Foto:IRosemar-Antoniassi

COMUNICADO
TECNICO

235

Rio de Janeiro, RJ
Dezembro, 2018

En@a

ISSN 0103 5231

Analise Simultanea de
Carotenos e Tococromanois por
Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Rosemar Antoniassi’

Sidney Pacheco?

Adelia Ferreira de Faria-Machado?®
Allan Eduardo Wilhelm*

Andrea Madalena Maciel Guedes®
Humberto Ribeiro Bizzo®

Ronoel Luiz de Oliveira Godoy’



Analise Simultanea de Carotenos e
Tococromanois por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia’

' 'Engenheira de Alimentos, D.Sc. em Engenharia de Alimentos, pesquisadora da Embrapa Agroindustria de

Alimentos, Rio de Janeiro, RJ.

2Quimico, D.Sc. em Ciéncia de Alimentos, Analista da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro,

RJ.

3Engenheira de Alimentos, D.Sc. em Engenharia de Alimentos, pesquisadora da Embrapa Agroindustria de

Alimentos, Rio de Janeiro, RJ.

“Farmacéutico, M.Sc. em Ciéncia de Alimentos, Analista da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de

Janeiro, RJ.

5Engenheira Quimica, D.Sc. em Tecnologia de Alimentos, pesquisadora da Embrapa Agroindustria de

Alimentos, Rio de Janeiro, RJ.

8Quimico, D.Sc. em Quimica Organica, pesquisador da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro,

RJ.

"Farmacéutico, D.Sc. em Quimica, pesquisador da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro,

RJ.

Introducao

Os carotenoides s&o pigmentos
naturais responsaveis pelas cores
amarelo, laranja ou vermelho, presentes
ndao s6 em frutas e hortaligas como
também na gema de ovo, crustaceos
cozidos e alguns peixes. Embora
presentes em pequenas quantidades,
séo substancias bioativas, com efeitos
benéficos a saude, e alguns deles
apresentam atividade de vitamina A
(Rodriguez-Amaya et al., 2008).

Outra classe de compostos bioativos
sdo os tocoferéis e tocotriendis,
chamados de tococromanois. De uma
maneira geral, estes compostos s&o
encontrados em maior quantidade em
Oleos e em fontes oleaginosas, como
sementes e frutos. Os tococromanois
tém sido muito estudados pela atividade

antioxidante e como vitamina E, sendo
que os tocotriendis chamam a atencao
pela atividade anti-inflamatéria e
possivel reducéo do risco de doengas
cardiovasculares, cancer, diabetes e
doengas neurodegenerativas (Sen et al.,
2006; Aggarwal et al., 2010).

O valor nutricional destes compostos
justifica sua identificagao e quantificagéo
nas fontes comestiveis, considerando
que tanto os carotenoides como os
tococromanois exibem diferentes
atividades vitaminicas e bioldgicas.
Para efeito do calculo de vitamina A,
sdo considerados apenas o all-trans
a-caroteno, all-trans [p-caroteno e a
B-criptoxantina. Da mesma maneira
os isbmeros a, B, y e O tocoferdis e
tocotriendis  apresentam  diferentes
atividades como vitamina E (FAO, 2012).



Os carotenoides e os tococromandis
sdo compostos labeis, sensiveis ao
aquecimento, luz e presenca de oxigénio,
entre outros fatores. Assim sendo, a
extracdo e a analise destes compostos
devem ser realizadas em condigbes que
evitem perdas e degradacgéo.

O método mais utilizado para analise
e quantificagdo destes compostos € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), em geral realizada como duas
anadlises distintas. A analise simultanea
destes compostos no 6leo de palma foi
proposta por Puspitasari-Nienaber et
al. (2002) com detector eletroquimico,
que nao é equipamento muito comum.
A analise simultdnea de carotenoides
e de tococromandis de 6leo de hibrido
de palma foi realizada por Antoniassi
et al. (2017) utilizando-se detector
de arranjo de diodos e fluorescéncia
em série, sendo este Ultimo detector
muito sensivel e especifico para os
tococromanois. O detector de arranjo
de diodos tem sido o mais utilizado para
analise de carotenoides, pois permite
a identificacdo destes compostos pela
comparagao de espectros na regiao do
visivel, quando o detector de massas
ndo estd disponivel (Pacheco et al,
2009).

