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“A utopia esta no horizonte. Caminho
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caminhar!.."
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Resumo

Estudos por espectroscopia Raman de uma variededearotendides de
ocorréncia natural (aproximadamente cinquenta é&gée um conjunto de seis padrbes
foram realizados. As principais bandas caractedistde estiramento C=C e C-C bem
como a deformacdo C-GHforam devidamente atribuidas. Uma comparacaalddss
espectroscopicos com a atribuicdo quimica dos exabates revelaram que existe um
problema na interpretacdo dos dados espectrossopiee pode ser atribuido a um
significativo deslocamento de nimero de onda, @daimente no modo de estiramento
v(C=C), referente as interagcbes moleculares ewvdgrecarotendides e sua matriz
hospedeira. A simples identificacdo de carotenéatastecidos bioldgicos através da
comparagao com o espectro padrédo do material @éatdeve ser feita com cautela. O
progressivo deslocamento no numero de onda regrenincipalmente a banda de
estiramento C=C na cadeia poliénica conjugada, oomimero do grupos C=C, e
portanto a identificacdo de carotendides, ndo pedénterpretado de forma inequivoca
para a variedade de materiais estudados aqui.

Para demonstrar como o0 ambiente quimico pode eimdiar nos dados
espectroscopicos dos carotendides, um trabalho leamptar, utilizando aB-
ciclodextrina como matriz, foi elaborado.

As ciclodextrinas sdo capazes de formar compldxspede/hospedeiro com
moléculas hidrofébicas, dada a natureza singula gpresenta sua estrutura. A
estabilizacdo dos carotenoides, licoperfpcaroteno, astaxantina, capsantina e
norbixina, através do um processo de inclusdo coficelodextrina 3-CD), foi
devidamente caracterizado por espectroscopia RaAsanalises espectroscépicas das
bandas de estriamento C=C e C-C dos carotendidespsuiados, demonstraram
claramente que ha um deslocamento significativo ndmero de onda quando
comparado com os carotenodies em sua forma lividemciando que a matriz € um

fator muito importante a ser considerado na andkseandas Raman de carotendides.

Palavras-chave:Espectroscopia Raman. Carotendides. Ciclodextrinas



Abstract

Raman spectroscopic studies of a range of natuoaurring carotenoids in
over 50 specimens of plant tissue and a range afidatd extracts have been
undertaken, and the characteristic bands of C=CGx@ stretching as well as C-gH
bending have been recorded. Comparison of the reigecpic data with the chemical
assignment of the carotenoids obtained from chdnextaction of the plant tissues
reveals that there is a problem in the interpretatif the spectroscopic data which can
be attributed to significant wavenumber shifts tipafarly in the C=C stretching band
wavenumber, for carotenoids in the organic tisaresng from molecular interactions
between the carotenoid and its host matrix. Thelgndentification of carotenoids in
biological tissues on the basis of comparison Wit standard spectra of extracted
material must be made with caution; the progressiiét in wavenumber of the C=C
stretching band in the conjugated polyene chaicaoftenoids with the number of C=C
groups, and hence the identification of the camitbncannot be unambiguously
interpreted for the range of materials studied here

To demonstrate as the chemical environment mayein€e in the spectroscopic
data of the carotenoids, another work usinguyclodextrin 3-CD) as a matrix, was
done.

Cyclodextrins are known to be able to form host-guesmplexes with
hydrophobic molecules given the unique nature iteglrby their structure. The
stabilization of lycopend3-carotene, astaxanthin, capsanthin, norbixin byapsglation
using B-cyclodextrin 3-CD) was determined by using Raman spectroscopye Th
spectroscopic analysis of the=C and C-C stretching bands from the encapsulated
carotenoids clearly demonstrates that there ig@aifgiant shift in wavenumber when
compared to the pure carotenoids, demonstratinghtitex is a very important factor to
be considered in the analysis of the Raman bandsadtenoids.

Keywords: Raman Spectroscopy. Carotenoids. Cyclodextrins.
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1 Introducéo

Carotendides representam uma familia de componeatiesais lipossoluveis
gue também podem ser esterificados ou complexamospeoteinas (SUgt al, 2002).
Os carotendides constituem o grupo de pigmentodnags mais difundidos na
natureza, sao encontrados naturalmente em vegetéadhas verdes, frutas vermelhas e
amarelas, algumas raizes, sementes e alguns psatkitrigem animal, como gema de
ovo, leite e manteiga (ALMEIDA-MURADIAN e PENTEAS@003). De maneira
menos expressiva, estdo presentes em organismossifdéticos, fungos, algas e
bactérias, bem como em todos 0s grupos de anidesde 0s protozoarios até o homem
(VILLELA, 1976).

A biossintese dos carotendides ocorre somente ino wegetal, enquanto 0s
animais apenas acumulam e/ou convertem precursayesdos através de alimentos
que o contenham (FONTANALt al, 2000). Por exemplo, fB-caroteno, que néo é
sintetizado pelos animais, é convertido em vitandindai a enorme importancia desse
carotendide para nutricdo animal (VILELA, 1976).

O nome carotendide € derivado do nome cientificoesi®mura -Daucus carote
reconhecido por Wackenroder em 1831 como a priméimate de caroteno
(GOODWIN, 1952). Atualmente, mais de 650 variargsguturais foram reportadas e
caracterizadas em bactérias, algas, fungos e plantperiores (FONTANAet al,
2000).

Segundo Honsang (HONSANG, 2001), a maioria destgsngntos sao
guimicamente definidos como tetraterpendides, lamdw que o0s terpenos séao
classificados de acordo com o numero de unidade r@onoterpenos, {g
sesquiterpenos, ;¢ diterpenos, &, sesterpenos, & triterpenos, Gy, e tetraterpenos,
Cs0. Ou seja, os carotenoides apresentam uma cadejaadenta atomos de carbono
(exceto a crocetina e a bixina), podendo ser aoklou aliciclicos (Figura 1). Sdo
formados por oito unidades isoprendides (Figura)luhidos pela ligacdo “cabeca-
cauda”, exceto na posicao central, onde a ligagéw tgpo “cauda-cauda” (PFANDER,
1987), produzindo uma estrutura simétrica com s&edo plano de simetria no centro
da molécula e os dois grupos metilicos centraisrgrem-se separados por seis atomos
de carbono e os demais por cinco. A Figura 1.2btmnmodetalhnadamente essas

caracteristicas.
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e TR R e T R e Ty R =

Licopeno (CygHsg)

IRMMMRHMK‘K
-~

Emaaaaxw

B-caroteno (CagHsg)

Figura 1.1 Estruturas de carotenoides acicliagilicos.

Figura 1.2 Estruturas: (a) Estrutura quimica dopreno (b) Estrutura do

licopeno marcada com a posi¢do central e os gnugtitas.

Esta grande multiplicidade de carotendides devassdiferentes modificagfes
da estrutura basica que ocorre através de hidrogenalesidrogenacao, ciclizacao,
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migracdo de dupla ligacdo, encurtamento ou extenddo cadeia, rearranjo,
iIsomerizagao, introdugédo de substituintes ou coagdio destes processos resultando
em uma enorme diversidade de estruturas. Estingaiser quantidade de carotendides

produzida por ano na natureza pode alcancar midésneladas (KULIlet al,1995).

1.1 Nomenclatura

Carotendides comuns possuem nomes triviais berbedstados, mas também
existe a nomenclatura semi-sistematica recomeng&da Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC).

Séo formados pelo nome originario “caroteno” prdixs de duas letras gregas,
que indicam os dois grupos finais da molécula. 8alocadas sempre na ordem
alfabética (i.ef,y,&,k,@X,) onde a primeira é separada da segunda por ugaajie
a segunda € unida por um hifem ao nome origingid-igura 1.3 apresenta as
designacdes dos grupos finais, bem como, a nuntedasacarbonos destes grupos e 0s
da cadeia poliénica que comp8e uma molécula caoenExemplificando, a Tabela 1

mostra alguns nomes triviais e seus respectivoesaemi-sistematicos.

17 16 17 16 17 16
ki R R R
1 3 5 R 2 g8 7 6 f E:
2 4 ] ] 3 3 5 3 .
a 18 i 18 3 &
(y) () (€) ()
16 18
17 ) 1 R 5 . 1 R
o W
3 % 3 5
4 8 ie %
(1) () G0
18 20
7 g 11 13 15
R = ] 8 10 12 14

Figura 1.3. Designacdo e numeracao dos grupos finai
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Tabela 1. Nomes triviais e sistematicos de detaadus carotendides.

Nome Trivial Nome Sistematico
a-Caroteno B,e-caroteno
[3-caroteno 3,B-caroteno

Licopeno Y,y-caroteno
Zeaxantina B,B-caroteno-3,3'-diol

(RODRIGUES-AMAYA, 2001)

1.2 Classificacdo dos Carotenoides

Nutricionalmente, os carotenbéides podem ser cleadibfs como pro -
vitaminicos (aqueles com atividade pré-vitaminaodi) carotendides inativos (aqueles
que apresentam apenas atividade antioxidante anted(OSLON, 19N.

Quimicamente, eles se dividem em dois grupos maisi hidrocarbonetos, os
quais sdo chamados de carotenos, e 0s oxicarotsnd@de contem oxigénio além de
carbono e hidrogénio, chamados de xantofilas (DA/IBE976). Os substituintes
oxigenados mais comuns sdo 0s grupos epoxidospxhi@inondis, didis e polidis),
metoxi (OMe) aldeidicos (CHO), cetbnico (CO) e boailicos (RODRIGUES-
AMAYA, 1997). A Figura 1.4 mostra alguns exempl@sts substituintes.

Dentre esses grupos, € interessante ressaltar @ddegp, ou comumente
chamado de epoxicarotendides (RODRIGUES-AMAYA, 189ANDRADE, 2003).
Estes grupos sao considerados produtos iniciaigledgadacdo, uma vez que 0s
carotendides sdo muito instaveis. No item 1.3.4 shscutido com mais detalhes

processos que podem causar algum tipo de degradags@arotendides.
1.3 Propriedades dos Carotenoides
1.3.1 Solubilidade
Os carotendides sdo moléculas lipofilicas e, ptotansoliveis em agua. Sao

capazes de ligar-se com superficies hidrofébics&oesoluveis, de modo variavel, nos

solventes organicos.
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f-Caroteno. 3.6 epoxido

hka s

B-Criptoxantina { monol)

CH

W R R Ry = R

HO

H3CD\(D D
lA\/K/\\/Y\W\/ﬁ/\\)LDH

cis-Bixina (carboxilico)

Zeaxantina (diol)

Figura 1.4. Estrutura de alguns oxicarotendides.

S&o encontrados na natureza como solucdes oledispeysdes coloidais ou
complexados com proteinas (carotenoproteinas);massiorrem tanto em meios
lipidicos como em meios aquosos. Os carotendidegsétanto, comercializados como
suspensdes oleosas para alimentos a base de dlemynm emulsées ou estando
dispersiveis em agua. Nestas formulagbes, os odides sdo fisicamente
estabilizados, embora antioxidantes possam sepadoos. As formulacdes comerciais
de carotendides sdo de dois tipos: extratos natueaicarotendides sintéticos.
(VILLELA, 1976 e ANDRADE, 2003).
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1.3.2 Antioxidante

Os carotendides apresentam propriedades antiogglaatsao conhecidos por
reagirem com O oOxigénio singleto, que constitui ufoema altamente reativa do
oxigénio molecular, o qual apresenta dois elétdmspins opostos ocupando orbitais
diferentes ou ndo. Os carotendides protegem akséla danos oxidativos provocados
por radicais livres e por espécies reativas de émxidg (moléculas nao radicalares
derivadas do oxigénio, como o peréxido de hidraggnAssim sdo capazes de
desempenhar um papel importante na prevencao aeakassociadas ao processo de
estresse oxidativo como o cancer, catarata, astdeimse e retardo do processo do
envelhecimento (RIBEIRO & SERAVALLI, 2004).

