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Resumo

A deteccdo e quantificagdo de carotenodides em alimentos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) demanda de padroes analiticos
com alto grau de pureza. A aquisi¢do comercial destes padrdes ¢ morosa e dispendiosa. Além disso, determinados diasteroisdbmeros ndo estdo
disponiveis no mercado e alteracdes dos compostos podem ocorrer durante seu transporte. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi obter
isomeros cis-licopeno a partir de licopeno todo-trans de melao-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.) e B-criptoxantina a partir de caqui
(Diospyros kaki L.) para utilizagdo como padrdes analiticos na analise de alimentos. Licopeno todo-trans extraido do arilo de sementes de
melao-de-Sao-Caetano foi convertido a cis-licopeno. A isomerizagdo e separacdo das fragcdes contendo isdmeros do licopeno foram realizadas
em coluna cromatografica aberta de silica ativada e a verificagdo da isomerizacao e o isolamento foram realizados por CLAE. Foram detectados
94,2% de licopeno todo-trans entre os carotenoides totais dos arilos de sementes. A isomerizagdo em coluna de silica aberta ativada produziu
29 isdmeros cis-licopeno em trés fracdes coletadas. Nas primeiras fragdes de meldo-de-Sao-Caetano e de caqui foram isolados um isémero
cis-licopeno e B-criptoxantina com pureza de 91,3% e 92,8%, respectivamente, o que permite seu uso como padrdes analiticos para analises.
Apos 1 ano conservados a -18 °C em ampola de borossilicato selada a vacuo, em ambiente escuro, ndo houve alteragdo significativa nas
concentragdes do cis-licopeno e da B-criptoxantina, permitindo ainda seu uso como padrdes analiticos. A metodologia empregada mostrou-se
viavel para a conversao de licopeno fodo-trans em cis-licopenos e para o isolamento e purificagao de padrdes analiticos para CLAE.

Palavras-chave: Momordica charantia. Diospyros kaki. Carotendides. Cromatografia Liquida.
Abstract

Detection and quantification of carotenoids in foods can be carried out by high performance liquid chromatography (HPLC), but analytical
standards must be employed. However, these analytical standards are expensive, some isomers are not available for trade, time consuming
between purchase and reception and chemical changes may occur during long transportation. Therefore, the objective of this study was to
obtain cis-lycopene isomers from all-trans lycopene present in bitter melon (Momordica charantia L.) and f-cryptoxanthin from persimmon
(Diospyros kaki L.), for use as analytical standards in foods analysis. All-trans lycopene extracted from bitter melon seed arils was converted to
cis-lycopene. The isomerization and separation of the fractions containing cis-isomers were done in silica column. Confirmation of isomerization
and isolation of cis-lycopene were performed by HPLC. A total of 94.2% of all-trans lycopene were detected in the seed arils. Isomerization in
silica column produced 29 cis-lycopene isomers in 3 fractions collected. In the first fraction, a cis-lycopene with a purity of 91.3% was isolated
which allows its use as analytical standard for analysis using HPLC. After sample preparation, f-cryptoxanthin was isolated by silica column.
Analysis by HPLC revelead p-cryptoxanthin with purity of 92.8%. After one year stored at -18 °C in sealed borosilicate glass ampoule under
vacuum, in the dark, no significant change in concentration of cis-lycopene and f-cryptoxanthin occured, still allowing them use as analytical
standards. The methodology was feasible for the conversion of all-trans lycopene to cis-lycopene and for the isolation and purification of
analytical standards by HPLC.

Keywords: Momordica charantia. Diospyros kaki. Carotenoids. Chromatography, Liquid.

1 Introducio provoca perdas no rendimento das maquinas e na qualidade

O meldo-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.) é
uma planta pertencente a familia das Cucurbitaceas. E uma
trepadeira muito comum em cercas de plantagdes rurais e
na cidade'?. Seus frutos e folhas sdo usados no tratamento
de diabetes, diarreia, reumatismo, parasitoses, colicas ¢ em
processos de cicatrizagdo™>.

Por outro lado, também ¢ uma planta daninha em plantac¢des
de cana-de-agucar®. Além dos prejuizos ocasionados pela
competicao por agua, luz, nutrientes e espaco, ha interferéncia
do melao-de-Sao-Caetano na colheita mecanizada da cana, que
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do produto colhido’®.

Os frutos maduros abrem-se expondo suas sementes
de arilo vermelho. No arilo, encontra-se o licopeno em
concentragdes que chegam a 96% da concentracdo dos
carotenoides totais”'’.