A separagdo de carotenoides por
CLAE é usualmente realizada em coluna
de fase reversa de C,, enquanto que a
separagao de tococromandis por CLAE
pode ser realizada utilizando-se coluna
de fase reversa de C,, ou colunas de
fase normal (silica ou silica-diol), com
a vantagem que em fase normal ocorre

separagao entre B e y-tocoferol, e B e
y-tocotrienol. Por outro lado, os solventes
utilizados na separagédo em fase normal
sdo hexano e isopropanol, sendo que
o emprego de hexano pode danificar
selos e membranas do equipamento.
A separagcao em fase reversa € uma
alternativa para a maioria dos 6leos que
apresentam quantidades muito baixas
de B-tocoferol e B-tocotrienol, com a
vantagem da utilizacdo dos solventes
mais usuais na analise por CLAE, como
metanol e acetonitrila.

Neste trabalho, o método de
analise por CLAE foi aperfeigoado
para separagdo de carotenoides e
tococromandis em coluna de fase
reversa de C30 utilizando-se os
detectores de arranjo de diodos e de
fluorescéncia, conectados em série.

Técnicas de extracao
e preparo de amostra

Para a andlise dos carotenoides e
tococromanais pesou-se de 40 a 100 mg
de 6leo (dependendo da concentragao).
Para dissolugdo dos o6leos de hibridos
de palma e de caiaué utilizou-se 2 mL
acetona (com teor maximo de umidade
de 5%), que é eficaz para dissolver o
6leo.

Analise por CLAE

As andlises foram realizadas em um
sistema cromatografico Alliance, modelo
2695, da Waters Technologies, equipado
com bomba quaternaria, desgaseificador



on-line, injetor automatico com valvula
Rheodyne (Rheodyne LCC, Rohnert
Park, EUA) e forno externo para
coluna cromatografica, conectado em
série com os detectores de arranjo de
diodos (DAD), Waters modelo 2998 e
de fluorescéncia (FLD), Waters modelo
2424, nesta sequéncia. A coluna
utilizada foi a YMC C,, (250 mm x 4,6
mm x 5 pm) condicionada a 35°C, e
as amostras foram mantidas a 15°C. O
gradiente de eluicdo utilizado foi o de
Pacheco et al. (2009) com modificagdes:
a composicao inicial da fase mével foi
de 90% de metanol e 10% de MTBE
(Metil terc butil éter) passando para a
proporcao de 85% de metanol e 15% de
MTBE em 30 segundos, e em 15 minutos
atingindo-se a propor¢édo de 15% de
metanol e 85% de MTBE. Retornou-se
a composigao inicial em 1,5 minutos e
manteve-se nestas condigdes até 28
minutos. O fluxo foi de 0,8 mL/minuto e
o volume de injegéo variou de 5 a 10 L.
Para analise dos carotenodides utilizou-
se o detector DAD selecionando-se a
varredura de 200 a 800 nm e utilizando-
se para quantificagdo o comprimento
de onda 450 nm para B-caroteno. Para
analise dos tococromandis utilizou-se
o detector de fluorescéncia (FLD) com
comprimento de onda de excitacdo de
290 nm, e de emissao de 330 nm.

Quantificacéo e
identificacao
Para amostras de 6leo na faixa de

100-300 ug de o-tocoferol/grama de 6leo
de palma ou hibrido de palma ou caiaué,

preparou-se uma solugao estoque de
a-tocoferol de 20 mg/50 mL de metanol
e diluiu-se na proporgéo de 1/10 e 1/25
para leitura no espectrofotdbmetro, e
para a analise por CLAE a diluigao foi
de 1/50, com injecdo de 1 a 12 L. Para
o calculo da concentragao da solugao
estoque de a-tocoferol em pg/mL,
dividiu-se a absorbancia (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 calibragdo de pelo menos 6
pontos, variando-se o volume de injecao
de 1 a 12 yL, ou preparando-se solugdes
distintas, de concentracbes compativeis
com o esperado para as amostras. A
concentragdo do padréao foi verificada
por espectrofotometria e calculada
considerando-se a absortividade molar
e os comprimentos de onda maximos
para cada tococromanol (AOCS, 2009;
Podda et al., 1996).

