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Educacao

EXTRACTION OF B-CAROTENE FROM CARROTS: A PROPOSAL FOR EXPERIMENTAL COURSES IN CHEMISTRY. This
paper reports on the development of a simple and fast procedure for B-carotene extraction from carrots and its quantification by

UV/Vis spectroscopy. Carotenoids extracted from carrots may also be used as alternative reagents for TLC (thin layer

chromatography) detection of natural compounds with antioxidant properties, replacing the commercial p.a. grade B-carotene.
Although this reagent had around 10% [-carotene, it proved to be as efficient for TLC analysis as the commercial p.a. grade -

carotene. This practice is a useful alternative for teaching undergraduate organic chemistry laboratory classes.
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INTRODUCAO

No funcionamento normal do organismo humano ocorre uma
série de reagdes quimicas, com o objetivo de produzir energia. Em
algumas destas reacdes s@o produzidos os chamados “radicais li-
vres” ou simplesmente, “radicais”, os quais sdo instdveis e reativos,
reagindo rapidamente com diversos compostos e alvos celulares,
podendo danificar DNA, proteinas, carboidratos e lipideos. Por este
motivo, os radicais estdo envolvidos em diversas doengas que afe-
tam o ser humano.'?

Antioxidantes sdo substancias capazes de reagir com os radi-
cais livres e neutralizd-los, apresentando como efeitos benéficos o
retardamento do processo de aterosclerose, a prevengdo da obstru-
¢do das artérias e a redugio do processo de morte celular em vérios
6rgéos como o cérebro, rins, pulmdes e pele.*

Os antioxidantes naturais estdo recebendo maior atengdo por
poderem representar uma alternativa as substancias sintéticas, como
o butil-hidroxi-tolueno (BHT, 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol)
ou o butil-hidroxi-anisol (BHA, mistura dos isdmeros 2-terc-butil-
4-metoxifenol e 3-terc-butil-4-metoxifenol), usadas como
conservantes alimentares.® Uma das mais importantes fontes natu-
rais de antioxidantes sdo as plantas que contém compostos fenélicos,
como por exemplo os flavondides, os quais podem ocorrer em to-
das as partes dos vegetais: tronco, raizes, folhas, flores, frutas e
sementes.”

A andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) utili-
zando B-caroteno como revelador tem sido amplamente empregada
na detec¢@o de produtos naturais com propriedade antioxidante.!**
Esta técnica apresenta muitas vantagens como a fécil execugdo e
compreensio, simplicidade, versatilidade e baixo custo.

O B-caroteno € um carotendide que atua como antioxidante
devido as suas ligacdes duplas conjugadas, que sdo suscetiveis a
oxidacdo sob acgdo de luz ou oxigénio (Figura 1).” Carotendides
sdo pigmentos naturais presentes em vdrias frutas e vegetais, como
por exemplo, cenoura, tomate, espinafre, laranja e pé€ssego. Dos
mais de 600 carotendides existentes na natureza, aproximadamen-
te 20 estdo presentes em tecidos e no plasma humano, dos quais
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Figura 1. Estrutura do B-caroteno

apenas 6 em quantidades significativas: o-caroteno, [3-caroteno, -
criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina. O metabolismo hu-
mano ndo € capaz de produzir estas substincias e depende da ali-
mentacio para obté-las, pois muitas delas se convertem em vitami-
na A no organismo.”

Os espectros de absor¢do no UV-Visivel dos carotendides tém
um perfil caracterfstico entre 400 e 500 nm, com A por volta de
450 nm e normalmente duas bandas menores de cada lado. A posi-
cdo exata dos mdximos de absorcdo varia de pigmento para pig-
mento e ¢ suficientemente diferente para a identificagdo de cada
carotendide.” As coloracoes variam desde o amarelo, passando pelo
laranja, até o vermelho intenso, e resultam das ligacdes duplas
conjugadas na estrutura mais freqiiente, do tipo C,,.