O licopeno, um dos principais pigmentos lipossoliveis
encontrados na natureza, ¢ responsavel pela coloragdo
vermelha em frutos como tomate, goiaba vermelha e
melancia'"'?. Esta associado a reducdo do risco de cancer.

Uma associa¢do inversa foi observada entre o nivel de
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licopeno sérico e a incidéncia de todos os tipos de cancer em
homens de meia idade'. O seu alto potencial antioxidante
frente aos demais carotendides esta diretamente relacionado
com o nimero de duplas ligagdes conjugadas presentes em
sua estrutura, num total de 11 (Figura 1)'*'6,
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Figura 1: Estrutura quimica do licopeno

Aproximadamente 80% do teor de licopeno total
encontrado na prostata ¢ composto por isdmeros cis, tendo
sido identificados de 14 a 18 diferentes isomeros cis neste
tecido. No sangue, a concentracdo de isOmeros cis representa
50% do total de licopeno''.

A p-criptoxantina (3-hidroxi-f-caroteno) ¢ uma xantofila,
estruturalmente muito semelhante ao -caroteno (Figura 2).

B-caroteno
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Figura 2: Estruturas quimicas do 3-caroteno e da
B-criptoxantina

A B-criptoxantina também ¢é precursora de vitamina A, no
entanto, 1 ug de B-caroteno equivale a 0,167 pg de retinol,
enquanto que a mesma massa de B-criptoxantina corresponde
a 0,084 pg de retinol. Esta presente na manga (0,137 mg
100g™), abacaxi (0,089 mg 100g™"), mamao (0,18-3,182 mg
100g") e melancia (0,09-0,48 mg 100g")'*. E usada como
referéncia para detectar adulteragdo de suco de laranja®.

Numerosos métodos de extragao e purificacdo de xantofilas
tém sido propostos, mas geralmente envolvem aquecimento
demorado ou uso de enzimas. Enquanto que, no primeiro
caso, ocorrem isomerizagdes ¢ decomposigdes, no segundo
caso, o aspecto financeiro inviabiliza o emprego cotidiano®.

A detecgdo e quantificacdo dos isomeros de licopeno e
de B-criptoxantina em alimentos e outras matrizes pode ser
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com grande exatiddo, sensibilidade e reprodutibilidade se
padrdes analiticos com alto grau de pureza forem empregados.
Todavia, a aquisi¢do comercial destes padrdes ¢ dispendiosa
e burocratica. Além disso, nem sempre se consegue produzir
industrialmente determinado diasteroisdbmero ¢ alteragdes
dos compostos podem ocorrer durante seu transporte se nao
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forem mantidas as condi¢des de armazenamento adequadas.
Por isso, o objetivo deste trabalho foi obter isdmeros cis-
licopeno a partir de licopeno todo-trans contido naturalmente
no meldo-de-Sdo-Caetano (Momordica charantia L.) e de
B-criptoxantina presente no caqui (Diospyros kaki L.) e
posterior isolamento para utilizacdo como padrdes analiticos
na quantificagdo da composicdo isomérica de licopeno e de
[B-criptoxantina em alimentos.

2 Material e Métodos
2.1 Extracéo dos carotenoides

Foram abertos com faca oito frutos de meldo-de-Sao-
Caetano ¢ os arilos de 40 sementes, retirados manualmente e
pesados em balanca analitica.

Foram descascados e triturados em mixer vertical 50g de
caqui cultivar ‘Rama Forte’ adquiridos do comércio local para
a extracdo da fB-criptoxantina.

As massas pesadas de 8,80 g de arilo de semente de melao-
de-Sao-Caetano e 50 g de caqui foram transferidas para graals
de porcelana ¢ adicionadas de uma medida de celite (3 g).
A celite, por ser abrasiva auxilia na disrup¢do das organelas
celulares e na extracdo dos carotenoides. A partir desta etapa,
os procedimentos de extragdo foram idénticos para ambos os
compostos?!24,

O solvente utilizado para a extragdo dos carotendides foi
acetona resfriada (4 °C) em volume suficiente para cobrir a
mistura (cerca de 20 mL). Em seguida, foi realizada a maceragao
com pistilo e a mistura obtida foi filtrada a vacuo em funil de
vidro com placa sinterizada conectado a kitassato de 500 mL.

O solido retido foi retornado ao graal e nova extracao foi
realizada com outra por¢ao de acetona resfriada. Este processo
foi repetido até que ndo houvesse mais a percep¢do da cor
caracteristica dos carotendides na matriz (trés repeticdes
foram suficientes).

