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Resumo: Os grdos de milho sdo fonte importante dos carotenoides bioativos zeaxantina e
luteina. Os métodos atuais para quantificar essas substancias tém algumas desvantagens
relacionadas a sustentabilidade e ao rendimento da amostra. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver um método analitico verde, eficiente, rapido e reprodutivel para quantificar essas
xantofilas em gréos de milho. Os solventes recomendados pelo guia de selecdo de solvente
CHEM21 foram selecionados. A extracdo por maceragdo dinamica e a separagdo por
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia foram otimizadas por planejamento de
experimentos. Em seguida, todo o procedimento analitico foi validado e comparado com
procedimentos utilizados para o mesmo fim, inclusive oficial, e aplicados em diferentes
amostras de milho. O método proposto demonstrou ser mais verde, igual ou mais eficiente, mais
rapido e mais reprodutivel do que os métodos comparativos. A etapa de extracdo também pode
ser ampliada para a producdo industrial de extratos enriquecidos com zeaxantina e luteina, uma

vez que utiliza apenas &gua e etanol de grau alimenticio compativel.

Palavras-chave: preparacdo da amostra, quimica analitica verde, planejamento de

experimentos, Zea mays L., UHPLC



Abstract: Corn grains are a major source of both the bioactive carotenoids zeaxanthin and
lutein. Current methods to quantify these substances have some disadvantages related to
sustainability and sample throughput. This work aimed to develop a green, efficient, rapid, and
reproducible analytical method to quantify these xanthophylls in corn grains. Solvents
recommended by the CHEMZ21 solvent selection guide were screened. The extraction by
dynamic maceration and separation by ultra-high-performance liquid chromatography were
optimized by design of experiments. Then, the entire analytical procedure was validated and
compared with procedures used for the same purpose, including an official one, and applied to
different corn samples. The proposed method was demonstrated to be greener, equal to or more
efficient, faster, and more reproducible than the comparative methods. The extraction step could
be scaled up for industrial production of zeaxanthin- and lutein-enriched extracts, as it uses only

compatible food grade ethanol and water.

Keywords: sample preparation, green analytical chemistry, design of experiments, Zea mays
L., UHPLC
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais do mundo (Ranum, Pefia-Rosas, &
Garcia-Casal, 2014). Somente na safra 2021/2022, a producdo mundial deste gréo foi de 1,2
milhdo de toneladas (USDA, 2022), uma vez que o milho é um alimento bésico altamente
integrado na agricultura global, na alimentagdo humana e animal (Nuss & Tanumihardjo, 2010).
Este cereal € muito versatil e pode ser processado em uma variedade de alimentos e produtos

industriais, como 0leo, bebidas, cola e bioetanol (Ranum, Pefia-Rosas, & Garcia-Casal, 2014).

Os gréos de milho contém amido (72%), proteina (10%), lipidios (4%), fibras, vitaminas e
minerais (magnésio, potassio e fosforo). Além de seu alto valor nutricional, esse cereal possui
metabolitos secundarios bioativos, principalmente carotenoides, que incluem as xantofilas —
zeaxantina, luteina e B-criptoxantina — e 0s carotenos — a-caroteno ¢ -caroteno (Inglett, 1970;
Siyuan, Tong, & Liu, 2018).

Tanto a zeaxantina quanto a luteina possuem diferentes atividades biolégicas e foram
relatadas como os principais carotenoides dietéticos para a manutencdo da satde dos olhos, e
sdo frequentemente referidos como “pigmentos maculares” (Mrowicka, Mrowicki, Kucharska
& Majsterek, 2022; Zuniga, Bishop & Turner, 2021). Estes sdo 0s Unicos carotenoides que se
acumulam na macula ocular humana, reduzindo a sua degeneracdo associada a idade e a
exposicao a luz azul, ou seja, ajudam a manter uma boa sadde ocular humana (Junghans, Sies,
& Stahl, 2001; Khachik, Bernstein, & Garland, 1997; Khachik, de Moura, Zhao, Aebischer, &
Bernstein, 2002; Mrowicka et al., 2022).