A literatura relata diversos exemplos de trabalhos que descre-
vem a extra¢do de carotendides e flavondides de alimentos como
uma proposta para aulas experimentais em Quimica.'** Diferenci-
ando-se dos demais, este trabalho propde um procedimento rapido,
de facil execucdo e baixo custo para revelagdo por CCD de subs-
tancias com propriedade antioxidante. Assim, neste trabalho € apre-
sentado o desenvolvimento, quantificagdo, testes de eficacia na
detec¢@o por CCD de substancias antioxidantes e validade da solu-
¢do de carotendides extraidos de cenouras. Este experimento pode
ser executado integralmente ou parcialmente em aulas praticas de
Quimica Orgéanica ou de Analise Instrumental.

PARTE EXPERIMENTAL
Extracdo do B-caroteno das cenouras
As cenouras utilizadas foram compradas no comércio local da

cidade de Sao Carlos, SP. Foram utilizadas 5 cenouras de tamanho
e grossura variadas (perfazendo ~500 g). A camada externa da ce-
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noura foi raspada com uma faca e a seguir cortada em rodelas.
Uma amostra com aproximadamente 80 g, obtida por
quarteamento,”' foi batida em liquidificador e, em seguida, trans-
ferida para um cadinho e macerada com 50,0 mL de éter de petrd-
leo. A solugdo resultante foi filtrada e, em seguida, extraida mais
uma vez com 50,0 mL de éter de petréleo. Apds filtracdo, as solu-
¢des combinadas foram evaporadas num rotaevaporador. Apds re-
tirada do solvente, o extrato de cenouras foi pesado e depois dis-
solvido em diclorometano, ajustando-se a concentracdo final para
0,2 g extrato L. As extragdes foram realizadas em quintuplicata.
Estas solugdes foram utilizadas como reveladores nas anélises por
CCD e também submetidas as andlises espectrofotométricas.

Andlise por UV-Vis do extrato de cenouras e do B-caroteno

Os espectros de absor¢@o no UV-Vis foram obtidos em um
espectrofotdmetro Hitachi U-3210. Para a determinagdo do “prazo
de validade” do extrato de cenouras e da solugdo de B-caroteno
p-a., ambos na concentragio de 0,2 g L' em diclorometano, foram
realizadas medidas de absorbancia das solugdes a 436 nm (com-
primento de onda utilizado seguindo o Método Oficial da AOAC).*

Foi obtido um espectro por semana, durante 8§ semanas, sem-
pre no mesmo dia da semana e por volta do mesmo horario, com a
mesma solucdo de extrato de cenouras. O mesmo teste, nas mes-
mas condigdes, foi repetido com a solugéo de B-caroteno p.a.

Quantificacio dos carotendides totais (expresso em B-caro-
teno) do extrato de cenouras

A quantificag@o foi realizada pelo método do padrdo externo,
utilizando B-caroteno p.a. como referéncia. Para construgio da curva
analitica, inicialmente foi preparada uma solu¢do de B-caroteno
p-a. com concentragdo de 0,2 g L' em diclorometano. A partir des-
ta solucdo foram preparadas por diluigcdo, solu¢des de concentra-
¢des: 1,26; 2,52; 3,78; 5,04 e 6,30 mg L. A concentracdo de
carotendides totais do extrato de cenouras foi calculada pela equa-
¢do da reta, obtida através do grifico da curva analitica.

Andlise por CCD

Em uma placa de CCD foram aplicados 3 pL da solucdo dos
padrdes de flavondides com propriedade antioxidante, quercetina
e rutina (Merck), ambos na concentragio de 1,0 mg mL"' de metanol.
A placa foi eluida com uma mistura de acetato de etila/dcido
férmico/dgua na propor¢do de 6:1:1 v/v.® Apés a secagem, a placa
de CCD foi borrifada com a solug@o de extrato de cenouras ou de
B-caroteno p.a. (Sigma), ambos na concentracido 0,2 g L' em
diclorometano. A concentracio e o solvente foram utilizados de
acordo com as informagdes obtidas da literatura."® As placas foram
deixadas a temperatura ambiente até o descoramento total da cor
laranja do revelador e o aparecimento de manchas alaranjadas ca-
racteristicas de substincias com atividade antioxidante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testados varios solventes para a extragdo dos carotendides
da cenoura (éter de petréleo, metanol e também misturas em diferen-
tes propor¢des de éter de petréleo/metanol e éter de petréleo/dgua),
sendo que foi obtido melhor rendimento utilizando apenas éter de pe-
tréleo. A partir de 5 amostras de cenouras (~ 80 g cada), a massa
média do extrato de cenouras foi de (13,1 + 1,2) mg , correspondendo
ao rendimento médio de (0,016 + 0,001)%.