Ao combater essas espécies reativas, 0s carotengaikem interagir com 0s
radicais livres e levar a transferéncia de elét®mal possiveis reacdes adicionais. O
Esquema 1.4 exemplifica 0 modo de acdo de um celioke frente a um radical livre.

R + CAR(H) — RH+ CAR'

Esquema 1.5. Acdo de um carotendide frente a uitatdiyre (adaptado)
(YOUNG e LOWE, 2001)

1.3.3 Propriedades cromoféricas

As cores sdo aspectos muito interessantes nogwgaides. Sao provenientes de
um cromoforo constituido de uma cadeia contenddadumacdes conjugadas que séo
responsaveis pela sua habilidade de absorver luegi@ do visivel. Dependendo do
namero de insaturagfes conjugadas, o cromoforonabsm regides diferentes, e por
sua vez resulta em um pigmento de cor diferenteel@mplo, carotendides com menos
de sete duplas ligacdes conjugadas, como o fiteerw fitoflueno, sdo incolores
(RODRIGUES-AMAYA, 1997 e ANDRADE, 2003). Eles apeasam respectivamente
trés e cinco insaturacdes conjugadas (Figura 1e8td@ presentes na batata baroa ou

mandioquinha (Figura 1.7), o que justifica sua "cor
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Figura 1.6. Estrutura guimica: (a) Fitoeno(C3))eHiboflueno (C5)

s ‘

B ¢ -
Figura 1.7 Batata-baroa. (PAPAVERO, 2006)

Quando o sistema conjugado € estendido, haveraestocamento para maior
comprimento de onda no espectro de absor¢cao daui@&RANCIS, 1986).

Como a cadeia poliénica pode ter de 3 a 15 duptmg;des conjugadas
(UENOJOet al, 2007), entdo haverd uma faixa de absor¢cédo destteavioleta (C3 a
C6) (VILLELA, 1976), até a regido do visivel (maique C7), (FONTANAet al,
2000).
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1.3.4 Isomerizagao e oxidagéo

Os isbmerogis sdo menos estaveis termodinamicamente que a foana.
Portanto, a maior parte dos carotendides ocorreaadopninantemente na natureza na
forma trans (BRITTON, 1995).

As condi¢cbes que conduzem a algum tipo de alterag#o carotendides,
geralmente sdo promovidas por agentes como caltts, (83 ou >7)(RIBEIRO &
SERAVALLI, 2004), luz e oxigénio. Alguns dessesfasts irdo resultar na formacéo de
isbmeroscis, descoloracdoou mesmo em produtos de degradacdo, como 0s egoxid
(Figura 1.8), e a quebra da cadeia com formacapdearotenoides (carotendides com
menos de 40 atomos de carbono) (COST/Al, 2002; MELENDEZ-MARTINEZet
al., 2004).

Em funcdo de sua estrutura insaturada e conjugadeamtendides estardo
sempre sujeitos a modificacdes quimicas e ou §isigssim a cadeia poliénica,
responsavel pelas propriedades especiais e deasejavdambém causa da sua

instabilidade, ou seja, susceptibilidade a isoragép e ou oxidagao.

| m—

TRANSCAROTENOIDES
A, hv, H, OH

¢ Oz
A
EPOXICAROTENOIDES 0
APOCAROTENOIDE 2 ‘ \

CISCAROTENOIDES

4+—

Figura 1.8. Esquema demonstrativo da degradacéardeendides
(RODRIGUES-AMAYA, 2002 modificado).
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1.3.5 Aplicac¢des dos carotenodides

O mercado de carotendide € amplo e promissor, éievam consideracédo apenas
os utilizados como corantes alimentares e suplesemitricionais representam uma
média de 100 milhdes de toneladas por ano, comatumaimento global estimado em
R$ 935 milhdes em 2005 (FRASER e BRAMLEY, 2004)c&d#emente o setor que
tem mais contribuido para o desenvolvimento dastidie alimentos € o setor de
enzimas, cujo mercado mundial apresenta valor aoatesuperior a um bilhdo de
dolares anuais. Elas constituem o grupo mais iraptatde metabdlitos microbiano e de
diversificada utilizacdo na industria de alimentos.

Durante os ultimos anos, tem existido um interesssideravel em carotendides
dietéticos, principalmente pelo seu potencial eiviaal doencas relacionadas com a
idade (FRASER e BRAMLEY, 2004). Outras atividadeddgicas tém sido atribuidas
mais recentemente aos carotendides. Uma destagdaedua funcdo bem conhecida
como precursor de vitamina A, fato que conferecapstenoides o status de estar entre
os fitoquimicos mais bem citados como responsasiel reducédo do desenvolvimento
de doencas degenerativas como cancer, doencasveacilares, catarata, degeneracéo
macular (perda da visdo no centro do campo vist@at)alecimento imunoldgico e
protecdo contra queimaduras solares (VE&tJal2003 e AZEVEDO-MELEIRO,
2004). A Tabela 2 resume as principais acoes hmdasge fisico-quimicas dos

carotenoides.

Tabela 2. Acbes bioldgicas e propriedades Ssieaquimicas dos carotendides.
(RODRIGUES-AMAYA, 2001).

ACAO BIOLOGICA FISICO-QUIMICAS
Estabilidade genémica ‘:; Sequestra oxigénio singleto
Induzem apoptose células T-citotoxicas 8 Absorve Luz
Diminuig&o do risco de cancer @ Captura radicaigsvr
Atividade pré-vitamina A 8 Lipofilicos insolGveis edgua
Prevencéo de doencas cardiovasculares (T) Liga a sueetiidrofobicas
Diminui efeitos adversos (altas doses) fumahntes Facilmente isomerizado
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1.4 Complexos de inclusdo com carotendides

Atualmente, estudos estdo sendo desenvolvidos ntatite de proteger
carotendides de fatores ambientais. Utilizacdordmxdantes naturais (PSZCZOLA,
1998) ou algum tipo de suspensdo sdo bem intetessanas o mais desejavel € o
processo de encapsulacao, por torna-los dispessueagua.

A microencapsulacdo € um processo fisico no gomffitme fino ou camada
polimérica é aplicada para envolver solidos ou gjaiselando-os e protegendo-os das
condi¢cdes ambientais como luz, ar e umidade. Vééiasicas e agentes encapsulantes
véem sendo sugeridos, (RE, 1998 e SHAHIDI, 1998pdiltima década houve um
grande progresso no desenvolvimento de ingredienie®encapsulados (JACKSON,
1991 e POPPLEWELLEet al. 1995). Os estudos encontram-se avancados eragedac
aroma, mas ainda limitados em termos de corantes.

Dentre os encapsulantes, as ciclodextrinas (C[8s) substancias obtidas a
partir da degradacdo enzimatica do amido (VILLERS91) e sdo muito adequadas
para microencapsulacéo por inclusdo molecular.oc8§ossacarideos ciclicos formados
por um numero varidvel de unidades de glicose,asnghtre si por ligacbes(1,4)
(Figura 1.9a). As CD’s mais conhecidas sao [& ey-ciclodextrina, constituidas por 6,
7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, quaradam conformacéo de cadeira. Do
ponto de vista estrutural, as CD’s apresentam-dernga de “cones truncados” com o
lado mais largo formado pelas hidroxilas secundaeim C-2 e C-3 e a face mais
estreita constituida pelas hidroxilas primariaadas em C-6 (Figura 1.9b). A dimenséao
da cavidade da CD (Tabela 3) é determinada peloerairde unidades de glicose
constituintes. Os atomos de oxigénio envolvidosligagdes glicosidicas (em C-1 e C-
4) e os atomos de hidrogénio ligados em C-3 e €térghinam o carater hidrofobico do
interior da cavidade das CD’s (Figura 1.9b), entjuas hidroxilas livres na parte
externa das CD’s conferem a essas moléculas untecardrofilico. Esse arranjo
estrutural das moléculas de glicose nas CD’s piissib utilizacdo desses compostos
como hospedeiros na formacdo de complexos de awldspresenca de uma cavidade
hidrofobica e de grupos hidroxilas livres na pagtderna da molécula permite a
“dissolucdo” em meio aquoso de compostos (hospetted)aixa solubilidade. Esse
aspecto molecular tem possibilitado a utilizacacidedextrinas em diferentes areas da

ciéncia e tecnologia, sendo o principal dominicapkcacao a industria farmacéutica ,
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em funcdo da possibilidade de obtencdo de novosatays com propriedades fisicas e

quimicas diferentes e 0 mesmo principio ativo.

Figura 1.9 (a) Estrutura geral das ciclodextrir@®’§). Os derivadosi, (3, ey-CD séao

definidos por n=1, 2 e 3, respectivamente. (b) Bsgtacdo esquematica da estrutura
tridimensional das CD’s, mostrando as caracteastidefinidas pelo arranjo das
unidades de glicose (BRITT@&@ al, 2004)

As CD’s atuam como sistemas carregadores de fasngummis aumentam a
solubilidade em agua, a estabilidade e a biodigjlatade da molécula héspede e
diminuem a toxicidade e o seu efeito quando sa tlatuma droga, dentre outros fatores
(HAIYUN et al, 2003), o que justifica sua aplicacdo em inuméraas (DEL VALLE,
2004).

Tabela 3. Dimensodes das CD’s (SZEJLI, 1998).

Propriedade a-CD B-CD y-CD
Numero de unidades glucopiranoses 6 7 8
Diametro externoX) 14.6 15.4 17.5
Diametro interno)&) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Altura da cavidadeX) 7.9 7.9 7.9
Volume aproximado da cavidad®){ 174 262 427

Como o numero de unidades glucopiranoses variae esdtas CD’s nota-se uma
variacdo do peso molecular, didmetros interno ereate volume. A Unica propriedade

gue nédo sofre alteracao € a altura da cavidadeaBasessas dimensdes, geralmente, a
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a-CD complexa com moléculas de baixo peso molecal@rCD forma complexos de
inclusdo com compostos aromaticos, heterocicliagaicos e a-CD, com moléculas
maiores, como macrociclos e esteroides (DEL VALRED4).

As Figuras 1.10 e 1.11 exemplificam, respectivametomo pode ocorrer um
processo de inclusdo de um farmaco qualquer e qmydem ocorrer as interacdes

moleculares no interior da cavidade hidrofébica.

Farmaco Complexo 1:1
farmaco-CD

I

CcD FFarmaco Complexo 1:2
farmaco-CD

Figura 1.10. Exemplo de um processo de inclusdodéo-CD em diferentes
estequiometriadNICOLLAZZI et al, 2001)

Figura 1.11. Interacdes intermoleculares na caeidiaft- CD (NICOLLAZZI et al,
2001)
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1.5 Objetivos

Esta dissertacdo apresenta como objetivo princgesenvolver o estudo
vibracional de carotendides presentes em amost@sas € em sistemas sintéticos
contendo oligossacarideos. Assim este trabalhalesthdo em duas etapas:

Primeiramente uma série de carotendides de ocaar@atural (frutos, folhas,
legumes) juntamente com seus respectivos padrdas fdevidamente estudados. As
analises consistiram em medidas do tecido vegati@yes da espectroscopia Raman
com posterior comparagcdo com seu extrato padrdo.niémitoramento das bandas
principais dos carotendides foi realizado e umltd& oitenta amostras analisadas,
sendo apenas 43 sistematicamente caracterizadas.

Um sistema sintético contend@eiclodextrina e alguns carotendides padrdes
foram desenvolvidos. Através deste sistema, coroplde inclusdo foram preparados a
fim de se investigar o comportamento vibracionat gaincipais bandas de um
carotendide quando este € microencapsulado. Ponarificar como uma matriz pode
influenciar, ou ndo, o ambiente quimico no qual éuolas de carotendides estéo
inseridas.

