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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o licopeno vem ganhando des-
taque devido ao seu elevado potencial antioxidante e
associacdo ao menor risco de desenvolvimento de can-
cer de prostata (Van den Berg et al., 2000; Giovannucci,
2002; Venkateswaran et al., 2004). Estudos tém de-

Estudos tém demonstrado uma alta associagdo entre ingestdo ou
nivel plasmatico de carotendides e a diminui¢do do risco ou
protegdo contra algumas doengas. Estes fatos, bem como a elevada
suscetibilidade destes compostos a luz e calor, com formagdo de
isomeros cis, os quais apresentam menor atividade biologica, torna
importante o desenvolvimento de sistemas que permitam a
separagdo destes carotenoides em alimentos. Neste trabalho foi
avaliada a separagdo de isomeros geométricos de licopeno, e dos
isomeros de posi¢do luteina e zeaxantina, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), utilizando colunas C, (monomérica, 4
mm, 300 x 3,9 mm) e C,, (polimérica, 3 mm, 250 x 4,6 mm) e
diferentes fases moveis, tanto com elui¢do isocrdtica como com
gradiente. Os carotenoides foram identificados através das
caracteristicas espectrais e co-cromatografia com padrées. As
melhores condig¢oes cromatogrdficas foram obtidas em coluna C,,
com temperatura de 33 °C, elui¢do isocratica a 1 mL/min e fase
movel com metanol (0,1% trietilamina)/éter metil-terc-butilico
(50:50) para separar isomeros de licopeno e (95:5) para luteina e
zeaxantina. Entretanto, para andlise quantitativa, é necessdario
verificar a repetibilidade da drea dos picos na coluna C,, Além
disso, a coluna C,; monomérica pode ser empregada para separar
luteina e zeaxantina.
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monstrado que o elevado consumo de luteina e
zeaxantina esta relacionado a significativa reducdo da

catarata e da degeneragdo macular (Junghans et al.,
2001; Stringham, Hammond, 2005).

Colunas de fase reversa C , e C,  vém sendo am-
plamente utilizadas para separagdo de carotenoides. Em
geral, melhores separagdes de carotenos e isOmeros tém
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sido demonstradas com C,, poliméricas do que com
monomericas (Sander et al., 2000). Em coluna C ,
monomérica ndo houve boa separacao de isdmeros geo-
métricos (ou cis-trans) de carotendides apolares e entre
luteina e zeaxantina (Sander et al., 1994). Por outro lado,
a vantagem da coluna C, (polimérica) em relagdo a co-
luna C ; € a possibilidade de separar maior nimero de
isdmeros, além de ser a Ginica coluna capaz de separar
1someros de carotenoides nao-simétricos, como 13-cis-,
13°-cis-, 9-cis- ¢ 9’-cis-luteina (Emenbhiser et al., 1996).

Utilizando coluna C, e eluigdo isocratica de
metanol (MeOH)/éter metil-terc-butilico (TBME) (50:50)
como fase movel, foram separados frans- e 5-cis-licopeno
em tecidos humanos (Fang et al., 2002), enquanto que
foram separados o trans-licopeno e mais 4 isOmeros cis
em pasta de tomate (Bohm et al., 2002).

Gradiente linear e fases moveis contendo misturas de
MeOH/TBME/H, O para separar trans- € cis-licopeno em
coluna C, foram utilizados em diversos estudos. Com es-
tas condicoes, foram separados trans- ¢ 5-cis-licopeno ¢
outros 4 isdbmeros cis de licopeno em dieta, tecidos e soro
de ratos (Boileau et al., 2000, 2001), trans- e 4 isdmeros cis
de licopeno em padrao isomerizado (Bohm, 2001), enquan-
to Re et al. (2001) reportaram a separagdo de trans-, 5-cis-,
9-cis, 13-cis- e 15-cis-licopeno em padrio e puré de toma-
te incubado em suco gastrico humano. Em tomate variedade
tangerina, foram separados trans- ¢ 11 isdmeros cis de
licopeno (Ferruzzi et al., 2001) e Hackett et al. (2004) de-
monstraram a separacdo de trans-, 5-cis-licopeno e 7
isomeros cis de licopeno em padrao isomerizado e oleo-
resinas de tomate. Cabe destacar que a maioria dos
isdmeros cis ndo foi identificada nestes trabalhos.

