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RESUMD

Neste trabalho estudou—se 3 determinaglo de carote—.

nédides provitamina A em alguns alimentos atraveés do uso de croma-
tografia em coluna aberta (CCA) com oOxido de magnésio ¢ Hyflosu-
percel e cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE)Y com co-
luna com fase reversa (C-18). A quantifica¢i3o em CLAE foi obtida
pelo usc.de padrio exﬁ&rna ou de padrio interno com Sudan I. Os
resultados obtidos com o e B -carotenc em cenoura e azeite de
dendeé, g ~caroteno e 8 -criptoxantina em mam3o e B -caroteno
em tomate e couve foram bons, mastrando gue qualquer umé dags trgs
técnicas pcdeh ser usadas, desde que as andlises sejam conduzidas
sob odtimas condigOes. Uma boa separag3o das diferentes provitami-
nas em CCA depende da experiénecia do analista e da sua acuidade
visual. A quantificacio com padr2o externo em CLAE requer inje-
¢3o ?requente.de padrdes analiticos, fazendo com que a variagdo
da pureza dos padries comerciais e a alta instabilidade destes
compostos selja um gréve problema. & estabilidade do Sudan I faz

com «que =2 quantificacio com padrio interno em CLAE apresente—se



come o0 metodo preferido. Para isco entretanto foi necessdario cla-
rificar o extrato, passando-o através de uma minicoluna de dxide
de maonesio e Huflosupercel, antes da inje¢doc, para a separagio
de clorofila e dihidroxi e trihidroxi carotendides que, de oubtro
modo, eluem com 0 Sudan I. A diferenc¢a de esirutura do Sudan ie
das provitaminas nfe afetou os resultados quantitativos. A sepa-
racl3o cromatografica e a identificagio das provitaminas pode ser
ﬁais faﬁgﬁménte estabelécidas pelo uso de CLAE com padrio ihter~

no, complementada com CCa.
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ABSTRACT
The provitamin content of some food samples was deter-
mined by methods involving chromatography on a Mg0 : Hyflosuper-
cel open ctolunm (DOCCY and reversed phase high performance ligquid
chromatography, the guantitation beina done by external standar-

dization (HPLC-ES) or internal standardization (HPLL-IS) with Su-

dan. The results obtained with a - and 3"tarotene in carrogts
and Dende o011, g ~carotene and B ~criptoxkanthin in papadya and
B ~carotene in tomato and kale agreed well, showing that any

cne of the three techniques can be used, provided the analy=is 1is
done under optiﬁum conditions. Good separation of the different
provitaminsg in GCC depended on the analyst's skill and wisual
acuity. 'HPLC“ESV required a constant supply of provitamin sténw
dards; thus the varying purity of commercially available stan-
dards and the high instability of these compounds pused grave
problems. Due the stability of Sudan, HPLC-IS5 appeared to be the
method of choice although passage of the extract through a MgO

Hyflosupercel minicolunm was needed prior to injection to separa-

te chrorophyulls and dihydrowxy aﬁd trihydroxycarotencids which

iii



would otherwise elute with Sudan. Nonconformity of the Sudan
structure to those of the provitamins did not affect the quanti-
tative results,

The chromatographic separation and identity of the provitamins
could be more easily established by using HPLC-IS, complemented

with OCC.
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1~ INTRODURGAQ.

Os carotendides, que compreendem a malior clasue de pig-
mentps de ocorréncia natural, temwm sido obietos de indmeros estu-
dos desde gque, em 1831, WACKENRODER isolcou um pigmento da cenou-
fa, parar o ﬁual deu o nome ée carotenc (de carrot rcot)(RBBERTS,
1981). Em 1919, STEENBOCK descobriu que existe uma relagdo entre
os carotendides e a vitémgﬁa A& & em 1930 MOORE estabeleveu que
alguns carotendides podem se transformar em vitamina A no Qrgs~
nicmo animal (FERREIRA, 1983).

atualmente o0& carotendides presentes na alimentacdo de
origem vegetal participam com 6B% da vitamina & fornecida na die-
ta da populaglo mundial, sendo que em paises em desenvolvimento
estes v#icres ultrapascam a 86Y¥ (SIMPSON, 19283). Tendo em vista
que a deficiéncia de vitamina A & um dos ﬁais graves problemas de
salde publica nestes paises, podemos explicar a importd3ncia que
apresentam trabalhos nesta area.

0 interessadoc encontra hoje um grande numero de tabelas
que apresentam o teor de vitamina A em alimentos de origem vege-
tal, obtidos a partir da andlise da composic3o de carotendides.
Todavia, nota-se uma grande divergéncila nestes valores em um mes-
mo alimento entre as diferentes tabelas, o que dificilmente pode
ser explicado como resultados da diferenga de variedades, solo,

clima, etc.



Judo isto faz com qQue se discuta uma reavaliagdo destes
valores, gerando inumevros trabalhos que, com algumas excecoes,
persistem gm errps analiticos, aumentando o namero de resultados
pouco con fidveis.

Tendo em vista que s8o poucos os carotendides gque poden
atuary como precursores de vitamina & & os gque podem apresentam
etividades vitaminicas di?erentes,‘hé a necessidade de que 05 me-
" todos analiticos apresentem a propriedade de remover os carochte-
ndides inativos g quantificar individualmentg as divercas formas
de carotendides provitamina A, além do que, em wvirtude de suas
moléculas altamente insaturadas, deve-~se evitar mecaniswo que
promovam isomerizag3o e oxidaglo durante as analises.

s métodos classicos de determinagdo de provitaminas A
s3o: o metodo da A0OAC (Asscciation of Official aAnalytical Che-
mist5)lque s baseia na extracio dos carotendides, clarificacdo e
cromatograftia em coluna com onxido de magneésio, e o metodo veco-
mendado pela COST (European Cooperation in Scientific and Techno-
logical Research), que diferencia os procedimentos de extracio e
clarificagio de acordo com a amostra analisada ¢ realiza a sepa-
racio dos carotenéides por cromatografia em coluna com  alumina
desativada.

Todavia, observa—-se que apesar do uso da cromatografia
em coluna aberta em ambos os métodos, ndo s3c realizadas as sepa-
racBes das provitaminas individualmente, & a quantificac3o gerval-
ﬁente ¢ realizada como B - caroteno, mesmo Ccom-a presenca. de

outros possivels carctendides.



Estudos comparandoc ambos os métodos com o método de de-
terminacBo individual dos carotendides indicam que eles s3o ina-
propriados  para 3 determinacio de provitaminag A, superestimando
varias vezes o valor vitaminico das amostras.

Partanto ganhaz forga o uso da cromatografia iiquida de
alta eficifncia (CLAE)Y na determinagio de carotendides provitami-
na A, que ¢ descrita como mais veloz, simples, exata e repvoduti-
va QQQ as teécnicas acima mencicﬁadas. Todavia dbsérvamse qﬁer 0%
passos anteriores a injecEo cromatogrdfica s3o0 geralmente lonsos
e tvabalhosos, dificultando seu emprego nesta drea analitica.

0 presente trabalho proturou estudar 0S procedimentos.
. analiticos utilizando a cromatografia liquida de alta eficidncia
e a cromatografia em coluna aberta na determinagio de carotenci-
_des provitamina A em alguns alimentos, procurande sclucBes mails
ripidas que agilizem 0% Processos pre~-cromatograficos e a gquanti-

ficacio.



P - REVIBAD Da LITERATURA.
2.4 — Cavrptendides provitaminag A.

s carotendides podem ser considerados o maior e malis
importante grupc de pigmentos naturais. S3o encontrados em fun-
ans, bactérias, animaic & em todos os tecidos de plantas verdes e
tecidos nSo fotossintéticos como: frutas, flores, sementes e rai-
zes. (SIMPSON e CHICHESTER, 1981).

8o na sua mdiﬁria tetraterpenos, formados por oito
unidades de isopreno, unidas atraveés de ligagdo cabega—cauda {(ex-
ceto no centro da molédcula) com estrutura simétrica e reversio do
planc de simetria no centro da molécula.Sua caracteristica cromo-
fora & dada por uma série de duplas ligagBes conjugadas.

A biossintese dos carotedﬁides se inicia no acetato,
que atraQéS de sucessivas reagdes forma o fitoeno, que & a estru-
tura basica dos cafctenéidea aciclicos com 40 atomos de carbono.

0 momento da ciclizac%eo dos carotendides e da introdu-~-
c3c de grupous hidroxilas ainda n3o esta bem wstabelecido. Brupos
de pesquisadores como o de GOODWIN (1980) e o de CHICHESTER e
McFEETERS (1971) acreditam que a formacio de carotenos ciclicos e
oxicarotendides passa pela formacdo de zeacaroteno, enqﬁanta que
ANDERSON e PORTER (1962) acreditam que a cicliza¢do ocorre a par-
tir do licopeno, Figura 1. Teodavia, recentemente, BRITTON (1988)
sugeriu <que esta sendo dada excessiva importdncia a esta gquestdo
¢ que a reagdo de ciclizag3io pode sey a mesma para ambos os ca-

505, Suz afirmacio estaz baseada na observagio que o processo  de
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ciclizac®eo requer simplesmente que um dos grupos finals da mole-
cula do carotendide tenha alcangado o nivel de saturaczo do lico-
pano.

O carotendides s3o naturalimente encontrados nos teci-
dos celulares em meio protoplasmatico, na forma livre ou formando
romplexos com proteinas. Em frutas encontram-se ligados a protei-
nas ou Formando dispersfies ficicas muito finas em meioc aquoso.
Nos aﬁimais DS carotendideé estﬁﬁ presentes ﬁa fhrma de gcticﬁlaa
coloridas (RITTER e PURCELL, i981).