Portanto a principal motivacdo deste trabalho ressen em encontrar uma
relacdo entre modos vibracionaig C=C) ev,(C-C) (BARNARD, 2005) de padrdes
isolados com amostras reais, e obter um sistema difdrentes carotenos possam
interagir com oligossacarideos e identificar ou dasvios de valores de numero de

onda.
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2 Fundamentos de Espectroscopia Raman

2.1 Aspectos Teoricos

2.1.1 Espectroscopia Vibracional — Aspectos Gerais

A espectroscopia vibracional investiga transicOebrdrotacionais em fase
gasosa) com o objetivo de obter informacdes a itesp@ geometria molecular (através
do nimero de modos vibracionais ativos nos espe®eman e infravermelho), bem
como da natureza das ligacdes quimicas presenteslgaula (valores das frequéncias
vibracionais ou mais propriamente das constantésrda) (SALA, 2008).

As principais técnicas utilizadas sdo a espectpacale absor¢do no
infravermelho (IV), a espectroscopia Raman (espa#imio Raman), e numa extenséo
muito menor, a espectroscopia de espalhamentowtseong. A seguir consideraremos
os fundamentos tedricos mais relevantes envolvidas espectroscopia Raman,

exclusivamente utilizada neste trabalho.

2.1.2 O efeito Raman

A espectroscopia Raman € uma técnica que cons@te ccaracteristica
principal o espalhamento inelastico de luz pelaénmtquando irradiada por luz
monocromatica. Neste processo, fotons incidentiesrsa@spalhamento por moléculas e
trocam com as mesmas uma determinada quantidadenetgia vibracional. Este
fendbmeno foi previsto teoricamente por Smekal em2319e verificado
experimentalmente pelos fisicos indianos Chandresaek Venkata Raman e K.S.
Krishnan em 1928, tendo recebido o Prémio Nobdtidiea em 1932 por este feito. A
partir deste momento iniciou-se a espectroscopmaRg SALA, 2008)

Um espectro Raman nos mostra, da mesma maneiramusspectro IV, um
conjunto de transigdes vibracionais da molécula,fao dos dois espectros, em geral,
nao serem idénticos (COLTHUP, 1990 E BERTOLUTI, 8Q7eflete a existéncia de
diferentes regras de selecdo, o que fica mais aiwiocaso de moléculas com maior

simetria.
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No caso da espectroscopia Raman, além da regeded@s gerallv = +1 valida

dentro da aproximagdo harmoénica, devemos consideragra de selecao especifica:

oa
(a_q)o 20 @

Uma diferenca essencial entre as espectroscopjasldifonica e Raman é que
enquanto as duas primeiras envolvem a absorcédonasse de fétons (rE2-E1), na
altima esta envolvido o fendmeno de espalhamergtastico de fétons. Neste caso
devemos considerar a participacdo de dois fotondosque a conservacdo de energia
vai implicar que a diferenca de energia entre anffiisn incidente e féton espalhado)
deva ser igual a diferenca de energia entre dd® &stados moleculares. Portanto a
energia do féton incidente e do féton espalhaddividualmente, ndo corresponde a
diferenca de energia entre quaisquer auto-estalaosotécula. O caso que nos interessa
aqui é aquele em que as transicbes em questdoas@icbes vibracionais, mas tais
transicdes podem ser também entre estados rot&gioglatronicos, de spin, etc.
Podemos entdo representar uma transicéo vibradarabn de acordo com o0 esquema

apresentado na Figura 2.1.

Vv(Q)
excitado

APt mmea aea virtual

hv | | hv’ /__,_ fundamental
\ /v/=1 .
8B\ L5 AE=h(v,-V)

Figura 2.1. Transic&o vibracional (Raman).

E importante notar que o foton incidentedlhe o féton espalhado\h) ndo devem ser

considerados separadamente, pois o espalhamentoodaécser considerado como um
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processo sequencial de absor¢cdo e emissao, qeasd ala fluorescéncia. A escala de
tempo envolvida no espalhamento Raman é da orddiendesegundos (16 s), e por
isso implica que pela relacdo de incerté&faAt >h, a energia do chamado estado
virtual (ou intermediario) ndo precisa satisfazgrimcipio da conservacao de energia.
Esse estado recebe este nome exatamente por e8saga seja, ndo corresponde a
nenhum dos estados estacionarios da molécula,rdadeso estado virtual é um auto-
estado do sistema molécula + radiacdo. Neste gomportante chamar a atengéo para

a contribuicédo central da polarizabilidade elettardo efeito Raman.
2.1.3 - Polarizabilidade eletronica molecular

O efeito Raman envolve a interacdo do campo etétria radiacdo
eletromagnética com a distribuicdo da nuvem eleadmolecular, pois usualmente a
radiacdo monocromatica utilizada esta na regido uikivel, ultravioleta ou
infravermelho proximo, o que corresponde a freqgi@@nelativamente altas, condi¢éo
na qual apenas os elétrons respondem a excitag@spAsta dos elétrons se manifesta
através da polarizabilidade eletréniaa). (De fato, o campo elétrico oscilante induz na
molécula um momento de dipol®)( que passa a ter uma relacéo de proporcionalidade
com o vetor campo elétrico (Equacao 2). Esse maramtdipolo pode ser decomposto
num componente que oscila com a mesma frequénceampo elétrico e em outros
componentes cujas frequéncias sdao moduladas pedgsiéncias vibracionais da

molécula.

.

P=aE 2)

Em geral, quando se analisa a expressédo em redlagd®mxos cartesianos X, y e z

observa-se que nem todos os vetoPe® E s&o paralelos, fazendo com cueatue

CcOmo um tensor:

P =a,E+a,E +a ,E, (3)
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Estes tensores apresentam a propriedade de passtar simetria no efeito
Raman, isto @y =0yyx; Ox,=0zx; Oly;=0zy.

Para que seja observado o efeito Raman, o fendmbertcansicdo entre dois
nameros quanticos vibracionais m e n é necessansiderar cada componente
referente a polarizabilidade), Assim, para haver atividade no Raman € nedessar

gue pelo menos uma das componentes das seis iategra
(@) =[wnawdr @

seja diferente de zero. (* i e j podem ser X, ¥Zpu
Considerando que a polarizabilidade (equacédo 4¢ ped escrita em série da
coordenada interna g (Unica coordenada normal stensa em estudo) em primeira

ordem como (Sala, 2008):

Na equacao (5 é o tensor polarizabilidade referente aos eixosez,0p € a
polarizabilidade na posicdo de equilibrio e q éardenada interna. Efetuando uma

substituicao trivial da expresséo (5) em (4) temos:

a=a,[y.pdr +(aa—gj [w.ap dr+... (6)

Para que seja observado espalhamento no efeitorRédmacesséario que pelo
menos uma integral da expressao (6) seja difedmtzero. Podemos perceber que na
primeira integral o seu valor é igual a zero, de\ddrtogonalidade das fun¢bes de onda
Um € Yn. Para que a segunda integral seja diferente de &arecessario satisfazer

algumas condic¢des:

31



Dissertacdo de Mestrado — Harlem Vieira Castro

. (aaf/aq)0 #0, é necessério que ocorra uma variacao da poldiiizate

com o deslocamento da coordenada normal g em tanposicado de
equilibrio;
. _[z//qu//ndr , para que esta integral seja diferente de zesxéssario que

0 produtoymqyn seja uma funcado par. Como g € uma funcao impar, €
necessario que o produig,, seja uma funcéo impar, isto faz com que
haja a necessidade de que as duas funcdes depredardam diferentes
paridades. Assim aparece uma importante regra tgdse para a
espectroscopia Raman :

Av=t1 @)

Podemos considerar a polarizabilidade como uma daeda facilidade de
deformacdo da nuvem eletrdnica na presenca de uompoc&létrico, e assim sendo
devemos esperar valores elevadosadgara moléculas contendo atomos pesados
(grande numero de elétrons e baixo potencial dé&zdgéo), envolvendo ligacbes
quimicas covalentes pouco polarizadas. Se levaemosonta as vibracdes moleculares,
0s movimentos nucleares irdo induzir flutuacéegolarizabilidade com freqiéncias
que correspondem aos varios modos normais de d@ilréd€m outras palavras, na
presenca de radiacdo eletromagnética, a polaiidadhd tera o seu valor modulado pela
frequéncia da radiacdo, bem como pelas frequéntéss vibracbes moleculares.
Teremos entdo uma situacdo conhecida no ambitoisttza fondulatéria como um
fenbmeno de “batimento”. Considerando-se uma mtdédiatomica teremos trés
componentes do momento de dipolo induzido, com ri#pecia temporal que varia
comvyp Vo + Vy €Vg - vV, ondev, corresponde a uma das 3N-6 frequéncias vibragonai
da molécula (SALA, 2008):

_ — 1(9 —
5= a,Excos(am v 5[ 52 | aEf cof a(v,ou) I+ o 2vov) ] @

(1 (1 (1)
O primeiro termo contém somente a freqiéncia ddagad incidente e

corresponde ao espalhamento Rayleigh (espalhame&idtico). No segundo e terceiro
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termos aparecem radiacées com frequéwngtav, (espalhamento anti-stokesyeg- vy

(espalhamento Stokes). Para os dois Ultimos teragm®sentarem contribuicao
significativa € necessario quda/dq) #0, ou seja, que haja uma variagao
infinitesimal da polarizabilidade com o pequenolassmento da coordenada (q) em

torno da posicéo de equilibrio. O espalhamentdietagRayleigh) e os espalhamentos

inelasticos (anti-stokes e Stokes) podem ser esafiamente representados como

mostra a Figura 2.2.

g g g
Excitado

---------------] I-------I------i ------I------I-I
Virtual
hv W=V
hv, | [ hiv, +v,) g of | ™ % hv| [ Dibv- ) 5
"1 / // \ / Fundamental
anti-Stokes Rayleigh Stokes

Figura 2.2. Espalhamento elastico (Rayleigh) eastado (Stokes e anti-Stokes)

2.1.4 - Aproximacéo de Placzek

Como visto anteriormente a transicdo Raman envollém dos estados
vibracionais inicial e final, um conjunto de estadduais cujas energias nao tem
gualquer valor limite. Isto em principio represei@auma grande dificuldade para o

calculo tedrico da intensidade Raman, uma vez qua fal calculo precisariamos
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inicialmente expressar a contribuicdo de Infinitestados virtuais para a
polarizabilidade eletronica. No tratamento magistia efeito Raman publicado em
1934, G. Placzek (PLACZEK, 1934) introduz uma apr@acdo que permite reduzir
esse complicado problema a um muito mais simplase @nvolve apenas
polarizabilidade do estado eletronico fundamenEata aproximacdo passou a ser
conhecida como aproximacao de Placzek ou teorpoldaizabilidade do efeito Raman.
Dentre as diversas condi¢cdes implicitas para aladdi dessa aproximacdo devemos
destacar aqui aquela que impde que a energia oo dét excitacdo seja muito menor do
que a energia correspondente a energia da trargigidonica mais baixa da molécula.
Para satisfazer esta imposi¢do utilizam-se laseexditacado tendendo para a regido do
infravermelho. Tal condicdo pode ser exemplificaddizando uma excitacdo no
visivel, por exempld\o = 500 nm (20000 cif), para obter o espectro Raman de uma
molécula como o benzeno, em que a transicdo dermeergia € da ordem de 200 nm
(50000 cmt)(NAKAMOTO, 1994). Situacbes desse tipo correspomdao assim
chamado efeito Raman ordinario ou efeito Raman abrdenominacao utilizada para
diferencia-lo do efeito Raman ressonante ou prseresmte (CLARK, 1991 e
ALBRECHT, 1970). Nesses ultimos casos a energi@im de excitacdo € comparavel
ou mesmo coincidente com a energia de transicamOmiea, o que invalida a
aproximacéo de Placzek.