A partir dos extratos foram preparadas solu¢des de concentra-
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¢do 0,2 g L' em diclorometano para quantificagido por UV-Vis dos
carotendides totais e para utilizacdo como revelador em CCD.

Analise por UV-Vis

Foi feita a comparag@o dos espectros UV-Vis do extrato de ce-
nouras com os do B-caroteno p.a. Os espectros do extrato de ce-
nouras ¢ do B-caroteno p.a. apresentaram grande similaridade (Fi-
gura 2), sendo observada uma banda com A, ~ 460 nm, caracte-
ristica das ligagdes duplas conjugadas do B-caroteno.”
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Figura 2. Espectro de absor¢do no UV-Vis (solvente: diclorometano). (a) B-
caroteno p.a. e (b) extrato de cenouras em diclorometano

Foram obtidos também espectros no UV-Vis ao longo de vdrias
semanas para verificar o “prazo de validade” da solucdo de extrato
de cenouras. Comparando com o espectro do B-caroteno p.a. (Fi-
gura 3a), foi observada a alteracdo da banda correspondente ao 3-
caroteno (A . ~ 450 nm, Figura 3b) indicando que o extrato de
cenouras perde suas propriedades e eficdcia na detec¢do de subs-
tancias antioxidantes em aproximadamente 2 meses, mesmo ar-
mazenado na geladeira e protegido da luz.

O grifico do decaimento da absorbancia (Figura 4) mostra a
maior estabilidade do extrato de cenouras em rela¢do ao B-caroteno
p-a. e ndo foi possivel determinar o tempo no qual a concentragdo
inicial de B-caroteno decai pela metade. Para a solugdo de [3-
caroteno p.a. o tempo observado foi de 2 semanas.

A quantificagdo do extrato de cenouras é importante para a
padronizacio deste como revelador alternativo em CCD para subs-
tancias antioxidantes. A Tabela 1 mostra os dados obtidos para
constru¢do da curva analitica, utilizando o B-caroteno p.a. como
padrdo. A concentrag@o de carotendides totais do extrato de cenou-
ras foi calculada pela equagdo da reta (A = 0,003 + 136, 791C onde
A: absorbancia, C: concentragdo de B-caroteno em g L'; r = 1).
Pdde-se verificar que o extrato de cenouras apresenta 10% de
carotendides totais (Tabela 2) e, portanto, que esta solugdo € 10
vezes mais diluida que a descrita na literatura para o [-caroteno
p-a. utilizado como revelador para CCD."
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Figura 3. Determinagdo por espectroscopia de absor¢do no UV-Vis (solvente:
diclorometano) do “prazo de validade”. (a) B-caroteno p.a. e (b) extrato de

cenouras
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Figura 4. Grdfico do decaimento da absorbancia em A=436 nm do B-caroteno
p-a. e do extrato de cenouras

Tabela 2. Resultados da andlise quantitativa do extrato de cenouras

Extragdo de B-caroteno de cenouras
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Tabela 1. Dados utilizados para construg¢@o da curva analitica do
B-caroteno

Solu¢do  Concentragdo (mg L) Absorbancia (A = 436 nm)
de B-caroteno + desvio padréo

1 1,26 0,175 + 0,003

2 2,52 0,345 + 0,003

3 3,78 0,534 + 0,004

4 5,04 0,689 + 0,004

5 6,30 0,855 + 0,005

Analise por CCD

Este teste teve como objetivo comparar o extrato de cenouras
com a solucdo de P-caroteno p.a., a fim de verificar se o primeiro
também possui a mesma propriedade de revelar substidncias com
propriedades antioxidantes.