O extrato liquido recolhido no kitassato foi transferido
lentamente para funil de separag¢@o de 250 mL contendo 50 mL
de éter de petrdleo. A mistura foi lentamente lavada com 300
mL de 4agua ultrapura e a fase aquosa inferior foi descartada.
Sucessivas lavagens com agua foram realizadas até que nio
fosse mais perceptivel o cheiro caracteristico de acetona na
agua de descarte (trés lavagens foram suficientes).

O extrato etéreo foi entdo filtrado através de funil de
vidro raiado contendo uma camada de aproximadamente 3
cm de sulfato de sodio anidro. O filtrado foi recolhido em
baldo ambar de fundo redondo de 250 mL e concentrado em
evaporador rotatorio a 35 °C sob vacuo até cerca de 3 mL.

2.2 Preparo da coluna cromatografica aberta

Volumes iguais de 6xido de magnésio e celite foram
misturados, homogeneizados e mantidos em estufa a 110 °C
por 4 horas para ativagdo. Ap6s resfriamento, a mistura foi
transferida para coluna de vidro com auxilio de funil para
solidos até atingir aproximadamente dois tercos da altura
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da coluna. Com o auxilio de uma rolha de borracha furada,
a coluna foi conectada a um kitassato de 250 mL. Apds o
estabelecimento de vacuo no sistema, foi adicionado ao topo
da coluna sulfato de sddio anidro suficiente para formar uma
camada de 1 cm de espessura. A coluna foi mantida sob vacuo
durante 1 hora para melhor compactagao. Neste intervalo,
foram dadas pequenas batidas com bastdo de vidro revestido
de borracha para ajudar na compactagdo®!-.

2.3 Aplicaciio e eluicio na coluna aberta

Do extrato etéreo obtido, foi retirada uma aliquota de 1
mL para determinagdo do perfil cromatografico e o restante foi
aplicado em coluna cromatografica aberta de silica.

Para a aplicacdo do extrato etéreo com os carotenoides
concentrados, o vacuo foi desconectado do kitassato e, com
auxilio de um pipetador automatico, o volume restante do
extrato foi aplicado no topo da coluna, sobre a camada de
sulfato de sédio.

Apds a completa absor¢do do liquido, o vacuo foi
lentamente religado e hexano foi adicionado para iniciar a
eluigdo. O vacuo foi ajustado de modo a permitir um fluxo
constante da fase movel, mantendo um gotejamento da coluna
de aproximadamente 2 gotas por segundo da fase movel, que
foi adicionada constantemente para ndo permitir a secagem do
topo da coluna.

Apos a separacao da banda do carotendide de interesse na
coluna, esta foi recolhida em kitassato de 125 mL.

O extrato hexanico do carotenoide isolado foi transferido
para baldo volumétrico ambar de 50 mL, passando antes
através de funil com sulfato de sédio anidro. Foi adicionada
ao baldo uma massa de 50 mg de BHT (2,6-di-ter-butil-p-
hidroxitolueno). Por fim, o baldo volumétrico foi avolumado
com hexano.

Foram separadas e coletadas trés fracdes. Uma aliquota
de 1 mL de cada fracdo foi retirada para determinagdo
cromatografica. A partir deste ponto, trabalhou-se apenas com
o restante da primeira fragao®-*.

2.4 Saponificaciio do extrato contendo B-criptoxantina

O extrato etéreo foi transferido para erlenmeyer ambar
de 125 mL com tampa e adicionado de hidréxido de potassio
metanodlico 10% (m/v) em igual volume do extrato.

O frasco foi purgado com nitrogénio para remocdo da
atmosfera oxidante e foram adicionados 50 mg de BHT. O
frasco foi fechado e deixado ao abrigo da luz por 16 horas.

Apds o tempo de reagdo, a mistura foi transferida para funil
de separagdo de 250 mL e a fase superior (etérea) separada e
reservada em béquer de 100 mL. A fase inferior foi lentamente
retornada ao funil de separagdo contendo 30 mL de éter etilico
e lavada com agua ultrapura. O procedimento de lavagem foi
repetido trés vezes para completa remogao da base.

A fase etérea reservada foi entdo misturada a solugdo
lavada e retornada ao funil de separacdo, seguida de quatro
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operagdes de lavagem com agua ultrapura.

O extrato obtido foi filtrado através de funil de vidro
contendo sulfato de sédio anidro e recolhido em baldo ambar
de 250 mL de fundo redondo para posterior concentragdo em
evaporador rotatorio?!-,

2.5 Analise por CLAE

O restante da primeira fracdo hexanica foi seco sob fluxo
de nitrogénio, ressuspendido em 100 pL de acetona, agitado
em vortex durante 10 segundos e analisada por cromatografia
liquida.

