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RESUMO

Neste trabalho foram estudados os pigmentos carotenoi
des presentes na pele do pargo brasileiro (Lutjanus purpu

neus Poey) .

05 pigmentos foram extraildos com acetona e o extrato
concentrado a vacuo, sendo Logo entdao redissolvidos em eten
de petroleo (pigmentos totais). Uma aliquota deste  extrato
foi saponificada com s0lucdo alebolica de hidroxido de potals
8§40 a 10%, durante 30 minutos a 609C. A adicao de etex de
petroleo e metanol ao extrato peimitiu a separagac de pigmen
tos venmelhos (pigmentos saponificavedis), e amarnelos (pigmen
tos Ansaponificavedis).

05 carotenoides totdis, saponificaveis e Linsaponifica
vels foram separados por cromatogragia de coluna, utilizan
do-se 0xido de magnesio como adsorvente e eten de petrnoleo ou
eten etilico como eluentes.

0 material pigmentado da pele do pargo Zambem foi se
parado por cromafoghrafia em camada fina registrando-se 04 va
Lores de Rf.

0 comportamento das curvas esvwectrofotometricas  dos
pigmentos Zotais, saponificaveis e inéaponiﬁic&ueiél foL ana
Lisado na faixa de comprimento de onda de 550nmm a 400nm.

A pele do pargo apresentou duas principails fracoes de
pigmentos carotenoddes. Um pigmento vermelho presente em al
ta concentragao (97% dos pigmentos totais), com absorgao ma
xima a 465nm em eter de petrnoleo e um pigmento amaxrefo, phre
sente em baixa concentragcao (3% dos pigmentos totaisy, com
absorncao a 465nm, 435nm e 412nm em eten de petroleo. Estes
pigmentos apresentaram caracternisiicas fisicas compativeds
com 04 carofenoides veamelhos e amarelos descnitos na  Lite
natuna respectivamente como astaxantina e ftunaxanitina.




ABSTRACT

Carotenodid pigments in Brasilian red snapper(Lutjanus
purpureus Poey) skin were studied as a part of the shin dis
coloration neseanrch. :

Fish skin was ground in a mortarn and the pigments ex
tracted severnal times with acetone. The combined extracts we
ne concentrated undern vaccum in a roftatory evaporaton at
609C. The pigments wene then furnthen extracted and dissolved
in petroleum etfhen (Zotal pigment fraction). An aliquot from
this solution was saponified with 10% alcoholic potassium
hydroxide so0lution for 30min. at 609C. Solvent parntition bet
ween methanolic and ethereal phases permitited separation o4
ned (sapondfiable pigmeni fraction) and yellow (unsapondifia
blLe pigment {raction) carotenoids.

The three pigment {fractions were Zhen subjected to
magnesium oxide column chromatography; using petrofeum ethen
as eluants. '

Thin Rayern chromatography was also used to separate
carotenoid pigmenits, and R§ values were recorded.

Pigment fractions were assessed forn  spectrophotome
trnic behavior in the range fgrom 550nm £o 400nm wavelenght.

Red snappe skin had two main carotenoid pigments. The
majorn one L5 a red pigment (about 97% of the fotal) with an
absorbance maximum at 465nm in petroleum ethern. The second
one 45 a yellow pigment (about 3% of the Zotal) com absorban
ce peaks at 465nm, 435nm and 412nm, in petroleum ethen.

The resulits indicated that red and Zhe yellow frac
tions obtained (in this study) were similarn to the §fish caro
tenodid descrnibed in the Literatures as astaxanthin e tuna

xanthin, respectively.

¥




] = INTRODUCAD

Tem s4ido notorio que o Estado do Ceara, nos ultimos
10 anos, tem-se desenvolvido consdideravelmenie no setor pes
queirno, principalmente no tocante a exploracaoc industrial do
pargo (Lutfjanus purpureus Poey). A malorn parnte da area de
distnibuigao deste produto marinho, encontra-se na platagor
ma em §rente aos Estados do Maranhao, Para e Territonrio do

Amapa.

Desde 1970, o volume de desembanrque deste produto nos
portos de Fortaleza, Zem aumentado. No Ceana, a totalidade
do pescado desembarcado em 1982 foi da ordem de 22,4 milhoes
de quilos. Na produgao pesqueira de 1982, o sefon que madis
contribuiu §odL o maritimo industrial com 37,3%, seguido do
setorn continental com 36,4% e, finalmente, o artesanal com
26,125,

0 pargo veamelho ou "Red snapper", tem sua aceditacao
comprovada no mercado norte amernicano, fato que Justifica a
Andustrializagao deste produto pesqueiro. Esta grande acedlta
cao do file de pargo e decornrente da atrativa coloracao Qeg
melha da sua pele e da brancura da sua carne. Nao obstante |,
do ponto de vista tecnologico, Zem-se observado que, desde a
captura do parngo, ate a obiencao do §ile congelado, ocornrem
thans formagoes que sao responsavedis pela diminuicao da inten
sidade da coloragao vermelha da sua pele. Este fato justifi
ca a preocupagaoc entre os industriais da pesca com resdpedto
a exportacao deste produto, haja vista que a perda de con
da pele do pargo gaz com que o preco internacional do produ
to seja mais baixo ocasionando consequencias adversas a eco
nomia do Estado do Ceanra.

Atualmente, sao empregados dois sistemas de pesca do
pargo. Um deles e o sistema de pesca feifo em calques, onde
05 pedixes, aposd a capitura, 4Lcam exposdtos, as condigoes am
bientes por algumas horas, ocasionando desta manelra uma di



minwicdo na intensidade da pigmentagao da sua pele. No outnro,
04 pargos, apos capiturados, sdao congelados imediatamente pohr
imensdo, a fim de manter boa qualidade. Entretanto, Zem sido
comprovada nas proprias industrias, uma perda de cor, quando
estes peixes sao submetidos ao descongelamento para §ins 4Ln
dustriais .

Este trabalho objetiva reunir informagao basica sobre
0s pigmentos carotenoides que ocorrem na pele do pargo com
a ginalidade de contribuir para a s0lugao desite problema tec

nologico.
05 objetivos especlficos sao:

a) Separagao e identdificagao dos pigmentos carotenoides res
ponsaveis pela coloragao vermelha da pele do panrgo.

b) Deteaminagao quantitativa dos principais pigmentos carote
noides existentes na pele do pairgo.




2 - REVISAQ DA LITERATURA

0 termo carotenoides fod definido por Kanren's e aced
to pela "Union InZernacionale de Chimie" como sendo um gru
po de pigmentos, variando do amarelo ao veamelho o4 quais
sa0 Largamente distribuidos nos neinos vegetal e animal. Es
tes pigmentos possuem estrutura alifatica ou a[ichEica,com
posta de unidades isoprénicas (usualmente oito) arran{fadas
de tal maneira que no centho da molfecula estao presentes
dois ghupos metilicos na posicao 1,6, enquanto cue no outiro
Lado da cadeia o0s grupos meiilicos se encontram na posicao
1,5. 05 sdistemas cromoforicos destas molLeculas contem nume
nosas Ligagoes duplas conjugadas carbano-carbono, e consti
Zuem o esqueleto estrutural basico dos pigmentos carotenoi
des designado neste trabalho pela Letra R.

-C=CH-CH=CH-C=CH-CH = CH—CH=?-CH=CH-CH=CF—
centro

CH, CH, G cH, CH,

: molecula !
Pt ? 1 > &

1 ¢ > 6

CH 3 CH;
L§§ A\ \\//Q\V/Q\W/&\N//\U = R
CH, CH,
Figuha 1 - Arnnanjamento dos ghrupos metilicos ao redon  do

centro da molecula basica (R) de um carotenoide,

GOODWIN (1954).




2.1 - Estrutura dos Carotenoides

Quimicamente 04 carotenoides podem sern divididos em
dois ghupos:

a) Carotenos - Este grupo esta constifuido por hidrocarbone
tos, que se caracterizam por serem soluveis em eter de pe
troleo.

b) Xantofilas - Nesite grupo encontram-se 04 dernivadods dos ca
notenos. Trata-se de aleoois, aldeldos, cetonas, epoxidos

e acidos, soluveils em etanol.

Alem de sua cor caracterilstica estes pigmentos pos
Auem outras funcoes tals como: atividades de provitamina A,
absorgao da enerngia da Luz, transponrte de oxigenio e outhas,
EMODI (7197%8).

