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OBTENGAO DE PADRAO ANALITICO DE RETINOL A PARTIR DE FIGADO
BOVINO POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

OBTAINING ANALYTICAL STANDARD OF RETINOL FROM BOVINE LIVER BY
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
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RESUMO

Para a quantificacdo de substancias de inte-
resse, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), é necessario a obtencao de padrdes analiticos
confiaveis. Porém a aquisicao destes padrdes, com cer-
tificado de garantia, quase sempre depende de importa-
¢do e apresenta custos elevados. As substancias adqui-
ridas ainda podem sofrer degradacdo, devido ao longo
tempo de transporte e as condi¢des inadequadas de
armazenamento. A vitamina A ou retinol (C,0H300)
¢ um alcool lipossoluvel encontrada apenas em fon-
tes animais, em especial em areas de armazenamen-
to como o figado ou associadas a gorduras como a do
leite. O presente trabalho teve como objetivo isolar e
quantificar retinol com alto teor de pureza a partir de
figado bovino para posterior utilizagdo como padrdo
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analitico. Apos extragdo e hidrolise o retinol foi purificado
do extrato de figado por CLAE. A confirmacdo qualitativa
foi realizada por Espectrometria de Massas de Alta Reso-
lucdo (ESI-Q-TOF). Desta maneira foi possivel a obten¢ao
de retinol com 99% de pureza, demonstrando que a técnica
utilizada possibilitou a preparagao de padrao analitico para
utilizagdo em analises de CLAE. O processo reduz o risco
de degradagdo da substancia por condigdes inadequadas
de transporte e manuseio, além de minimizar os custos dos
procedimentos analiticos.

Palavras-chave: Conservagdo. Espermatozoide. Repro-
ducdo.

ABSTRACT

For the quantification of substances of interest, by
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High Performance Liquid Chromatography (HPLC),
it is necessary to obtain reliable analytical standards.
However, the acquisition of these standards, with war-
ranty certificate, almost always depends on importation
and presents high costs. Acquired substances may still
be degraded due to long transport time and
inadequate storage conditions. Vitamin A or retinol
(CyH300) is a lipid soluble alcohol found only in
animal sour-ces, especially in storage areas such as
the liver or as-sociated with fats such as milk. The
objective of the present work was to isolate and
quantify high purity retinol from bovine liver for
later use as an analytical standard. After extraction
and hydrolysis retinol was purified from liver
extract by HPLC. The qualitative confirmation was
performed by High Resolution Mass Spectrometry
ESI-Q-TOF. In this way it was possible to obtain
retinol with 99% purity, demonstrating that the
technique used allowed the preparation of an analy-
tical standard for use in HPLC. The process
reduces the risk of substance degradation by
inadequate trans-port and handling conditions, and
minimizes the cost of analytical procedures.

Keywords: Carotenoid. Source. Isolation.
Purifica-tion, Identification.

1. INTRODUCAO

A vitamina A (retinol C,yH300) é uma subs-
tancia constituida por 20 atomos de carbonos, contendo
um anel beta-ionona e uma cadeia lateral isoprenodide,
com um grupamento hidroxila na posicdo 1
(BURTINS e BRUNS, 2008; NILES, 2000). E um
alcool, de massa molecular 286, lipossoluvel, com
absorvancia maxima em comprimento de onda de
325nm (MERCK, 1983). Essa vitamina s6 ¢
encontrada em tecidos animais, ten-do como fontes
principais o figado, 6leo de figado de peixes, leites
integrais e derivados, ovos e carnes de aves.

Uma das principais técnicas usadas para
a quantificacdo de vitaminas lipossoluveis ¢ seus
iso-meros ¢ a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), devido a sua versatilidade,
robustez e capa-cidade para analisar simultaneamente
varias vitaminas lipossoliveis, com tempo reduzido
de analise, com sensibilidade, especificidade e
automagdo (PAIXAO e STAMFORD, 2004).
Estudos realizados por Zahar e Smith (1990) e
Panfili, Manzi e Pizzoferato (1994) relatam a
utilizacdo dessa metodologia na determina-cdo de

monstrando a praticidade e confiabilidade da técnica
para analise de vitamina A.

Para a quantificagdo de substancias de inte-
resse, por HPLC ¢ necessaria a utilizagdo de padrdes
analiticos confiaveis. Porém, a aquisi¢do de padroes de
alta pureza, possui custos elevados ¢ quase sempre de-
pende de importagdo, que em geral ¢ morosa, e acaba
trazendo incerteza na garantia da qualidade da subs-
tancia adquirida. Em especial que pode estar compro-
metida devido a condi¢des inadequadas de transporte
e manuseio (PACHECO et al, 2010). Outro fator que
pode comprometer as analises ¢ a pureza dos padroes
comerciais sintéticos, que pode conter impurezas pro-
venientes da sintese.