Ap6s borrifar a placa de CCD contendo os padrdes de flavondides
com revelador de B-caroteno p.a., foi observada uma coloragdo laran-
ja intensa, enquanto que a placa borrifada com o extrato de cenouras
apresentou coloracd@o laranja clara. Apés 2 h a temperatura ambiente,
foi observado o descoramento total da cor laranja do extrato, ou seja,
a oxidagdo do B-caroteno, e o aparecimento das manchas caracteristi-
cas de cada padrdo. O tempo de descoramento do B-caroteno p.a. foi
de cerca de 20 h. Foi observada coloracdo mais intensa na placa reve-
lada com B-caroteno p.a. que na placa revelada com extrato de cenou-
ras; no entanto, a diferenca de intensidade da coloragdo das manchas
dos padrdes de rutina e quercetina foi pequena.

Foi feita a comparagdo dos custos das duas solugdes, conside-
rando o quilo da cenoura a R$ 0,40 e sem incluir o custo do solvente
necessério (100,0 mL para ambas): R$ 1,25 e R$ 0,03 para a solu-
¢éo de P-caroteno p.a e de extrato de cenouras, respectivamente.
Como o extrato de cenouras demonstrou ser eficaz para a revela-
¢do em CCD, apesar de conter apenas 10% de B-caroteno, a com-
paracdo do custo final das solugdes utilizadas na revelagdo € por-
tanto mais favordvel ao extrato de cenouras.

Resumo das atividades a serem desenvolvidas pelos estu-
dantes

Deve ser solicitado aos estudantes que executem as seguintes
atividades: a. extragdo de carotendides das cenouras; b. preparo da
soluc@o-padrdo de B-caroteno p.a. e realizar as dilui¢cdes necessé-
rias. Cdlculo da concentra¢do de B-caroteno em cada soluc@o pre-
parada por dilui¢@o; c. obtengdo dos espectros no UV-Vis das solu-
¢oes de B-caroteno p.a. e do extrato de cenouras, e comparagio
com os dados da literatura; d. obtencdo da curva analitica (concen-
tragdo de B-caroteno p.a. versus absorbancia) e determinagdo da
concentragdo de B-caroteno no extrato de cenouras; e. andlise dos
padrdes de flavondides (rutina e quercetina) por CCD, revelagdo
com a solucdo de extrato de cenouras e também com [-caroteno
p-a., para posterior comparagido das placas.

Extragao Massa de cenoura Massa de extrato Absorbancia Concentragio Carotendides totais (%)
(2) (mg) (A = 436 nm) (gL [Expresso em B-caroteno]
1 80,423 8,3 0,5537 0,020 12,1
2 80,550 10,2 0,4597 0,017 8,3
3 80,408 10,0 0,5213 0,019 9,5
Meédia + desvio padrdao 0,019 + 0,002 10,0 + 1,9
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Destaques didaticos

a. refletir sobre a importancia de substincias organicas extraidas
de alimentos e sua contribui¢io para a satide; b. a associa¢@o da cor da
solugéo de carotendides com o espectro de absor¢do no UV-Vis deve
ser realizada, possibilitando uma melhor compreensido quimica do
experimento; ¢. o estudo do procedimento cromatografico (CCD); d.
também podem ser abordados testes estatisticos com a realiza¢do das
medidas em triplicata (cdlculo da média e desvio-padrdo).

CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que o extrato de cenouras pode ser
uma boa alternativa de revelacio de substancias com propriedades
antioxidantes, devido a simplicidade, praticidade, rapidez e baixo
custo, com resultados similares aos do B-caroteno p.a.

Este experimento pode ser uma alternativa para aulas experi-
mentais de Quimica Orgénica ou Andlise Instrumental, pois € uma
pratica simples, de baixo custo, que requer em torno de 3-4 h e que
aborda muitos temas importantes em Quimica. Além disso, conside-
rando somente a etapa de extragdo, que ndo necessita de
instrumentagdo sofisticada, pode ser realizada inclusive no ensino
médio com algumas adaptagdes, utilizando materiais de baixo custo
e de fécil aquisicdo, incluindo a separag@o dos carotendides utilizan-
do uma coluna cromatogréfica com p6 de giz como fase estaciond-
ria* e secagem do extrato & temperatura ambiente. De forma opcional,
0 experimento também pode ser realizado com outros alimentos que
contenham [-caroteno (por exemplo, abobora, mamédo, manga, es-
pinafre, entre outros), por diferentes equipes de estudantes, com o
objetivo de posterior comparagdo dos resultados.
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