Todos 08 carotenoides sao soluvedis em gorduras e L4
poides, por esta razdo sdo. tambem chamados pigmentos Lipochrd
micos. No onganismo animal 04 carotenoides se encontram Zam .
bem dissolvidos na gordura ou combinados com proteinas na {a
se aquosa, IKAN (1976).

Poucos carotenodides sao s0luveis em agua sendo que
agueles que apresentam esta caracterlsitica possuem ghupos
acidos (grupos carboxilicos, ou enol). 05 carotendides sao
habeis formadores de sais alecali soluveis em agia ou adqui
nem propriedades Liofilicas pela esternificacao com hrediduos
de acucares.

Alguns destes pigmentos sao precursohres da vitamina
A e tem s4ido denominados provitamina A, desempenhando papel
importante no organismo animal. 0 pigmento beta-caroteno apre
senta malor atividade provitamindica porque pode gehrak, por
hidrotise, duas moleculas de vitamina A (Figura 2). Observan
do-4e as estruturas do alfa, beta e gama-caroteno, pequenas
diferangas nas tres estruturas sao notadas, afetando sobre
tudo a8 duplas ALigagoes terminais. Enquanto o beta-carote
no possul dois aneds completos de beta Lonona, em cada extre
midade da molecula, o alfa e gama carofeno possuem apenas um




H3C \CaH
ALFA-CAROTENO
CH 5
HsC  CHs
//
L
AN
BETA-CAROTENO
HaC  Cls CHa,
// P l
s R
N #
CH CHs CHs

GAMA-CAROTENO

HsC CHsz CH 3 CHs
Y

7

CHzOH
N N NN

RETINOL (vitamina A)

Figura 2 - Estruturas quimicas dos carotenos e sua assdocid
caocom a estrutura  da Vitamina A.




anel. de beta-ionona. 05 alfa e gama carotenos sao tambem prg
vitaminas, mas sua atividade & cerca da metade daquela do be

ta-canoteno.

05 animais Zem a phopriedade de converter o4 compos
Zos da provifamina A em vitamina A por um sistema oxdLdativo
enzimatico presente na mucosa do intestino. Enthetanto, nao
se conhece a conversao do caroteno em vitamina A nos - vegé
tais, TKAN (1976).

A8 xantogilas consitituem um grupo mais numeroso (Figu
na 3), e podem sen classigicadas, segundo IKAN(1976), como

-

se segue:

1 - Canrotenoides Hidrnoxilados, tais como a criptoxantina, Lu
teina e a zeaxantina. Nestes compostos os grupos hidroxi
Lados podem existirn Livies ou esterlficados.

2 - Canrotenoides Metoxilados, tal como a rodovibaina.
3 - Oxocarotenodides, tais como a capsaxantina e a rodoxanti
na.

4 - Epoxicarotenoides, que existem na natureza como 5,6 ¢ 5,8
' epoxido, temos como exemplo a violLaxantina e a gtavoxan

tina.
5 - Carboxicarotenoides, tais como a bixina e a chocetina.

Quase todos 04 carotenoides que ocorrem na natureza
sa0 tetratenpenodides e tem sido demonstrado que com muizto
poucas excegoes 04 carotenoides naturais possuem eonfiguna
cao trans, IKAN, (17976).

05 pigmentos carotenoides estao Largamente distribui
dos na natureza. A maior parte defes porvem das algas na fonr
ma de fucoxantina e das folLhas verdes das plantas nas formas
de Luteina, violaxantina e neoxantina.

Nos vegetais superiores o4 carofenoides encontram-se




HO CH, HiC CHs

ZEAXANTINA| carotenodde hidrnoxilado)

HC /Cﬂ3 H3C
N\_R |
CH, HsC CHs

RODOVIBRINA (carotenoide metoxilado)

HaC  CHs H,C 0
R
0
A
0 CH, H,C CH,

VIOLAXANTINA (epoxido carotenvide)
H,C

RODOXANTINA (oxocarotenodide)
OH

J

OH

CROCETINA (carboxicarotenoide)

Figura 3 - Alguns pigmentos ca&oienEideA xantofilados.




nas folhas, funto com a clorofila,como crisdtais ou s084dos
amongos e em muditas outras partes da planta. Tem-se observa
do em diferentes tipos de aboboras, cenouras (de onde deriva
o nome caroteno) e em batatas etc. Nestas horntalicas estes
pigmentos ocorrem na foama de hidrocarbonetos (carotenos) e
nao na forma de xantofilfas. 04 carotenoides tambem se encon
tham em centos frutos como abricos, pessegos, ciiricos, cas
ca de banana madura, pimentas etc. Tambem saoc encontrados co
mo 08 princdipadis pigmentos em centas gfLores amarelas, Laran
fjas e roxas e em muitos m&cho&gan&émoé(aﬂgab noxas, fungos e

baaie&&aé fjotossinteticas).

04 carotenoides estao tambem -presentes em todos 0b
animadis. Enquanto o0s vegetads e michorganismos sintetdLzam o0b
seus carotenodides, aqueles existentes nos tecidos animais su
periornes, sao provenientes da dieta e se encontram na fase
gordurnosa destes Zecddos. Sendo assim, 0s produtos de oni
gem animal ftais comoz carne, Ledife, manteiga e gema de ovo ,
contem carotenoides nas suas fases Lipidicas, WILLSTAETTER
[1967)«

058 pigmentos carotenoides podem ocorren em combina

coes com acucares e protelnas.

A oconnencia de carotenodides como esitenes de  acidos
ghaxos e conhecida de muito tempo. A capsaxantina ocorre co
mo ester do acido Laurico em pimentoes vermelLhos, CLYDESDALE
¢ FRANCIS [1978).

A associagao de carotenoides com protelnas e de recen
te investigacac e o estudo destes pigmentos tem-se desenvol
vido primariamente em invertebrados. A associagao do carote
noide com a proteina,estabiliza o pigmento e tambem muda sua
con. Pon exemplo, a astaxantina que e um carotenoide que pos
sud coloracao veamelha, quando complexado com uma  photeina
toma coloragao azul o que e observado na carapaca das Lagos
tas. Um outrno exemplo tipico de um complexo carotenoide-pro
feina e a ovoverdina. Esta cromoproteina soluvel em  agua,
ocorre nas ovas das Lagostas. No entanto,o0s complexos caro
tenoides proteicos, saoc tambem conhecidos em algumas foLhas



verdes, bactirias grutos e vegetais, CLYDESDALE e  FRANCIS
(1976) .

04 carotenoides ocorrem tambem em combinagdes com
agucares heduzidos via Ligacao glicolitica. Poxr Mwitos anos
a chocina, que contem duas moleculas do agcicar gentibiose,
unida com a chocetina, foi o unico pigmento deste Zipo conhe
eido. A crnocina ¢ o pigmento principal do agaén&o.AEnthIaﬂ
to, ultimamente numerosos carotenoides glicosidicos tem &4
do is0fados das bacterias.

......

A princdpal causa da degradagcao dos carotfenoides nos
alimentos e a oxdidagao, sendo que esta reacao acontece com
malor ou menor Severidade, dependendo das condigoes ambien
tais. No tecido intacto, a estabilidade do pigmento depende
da permeabilidade da celula e da presenca de componentes que
protejam a mesma. Por exemplo, o Licopeno, quando _phesente
no tomate, ¢ muito estavel, mas se forn extraldo e purifica
do, torna-se instavel, CLYDESDALE e FRANCIS (71976).

0 descoramento do beta-caroteno segundo dados da £4
ternatura, ocorne somente em altas concenthracoes de oxigenio,
TEIXEIRA NETO et dalii (19871).

WILLSTAETTER (1967), considera que devido a natureza
insaturada dos catotenoides, eles se oxidam napidamenie. 50
bretudo nas duplas Ligagoes, ocorrendo desta maneira a for
macao de epoxidos. Existem CQ&iOé.LndZCLOA de que a oxida
¢ao e a degradagao subsequente dos carotenoides se Andciam
no ginal da cadeia hidrocarbonada e nao no extremo teaminal,
constituldo .pelo anel de Lonona. Desta maneirna a degradacao
4inal da molLecula do carotenoide deteamina a 4ormagac de

uma cetona, que cheira a violetas.