& nomenclatura dos caroctendides € complicada pelo
grande numero de nomes triviais dados a eles durante suas desco—.
- pertas. fSesim 2 Commission on Biochemical Nomenclature (IUPAC~
JUB, 1971 > recomenda que os nomes triviais dos carntendides sejam
.acempanhados . pelos correspondentes nomes sistematicos. Na Tabela
i 530 dadDs os nomes comuns e sistemiaticos dos principais carote-
nidides cifadoﬁ neste estudo e suas estruturas sio apresentadas ﬁa
Figura 2.

Quimicamente os carotendides podem ser classificados
comeo =aciclico, monociclico & biciclico, usando © licaﬁeno como
modelo baEsico (BAUERNFEIND, 1978). Pertanto pode-se obter as.es~
truturas. dos outros carotendides introduzindo mudan¢as nas extre-
midades da molécula do licopeno. Deste modo WEEDON (1971) define

o g -caroteno como um “licopeno biciclico” (Figura 3).



Tabela 1. Homes

nides citados neste estudo.

comunsg

e estruturais de alguns carote-

noneg conum

nome estrutural

g ~caroteno
a —-caroteno

8 ~criptoxantina

B —apo~B* —carotenal
cantaxani inza

L —-caroteno

licopeno

8 —zeacaroteno

8 + B -caroteno

(&' BYy~ B , & ~gcaroteno

{3k}~ 8 , 8 -carotenpg-3-o0l

8 —apo- B -caroteno—-8 ~al

B , B -caroteno—-4, 4 ~diane

7.8.7" ,8 ~terahidro- L

v

v,

~caroteno

v,

-caroteno

7t ,8' -dihidro- B

¥

~caroteno

BAUERNFEIND

crlassifica também os carotencides

segundo

seus componentes e grupos funcionalis como carotenos ou carptendi-

des hidrocarbonetos e cxicarotendideﬁ.

Atualmente, mais de

ram elucidadas,

todavia observa-se que apenas alguns podem

500 estruturac de carotendides Ja fo-

ST

convertidos em vitamina A. DOLSON e LAKSHMANAN (1970) citaram 19 e

BAUERNFEIND 32 carotendides

capazes desta conversio.
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Um carotendide 6 apresenta atividade wvitaminica «quando
possui em sua molécula um anel de B-ionona nsa substituido e com
cadeia 1amteral polifnica de pelo menps 11 carbonos Na Figura 2
eio apresentadas as fdrmulas estruturais de alguns carotendides, on—
de © B ~caroteno, que possul dois anéis de B —~ionona }1gadag pov
uma cadeim polidnica de 22 carbonos, possui uma atividade vitami-
nica igual a 1@¢%. A B -criptoxantina, que apresenta um grupo hi-
ﬁroxila "ém ﬁm dos aﬂeisr B—ibnona apresénta apenas DOX de afivi—
dade, assim como o Y fcaroteno que possui apegnas um anel B —iono-
na & o a —carpteno que pc%aui um d0s anegis G ~1CNonNa.

Alguns destes carotendides e sua atividades vitaminicas

estBo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade wvitaminica A de zlguns carotendides.

Carotenéide étividade (%)

£ -caroteno - 199

a-caroteno 92 ~ 354

Y-caroteno 42 ~ 5@
B-Criptoxantina _ 5¢ ~ &8

B —2eacaroteno 29 - 49

8 —apo—-B' ~carotenal 36 - 72

Referéncia: BAUERNFEIND (1972} .

19



0s islmevos cis dos carotendides provitaminha A  apre-—
centam uma menor atividade que suas formas trans. Varios estudos
mediram @& aglic provitaminica dos isdmeros de carotenos ativos,
utilizando para isso vérios critérios. DEUEL et al (4944 e 1943)
verificaram a a¢aoc no crescimente de cob&ias, JOHNSON & BAUMAN
(1947) e SWEENEY e MARSH (1973} estudaram ¢ armazenamento no Fim
gﬁﬂo“ de cobfias. A Tabelz 3.mostra oo resultados sncontrados pe-

los diversos autores para alguns islOmeros,

Tabela 2. Bicpoténcia de isOmeros de carotendides se-

gundo alguns autores.

Biopoténcia (¥)
isbmero DEUEL et al, JOHNSON e SWEENEY e
{1945) BAUMANN (41947 | HARSH (1973}
Trans— B —carcteno 1¢0 190 100
Neo- B —caroteno B 53 48 74
Neo~ B —-caroteno U 38 33 &1
Trans—- o —caroteno 83 ) 37
Neo~ @ -carcoteno B 14 ez
Nep- ¢ —raroteno U 13 ' 23

11




P. 2 ~ Atividade vitaminica.

0 terme ‘atividade vitaminica A" ¢ usado para compostos
que exibem a atividade bioldgica do retinocl. Nos mamiferos esta
atividade € propiciada pelos ésteres do retinol que quando atin-
gem o lume do intestino delgado sofrem hidrolise. 0 retinocl re~
sultante penetra no interior da ceélula onde ¢ reesterificado e
transportado para os riﬁs, musculos e principalmente para o figa-—
do. Do figado o retinol & mobilizado para atender as necevssidades
dos tecidos.

) retinol participa da formagdo da pdrpura visual (ro-
dopsinzl, que & o0 receptor da luz para 2 visdo na semiohscurida-
fe. Quandoc a luz atinge a retina ovcorre a ispmerizacao da dupla
ligag3o delta ii-cis e a rodopsina se desintegra em seus cCcompo-—
nentes: opsina (uma proteina) e trans-retinal.

A opsina, ao combinar-se com o aldeido de nenQB~vita"
minal a (ﬁis»retinol); regenera a rodopsina, renovando assim  a
sensibilidade & luz. Nos processos de desinteagragio da rodopsina
e isomerizagao do retinol ha liberag¢Zo de energia, que ativa o
nervo pdtico e resulta na excitacio que propicia a vis3o.

Portanto o termo vitamina A refere-se a compostos pra
formados, como retinol, retinal, dcido retindico e outros deriva-
dos de alimentas.de origem animal como o leite, a carne, etc. Os
alimentos de Gfiéem vegetal formecem a provitamina A, gque 830 Os
carotendides que podem ser biologicamente transformados em vita-

mina A.

ig



A conversio dos carotendides em vitamina A ainda € mal
conhecida, contudo sabe—-se que a transfnrmacgﬁ se realiza no in-
teatinn delgado, através de dois possivelis caminhos: a  clivagen
no centro da molécula ou a desintegrac8o escalonada da provitami-
na a partir de um dos lados da molécula. Este segundo caminho @
baseado nz presenga natural de B ~apo-8 -carotenal, que seria um
intermedidric desta transformagio, e pelos indices de transforma-

¢do do 8 ~caroteno em vitamina A. O primeiro caminho ¢ fortale-

cido pelo isolamentoc, desde o intestino de vyarias ecpécies, dsa
enzima 8 - rarotencdide - 18, 45°'~ diowigenase, gue apresenta a
propriedade de converter uma molécula de B ~ raroteno em duas

moléculas de retinal (OLSON, 1989).

A atividade wvitaminica fol originalmente expressa em
unidades internacionais (UI), que & definida como a dose requeri-
da para produzir um ganho de peso de 3 g/s=emana eﬁ cobdaias Jovens
entre arquarta e a oitava semana de vida. 0 Expert Committee on
Biological Standafdizatiun da Brganizacﬁé Mundial da Saude (OME)}
estabeleceu que uma unidade internacional equivale a exatamente
6,3 ug de retinol cristalino ou a 9,344 ug de acetato de retinila
eula ¢,55 ug de palmitato de retinila ou & ©,6 ug de B —caroteno
{BAUERNFEIND, 1972).

As necessidades vitaminicas de um individuo devem ser
fixadas <com certas reservas pols devem adaptar-se a exigéncia do
metabolismo. Na falta de um acordo internacional sobre a ingestao
disria recomendada, uma das mais aceitas & a tabela elaborada pe-
1a Comissioc de Alimentacfo e Nutric3o do Conselho Nacional de

Pesquisas dos Estados Unidoé ¢ apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4. Doses diarias de vitamina A recomendadas.

idade Peso " Altuvrs Vitaminz A
{anos) (kg {cm) (Ul
Infantes .9 - ¢,3 & &0 i400
¢,5 - 1,9 ? 71 20090
i -3 i3 70 20090
Criancas 4 ~ & 2@ 142 2582
7 - 10 28 i32 3300
i1 - 14 45 157 5090
15 - 18 &6 i76 S¢ow
Homens 19 - 22 70 177 5000
23 - 5@ 70 178 S0eo
51+ 70 178 5000
11 - 14 46 157 4000
i5 - 18 55 143 4000
Hulherés 19 - 22 55 163 4200
23 - 5e 35 143 1900
S5i+ 55 163 4000
Gravidas +i000
tactantes +2009

Refereéncia:

NAS~NRC (1i98@).

i4




Além . das fungdes no organismo humano e de outros ani-
mais como provitamina & e como protetoves de certas agbhes noci-
vas, como prevencio de cidncer (MATHEUS-ROTH, 1983 e COLDITZ et
al, 198%3, os carotendides ainda apresemtam a propriedade de con-
ferir cor aos alimentos, atraveés da adigdo dirveta em doces, pPro-

dutos de panificaclo, margarina, gueijos, salsichag & oulros.

£ 3 - Mdtodos fAnzliticos.

Ma quantificac3c de carotendides provitamina A tém si-
do empregados varios procedimentos analiticos gque vdoc desde en-
sdios bioldgicos a modernas técnicas espectrofotométricas.

Segundo RODRIGUEZ-AMAYA (1989), uma metodologia para
determinar satisfatoriamente o conteddo de provitamina A de um
alimento deve obedecer os seguintes requisitos: (1} os carotengi-—
des inativos devem ser separados e removidos; (2) as provitaminas
A dewvem ser separadas e quantificadas individualmente; (3) para
cada provitamina A as formas cis e trans devem ser quantificadas
separadamente e (4) deve-se procurar evitar a formacdo artificial
de isdmeros e a diminuigfo quantitativa durante a analise.