Segundo a ANVISA (2010), um material com
propriedades e estabilidade adequadas pode ser sele-
cionado ou preparado em laboratério e usado como um
padrdo analitico. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo isolar e quantificar retinol com alto teor de pu-
reza a partir de figado bovino para posterior utilizagdo
como padrao analitico.

2. METODOLOGIA
2.1 Equipamentos e reagentes

Evaporador rotativo modelo Rotavapor-RE -
Buchi®. Cromatografo liquido de alta eficiéncia mo-
dular Waters composto por bomba 600, degaseificador
de solvente em linha, injetor automatico 717plus e
detector de arranjo de fotodiodos modelo 996 e siste-
ma de aquisi¢do de dados com sofiware Empower®.
Espectrofotometro UV-1800, Shimadzu®. Cromato-
grafo liquido de ultra-eficiéncia com detector de Es-
pectrometria de massas (Acquity-Synapt® UPLC-MS/
MS- ESI/Q-TOF) Waters®. KOH purificado - Tedia®,
Pirogalol ACS - Vetec®, éter etilico, éter de petroleo,
metanol e etanol, todos com grau HPLC - Tedia®. Fil-
tro de membrana 0,45um de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) Millipore®.

2.2 Extracio e Isolamento do padrao de retinol

A extracdo de retinol foi realizada segundo
método descrito por Campos (2003), com modifica-
¢oes. Aproximadamente 100g de figado bovino fresco
foram triturados, e 20g desse material foram pesados.
A hidrolise alcalina do retinol foi realizada com 50mL
de solu¢do de KOH:pirogalol:metanol 20:1:79 (m/v),
durante 3h, ao abrigo de luz. O hidrolisado foi entdo
extraido em 100mL de solugao de éter de petroleo:éter
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etilico 20:80 (m/v), em duas etapas de 50mL. A fase
etérea foi entdo separada em funil de separa¢do ¢ em
seguida lavada com agua MilliQ® até pH neutro. A
fase etérea foi entdo evaporada em evaporador rotati-
vo sob pressao reduzida, o residuo foi entdo dissolvido
com 5SmL de etanol e filtrado através de mem-
brana 0,45um. A separagdo cromatografica do retinol
foi realizada no Laboratorio de Cromatografia Liquida
da Embrapa Agroindistria de Alimentos, utilizando
coluna C30 (250 x 4,6mm x 3um) - YMC®, a 33°C,
com eluicdo em modo isocratico de metanol:éter metil
terc-butilico 80:20 (v/v) sob fluxo de 0,8mL/min (Pa-
checo et al., 2014). O volume de injecdo foi de 15pL,
e o tempo de analise foi de 14 minutos seguidos de
mais 14 minutos para elui¢do dos demais componentes
da amostra, em especial dos carotenoides presentes. O
retinol cromatograficamente separado foi coletado ma-
nualmente na saida do detector. Para se obter quantida-
des suficientes para a determinagdo de pureza e poste-
rior utilizagdo como padrao, foram realizadas injegdes
e coletas sucessivas.

2.3 Quantificacdo espectrofotométrica do retinol
isolado

O retinol isolado foi quantificado por espectro-
fotometria em 325nm. O solvente utilizado foi o etanol
absoluto e a absortividade molar para o calculo da con-
centracao foi €=1780 (Merck, 1983).

2.4 Determinac¢ao da pureza do retinol isolado

A determinacdo da pureza do retinol isolado
foi realizada por HPLC. A area do pico de retinol, em
porcentagem relativa a soma das areas de todos os pi-
cos presentes, foi considerada a pureza cromatografica
do padrio isolado.

2.5 Espectrometria de massas do retinol isolado

A confirmacdo qualitativa do retinol purificado
foi realizada por Cromatografia Liquida de Ultra Efi-
ciéncia com detector de massas de alta resolugdo. As
condigdes cromatograficas foram: eluigdo isocratica de
solugdo aquosa de acido formico 0,1% sob fluxo de
0,25mL/min. Coluna C18 (150mm x 2,Imm, 1,7um)
Waters® a 24°C. Para a detec¢do foram utilizados os
seguintes parametros: ionizac¢do por eletronebulizagido
(+), voltagem do capilar 4kV e do cone 25V, tempe-
ratura da fonte 100°C e fluxo de nitrogénio de dessol-
vatagao 300L/min a 200°C. Para confirmagao da frag-
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mentagdo do retinol foi utilizado um padrao comercial
de acetato de retinol. Este foi hidrolisado, da mesma
maneira que a amostra, ¢ entdo solubilizado em solu-
¢do de metanol e éter metil terc-butilico 90:10 (v/v).
Esta solugdo analisada por inser¢ao direta no espectro-
metro de massas sob 0os mesmos parametros descritos
anteriormente.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO
3.1 Extracio e isolamento do retinol

