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Introducao

Os lipideos s&o os constituintes de éleos
e gorduras, formados principalmente por
acidos graxos na forma de triglicerideos
e outros compostos lipofilicos, sendo
que os Oleos diferem das gorduras
por se apresentam no estado liquido
a temperatura ambiente. Os lipideos
estdo presentes nas células animais
€ sao responsaveis por varias fungdes
bioldgicas, e tem poder calorifico de
9 Kcal/lg. Os dleos sdo primariamente
extraidos de sementes com solventes
organicos a temperaturas elevadas ou
por método fisico (uso de prensas).
Tendo caracteristicas hidrofdbicas, os
6leos sao ricos em compostos lipofilicos
com propriedades de pro-vitamina A
(carotenoides como o [-caroteno) e
vitamina E (tocoferdis), que sdo muito

importantes para a saude humana.
Nas ultimas décadas, outras atividades
biolégicas tém sido vinculadas ao
consumo dos carotenoides, como o
fortalecimento do sistema imunolégico,
diminuicdo do risco de doengas
degenerativas, cardiovasculares e
oftalmolégicas (degeneragdo macular e
catarata).

Os carotenoides séao tetraterpenoides
(C40) formados por oito unidades
isoprenoides (C5) unidos por cauda-
cabegca e sdo responsaveis pela
coloragdo de frutas, hortalicas e
microrganismos, cujo espectro de
cor varia entre amarelo, laranja e
vermelho. Nas plantas, os carotenoides
estdo associados a clorofila e servem
como uma antena para auxiliar na
captagdo de energia solar, que sera

" Engenheira de alimentos, doutora em Ciéncia de Alimentos, pesquisadora da Embrapa Hortaligas,

Brasilia, DF.

2 Engenheira agroindustrial, doutoranda em Nutrigdo Humana, Universidade de Brasilia, DF.
3 Engenheira de alimentos, doutora em Nutricdo, docente do departamento de Nutrigdo, Universidade de

Brasilia, DF.

4 Farmacéutica, doutora em Ciéncia de Alimentos, pesquisadora de pés-doutorado em Nutricéo,

Universidade de Brasilia, DF.



usada no processo de fotossintese
(Rodriguez-Amaya; Maldonade, 2019).
Esses compostos lipossollveis se
encontram em frutas e hortalicas em
diferentes formas fisicas de deposicao.
Sao classificados como carotenos
(hidrocarbonetos, como o B-caroteno) e
xantofilas (presenca de oxigénio na sua
molécula, como a luteina).

Devido a sua complexa estrutura
quimica e a presenca de ligagdes duplas
conjugadas, os carotenoides podem
sofrer alteragbes em suas estruturas
como ciclizagdo, hidrogenacao, desidro-
genacgao, isomerizagao, oxidagao, entre
outras. Entretanto, essas modificacoes
geralmente resultam em alteragcbes nas
propriedades quimicas como intensidade
da coloragcdo e nas propriedades
antioxidantes ou de proé-vitamina A.

Em odleos de sementes de Cucurbita
maxima, os carotenoides predominantes
sdo o0 B-caroteno e a luteina. Para
analisar quimicamente os carotenoides,
esses devem ser extraidos com
solventes da matriz do alimento para
posterior leitura em espectrofotdmetro
elou separagdo por cromatografia
liquida. Para tanto, € necessario que
os interferentes sejam eliminados antes
extracao liquida-liquida em éter de
petréleo. Os lipideos saponificaveis,
como os triglicerideos e as clorofilas, sdo
um dos principais interferentes nessas
analises de carotenoides, que devem
ser removidos ou eliminados antes da

etapa de particdo em éter de petroéleo, o
que torna a analise de carotenoides em
6leos e gorduras complexa.

A saponificagcdo € realizada para
eliminar os lipideos interferentes
ou indesejaveis durante a analise.
Entretanto, essa operagao também pode
levar a degradagdo dos carotenoides
e, no caso de amostras de dleo, os
protocolos encontrados na literatura nao
sao suficientes para eliminar os acidos
graxos sem perdas significativas no
conteudo de carotenoides (Rodriguez-
Amaya, 1999). Ametodologia empregada
por Rodriguez-Amaya e Kimura (2004)
para analise de carotenoides em odleo
de palma exige uma operagcdo de
separagao dos lipideos especifica, nem
sempre de facil realizagao. Além do que,
para as amostras de 6leos constituidas
de acidos graxos com alto grau de
insaturacao, a filtragao com funil de vidro
sinterizado nao é eficiente para separar
as fracOes solidas do 6leo, mesmo em
temperaturas baixas.

A otimizacdo de métodos analiticos
para quantificacdo de carotenoides é
constante nos laboratérios de pesquisa
devidoagrandevariagcdodasmatrizesdos
alimentos, sendo que o desenvolvimento
de métodos é rotineiramente realizado
e validado antes dos experimentos.
Nesse contexto, esse trabalho teve
como objetivo estabelecer um método
para a quantificagdo de carotenoides
totais por espectrofotometria UV-Vis e



[3-caroteno por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em amostras de 6leo.