0s passos analiticos mais comuns na determinac8o des-
tes nutrientes 530: extracio, saponificagio, separa¢ao dos pig-
mentos e quanti?icacﬁa.

ODs procedimentos de extrag3o dependem diretamente da

ampstra analisada e foram revisados em detalhes por DAVIES
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(19764 . Geralmente tem éidc empregados solventes orgidnicos como
2 atcetona e o metanol, em operacdes sucessiﬁas ate a retirada
quantitat iva do pigmento, com ou sem a triturac3o prévia da amos-—
tra.

Com a extra¢30 completa, as impurezas coextraidas, co—

mo os lipides polares, s3o removidos através da parti¢Zc com 3gua
ou soluges salinas.
) Passo segﬁinté; éeralmenté, 8 a saponi?icacﬁb da
amostra, justificada pela necessidade de se remover lipides que
possam interferir na aﬂélisé. A gaponificaclo 2 realizada a quen-—
te por S a 10 minutos ou por exposicio prolongada (12 horas), a
temperatura ambiente, do extrato a uma solu¢fo metandlica de NalH
ou KOH em concentragles que variam de 2 a 10% (TAYLOR, 1983).

Finalmente, apds todo o alcali ser removido por lava-
gem sucessivas com dgua, o extrato € concentrado e os pigmentos

sio separados, por técnicas cromatoagraficas, & quantificados.

2 3.4 — Cromatografia gds~liquido.

. A maior dificuldade para a determinacic de carotendi-
des por cromatografia gds-liquida & a termolabilidade da cadeia
polifnica, todavia observa-se o uso desta técnica em varios tra-
balhos, principalmente em combinaci3o com espectrometria de massas
para facilitar as.identi?icacﬁeﬁ. (TAYLOR, 1983).

Ds carotendides n3o podem ser analisados diretamente

por cromatografia gas-liquido, sendo necessaria uma previa hidro-
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genaciec da cadeia poliénica, que geralmente ¢ realizada com gds
hidrogdnio catalisada com dioxido de platina. As wantofilas gque
rontém ovupos hidrowilas devem ser aciladas ou silanizadas pre-
viamente {LAMBERT =2t al., 1%85).

ta  fases ecstaciondrias liquidas utilizadas apresentam
éaracteristicas apolares ou moderadamente polar e o0s suportes
utilizados devem ser silanizadog para bloguear POESIVELS  QTUPOS
rsdpef%iciaiﬁ poléres.

TAYLOR (1983) apresenta em sua revisio uma série de
faces estmecionarias e condigBes cromatograficas para estas deter-

minacbes.

2. 3.2 — Cromatografia em papel.

A cromatografia em papel foi bastante utilizadas 'na

andalise de caroteﬁdidés, todavia estes pigmentos est¥o sujeitos a

degradac3o e isomerizagdo durante este tipo de separa¢lo, tornan-

do dificil a identificacio positiva de um carotendide desconheci-
do.

- Em suas revisoes sobre cromatografia de carotendides,

TAYLOR (1983) e SISTAK (1980) descrevem uma serie de papeis e

gistemas de solventes para estas separagnes.
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2 3.3 — Cromatografia em camads delgada.

& cromatografia em camada delgada € particularmente
dtil romo um metodo analitico de acompanhamento de vreacles de ca-
rotendides .

Na cromatografia em camada delgada, como na Mmaioria
das separagbes cromatograficas de carotendides, a identificac¢lo
depende de padrﬁeé analiticos realmente #u;ms e de confifﬁécﬁo
por sistemas diferentes. Segundo TAYLOR (1983), qualauer trabalho
de ident ificaclc de carotendides baseados no uso de padrdes ana-
1iticos, wusando somente cromatografia em camada delgada, deve sar

_vieto com cuidado. Ele recomenda o uso de outro método de identi-
ficagdo.

R A4 quantifica¢io pode ser obtida pelc uso de densit Ome-—
tvyo ou pela remoclio das manchas, extra¢io e leitura espectrofoto-
métrica (SIMPSON et al, 19B5). |

Segundo LAMBERT =t al (1983), o0s materiais mai§ usados
comoc fase estaciondria em cromatopgrafia em camada delgada =30
oxido de magnésio e Hyflosupercel. Além desses, TAYLOR ¢19B3)
ap?esenta uma tabela contendo tipos de fases estacionarias, sis—
temas de solventes e exemplos de aplicagfes na analise de carote-

noides.
.2 4 ~ Cromatogratia em coluna aberta (CCA).

& cromatografia em coluna aberta ou cromatografia en

coluna clissica €, sem duvida, o meétodo mais usado na determina-
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¢3oc de carotendides provitamina A.

Umz mnumerosa combinag3o de suportes e solventes & en-
contrada nas reviaBes de DAVIES (19762, TAYLOR (1783) e SIHMPSOM
Et al. {4985},

pAs  fases estaciondrians usadas vio desde recheios apo-
lares 2 mltamente polares como silica gel e alumina ativada. To-
davia © uso de silica gel na separagdo de carotendides pode cau-
car degradacio e isomerizacio (STRAIN et al., 1967; RODRIGUEZ et
al., i976a; TANAKA et al., 1981 e TAYLOR, 1983).

0s isBmeros cis e trans dos carotendides provitamina A
&30 geralmente separados em colunas de hidroxido de magnesio,
. utilizando para isto fracles de carotenéides pre separadas (BIC-
KOFF et al., 1949; SWEENEY e MARSBH, 19706 e 197iab; GEBHARDT et
.?1" {977 ; OGUNLESI e LEE, 1979, EDWARDS e LEE, 1984; LEE et al.,
1981 e 1984 e LEE, 1984).

Muitas combinacSes de solventes tem sido usadas na
eluicio destes pigmentos, onde a mais comum e a ccmbin#cﬁo de
gter de petrdlen (30 - 60°C) ou hexano com concentragdes crescen—
tes de éter etilico, acetona ou benzeno.

Dos wvarios métodos que utiliza = cromatografia em Cco-
luna aberta para a andalise de carctenocides, trés metodos podem
ser consiﬁerados os mais usados: o método recomendado pela Asso-
ciation of Official Analytical Chemists (ADAC, 1984); o metode
recomendadoe por CDST, 91 (Cooperation Europeenne dans le domaine
de 1la recherché Scientifique et Technigque - BRUBACHER et al .,
1986) e = separagaoc individual dos earotendides (RODRIGUEZ =t al.

, 1976 b .
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2 3.4.14 — Heétodo recomendado pela AQAC.

Fote metodo tem sido bastante criticado, principalmen-
te por assumivr que todo o pigmento obitido e g ~caroteno. Segundo
RODRIGUEZ —AMAYA et al (1988), este método pode superestimar oS

valores de vitamina A& de alguns alimentos, por conter as provita-—-

minas meros ativascomo o o —caroteno, B ~zeacayopteno, 8 —Ccyrip-—
toxantinz., a ~criptoxantina, Y ~caroteno, bem como carotendides

inativos comp € -caroteno, & -zeacaroteno, etc. Alédm disso, o
uso de um=a quantidade predeéermimada de solventes na extracio po-
de ocasionar 2 extragdo incompleta dos pigmentos. & leitura da
solucio =a 4346 nm, que n8o € o comprimento de absorbincia maxisa
do B8 -caroteno, pode também induzir a ervros (SIMPEON, 419833 .

0 método da AUAC consiste basicamente de uma extracﬁo_
com uma mistura de acetona, hexano, etancl e toclueno {7:10:6:7),
ﬁapnnifiéagﬁn a frio por 14 horas, filtra¢dpo, remog3p da acetonsz
com @#gua @ cromat&gra?ia em coluna de éxido de magnésio e terra
diatomacea (1:1), com acetona : hexano (4:94) como eluenle. A ab-
sorbincia da solug3o & obtida a 434 nm ¢ o resultado £ OXPresso

comno B —caroteno.

é.3.4.8 - Método recomendado pela L0887, 91.
0 método recomendado pela COST, 91 (BRUBACHER et al,

1984) indica trés diferentes procedimentos para a analise dg ca—

rotendides provitamina A, dependendc do material analisado: (a:
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determinagio de carotendides totais em atimentos complexos; (b
determina¢3o de carotenos naturais totais em frutas, vegetais e
materiais de plantzs inalterados e (o2 determinagauo de carotenos
totais em bebidas.

No procedimento (2a), a amostra & saponificada com uma
spluclo de etanol, hidrdxido de potassio, éter de petroleo (3@ -
40°C) e hidroquinona por 3@ minutos a 68° C. 0c pigmentos s30 en—
t3o extraidos com éter etilico. Uma aliquota da fase etérea ¢ la-—
vada com 3cua para a remogdo do alcali, concentrada e submetida =
cromatografia.

No procedimento (b), o material seco de plantas e dei-

wado em vYepouso pPor uma noite com uma mistura de hexano e acétona
& saponificado por 30 minutos 4 temperatura ambiente, com uma SO0~
luclo metanolica de hidroxido de potdssio. Apds a adic3o de dgua,
a fase hexBnica é separada e uma aliquota é rconcentrada para a
cromatografia.

O0s materiais de plantas frescas s3o extraidos ﬁom ace-—
tona e saponificados com uma soluclio metandlica de hidroxido de
potdssioc por 3@ minutos a temperétura ambiente. Apd6s a adigao de
hexano, a acetona e © hidrdxido de potdssio sdo removidos por la-
vagem com agua e a fase hexdnica ¢ concentrada para a cromatogra-
fia.

