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RESUMO - A procura crescente por analises de carotendides por cromatografia liquida de alta
eficiéncia tem criado a necessidade de métodos analiticos mais rapidas , tanto na parte
instrumental como no tratamento das amostras . Este artigo apresenta uma forma simples e rapida
de se obter padr&es analiticos de carotendides por cromatografia liquida usando matrizes vegetais
facilmente encontrados. Padrdes analiticos de carotendides foram extraidos a partir de matrizes
vegetais e preparados para andlise: zeaxantina ,  -criptoxantina , a- caroteno , 3 - caroteno , 13 -
cis - B - caroteno e 9 - cis - B — caroteno. Todos os padrdes obtidos foram satisfatérios quanto ao
grau de pureza e em quantidades suficientes para a construcao de curvas analiticas.
Palavras-chave: Padrdes, carotenoides, curvas analiticas.

ABSTRACT - The growing demand for carotenoid analysis by high performance liquid
chromatography generated the need for more rapid analytical methods, both in the instrumental
part as in sample processing. This paper presents a simple and quick way to obtain analytical
standards of carotenoids by liquid chromatography by using vegetable matrices easily found.
Analytical standards of the following carotenoids were extracted from plant matrices and prepared
for analyses: zeaxanthin, 3-cryptoxanthin, a-carotene, -carotene, 13-cis-p-carotene and 9-cis-p-
carotene All standards obtained were satisfactory in purity grade and in quantities for the
construction of analytical curves.
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INTRODUCAO

O crescente incremento na demanda analitica para a determinacdo de carotenoides por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) vem incentivando o desenvolvimento de
metodologias analiticas cada vez mais rapidas e eficientes, 0 que vem ocorrendo tanto na etapa
de extracdo dos carotenoides das diversas matrizes alimenticias quanto na etapa cromatogréfica.
Prova disso séo as metodologias de microextracdo, que reduzem consideravelmente os tempos de
analise, bem como o consumo de insumos, como solventes e materiais.

Os métodos cromatograficos também evoluiram consideravelmente nos ultimos anos,
sendo muito mais rapidos, seletivos e sensiveis. No entanto, a etapa de quantificacdo dos
carotenoides ainda depende da disponibilidade de padrdes analiticos confidveis e de alta pureza.
Apesar de disponiveis no mercado, esses padrGes ainda dependem de importacGes e a sua
labilidade quimica praticamente inviabiliza a sua aquisicgao.

O objetivo deste trabalho foi demonstrar a viabilidade do rapido preparo de padrdes
analiticos, utilizando a prépria CLAE e fontes vegetais, facilmente encontradas no comércio ao
longo de todo o ano, bem como a sua utilizagdo para a construcao das curvas analiticas.

METODO
Extracdo dos carotenoides: A extracao e saponificacdo dos carotenoides das matrizes escolhidas
foi realizada segundo Rodrigues-Amaya (2001).
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Meétodo cromatografico: A analise cromatogréafica, bem como o isolamento dos padrfes e
verificacdo de suas purezas cromatograficas foi segundo Pacheco (2014).

Matrizes vegetais: Como fonte dos carotenoides especificos foram avaliadas as seguintes
matrizes vegetais: Zeaxantina: Milho verde, Solanum pseudocapsicum, Goji Berry; B-
criptoxantina: Caqui e Mamao formosa; a-caroteno: Cenoura, abdbora e 6leo de Palma; B-
caroteno: Cenoura, abobora e 6leo de Palma; 13-cis-p-caroteno: Espinafre, Alface e Couve; 9-
cis-p-caroteno: Espinafre, Alface e Couve e, Licopeno: Tomate, Caqui, Melancia e Meldo-de-
Séo-Caetano.

Todas as matrizes escolhidas como fonte de carotenoides foram adquiridas no comércio
varejista do Rio de Janeiro, com exce¢do dos frutos de Meldo-de-Sdo-Caetano, sendo estes
coletados na Embrapa Agroindustria de Alimentos.

Todos os extratos dos carotenoides extraidos das matrizes escolhidas foram concentrados
por evaporacdo de modo a se obter a maxima intensidade do sinal do pico cromatogréfico, que
foi estabelecida em 2 unidades de absorvancia em 450nm.

A purificacdo dos carotenoides se deu por coleta manual, na saida do detector
cromatografico. Os picos de interesse foram coletados em frascos individuais para posterior
verificacdo de pureza cromatografica e quantificacdo espectrofotométrica. Nas condi¢des
estabelecidas foram necessarias, aproximadamente, cinco inje¢Ges de cada extrato vegetal para
coleta de material suficiente para as verificagdes de pureza, quantificagdo e preparo das solugdes
de calibragéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Purezas cromatograficas dos carotenoides isolados

Os pares de cromatogramas da Figura 1 apresentam o perfil cromatografico da matriz
utilizada para isolamento via CLAE do carotenoide de interesse (esquerda) e o cromatograma do
carotenoide ap6s isolamento com a respectiva pureza obti
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Figura 1 — Perfil cromatografico dos carotenoides das matrizes vegetais escolhidas como fonte
(Esquerda) e cromatograma do padrdo isolado com a pureza obtida (Direita).

Extrato de dleo de palma

p-caroteno — Pureza 99,3%

Extrato de dleo de palma

J
J

a.-caroteno — Pureza 97,9%

Extrato de frutos de Solanum pseudocapsicum

Zeaxantina — Pureza 98,2%

Extrato de folhas de espinafre

A

9-cis-p-caroteno — Pureza 99,3%

Extrato de folhas de espinafre

A

13-cis-p-caroteno — Pureza 91,2%

Extrato de frutos de caqui

B-criptoxantina — Pureza 92,8%
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Extrato de frutos de caqui

N

Licopeno — Pureza 91,2%

_

Construcao das curvas analiticas

Apos o isolamento dos carotenoides e a verificagdo da pureza cromatografica, foram
preparadas solucbes de cada carotenoide em éter de petrdleo. A quantificacdo das solugdes foi
realizada por espectrofotometria, segundo Rodrigues-Amaya (2001). Com as respectivas
concentracdes calculadas, foram preparadas sucessivas diluicdes das solug¢bes para a construcao

das curvas analiticas.

CONCLUSAO

O isolamento de carotenoides através de coleta manual do efluente do detector
cromatografico se mostrou um método réapido, eficiente e o material coletado apresentou purezas
adequadas, acima de 90%, e em quantidade suficiente para a sua quantificacéo e uso como padréo
analitico para a determinac&o dos principais carotenoides em alimentos.
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