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SUMMARY

A technique has been developed for the extraction and determination of

g-carotene from vegetables and all nalorally green stuff.

The exiraction of the

pigments is done in a modified Soxlet in such a way that one is able {o exiract
at the same time all the pigments and to separate the chlorofil from the yvellow
pigments. In the present technique the formation of emulsions is prevented, time
is spared and one is able to complelelly extract all the g-ecaroiene present in the
stuff. The B-carotene is chromatographycally separated from the other pigments,
after the extraction and separalion of the chlorophil, by a modified Quackenbush

et alii technique.

INTRODUQAC

Ainda hoje os métodos de dosagem
do f-caroteno pouco diferem daquele pre-
conizade por KUHN & BROCKMANY,
com a diferenga de que agora dispomos
de espectrofotébmetros sensiveis para me-
digic da absorcio das suas sclugdes.
Aquéles autores mediam, todavia, sim-
. plesmente a intensidade de uma solugio
alaranjada, computando tude como $-ca-
rotenc, A luz dos atuais conhecimentos,
obtinhain éles sempre valores muito ele-
vados para a pro-vitamina A, Com as
observacdes feitas por DEUEL et alii?,
em 1945, e KEMERER ef alfi®, em 1955,
de que a atividade vitaminica do v-caro-
teno e do g-caroteno eram bem inferiores
4 do 3-caroteno, a separagio dessas subs-
tincias tornou-se necessaria para uma
melhor avaliagio do poder vitaminico A
de um vegetal,

BEADLE & ZSCHERLE? descobri-
ram posteriormente estério-isdmeros do
f-carotenc em vérios vegetais, isbmeros

dsses sem atividade vitaminica A. Tam-
bém a separagio désses estéric-isbmeros
se tornou necessaria.

A importincia da separacio dos dife-
rentes pigmentos foi evidenciada por
CALLISON et alii® que, determinando
quimica e biclogicamente o [f-caroteno
da cenoura e da batata-doce, mostraram
gue pelo método biolégico se determi-
nava apenas 34 a 41% do 8-caroteno en-
contrado pelo método quimico,

Para néds, constitulu sempre, um sério
probiema a extracio e separagio do B-ca-
roteno, existente na parte verde dos ve-
getais em geral, dos outros carotendides,
pigmentos e clorofila. Experimentamos
diferentes métodos de extragio, como
sejam o preccnizado por COOLEY e
KOEHNS, que refluxavam o material
durante uma hora com partes iguais de
tolueno, alcool etilico e acetato de etilo,
ou aquéles recomendados pelo A OAC.Y
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{refluxar alfafa com acetona a % em
Skellysolve B ou refluxar o material em
solugho alcodlica de KOH a 12%%}, sem
que nenhum déles nos satisfizesse, pois
verificamos que sempre grande parte do
8-caroteno continuava incluido na cloro-
fila,

Efetuamos, entfo, uma série de expe-
riéncias pelas quais chegamos 4 elabo-
ragho de um método de extragio do B-
-caroteno existente em vegetais, princi-
palmente aguéle existente na sua parte
verde,

MATERIAL E METODOS

Preparo do material — Secar o ma-
terial a vacuo e & temperatura maxima
de 45°C e pulverizd-lo com o auxilio de
um moinho a martelo.

Téenico do extracdo — Colocar meia
grama do material verde desidratado e
reduzido a pd fino em um pequenc car-
tucho de extracfio {Soxlet}, sobrepondo-

-se¢ a0 pd um pequeno tampio de algo-

dio.

Colocar o cartucho em um extrator
continuo, tipe Soxlet, com cérea de
250 em? de capacidade, Adicionar ao ba-
lio do extrator 8 a 10 pastilhas de hidro-
xido de sddio puro.

