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Resumo — A demanda por resultados analiticos rapidos e confidaveis em um grande nimero de
amostras gerada pelos projetos Biofort, AgroSalud e HarvestPlus aliado a exigéncia de métodos de
extracdo e quantificacdo mais rapidos, econdmicos e eficientes € crescente. O objetivo deste trabalho
foi a comparacdo entre os métodos de extragdo convencional (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001) e um
método proposto em escala de microextracdo. Foram utilizadas duas matrizes, cenoura e farinha de
batata doce de polpa alaranjada. A determinacéo de carotendides totais foi feita por espectrofotometria
e a identificacdo dos carotendides por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A microextragdo de
carotendides mostrou-se mais eficiente que a convencional e economicamente mais viavel, devido a
reducdo de gastos com solventes e tempo de extracdo, ideal para laboratérios analiticos que utilizem a
analise rotineiramente.
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Abstract — The demand for fast and reliable analytical results in a large number of samples generated
by the projects BioFort, AgroSalud HarvestPlus and ally to the requirement of extraction methods and
guantification faster, economical and efficient is increasing. The objective of this study was the
comparison between the conventional extraction methods (Rodriguez-Amaya, 2001) and a proposed
method in scale of microextraction. We used two arrays, carrot and sweet potato with orange pulp
flour. Determination of total carotenoids was made by spectrophotometry and identification of
carotenoids by high performance liquid chromatography. The microextraction of carotenoids was
more efficient than conventional and more economically viable due to reduction of solvent extraction
and time, ideal for analytical laboratories using routine analysis.
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Introducéo

Os carotendides pertencem a uma familia de mais de 600 pigmentos lipossollveis abundantes
na natureza (KRINSKY & JOHNSON, 2005). S&o de grande importancia nutricional por serem
precursores da vitamina A, cuja caréncia estd associada & cegueira noturna, morte prematura de
criangas e xeroftalmia. O interesse por estes pigmentos tem aumentado muito nos Gltimos anos devido
a sua atividade antioxidante, reduzindo o risco do desenvolvimento de doencas degenerativas como o
cancer, doencas cardiovasculares e formacdo de cataratas (KRINSKY, 1994; RIBEIRO &
SERAVALLLI, 2004). A demanda por resultados analiticos rapidos e confiaveis em um grande nimero
de amostras gerada pelos projetos Biofort, AgroSalud e HarvestPlus aliado a exigéncia de métodos de
extracdo e quantificacdo mais rapidos, econdmicos e eficientes é crescente. O objetivo deste trabalho
foi a comparacdo entre os métodos de extracdo convencional (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001) e a
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microextra¢do. Foram utilizadas duas matrizes, cenoura e farinha de batata doce de polpa alaranjada.
A determinacdo de carotendides totais foi feita por espectrofotometria e a identificagdo dos
carotenoides por cromatografia liquida de alta eficiéncia (PACHECO, 2009).

Material e métodos

Extracdo convencional

Foram pesados 0,59 de amostra para extracdo da farinha de batata doce de polpa alaranjada e
2Q para extracdo da cenoura. As amostras foram entdo maceradas em graal de porcelana com 3g de
celite e 50mL de acetona, a mistura foi filtrada a vacuo em funil de vidro com placa sinterizada. O
procedimento foi repetido até que a matriz ndo apresentasse a coloracdo caracteristica de carotenoides.
O extrato cetbnico foi transferido para funil de separagdo contendo 50mL de éter de petréleo. A
mistura foi entdo lentamente lavada com 900mL de &gua ultrapura divididos em trés lavagens. O
extrato etéreo foi filtrado em sulfato de s6dio anidro, recolhido em baldo volumétrico de 100mL e
avolumado com éter de petréleo. A absorvancia da solucéo foi lida em Espectrofotdmetro Shimadzu®
Modelo UV-1800 para a determinagdo dos carotenodides totais. Para a obtencdo do perfil
cromatografico e a quantificacdo de B-caroteno, a-caroteno e luteina, 1mL da solugdo etérea foi
evaporado até a secura e o0 residuo ressuspendido com 100uL de acetona.