0 efeito do tratamento temmico s0bre centos carote
noides pode modificar sua estrutura molecular ao mudar as
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fonmas instdveis poli-cis em formas trans, originando as uf
timas, configuracoes mono e di-cis instavedls. Durante tais
tratamentos ha uma alterag¢ao na cor dos Ztecidos vegetais e
em sua potencia de provitamina A.

A diminuicao da cor dos carotenoides causada pela
oxidagao e um fator importante de deteriora¢do de determina
dos produtos alimentlcios, que conitem estes pigmentos. Tak
¢ 0o caso por exemplo dos oleos essenciais, que em seu esta
do natunral estao geralmente coloridos pelos carotenoides
porem perdem sua cor devido a oxidagao.

Gernalmente, 048 pigmentos caroienodides causam poucos
problemas durante o processo de enlatamento dos produtos
que 04 contem. Entretanto, visto que saoc Lipocromos distri
buidos nos cloroplastos proximo a fase oleosa e que estao
sempre Ligados aos Lipidios como estenes dos acidos ghaxos,
devem sen tomados certas precau¢oes para evitar alteragoes
da molecula Lipidica. Tal deterioragao e causada  provavel
mente pela enzima Lipoxdidase. Por exemplo, na maceracdao de
foLhas vendes metade dos carotenoides sao pendidos em 20
minutos a Lemperatuhra ambiente, CLYDESDALE e FRANCIS (1976).

0 processo de degradagao 4in vitro dos carotenoides
de onigem vegeftal acontece principalmente devido a presenca,
nos tecidos, de enzimas como a Lipoxidase, responsavel pela
destruicao dos carotenoides em varios alimentos. Nos alimen
tos processados o mecanismo de oxidagcao e complexo dependen
do de varios fatores fais como: presenca de oxigenio atmos
gerico, Luz, calor e da presenca do pro e antioxidante. E4
tas neagoes de oxddagao ocornem pela 4omrmacao de radicais
Livres. Tambem tem sido demonstrado que 08 carotendoides 5do
mais estaveis em sistemas com alto grau de insaturagdo, de
vido aos Lipildios do sistema aceitarem nradicais Livies com
maion facilidade que 05 carotenoides, CLYDESDALE e FRANCIS
(1976).

Tem s4do discutido o fato de que as gorduras de con
figurnacao cis na-parte hidrocarbonada da molecula constitul
0 substrato para a enzima Lipoxidase, sem gque a posicac da
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dupla fLigacdo sefa cnitica, GOODWIN (1954). Segundo esfe au
ton a necessidade estrutural para a atividade da Lipoxidase
e 0o sdistema de grupos metilicos com duplas Ligagoes  inter
nompidas. Desta maneira parece ser necessarnio que o proces
40 de oxdidacao da fase gordurnosa do sistema esteja em an
damento para sen possiveld a oxidacdo enzimatica indutiva

dos carotenoides.

HATA (1967), nelata que a oxidacao e uma Aimportante
causa da descoloragao dos pigmentos. Para este autor a oxL
dacao se processa de dois modos, o quimico e o enzimatico
sendo favorecida por fatores Zais como: Luz,calok, Lons me
talicos, composios hematicos, acidos graxos insaturados ete.

Segundo TSUKUDA (1974), a oxidagcao dos pigmentos ca
notenoides em peixes e favorecdida pela presenca do arn, Luz,
calor e principalmente gquando estes andimails marninhos sofrem
thaumatismo em seus 0rgaos durante o processo de captura.

2.4 - Aplicacao dos Carotenoides nos ALimentos

04 carotenoides naturais extraidos principalmente da
beteanaba, tomates, pimentoes etfc., Zem sido empregados co
mo corantes de mudldtos alimentos, CLYDESDALE e FRANCIS(1976).

Nos Estados Undidos, somente beta-caroteno, beta-apo-
§'-carnotenal e a cantaxantina, (4,4 diceto-beta-caroteno )

sa0 aplicados nos alimentos.

0 beta-caroteno foi introduzido como corante nos ali
mentos em 1954, o apocarotenal em 1960 e a cantaxantina em
1964, EMODI et akid (1976) e EMODI (1978).

Visto que 04 carotenoides na sua forma purda, 540 sen
s1vedis a oxidacao pela Luz e calon, eles devem sern estoca
dos s0b vacuo ou gas Linerte para prevenir sua rapida deghra
dacao e sua utilizacao comercial parece Limitada,a menos
que formas marcantemente estavedis destes pigmentos sefam de
senvolvidas. 0 problema se acentua com a pouca solubifidade
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destes pigmentos em 0Leos ou gorduras e sua quase total 4An
s0lubilidade em agua, EMODI (197§).

Dentnre as vantagens do uso dos pigmentos carotenoides
em alimentos podemos citar: origem natural, esitabilfidade na
fjaixa do pH da maioria dos alimentos, nao afetados por subs
tancias nredutoras como acido ascorbico, nao corrosivos, ati
vidades de vitamina A, e cor altamente desejavel na  faixa
do amarefo ao vexamelho. A desvantagem do uso de  carotenoi
des & seu alto custo quando comparado com 08 pigmentosd ni
trogenados, faixa de cor Limitada e alta sensibilidade a
degnradacao.

0 uso de pigmentos carotenoides panra intensdgicar  a
con caractenistica de camardes dunrante o congelamento ¢ des
crita por MORAIS et alii (1975).

2.5 - Pigmentos Caxrotenoides em Produtos Marinhos

Algumas das brilhantes cores da pele dos pedixes ma
ninhos, sao devidos a exisitencia dos pigmentos carotenoides
nos cromatoforos. Estes se consiituem um tipo de celula Lo
calizadas na derme da pele e ao hedor das escamas, que dao
coloragao canractenrilsticas as mesmas. 05 pigmentos granula
nes sao inclusoes citoplasmaticas dos cromatoforos e repre
sentam a verdadeira fonte de cor destes animais. A migragao
destes granulos em movimentos de dispensao ou contragao den
trno da celula ¢ responsavel pelas mudancas de cor na  pele
de alguns peixes. 05 pigmentos nos granulos hrefletfem varios
compiimentos de onda de Luz e absorvem outros. Somente aque
Les que sao refletidos sao vistos. LAGLER et alid (1962).

Segundo KIBIYA (1967), a agregagdo centripeta dos gra
nulos dentro dos cromatoforos produz uma coloracao palida,
ao passo que uma disdpersao dos mesmos produz uma coloragado
escunra na pele de alguns pedixes.

Nos pedixes 04 pigmentos sao quase ALinteiramente xanto
fiLicos e existem muifo poucas variagoes de especie para es
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pecie.

> A astaxantina, a Lutelna, a taraxantina, ou uma misitu
‘na destas sdo, segundo GOODWIN (1954), o4 undicos  pigmentos
gernalmente presentes na pele dos pedxes. De acordo com Abs%to
Lonnberg, citado por GOODWIN (1954), postulou que 04 peixes
encontram-se divididos em dois ghrupos; 0 que possui Luteina
e 05 que contem carotenoides semelhantes a taraxanitina.

Precisamente com estes pequenos numeros de alteanatd
vas e multo digicif preven-se o carotenoide  caracterlsitico
em qualquen membro.de uma especie, GOODWIN (1954).

Exampﬂoé de pedixes contendo astaxantina esterificada
na pele sao o salmao do Pacifico norte Onchorhynchus nerka,
o dourado marinho Cyclopterus Lumpus e o bacalhau de rocha
Sebastes marinus, GOODWIN (1954).

Usualmente 04 pedxes cosdteinros e de agua doce apresen
tam composdicdao mais complexa de carotendoides do que o8  do
oceano, HIRAO (1967).

HATA e HATA (1977 a), observaram que o principal caro
tenoide exdistente na pele do peixe dourado ¢ a « astaxantina
estend ficada.

KANEMITSU e AOE (795§ g)enconthanam astaxantina no

musculo do salmao do Pacffico.

A presenca da astaxantina tambem foL detectada :: nob
musculos dorsal, ventral e caudal de cinco especies de  sal
mao do Pacifico, KANEMITSU ¢ AOE, (1958 b).

Beta-canroteno, Luteina, zeaxantina, pectenoxantina, pec
tenelone, mitiloxantina e Lsomitiloxantina foram ALdentifica
dos como 05 principails pigmentos carotenoides em  mexilhoes
MATSUNO et alii (1981 b).