No procedimento (c), os pigmentos 30 extraidos com
clorofdrmio, através de agitac3o, a emulsio & centrifugada e a
fase aquosa € remévida. D extrato & ent3c filtrado e uma aliquota

é concentrada para a cromatoarafia.
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Em todos os procedimentos os concenlrados s&o retoma-
dos em hexano e aplicados em uma coluna cromatografica contendo
alumina 9@, atividade I (Merck?), desativada (1€¢ g de alumina +
12 ml de #gua). 0Os pigmentos s8¢ 2luideos com hexano e a abﬁorbénm'
cia & medida a 450 nm. O resultado & calculado como B -carcteno.

Segundo RDGRIGUEZ?QﬁéYﬁ,(i?S?), este método, alem de
paoder ser simplificado em alguns passos, COMO a substituig3o das
évapo%acaés sucessivas para a remogdo de dgua pela adiglo de sul-
fato de ©0dio anidro, superestima o valor de vitamina A em amos-
tras aque tenham alto tedr)de a -caroteno, como as aboboras, 2
subestima este valor em amostras que apresentam altos teores de

@ e B-criptoxantina, como mamio.

2. 3.4.3 - Separaglo individual dos carotendides.

Embora Aos metodos da ADAC e COST utilizem cromatogra;
fia em coluna, eles nao separam as provitaminas A individualmen-—
te, © que, na maioria dos casos, € a maior fonte de ervos.

f determinac3o individual dos carctendides em alimen-
tos tem sido bastante estudada (RODRIGUEZ et al., 1974a; CECCHI e
RODRIGUEZ—-AMAYA, 19B8ia,b; PADULA et al., 1983; RODRIGUEZ-AMAYA et
al., 1983; PADULA e RODRIGUEZ-AMAYA, 198646 e 1987; GODOY e RODRI-
GUEZ~AMAYA, 1987 e 1989; ARIMA, 1987; ARIMA e RODRIGUEZ-AMAYA,
19887 e, atraveés destes valores, pode cer obtido o valor vitami-

nicoe A, considerando os carotendides ativos.
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Seagundo RODRIGUEZ-AMAYA (1989), guando utilizade so-
mente para a determinagfo do valor vitaminico, o método de sepa-
vacio indiwvidual dos carotendides pode ser bastante simplificado,
uma vez que somente os carotendides provitamina A 530 identaifica-
dos e quantificados, consistindo enti@c de uma extragBio exaustiva
com acetona, filtragio, particﬁa em eter de petroleo, concentra-
¢330 e separaglo cromatogrdfica em coluna de oxido de magnegsio &
-ijlésuperce1 (1:1), eluindo com concentracdes creécentes de ace—
tona em eter de petrdleo (3@ - &9°C). Os carciencides 30 identi-
ficados pela ordem de eluigi3o na coluna, co—-cromatogratia em ca-
mada delgada, pelo espectro de absorg3o caracteristico de cada um
e por rea¢les quimicas especificas e quantificadosatraves do

coeficiente de exting3io especifica ( coeficiente de absor¢3o)

1%

(E jem

ydescrito por DAVIES (197461},

Algumas amostras com alto teor de Oleo ou que apresén—
tem ésteres de hidroxicarotendides s3o submetidas & saponifica-
¢S50, apods a transferéncia 20 éter de petrpleo, através da adicdo
de igual volume de uma solu¢3o metandlica de hidroxido de potas-
cin e repouso por uma noite a temperatura ambiente.

Segundo RODRIGUEZ-AMAYA (1989), o ceeficiente de  wva-
riacio do métodé inteiro, incluindo a saponificacdo, e de 1,2 a
8,9% para o B -caroteno (concentra¢do de @,75 a 57,B80ug/g) em
couve, abobora, mamao e tomate, 7,04 para & -caroteno
¢16,96ua/9) em abdbora, 8,3% para B8 —criptoxantina (4,0%ug9/g) enm
mam3o e 15% para Y -caroteno (9.8Bus/g) em tomate. A recuperagio

total do metodo, usando couve como amostra, foi de 92%.
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2.3.4‘4 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4 cromatografia liquida de alta esficiéncia (CLAE) tem
sido cadm wvez mais usada na determinaglo de rarotendides provita-
mina A em =alimentos. Vantagens como simplicidade, rapidez, vepro-
dutibilidade e exatidio tem sidp atribuida a esta técnica  (WILL
111, 7&?84). Todaviéé segundo RBﬁRIGUEZ*A%éYé (158?), uma véri?i—
cacSo dos dados publicados revela que o potencial desta teécnica
nio tem sido todo aproveitado e os resultados apresentados  sdo
divergentes. Ainda segundo a autora, a2 maioria dos meétodos que.
~utilizam a CLAE apresentam longos e laboriosos passos anbtes do
procedimento cromatogrdfico. Trabalhos como o de ZaKAaRIA et al.
(1979), que apresenta uma Separacaon cromatogrdfica rapida (13 mi-
nutos), utiliza muito tempo ra preparacio da amostra (2 dias).

A Alguns trabalhos apresentam métodos rapidos de prepa-
racio da amostra (HSIEH e KAREL, 1983; BUSHWAY e WILSON, 1982 e
BUREAU e BUSHWAY, 1984), contudo, observa-se, em alguns Casos,
compromet imento do processo cromatogrdfico pelo grande‘nﬁmﬁra de
impurezas coextraidas.

RUEDI (1985) cita, em sua revisio sobre a utilizagS3o
da CLAE na andlise de carotendides, que a alta eficiéncia de se-
parac3o desta técnica permite obter excelentes informa¢Bes sobre
misturas complexas que contenham estes pigmentos. GREGORY et al.
(1987 cnnsaguiu a rescluclo de ésteres de carotendides inativos
utilizando coluna com fase reversa (C4g) e gradiente de metanol e

acetato de etila.
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STEWART (1%77a, h), publicou dois trabalhos usando

CLAE na separatio de rarotendides em sucos de laranja, ohtendo
recureragcoes de 99X para °© - carotenn & 98B% para 8 -~ tcarote-—
neo . Varios outros estudos indicam boas recuperacoes pavra esta

térnica na separagso de pigmentos {BUSHUWAY = WILSON, 19BZ; HSIEH
e KAREL, 1983). |

& arande maioria dos trabalhos descrevendo o uso da
CLAE na é;pafacﬁc de cardtenéides prcvitémina & em alimentos uti-
liza colunas com fase reversa (Cyg), principalmente pelo menor
risco de formacio de arfe;atos durante a separa¢ao, em virtude
das fracas forcas envolvidas (LAMBERT et al, 1985) . Contudo, ob-
serva-se que varios outros adsorventes tem <ido empregados, Como
a alumina (REEDER e PARK, 1973), hidrodxido de cdlcio (TSUKIDA et
al., 1982), oxido de magnésio, que, apesar da insuficiente esta-
bilidade em CLAE (VECCHI et al.., 1981) apresentou.exuelente reso-
lugdo na-anélise de carotendides em citros (STEWART, 1977a, b)Y, e
silica (HAJIBRAHI& et al., 1978), gque paae apresentar degradacio
de carotendides durante a separagioc (BRAUMAN e GRIMME, 1981). Uma
alternativa para se evitar as possiveis degradagbes provocadas
por adsorventes ativos € o uso de colunas com fase ligada vpolar
(LAMBERT. et al., 19835), como a fase nitrila {~CNY, utilizada povr
GILLAN e JOHNS (1983) na separac3oc de carotendides em baﬁtérias e
algas.

Outros trabalhos avaliaram colunas comercials de fase
reversa na resoluglo de carotendides provitamina A, mostrando que
nem todas s3o efetivas na separac¢do de esterscistmerocs (BUSHUAY,

1985; QUACKENBUSH & SMALLIDGE, 19867 .
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3- MATERIAIS E METODOS

3 4 ~ Matréria prima.

As amostras de cenoura {(Daucus carota, L.}, mamdp (Ca-
rica éapasa, L.) variedade fofmosa. couve (Brassica oleracea, L.}
variedade =acephala dc., tomate (Lycopersicum esculentum, Mill.) e
szpite de dendg (Elaeis guineensis, L.} foram adiquiridas &m su-
permercados localizados no municipio de Campinas, escolhendd
amostras que apresentassem bom aspecto.

A escolha destec produtos para o estudo basecu-se na
composicﬁo de carotendides e de possiveis interferentes analiti-
cos. Para tantoc selecionou-se a cenoura pela alta concentracﬁc.de

a @ B -caroteno; a couve pela presencga de isbGmeros do B -ca-
roteno e pela possivel interferéncia causada pela clorofila; o
tomate pela alta concentraglo de licopeno que pode mascarar a
presenca de carotendides ativos; o azeite de dendé pelo alto teor
de lipides e o© mamﬁb pela presenga da criptoxantina na forma de

ésteres. -

3.2 - Fquipamento.

- Cromatdarafo 1iquido de alta eficiéncia, marca INTRALAB,

modelo 5608, munido de um sistema para gradiente de solventes,
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detector UV/visivel, modelo UV 100, com comprimento de onda wva-
ridvel de 190 a 709 nm, célula de 4,5 ul de volume e 4 mm de per-
cursn optico, injetor manual, marca RHEQDYNE, modeln 7125, Com

“loop"” de 10,2 ul, e integrador, marca INTRALAR, modelno 4P%906.
- Egpectrofotimetro UVrsvisivel, com duplo feixe e cubetas
de 1 cm de percurso dptico, marca VAN DEN, modelo DC 256¢, ligado

a um registrador potenciométrico, marca INTRQLAB, modelo 6HEBA,

~ Ewvaporador rotatdério, marca TECNAL, modelo TE 126, muni-

do com trompa de vicuo.

- Gistema de filtrag3op “Sep-Pak cartridge rack’ da MILLI-

PORE .

3.3 - Vidrarias.

fis wvidrarias utilizadas foram de cor ambar ou envolvidas

com papel aluminio para proteclo da luz difusa.

