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Introdução
Os carotenoides são pigmentos 

naturais responsáveis pelas cores  
amarelo, laranja ou vermelho, presentes 
não só em frutas e hortaliças como 
também na gema de ovo, crustáceos 
cozidos e alguns peixes. Embora 
presentes em pequenas quantidades, 
são substâncias bioativas, com efeitos 
benéficos à saúde, e alguns deles 
apresentam atividade de vitamina A 
(Rodriguez-Amaya et al., 2008).

Outra classe de compostos bioativos 
são os tocoferóis e tocotrienóis, 
chamados de tococromanóis. De uma 
maneira geral, estes compostos são 
encontrados em maior quantidade em 
óleos e em fontes oleaginosas, como 
sementes e frutos. Os tococromanóis 
têm sido muito estudados pela atividade 

antioxidante e como vitamina E, sendo 
que os tocotrienóis chamam a atenção 
pela atividade anti-inflamatória e 
possível redução do risco de doenças 
cardiovasculares, câncer, diabetes e 
doenças neurodegenerativas (Sen et al., 
2006; Aggarwal et al., 2010).

O valor nutricional destes compostos 
justifica sua identificação e quantificação 
nas fontes comestíveis, considerando 
que tanto os carotenoides como os 
tococromanóis exibem diferentes 
atividades vitamínicas e biológicas. 
Para efeito do cálculo de vitamina A, 
são considerados apenas o all–trans 
α-caroteno, all-trans β-caroteno e a 
β-criptoxantina. Da mesma maneira 
os isômeros α, β, γ e δ tocoferóis e 
tocotrienóis apresentam diferentes 
atividades como vitamina E (FAO, 2012).
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Os carotenoides e os tococromanóis 
são compostos lábeis, sensíveis ao 
aquecimento, luz e presença de oxigênio, 
entre outros fatores. Assim sendo, a 
extração e a análise destes compostos 
devem ser realizadas em condições que 
evitem perdas e degradação. 

O método mais utilizado para análise 
e quantificação destes compostos é a 
cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE), em geral realizada como duas 
análises distintas. A análise simultânea 
destes compostos no óleo de palma foi 
proposta por Puspitasari-Nienaber et 
al. (2002) com detector eletroquímico, 
que não é equipamento muito comum. 
A análise simultânea de carotenoides 
e de tococromanóis de óleo de híbrido 
de palma foi realizada por Antoniassi 
et al. (2017) utilizando-se detector 
de arranjo de diodos e fluorescência 
em série, sendo este último detector 
muito sensível e específico para os 
tococromanóis. O detector de arranjo 
de diodos tem sido o mais utilizado para 
análise de carotenoides, pois permite 
a identificação destes compostos pela 
comparação de espectros na região do  
visível, quando o detector de massas 
não está disponível (Pacheco et al., 
2009). 

A separação de carotenoides por 
CLAE é usualmente realizada em coluna 
de fase reversa de C30, enquanto que a 
separação de tococromanóis por CLAE 
pode ser realizada utilizando-se coluna 
de fase reversa de C18 ou  colunas de 
fase normal (sílica ou sílica-diol), com 
a vantagem que em fase normal ocorre 

separação entre β e γ-tocoferol, e β e 
γ-tocotrienol. Por outro lado, os solventes 
utilizados na separação em fase normal 
são hexano e isopropanol, sendo que 
o emprego de hexano pode danificar 
selos e membranas do equipamento. 
A separação em fase reversa é uma 
alternativa para a maioria dos óleos que 
apresentam quantidades muito baixas 
de β-tocoferol e β-tocotrienol, com a 
vantagem da utilização dos solventes 
mais usuais na análise por CLAE, como 
metanol e acetonitrila.

Neste trabalho, o método de 
análise por CLAE foi aperfeiçoado 
para separação de carotenoides e 
tococromanóis em coluna de fase 
reversa de C30 utilizando-se os 
detectores de arranjo de diodos e de 
fluorescência, conectados em série.