A composicao dos pigmentos carotenoides da pele de
quatro especies de carpa e de duas variedades de peixes dou
rados goi pesquisada por MATSUNO e MATSUTAKA (7987) .Estes au
Lornes encontharam que a cintiaxantina eha o principal pigmen
to na carpas, poxrem nos peixes dourados prevaleciam os ceto
carotenoides, fais como: astaxantina, alfa e beta doradexan
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tina e Ldoxantina.

05 principais carotenoides encontrados na pele do half
beak, Hemiramphus sajari goram a Zunaxantina e a zeaxantina,
ja na mandibula cuja pele apresenta coloracao vermelha, houve

predominancia da zeaxantina, astaxantina, e a beta - doradexan
tina, MATSUNO e 00KUBO (1981).

Segundo TSUKUDA (1963), camaroes de pirofundidade con
tem astaxantina, astaceno e uma substancia considerada  como
sendo, beta-caroteno. Sendo a astaxantina estendficada o
maior pigmento encontrado, a quantidade de astaceno foimada a
partin da astaxantina foi quantitativamente pequena, e a con
centragao do pigmento.semelhante ao beta-caroteno muito resu

mida.

TSUKUDA e AMANO (1966 a), estudando o conteudo de pig
mentos carotenoides em dezoito peixes vermelhos japoneses en
contraram que 0 05 carotencides majoritarios nestas especies

sa0 a astaxantina e a funaxantina.

TSUKUDA e AMANO (71966 b), ao estudarem a descoloragac
s0frida porn tres especies de peixes faponeses, durante estoca
gem a baixas temperatuiras, observaram que a astaxantina encon
trada no tecido desses pedixes e menos estavel que a funaxanti
na, e que a estabilidade destes pigmentos digere com a espe
cie.

A astaxantina e a ftunaxantina foram o0& dods maLones
pigmentos carotenoides encontrados na pele dos pedixes doura
dos e guarnard, TSUKUDA e AMANO (71966 c).

TSUKUDA (1980), estudando a composicao dos pLgmentos
carotenoides em peixes da bala de Tokyo enconthou que a pele
continha tunaxantina, Lutelna, zeaxanfina e outhos, ao passo
que 04 carotenoides do msculo foram principalmente do  tipo
epoxido.

Em estudos realizados por HIRAO et akii (1963 a), com
peixe dourado e carpa colorida, {oi detectada a presencga de
Luteina e de um carotenoide veamelho semelhante ao astaceno.

HIRAO et afii ( 1963 b), alimentando peixes dourados
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japoneses com dietas com altas concehtragoes em astaxanting,
encontraram um decrescimo dos pigmentos totais da pele des
ses peixes, indicando que esta especie nao absorve asfaxanti
na da dieta e que o pigmento vermefho na sua pele provavel
mente nao corresponde a astaxantina.

HIRAO e alii (1969), tambem relataram que 04 carote
noides predominantes na pele dos peixes sao: a  astaxantina
que ¢ comum em pedixes vexrmelhos, a Luteina, em peixes de
agua doce, e a tunaxantina em peixes dos generos Scombrina,

Caragina e Percina. 06 mesmod autores citam alguns outros ca
rotenodides comuns em centos ghupos de pedixes, muito embo
ra suas propriedades quimicas nao estefam ainda elucdda

das .

0 maiorn pigmento carotenoide encontrado na pele da en
chova japonesa, fodi designado como enchovaxantina, entretan
to a identidade deste pigmento coincide com a zeaxantina pe
La comparagao de suas propriedades §isicas e quimicas. A pre
senca de outrhos pigmentos como beta-carotens e astaxantina
tambem foi detectada, MATSUNO et afii (1973 b).

Nos estudos realizados por LEE e KIM (1971), com me
xiLhoes do marn (Mytilus edulis) foram identificados beta-ca

roteno, Luteina, zeaxantina e astaceno, junto com outhos pig

mentos denominados pelos autores de mitilfoxantina. Esites au
tores observaram que 0s pigmentos xantofilicos e seus este
hes sao dominantes nesta especie, enquanto que 0d carotenos
540 minoritarnios.

FONTAINE (1962), examinando 04 pigmentos da pele  da
Ophiocominia nigha, observaram que 05 medmos posdsuiam espec

trno de absorcao similar ao caroteno e a Luteina.

A astaxantina e seus estenres tem sido  identificados
como 05 maiores carotenoides (90%) existentes no exoesquele
to dos caranguefos de rio, sendo que a propoirgac nelativa
dos pigmentos neste material consistia de 49,4% de ester de
astaxantina, 40,3% de astaxantina e 10,3% de astaceno, CHEN
e MEYER (1982 a 1982 b).

MATSUNO et akii (1973 a), estudando 04 pigmentos caro
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tenoide da canrapaca, ovos, hepatopdncreas, e ovarios de fLa
gostas faponesas (Panulirus japonicus), encontraram que na
carapaca existem nove tipos de pigmentos carotenoides na for

ma Livie ou estenificada que estao presentes como: beta-caro
teno, equinenona, cantaxantina, foenicoxantina, Luteina, zea
xantina, cintiaxantina, 4-ceto-zeaxantina e astaxantina. Nos
ovarios, uma serie de ceto-carotenoides denominados cantaxan
tina, foenicoxantina, 4-cetfo-zeaxantina.e astaxantina. Nas
ovas, existem somente carotenoides nao esterificados que 5do
a astaxantina, bete-caroteno, Luteina zeaxantina e eintia
xantina. Enquanto que hepatopanchreas o beta-caroteno foi o

carotenoide dominante.

A astaxantina fod o carotenoide principal  exibtente
na carapaca, 0vos e ovarios deste produto marinho.

EVELYN (1967), pesquisando pigmentos carotenoides em

salmao sockeye (Oncorhynchus werka) concluiu que a pele des

se peixe continha dois pigmentos xantofilicos esterificados
que nao correspondiam a —astaxantina.

A presenga de pigmentos carotenoides nos ofhos de ped
xes de varias especies tem sido reportada por GOODWIN(1954),
dendo que a astaxantina e um oufthro pigﬁenzo semelhante a Zta
raxantina foram 04 carotenoides detectados com mais grequiln
cia neste ongao.

04 carotenoides nao sao amplamente distribuidos nos
mus culos dos peixes, mas a astaxantina tem sido ' :encontrada
nos musculos dos salmoes de rocha e de nio, GOODWING (1954).

As xanto filas nao esterlficadas ocorrem nad ovas e
ovarios de muitos peixes. 0 beta-caroteno tem s4ido encontra
do em varios orgacs dos peixes, no entanto ele & o0 condti
ftuinte univernsal das ovas dos peixes, embora presentes em
poucas quantidades, GOODWING (1954).

Embora poucos Zrabalhos Zenham sido realizados s0bre a
ornigem dos carotenoides em peixes, parece razoavelmente cen
to que eles sao de origem alimentar, no entanto nao sac esto

cados sem alteracao em sua esirutura.
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Muitas tentativas tem sido feitas para determinar 0
caminho tomado pelos carotenoides, no organismo animal. Tem
sido encontrado que panrte desses pigmentos 5ao exchetados,
sem que ocorram mudangas na estrutura. do carotenoide, enquan
to que o remanescente e absorvido. 05 carotenoides sao depo
sditados nos tecidos gordurosos, tecidos nervosos, orgaos An
tennos etc., ou convertidos em outras substancias, as quals
frequentemente cumprem importanites {fungoes no organismo and
mal como por exemplo a vitamina A.

Com a finalidade de determinar qual o carotenoide que
Z metabolizado para astaxantina, MATSUNO et alii (1981) ali
mentaram por um perlodo de trinta dias peixes dourados japo
neses com Luteina e zeaxantina. Na pele dos peixes alimenta
dos com zeaxantina, as quanitidades desta e as de  beta-caro
tenotrniol, beta-doradexantina e astaxaniina aumentaram s4Lgni
fLcativamente. Por outro Lado, quando o0 pedixes foram alimen..
tados com Lutelna, houve um aumento da Luteina, 3-epilutelina,
al fa-carotenotrial e da alfa-doradexantina, enquanto que a
quantidade de astaxantina decresceu. Estes resultados esftao
compativeds com o caminho metabolico proposto por HATA e HA
% TA (1972), (f4iguras 4 e 5). Alem disso, novos Lntermediarios,
como 3-epillutedina e o alfa carotenotrniol tem s4ido rneporta
dos na convernsao da Luteina em alfa-doradexantina. Estes au
tores conclulram que as vias metabolicas da Lutelina e zeaxan
tina sao respectivamente aquelas incluldas nas fLguras 6 e 7.
Para 0s pesquisadores a nao existencia da beta-doradexantina
e a diminuleao na quantidade de astaxantina nesses  pedxes
alimentados com Luteina ¢ devido a estes peixes nao serem ca
pazes de converter a alfa-estrutura na beta-estrutura. Eles
conclulram tambem que este esquema metabdlico contradiz ao
proposto por KATAVAMA et alii (7970). (Figura 8).