Separagdo por cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE) de luteina e zeaxantina em alimentos, utilizan-
do condig¢des cromatograficas semelhantes as citadas para
licopeno, tem sido utilizada por diversos autores. Coluna
C,, e fases moveis contendo diferentes concentragdes de
MeOH/TBME/H,O em sistema de gradiente foram utili-
zadas 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 boa separagao
dos picos de luteina e zeaxantina na linha de base.

Apesar do maior uso da coluna C, para separar
carotenoides, a separagao de luteina, zeaxantina e seus
isomeros geométricos também foi realizada em colunas de
fase normal. Humphries, Khachik (2003) empregaram
coluna ciano para avaliar a distribuicao de isomeros de
luteina (all-trans-, 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) usa-
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ram coluna de silica para separagao de all-trans-luteina e
dos seus isdmeros 13,13’-dicis-, 9-cis- € 9’-cis- em cere-
ais. Mendes-Pinto et al. (2004) compararam coluna de
fase reversa polimérica C ; e de fase normal ciano para
separar carotendides em uvas, obtendo separagao dos pi-
cos de luteina e zeaxantina somente quando utilizada fase
normal.

Devido a presenga de um grande nimero de ligagoes
duplas conjugadas na estrutura, os carotendides sdo sus-
cetiveis a alteragdes quimicas quando expostos a luz e
calor, formando isomeros cis, que possuem menor ativida-
de biologica. Desta forma, ¢ importante desenvolver sis-
temas que permitam a separagao destes carotenoides em
alimentos. Assim, o objetivo do presente trabalho foi ava-
liar a separacdo de isomeros geométricos de licopeno e
dos isdmeros de posicao luteina e zeaxantina por CLAE,
utilizando colunas C ;e C, .

MATERIAL E METODOS
Reagentes

Foram utilizados padrdes de all-trans-licopeno, 5-
cis, 9-cis, 13-cis-licopeno, luteina e zeaxantina provenien-
tes da DSM Nutritional Products (Suiga) e cristal de all-
trans-licopeno obtido a partir de tomate fresco (Nunes,
Mercadante, 2004).

Os reagentes utilizados para obtencao de licopeno
foram de grau p.a., enquanto que para analise croma-
tografica todos os solventes foram de grau croma-
tografico e previamente filtrados em sistema Millipore
de filtracdo a vacuo, com membrana para solvente orga-
nico de 0,45 um. Imediatamente antes da andlise por
CLAE, os padroes foram solubilizados e filtrados em
membrana de polietileno com 0,22 um de poro.

Preparacao e isomerizacao do licopeno

Cristais de licopeno foram obtidos de tomate fres-
co de acordo com Nunes, Mercadante (2004). A
metodologia consistiu de (1) etapa preliminar para re-
mocao de agua com quatro extragdes de 30 minutos,
cada uma com 30 mL de etanol comercial e posterior
descarte do solvente, (2) quatro extragdes de 120 minu-
tos com acetato de etila, cada extragdo com razdo mas-
sa/solvente de 10:7, (3) eliminagdo do solvente em
evaporador rotatorio e (4) duas cristalizagdes com
diclorometano/etanol (1:4).

Para promover a isomerizagao, 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 cromatoégrafo liquido de alta eficién-
cia, com detector de arranjo de diodos (DAD) (Waters, mo-
delo 996), sistema quaternario de bombeamento de solventes
(Waters, modelo 600), injetor Rheodyne com valvula de in-
jecao de 20 uL, forno externo com controle de temperatura,
desgaseificador “on line” e sistema de aquisigdo e
processamento de dados Millenium (Waters). Os espectros
foram adquiridos entre 250 e 600 nm e os cromatogramas
processados no comprimento de onda méaximo.
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Para a separag@o de isomeros de licopeno, foram tes-
tadas as condigdes cromatograficas descritas na Tabela I em
coluna C, polimérica damarca YMC (3 um, 250 x 4,6 mm),
sempre com vazao de ImL/min. As condi¢des de fases mo-
veis avaliadas em coluna C,, monomérica Nova-Pak
(4 um, 300 x 3,9 mm), mantida a 29 °C e vazao de 1 mL/min,
sempre utilizando MeOH/EtOAc (50:50) como solvente de
injecao, estdo apresentadas na Tabela II.