Como os humanos ndo biossintetizam esses compostos, € preciso obté-los por meio da
ingestdo de alimentos e suplementos. Para obter o beneficio da protecdo dos olhos, adultos
saudaveis devem consumir pelo menos 10 mg por dia de zeaxantina e luteina (Wilson et al.,
2021). O milho € a principal fonte de ambos os compostos em quantidades apreciaveis (Revilla
et al., 2022). Com diferencas significativas no teor desses compostos dependendo da variedade
de milho, entre outros fatores, a dose adequada estimada poderia ser alcancada pelo consumo
diario de 4 a 11 espigas de milho; no entanto, isso acarretaria 0 consumo de grandes quantidades
de carboidratos e lipidios, o que teria efeitos indesejados (por exemplo, ganho de peso) (Chew
et al., 2013; O'Hare, Fanning & Martin, 2015). Portanto, tem havido uma busca por variedades
de milho mais ricas em zeaxantina e luteina, bem como o desenvolvimento de suplementos

alimentares ricos nesses compostos (D’Amato, De Feudis, Guiducci, & Businelli, 2019; de



Campo et al., 2019; O’Hare et al., 2015). Nesses casos, o controle de qualidade exigiria a
quantificacdo dessas substancias.

Em geral, um método analitico deve idealmente ser rapido, seletivo e reprodutivel, bem
como ter um alto grau de precisdo e impactos ambientais minimos (Armenta, Garrigues, Esteve-
Turrillas, & de la Guardia, 2019; Moldoveanu & David, 2015). Até onde sabemos, nenhum dos
métodos disponiveis na literatura para quantificar zeaxantina e luteina atende a todos esses
critérios. Por exemplo, o método AACC 14-50 da American Association of Cereal Chemists
emprega trés solventes recomendados (de acordo com o guia de selecéo de solvente CHEM21)
(Prat et al., 2016) para todo o procedimento (ou seja, 4gua, butanol e etanol), mas requer 18
horas para preparacdo da amostra somente (AACC International, 2009). O metodo proposto por
Fanning et al. (2010) possui diversas etapas para preparo da amostra, afetando a
reprodutibilidade do processo; usa os solventes perigosos hexano e éter metil terc-butilico (Prat
et al., 2016); e empregou uma coluna C30 para a etapa de quantificacdo, que € uma fase

estacionaria incomum em laboratorios quimicos.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método réapido, seletivo, reprodutivel e
eficiente com minimo impacto ambiental (incluindo preservacdo da salde do analista) para
controle de qualidade de amostras de milho de acordo com seu teor de zeaxantina e luteina.
Para conseguir isso, (i) os solventes recomendados pelo guia de selecdo de solvente CHEM21
foram selecionados para as etapas de preparacdo da amostra e sua analise por cromatografia
liguida de ultra-alta eficiéncia; (ii) essas etapas foram otimizadas pelo planejamento de
experimentos; (iii) todo o procedimento analitico foi validado com precisdo intermediéria, o
gue expressa variacOes dentro dos laboratorios; (iv) a deconvolucgéo dos picos foi realizada para
verificar a pureza dos picos correspondentes aos compostos alvo; (v) sua verdura, eficiéncia e
rendimento amostral foram comparados com procedimentos utilizados para 0 mesmo fim,

inclusive oficial; (vi) e o método foi aplicado a diferentes amostras de milho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Quimica Verde