Uma transicdo Raman entre dois estados inicia¢ fipal () em um sistema

espalhador, a intensidaflg; ) da luz espalhada pode ser expressa pela expressao:

|, O %(v0 v, ) E,[a], [a], )

onde i é a amplitude do campo elétrico da radiacdo imt&le, e vs, S40 numeros de
onda da radiacdo de excitacdo e da transicdo R&anahimicial respectivamentey € a
permissividade do espaco livre @]{ € o momento polarizabilidade de transicdo. A
expressdo para]; € obtida através da teoria de perturbacdo de dagordem, e &
conhecida como equacao de dispersdo de Kramersfibeisy-Dirac,(Oliveira, 1991)

podendo ser expressa da seguinte maneira:
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o], =Ly lellal_ lal lal

= (10)
hcS v, —v, +ir v, +v +iab

onde h é a constante de Planck, c a velocidadezdal a freqiéncia de uma transicédo
eletrénica evr é o fator de amortecimento, que foi introduzido Pwac para prevenir
que a expressao se tornasse infinita quandse aproximasse ou se igualassg.a
expressao (10) representa a base para a compregoséf®ito Raman normal (ou
ordinario) e também do ressonante.

Quando se utiliza uma radiagdo eletromagnétigaroxima de uma transicdo
eletronica v, ocorre uma intensificagdo do tensor polarizabiledate transicdo e
conseguentemente através da expressao (9) ocorreawmento da intensidade,
descrevendo o chamado efeito Raman ressonantejah@sfa intensificacédo € seletiva
e ndo apresenta a mesma intensificacdo para tediaanaas, podendo este ganho de
intensidade chegar a cinco ordens de grandeza (ENLét al,2005). Entretanto, como
o efeito de espalhamento ocorre de maneira muitogefetiva, 1 em cada 1fitons é
espalhado inelasticamente; esta forma de medidaén@éadicada para amostras que
apresentam fluorescéncia, devido ao fato de competn o foton espalhado. No
espalhamento Raman normal utiliza-se uma radiatoomagnética que apresenta
uma frequéncia que possui energia distante de tanai¢ao eletronica permitida, por
exemplo, lasers na regido do infravermelho, obteseddesta forma modos vibracionais
menos intensificados, mas garantindo que efeitorocfluorescéncia, que podem
prejudicar a medida sejam minimizados ou até medimnados.

A espectroscopia Raman apresenta uma seérie degeastgperante outras
técnicas, como nado ser destrutiva e ndo requeepapy de amostra, cobertura especial
e atmosfera controlada. A analise ndo causa c@gm,rdanos ou alteracdes e é
possivel efetuar investigacdes posteriores conaguécnicas na mesma amostra. Além
disto, a instrumentacdo permite andlises em umé&aegspectral que pode ser
expandida até 50 chrou menos, sem a utilizacdo de suportes.

Enfim, € uma técnica muito versatil para o estudo imimeros sistemas
guimicos, e neste caso, carotendides, uma vezgee sistemas sao muito insaturados
e a presenca de elétronsiuma ligacdo quimica tende a aumentar considenavieé a

polarizabilidade da ligacéo.
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3 Experimental

3.1 Amostragem

3.1.1 Amostras naturais

Dentre as amostras analisadas, foram investigaglddos vegetais, frutos,
cascas e algumas especiarias (Tabela 4). Todadoetam adquiridas em mercados
locais de Juiz de Fora, com excecdo dos padrbedogam comprados através da
Sigma-Aldrich Co. [B-caroteno sintético tipo Il, pureza95%, licopeno do tomate
90%, astaxantina 92%,3-criptoxantina, zeaxantira95% e xantofila~ 90% (HPLC).

No geral, foram utilizados doze padrdes (Tabelasg&pndo que seis, como
mencionado anteriormente, foram comercializadoss edemais obtidos a partir da
literatura (RODRIGUES-AMAYA, 2001).

Tabela 4. Amostras e seus respectivos nomes oestif

AMOSTRAS

Acafréo da terra
(Crocus sativus |).
Abdbora (polpa)
(Cucurbita pepo D).
Alface manteiga
(Lactuca Sativa Capitaja
Batata doce
(Ipomea batatas
Beterraba
(Beta vulgari3
Cenoura
(Daucus Carota
Mexerica
(Prunus perica L. var. nucipersita
Laranja
(Citrus aurantium
Limao
(Citros X Limon
Acafréo amarelo
(Crocus sativus |).
Brocolis
(Brassica oleracen
Damasco

Urucum
(Bixa orellana L)
Tomate

(Lycopersicon esculentym

Erva Cidreira
(Melissa Officinali$
Ché verde
(Camellia Sinens)s
Mamao
(Carica papaya
Manga
(Mangiferg
Péssego
(Prunus pérsica
Pimentéo
(Capsicum annum ).
Paprica picante
(Capsicum annum ).
Colorifico

(Bixa orellana L)
Nectarina
(Prunus perica L)
Nos moscada
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(Prunus armeniaca l)
Repolho
(Brassica oleracen

Pimenta vermelha
(Capsicum annum.)
Casca de pequi
(Caryocar vilosum
Milho
(Zea mayp
Farinha de milho
(Zea diploperennis
Espinafre
(Spinacia oleracea )
Polpa de banana
(Musa spp
Guarana (po)
(Paullinia cupana
Polpa de morango
(Fragaria vesca)
Casca de péra
(Pyrus commun)s

(Myristica bicuhyda schobpt
Polpa de pequi
(Caryocar vilosumh
Cebola roxa
(Allium cepa L)
Pimenta verde
(Capsicum annum.)L
Polpa de maracuja
(Passiflora edulis flavicarpa
Alho
(Allium sativuny
Camomila
(Matricaria chamomilla
Canela da china
(Cinnamomum céassja
Ameixa seca
(Prunus armeniaca
Semente de linhaca
(Linum usitatissimun

(Papavero, 2006)

As espécies foram escolhidas de modo a apresentanean boa textura e

qualidade. Assim, todas foram compradas no mesmo dia em guenalises foram

feitas, evitando assim algum tipo de dano, por gkenapodrecimento.

Esses cuidados foram necessarios, pois as an#bisen feitas diretamente

sobre as mesmas, sem a utilizacgdo de nenhum tratanpeévio, portanto a boa

qualidade das espécies foi levada em consideracao.

Tabela 5. Carotendides padrodes.

Carotenos Padroes

Xantofila
Zeaxantina
B-caroteno

Licopeno

B-Criptoxantina

Astaxantina

Luteina
a-caroteno

Crocetina
Capsantina
Cis-bixina

Transbixina
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3.1.2 Ciclodextrina

A B-ciclodextrina (Figura 3.1), oligossacarideo usitlb neste trabalho, foi

adquirido da Sigma Aldrich e usada sem nenhumniiextéo prévio.

Figura 3.1. Representacdo da estrutur@-daelodextrina: a) no plano b) tronco-cénica
(BRITTO et al, 2004 modificado)

A B-ciclodextrina é um tipo de pé cristalino brancag(ffa 3.2), inodoro e

apresenta como formula moleculaglfg,Os); e peso molecular de 1135 g/mol.

Figura 3.2. Amostra da&CD comercializada da Sigma-Aldrich.
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3.2 Procedimentos e instrumentacéo

3.2.1 Amostras naturais

Alguns requisitos foram necessarios para desenvalv@nalises, uma vez que
os carotendides apresentam-se instaveis em amieobte muita luz e ou oxigénio.
Desta forma, qualquer que fosse o0 método escollméddjdas de precaucdo para evitar
a formacao de intermediarios indesejaveis e pegdastitativas, foram levadas em
consideragcdo como praticas padrbes no laboratésto. inclui a combinacdo da
realizacdo rapida das andlises, protecdo contraelitar temperaturas altas, utilizar
solventes de alto grau de pureza e armazenar epetaturas baixas e de preferéncia
em atmosfera inerte.

A combinacdo oxigénio, luz e temperatura sdo a&taen destrutivas. A
presenca de oxigénio ou de qualquer oxidante meemo extratos brutos de
carotendides pode gerar rapidamente um descolotamen a formacdo de
intermediarios, tais como epoxicaroteoides e apoeaoide. (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001)

A exposicdo de carotendides a luz, especialment® 0 luz ultravioleta
incidindo diretamente, induz a um processo de dotoerizacdocis-trans e a
fotodestruicdo de carotenoides. Portanto, todogaiorento experimental foi realizado
em ambiente com pouca luz e os recipientes de amaarento foram cobertos com
papel laminado.

As medidas foram efetuadas pelo menos duas vezesadm posicdo das
amostras, uma maneira de demonstrar reprodutibdi@aassim garantir a consonancia

com a preservacao da integridade da amostra.

3.2.2 Ciclodextrinas

3.2.2.1 Preparo dos complexos de inclusao

O processo reacional foi divido em quatro etapas:

1- Um excesso d3-ciclodextrina hidratada (360 mg ou 0,32 mmol) foi

dissolvida em 10 mL de agua deionizada e uma solncdlor foi formada.
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2- Nesta etapa foram utilizados quatro carotend(Begira 3.3). Para cada um,
foram pesados 1mg e solubilizados em 2 mL de aaeton

3- Uma mistura entre a solugdo contend@-eiclodextrina (360 mg) e os
respectivos carotendides (1mg) foi realizada.

4- O sistema formado foi mantido em atmosfera tteggnio, protecéo da luz e
agitacdo, entre cinco e sete dias. O complexo teggal foi seco em alto vacuo e
acondicionado adequadamente em um dissecadortigo da luz.

A Figura 3.4 representa um esquema resumido dgsasetanencionadas

anteriormente.
b \ S w i '\\/'\\/ '\\v"j\f’ B R & W B
Ll Norbixina
[1 carpteno j
Astaxanma u::upenu

Figura 3.3. Estruturas dos carotendides utilizamtoprocesso de incluséo.

Figura 3.4. Representacéo esquematica do preparcodaplexos de incluséo.

Dentre os carotendides utilizados no processo das@io, apenas a norbixina
nao foi comercializada. Como o padrdo deste n&@ @isponivel no mercado, a

obtencéo foi feita a partir do isolamento de unmadmatural do mesmo, o urucum.
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O urucueiro Bixa orellana L) € uma planta nativa da América tropical
(PRESTON, 1980). Suas sementes sdo cobertas porasina vermelha que contém
como pigmento principal os carotendides bixina ebixana, sendo esta Ultima um

produto da saponificacdo da bixina.

3.2.2.2 Extracdo da Norbixina

Na literatura (PRENTICE-HERNANDES! al, 1992 e TOCCHINEt al, 2001)
existem diferentes métodos para a extracdo dest#enéide Quando em escala
comercial, trés métodos basicos sdo usados pam@irextpigmento das sementes: a)
extracdo alcalina, que resulta na conversao doterarole de uma forma de éster
monometilico lipossoluvel a hidrossoluvel, ou sejal, de norbixina; b) extracdo em
0leo, que resulta na remocao da bixina das semal@esde pequenas quantidades de
outras substancias coloridas, e c) extragdo coversi@, que resulta na forma mais pura
do pigmento bixina (PRENTICE-HERNANDES e RUSIG, 209 Para este trabalho,
utilizamos a extracdo com solucdes alcalinas eno r@eido, uma vez que trata-se de
um método simples, rapido e econbémico.

Uma solucdo aquosa de hidréxido de sodio 2% (NafdHpreparada e em
seguida 3 g de sementes de urucum foram adicionslasesma. Por meia hora o
sistema foi levado ao ultra som para extracédo apagntos e formacao do norbixinato.
Para precipitar a norbixina, que é um acido dicdtlo insolivel em agua, o pH foi
ajustado em 1,8 com &cido cloridrico concentrad€IfHApdOs a precipitacdo e
centrifugacdo do extrato de urucum, o pigmentoldeado, filtrado e posteriormente
acondicionado ao abrigo da luz (BHALKAR e DUBSH,_839 A pureza do extrato
(85%) foi verificada por cromatografia de camaddgada (CCD) e revelado em
ultravioleta. A Figura 3.5 mostra as reac¢des quamanvolvidas na extragdo do corante

de urucum.
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Figura 3.5. Reacdes para obtenc&o do carotenoitexina.