Extrair o material com éter etilico pu-
rificado, isento de perdxidos, de 4gua ¢
de alcool, durante 6 a 8 horas, para que
todo o material seja extraido. A wvanta-
gem de se usar o eter etilico como sol-
vente & a de que ¢&le dissolve perfeita-
mente os pigmentos do material verde,
pigmentos ésses que se acham interliga-
dos na composicio do produto, O éter
etilico, arrastando os pigmentos e a clo-
rofila do vegetal, pie eata ditima em con-
tacto com a pequenissima quantidade de
hidréxide de sédio que esta dissolvido
no éter, tornando-a insolivel. O excesso
de hidroxido de sddio, adicionads, tem a
fungio de reter a &gua ainda existente
no materizl verde submetido 4 extragio,

Apds 8§ horas, suspender a extracio.
Reduzir. o volume do sclvente até 40 cm?,
evaporando o élter em atmosfera de ni-
trogénio, -

Transferir a solugio final para um car-
tucho, agora longo, de uwm ndve Soxlet
continuo.  Lavar bem com éter. Fechar

68

com tampio de algedio. Adicionar éter
até atingir céreca de 2/3 do volume do
balfio, que deveri ter a capacidade de
230 cm?,

Extrair, agora continuadamente, du-
rante duas horas, o que determina a se-
paragdo de todo o f-caroteno da clorofila
que fica retida no cartucho. Evaporar
totalmente o éter em atmosfera de nitro-
génio e diluir o residue com 100 cm? de
hexana.

Cromatografia — Adotamos para a
separagio cromatogréfica dos diferentes
pigmentos amarelos existentes no mate-
rial verde a técnica descrita por QUA-
CKENBUSH et alit®, com ligeiras mo-
dificagbes;

Cromatografar 25 em® da solucio he-
xdnica através de uma coluna de magné-
sia (12 x 1 em), & qual é schreposta, por
seguranga, uma camada de 1 cm de altu-
ra de sulfato de sddic anidro.

iliminar o dissolvente a vacuo e eluir
inicialmente com hexana contendo 5%

~ de acetona, obtendo-se assim a fragfo 1

de Quackenbush, com a qual tedo o
B-caroteno & extraido. FEliminar o dis-
sclvente em atmosfera de nitrogénio, a
abrigo da luz.

Dilusir o residuo com 100 cm® de éter
de petroleo (60 a 80°C).

Determinar a absor¢io em espectrofo-
tometro, a 450 mp (utilizamos o espec-
trofotéometro Beckman DU).

Determinar a concentracio de §-caro-
teno em microgramas por grama de ma-
terial, pela férmula:

AVD = 1000

alP

A == ghsorvéncia

V = volume original do extrato
D == fator de diluicao

P == péso da amostra

& == fator de absorgho

RESULTADROS

Testames a técnica descrita, determi-
nando o teor de B-caroteno existente no
espinafre (Spinacie oleracea) e nas fo-
Was de cenoura (Dawucus carofe) com-
parativamente a4 téenica do AO.AC,
conforme o demonstra o guadro:
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Teorss de B-caroteno encontradoes pelo téenica deserita e peln téeniea da AO.AC.

]
i Técnica deseritiva T‘fgﬁféa Literatura
\
Material T
| gcaretens outros f-carotens g-caroteno
; ! carctendides
ug/g He/g ng/g ng/g
63,0 (%)
Espinafre fresco | 42,5 18 220 43,0 — 1200 (19
Félhas de cenotira | 39,8 6,6 20,0 ; R
I ! i
CONCLUSOES REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

A técnica que desenvolvemos permite
eliminar o grande nidmero de lavagens
em dupla-fase (dgua-dissolvente organi-
co) necessarias para se obter a completa
eliminacio da clorofila saponificada; evi-
ta-se, assim, a formacic de emulsdes
quase sempre desagraddveis. Além dis-
so, permite {rabalhar-se com pequena
quantidade de material em tempo mernor,
extrair todo o B-carotenc existente no
material em exame e os resultados sio
reproduziveis, Aplicando o método em
questio, estamos procedendo i determi-
nagio do teor de f-caroteno em vegetais,
fratas e outros materiais verdes do Bra-
sil, 0 que serd objeto de trabatho ulterior.

H
!

RESUMO

Os autores descrevem uma nova téc-
nica para extrair e dosar B-caroteno de
vegetals ¢ material verde em geral,

A extragio dos pigmentos € feita em
aparelho de Soxlet modificade de manei-
ra a permitir a extracfio de todos os pig-
mentos e a separagio de tdéda a clorofila
dos mesmos, Apds a extraclo da clero-
fila, 6 B-caroteno é separado cromatogra-
ficamente dog outros pigmentos amare-
los e determinado espectrofctomeétrica-
mente,
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