Microextragéo

Foram pesados 10mg de amostra para extragdo da farinha de batata doce de polpa alaranjada e
100mg para extragdo da cenoura. As amostras foram maceradas com bastdo de vidro em tubo para
microcentrifuga (eppendorf) de 2mL com 100mg de celite e 500uL de acetona. A mistura foi
centrifugada a 8000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante transferido para bureta de 25mL contendo de 5
a 10mL de solucdo 5% de éter etilico em éter de petroleo. A extracdo com acetona foi repetida até que
a matriz ndo apresentasse a coloragdo caracteristica de carotendides. A mistura adicionada & bureta foi
entdo lentamente lavada com 60mL de solucéo aquosa 5% de NaCl. O volume final do extrato etéreo
foi obtido através de leitura na bureta e em seguida foi recolhido em vial de 3mL. Adicionou-se entao
10mg de sulfato de sodio anidro ao extrato. A absorvancia da solucdo foi lida em Espectrofotdmetro
Shimadzu® Modelo UV-1800 para o célculo de carotendides totais. Para a obtencdo do perfil
cromatografico e a quantificacdo de B-caroteno, a-caroteno e luteina, 1mL da solucdo etérea foi
evaporado até a secura e o0 residuo ressuspendido com 100uL de acetona.

CondicGes cromatogréficas

Para a andlise cromatogréfica utilizou-se um cromatégrafo liquido modular Waters composto
por bomba W600, degaseificador In-line, injetor automatico 717plus e detector de arranjo de
fotodiodos 996. A separagéo foi em coluna YMC Cg, Carotenoid (250 x 4,6mm x 3um), a 33°C, com
eluicdo em modo gradiente de éter metil terc-butilico em metanol, variando de 20 a 90% em 28
minutos com fluxo de 0,8mL/min e volume de injec¢do de 15uL (PACHECO, 2009).



Resultados e Discussao
As andlises foram realizadas em triplicata utilizando o método convencional e o método da
microextracdo. Os resultados foram submetidos ao Teste Grubbs para exclusdo de valores aberrantes.
Os resultados dos ensaios estéo listados na Tabela 1:

Tabela 1. Teor de carotenoides (ug/100g) em cenoura e farinha de batata doce de polpa alaranjada.

Matriz Extracéo B-caroteno e-caroteno Luteina Totais ((;,:A)\/)
Cenoura Microextracéo 11620 5162 246 17097 1,37
Convencional 9764 4343 200 14395 0,98

Farinha de Batata Doce ~ Microextracdo 102739 8582 - 125090 3,48
Convencional 91040 7227 - 108871 2,81

Verificou-se que os teores de carotendides totais foram de 15 a 16% maiores nos resultados
obtidos utilizando a microextracdo nas duas matrizes, portanto esta se apresentou mais eficiente que a
convencional. O coeficiente de variacdo apresentado pelo método da microextracdo foi maior que o da
convencional, porém esta diferenca ndo é significativa e pode ser consequéncia da aliquota de amostra
pesada ser menor para a microextragcdo. O tempo requerido para a microextracao foi de 30 minutos por
extracdo e para a extracdo convencional foi de 50 minutos por extracdo, portanto houve uma reducao
40% do tempo de andlise e 92% em volume de solvente utilizado. O perfil cromatografico manteve-se
semelhante utilizando ambas extragGes (Figura 1).
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Figura 1 - Cromatograma de extrato de cenoura da extragdo convencional (A) e microextracdo

(B).



Concluséao

A microextragdo de carotendides mostrou-se mais eficiente que a convencional e
economicamente mais vidvel, devido a reducdo de gastos com solventes e tempo de extragdo, ideal
para laboratorios analiticos que utilizem a andlise rotineiramente. No entanto ela exige pessoal mais
habilitado e treinado para microanalise. S&o necessarios ainda mais estudos com matrizes diversas e a
validacdo da metodologia.
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