A funcao dos pigmentos carofenoides em peixes tem 54
do diffecil de determinanr. Entretanto isio ndao tem  impedido
05 naturalistas de atribulr varias funcoes para a coloracao
de pedixes vivos. As princdpals funcoes da coloragao tem sido
aghupados em trabalhos de Colt, citados por LAGLER (1962) ,
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Trabalhos de Summer e Fox, cifados por GOODWIN(1954F),
indicam que o0s canrotenoides desempenham um papel Aimportante -
na fotorresposta de alguns peixes.

ALguns pedixes manteém seus conteudos de carotenoides
em diferentes melos 0ticos, embohra possam s0fren  alteracado
na coloracao devida a contracldo e expansac dos chomatofohros,
sem_qualquern variagao quantitativa..do conteido em .carofenod. .-
des nestas celulas. Em peixes do genero Girella, por  outho
Lado, h@ uma tendéncia @ perda de xantogila . em cativedlro,sen
do que esfa ocornre mals rapidamente quando o peixe se  encon
Znra so0bre um fundo branco, do que so0bre um {fundo colorido.

E muito mais conhecida a distribuicao e 4fungao  dos
carotenoides nos cromaxtoforos nos peixes de agua doce que
peixes de agua salgada, GOODWIN ( 1954). Segundo este autonx,
04 pigmentos carotenoides se mobilfizam durante a reprodugado.
0 dourado marninho mobiliza astaxantina do 4igado para a pele
e musculo durante o penfodo de desova e as femeas do Fundu
Lus parvinnis thans ferem xantogilas Livies para 0s ovos ama

durecidos e por momentos o0& machos aumentam o teor de  asta
xantina em suas peles.
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3 - MATERIAL E METO0DOS

As amostras de pargo usadas neszte estudo foram adqui
ridas no menrcado de pedixes da praia de ITracema em Fortaleza-
Ceara, onde 04 pescados sao comservados : em gelo, depods - de
trhansportados para os Laboratorios do Departamento de Teeno
Logia de ALimentos da Univexrsidade Federal do Ceanra, - goram
preparadas para as analises. A figura 9 mostra o aspecito dos
peixes utilfizados neste estudo.

3.1 - Desidratacao da Amositnra

No Laboratorio, procedeu-se a pesagem do pedixe para,
Logo em seguida sen netirada sua pele, que tambem foi pesada
Para sepanracao dos pigmentos carotenoides da pele, adicio
nou-se o agente desidratante, sulfato de s0dio anidro e ded
xada macerar em um gral de porcelana de 50mL aproximadamente
duas horas protegida da Luz, TSUKUDA (1974).

A pele do peixe desidratada foi extralda com sucesssi
vas ponrgoes de 20mf de acetona, ate que a pefe do pargo {4
casse totalmente incolor. 0 extrato, contendo 04 carotenoi
des, 4oL entao evaporado em um evapohrador rotativo Quimds ,
modelo 344-1, com a finalidade de concentrar os pigmentos e

necuperar o s0lvente.

08 pigmentos concentrados foram entao Zransferidos pa
na eten de petnoleo (p. e. 409 - 609C), num balao volumetrico

de 100mL. Logo apos . adicionou-se uma pequena quantidade de
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FIGURA 9 - Amostras de pargo (Lutjanus purpureus Poey) adqui
nidas no mercado de pedixes da praia de Thacema em
Fortaleza-Ceara, para analises no Laboratorio  do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Univexr
sidade Federal do Ceara, Escala 1:4.
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sulfato de s0dio anidro e nitrogenio gasoso para substitulr
0 ar do balado, estocando-se 05 pigmentos na geladeira  pahra
analises posterniores.

3.3 - Saponifdicacao da Amosira

Uma aliquoZa de 25mf da s0lu¢ao contendo o0s pigmentos
totais, em eten de petrnoleo, foi retirada para um exrlemmeyehr
de 250mL, sendo adicionada a mesma 20mf de uma so0fugao de hi
droxido de potassio a 10% em metanol. A mistura 4oi agquecida
a temperatura de aproximadamente 609C por 30 minutos, us an
do-se um sis8tema com: condensador de refluxo.

Apaé completa sapond ficagao, a mistura fod transferi
da cuidadosamente para um funif de separacao de 500meL, Logo
em seguida foram adicionados a mesma 30mf de eten de petro
Leo seguidos de aproximadamente 150mf de agua, ocorrendo en
tao a separacao de duas fases. A fase superion, . Gontinha
principalmente 05 pigmentos Linsapondficavels. Esta {fase e
tambZm chamada de etérea ou epifasica, enquanto que a  fase
Angerion tambem chamada de fase metanolica ou hipofasica,con
tinha principalmente 05 pigmentos saponificaveds.

A fase etfenea foi entao nrepetidamente extralda com me
tanol e a fase metanolica, sucessivamente extralda com etexr
de petroleo, sendo 04 extratos apropriados foram combinados.

: A s0fucao contendo 04 pigmentos insaponificaveis, va

rlas vezes Lavada com agua, 4oL posteriormente desidratado
sobre sulfato de s0dio andidro, concentrada a vacuo e aferida
em um balao volumetrico para 100me com eten de petnoleo, sen
do esta s0lucao imediatamente estocada na geladeira.

A s0lucao que continha 05 pigmentos  saponificavedls,
adicionou-se agua e Levou-se a um pH neutro, pela adicdaoc de
,, den extralda com
eten etilico. 0 extrato etereo 4oi entao Lavado varias vezes

acido clorldnico, para, Logo em seguidd

com agua. Esta solucao depois de evaporada ate a secura e
dissolvida em eten de petroleo, vedlo a sern aferida para
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100me em balao volumetrico e, em seguida tambem estocada na

geladedinra.

3.4 - Separagao dos Pigmentos Pela Cromatogragdia de Coluna

3.4.1 - Pigmentos totais

A sepanracao destes pigmentos fod realdizada em uma co
Luna cromatogragica de vidro, de 5mm de diametro 4interno e
100cm de altunra, empacotada ate a altura de aproxXimadamente
46em, usando-se como adsorvente oxido de magnesio para  cho

matoghagia.

A coluna foi Lavada varias vezes com eter de  petro
Leo antes de se colocar na mesma o matenial a sexn analisado.
Cinco milimetnos dos pigmentos totais em eten de  petroleo,
provenientes da concentracao de 30mf da solugao Linicial, 4o
rnam colocados na mesma. Apos 05 pigmentos Serem .. adsorvidos
na coluna, adicionou-se eten de petrnoleo, o que ocasionou o
deslocamento de uma f4racaoc com coloragao amanrelo citrnino .
Continuou-se a adicionar s0lvente, ate que esdte componente
tenha sido totalmente. eluido. 0 pigmento coletado apos con
centrado a vacuo em um evaporador rotativo, aferiu-se o volu
me com eter de petrnoleo em balao volumetrico de 100mL, sendo
em seguida estocado na geladeira para posteriores determina
¢oes. Um outro componente da mistura de pigmentos de cor aver
melhada, que permaneceu no topo da coluna deslocou-se com
eten etilico. Este pigmento arnrastado coletado, concentrou-
e a vacuo ate a secunra, sendo entdo dissolvido em etexn de pe
trnoleo, para depois sern aferido em balao volumetrico de 200
me e, Logo em seguida estocada na geladedira.

3.4.7 - Pigmentos insapondficaveds



268

A sepanracao destes pigmentos nrealizou-se numa coluna
cromatogragica de 5mm de diametro e 30cm de altura, a  quak
empacotada ate uma altura de aphroximadamente 15cm, usando-se
como adsonrvente oxido de magnesio.