Para separagdo de luteina ¢ zeaxantina em coluna C, |
foram testadas fases moveis com eluicao isocratica conten-
do MEOH/TBME (50:50 ou 95:5) e temperatura da coluna

TABELA 1 - Condigdes testadas com coluna C,  em CLAE para separagdo de isomeros de licopeno

Fase Mével® Temperatura (°C) Solvente de inje¢do ~ Tempo de corrida (min)®
MeOH/TBME (62:38) 29 EtOAc 70
MeOH/TBME/DCM (52:38:10) 29 EtOAc 40
MeOH/TBME (50:50) 29e33 EtOAc 35
MeOH/TBME (50:50) 33
MeOH/TBME/DCM (50:25:25) 29 EtOAc 30
MeOH/TBME (50:50) 29
gradiente linear de MeOH/TBME 90:10 29 MeOH/TBME (50:50) 56
para 55:45 em 35 min, para 40:60 em 10 min
gradiente linear de MeOH/TBME de 60:40 29 MeOH/TBME (50:50) 42
para 50:50 em 15 min
gradiente linear de MeOH/TBME de 80:20 29
para 50:50 em 20 min MeOH/TBME (50:50) 50
MeOH/TBME 50:50 isocratico de 0 a 20 min, 29
gradiente linear para 20:80 em 1 min MeOH/TBME (50:50) 30

gradiente linear de MeOH/TBME de 60:40
para 50:50 em 20 min

29e33

MeOH/TBME (50:50) 40 e 38

"Vazio de 1 mL/min; *Tempo de elui¢do do all-trans-licopeno com 5 minutos adicionais; MeOH: metanol contendo 0,1%
trietilamina (TEA), TBME: éter metil-terc-butilico, EtOAc: acetato de etila.

TABELA 11 - Condigdes testadas com coluna C,, em CLAE para separagdo de isomeros de licopeno

Fase Movel?

Tempo de corrida (min)®

ACN/MeOH/EtOAc (75:15:10) 21
MeOH/EtOAc (90:10) 24
MeOH/EtOAc/H,0O (70:25:5) 43
MeOH/THF/H,O (70:25:5) 25
MeOH/DCM/H, 0 (70:25:5) 28
MeOH/DCM/H,0 (55:35:10) 28
Gradiente linear de MeOH/EtOAc/H, O de 85:5:10 para 70:30:0 em 15 min 29
Gradiente linear de MeOH/DCM/H, O de 85:5:10 para 70:30:0 em 15 min 27
Gradiente linear de MeOH/EtOAc/H,O de 80:10:10 para 70:30:0 em 20 min 33

"Vazao de 1 mL/min, coluna mantida a 29 °C e MeOH/EtOAc (50:50) como solvente de injegdo; "Tempo de elui¢do do
all-trans-licopeno com 5 minutos adicionais; ACN: acetonitrila, MeOH: metanol com 0,1% de trietilamina, EtOAc:
acetato de etila, THF: tetraidrofurano, DCM: diclorometano, H,O: 4gua.
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de 33 °C. Em coluna C  foram avaliadas fases moveis com
eluigdo isocratica contendo misturas de ACN/EtOA¢/H,O
(88:6:6, 88:8:4, 88:10:2 ou 92:2:6) e gradiente linear de
ACN/EtOAC/H, O de 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 injecao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isomeros de licopeno

Os padroes de isdmeros 5-cis-, 9-cis-, 13-cis- ¢ all-
trans-licopeno utilizados neste trabalho apresentaram A__
e 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 posic¢ao 5 ndo
esta em conjugacdo com a cadeia poliénica, o espectro do
5-cis-licopeno ¢ idéntico ao do all-trans-, enquanto que os
espectros dos demais isdmeros cis apresentaram desloca-
mento hipsocrémico de 6 a 7 nm. Além disso, verifica-se
que a intensidade do pico cis (a 359 nm) vai aumentando
amedida que a isomeria est4 localizada mais ao centro da
cadeia, como nos espectros do 9-cis- e 13-cis-licopeno.