3.4 - Reagentes.

0s reagentes e solventes utilizados foram “para andlice”

ou “para cromatografia” de acordo com sua finalidade.
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1 5 - Médtodos de separaci3o e quantificacio.

3 5.4 -~ Método espectrofotométrico com separagao por Cro-

matoografias em coluna aberta.

a2y Preparag¢3oc da amostra.
fis amostras frescas e de bom aspecto foram corladas em
pequenas pedagos 2 encaminhadas imediatamente para andlise. ]
azpite de dend8 fpi agitado, transferido para um frasco ambar e

armazenado sob refrigerac3c em ambiente de nitrcgénio.
b} Extracio dos pigmentos.

Foram pesadas de 10 a 3¢ g de amosira (dependendo da
intensidade de s#a cor) em um Erlenmesef de 250 ml, adicionado
160 ml de acetona e triturada por 3 minutos. O extrato foi fil-
trado em funil de Buchner e o residuo retornado para nove extra-
¢3c. 0 procedimento foi repetido até a extragdc quantitativa dos

pigmentos .
¢) Transferéncia dos pigmentos para éter de petroleo.
Foi adicionado uma aliquota do filtrado a um funil de

separa¢ao de 250 ml, contendo 1@ ml de éter de petroleo (30 -

&0°C) . Adicionou-se dgua destilada e aguardou a separaclo das fa-
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ces. A camada inferior (fase aaquosa contendo acetona) foi descar-
tada e o processo foi vrepetido até que todo ¢ pigmento foaese
transferideo para o £ter de petvdleo. A seguivr o exirato etéreo

fpi lavado guatro vezes Comr Aguan.
d) Saponificagio dos pigmentos {(opcionall.

Transferiu-se a fraglo etérea para um Erlenmeyer de 250
ml e adicionou-se igual volume de uma solucZo metandlica de hi-
drdwidn de pofdesio a 10¥ (p/v), agitou-se a mistura e deixou—se
ap abrigo da luz por uma noite 3 temperatura ambiente.

A solucio etérea foi novamente transferida para um fu-
nil de separacho de 25¢ ml e lavada com agua destilada, ate aue =a
agua QE 1avagem n3o estivesse mais alcalina. A seguir, o extrato
etéreo foi seco em uma coluna de sulfato de sodio anidro.

A coluclpo foi concentrada em um evaporador rotative a
vacuo ateé aproxiﬁadaﬁente 10 ml1, transferida para um bal3o de 23

ml onde o volume foi completado.
e) Cromatografia em coluna aberta.

Uma coluna de vidro com 2,5 cm de di3metro internc e
49,9 cm de comprimento, com torneira de teflon e placa porosa,
foi recheada com oxido de magnésio e Hyflosupercel (1 : 2} com o
auxilio de vdcuo. Apdes a adigSo0 de uma pequena quantidade de sul-
fato de sd6dio anidro, a colunz foi molhada com éter de -petrdleo

(30 - 60°C).
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Adicionou~se ent3o uma aligquota (5,9 ml) do extrato ob-
tido em 3.5.1 (d} e os pigmentos foram eluidos com uma mistura de
solventes (iniciando com 5% de éter etilico em ster de petrdlen
seguida de concentracles trescentes de acetona em dler de petro-
leo’ com gradiente de polaridade. § volume de cada solvente  va-
riou com as resolu¢des das bandas na coluna e as fragovs Forar

recebidas em balbes volumétricos,
) Identificag3o e quantificacio dos pigmentos separados.

Cada frag3o separada foi lida no espectrofotdmetro mu-
nido de registrador, com uma varredura de 252 a 55¢nm. A identi-
ficagB8o dos carotendides foi feita através da ordem de eluig3o n:
cocluna e pelo espectro visivel das fracles ou, gquanda necessario,
através de reagbes quimicas especificas.

A concentra¢8o dos carotendides foi obtida através dc
uso do coeficiente de exting3o especifico de cada 'carotendide,
retirados da tabela apresentada por DAVIES (1974), & expressa en
ug de cafntenéide por 100 g de amostra.

3.5.2 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE} .

Os 1procedimentqs de preparagio das amostras, exlragiac
dos pigmentos, transferéncia para eter de petrdleo e saponifica-
¢30, quandc necessaria, foram os mesmos utilizados na técnica an-
terior {(3.53.4). Do extrato etéreo obtido em 3.5.1 d foram retira-

das duas aliquotas de 1,9 ml, sendo uma eluida através de uma mi-
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nicoluna contendo oxido de magngsio e Huyfliosupercel (4:1) com um

mistura de 5% de acetona em eter de petrdlec (3¢ -~ 40 C) e a ou:

tra Filtrada. Apos a adi¢3o0 de padr3o interno, ambas foram inje-

tada diretamente no cromatdgrafo (Figura 4},

AMOSTRA

EXTRACAQ

FILTRACXO

TRANSFERENCIA PARA

ETER DE PETRGELED

SAPONIFICACAD

(OPCIONAL)

VOLUME A

CLAE MINICOLUNA CCa

CLAE

Figura 4. Fluxograma do estudo de carotendides provitamina A.
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a} Separacio sm minicoluna,

Uma peguena coluna com 9 mm de didmetvo interno, 6@ mr
de comprimento e com placa porosa fina foi recheada com aproxima:
dgament e 2¢ mm de uma miétura detéxido de magneésio e Hyflosuperce
(1:1) . Apds a adi¢io de uma pequena quantidade de sulfato de so
dio anidro, a coluna foi conectada a0 sistema de filtragldo e um
pressio reduzida de aproximadamente 3320 Pa foi mantida durant
toda @ separagao.

Uma aliquota do extrato etéreo foi adicionada a colum
e os pigmentos foram eluidos com 10,9 ml de uma mistura de DX d
acetona em éter de petrdleo (30 - 60 C). 0 eluido foi evaporad
em '?luxo de nitrogénio, retomado em acetona, filtrado e injetad

no cromatografo apds a adigioc de padrido interno.
b) Separacglo por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia obedeceu as seguintes condigdes: colun
tipo L ICROCART com 120 mm de comprimento € 4 mm de diZmetro in
terno; com fase estaciondria LICROSPHER ie@@, RP-18, 5 um, E. MERC
artigo 50823, lote n. 611956, munida de pré coluna RP-18 E MERCK
artigo 50803; fase mdvel metanol:acetona (95:L) com uma vaz3o d
©,8 m1 por minuto. Detector com comprimento de onda de 470 nm
atenuagio de 0,02 AU/MY,; injetor RHEODYNE cow "loop™ de 19 ui

integrador com velacidade de papel de ©,3 com/min.



¢y QGuantificac8o dos pigmentos separados por CLAE.

Ma guantificecdo dos carctencides provitamina A separa-
dos por CLAE foram utilizados os métadaa_de padroniza¢do externa
g interna.

Na quantifica¢dc por padronizagao externa foram utili-
zados como padroes, 0s carotendides provitaminicos separados pOY
CCA e positivamente identificados e dﬁénti?iéaddé.

A padronizag3o interna foi realizada pela adig3o de
guantidades conhecidas de Sudan I (1 - (fenilazo) 2 - naftalencol)
ao extrato obtido pela clarificac3o na minicoluna. As relagfes de
. concentragio f{(curvas de calibragc3o) foram obtidas através do uso
dos carotendides provitaminicos separados por CCA e positivamente

identificados ¢ gquantificados.

3.6 - Reactes quimicas utiltizadas na confirmagao da iden-

tidade dos carotendides provitamina A.
Varias reaches quimicas foram utilizadas para confirmar
a identidade dos carotendides separados, atraveés da identificag¢3o
do tipo de substituinte e sua localizac3o na molécula.
3.6.4 - Presenga de arupos 3,é-epOxidos.
A presenca de grupos 9,6-epoxidos foi verificada pela

diminuig30o nos comprimentos de ondas do espectro (efeito hipso~

crdmico) apds a adi¢3o de dcido cloridrico 0,1 M a uma solugio
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etandlica do pigmento. Esta moadifica¢8o no comprimento de onda se
deve a3 transformacio do 5,é6—-epdxido em 5,8-epoxido que desloca os
mawximos de absorbincia em 20 nm para um grupo epoxido e 49 nm pa-

ra dois grupos epoxidos (DAVIES, 1974).

3.6.2 - Contirmagio da configuragdo cis ou trans.
A configuracioc trans foi confirmada pelo deslocamento
hipsocrdmico apds a adi¢3o de duas gotas de uma solugdo etérea de
iodo =2 uma solucio etéreas de carotendides e exposig3o 2 luz por
cince minutps, & rconfiguras¢lo cis pode apresentar um desliocamento

batocrdmico gquando submetida & mesma reagao (DAVIES, 1978).
2. 46.3 - Presenga de grupos hidroxilas.

A presenga de hidroxilas alilicas, isoladas ou conjuga-—
das, foi can$irma&a pela adi¢3o de aigumés gotas de HCI ©€,2 H a0
pigmento dissolvido em metancl, repouso por trés horas no escuro,
4 temperatura aﬁbiente. e injecfo no cromatdugrafo. A reagSo posi-
tiva 6 indicada por uma alteragio no tempo de retengio quando
comparado com ¢ pigmento original (DAVIES, 1976).

Os carotendides que n3o apresentaram rea¢3o & metilagdo
foram, se necessario, submetidos a4 reac8o de acetila¢3o, que rea-—
ge com hidroxilas secunddrias alilicas ou ndo.

A acetilaglo foi efetuada pela adi¢3o de 9,2 ml de ani-
drido acético ao pigmento dissolvido em 2,0 ml de piridina, com

repouso por 21 horas no escuro a temperatura ambiente. O pigmento
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foi ent3o cromatografade e a reacko positiva foi indicada pela
alteraci®o nos tempos de retencgio dos carotendides acetilados (DA-

YIES, 1974
3.7 - Calculo do valor de vitamina &.

