meios micelares (32) ou k ~ 2 x 10" M™'s™ em meios homogéneos, os
valores obtidos para a fragao de 02(1Ag) desativado por licopeno f,, variam entre 0,03 e
0,12, respectivamente, sendo consideravelmente menor do que a da fragado de moléculas
de vitamina protegidas fiix » 0,46 neste estudo. Este resultado indica claramente a
presenga de um mecanismo de prote¢ao adicional ao da desativacao de 02(1Ag).

Os espectros de absor¢do em agua de Rf e de licopeno encapsulado,
apresentados na Figura 5, mostram que o licopeno absorve a maior parte da radiagao
emitida pela lampada, exercendo um efeito de filiro sobre a Rf. A partir das areas dos
espectros de Rf e de licopeno na regidao de emissao da lAmpada calcula-se que a Rf

absorva somente 10% da radiagao.

0,06 -

Licopeno encapsulado
Riboflavina

@ 0,04

o

C

©

2

e}

[}

el

< 0,02}

0,00 : : ‘
300 400 500 600

A (nm)
Figura 5. Espectros de absor¢gao em agua de riboflavina e licopeno.

Em conclusao, o licopeno encapsulado pode atuar como um eficiente antioxidante
em amostras de leite, uma vez que os resultados indicam que o encapsulamento nao
altera a sua capacidade de desativagao de 02(1Ag) e retarda os processos oxidativos que
envolvem radicais livres e, além disso, atua combinadamente como filtro prevenindo a

formacao de *Rf*.
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CONCLUSAO GERAL

Utilizando planejamento experimental fatorial foi desenvolvido e otimizado um método
simples para extragao de licopeno a partir de tomate, consistindo de uma etapa prévia para
retirada de agua com 4 extragdes de 30 minutos cada com 30 mL de etanol comercial, seguido
por 4 extragdes com acetato de etila de 120 minutos cada e relacdo massa/volume de 1:0,7.
Aplicando este método, o teor médio de carotendides obtido foi de 59,2 + 21,8 ug/g para 6 lotes
de descarte de tomate recolhido no CEASA de Campinas.

Através da técnica de cristalizagao, foi obtido padrao de licopeno na forma de cristais e
com alto teor de pureza (98%), apresentando apenas tragos de isbmeros geométricos,
semelhante ao padrao sintético fornecido pela DSM Nutritional Products da Suica.

Na separagao por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a coluna C3, mostrou
maior eficiéncia que a coluna C,3 tanto na separagao dos isbmeros 5-cis-, 9-cis-, 13-cis- e all-
trans-licopeno quanto de luteina e zeaxantina, sendo seu uso recomendado para analise
qualitativa pelo fato destes isbmeros serem os mais encontrados em alimentos processados,
apesar do elevado custo no Brasil do éter tert-metil butilico, utilizado na fase moével, e da prépria
coluna. Entretanto, caso o objetivo seja acompanhar mudancas quantitativas é necessario
acompanhar cuidadosamente a ocorréncia de problemas com a repetibilidade de areas e
eluicdo de compostos minoritarios.

A degradacgdo foto-sensitizada de licopeno, em todos os sistemas solventes avaliados,
seguiu um modelo cinético de primeira ordem, com a formag¢do de quatro tipos de produtos:
apo-carotendides, compostos adicionados de uma ou duas moléculas com 32 unidades de
massa, epoxidos e isdbmeros geométricos de licopeno. O consumo de licopeno foi menor com o
aumento da concentragéo inicial do pigmento. Na presenca de BHT os produtos de degradacao
foram os mesmos, embora o kys tenha sido menor em relacdo ao sistema sem antioxidante.
Sob atmosfera de nitrogénio houve uma menor degradacédo do all-frans-licopeno e apenas
tracos do apo-6’-licopenal e dos epodxidos foram detectados enquanto na auséncia de
sensitizador houve acréscimo apenas do 13-cis-licopeno.

A eficiéncia do encapsulamento por spray-dryer variou de 94 a 96% e o rendimento
médio foi de 51%. Através de analise por CLAE foi verificado que a pureza do licopeno (% éarea
do all-trans-licopeno) foi de 96,4% antes e de 98,1% apds o encapsulamento, devido a redugéo
das porcentagens de area do 9-cis-, 13-cis e 1,2-epdxi-licopeno.

Ocorreu formacao de complexo licopeno--CD apenas quando utilizada razdo molar de
1:4, entretanto, cerca de 50% do licopeno nao foi complexado, e o pd obtido por liofilizacdo

apresentou coloracao résea. O licopeno apresentou pureza de 97,7% antes e de 91,3% apoés
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obtencado do complexo na forma de po por liofilizagao, devido ao aumento de 5,2% na area do
pico correspondente aos isbmeros 13-cis + 15-cis-licopeno.

O licopeno encapsulado atuou como um eficiente antioxidante em amostras de leite,
uma vez que os resultados indicaram que o encapsulamento nao altera a sua capacidade de
desativagao de oxigénio singlete e retarda os processos oxidativos que envolvem radicais livres
e, além disso, atua combinadamente como filtro prevenindo a formacéao de riboflavina no estado

triplete excitado.