Técnicas de extração 
e preparo de amostra

Para a análise dos carotenoides e 
tococromanóis pesou-se de 40 a 100 mg 
de óleo (dependendo da concentração). 
Para dissolução dos óleos de híbridos 
de palma e de caiaué utilizou-se 2 mL 
acetona (com teor máximo de umidade 
de 5%), que é eficaz para dissolver o 
óleo. 

Análise por CLAE
As análises foram realizadas em um 

sistema cromatográfico Alliance, modelo 
2695, da Waters Technologies, equipado 
com bomba quaternária, desgaseificador 
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on-line, injetor automático com válvula 
Rheodyne (Rheodyne LCC, Rohnert 
Park, EUA) e forno externo para 
coluna cromatográfica, conectado em 
série com os detectores de arranjo de 
diodos (DAD), Waters modelo 2998 e 
de fluorescência (FLD), Waters modelo 
2424, nesta seqüência. A coluna 
utilizada foi a YMC C30 (250 mm x 4,6 
mm x 5 µm) condicionada a 35ºC, e  
as amostras foram mantidas a 15ºC. O 
gradiente de eluição utilizado foi o de 
Pacheco et al. (2009) com modificações: 
a composição inicial da fase móvel foi 
de 90% de metanol e 10% de MTBE 
(Metil terc butil éter) passando para a 
proporção de 85% de metanol e 15% de 
MTBE em 30 segundos, e em 15 minutos 
atingindo-se a proporção de 15% de 
metanol e 85% de MTBE. Retornou-se 
a composição inicial em 1,5 minutos e 
manteve-se nestas condições até 28 
minutos. O fluxo foi de 0,8 mL/minuto e 
o volume de injeção variou de 5 a 10 µL. 
Para análise dos carotenóides utilizou-
se o detector DAD selecionando-se a 
varredura de 200 a 800 nm e utilizando-
se para quantificação o comprimento 
de onda 450 nm para β-caroteno. Para 
análise dos tococromanóis utilizou-se 
o detector de fluorescência (FLD) com 
comprimento de onda de excitação de 
290 nm, e de emissão de 330 nm.

Quantificação e 
identificação

Para amostras de óleo na faixa de 
100-300 µg de α-tocoferol/grama de óleo 
de palma ou híbrido de palma ou caiaué, 

preparou-se  uma solução estoque de 
α-tocoferol de 20 mg/50 mL de metanol 
e diluiu-se na proporção de 1/10 e 1/25 
para leitura no espectrofotômetro, e 
para a análise por CLAE a diluição foi 
de 1/50, com injeção de 1 a 12 µL. Para 
o cálculo  da concentração da solução 
estoque de α-tocoferol em µg/mL, 
dividiu-se a absorbância (leitura entre 
0,1 e 0,8 no comprimento de onda de 
292 nm), pela absortividade molar de 
0,0076 reportado na AOCS (2009). Para 
cada tococromanol, utilizou-se uma 
curva de calibração de pelo menos 6 
pontos, variando-se o volume de injeção 
de 1 a 12 µL, ou preparando-se soluções 
distintas, de concentrações compatíveis 
com o esperado para as amostras. A 
concentração do padrão foi verificada 
por espectrofotometria e calculada 
considerando-se a absortividade molar 
e os comprimentos de onda máximos 
para cada tococromanol (AOCS, 2009; 
Podda et al., 1996). 

Para os óleos de palma, híbridos 
de palma e caiaué, nos quais α e 
β-caroteno representam mais de 50% 
dos carotenos totais, a quantificação 
foi realizada por espectrofotometria 
considerando os comprimentos de onda, 
absortividades molares e o solvente 
utilizado na diluição, conforme Davies 
(1976). A identificação foi realizada por 
comparação dos espectros obtidos e 
os tempos de retenção dos padrões 
(Pacheco et al., 2009). 
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Resultados obtidos
Nas condições relatadas, os 

tococromanóis eluíram entre 5 e 8 
minutos, com resolução de 100%. Para a 
coluna de fase reversa de C30 utilizada, a 
ordem de eluição foi: δ, γ e α-tocotrienol, 
seguida de δ, γ e α-tocoferol. Para os 
carotenóides, a eluição ocorreu entre 
10 e 15 minutos, sendo que os óleos 
de híbridos de palma não apresentaram 
carotenoides oxigenados e carotenos 
esterificados (Figuras 1 e 2). Nas 
condições relatadas, os pftalatos eluíram 
entre as duas classes de compostos e 
não interferiram com os resultados. 