Para se obter o valor vitaminico de cada amostra foi
considerado a. étividade vitaminica de cada tarotendide segundo
BAUERFEIND (1972) onde o trans - B -caroteno apresenta 1004 de
atividade wvitaminica e os demais carotendides prowvitamina &, 3@X.
0 isdmero cis do B -~ caroteno apresenta 2B% de atividade vitami-

nica (DEUEL et al., 41945).

De acordo com 2 National Academy of Science - National
Research Council (NAS - NRC, 1989y, 1 Ul de vitamina A € equi-
valente a @.,6 upg de 3 - caroteno e 1,2 ug dos demais carotendi-

des provitamina A.
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4 - RESUL.TADOS E DISCUSSAO.
4 1 - Ewxtvragio dos pigmentos.

A utilizac3o, no presente trabalho, deg uma Unica extra-
c3e para os dois procedimentos cromatografices (CLAE e CCAY per—
mitiu a camparacﬁc.clara da separagio dos.pigmeﬁtns entre méﬁbos
os metodos.

& saponificacio, evitada sempre que possivel, Ffoi uti-
lizada em dois casos: para a andlise de azeite de dendé em coluna
- aberta, cujo extrato dificulta a eluigdo cromatografica, e na
anilise de mamio, onde a presenca de criptoxantina em diferentes
formas esteres dificulta a identificag3p, tornando o procedimento
de saponificacio vantajoso.

"A transferéncia dos pigmentos para eter de petroleo
foi, também, necessaria para a separac¢8o cromatografica é para a

clarificacio do extrato em minicoluna.
4. P ~ Separacio dos pigmentos.
4 2.4 - Cromatografia em coluna aberta.
Na cromatografia em coluna aberta optou-se pela separa-—
¢80 indiwvidual dos carotendides em detrimento dos metodos ofi-

ciais que, tomo ja foi dito neste trabalho, apesar de usarem cro-
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matografi=m ., nEp separam as #rovitaminas individualmente, ftornan-—
do-se grandes fontes de erro na determinag3o do valor vitaminico
dos alimentos.

A4 sceparacio foi obtida atraveés dz eluigl3o com misturas
de solventes de polaridades crescentes, iniciando com uma mistuva
de 5% de ¢ter etilico em eter de petroleoc (30 -49°(0)seguindo de’
concentrac des crescentes de acetona em éter de petroleo (5%, 10X,
gox, etc .. 0= wvolumes utiiizadaé gde cada fragBeo variarvram de
amostra fpara amostra e foram fungSo da separagao das bandas ob-
servadas na coluna. Foram considerados apehas os carotendides com
atividéde- vitaminica.

Apesar desta scimplificacio observa-se ser necessario
uma boa écuidade visual para se distinguir a separa¢io das bandas
cromatoaraficas. Em amostras que apresentam concentrucdes wmuito
diferentes de carotendides pode ée observar alguma dificuldade na
resoiucﬁo.

Qutro aspecto da técnica de CCA € a dificuldade de vre-—
produtibilidade das colunas preparadas, onde pequenas alteracdes
nos parametros de recheio implicam em di?ereﬁca de resolugio. Pa-
ra tanto torna-se necessario alguma experiéncia no recheio deste
tipo de coluna para se obter separacbes reprodutivas.

A separaclic de estereoisdmeros n2o foi observada na co-
luna utilizada, 0 que causa uma potenciagdo nos valores de vita-—
mina A calculados.

A Figura 5 mostra os espectros obtidos a partir de uma
amostra de cenoura, com os respectivos cromatogramas obtidos pos—

teriormente na CLAE., Observa-ce que, apesar de identificado n=a
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Figura 5. Cromatogramas {CLAE} com deteccdo a 470nm e espectros de absorgas
no Uv-visTvel, obtidos das fragtes de uma amostra de cenoura sepa
rada por CCA: (a) e-caroteno (fragio 1}; (b) s-caroteno (fracao 2)
e (c) & -caroteno (fragdo 3). As condigbes cromatograficas estaono
texto {secdo 3.5.Z b}
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ctha, © ¢ caroteno (sem atividade vitaminica) nio € percebido na
CLAE em virtude  do comprimento de onda usado na deteccSo

L4708 nm) .
4 2.2 -~ Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAEY.

4 escolha da wubtiliza¢io da coluna de fase reversa
(C-18) na CLAE se deu principélmante emn ?uﬁcﬁo de seu uso génera~
lizado em trabalhos deste tipo, sendo que apresentam como justi-
Ficativa o menor risco de formagBo de produtos de degradaglo du-
rante =2 cromatografia, dada as fracas forgas envolvidas na sepa—
 rac3o (LAMBERT et al, 1985). Qutra razlo 2 a facilidade de se en-
contrar este tipo de coluna no mevcado.

Evitou-se ainda o uso de gradiente de fase movel, pelo
" grande tempo perdido, entre as injecSes, para a reestabilizag¢l3o
do sisteﬁa e, tambeém, para possibilitar que aparelhos que operam
apenas no sistema isocrdtico efetuem esta andlise. |

Dentro destas restrigbes foram testadas como fase mo-
vel, além de metanol puro, misturas de metanol com dgua, acetona
ou clorofdrmio, em concentraghes variadas, e a que melhor se com-
portou +Foi a mistura de metanol : acetona (%5:3), permitindo uma
boa resolucio entre as diversas formas dos carotendides provita-
minicos estudados, incluindo a separa¢do parcial de estereoisdme-
ros.

al1ém da fzse movel escolhida observou-~se uma eficiéncia
similar em uma mistura de metanol : cloroformio ($5:85), que tam-

bém pode ser utilizada nesla separagio.
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0 comprimento de onda usado neste estudo foi de 470 nm.

Todavia, observa-se pela Figura é que outros tomprimentas de onda

podem sey usados sem grandes alteragles no cromatograma de o @

8 -caroteno. Nota-se uma pequena diminuig¢3o na absorbancia do
padr3c interno nestes outvos valores (45@, 4435, 440 e 436 nm).

& rescluglo entre os isOmeros cis € trans do B —guro-

teno nioc foi boa na coluna usada neste estudo (Figura 7). Tendo

em vistaﬂ o trabalho de QUACKENBUSH & SMALLIDGE (1984), onde de
vinte colunas comerciais tipos C-8 ou £-18 testadas, somente tres
apresentayam alguma separatém destes estereoislmeros, o resultado
apresentado indica muito mais a necessidade de se procuvar colu-
nas mais eficiéntes do gque interpretar esta md resolugdo como de-

Piciéneia do método.

4.3 — Identificag3o dos carotendides provitamina A.

a4 utilizag3oc de técnicas analiticas como a espectrome-

tria de massas e a ressondncia magneética nuclear para a identifi-

cacﬁo de carotendides esbarva nos custos e na dificuldade opera-~

cional que inviabiliza seus usos em analises de rotina, ficando

restrita & pesquisa e elucidagio de estruturas de carotendides
desconhecidos.

Na anilise rotineira de provitaminas conhecidas pode se

combinar técnicas tradicionais como a cromatografia & a espectro-

fotometria, onde o relacionamento entre o espectro e a estrutura

49



134

5 = 4 A = 4]

" .
vg g
il vt
2 8
0 10 20 {min.) 0 10 20 {min.)
v= 5 y o= 1 A= UG
ot n o
L S =
5 < £
2 5 B
2 2 | &
. |
e ,,J“J ' Hmd\-LwA J} \m
T L} 1 T T L { T ¥
0 10 20 (min.) 0 10 20 (min.) 0 10 20 {min,)

Figura 6. Cromatogramas {CLAE} obtidos a partir de uma amostra de

cenoura (@ e B-caroteno) usando comprimentos de ondas

de: 470, 450, 445, 440 e 436 nm. Fase mdvel: Metanol:A-
cetona (95:5). As demais condigoes cgomatogrificas es-

tao no texto (segae 3.5.2 b).




r

{wusp) et

3UEGL05aY

T T I e

ULy e PUEGR0SqY

Figura 7. Cromatograma (CLAE) e espectro de absorgao de uma solugao de trans

ks se

+

-

isomerizagao quimica.

-B-caroteno, antes (a} e depois (b} de

13-cis-g-caroteno respec

.

-Cis €

tas destacam a presenca de trans, 9

3.5

ao

ficas estao no texto {seg

—

oes cromatogra

tivamente. As condig

2.b).

42



dos carotendides tem sido minucicsamente discutido em virias mo-
noarafias (VETTER et al, 1271; DAVIES, 1??6,'GDQBMIN, 1789; RO-
DRICUEZ-AMAYA, 198%9). Este relacionamento foli wutilizado neste
tvrabalho para a identificacio dos carotendides, aliado & ordem de
eluicio cromatogrifica { ou tempo de vetenglo) e a reagles quimi-
cas especificas.

No presente trabalho os carotendides provitaminicos,
éeparados—na-cromatogra¥ia em coluna aberta e positivamente iﬁen"
tificados e quantificados, foram imediatamente utilizados como
padrdes para a cromatografia liguida de alta eficiéncia. Esta
operagio tornou-se necessaria no inicio dos estudos, para se e5-—
tabelecer relagdes entre os diversos pigmentos estudados € o pa—
drio interno, além de facilitar suas identificagBes e quantifica-—
cOes.

4 identificacio dos pigmentos foi, em alguns casos,
confirmada por reac¢des quimicas especificas, como no estudo de
isdmeros, onde o deslocamento hipsocr&micé do especiro e o apare-—
cimento de um novo pico no cromatograma, apds a isbmerizacﬁo qui-—
mica de uma solugio de trans— B -caroteno pode ser percebida {Fi-—
gura 7).