A coluna depois de, Lavada varias vezes com efer  de
petroleo, adicinou-se o material para analise. Cinco mLLLLA
tros da so0lugaoc dos pigmentos insaponificaveis em eten de pe
troleo, provenientes da concentragdo de 50me da s0fLugdo ind
cial, foram adicionados a coluna chomatografica.Adsorvida es
ta aliquota na coluna, a mesma foi eluida com eter de pextrd
Leo, coletando-se um pigmento com coloracao amarelo citrino
que veio a sexn, concentrado a vacuo. Aferida em bafdao volLume
trnico de 50mL com eter de petrnoleo a solugcdo foi estocada pa
rna posteniores desiterminacoes.

3.4.3 - Pigmentos saponificaveis

A separagac destes pigmentos foi feita numa coluna chw
matoghafica de 5mm de diametro inteano e 100cm de altura. A
coluna 4oi empacotada ate a altura de aphroximadamente 30cm,
usando-se como adsorvente oxido de magnesio.

Uma vez empacotada, a coluna §o0i Lavada varias vezes
com eten de petroleo para Logo em seguida ser adicionado o
material para analise. Cinco mililitros da s0Lucao dos pig
mentos sapond ficavels em eter de petroleo, provenientes da
concentragao de 30me da solugao inicial destes pigmentos, 4o
ram adicionados a coluna cromatoghafica. Uma vez adsorvidos
na coluna, 05 pigmentos carotenoides, foi adeionado a  mesma,
etern de petroleo, coletando-se a seguir um pigmento amarelo
editnino, que apos coletado, concentrado a vacuo veio a  bsex
aferido em balao volumetrico de 100m& com eten de petroleo.
Estocou-se esta s0fugao na geladeina s0b atmosfera de nitro
genio gasoso, para posteriores detenminacoes. Uma outra gra
¢ao, com coloragao aveamelhada, que §icou no topo da coluna
fod entao arnastada pela adigao de eter etilico. Esta fracdo
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entao coletada e evaporada até a secunra dissolveu-se em eter
de petnoleo aferiou-se em baldo volumetrico de 200mL e de
pois estocada na gefadeira s0b atmosfera de nitrogenio gaso
50 para outras determinacoes.

A Cromatogragia em camada fina {foi feitfa para 08 pig
mentos totais e pigmentos saponificavedis e Aindaponificaveds
obtidos pelo processo de particao com so0Lvente e pela croma
toghagia em coluna.

Esta cromatoghrafia foi realizada em placas de silica
gel Menck 5x10 F, ., , usando-se como so0lvente de eluigao uma
mistura de 60% de etern de petroleo com 40% de eten etilico.

Com o auxifio de um tubo capilar as amostras foram co
Locadas nas placas cromatoghaficas. Em seguida procedeu-se a
nevelagao destas em uma cuba cromatogragica de vidro satura
da com a mistura de so0lventes. 0 processo 4od detido quando
o s0lvente mighou ate aproximadamente Jlem da borda Buperior
das placas. 08 valores de R4s 4oram calculados a partirn das
distancias de migragao do solvente e dos pigmentos Localiza
dos pelas suas cores caracternisticas sobre a placa de silica

gel.

3.6 - Quantificacao dos Pigmentos Carotenoides

3.6.1 - Pigmentos totais

A s0Lugcao contendo 05 pigmentos totais sofreu ~dilud
cao de 1 para 50 com eten de petroleo em balao volumetrico de
50mL. Sendo a mesma colocada em uma cubefa de lTem de edpessu
rna para determinagao do comprimento de onda de absorgao maxi
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ma, Utilizou-se um espectrofotometro visivel-ultravioleta,Va
nian modelo 634-S conectado a um registrador Perkin-Elmen,Co
Leman 165. A absorbancia da amostra foi regidthada na faixa
de 550 a 400num de compiimento de onda, contra um branco con
tendo o solvente etenr de petroleo.

A quantificacao dos pigmentos totdis:em eter de petnro
Leo, fod calculada pela gormula segundo TSUKUDA (1974). Pahra

caleulo -dos -pigmentos -totais foi-usado-o-coeficiente - —de ex -

% ¥ g
tingao E,° de 2400.
em

_Ax Vimt) x F.D.(ml) x C = P

Carotenoides totais mg%
w
onde:
c . 1000

18

E»O

1 cm
A = Absorbancia

<
n

Volume de afericao da Amostra (mf)
F.D. = Fator de Diluicao (me)

Peso da Amostra (g)

&
"

E = Coeficiente de Extingao

3.6.2 - Pigmentos Ainsapondficavedls

Da s0fugcao que continha principalmente o0s pigmentos
insaponificavedls ou epifasica retirou-se uma allquota de
20me para um balao volumetrico de 10m&, completando-se o vo
Lume com eter de petroleo. Desta solugao, fod retirada  uma
aliquota e colocada em uma cubeta de Jem de espessura e fed
ta a curva de absoxrbancia do mesma modo como feito anterioxr

mente para 05 pigmentos Ltotais.

A quantificacao dos pigmentos Linsapondficavedis caleu
Lou-se tambem pela formula segundo TSUKUDA (1974), usando-se
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- S z - 19
porem o coegiciente de extingao Elzm de 2000.
3.6.3 - Pigmentos saponificavedis

Da s0lugao que continha principalmente o4 pigmentos
saponificaveds ou hipogasica, retirou-se um aliquota de 20ml
para um balao volumetrico de 200mL, complLetando-se o volume
com eten de petroleo. Desta solucdo, hretfirou-se uma pequena
porgao que 4oiL colocada em uma cubeta de Tem de espessura e
feita a curva de absorbancia da mesma forma, como {feiifa para

0s pLgmehtoA totadls.

A quantificacao dos pigmentos sapondficaveds caleu
Lou-se pela formula segundo TSUKUDA (1974), usando-se o coe
o
ficiente de extingao E;ém de 2000.

3.6.4 - Quantificacao das gragoes obtidas pela cromatogragia

‘em coluna

A quantificagao das fractes obtidas pela  cromatogra
fia em coluna, foi feita da mesma maneira fa descrita para
04 pdgmentos separados por parnticdao. A formula  segundo TSU
KUDA (1974), empiregou-se paxra este caleulo, usando-se o coe
ficiente de extingao de 2000 para pigmentos separados como
primeira fragao dos pigmentos totais, e de 2400 para 04 pig
mentos separados como segunda {fracao dos pigmentos totadls.

0 fLuxograma do processo analitico global e apresenta
do na gigura 10.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

0 Zipo de ﬁango analisado neste estudo, estava consti
tuldo por exemplares de peso variavel, apresentando uma  mé
dia de aproximadamente 1300g por pedixe, mantido no gelo  poxr
10 dias apos a captura. A media de peso de pele destes pei
xes foi de 68g, nepresentando. cerca de 5,4% do peso do pedixe
inteinro. A pele apresentou-se intensamente pigmentada de vexn
melho, especialmente na cabeca e ao redor das nadadeiras.

cao em Solventes

- As cunvas de absonrcao dos pigmentos totais da pele do
pargo, em diferentes s0fLventes, sac apresentados na figura
4 i

Em eten de petroleo 08 pigmentos Zotais do panrgo,apre
sentaram um pico de absorgao maximo a 465nm e uma deformdgao
da curva aproximadamente a 443nm, 4Liguras 11;74 e 17.TSUKUDA
e AMANO (1966 a), estudando o comportamento das curvas espec
thofotometricas de pedixes vermelhos japoneses, acharam valo
nes de absoncao maxima a 470 e 440nm para 05 pigmentos to
tais em eten de petroleo. 0GAWA et alii (1973),em estudo es
pectrofotometrico dos pigmentos carotenoides do pargo brasi
Leino, encontraram dois picos a 470 e 440nm em eter de petro
Leo. 05 valores obtido neste estudo sao similares aos repoxr
tados ponrn esses autores.

0 comportamento especthrofotometrico dos grupos cromd
fonos, dos pigmentos carotenoides do pargo, em diferentes
s0lventes, tambem podem ser observados nas giguras 11,12,13,
15 ¢ 16 e nresumidas da seguinte maneira. Tomando-se como ba

33
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se a curva de absorcdo para estes pigmentos em eten de petro
Leo, obéénvamaé deslocamento de comprimentos de onda de  ab
songdo maxima de Znm em n-hexano, 13nm em clorogormio e 33nm.
em dissulfeto de carbono em diregdo a regiao do Anfravehr
melho. Estes deslocamentos sao provavelmente ocasionados pe
La intenagao destes grupos cromdforos, com 04 so0lventes -»de:
diferentes polaridades e constantes .dieletrica, DYER (1969)..
Esse efeito do sofvente ¢ gacilmente visualisado pela colora
¢ao diferente das solugoes destes pigmentos, quando se encon
tram dissolvidos na mesma concentragao em solventes diferen
Les.