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
equipado com bomba W600, injetor automatico 717 Plus
¢ detector de arranjo de fotodiodos 996, todos da Waters®.
A coluna utilizada para a separacdo foi a YCM Carotenoid
(Waters®). A temperatura do forno da coluna foi de 35 °C, com
fluxo da fase movel a 0,8 mL/minuto e volume de inje¢ao de 15
pL. O gradiente de eluigdo com as fases moveis A: metanol e B:
éter metil-ferc-butilico foi: inicio 80% A e 20% B; 0,5 minuto
75% A e 25% B; 15 minutos 15% A e 85% B; 15,50 minutos
10% A e 90% B; 16,55 minutos até o final 80% A e 20% B*.

Para a determinagdo da concentracdo do carotendide
isolado e corregdo desta concentragdo pela sua pureza
cromatografica foi usada a equagdo da Figura 3.

Concentracio (ng/mL) = Abs. X Dil. x 10000 x Purz.
Al% 100

lcm

Abs. = valor da leitura de absorvancia
Dil. = dilui¢ao do extrato (quando usada para faixa de lenearidade )
% = absortividlade molar da B-criptoxantina =360 e do
licopeno = 3450

Purz. = pureza cromatografica (%)

Figura 3: Equagao para o calculo da concentragao corrigida do
carotendide isolado

2.6 Armazenamento do padrao isolado

O padrdo obtido foi armazenado a -18 °C (freezer) em
ampola de vidro selada sob vacuo, em ambiente escuro, e
analisado novamente ap6s 1 ano para verificar sua estabilidade.

O solvente da aliquota a ser armazenada foi removido
sob fluxo de nitrogénio, com as ampolas em banho de areia
a 35 °C para evitar o resfriamento da ampola e consequente
condensagdo de agua®.

3 Resultados e Discussao
3.1 Licopeno

Foram quantificados 52,8 mg de licopeno todo-trans 100g!
de arilo das sementes. Isto representa 600 pg de licopeno fodo-
trans /fruto (Figura 4).
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Figura 4: Cromatograma do licopeno todo-trans

O extrato etéreo obtido dos arilos das sementes do meldo-
de-Sao-Caetano apresentou teor de 94,2% de licopeno fodo-
trans entre os carotenoides totais, confirmando os achados
de Tran e Raymundo'® que revelaram a presenca de até 96%
deste caroteno entre os carotenoides totais desta planta.

A partir das trés fragdes coletadas apos elui¢@o do extrato
etéreo na coluna de silica aberta ativada, foram visualizados
29 isdmeros de cis-licopeno, mostrando que esta técnica foi
eficiente para promover a conversdo do licopeno fodo-trans
em isomeros cis.

Com o uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia
na primeira fracdo coletada da coluna de silica ativada, foi
possivel o isolamento e a recuperagdo de um isdmero cis-
licopeno com 91,3% de pureza, quantificado por integragdo
da area do pico em relagdo a area do cromatograma total, que
apresentou absor¢do maxima nos comprimentos de onda de
359 nm, 440 nm, 466 nm e 497 nm, enquanto o licopeno todo-
trans apresentou absor¢do maxima nos comprimentos de onda
de 445 nm, 472 nm e 503 nm, respectivamente.

Uma carotenos sdo  encontrados

vez que O0s

predominantemente na forma fodo-trans e, devido a
extraordinaria facilidade de isomerizacdo cis-trans, a
existéncia de isdmeros cis ¢ dificil de ser revelada®.

A maior dificuldade na analise de carotendides estd na
obtengdo e conservagdo dos padrdes cromatograficos. Os
carotendides sdo substancias reativas, portanto devem ser
mantidos a baixas temperaturas, sob atmosfera inerte e ao
abrigo da luz*'.

Este padrio, quando mantido a -18 °C (freezer), em
ampola de vidro selada a vacuo, em ambiente sem luz ndo
apresentou perda significativa de sua pureza durante 1 ano. A
analise cromatografica revelou recuperacdo de 100% quando
comparado a primeira analise.

O tempo da corrida foi de 36 minutos e o retorno as
condigdes iniciais para nova analise foi de 28 minutos. Isto é

importante para a economia de solventes, preocupac¢do comum
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em analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia*?’.

A corrida foi realizada a 35 °C. A curva padrao apresentou
linearidade, com coeficiente de correlagao de 0,9975. A
equacdo da reta dada em fung@o da area do pico (Y) e
concentragéo do padrio (X) foi: Y=4,14.10°.X — 6,67.10*

O coeficiente de variag@o de triplicatas medidas em sete
pontos da curva padrao variou de 0,48 a 5,66%.

O método mostrou-se linear para concentragdes de
licopeno entre 0,5 ¢ 8 ug mL".