Para os óleos de híbrido de palma 
e de caiaué foram identificados como 
carotenóides majoritários o all-trans-
α-caroteno e o all-trans-β-caroteno, 
variando respectivamente de 240 a 
579 µg/grama, e de 328 a 997 µg/
grama. A coluna mais utilizada para 
separação dos carotenoides é a coluna 
de fase reversa de C30 de 25 cm e 4,6 
mm de diâmetro interno, sendo que o 
tamanho de partícula pode ser de 5 
ou 3 µm. Para os óleos de palma e de 
híbridos de palma, que não apresentam 
uma composição tão complexa de 
carotenoides, foi utilizada uma coluna de 
C30 com tamanho de partícula de 5 µm.

Esta coluna foi eficaz também na 
separação dos tococromanóis, sendo 
que para estes óleos os predominantes 
foram o γ-tocotrienol (variando de 438 a 
1116 µg/g), o α-tocotrienol (variando de 
90 a 244 µg/g) e o α-tocoferol (variando 

de 95 a 188µg/g).   Este método pode 
ser utilizado para outros óleos que 
apresentem quantidades muito baixas 
de β-tocoferol e β-tocotrienol.

Figura 1. Cromatograma de carotenóides 
de óleo de híbrido de palma por CLAE com 
detector de arranjo de diodos a 450 nm.
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Figura 2. Cromatograma de tococromanóis 
de óleo de híbrido de palma por CLAE com 
detector de Fluorescência (excitação a 290 
nm e emissão a 330 nm).
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Quanto aos padrões dos 
tococromanóis que estão disponíveis 
para aquisição, alguns deles são 
purificados e outros estão disponíveis 
em fase oleosa, como é o caso do 
α-tocoferol. Como estes compostos 
são muito lábeis é necessário verificar 
a concentração das soluções de 
padrão pela leitura espectrofotométrica, 
utilizando-se a absortividade molar 
(AOCS, 2009; Podda et al., 1996). Caso 
não se tenha todos os padrões para 
identificação, pode-se utilizar óleos 
autênticos que apresentem composição 
característica destes compostos, como 
por exemplo, soja (α, γ e δ-tocoferol), 
girassol e oliva (α-tocoferol), palma 
bruto (γ-tocotrienol), extrato de urucum 
(δ-tocotrienol) e óleo de gérmen de trigo 
(β-tocoferol e β-tocotrienol). 

Quanto aos padrões de carotenoides, 
caso não estejam disponíveis, pode-se 
isolar a partir de fontes ricas nestes 
compostos, e preparar os padrões 
no próprio laboratório para então 
construir curvas analíticas compatíveis 
com a concentração das amostras, 
recalculando-se a concentração por 
espectrofotometria, conforme Pacheco 
et al. (2009).

O método apresentado foi eficaz 
na separação das duas classes de 
compostos para os óleos ou extratos 
de frutos, e óleos de palma, híbridos 
de palma e caiaué, e pode ser utilizado 
para outras matrizes oleosas, como fruto 
e óleo de buriti e semente de urucum, 
entre outras fontes. O método é simples, 

seletivo e apresentou faixa de trabalho 
de 8 a 800 µg/g de cada caroteno e de 
10 a 1200 µg/g de cada tococromanol. 
Apresentou redução do tempo de 
análise, redução do volume de solvente 
e consequentemente do descarte de 
resíduos, em relação à realização de 
duas análises independentes. 
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