As cunvas de absongao especthropometrica dos — pigmen
tos insaponificavedis obtidos por parnticao em digerentes s0f
ventes sao0 mostrados na figura 12. Este matenial em eten
de petrnoleo apresentou valores de absorgcao maxima de — 465,
435 ¢ 412nm. Estes resultados coincidem com o4 de 0GAWA et
alii (1973), para o0s pigmentos Linsapondficavedis, Lisolados da
pele do mesmo peixe. TSUKUDA e AMANO (1966 a), estudando o
compontamento das curvas de absonrcao, espectro fotometrica
dos pigmentos insaponificavels da pele de peixes .-vermelhod
faponeses, no mesmo so0lvente, encontraram que esdtas curvas
assemelham-se aquelas dos pigmentos totails com picos de  ab
so0rcao aproximadamente de 472 e 442nm.

Pelo descrito, podemos observar que o comportamento
das curvas de absorcao dos pigmentos Ainsapondficaveds, en
contrada por TSUKUDA eAMANO (1966 a ) para peixes japoneses,
diferem daquelas encontradas neste estudo para o pargo. Es
tes valores no entanto, codincidem plLenamente com aqueles re
portados pelos mesmos autores, para o carotenoide Lunaxanti
na purdlfdcada.

As cunrvas de absonrcdo espectropotometrica dos pigmen
tos sapondificaveis do pargo, em diferentes solventes, 400
apresentados na figura 13.

Em eten de petroleo, estes pigmentos obtidos por pan
ticao, apresentaram um pico de absonrcdo maxima a 465nm e

uma pequena defoxrma¢ao da curva aproximadamente a 443nm, as



42

semelahndo-se deste modo, com a curva de absorgao obtida pa
ra 04 pigmentos totais. Figura 11. Este achado podeiia ser
justigficado pelo fpato de que parte dos pigmentosd Ansapondg4i
caveis encontra-se, como contaminante desta fragao de pdg
mentos saponificaveis, como poderd sexn observado  posterionr
mente neste trabalho.

05 valores do comprimento de onda de absoigao maxima
dos pigmentos carotenoides da pele do pargo em  diferentes
solventos, em nanometros, sac apresentados na tabela 1.

4.2 - Espectrofotometria dos Carotenoides Separados por Chro

As curvas de absongao dos pigmentos amarelos ( primed
ra fragao), obtidos pela cromatografia em coluna dos pigmen
tos totais, em varios solventes, sdo apresentados na {igura
o

Em etern de petroleo, esta {racdo revelou trhos  picos
de absoncdo maxima a 465,435 e 412nm. 0 compontamento especthro
fjotometnico desta curva e semelhante aguele encontrado para
04 pigmentos insaponificavedis, obtidos por particdo, 4igura
12. Entretanto, estes picos de absorcao apresentam-se melhor
deginidos nesta fragcao, que naquela obtida por particaoc. Es
tes valores de absongao encontrados neste estudo, estao pro
xAimos aos achados por TSUKUDA e AMANO (1966 a), quando estu
daram o comportamento espectrofotometrico da fracao amarela
obtida da cromatografgia em coluna dos pigmentos Zotadis da pe
Le de peixes vermelhos japoneses e que fod assumida por eles
senem Lidenticos aqueles da tunaxantina.

As cunrvas de absorgao dos pigmentos veamelhos (segun
da fragao), obtidos pela cromatogragia em coluna dos pigmen
tos totais em diferentes solventes, estao apresentados na §4
gdna 1.5

A curva de absonrcao desta fracao em eter de petroleo
apresentou um anico pico de absorcao maxima a 465nm. Este




Tabela 1 - Comprimento de Onda de absorgdo maxima dos pigmentos carotenoides da pele do par

go, em nanometros, obtidos neste estudo e para a tunaxantina (pigmentos
Los)

e astaxantina (pigmentos vexrmelhos)

am CULE

eitado por TSUKUDA (1974).

Fracao de
Pigmentos

TOTAIS

sapond fLeaveds

(vermelhos)

Astaxantina

Ansapond ficaveds

(amarelos)

Tunaxantina

T e R A e 45
ETER DE PETROLEO  * CLOROFORMIO " n-HEXANO " DISSULFETO DE CARBONO
465,443* 478,455% 467,444 498,470%
465 478 467 498
468 - 471 506
465,435,412 478,448,424 467,438,414% 497,467,440*
465,435,413 478,449,425 468,437,414* 498,467,440%

* Picos nao bem definidos

¢y
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valor ¢ semelhante aquele encontrado por TSUKUDA e AMANO

(1966 a), para uma fracao vermelha obtida da -cromatogragia
em coluna da pele de peixes veamelhos japoneses e que  fo4
assumida por ele sen o pigmento carotenoide astaxantina.

A cromatogragia em coluna dos pigmentos Lnsaponifica
veis, nrevelou um unico componente amarelo que apresentou
thes picos de absoricdo a 465, 435 ¢ 410nm: Estes valores “de
absorgao foram identicos aos encontrados para os pigmentos
insaponificaveis, obtidos pon parnticdo e para a primeina
gragao da cromatogragia em coluna dos pigmentos toitais em
eter de petnoleo, porem estes picos foram melhor definidos
que aqueles. 05 valones de absorcao encontrados para este
pigmento, estao proximos acs encontrados por TSUKUDA e AMA A
NO (1966 a), quando cromatografaram em coluna 08 pigmentos
insaponificaveis da pele de peixes vermelhos japoneses.

A cromaztografia em coluna dos pigmentos  saponificd
veis, apresentou, primeinamente, o desenvolvimento de uma
fracao com coloracao amarelo citrino. Este material nevelou,
em etern de petholeo, thes picos com absorcdo maxima a 465,
435 ¢ 412nm. Uma segunda gracao de cor vermelha, apresentou

um anico pico com absorcaoc a 465nm. As absorcoes  maximas
encontradas na gragaoc amarela, sao identicas aquelas obsen
vadas para 0s pigmentos amarelos descritodanteniormente. 0
aparecimento constante destes trnes picos de absorncaoc parece
confirmar a phesenca deste pigmento amarelo descrnito na L4

teratura como tunaxanitina.

A presenca da fracao amarela nos pigmentos 'Aaponiéi
cavedis, pode devern-se a uma separacdo incompleta das fases
epifasicas (pigmentos amarelos) e hipofasica (pigmentos ven
meLhos) durante o processo de partigac, PETRACEK & ZECHMEISTER
(1956).

A absorngao maxima encontrada para a fracao veamelha
neste pigmento ¢ idéentica uquelas observadas para 0 pigmen .
tos saponificaveds, antes da cromatografia em coluna, porem
nesta fracao nao apareceu aquela deformacao do pico a 443nm,
isto, takvez, devido a esta fracdo ja nao estar contaminada
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com 08 pigmentos amarelos. No entanto, esta absorgao e Lideniti
- ea hqueka da segunda fracaoc dos pigmentos totais. 0 aparecd
mento constante deste pico de absorcao de 465nm, em eten de
petroleo, confirma a presenca deste pigmento vermelho neste
peixe thatando-se possivelmente da astaxantina, TSUKUDA &
AMANO (1966 a).

04 valonres de absorcao maxima obtido para- 0s pigmen
tos sapondficaveis (veamelhos) neste estudo sac + - -Similares
&quezeé neportados por TSUKUDA (1974), para a astaxanitina em
diferentes especies de peixes japoneses vermelLhos, e aos va
Lores de absorcao maxima para asdtaxantina cristalizada obser
vada por COOPER et alii (1975), em n-hexano, clonroformio e
dissulfeto de carbono. GOODWIN e SRISUKH [(1949), tambem ke
portaram estes valores de absorgao maxima para a astaxaniina
de 470nm em n-hexano, e de 440nm em etfer de petroleo e de
aproximadamente 506nm em dissulfeto de carbono. Para a asta
xantina esterigicada, esses mesmos autores acharam valores

quase Ldenticos aos encontrados neste estudo.