A reacdo mostra de forma clara que quando o maad&icado o norbixinato é
reprotonado, dando origem a norbixina. Como estgmento tem caracteristicas

apolares, ocorre a precipitagdo do mesmo.
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3.2.3 Instrumentacéo

As analises espectroscoépicas foram realizadas emspectrometro FT-Raman
Bruker RFS 100 com um laser N&¥AG operando com linha de excitacdo de 1064 nm
na regido do infravermelho proximo, dotado de urteater CCD e resfriado com
nitrogénio liquido. O sistema macroscopico foi wspdra obter todos os espectros; isto
significa a utilizacao do laser numa area locad @emilimetros da amostra.

Uma boa relacdo sinal/ruido para as medidas fail@lat partir da realizagédo de
3000 varreduras acumuladas por um periodo de apaotdamente 45 minutos. Foi
utilizado uma resolucéo espectral de 3'guara maioria das amostras e de I*cem
alguns casos, como nas especiarias e nas castagade Esta mudanca de resolucao
foi necessaria uma vez que algumas bandas naaestaam ‘resolvidas”, portanto o
aumento da resolucdo permite determinar as posigéesdestas de um modo mais
seguro. Para evitar a degradacdo da amostra, fatdizadas poténcias variadas,
geralmente iniciando com valores menores e progesasnte aumentada para produzir
uma melhoria da resposta espectral.

As andlises para os complexos de inclusdo forantuex@gas no mesmo
equipamento e com as mesmas condi¢des citadagentmte, exceto a resolucdo que
foi de 3 cm* para todos os complexos.

Os espectros foram analisados através do programmasis2 (6.00) e para a

apresentacao das figuras deste trabalho foi wdizaprograma Origin 7.0.
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4 Resultados e discussfes

4.1 Amostras Naturais

4.1.1 Carotendides em tecidos vegetais

Em sistemas biologicos, carotendides sdo encorgramo locais precisos
(estruturas subcelulares) e suas propriedadesadisec quimicas sao fortemente
influenciadas por outras moléculas nas suas meslacprincipalmente proteinas
celulose e lipideos. Portanto apesar dos tecidgstais apresentarem diferentes tipo de
substancias, o que poderia mascarar a analisearotedides presentes sao bons
espalhadores de luz (OLIVEIR# al, 2009), justificando assim 0 uso as espectroscopia
Raman no neste estudo.

Os tecidos vegetais investigados neste trabalhcamfo identificados
taxonomicamente (Tabela 6) e caracterizados pelsepca de carotenoides, uma vez
que para cada espécie citada existe pelo menosawmeodide predominante. Vale
ressaltar que algumas dessas amostras nao aprasentnhum estudo na literatura no
que se refere a sua composi¢do quimica. Na mesb&dal®d, também sdo mostrados os
nameros de onda das trés principais bandas Ramstitaffgento C=C; C-C e
deformacéo C-Ckldesignados por;, v, € vz respectivamente). Estes modos ja foram
previamente relatados (BARNARD, 2005) e podem bservados nas regides situadas
entre 1480 — 1580 ¢m 1100 — 1200 cth e 1000 — 1015 cthrespectivamente. Os
modos de vibracde; e v, sdo responsaveis pelas bandas mais intensasgtiéns&a
das vibracdes de estiramento em fa$€=C) ev,(C-C) da cadeia poliénica ( MERLLI,
1985). JA o modo de vibracdes € responsavel por uma banda de média a baixa
intensidade, que contém uma contribuicdo do moddeflermacédo angular “rocking”
dos grupos metilas ligados a cadeia poliéntbdstem ainda outras bandas de baixa
intensidade e de menos relevancia para este ttab@éralmente elas se situam na
regido entre 1280 e 1315 ¢ne sdo atribuidas a uma deformacdo no plano deéliga
CH=CH da olefina.

A Figura 4 mostra o espectro Ramanfdcaroteno (padrao), exemplificando os
principais modos vibracionais citadas anteriormenéeregiao de deformacdo CH=CH*

da olefina.
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Figura 4. Espectro Raman flecaroteno (padrédo Sigma-Aldrich Co).

Varios fatores relacionados a estrutura podementtiar a posi¢éo e as formas
das bandas fundamentais dos carotendides em désrgraus. As bandas mais intensas
estdo principalmente associadas com o0 esqueletadida poliénica, e os fatores que
determinam a posicdo dessas bandas sdo dependantefureza desta cadeia. De
acordo com a literatura (KOYMAt. al, 1983 e CLARKet. al.,1991) os principais
fatores que influenciam as posi¢cdes dos modos ipaisc sdo: fatores quimicos de
substituicdo e a quimica matriz/meio em que osteadides estdo encontrados;
conformacao, isomerismo e fatores eletronicos commomprimento da conjugacao da
cadeia poliénica, que afeta o grau de deslocalizaca

Esses fatores sao discutidos ao longo de todoballra e justificados através
dos resultados obtidos.
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Tabela 6. Posicdo do nimero de onda dos modps, evs (em cm') dos carotenéides predominantes obtidos a pagtardostras

naturais por espectroscopia Raman.

Amostra Carotenoides predominantes v, (C=C) v, (C-C) v3(C-CH5)
Acafréo (da Terra)drocus sativus [). 1517 1166 1000
Acafrdo (Amarelo) Crocus sativus [). Crocetina 1517 1155 1008
Brocolis(Brassica oleracea var. italica L.) a-caroteno (0.03 mg/100 dj;Caroteno (0.89 mg/100 1527 1156 1006

Urucum Bixa orellana L)
Colorifico[Urucum (Bixa orellana L.)]

NectarinaPrunus perica L. var. ucipersiga

Cenoura@aucus Carotj crua

Nos Moscada (frutoMyristica Bicuhyba Schoot)
Paprica picantegapsicum annum ).

Polpa de mamad&arica papaya

g) e Luteina (34.6i9/9)

Cis-Bixina (49,31 mg/qg) 1519/1516 1154 1009
Cis-bixina 1517 1155 1012
[-caroteno (400-4002g/kg), S-criptoxantina (29- 1529 1157 1004
390 9/kg)
[-caroteno (61.pg/g), a-caroteno (3qug/g) e 1519 1156 1007

Luteina (5.1ug/g)

Capsantina, Capsorubina 1518 - 1003
Capsantina, Capsorubina 1521 1155 1007
Licopeno (18.5- 23.91g/g), B-criptoxantina (8.2- 1525 1155 1008

11.7pg/g) eB-caroteno (0.5-1.Rg/g)
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Damasc@Prunus armeniaca L.)

Alface manteigalL@ctuca Sativa Capitaja
RepolhdBrassica oleracea vacapitata.)
Pimenta vermelh&apsicum annum ).
Polpa de abdbor&curbita pepo L.

Casca de abdbor@ycurbita pepo L.

Casca de pequtéryocar vilosum)

Polpa de pequiGaryocar vilosum)

Cebola rox#Allium cepa L.)
Caril
Casca de laranj&itrus aurantiuny

Pimenta verdeJapsicum annum ).

Manga angifera indica L).

B-Caroteno (>300@g/100g9),

&-caroteno (3§9/100g), Licopeno (~Hg/100g)

B-Caroteno (131g9/g)

B-Caroteno (0.§:19/9)

B-Caroteno (3.§19/9)
a-Caroteno 0.fig/g; 10-40p-Caroteno

B-Caroteno (171g/g), Luteina (1Qug/g) e
Zeaxantina (2.41g/g)

Violaxantina, Luteina e Zeaxantina
B-Caroteno (1.219/9),
B-criptoxantina (4.4ug/g)
B-Caroteno
B-Caroteno
B-Caroteno
B-Caroteno (2.71g/g), Luteina (7.7:9/9),
Violaxantina (4.6u9/9)

B-Caroteno (4.619/9)

1526

1525

1517

1527

1527

1527

1522

1529

1515

1522

1531

1515

1529

1156 (sh)

1156
1158
1156
1157

1157

1170(w)

1156

1151

1156

1156

1153

1000

1004(w)
1008
1006(w)
1008

1006

01U

1008

1014

1012

1002

1010

a7
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Tomate (ycopersicon esculentym

Milho (Zea mays,oru

Farinha de milhZea diploperennis)

Polpa de maracuj&4ssiflora edulis flavicarpa)
Pimenta vermelha&@apsicum baccatum
Ché verde@amellia Sinens)s
CebolinhgAllium schoenoprasum)

EspinafrgSpinacia oleracea L.)

Alho Allium sativum)
Polpa de bananM(sa spp
Guarana (péPaullinia cupana)

CamomilaMatricaria chamomilla)

Licopeno (35.449/g), Luteina (lug/g) e
B-Caroteno (3.219/9)

B-Caroteno (2.6ug/g), B-criptoxantina (0.6.9/9),
Luteina (4.3.0/g) and Zeaxantina

(4 ng/9)

B-Caroteno (0.71g/g), B-criptoxantina (1.2.g9/qg),
Luteina (4.6.10/g) e Zeaxantina

(8.4ug/9)
B-Caroteno (4.719/9)
B-Caroteno (3.819/9)

B-Caroteno
B-Caroteno

B-caroteno (32-82 mg/g) e

Luteina (42-159 mg/y

1519

1527

1523

1535/1523

1527

1527

1527

1525

1511

1516

1516

1675

1156

1155

1156

1158

1156
1158
1158

1158

1179
1159
1155(w)

1152

1002

1004(w)

1004

1012

1006
1004
1006

1012(w)

1005
1001
1008

1009
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34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

Erva cidreiraNlelissa Officinali$
Canela da Chinginnamomum cassia)
CanelaCinnamomum zeylanicum Breyn.)

Ameica secaRfunus armeniaca)
Cascade limadCftrus X. Limon
BeterrabaReta vulgari
Polpa de morang®&agaria vesca)

PéssegdPfunus pérsica

Casca de per®yrus communis)

Semente de linhaca (exterifir)num usitatissimun)

zeaxantina + neozeaxantinay(@/100g)
B-criptoxantina (3u9/100g)

1516

1526

1517

1525

1529

1523

1531

1519

1527

1528

1158

1160

1156

1155 sh

1156

1154

1151

1172

1005

1000

1006 (w)
1021/993
1004

1004

1006(w)

1001
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Para colaborar na interpretacdo dos espectros mastras naturais, foram
utilizados doze padrdes de carotendides. A Tabslastra a relagédo entre estes padrdes
e seus principais modos vibracionais Raman. E itapte ressaltar que obteve-se da
literatura (BARNARD, 2005 e RODRIGUES-AMAYA, 1997as informac0es de seis
dos padrdes utilizados neste trabalho (lutetrzaroteno, crocetina, capsantina, trans e

cis bixina, todos em azul na Tabela 7).

Tabela 7. Posicéo dos nimeros de onda dos modaswdeandvs (em cnt) de alguns

carotendides padrdes obtidos por FT-Raman.

Carotenos Padrao v1(C=C) v2(C-C) v3(C-CHy)
B-caroteno 1515 1157 1008
Licopeno 1510 1156 1006
B-Criptoxantina 1520 1157 1008
Astaxantina 1512 1156 1006
Xantofila 1523 1157 1006
Zeaxantina 1520 1158 1006
Luteina 1522 1157 1008
a-caroteno 1521 1157 1006
Crocetina 1536 1165 1020
Capsantina 1517 1158 1004
Cis-bixina 1518 1154 1007
Tran-bixina 1523 1155 1008
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4.2 Espectros Raman de amostras reais

Existe uma série de variaveis quando se trata Wol@sle carotendides. Dentre
elas, a estratégia de preparo de amostra, metadofmussivel fontes de erro, grau de
maturidade, parte da planta a ser utilizada, bemocefeitos de tratamento pos-colheita,
processamento e estocagem. Além destes fatoréss adutores discutem a importancia
da biodiversidade, manifestada pela variedade ntesale carotendides e os diferentes
niveis de carotendides em frutos e vegetais natimasvados e semicultivados, em
relacdo as culturas produzidas comercialmente. @@HA, 1990).