Materiais necessarios

Reagentes necessarios:

e Acetona P.A.

« Eter de petréleo P.A.

¢ Hidroxido de potassio

¢ Sulfato de sédio anidro

¢ Acetonitrila (grau HPLC)

¢ Acetato de etila (grau HPLC)
e Metanol (grau HPLC e P.A.)
e Terc-butil-hidroquinona

e Cilindro de Nitrogénio

Equipamentos e vidrarias:

e Balanga analitica

e Centrifuga refrigerada

e Baldo volumétrico de 50 mL

e Béquer de 1000 mL

e Pipeta volumétrica de 25 mL

® Frascos de vidro ambar

e Funil de separagao 500 mL

® Erlenmeyer de 125 mL

e Cubetas de vidro (4 cm x 1 cm)

e Espectrofotdmetro

® Frascos tipo vial

e Cromatografo liquido — HPLC, com
detector de arranjo de diodos (DAD)

e Pipetas automaticas com ponteiras
descartaveis

Preparo de solugdes

¢ Hidréxido de potassio em metanol 10%
(p/v)

Dissolver 10 g de hidréxido de potassio
em metanol, transferir a solugéo
para baldo volumétrico e completar
0 volume para 100 mL com metanol.
Homogeneizar o conteudo e armazena-
lo em frasco plastico a temperatura
ambiente, devidamente etiquetado.

Protocolo do método
Preparo da amostra

Em ambiente escuro, pesar 5 g de
6leo ou gordura em frasco erlenmeyer
(125 mL) e adicionar 25 mL de
acetona gelada (T < 8 °C) com uma
pipeta volumétrica. Agitar a mistura
gentilmente e armazena-la em geladeira
por 2 h. Apds este periodo, centrifugar
a amostra por 10 min a 4000 rpm em
temperatura de 4 °C. Apés a separagéo,
fazer particdo do sobrenadante para
éter de petréleo em funil de separagéo
de 500 mL, contendo 25 mL de éter de
petroleo. Transferir o extrato em acetona
para o funil, lentamente pelas paredes,
com ajuda de bastdo de vidro. Na
sequéncia, a acetona deve ser removida
da mistura através de lavagens com
agua destilada (aproximadamente 2 L).
Para tanto, adicionar agua destilada
cuidadosamente pelas paredes do funil
para ndo formar emulsao, sem agitar. A
fase aquosainferior no funil de separagao
deve ser desprezada até total remocgéao
da acetona. Recolher a amostra (extrato
etéreo) em frasco erlenmeyer recoberto
com papel aluminio e tampa-lo.



Posteriormente, a amostra sera
saponificada por meio da adicdo de
25 mL de KOH 10% (p/v) em metanol
com adicdo de terc-butil-hidroquinona
(0,1%). Armazenar a mistura no escuro
por 2 h em temperatura ambiente e, na
sequéncia, centrifugar essa amostra por
30 min a 8000 rpm a 4 °C, recolher o
sobrenadante e transferi-lo para funil
de separagao para fazer nova particao
para éter de petroleo como descrito
anteriormente. Lavaraamostracom agua
destilada, descartando a fase aquosa
inferior. Repetir esse procedimento até
pH neutro (medir pH da agua residual).
Na ultima lavagem, descartar a fase
inferior (aquosa) completamente, sem
perder a fase superior. Secar a saida
do funil com papel absorvente e coletar
a fase etérea em um erlenmeyer de
50 mL, recoberto com papel aluminio.
Adicionar sulfato de sédio anidro (10 a
15 g) para completa remogéo da agua
residual. Transferir a solugao e ajustar o
volume com éter de petréleo em balao
volumétrico para posterior leitura do
extrato em espectrofotémetro.

Quantificacéo de
carotenoides totais

Em ambiente escuro, transferir uma
aliquota de, aproximadamente, 2 mL
da amostra para cubetas de vidro e
realizar a leitura em espectrofotébmetro a
450 nm. Utilizar éter de petréleo como
solucao de referéncia (branco) para

Pesagem do 6leo

Adicao acetona gelada

(T<8°C)

Centrifugagao (4 °C)

Particao sobrenadante
em éter de petréleo

A 4

Saponificacdo por 2 h
(T ambiente)

Centrifugacéao (4 °C)

Particdo em éter de petréleo

Leitura da absorbancia em
espectrofotometro (450 nm)
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Figura 1. Fluxograma das principais etapas
de extragdo e quantificacdo de carotenoides
em amostras de 6leo vegetal. Todo o
procedimento deve ser realizado na auséncia
de luz.

zerar o espectrofotdbmetro. Pode ser
que seja necessario concentrar ou diluir
0 extrato de carotenoides (absorbancia
deve ficar entre 0,2 e 0,8). Fazer a leitura
da triplicata.