0,35

—— all-trans-licopeno
0,30 ssEme S-C|§-I|<?openo

9- cis-licopeno
~~~~~~ 13-cis-licopeno

Absorbancia

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 C, , as que
promoveram a melhor separa¢ao dos isdmeros de licopeno
do padrao termicamente isomerizado e dos padrdes da
DSM foram: MeOH (0,1% TEA)/TBME (50:50) em modo
isocratico e gradiente linear de MeOH (0,1% TEA)/TBME
de 60:40 para 50:50 em 20 minutos, ambas com vazao de 1
mL/min, temperatura da coluna de 33 °C e utilizando como
solvente de injecao MeOH/TBME (50:50).
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Optou-se por trabalhar com a fase mével no modo
isocratico devido as dificuldades encontradas no recondi-
cionamento da coluna com a utilizacao de gradiente. Mesmo
apos 30 minutos de recondicionamento, a repetibilidade da
area do pico do all-frans-licopeno foi baixa (desvio-padrao
relativo (%RSD) de 5,0 para 8 injecdes seguidas) € o nimero
de picos minoritarios separados foi diferente em cada corrida,
o0 que pode ser constatado na Figura 2.

all-trans-licopeno

a- isbmeros cis
0,02 ‘—

all-trans-licopeno

isbmeros cis
0,02

0,00 all-trans-licopeno

Resposta detector (UA)

c- isémeros cis

tempo (min)

FIGURA 2 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, de licopeno
isomerizado, a-1* inje¢ao, b-inje¢do apos 20 min de
recondicionamento, c-injecdo apo6s 30 min de recon-
dicionamento. Condigdes cromatograficas: coluna C, ,
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 injegdo MeOH/TBME (50:50).

A utilizag¢do de gradiente em coluna C, para separa-
cdo de isomeros de licopeno em diversas matrizes tem
sido utilizada por muitos autores (Boileau et al., 2000,
2001; Béhm, 2001; Re et al., 2001; Ferruzzi et al., 2001;
Hackett et al., 2004) sendo que em nenhum destes traba-
lhos foram mencionados problemas com o recon-
dicionamento da coluna ou co-eluig¢@o de picos.

Mouly et al. (1999), ao estudarem a determinagdo da
origem geografica de suco de laranja da variedade valencia
através do perfil cromatografico de carotenoides obtido por
CLAE em coluna C, , utilizando como fase movel gradien-
te linear de MeOH/TBME/H, O, observaram que apds apro-
ximadamente 100 inje¢des realizadas nesta coluna, os picos
de isoluteina e zeaxantina passaram a co-eluir. Nao foi cita-
do o tempo de recondicionamento da coluna entre as injegoes.

Quando utilizada fase mével no modo isocratico, o
valor do RSD de 3 inje¢des da area do pico do all-trans-
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licopeno foi de 0,7% e o nimero de picos minoritarios foi
sempre 0 mesmo. Neste caso somente apds, aproxi-
madamente, 250 inje¢cdes passou a ocorrer falta de
repetibilidade da area dos picos e dos tempos de retengao.

A Figura 3a apresenta a melhor condi¢do croma-
tografica para separagdo dos padrdes de 13-cis-, 9-cis-, 5-
cis- e all-trans-licopeno, utilizando a coluna C,  em modo
isocratico, sendo que a ordem de elui¢do dos picos foi a
mesma da encontrada no gradiente empregado neste estu-
do e da reportada por Re et al. (2001), embora neste traba-
lho tenha sido utilizada fase mével contendo H, O, além de
MeOH e TBME, e sistema de gradiente.

Embora nao tenha ocorrido separagdo entre all-
trans- e 5-cis-licopeno na linha de base em nenhuma das
fases moveis e colunas testadas no presente trabalho, es-
tes dois compostos foram melhor resolvidos quando uti-
lizada coluna C,, com o 5-cis- eluindo logo ap6s o all-
trans-licopeno. Este fato foi verificado também por
Boileau et al. (2000, 2001) e Re et al. (2001), ambos uti-
lizando coluna C, e fases moveis em sistema gradiente.

Utilizando a coluna C  (Figura 3b), 0 9-cis-licopeno
eluiu junto com o all-frans-licopeno, com separagao par-
cial do 13-cis-licopeno em todas as condi¢des avaliadas.

Luteina e zeaxantina

Os padroes de all-trans-luteina e all-trans-
zeaxantina apresentaram A, e forma do espectro simila-
res aos previamente relatados na literatura (Britton, 1995;