Estudos quantitativos recentes realizados em tiégares de maméao (Formosa,
Golden e Sunrise) e trés cultivares de péssegorif@hiCoral e Diamante) por
cromatografia de alta eficiéncia (HPLC) (SENTANIRQ07), mostraram alguns
resultados interessantes. Os trés cultivares de &maapresentaram composSicao
parecida, com teor médio de licopefegriptoxantina €3-caroteno variando entre 18,5-
23,9, 8,2-11,7 e 0,5-1,Ag/g, respectivamente. Em relacdo ao péssego, tsaces
coral e Chiripa apresentaram niveis baixos de eadides. O cultivar Diamante
(espécie de péssego estudada neste trabalho)nteteputotal médio de 64g/g deB-
criptoxantina, o carotenoide principal. E interegssanotar que nossos dados para as
bandas Raman do mamao fornecem valores de 152%, 1908 cni para as trés
bandas estudadas. Se compararmos com os padrogadosgTabela 7), podemos
verificar que estes sdo aparentemente os numemsdadedg3-criptoxantina, que nao é
o principal carotenoide presente no mamao. Pelagnstancias, a Unica conclusdo que
podemos chegar a partir dos espectros Raman, éesenga de pelo menos um
carotendide. A partir disto ndo esta claro qual posto esta realmente presente na
amostra.

As Figuras 4.1 a 4.8 mostram os espectros Raméagoseljgara as amostras que
foram investigadas neste trabalho. Como ja mendmnanteriormente, algumas
amostras ndo apresentam nenhum estudo na literadugge se refere a composicao
quimica de carotenos ou carotendides, mas mesmassanauséncia de informacéo a
presenca de algum carotendide € notada. Como eaetapios a bananM(sa SSE, o
alho @Allium sativum e a semente de linhaga, que apresentam tréseaideteristicas
de carotendides (Figura 4.1).
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Figura 4.1. EspectrdsT-Raman (a) polpa de banana, (b) semente de &nbac

(c) alho

Ao comparar os dados da Figura 4.1 com os numezosnda dos padrbes
(Tabela 7) é possivel sugerir, com observacdesteratura (RODRIGUES-AMAYA,

1997) que a capsantina, a xantofila e a astaxasgnam os provaveis carotenodides

presentes na polpa de banana, na semente de liahagaalho, respectivamente. Os

nameros de onda das bandas das amostras apressniaaléncia e sdo compativeis

com as dos padrdes citados. No entanto, isto @meate o contrario do que queremos

demonstrar em nossa investigacao.

Em uma visdo geral dos espectros (Figuras 4.1)a go8e-se notar que uma

grande maioria das bandas presentes sdo muite lgugando comparadas aos padrbes

52



Dissertagdo de Mestrado — Harlem Vieira Castro

(Figura 4.2). Um dos fatores que esta diretamestmciado a este evento, seria a
caracteristica quimica da matriz, ou seja, a gratataplexidade da amostra e as

diferentes interacfes nela existente.
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@
£ 1156
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& 1006
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@ (© j\ A 1008
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(b) _jk 1008
1512 1186
A bl
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Numero de onda /em™
Figure 4.2. Espectros FT-Raman dos padrdes: (apfdan (b) p-criptoxantina,

(c) p-caroteno, (d) licopeno, (e) astaxantina e (f) aeéira.

A principal comparacdo deve ser feita entre oa@sps dos carotendides
provenientes dos tecidos vegetais e 0s caroten@ige®stdo realmente presentes nas
amostras oriundas dos padrdes. Esta comparac&@asnéspectros tem a ligacdo C=C
como uma banda marcadora, uma vez que esta seamostruma maior sensibilidade
para o deslocamento do que as demais bandas cestizde dos carotendides. Como
exemplo, podemos citar e comparar o licopeno, witadicarotenéide C11 (onze
ligacbes C=C conjugadas) que apresenta este modddncm', com a crocetina, um
carotendide C7 (sete ligacbes C=C conjugadas) eqaasdo a ligacdo C=C em 1536
cm’ ou seja, existe uma variacdo de 26'cap passo que as demais ligagées C-C e C-
CHs, variam em 10 cih
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Observando-se a Tabela 6, nota-se varios casos estdevariacdo entre 0s
nuameros de onda do modo vibracional de estiramdatigacdo C=C ocorre. Neste
sentido, a abdbora&(icurbita pepo L), mais precisamente a casca e a polpa, € um bom
exemplo desta divergéncia em destaque e que adractemotivacdo de realizar este
estudo. Neste caso particular, a literatura desceeypresenca dg-caroteno (10- 40
ug/g) ea-caroteno (0.3ug/g) na polpa (NASCIMENTO, 2006 e SILVét al 2002), e
-caroteno (17g/g), luteina (1Qug/g) e zeaxantina (2¢4g/g) na casca (SCHULEt al
2005 e CHENet al 2004) todos estes carotenos contém nove ligali@as carbono-
carbono conjugadas na cadeia poliénica. Comparads esses carotendides C9 com
seus respectivos padrdoes (Tabela 7), notamos uaradervariacdo do seu modo
principal de vibracdo, uma vez que no espectro Rataaabdbora (Figura 4.3 espectros
(e) e (f)) pode-se observar a bang@=C) em 1527 cih, enquanto que tal banda para
os padrées varia de 1515 ¢rif3-caroteno) a 1522 ch(luteina).

1527 1157 1006
() - o _,,__/L_J___

1527 1157 1008
(e)
= 1525
@ 1156 1004
£ &«MW%
(1A
o
(1] 1525
g |(c) 1158 1012
W
C 1516 1007
[ 1155
= W

1800 1600 1400 1200 1000

Namero de onda /em”

Figura 4.3. Espectros FT-Raman de: (a) cebola r@sp,batata doce, (c)
espinafre, (d) alface manteiga, (e) polpa de at@bdf) casca de abdbora
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Outro exemplo é fornecido pelos dados obtidos dagadViangifera indicg,
que contém soment@-caroteno (4.6ug/g) (CHEN, 2004; RODRIGUES-AMAYA,
2008; e BHASKRACH-Aet al, 1995). O espectro Raman (Figura 4.4 (a) mosbanda

referente ao modo(C=C) em 1529 cify porém, o espectro dd-caroteno mostra tal

banda em 1515 chm Neste contexto um deslocamento de 14" @nsuficiente para

sugerir, se ja ndo fosse conhecido na literatunaoccarotenoide principa3{caroteno)

realmente presente no tecido da manga, que os dadespectro Raman identificam

um carotendide que nao aparece em nossa listadd@egauma possibilidade para este

“outro” carotenoide seria de apresentar talvez smie oito ligagbes poliénicas

conjugadas C=C. Portanto, uma vez que ndo se o®nireviamente o carotendide

presente em alguma natural, pode se tornar errgu@quer tipo de afirmacéo no que

diz respeito ao carotenodide predominante.

Intensidade Raman

1529 n—
1004
(f)
1156
M
(e)
1535/1523 1158 1012
C
W
1156 i
(b)
T [ T [ T [ T [ T [
2000 1800 1600 1400 1200 1000

Numero de Onda / cm™

Figura 4.4. Espectros FT-Raman (a) manga, (b)acdadaranja, (c) polpa de

maracuja amarelo, (d) milho (e) milho processa{ mectarina.
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Em um estudo recente, Blanch (BLANCEL al, 2007) investigaram a
estabilizacdo do licopeno obtido do tomate por pswamento utilizanda, 3 ey
ciclodextrina (CD). Além de demonstrar a estabfiado licopeno encapsulado, foi
observado um significativo deslocamento do nimer@mtla de algumas bandas para
regido de alto niumero de onda, principalmente g@oeda ligagcdo C=C, indicando que
o carotenoide sofreu algum tipo de mudanca estiuamos a complexacdo com a CD.
Ainda segundo os autores, a interacao entre odicop a CD promove uma diminuicéo
do grau de deslocalizacdo eletronica na cadei@&rpo#i, em razdo de uma mudanca
conformacional sofrida na molécula, que por sug @ezforcada pela forte interacao
intermolecular, que ocorre entre o licopeno e adeale interna da matriz CD.

Acreditamos que a conclusdo alcancada por Blarodiadoradores , parece ser
aplichvel em nossa investigacdo, onde as amostrasciios de plantas contendo os
carotendides sdo complexas matrizes organicasayebuente contendo espécies de
carotendides unidas por intera¢des intermoleculkamesnoléculas de celulose e outras
componentes da estrutura biolégi€asta conclusdo pode justificar a ndo consonancia
entre os espectros padrées e as espécies naturais.

Baranski (BARANSKIet al., 2005 e SCHULZet al., 2005) relataram em um
elegante estudo a deteccaopdearoteno e outros carotendides (licopanoaroteno e
luteina) nos tecidos de plantas, mais especificeanancenoura. A presenca dos
carotendides pode ser vista em quase todas as partaiz, mais especificamente, entre
as secOes da raiz, caracterizada pelas coresdamamiarelo, vermelho e roxo, que
aumentam gradativamente a partir da periderme mpéati ao nucleo, havendo declinio
no teor de carotendides nas células préximo ao icAwdiscular. Estes resultados
indicam uma regulagédo do desenvolvimento dos gdosscarotendides em raizes de
cenoura e os autores afirmam que se pode usareatiesEzopia Raman para fornecer
informacfdes sobre a origem dos carotendides naegs@o génica e também na
regulacdo. Nesse estudo, os autores atribuiranaradab Raman observadas em 1520
cm’ para op-caroteno, 1510 cihpara o licopeno e 1527 &nparaa-caroteno/luteina;
todas estas espécies sao carotendides C9 conjugados

De acordo com nossos dados para os padrdes (Tébhala numeros de onda
para op-caroteno er-caroteno/luteina também apresentam diferencagfisajivas em
comparacdo com os padrdes adequados, que sdo 152%/8522 cri. O resultado do
licopeno neste contexto é an6malo, uma vez queesmectivo nimero de onda que
aparece no tecido vegetal é idéntico ao do paddatado, que esta situado em 1510
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cm®. Mais uma evidéncia indiscutivel de que ndo e$s#ioco real caroteno ou
carotendide presente em amostras naturais.

Para fins de comparacdo, (BARANSK& al 2005) relatou em um artigo
recente a determinacdo analitica de licopenp-caroteno em tomates e produtos
relacionados usando excitacdo em 1064 nm. No espebtido pelos autores uma
banda em 1510 cfné observada no puré de tomate, que apresenta bno dtmsalizado
em numeros de onda mais elevados. Em um processieabmvolucdo (tratamento
matematico baseado num algoritmo) este ombro seedebmo uma banda em 1520

cm’(considerar apenas insercdo na Figura 4.5, retitadatigo).
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Figura 4.5. Espectro do puré de tomate (A), modtran tratamento de
deconvolucdo do ombro entre 1500 e 1520 (BARANSKA et al 2005)

Raman Intensity

Os autores apresentam uma interessante discuském aaliferenca entre os
nameros de onda obtidos para as amostras de feutas carotendides padrdo. O
deslocamento € atribuido a uma forte interacéoe emdr carotendides que ocorrem
naturalmente nas matrizes das plantas, que mudanesttutura quimica ou fisica,
portanto influenciando o nimero de onda da banbi@eional observada. O problema
com esta interpretacéo € que essa interacao devebae todos os modos de vibragéo,
talvez em graus diferentes, mas as outras impegabiandas de carotendides,
estiramentos C-C e C-GH(v2 e v3), permanecem inalterados. No entanto, o
aparecimento de duas bandas no espectro tratama iagpresenca de dois diferentes
carotendides, apesar dos valores dos numeros de i se mostrarem claros se

realmente trata-se de uma fonte de carotendidécapeino, como pode ser visto na
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Tabela 6, tem onze ligacées C = C conjugadas nat@st, a0 passo qyecaroteno tem
apenas nove ligagdes C=C na cadeia poliénica. Ambosmpostos, quando analisados
separadamente, apresentam bandas Raman de estir@rerC em 1510 e 1515 &m
respectivamente, e pode-se notar que o numero de da banda; mostra-se em
menor valor de nimero de onda a partir do aumentacamprimento da cadeia
poliénica conjugadéEsta caracteristica esta diretamente relacionasacctorte efeito
de deslocalizagéo eletronica, também conhecido cacwplamento elétron-fonon
(WITHNALL et al, 2002 e MILANI et al.,, 2009), presente nos carotenos e
carotendides. Isto significa que quando se aumenmtdmero de conjugacdes, ocorre
uma diminuicdo da diferenca de energidrdasicdo eletronica.