Para os 6leos de palma, hibridos
de palma e caiaué, nos quais a e
B-caroteno representam mais de 50%
dos carotenos totais, a quantificacao
foi realizada por espectrofotometria
considerando os comprimentos de onda,
absortividades molares e o solvente
utilizado na diluigdo, conforme Davies
(1976). A identificagéo foi realizada por
comparagao dos espectros obtidos e
os tempos de retencdo dos padrdes
(Pacheco et al., 2009).



Resultados obtidos

Nas condicbes relatadas, os
tococromanois eluiram entre 5 e 8
minutos, com resolucédo de 100%. Para a
coluna de fase reversa de C, utilizada, a
ordem de eluigao foi: 8, y e a-tocotrienol,
seguida de 9, y e a-tocoferol. Para os
carotendides, a eluicdo ocorreu entre
10 e 15 minutos, sendo que os o6leos
de hibridos de palma nao apresentaram
carotenoides oxigenados e carotenos
esterificados (Figuras 1 e 2). Nas
condigdes relatadas, os pftalatos eluiram
entre as duas classes de compostos e
nao interferiram com os resultados.

Para os 6leos de hibrido de palma
e de caiaué foram identificados como
carotendides majoritarios o all-trans-
a-caroteno e o all-trans-B-caroteno,
variando respectivamente de 240 a
579 ug/grama, e de 328 a 997 ug/
grama. A coluna mais utilizada para
separagao dos carotenoides é a coluna
de fase reversa de C,  de 25 cm e 4,6
mm de diadmetro interno, sendo que o
tamanho de particula pode ser de 5
ou 3 ym. Para os 6leos de palma e de
hibridos de palma, que ndo apresentam
uma composi¢cdo tdo complexa de
carotenoides, foi utilizada uma coluna de
C,, com tamanho de particula de 5 um.

Esta coluna foi eficaz também na
separagao dos tococromandis, sendo
que para estes 6leos os predominantes
foram o y-tocotrienol (variando de 438 a
1116 pg/g), o a-tocotrienol (variando de
90 a 244 pg/g) e o a-tocoferol (variando

de 95 a 188ug/g). Este método pode
ser utilizado para outros o6leos que
apresentem quantidades muito baixas
de B-tocoferol e B-tocotrienol.
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Figura 1. Cromatograma de carotendides
de 6leo de hibrido de palma por CLAE com
detector de arranjo de diodos a 450 nm.
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Figura 2. Cromatograma de tococromanois
de 6leo de hibrido de palma por CLAE com
detector de Fluorescéncia (excitagdo a 290
nm e emissao a 330 nm).
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Quanto aos padroes dos
tococromanodis que estdo disponiveis
para aquisicdo, alguns deles sao
purificados e outros estdo disponiveis
em fase oleosa, como é o caso do
a-tocoferol. Como estes compostos
sdo muito labeis é necessario verificar
a concentracdo das solugbes de
padrao pela leitura espectrofotométrica,
utilizando-se a absortividade molar
(AOCS, 2009; Podda et al., 1996). Caso
nao se tenha todos os padrbes para
identificacdo, pode-se utilizar 6leos
auténticos que apresentem composigao
caracteristica destes compostos, como
por exemplo, soja (a, y e O-tocoferol),
girassol e oliva (a-tocoferol), palma
bruto (y-tocotrienol), extrato de urucum
(6-tocotrienol) e 6leo de gérmen de trigo
(B-tocoferol e B-tocotrienol).

Quanto aos padrdes de carotenoides,
caso nao estejam disponiveis, pode-se
isolar a partir de fontes ricas nestes
compostos, e preparar os padrdes
no proprio laboratério para entdo
construir curvas analiticas compativeis
com a concentragdo das amostras,
recalculando-se a concentracédo por
espectrofotometria, conforme Pacheco
et al. (2009).

O método apresentado foi eficaz
na separagao das duas classes de
compostos para os Oleos ou extratos
de frutos, e 6leos de palma, hibridos
de palma e caiaué, e pode ser utilizado
para outras matrizes oleosas, como fruto
e Oleo de buriti e semente de urucum,
entre outras fontes. O método é simples,

seletivo e apresentou faixa de trabalho
de 8 a 800 ug/g de cada caroteno e de
10 a 1200 pg/g de cada tococromanol.
Apresentou redugdo do tempo de
analise, reducao do volume de solvente
e consequentemente do descarte de
residuos, em relagdo a realizacdo de
duas analises independentes.
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