A Quimica Verde nasceu como uma resposta a Lei de Prevencéao da Poluicéo de 1990,
que declarou que a politica nacional dos EUA deveria eliminar a polui¢éo através de projetos
melhorados, que incluiam mudancas econémicas nos produtos, processos, no uso de matérias-
primas e incentivo a reciclagem, ao inves de tratamento e eliminac¢do. Porém, a quimica verde
entrou em pleno desenvolvimento em 1998, quando seus doze principios norteadores foram
introduzidos por Paul Anastas e John Warner (TOROK; DRANSFIELD, 2017), e que sio 0s
seguintes: 1. Prevencdo; 2. Economia de atomos; 3. Sintese de produtos menos perigosos; 4.
Planejamento de produtos seguros; 5. Solventes e auxiliares mais seguros; 6. Busca pela
eficiéncia de energia; 7. Uso de fontes renovaveis de matéria-prima; 8. Evitar formacdo de
derivados; 9. Catalise; 10. Planejamento para a degradacdo; 11. Analise em tempo real para a
prevencdo da poluicdo; 12. Quimica intrinsecamente segura para a prevencdo de acidentes.
Como sua abordagem € atingir a sustentabilidade a um nivel molecular, seus conceitos e
principios podem ser aplicados a todos os setores industriais e académicos (ANASTAS;
EGHBALLI, 2010; ESPINO et al., 2016; KOEL, 2016; SUTTON et al., 2018).

Os solventes representam um desafio na area da Quimica Verde, sendo, talvez, a parte
mais ativa neste campo (ANASTAS; EGHBALI, 2010). Grandes quantidades de solventes
organicos sdo empregadas nas reacfes quimicas, além de que muitas extracdes, purificacdes e
processos de limpeza sdo altamente dependentes de solventes, sendo necessaria grande
quantidade deste reagente para atingir um grau de pureza suficiente do produto final. O
consumo excessivo de solventes toxicos e ndo-renovaveis é prejudicial do ponto de vista
ambiental e € um exemplo de préatica ndo-sustentavel (CLARKE et al., 2018). Portanto, foram
criados guias de selecdo de solventes verdes, de modo que pudessem orientar o
desenvolvimento de novos produtos e processos utilizando solventes menos danosos (PRAT et
al., 2015; TOBISZEWSKI; NAMIESNIKA; PENA-PEREIRA, 2017). Dentre os solventes
tradicionais considerados mais adequados para uma quimica verde estdo: agua, etanol, acetato
de etila, acetona, dentre alguns outros que podem ser selecionados de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas desejadas (PRAT; HAYLER; WELLS, 2014). J& entre 0s mais
apolares, recomendados para a substitui¢do total ou parcial de hexano, organoclorados e outros
nocivos, estdo acetato de butila, anisol anidro, carbonato de dimetila, (s) ou (r)-limoneno,

lactato de etila, éter metilico terc-amilico, dentre outros (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO,
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2012; PRAT et al., 2015; SHEN; CHEN; VAN BEEK, 2015; TOBISZEWSKI; NAMIESNIK,
2017).

A economia circular € a visdo de uma sociedade sustentavel, que demanda maior
responsabilidade pela producdo sustentavel da biomassa e a recuperacdo de valor a partir de
produtos no final de seu ciclo de vida. Mesmo que seu principal foco tenha permanecido no
meio-ambiente, a Quimica Verde se aproxima cada vez mais dos pilares do tripé da
sustentabilidade, representando uma excelente ferramenta para as inddstrias quimicas para a
implementacdo do sistema de quimica sustentavel e para a transicdo em direcdo a
sustentabilidade e a economia circular. Desta forma, a Quimica Verde deixa de ser orientada
apenas para a sustentabilidade ambiental e passa a englobar dimensdes sociais e econémicas
(SILVESTRI et al., 2021). Além disso, a pratica dos principios da Quimica Verde pode
representar um indicador de performance chave para que os Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel, um conjunto de 17 objetivos propostos pela ONU em 2015, sejam alcancados.
Chen et al. (2020) destacam que, para que a pratica dos 12 principios da Quimica Verde seja
inserida em uma economia circular, sdo necessarias estratégicas que integrem a colaboracgéo
entre diversos setores, o desenvolvimento de tecnologias de producdo mais limpas, o
estabelecimento de gestdo integrada de substancias quimicas, a implementacao de educacdo em
quimica verde e a construcdo de um modelo de negédcio e cadeia de suprimentos (CHEN et al.,
2020).