Alguns pontos menores também podem ser discutittasés da analise dos
espectros Raman das amostras investigadas; popkxearcanela (ambas as espécies),
0 guarana (Figura 4.6) ou mesmo a beterraba epa gl morango (Figura 4.7), que
contém claramente carotendides, ndo podem ser itdes@xatamente pelo teor
(quantidade) de carotendides uma vez que o0s nungerasnda das bandas Raman
principal ndo sdo capazes de identificar com certgzais os carotenoides estdo
realmente presentes na amostra, a principio o qde per feito € simplesmente uma

aproximag&o com os valores de niumero de onda divSgsa

1517
(d) 1160 1000
—
1526

Irtensidade Raman

1008

1155

(a)

1003

| | T
1800 1600 1400

Numero de Onda / cm_‘I

Figura 4.6. Espectros FT-Raman (a) nos moscada)fiil) guarana(po),
(c) canela da china e (d) canela
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Figura 4.7. Espectros FT-Raman (a) polpa de manip,beterraba, (c)

damasco, (d) polpa de morango e (e) tomate.

Uma caracteristica interessante também ocorremastes de pimenta (verde
e vermelha). De acordo com a literatura (RODRIGURBAYA, et al, 2008; CHEN,
et al, 2004 e BHASKARACHA,et al, 1995) a luteina é o principal carotendide
presente na pimenta verde, com [{g/g. Para a pimenta vermelha, temos a presenca
do 3-caroteno com uma quantidade de [3g8y. Ao analisar o espectro Raman (Figura
4.8) nota-se que o principal modo vibraciongC=C) aparece em 1515 e 1527 tm
para a pimenta verde e vermelha, respectivamemteofMmparar com os padrdes de
luteina eP-caroteno (Tabela 7), que apresentam tais banda&5¢t e 1515 cih

torna-se claro a divergéncia entre os valores, vemiac&o de 7 cthpara a pimenta
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verde e de 12 cthpara pimenta vermelha. Este dado enfatiza maisvema quanto a
matriz onde os carotendides estdo inseridos pdileemtiar em sua caracterizacao
espectroscopica, e desta forma torna-se dificil wlescriminacdo clara de qual

carotendide realmente esta presente numa deterramaoistra.

1527 1156

1006

(b)
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| | | | T
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Figura 4.8. Espectros FT-Raman (a) pimenta ve(t¢ gmenta vermelha.

Praticamente todas as espécies investigadas retatip eapresentaram algum
tipo de interferéncia com o ambiente quimico imk®rineste sentido podemos
exemplificar mais dois exemplos: o0 acafréio e o wmuc O primeiro é
predominantemente extraido dos estigmas de floeesuda variedade d€rocus
sativus uma planta da familia das Iridaceas, sendo atibzdesde a antiguidade como
especiaria, principalmente na culinaria mediteg@niForam obtidos os espectros desta
planta a partir de dois tipos diferentes de espgmeacafrdo-da-terra e o acafréo
amarelo, que apresentam bandas em 1517, 1166 e 4QEL7, 1155 e 1008 €m

60



Dissertacdo de Mestrado — Harlem Vieira Castro

respectivamente, pakg(C=C), v,(C-C) ev3(C-CHs). Além da diferenca entre as duas
amostras, o que provavelmente advém da diferen¢eatdgnento da matéria-prima, a
comparacado com 0s espectros Ramaif-daroteno € muito realista, uma vez que as
bandas Raman pafacaroteno estdo presentes em 1515, 1156 e 1008 antretanto,

ao contrario do que se poderia esperar, a crocétisgu principal carotendide e
apresenta bandas em 1536 , 1165 e 102beaspectivamente pava,v,evs (Tabela 7).

O urucum € um corante de cor laranja amareladadobdio pericarpo de
sementes dBixa orellana L, uma arvore tipica de florestas tropicais e coilaecomo
"urucum” na América Central e América do Sul. Aiéou cis-bixina € o principal
corante obtido das sementes Bea orellana (CAMARGO, 1985). Esta ocorre
naturalmente na formais; no entanto, durante o processo de extracdo, sofre
isomerizacdo para a formteans sendo nomeada isobixina (SA, 2003). O principal
componente das sementes de urucum é o geranilgeraepresentando 1% das
sementes secas, 0 percentual relativo de bixineelgéo ao geranilgeraniol é em torno
de 1:345. A norbixina (&H2s04) € um derivado da bixina, e apesar de ocorrer
naturalmente, quase sempre é referido como o prodatsaponificagdo da bixina
(MERCADANTE et.al, 1997 e MERCADANTEet.al, 1999), sendo esta a forma
comercial.

Em uma investigacdo do nosso grupo (OLIVEIRAAL1997), o carotendide foi
isolado a partir das sementes e foi realizado umdesvia espectroscopia Raman
ressonante, onde as bandas foram observadas ene 1855 crit parav; (C=C) ev.
(C-C), respectivamente. Comparando com os resdtadmi apresentados, ha um
deslocamento de 7 ¢hpara o modo (C = C), e 1 cif para o0 modo (C-C), o que
novamente refor¢a a idéia que esse modo partidelatibracdoy;) € o mais afetado
pelo ambiente quimico onde esta inserido o caralené

Como discutido ao longo de todo texto, a Tabelaostra os nUmeros de onda
Raman de diversos carotendides diferentes. Todes a@bresentam nove ligacbes
conjugadas (C9), exceto a crocetina e o licopene, apresentam sete (C7) e onze
(C11) ligagbes duplas conjugadas respectivamemstbaAdas Raman, obtidas com uma
resolucdo espectral de até 3"gmmostram claramente uma variacdovgdede 1512 para
1522 cn, referente ao carotendide C9, ao passo que essaartmnda pode ser vista
em 1510 cnt no espectro do licopeno , um carotenéide C110BoD lado, a bande

pode ser vista em 1536 ¢mo espectro da crocetina, um carotendide C7.
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4.3 Sistemas sintéticos contendo oligossacarideos

4.3.1 Complexos de inclusao

Foram preparados e estudados quatro complexosctiesdo utilizando &3-
ciclodextrina. Reportamos em detalhes os residtatitidos com quatro moléculas de
carotendides [-caroteno, zeaxantina, norbixina e licopeno) queranfo
microencapsuladas. Neste trabalho concentramos eacé em observacbes e
conclusdes sobre a posicdo das bandas referesteambendides, mas principalmente
ao estiramento(C=C).

Devido a sua estrutura, as ciclodextrinas (CD’s3spem a propriedade de
encapsular completamente, ou ao menos, parcialndentieo de sua cavidade interna
hidrofobica uma grande variedade de moléculas li@spesolidas, liquidas ou gasosas)
dentro de sua cavidade interna, formando os chanadmplexos de inclusdo. A
formacdo do complexo é proveniente de um ajusteembional entre a cavidade
hospedeira e a molécula héspede. A efetividadedglexacdo depende deste ajuste e
de interacdes locais especificas entre os atomosuplrficie de ambos, hospede e
hospedeiro. A cavidade lipofilica da CD proporciama microambiente de tamanho
apropriado para a localizacdo de moléculas ndagmla inclusdo de uma molécula na
cavidade da CD nao provoca a quebra nem a formdedmacdes covalentes e é,
essencialmente, uma substituicdo de uma moléculagda inclusa por uma outra
menos polar. Este processo € uma interacdo energita favoravel da molécula
héspede ndo-polar com a cavidade hidrofobica smbeat(ATWOODet al, 1996; e
DEL VALLE, 2004).

A formacao do complexo compreende 0s seguinte®gass

() as moléculas de agua escapam da cavidade da GDa energia sera
correspondente aquela no estado gasoso. Como ¢énmsés interacdes de van der
Waals e o numero de ligacbes de hidrogénio dimienguanto os graus de liberdade
translacional e rotacional tridimensional das mals de aguas libertas aumentam;

(i) a energia conformacional do anel da CD diminairelaxacdo no caso da
ou3-CD;

(iif) a molécula hospede apolar desfaz sua hidéatac
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(iv) a molécula héspede entra na cavidade vaziatCBae o complexo é
estabilizado por interacées de van der Waals eynadg vezes, por ligagdo de
hidrogénio. A molécula hospede mantém apenas umdgrdiberdade rotacional.

(v) a estrutura da agua é restabelecida ao remlgrade exposta da molécula
héspede, e integra com a esfera de hidratacdoadaaCD (ATWOODet al, 1996).

A habilidade das CDs em formar complexos de indusam moléculas
hospedes é decorrente de dois fatores: o primessigsico e depende da relacdo entre
os tamanhos do hospede e do hospedeiro; o segatolo deve-se as interacbes
termodinamicas entre os diferentes componentesstiengm (CD, héspede, solvente)
(Del Valle, 2004). Porém, os complexos de inclupadem alterar as propriedades
fisico-quimicas das moléculas hospedes (TOMMASINL, 2004)

Os complexos de inclusdo formados podem ser issladono substancias
cristalinas estaveis. Apos a dissolugdo destes leswg um equilibrio é estabelecido
entre as espécies dissociadas e associadas, e igpresso pela constante de
estabilidade do complexo KA associacdo da CD e a molécula hospede (H), e a
dissociacdo do complexo formado CD/hospede é gadernpor um equilibrio
termodinamico: (Del Valle, 2003)

CD+H =CD-H (1)
11 :m (2)
[CDI[H]

Uma molécula que apresenta propriedades adequadlasteragir com a CD
dentro da cavidade sem formar ligacGes covalepts;interacdo é do tipo “hospede /
hospedeiro”.

Complexos de inclusdo CD séo formados principalenepor meio da
substituicdo da &gua inclusa pela molécula “hospdeim meio aquoso, a cavidade
interior das CDs é ocupada por moléculas de ag@aést de uma interacdo fraca,
energicamente desfavoraveédsta adversidade de energia corresponde a redlgao
superficie de contato entre o solvente e solutgue facilita a inclusdo de moléculas
menos polares que a agua (Figura 4.9) (SZEJTLI8)19Mguns outros fatores, tais

como ligacdes de hidrogénio, alteracbes na tensperficial, interacbes de van der
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Waals, e liberacdo da tensdo do anel, também paeemguma influéncia sobre a

formagao do complexo.
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Figura 4.9. Exemplo de inclusdo de uma moléculzilgmo) na CD em meio
agquoso (SZEJTLI, 1998

A complexacdo € geralmente um processo dependentortentracdo e da

razdo molar (1:1, 1:2, 2:1) “hospede/hospedeiro”pdssivel que, em solucdo a

molécula interaja com a superficie externa da eomplexos formados aglomeram-
se por auto-associagao (LOFTSSémL, 2004).

Neste trabalho, optou-se por uma concentracdo amssa deg3-CD(1:100),

uma vez que as amostras dos carotendides padgio €ailizados (licopeno, norbixina,

[-caroteno, zeaxantina) em quantidades muito peguereste fator dificultou a medida

dos mesmos. Portanto uma maior quantidade de Cidrfdamental para conseguirmos

um bom rendimento. O tempo (aproximadamente sei®) anostrou-se eficiente pra

obter quatro complexdsCD/carotendides.