A identificagdo cromatografica do retinol iso-
lado foi feita através de comparacdo dos tempos de re-
tencdo e espectros de UV/Vis com padrao comercial de
acetato de retinol hidrolisado, conforme Figura 1.

Rodriguez-Delgado e colaboradores (2002)
analisaram retinol por cromatografia liquida, o espec-
tro de absor¢ao obtido, na faixa de comprimento de
onda de 250 a 400nm foi equivalente ao encontrado
neste trabalho.

Figura 1 a) Cromatograma e espectro UV/Vis do retinol iso-
lado de figado bovino, b) Cromatograma e espectro UV/Vis
do padrao comercial de acetato de retinol hidrolisado.
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3.2 Espectrometria de massas do retinol isolado

A andlise por CLUE-MS/MS- ESI/Q-TOF
comprovou a presenca de retinol no extrato de figado
bovino, como mostrado na Figura 2a. O espectro do
pico com tR 1,67min mostra os fragmentos que carac-
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terizam o retinol: m/z 269; 213, 119 ¢ 95.

Através da analise do padrdo comercial de ace-
tato de retinol hidrolisado (Figura 2b) pode-se caracte-
rizar a fragmentacdo do retinol. Nao € possivel obser-
var o sinal referente a molécula de retinol protonada
(m/z 287), pois segundo Crotti et al (2006) durante a
ionizacdo por “electrospray” podem ocorrer reagdes
acido-base, complexagdo com cations e anions e/ou
reacdes redox, dependendo das propriedades quimicas
da molécula, gerando trés tipos de ions: ions molecula-
res, moléculas protonadas/desprotonadas e moléculas
cationizadas ou anionizadas. Assim, apés a formagio
dos ions provenientes do retinol em fase gasosa na fon-
te de eletronebulizagdo, a molécula rapidamente sofre
desidratacdo, gerando um fragmento positivo altamen-
te estavel pela deslocalizagdo das ligagdes duplas da
cadeia isoprenoide.

A presenga do pico base m/z 269 foi utilizada

para caracterizar o retinol (LI et al.,2005; WANG et
al., 2001). E, nesse caso, a presenga dos ions m/z 213,
177 e 95 corroboram a estrutura do retinol.
Em estudos realizados por Breemen et al (1998), a
identificacdo do retinol nas amostras foi feita com base
na presenga do ion majoritario m/z 269, correspon-
dendo ao retinol apos perda de agua. O mesmo ion foi
observado em estudo realizado por Heudi, Trisconi e
Blake (2004) analisando retinol em formulas infantis
enriquecidas. Em trabalho realizado por Li et al (2005),
novamente, o ion majoritario m/z 269 foi observado
apos perda de agua ([m+H)-H20]+269).

Figura 2 a) Espectro de massas do retinol isolado de figado
bovino, obtido por CLUE-MS/MS- ESI/Q-TOF, b) Espectro
de massas do padrao comercial de acetato de retinol hidroli-
sado obtido por insergdo direta.
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3.3 Quantifica¢ao e determinac¢ao do teor de pureza
do retinol isolado

Apos o isolamento, a concentragdo da solugao
obtida foi calculada através da absortividade molar e a
leitura obtida por espectrofotometria a 325nm, resul-
tando em 1,18ug de retinol por mililitro de solugao.
Com a separagdo cromatografica e coleta manual do
retinol hidrolisado e extraido de figado bovino, foram
obtidos 4mL de solucdo de retinol com pureza de 99%.
quantidade suficiente para utiliza¢gdo como padrao
analitico em analises cromatograficas.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Com a metodologia proposta neste trabalho,
foi obtido padrao de retinol com 99% de pureza, iso-
lado de fonte natural, demonstrando que a técnica
utilizada possibilita a preparacdo de padrao analitico
para utilizagdo em analises por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. O método garante a qualidade das
analises, pois reduz o risco de comprometimento do
padrdo analitico por condi¢des inadequadas de trans-
porte e manuseio, além de minimizar os custos dos
procedimentos analiticos e a interferéncia de impure-
zas provenientes do processo de produgdo de padrao
comercial.
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