A concentragdo de carotenoides
totais € expressa em micrograma de
carotenoides por grama de 6leo (pg/g),
usando a Equacéo 1 (Davies, 1976).
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Carotenoides totais =
(Equagéao 1)

A = absorbancia do extrato em 450 nm
V = volume do baldo volumétrico (mL)

m = massa da amostra (g)

1% . .
1cm = coeficiente de extingdo

(B-caroteno = 2592 em éter de petréleo
(Rodriguez-Amaya, 1999))

Curva padrao para
quantificagcao de B-caroteno
por HPLC

Para construir a curva padrdao de
[3-caroteno, pesar 0,010 mg do padréo de
-caroteno (99% de pureza) e dissolver
em 100 mL de éter de petréleo (em balao
volumétrico) para preparar a solugao
mae. Fazer a leitura da absorbancia em
espectrofotobmetro a 450 nm, utilizando
éter de petréleo como branco, cujos
valores da absorbancia devem estar na
faixa entre 0,2 e 0,8.

Em ambiente escuro, para obter os
pontos da curva (pelo menos cinco
pontos, em triplicata), transferir aliquotas
da solugdo de B-caroteno para frascos
ambar (por exemplo, 1 mL, 2 mL, 6 mL,
12 mL e 24 mL). Em seguida, secar
essas aliquotas usando nitrogénio
gasoso e acrescentar 2 mL da mistura
acetonitrila:metanol:acetato  de  etila
(8:1:1). Filtrar as amostras (filtro Millex

0,2 um) para frascos tipo vial e, em
seguida, realizar as injegdes (10 ou 20
ML) no HPLC (SHIMADZU) com detector
de arranjo de diodos (DAD). A separagao
dos carotenoides é realizada em coluna
Waters C18 Spherisorb de 3 um de
4,6 x 150 mm, a temperatura de 25 °C.
Utilizar como fase moével uma mistura
de acetonitrila:metanol:acetato de etila
(8:1:1), sob um fluxo de 0,8 mL/min. O
grau de pureza do padréo deve ser igual
ou superior a 95%.

Plotar as concentragbes de B-caroteno
(Mg/mL) no eixo x e as respectivas areas
dos picos de B-caroteno no HPLC no
eixo y (Figura 2) e calcular a equagao
da reta.
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Figura 2. Exemplo de curva padrdo de
[-caroteno.

Quantificacédo de B-caroteno
na amostra por HPLC

Para a identificagdo e quantificacao
de [B-caroteno por HPLC-DAD, secar
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a amostra (extrato de carotenoides do
Oleo vegetal) usando nitrogénio gasoso.
Suspender essa amostra em 2 mL de
acetonitrila:metanol:acetato de etila
(8:1:1), filtrar (filtros Millex de PTFE, 022
pum) em tubos tipo vial e fazer a analise
cromatografica no HPLC, nas mesmas
condigdes citadas no item anterior.
A Figura 3 mostra um exemplo do
cromatograma do -caroteno na amostra
de o6leo de semente de C. maxima,
analisado nas condigdes descritas
acima. A identificagao é feita através da
comparagao do tempo de retengao (em
minutos, conforme aparece na Fig. 3) e
das caracteristicas do espectro UV-VIS
do pico da amostra com o padrdao de
[-caroteno.
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Calcular a concentragéo de [3-caroteno
na amostra de 6leo utilizando a equagao
da reta da curva padrdo (y = ax + b,
conforme equagédo representada na
Figura 2), substituindo a area do pico
da amostra obtida no HPLC no “y” da
equacao, para encontrar o “x”, que € a
concentragao de B-caroteno em pg/mL
(Equacao 2). Multiplicar esse valor pelo
volume total do extrato (mL), e dividir
pelo peso (g) da amostra inicial, para
obtengé&o do teor de B-caroteno em pg/g

(Equacao 3), conforme mostrado abaixo:

Apbs a corrida cromatogréfica, fazer as
substituicbes na Equacéo 2:

y=ax—b (Equagdo 2)

i T i T
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T T T i 1
20 25 30

Tempo (min)

Figura 3. Cromatograma do B-caroteno em amostra de 6leo de semente de moranga (C.

maxima).



(Equagdo da curva de B-caroteno
representada na Figura 2),

Onde:
y = area
X = concentragao de B-caroteno (ug/mL)

Para calculo de B-caroteno na amostra
de Odleo, utilizar a equagdo abaixo
(Equacao 3):

Teor de B-caroteno (ug/g)

na amostra = x*V
m

(Equagéo 3)

Onde:

X = concentragao de (-caroteno (ug/mL)
V = volume do extrato (mL)

m = massa de 6leo (g)

Conclusao

Essa metodologia permite a
quantificacdo  de carotenoides por
deteccdo UV/VIS em amostras de
Oleos, com eliminagéo de interferentes
os ésteres de carotenoides e
acidos graxos, sem degradar os
principais carotenoides, devido aos pro-
cedimentos de  saponificacdo e
separagao desenvolvidos nesse
trabalho.
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