Moléculas “hdspedes” hidrofébicas coifscaroteno podem ser incorporadas na

cavidade da ciclodextrina pelo deslocamento de.&Quzsomplexo resultante € sollvel

em &agua, embora a molécula hdspede possa serdBbea@m relativa facilidade

(ARIKAN, 2000).

O procedimento experimental para a complexacasdguido de uma mesma

maneira para todos os carotenoides, e os resultadoa semelhantes no que se refere

a estabilidade e facilidade de formacao do profinéd. Houve todo um monitoramento

(formacgéao de precipitado, mudanca de cor) no nmesoional onde foi verificado que o

tempo médio para formacdo do complexo foi de sete @& este foi confirmado com
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analise dos espectros. A estabilidade foi avalaggafss um periodo de quarenta dias de
monitoramento, em temperatura ambiente, deixanmorplexo formado e o respectivo
carotendide, neste caso (norbixing-earoteno) em exposi¢do a luz. Foi notado que
todos os complexos mantiveram-se estaveis a lua,wen que ndo apresentaram nem
um tipo de degradacdo. Ao contrario, a norbixirafecaroteno (em sua forma livre)
apresentaram uma efetiva mudanca visual sugerindixidacdo dos mesmos. E
interessante salientar que a forma livre para axastina e o licopeno nao foram
utilizadas, uma vez que a quantidade era muito gpejuportanto para estes néao foi
possivel compara-las com o respectivo complexo. dndise mais detalhada sobre a
incluséo esta discutida através dos resultadosepedpicos.

A vibracao da ligacdo C = C pode ser vista emniervalo de niumeros de onda
variando entre 1510 cfrpara o licopeno (com onze ligagdes C = C conjusjaald 536
cm’ para crocetina (contendo sete ligacées C = C)g[@aPB). Em nosso estudo esses
sdo os dois padrdes que apresentam valores ext@enasmeros de onda, portanto
através das bandas localizadas nesta regido dotesgemos uma faixa de confianca
para sugerir com maior precisao como o deslocantEntmda serd influenciado.

Os espectros Raman obtidos cgiCD/carotendide (Figura 4.10) mostram
bandas que correspondem ao caroteno equivalentecona um nitido deslocamento,
sugerindo assim a formacdo do complexo de incluB@a evidente que para cada
caroteno houve diferentes mudancas no numero de @edacordo com a Figura 4.10,
podemos dizer que o complegeCD/licopeno apresenta um acentuado deslocamento
de 14 crit referente & banda(C = C), isto é, o licopeno em sua forma livreeaenta
esta banda em 1509 ¢mao passo que seu respectivo complexo em 1523@om um
deslocamento um pouco menor temos 0 comppeb/norbixina que apresenta um
deslocamento de 10 chmeferente a sua principal bandéC = C), que esta presente em
1517 cm® na sua forma livie e em 1527 ¢ma forma complexada. Para o terceiro
complexo,3-CD / B-caroteno, temos um deslocamento de 8 am seu principal modo
v (C = C), o qual apresenta-se em 1515'qrara a forma ndo complexada e em 1523
cm’ apés o processo de inclusdo. Por fim o comp@@D/astaxantina sofre um
pequeno deslocamento na bandéC = C) de 4 cm, isto é, a banda da astaxantina
livre esta em 1511cthe sua forma complexada em 1515'%cm

Através da Figura 3.3, nota-se que todos os caiokesn estudados, com

excecao do licopeno, apresentam grupos termin&isnesos (a norbixina com grupos
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carboxilicos, 3-carotenocom gupos aliciclicos e a astaxantina com grufiogl&cos
e carbonilicos)caracteristica que propic um impedimento estérico relativame
grande, ecomo consequéncia, uma maior dificuldade na obt dos respectivos

compostos de incluséo, justificando assim os ditesedeslocamentt
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Figura 4.10Espectrofaman dos complex3-CD/carotendides.

Uma interpretagasugerida para [3-caroteno e a astaxantjmgue apresentara
0s menoregieslocament(, seria a sua isomerizacdo (LAMCHREt al,, 1995) para
forma cis formada duranto processo de complexacao corfi-@D. Além do possivel
fato de mudanca conformacio para ambags a diferenga entre os valores
deslocamento (8 cmp-caroteni e 4 cm® astaxantina) reside no fatos grupos
terminaisserem de tamanhos diferentes, o que im diretamente que moléculas ct
maior impedimento estérico, sofrem menos desloceonan numero de onda €
questao, sugerindo uma relativa dificuldadenclusédo.Para a molécula cnorbixina,

que apresentou um deslocameum pouco maior (10 cif), esta apresenta um gru
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terminal menor, e a carboxila presente nesta misléquomove interagbes
intermoleculares (FROMMINGegt al., 1994) com a cavidade interna d#-CD,
sugerindo uma maior efetividade na formacao do ¢exop A nossa quarta molécula e
que apresentou o maior deslocamento (14)a#p licopeno. Este é o Gnico carotendide
estudado neste contexto, que ndo apresenta grop0B0OS0S 0 que sugere uma efetiva
inclusdo, uma vez que ndo ha impedimento estéfigm disso, existe uma grande
possibilidade de um duplo encapsulamento (Figurd)4o que justificaria o acentuado

deslocamento de onda.

Figura 4.11. Duplo encapsulamento.

Uma das principais maneiras para verificar se realena reacéo foi eficaz e
entdo afirmar que o processo de inclusdo ocorreerificar o espectro da mistura fisica
entre os reagentes utilizados. As Figuras 4.1218 #ostram respectivamente 0s
espectros das misturas fisicas, ou seja, a mishira g3-CD com cada carotendide e o
espectro Raman d&CD na sua forma pura. Através deste podemos dongla af3-
ciclodextrina interagiu somente fisicamente, uma wgie o principal modo de
estiramentov(C=C) dos carotendides ndo foi afetado. Se recoogra Figura 4.10 e
compararmos com a Figura 4.12 torna-se conclusiMo ag bandas apresentadas sao
claramente dos carotenéides na sua forma livreseja, 1509 cih para o licopeno,

1517 cn* para norbixina, 1511 chpara astaxantina e 1515 ¢ipara oB-caroteno.

67



Dissertagdo de Mestrado — Harlem Vieira Castro

Intensidade Raman
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Figura 4.12. Espectros das misturas fisicas BafD+3-caroteno, b)[3-
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Figura 4.13. Espectro ¢aCiclodextrina pura.
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Na regido de baixa frequéncia @&Ciclodextrina (Figura 4.13) existem alguns
modos vibracionais caracteristicos (demarcado eeniss). Podemos atribuir a regido
de 1454 cnt como uma deformaca(CH.); um sinal amplo entre 1400 e 1300tm
atribui-se a deformaca®(OH); as bandas presentes na regido de 1150 —ctb@ao0
atribuidas ao estiramentCO); na regido de 950 c¢haparece o modo de estiramento
V(CC) e as bandas que se apresentam na regido de BHD cnit é devido ao modo
vibracional p(CH,) e &(OH) respectivamente. Bandas abaixo dessas regéaes
atribuidas a vibracées do esqueleto da molécula {982). E importante salientar que
uma dessas bandas, presente em 47§asterisco vermelho), é relativamente mais
intensa quando comparado com as outras, e um Higdoessante consiste no seu
aparecimento na Figura 4.12, o que confirma qustensa foi modificado pela mistura
fisica.

Através dos dados mostrados e analisados, foiyebsgrificar como que o0s
carotendides sdo diretamente influenciados por um@driz onde esta inserido.
Caracteristica que pode ser justificada pelosetitess deslocamentos de onda ocorridos

no sistema em estudo.
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5 Conclusobes

Os resultados do corrente estudo indicam que acep Raman do grupo de
carotendide C7-C9-C11 nao podem ser utilizados paia discriminacdo clara entre os
membros individuais do grupo, baseado na observdgddrés bandas caracteristicas
atribuiveis aos carotendides sozinhos. Acontece aqueteracdo molecular entre os
carotendides e, provavelmente uma molécula de osglulno tecido vegetal, é
responsavel por isso o que significa que os ese®aman dos carotenoides que
conduzem a uma atribuicdo aparentemente definithea origem, devem ser
interpretados com alguma limitacdo. O numero deaquata estiramente(C=C) é o
mai sensivel a complexidade da matriz onde o cadate é biologicamente envolvido,
uma vez que existe uma dependéncia com extensateslacalizacéog isto €, o
“comprimento efetivo da conjugacao”(nimero maxiredigacdes duplas conjugadas).

As implicacdes para a atribuicdo definitiva doootamoides em tecidos vegetais
ou microbioldgicos sdo notaveis, especialmente omadium conhecimento prévio do
carotenodide é fornecido. Portanto se torna ineeité@o generalizar atribuicbes a um
determinado carotendide especifico, uma vez quaesyima dependéncia direta com o
meio onde ele esta presente. Logo cada ambientiaguionde se encontra um
carotendide é exclusivo.

A utilizacdo de um sistema sintético conf3-&iclodextrina/carotenoides teve
como seu foco principal esclarecer de uma forma rlara, como o0 ambiente quimico
ou a matriz pode influenciar diretamente nos dasgpgctroscopicos.

De acordo com 0s principais requisitos de analgsa p microencapsulagéo, os
carotendides foram adequados para o procedimentordplexacdo.A compatibilidade
dos mesmos com a cavidade @iclodextrina, o preenchimento da mesma e as
caracteristicas hidrofébicas da molécula “hospddedm decisivos no deslocamento
dos nimeros de onda no espectro Raman.

Comparando com os demais carotendides estudadisypeno apresenta-se
como um carotendide de cadeia longa, com 11 iresgias conjugadas e auséncia de
grupos terminais volumosos. Estas caracteristieasifem uma interacdo mais efetiva
da CD com o respectivo caroteno, bem como, posaibd formacdo da dupla

encapsulacao (justificada pelo grande deslocantanbanda ).
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A partir dessas caracteristicas fica bem claroqpeocesso de complexagéo é
possivel, uma vez que as ciclodextrinas sédo ingk&sm este processo esclarece como

um carotendide sofre influéncia do meio, o qua esterido.
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6. Perspectivas

Atualmente desenvolver trabalhos que envolvam pozdunaturais, seja de
qualquer natureza, é algo de interesse a toda omanidade cientifica, uma vez que
estes podem estar relacionados com algum tiportkfibi® a nossa saude.

Ja estd mais que provado que os carotendides cemrmipata série de maleficios
a saude humana e neste sentido continuar a estsidddlscando outros pontos de vista,
é de fundamental interesse.

Um novo trabalho relacionado com pigmentos naturpiesentes em
determinadas espécies de corais (KARAMPELAS, 2@8pgcificamente os octocorais
Chromonephthea braziliensis Leptogorgia punicegFigura 4.14)caracteristicos da
costa sudeste brasileira, estd sendo desenvolvigstudos preliminares indicam a
presenca de carotendides nessas especies alemgeler su presenca de polienos
conjugados, uma nova classe de compostos denorsimeaoodienos(Stradi, 2001 e
Veronelli et al 1995). Parte deste trabalho estd sendo realiegad@arceria com o
Centro de Tecnologia Mineral (CETEM), localizado nampus da Universidade
Federal do Rio de Janeiro UFRJ.

Para este estudo e no intuito de complementar fsmacdes para esta
dissertacdo, técnicas de absorcdo como UV-Vis s@it@ada, uma vez que as
moléculas estudadas apresentam um sistema conjdgagétronst

Estudos tedricos envolvendo o processo de micrpsntagdo com $-CD

também se encontra em andamento, além da possiizgdgdo day-CD no processo

experimental.

(a)

Figura 6.1. Imagens dos corais (&ptogorgiapunicea b) Chromonephthea
braziliense( KARAMPELAS, 2008).
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