. D tempo de reteng3o em CLAE dos estereoisdmeros do
g ~carotenc foram confirmados através da separacgdo individual
dos isdmeros cis e trans em uma coluna aberta de hidroxido de
cdlcio com eluicZo com éter de petrdleo. As bandas eluidas foram
separadas €, apos leitura espectrofotométrica, injetadas no cro-
matdgrafo ligquido. Os resultados obtidos est8o apresentados na

Figura £ e indicam uma sobreposic3c dos picos dos isOmerocs
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@-cig & 13~cis— B -caroteno.

As diferengas de concentragBes dos estereoisdmeros,
muite mais elevadas para o isfmerco trans que para 0s isBueros
ris, dificulta a gquantificagdo, principalmente enm cromatogyamas
mal resolvidos, o que mais uma vez vem confirmar a necessidade
de & tyabalhar com colunas mais eficiéntes na analise destes
pigmentos .

Qutra confirmacio por feacﬁo quimiéa oiofreu na aﬁﬁfise
de mam3o., onde est3o presentes, .entre outros, a B8 - criptoxan-
tina & a 5,é-monoepdxido- B -criptoxantina. Deste modo o derivado
epoxido foli identificado pelo desaparecimento de seu pico apds =

reaglo do extrato etandlico com dcido cloridrico, consistente com
a sua tvransformacio em 5,B8-monoepdxido- 8 ~criptoxantina, que ab-~
sorve em comprimentos de onda 2@ nm mais baixo, portanto n2p sen-

do detectada a 470 nm, (Figura 9).
4 4 — Quantificac30 dos carotendides prdvitamina A.

Uma das maiores dificuldades com gque se depa}a o ana-
lista de carotendides & a dificuldade de se obter padrdes anali-—-
ticos confidveis. Pouco s3o os carotencdides que podem ser encon-
trados no mercado e quando encontrados devem ter suas concentra~—
¢cBes contirmadas. QUACKENBUSH e SMALLIDGE {1986) encontraram em
pﬁdrﬁes de trans— 8 ~-caroteno percentagens deste composto que va-
riavam de 9,6 a BB,7% de fornecedores diferentes e varia¢des de
23,4 a 81,0% de um mesmo fornecedor. Estas dificuldades, aliadas

% labilidade destes pigmentos, tém contribuido para que haja mui-
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tas ronfusdes tanto na identificagl3o como na quantificacao dos
carotendides.

Yirigs trabalhos demonstram que as solugles padrdes de
carotendides podem sofrer rapida degradag3o (THOMPSON, 1981 ;
QUACKEMBUEH e SMALLI&SE; 1984), tornando necessario que QEV pn-
drées analiticos utilizados sejam pﬁri?icados e as solugles pre-
paradas recenfemente, além de sempre serem verificados espectro-
fntoﬁetricamente.

Todavia estas operagdes tornam as andaiises longas e

compliicadas, fugindo dos objetives da CLAE. Tendo isso em wvista
viriocs trabalhos recorreram a padroniza¢3o interna, utilizando
para isto padrbes de rarotendides sintéticos, comg © & ~apc—g

-carotenal (NOGA e LENZ, 1983; KHACIK et al., 19B6), a cantaxan-
tina (BQRANYAI et al., 1982) e o decapreno- B -carcteno (KHACIK e
BUCHER, 1985). Contudo o problema de estabilidade destes compés—
tos usados como padrdes continuam, fazendo com que outra alterna-
tiva fosse buscada. QUQCKENBUSH e SMALLIDGE (1984&) utilizaram em
ceu trabalho uma solugBo de Sudan I ( 1-(fenilazo)2-naftalenol

(Figura 1@)) como padrdo interno que, apesar de n3do ter a mesma
estrutura dos pigmentos estudados, apresenta vidrias caracteristi-
cas similares, como a solubilidade e o espectro de absor¢8o, além
de resolver o problema de estabilidade dos padrdes analiticos.

0 grande inconveniente de sua utilizacB8o0 € a sobreposi-
c8c do seu tempo de retengloc com os tempos de retengdo da cloro-
fila, dos hidroxicarotenoides & polihidroxicarotendides (Figura
11). MNeste trabalho procurou-se resolver o problema de separacio

destes interferentes analiticos de mpodo a nio ter que S8 YECOrrer
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a técnica de saPOﬁificacﬁo, que aumenta o tempo analitico em 12
horas (saponifica¢io a frioc) e pode possibilitar uma degradacio
destes pigmentos. Para tanto foi utilizada a separagio cromato-
griafica em uma minicoluna (descrita em 3.53.2, a). Esta alternabti—,
va mostrou-~se muito eficiente e rdpida (5 minutos), evitando o
inconveniente da saponificaglo. A Figura ii mostra ps cromatogra-
mas de dois extratos de couve, onde (b)) foi injetado imediatamen-—
fe apos Jas procedimentos de extracio e (¢} upds a separagdo na
minicoluna, mostrando claramente a retencio de interferentes ana-
litiros aque apresentam témpﬂ de retenclio coincidentes com o pa-—
drio interno utilizado {(Sudan 1) {a).

Outra grande vantagem da utiliza¢3o deéta pPreé separagao
& apresentada na andlise de amostras que apresentam concentragles
bem mais elevadas de carotendides inativos que carotendides com
atividade wvitaminica. Este é o caso da anilise de tomate, onde o
carptendide presente em maior concentrac3o € o licopeno, que ni3o
apresenta atividade vitaminica e tem seu]tempo de retencio, nas
condigbes analiticas utilizadas neste estudo, proéximo ao tempo de
retengio do 8 -carotenoc. A resoluc¢do destes compostos fica pre-
judicada pela grande diferenca de concentracdes, com a sobreposi-
¢%0 das bases dos picos. A pré separacao permite a eiiminaciﬂ
completa do licopeno, permitindo um cromatograma claro do B =~ca-
roteno presente (Figura 12).

Nas Figuras 13, 14 e 15 estio apresentadas as curwvas de
calibrag¢8c para B -caroteno, o -caroteno e g -—criptoxantina,

gtilizando Sudan I como padrao interno.
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Figura 11, Cromatogramas (CLAE} de {a) Sudan I; {b) éxtrato de couve antes da separa-

gao em micro cofuna & {c) extrato de couve apds a separagdo em micro colu-

na de dxido de magnésio e Hyflosupercel {1:1). As condigoes cromatografi -
cas estdo no texto (secdo 3.5.2 b).
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Figura 12, Cromatogramas (CLAE) de uma amostra de tomate com (a) injegao antes da se-

paracao em micro coluna e (b) injecao apos a separagao em micro coluna de

oxido de magnésio e Hyflosupercel (1:1). As condigoes cromatograficas es-
t3o no texto (segao 3.5.2 b).
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ClRVA PADRAC IRTERNO PARA BETA-CAROTENO
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Figura 3. Curva de calibra¢3o para B -caroteno, utilizando Sudan
I como padrio interno, na concentracao de ©,@42ug/10ul.
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Figura 14. Curva de calibracdo para ¢ -caroteno, utilizando Su-

dan I como padrio interno, na concentragio de
¢,042u8/10ul .
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figura 15. Curva de calibrac3o para B8 =-criptoxantina, utilizando

Sudan I como padrio interno, na concentragio de
0, 052ug/1i0ul
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4.% - Recuperagoes analiticas.

s processos de extvragio, filtragio e partigaoc em dier

de petrodleo foram comuns, no estudo de recuperacdo analitica, pa-
ra ambos 05 processos de separagdo (CCa e CLAEY, procurando  com
isso obter dados gue permitaﬁ uma comparagao efetiva destes pro—
cedimentos nos aspectos que os diferesnciam.
Para tanto foi utilizado um padr%o de 8 —carotenc} on-
de da. fraglo etérea foram retiradas aliquotas para {(a) separagio
em coluna aberta e avaliécéc espectrofotomdtrica; {(b) separagao
por CLAE com purifica¢lo em minicoluna de éxido de magnésioc & Hy-
flosupercel (1:1) e (¢} separagio por CLAE com injecao direta. O
estudo de recuperacido foi realizado a nivel de 20€ ug/ml.

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos, onde obser-
va~se pelos valores resultantes da injec3o direta, que a maior
perda oﬁorreu nos processos de extracio, filtracﬁo e particio em
éter de petrdleo, #hegandc neste estudo avaproximadamente B¥%. Eg-
te alto valor pode ser, em parte, devido a alta concentrag3o da
csolucio wusada (200 ua/ml) que dificulta o0s passos iniciais da
analise, mas que foi necessaric para se ter o mesmo extrateo para
os diversos procedimentos cromatograficos. Nos processos de sepa-
rag3oc em minicoluna e CCA, foram registradas perdas de aproxima-
damente 4%.

Neste estude n3o foi realizado o processo de saponifi-
cacido, mas os dados literdrios indicam uma perda de aproximada-
mente 4iX para o 8. -caroteno, auando submetido a este procedi-

mento (KIMURA & RODRIGUEZ AMAYA, 1987).
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Tabela 3. Resultados do estudo de recuperagio analitica

de B ~caroteno para as t€cnicas de CCA & CLAE.

Técnica analitica % recuperacac

CLAE ~ Injecdo direta (Padroniza¢ic interna) 91,75 * 6,28

CLAE -~ Injecdo direta (Padronizag3o externa) 91.67 L 4,24

CLAE - Minicoluna {(Padronizaclo interna) 87,57 ¥ 4,96

"CLAE ~ Minicoluna (Padronizagio gxterna} ' 84,49 * 5,97
CCA | . ' 87,46 115,42

4.4 ~ Determinagio de provitamina A em alguwmwas amostras

reais.

.Na Tabela 6 s3o apresentados alguns resultados analiti-
cos- com a utilizac3o de padronizagcl3o interna e externa nos pro-
cessos de CLAE, onde se observa que ambos procedimentos apresen—
tam resultados similares, indicando a padronizag¢lo interna com
Sudan I um processo viavel para estes estudos.