Zanatta, Mercadante, 2007) (Figura 4). A all-trans-
zeaxantina apresenta uma ligacao dupla conjugada (1.d.c)
amais na estrutura do que a all-frans-luteina e conseqiien-
tementeum A, com maior comprimento de onda (5 nm).
Entretanto, o fato de esta l.d.c estar localizada no anel 3
explica a estrutura fina (%III/IT) reduzida da mesma, quan-
do comparada com a all-trans-luteina (Britton, 1995).

Como pode ser observado nas Figuras 5a e 5b, a me-
lhor separagdo dos padrdes de luteina e zeaxantina foi tam-
bém obtida em coluna C, . Resultados semelhantes foram
apresentados por Sander et al. (1994) em estudo comparati-
vo de fases estacionarias C , (monomerica e polimérica) e C, |
na separacao de padrdes de diversos carotendides.

Zanatta, Mercadante (2007) obtiveram resolugdes si-
milares dos picos de luteina e zeaxantina em extrato de
camu-camu utilizando as mesmas colunas C , 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, manten-
do até o final) e C, polimérica (gradiente de H,O/MeOH/
TBME de 5:80:5 atingindo 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.
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FIGURA 3 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, da
mistura dos padroes de 5-cis-, 9-cis-, 13-cis- e all-trans-
licopeno. Condigdes a-coluna C,, YMC, fase mével MeOH
(0,1% TEA)/TBME (50:50), 1 mL/min e temperatura da
coluna de 33 °C, b-coluna C , 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 A__ .

all- trans-luteina
0.20 ---- all- trans -zeaxantina

0,15

0,10

Absorbancia

0,05

0,00

1 1
300 400 500 600
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4 - Espectros, obtidos por CLAE-DAD em
MeOH (0,1%TEA)/TBME (95:5), dos padrdes de all-
trans-luteina e all-frans-zeaxantina.

CONCLUSAO

No presente trabalho a coluna C,; polimérica mostrou
maior poder de resolugdo tanto na separagao dos isdbmeros 5-
cis, 9-cis- e 13-cis-licopeno quanto de luteina e zeaxantina.
Pelo fato destes isomeros serem os mais encontrados em ali-
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FIGURA 5 - Cromatogramas, obtidos por CLAE, da mistura
dos padrdes de luteina e zeaxantina. Condigdes a- coluna C, |
YMC, fase movel MeOH (0,1% TEA)/TBME (95:5), 1 mL/
min e temperatura da coluna de 33 °C, b- coluna C ; Nova-
Pak, fase movel ACN/EtOAc/H, O (92:2:6), 1 mL/min e
temperatura da coluna de 29 °C. Processamento em A,__ .

mentos processados, o uso da coluna C, € recomendado
apesar do éter metil-ferc-butilico, utilizado na fase movel e da
propria coluna apresentarem elevado custo no Brasil. Entre-
tanto, caso o objetivo seja acompanhar as mudancas quanti-
tativas € necessario verificar a ocorréncia de problemas com
arepetibilidade das areas dos picos separados em coluna C, .
Além disso, a coluna C , monomérica pode ser empregada
quando o objetivo foi separar os isomeros de posicdo luteina
e zeaxantina.

ABSTRACT

Advantages and disadvantages of C, . and C,;
columns for HPLC separation of carotenoids

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 this into consideration, as well as 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 C,, (monomeric, 4
mm, 300x 3.9 mm) and C,, (polymeric 3 mm, 250 x 4.6 mm)
columns and many different mobile phases, with either

I. L. Nunes, A. Z. Mercadante

isocratic or gradient elution. The carotenoids were identified
by their spectral characteristics and co-chromatography with
standards. The best chromatographic conditions were
achieved with the C i column, temperature set at 33 °C and
as mobile phase an isocratic elution of methanol (0.1%
triethylamine)/tert-butyl methyl ether (50:50) 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 C,,
column. In addition, the monomeric C, column can be
employed for separation of lutein and zeaxanthin.

UNITERMS: Lycopene. Isomers. Lutein. Zeaxanthin.
HPLC. C,, column. C, column.
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