O limite de detecg¢do encontrado foi de 0,012 ug mL"!
e o coeficiente médio de variacdo de 3,62%, enquanto
outro trabalho apresentou valores de 0,035 pg mL! e 4,1%,
respectivamente. Isto comprova que a detec¢do de menor
concentracdo de licopeno foi possivel através do presente
estudo, sendo este mais reprodutivo (preciso) que o método
apresentado pelos outros autores?.

Futuros
necessarios para determinar inequivocamente qual isémero

estudos empregando outras técnicas sdo
cis-licopeno foi obtido, uma vez que o grande numero de
duplas ligagdes conjugadas pode facilmente conduzir a

enganos na identificagdo do composto.

3.2 B-criptoxantina

O caqui foi escolhido como matéria-prima para a extracao
de P-criptoxantina devido ao elevado teor deste pigmento
(1,45 mg 100g™" de fruto fresco)'® e também por ser este o
principal carotenéide do fruto, correspondendo sozinho por
até 30% dos carotenodides encontrados®.

Embora o cultivo de caqui tenha uma colheita sazonal, o
que limitaria o acesso ao fruto para a realiza¢do das extragdes
de B-criptoxantina, por outro lado, a produgdo brasileira tem
aumentado anualmente. Além disso, o armazenamento a 0 °C
permite a conservacao por longos periodos sem escurecimento
nem amolecimento dos frutos®.

Na purificagdo de xantofilas, a saponificacdo pode
ser necessaria quando elas estdo esterificadas ou quando
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ha elevado teor de lipideos no alimento. Uma analise
cromatografica preliminar do extrato etéreo pode indicar se ha
ou ndo esta necessidade®.

Neste trabalho, embora o caqui possua apenas 0,4% de

Pacheco S, Godoy RLO, Porte A, Rosa JS, Santiago MCPA

gordura total,*! a saponifica¢do foi fundamental, como pode
ser observado na Figura 5. No lado A, o perfil cromatografico
do extrato etéreo ndo saponificado e no lado B, apds a
saponificacdo com hidroxido de potassio metanolico.

B-Criptoxantina

g ilovenr e =)

B B-Criptoxantina

Figura 5: Perfis cromatograficos dos extratos etéreos obtidos de caqui esterificado (A) e saponificado (B)

Em média, 300 pg de B-criptoxantina foram obtidos
por cada extra¢@o na coluna aberta. O pigmento apresentou
absor¢do maxima nos comprimentos de onda de 450 nm

e 478 nm e pureza de 92,8% detectada por integragdo da
area do pico em relacdo a area do cromatograma total
(Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma do padrdo isolado de B-criptoxantina

A curva padrdo apresentou linearidade, com coeficiente
de correlagdo de 0,9974. A equagdo da reta dada em fungao
da area do pico (Y) e concentragdo do padrao (X) foi:
Y=4,97.10°.X — 6,74.10*

O coeficiente de variacdo de triplicatas medidas em sete
pontos da curva padrao variou de 0,35 a 3,89%.

O método mostrou-se linear para concentragdes de
B-criptoxantina entre 0,5 e 8,0 pg mL™".

O limite de detecg¢do encontrado foi de 0,012 ug mL!
e o coeficiente médio de variacdo de 3,62%, enquanto
em outro trabalho foi apresentado 0,025 pg mL"! ¢ 4,1%,
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respectivamente. Isto mostra que neste método foi possivel
detectar menor concentragdo de fB-criptoxantina e que ele
foi mais repetitivo (preciso) que no trabalho daqueles
autores?s.

A B-criptoxantina foi eluida em 18 minutos ¢ a corrida
cromatogréfica foi realizada em 20 minutos a 35 °C. Esta
baixa temperatura diminui os riscos de perda do carotenodide
por aquecimento e reduz o tempo de estabiliza¢do da coluna
para a realizacdo de nova corrida.

Apds um ano, a ampola contendo [-criptoxantina foi
reanalisada e 96,4% do seu contetido foram recuperados,
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atestando a estabilidade do padrdo sob as condigdes de

armazenamento do estudo.

4 Conclusao

A metodologia empregada neste trabalho logrou éxito

em permitir a obtengdo de isdomero cis-licopeno a partir do

melao-de-Sao-Caetano e de B-criptoxantina a partir de caqui,

ambos com alto grau de pureza. A técnica também podera ser

aplicada para a obten¢do de varios outros padrdes analiticos

confiaveis de isdmeros cis-licopeno que atualmente sdo de

acesso comercial moroso e dispendioso e, por isso, dificultam
estudos destes pigmentos em alimentos.
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