08 valores de absorcao maxima obtidos para 0s pigmen
tos amarnelos do pargo, coincidem com aqueles reportados poir
TSUKUDA e AMANO (1966 a)l, para o carotenoide tunaxantina em
peixes vermelhos japoneses e por TSUKUDA (1974), para  funa
xantina em peixes faponeses em diferentes solventes,

04 nesultados (Rfs) da cromatogragia em placa fina de
s4ilicagel sao mostrados na tabela 2., Estes resultados mos
tham que 04 pigmentos Zotais da pele do pargo, estac cons
Lituidos basicamente por dods Zipos de materiads: um deles
com Rf de 0,96 de cox ama&gza e outrno de Rf 0,88 de colora
cdo vermelha. ELes tambim indicam que 04 pigmentos saponi
ficaveis obtidos do processo de particdo, com solventes,
encontham-se. contaminados com 04 pigmentos amarelos, ponrem
nao acontecendo a contaminagao inversa nos pigmentos Linsa
ponificaveils. A mancha veamelha com Rf 0,29 da cromatoghafia
dos pigmentos totais e sapondficavedis ohtida por  particao,
poderia sen ocasionado por algum produto de decomposicao da
astaxaniina no material de suporte usado neste tipo de croma
tognafia. Segundo TANAKA et atii (19811, os Zstenes de asta
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Tabela 2 - Valores de Rfs dos pigmentos carotenodides da pele

do pargo obtidis por cromatoghafia em camada fina
usando-se como agente revelador uma mistura de
eten de petnoleo - etern etilico (3+2)

Pigmentos Totais =~ Pigmentos Saponificaveis  Pigmentos Insaponigicavedis

Particao Cromatoghafia Particao  Cromatoghafia

0,96(a) 0,96(a) 0,88(v) 0,96 (a) 0,96(a)

0,88(v) 0,89(u)  - = . -

0,291u) 0,29 (v) - - -
a = mancha amarela

mancha vermelha



Tabelfa 3 - Conteido .de pigmentos carotenoides na pele do pargo (mg/100g de pele) em eten
de petrnoleo.

Tipo de Pigmentos Pigmentos Saponificavedis Pigmentos Insaponificavedis
Separacao - Totals Calculados Estimados™*

Panticdo §,15 7,50 7,91% 0,24
Crhomatoghagia - 2 b, 53 - I';08

*Calculados pela diferenca entre totais e insaponificaveis

134
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xantina 3a0 decompostos e convertidos a outrhos compostos, de
pendendo do tempo de contato com a silicagel, durante a cho

matoghrafia de coluna.

4.3 - Quantificacao dos Pigmentos Carotenoides

A Zabela 3 apresenta o conteudo de pigmentos  carote
noides totais, saponificiveis (veamelhos) e insaponificaveds
(amarelos) da pele do pargo. 05 valonres encontrados Aindicam
que esses pigmentos totalizam &,Img/100g de pele, sendo que
04 pigmentos saponificaveis representam aproximadamente 97,1%
e 05 insapondificaveis 2,9%. Foi observado Zambem que houve
uma pequena diferenga no conteudo de pigmentos sapond fica
veis, calculados (pela 4ormula de TSUKUDA, 1974, e estimados
pela diferenga entre 08 totais e insaponificaveis). Isto po
denia sen devido ao fatd de usar-se o coeficiente de extin
¢ao de 2400 (proprio da astaxantina) para quantificar os pig
mentos totais, constituldos majoritariamente dos pigmentos
vermelhos ,” Supostamente astaxantina e de uma fracac minorita
nia de pigmentos amarelos, semelhante a tunaxantina.

QuandaIOé pigmentos totais {foram separados por croma
toghafia em coluna, a quantidade de pigmentos Ainsaponigica
vedis (amarelos) aumentou e a dos saponificaveis (vermelLhos)
diminuiu, 4ndicando novamente, como 4oL mencionado nos estu
dos especthrofotometnico e cromatogragico, que a fase saponi
ficavel, obtida por particdao, apresenta-se . apreciavelmente
contaminada pelos pigmentos amarelos.

Por outro Lado, comparou-se o conteudo de pigmentos
de dois pangos, um com a pele bastante pigmentada de ver
melho e outro apresentando visilveds sinais de perda de cox,
como ¢ mostrado na gigura 9.

A tabefa 4 mostra os resultados deste esitudo. )
08 valores 4indicam que ndo houve variagoes qualitati
vas na composdicao dos pigmentos carotenoides na pele do pax
go veamelho, quando comparada aquela do pargo descorado. No



Tabela 4 - Valores de absorgao maxima (mm) e concentracao de pigmentos carotenodides

(mg/100g de pele) para as ppedxed :analdkados. "' roo it _ 00 0ls.
Totais 'de Absonrgao maxima em Eten de Petroleo(nm) Concentracao (mg/100g)
Peixes Totals Saponificavels Insaponificavels Totais Saponigicavels Insaponificavess
Pargo Vermelho 465 465 . 465,435,412 8,15 1,93 0,24
Panrgo Descolonido 465 465 465,435,412 464 4,40 0,24

6v
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estudo quantitativo destes pigmentos, porem, houve uma  ev4d
dente neducao dos pigmentos totais no peixe descorado, sendo
queesta redugao acontece quase que exclusivamente por pehrda
dos pigmentos vermelhos majoritarnios identificados -nesite es
tudo com um carotenoide semelhante a astaxantina.

E imponrtante salientan que, durante a  chomatoghrafia
em coluna feita nos pigmentos totais e saponificaveis do ped
xe descolonido, acumufou-se uma substancia com coloragao 1o
sada no topo da mesma que nao 4oL eluida, tratando-se phrova
velmente do carotenoide astaceno, gormado por oxidagao da as
taxantina mas que nao 4oi possivel sen Lidentificados

A&lcauAaA da pesda de_ecor dos peixes vermelhos tem 84
do discutidas por TSUKUDA (1974), que associa a presenca de
numerosas Ligacoes duplas conjugadas nas moleculas desites pig
mentos e aos fpatores tais como; ar, Luz uwultravioleta e ALons
metalicos, bem como o traumatismo recebido por alguns peixes
durante o processo de captura. HATA & HATA (1971 b) observou
que 04 peixes vermelhos faponeses mudam de cor durante algum
estagio de crescimento. TSUKUDA (1970) observou que a mudan
¢a de cor em peixes veamelhos da bala de Toquio e causada pe
Las oxdidacoes quimica:-e enzimatica.

Agentes antioxidantes, Zadls como butilhidroxianisol
(BHA) e butifhidroxitolueno (BHT), tem s4ido usados para  re
tardar a agao oxidativa dos acidos graxos, prevenindo deste
modo a mudan¢a de cor dos pigmentos carotfenoddes caus ados
por agentes oxidantes TSUKUDA (1970).

OGAWA ef alii (1973) observaram que o uso de antioxd
dantes, segudido do congelamento, deteamina a manuntencao de
uma melhor coloragao no pargo.

Acrneditamos que, atraves do esclarecimento basico dos
pigmentos exisdtentes neste pedxe, outros estudos sejam ged
tos com a finalidade de sexrem encontradas as principais cau
sas da perda de cor nesses pedixes, resolfvendo este grande
probelma para a industria Local.




5 - CONCLUSOES

Com base nos nresultados obtidos no presente trabalho

foi possivel concluihr que:

a)

b)

c)

d)

e)

A con vermelha da pele do pargo e decorrente da presencga
de dois pigmentos carotenoides majoritarios, sendo um des
tes pigmentos vemmelho e outro amarelo;

A concentracao total destes pigmentos e de aproximadamen
te 8,0mg/100 de pele, sendo que 05 pigmentos vexrmelhos ne
presentam 97% e 08 amarelos 3% deste ftotal;

0 estudo espectrofotometrico destes pigmentos em eten de
petrnoleo apresentou 3 picos de absorcao maxima a 465, 435
e 412nm, para pigmentos amarelod e um pico unico a 465 nm

para os pigmentos vermelhos;

0 comporntamento espectrofotometrico dos pigmentos carote
noides amarelos e vermelhos sao compativedis com  aquele
dos carotenoddes tunaxaniina e astaxantina .respectiuvamen
e}

0 estudo cromatografico indicam que a separacdo dos  pdig
mentos amarelos por particao com solvente nao foi efdcdien
te, apresentando a fase hipofasica ou metanolica (pigmen
tos vermelhos) contaminados de pigmentos epifasicos (ama

nelos) ;

A separagaoc dos pigmentos amarelos e vermelhos por croma
toghafia de coluna usando-se oxido de magnesio como adsor
vente mosthou-se uma fecnica eficiente para efeitos de
quaniificacio destes pigmentos . ;
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