Observa-se aindas que na andlise de azeite de Dende hou-

ve uma ma separagio de a e do B =-caroteno na CCA que, aliada &
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nio separac¢ao de estereoisOmevos, causa uma potentiagdo nos valo-
res de switamina A . calculados. Esta ma resclugio das bandas foi
ohservada atraveés da injecdc no cromatderado liquido das fragdes
separadase em CCA (Figura ié).

f nio separacio de estereoisbmeros em CCA foi observada

também na andlise de couve.

4.7 - Avaliacio das técnicas de CCA & CLAFE na analise de carote-

ngides provitamina A.

Para a éva}iacﬁa das técnicas de CLA e CLAE na analise
de ctarotendides provitamina 4 foram considevadas as metodologias
.analiticas descritas neste trabalho, com todas as modifitacﬁea
introduzidas. Assim, evitando o passo de saponifica¢3o com a uti-
lizacao da minicoluna, a técnica de CLAE apresentou uma velocida-
de muito boa, podendo ser executada em um periocdo de umé hora,
considerando que se tenha prontas as curvas de talibrag¢lo, en-
quanto que a técnica de CCR,'mesmo nSoc considerando o passoc  da
saponificagcio, demora no minimo o dobro deste tempo.

- A exatidio de ambas as técnicas, quando cuidadosamente
realizadas, pode ser considerada boa, ctom alguma vantagem para a
CLAE pela menor exposi¢io dos pigmentos & Iuz e ao oxigénio. Na
CCA a exatidio pode, em alguns casos, ser comprometida pela pre-—
senga de isbmeros do B -caroteno, causando uma potencia¢3oc do
valor vitaminice calculado, enquanto que neste estudo, pela sepa-

ragso apenas parcial dos isdémeros cis do 8 -—caroteno e em con-



s

a-caroteno (mg/100 g)*

g~carotenc {mg/100 g)*

g-criptoxanting {mg/100 ¢)*

Vitamina A (U.1./10C o}*

CLAE CCA CLAE CCA CLAE CCA CLAE CCA
Padrao Padrao £ 1% Padrido Padrao . 1% Padrao Padrao ¢ 1% Padrao Padric e 1%

AMOSTRA interno externo lcm 1ntern0 externg Tem interno externo Tem interno axtarno lem
Cenoura  [[3,91 (013} 3,93 (041)[4,01 (030){|5,16 (004)|5,36 (002)[3,73 (0)6) - - - 11854 (6) (12199 (306)] 9553 (18)
Kamao . - . 0,19 (001)[ 0,22 (003)[0,24 (Q03){|0,66 (8) [0.72 (0P6)|0,68 (00S)| 963 (88) | 967 (94)] 858 (12)
Azeit

Dande. de 16,00 (0) 17,10 (028} 1,41 (a62)|9,25 (021){9,91 (010)17,93 (075 - . - 20417 (354)22433 {12) 31058 (212)
Couve - - - 3,11 {012)]3,45 (013}]4,67 {013) - - - 5174 (207) |5742 (228) 7783 (214)
Tomate - - - 0,80 (0p9){0,86 (011)]0,65 {0)1) - - - 1333 (141) 11433 (18%) 1075 (177)

* Midia de duas repetigbes analiticas ({desvio padrao)

Tabela 6. Resultados analiticos das amostras estudadas, obtidos a partir de CCA e
CLAE com padronizagao externa e interna e interna (Sudan I).
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{segio 3.5.2 ).

57




sequéncia sua ni3p participa¢do no resultado final, a CLAE apre-
senta resultados inferiores aos reais.

# precisio da CCA 2 puilto dependente da experifnois do
analista neste tipo de separacic. A reprodutibilidade do recheion
da rcoluna, da vazBo da fase movel, do momento cevio de ftrocar a
polaridade do solvente, entre outros, s3o fungdes diretas da qua-—
lidade do analista e s3o0 reproduzidas no resultado final.

Cabe aqui ressalfar.a imporfﬁncia da aﬁoéfragem né.hre~
cisfo deste tipo de andlise, onde muitas vezes a homegeneizaglo
incorreta da amostvra pode ocasionar resultados diferentes.

| As sensibilidades de ambas as teécnicas s30 muito boas,

. com alguma vantagem para a CCA. Isto se deve ac sistema de detec—

¢3¢ utilizado, onde se tem em m3os todo o espectro do carotencide

e se pode tomar o comprimento de onda de maior absorgido para o

calculo da concentrac3ao. Na CLAE o comprimento de onda usado &

fixo durante uma dada anilise e pode nBo representar o mékima ﬁe
absorg3o de todos os caroctendides provitamina A eatudados;

A .avaliacﬁo'da simplicidade de ambas as técnicas fica

por conta da separacioc dos pigmentos,‘onde® automaglo dos siste-

mas de CLAE, para a andlise de rotina, simplifica muito esta ope-
racﬁo._ Isto n3c acontece na CCA onde a resplug3o dos pigmentos €
visual, ewxigindo muita atengloc do analista.

A resoluglo dos carotendides provitamina A na CLAE ¢é
boa, com a sepéracﬁa de isOmeros ficando na dependéncia da quali-
dade da cnluna‘utiiizada. Ja a coluna usada neste estudo para a

CCA naoc separa esterioismeros, sendo necessdrio uma nova eluigdu

em outro tipo de fase estacionadaria {(geralmente Oxido de aluminio
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ou hidrd»xido de calcie) para tal fim.

Na avaliac3oc de custos para a comparaglo de ambas as
téenicas, foram considerados oe seguintes aspfcios: {3) invesbi-
mento, que corresponde 3 aquisi¢ioc de equipamentos e vidrarias
necessirias para a execucSo das andlises; (b)) custos Tixos, ve-
presentado peiﬁ‘saiérim da mia de obra necessdria € 05 e&ncargos
envolvidos e (¢} custo variavel, que € dado pelo custo dos sol-
ventes é_reégentea utilizados além de outros custos operacionais
como: energia eletrica, manutencac, etc.

Para o item iﬁvéﬁtimento {a} foi considerado uma wvida
util de.iﬁ anos para 0s equipamentos, e de 1 ano para as widra-
rias {(reposislo total) e colunas cromalograficas. Como custo fixo
foi rconsiderado em ambos os casos (CCA e CLAE) um salario meédio
de mercado para um quimico. O perjodo de trabalho foi de um turno
{8 horass/dia) e 30€ dia por ano.

Has Tabelas 7 e B s3o apresentados os valores para
cada técnica estudéda e a comparagio entré ambas. Observa-se que,
apesar do custo da CLAE ser aprowimadamente 30X maior que a CCA,
o wvolume de andlise duas vezes maior para o primeiro (8 anali-
ses/dia para CLAE contra 4 andlises/dia para CCA) representa,
quando 3 demanda de andlise € a maxima, uma vantagem para o sis-
tema CLAE, com o retorno de investimentc adicional em aproximada~—
mente dois anos e meio. Esta vantagem de custo persiste para uma
demanda de até 5 analises por dia. Quando a demanda de analises @
igual ou inferior a 4 analises por dia, os custos tornam a CCa,

financeiramente vantajosa.
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Tabela 7. Valores observados (BTN) para as técnicas de CLAE e CCA nas analises de

carotendides provitamina A em alimentos,




OOVPARACAO TE (LBTOS

(o5
CUSTOS/DIA  ANALISES/DIA  CUSTOS/ANALISE .

257,70 3 32,21
243 L0 7 ‘ 3u,77
228,10 & 38,18
714,80 g 42,98

200,50 4 59,13 ANALISES/DIA CCA CLAE

188,20 3 62,07 g 4,46 > 32,21

171,80 2 85,95 7 48,48 > 34,77

157,60 1 157,60 ' € 87,52 > 38,18

' g 56,17 > 47,38

T 4 LB,8% < 50,12

& 3 57,02 <« 62,07

CUSTOS/DIA  ANALISES/DIA  CUSTOS/ANALISE z 73,38 < 85,5

363,74 8 U5 ,ue i 122,47 < 157,60
338 kL 7 ‘ 4g . ug
315,18 8 52,52
290,84 .5 58,17
185,37 Con 45,84
- 1ma7 3 : 57,02
146,77 2 73,38
122,47 1 122,47

Tahela 8. Comparacio de custos entre CLAE ¢ CCA na an3lise de carotendides pro-
vitamina A em alimentos.
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S —~ CONCLUSAD.

Ohservou—-se neste estudo, que o uso de um sistema de
CLAE simples e isocratico, aliado & CCA, permite a separac¢do e
identificacioc dos carptendides provitaminicos, mostrandause.coma
um excelente instrumento na andliise de rotina deste; pigmentos,
principalmente com a utiliza¢io de padronizac®o interna, que con—
torna ©¢ problema apresentado pela dificuldade de se obter padries
analiticos puros e estéveisi

Observou-se ainda, que a separagao de esterecisdmeros
pode ser possivel com a metodologia apresentada, necessitando
apenas de colunas eficiéntes para 1ss0.

Por outro lado, apesar da melhor performance da CLAE na
analise de rotina destes pigmentos, a CCA apresenta-se como um
grande instrumento para a padronizac3o da CLAE, além de ser uma
excelente alternativa para a confirma¢3o da identidade de carote—
ndides.

Portanto, torna-se claro que com as inovag¢des tecnold-
gicas, onde €& evidente o aparecimento de colunas cromatograficas
mais eficientes e econdmicas, a CLAE tornara a melhor opc3c para
a analise de carotendides prcvitamigicos e 3 partir do momento em
que detetores como o “Diode Array” tornarem-se acessivelis a gran-—
de parte dos trabalhadores da drea, esta técnica se afirmara de

vwer como o melhor meio para o estudo destes pigmentos.
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