2.2 Quimica Analitica Verde

A Quimica Analitica pode ser definida como o meio de obtenc¢éo de informacgdo quimica
sobre a natureza, quantidade e identidade dos elementos e moléculas no ambiente. Seu objetivo
como ciéncia é o de desenvolver métodos e processos que fornecam a informacdo desejada
sobre a amostra, com niveis analiticos de sensibilidade, seletividade e precisdo necessarios. A
relacdo entre a Quimica Analitica com a Quimica Verde € especialmente estreita, pois € a
guimica analitica que fornece os meios e ferramentas que avaliam e possibilitam a quimica
verde, além disto, a Quimica Analitica Verde, descrita pela primeira ver por Namiesnik em

1993, pode ser utilizada para determinar o quao “verde” ¢ um produto quimico ou tecnologia.

De acordo com L.H. Lawrence, a quimica analitica verde pode ser definida como o uso
de técnicas de quimica analitica e metodologias que reduzem ou eliminam solventes, reagentes,
conservantes e outras substancias quimicas que sédo toxicas a saude humana e ao ambiente, e

que possam tornar as analises mais rapidas e eficientes do ponto de vista energético, sem
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comprometer os critérios de performance. Portanto, a quimica analitica verde ndo deve ser vista
como um obstaculo para o progresso no desenvolvimento de metodologias, mas sim como um
estimulante para o progresso da quimica analitica (DE LA GUARDIA; GARRIGUES, 2012).

No entanto, atualmente reconhece-se que a Quimica Analitica Verde, por si sO, deve ser
um alvo dos principios “verdes”. Desta forma, Galuszka et al. (2013) formularam os doze
principios da quimica analitica verde, adaptados dos principios estabelecidos por Anastas e
Warner, e que podem fornecer diretrizes para tornar os processos analiticos mais sustentaveis,
que sdo os seguintes: 1. Uso de técnicas analiticas diretas; 2. Numero reduzido de amostras, que
por sua vez, possuam tamanho minimo; 3. MedicOes in situ; 4. Integracdo entre processos
analiticos e operacdes, visando menor uso de energia e reagentes; 5. Métodos miniaturizados e
automatizados; 6. Evitar derivatizacdo; 7. Evitar geracdo de residuos; 8. A escolha por métodos
multi-analitos e multi-pardmetros é aconselhada; 9. O uso de energia deve ser minimizado; 10.
Uso de reagentes obtidos de fontes renovaveis; 11. Reagentes toxicos devem ser removidos ou

substituidos; 12. A seguranca do operador deve ser aumentada.

A preparacdo da amostra € uma das etapas da extragdo que mais apresenta a
possibilidade da aplicacdo de conceitos da Quimica Analitica Verde. Esta fase € comumente
desafiadora e critica para qualquer procedimento analitico e basicamente consiste na separacdo
do analito de interesse da matriz, removendo impurezas e possibilitando para a concentracédo
do analito antes da analise instrumental. Além disso, a preparacdo da amostra € baseada em
técnicas de extracdo que podem envolver maltiplos passos, o que deixa o procedimento
suscetivel a erros sistematicos. Técnicas de preparacdo de amostra como extracao liquido-
liquido, que sdo empregadas em diversos procedimentos experimentais, possuem limitacdes
como 0 uso de solventes toxicos e a geracdo de residuos (SMITH, 2003; ARMENTA,;
GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2015; CARASEK et al., 2021).

Atualmente, a cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma das técnicas mais utilizadas
em laboratorios quimicos no mundo todo. Os métodos cromatograficos podem causar impactos
significativos no ambiente, caso as praticas laboratoriais ndo estejam alinhadas aos principios
da Quimica Analitica Verde. Na maioria dos casos, as analises por HPLC sdo realizadas
utilizando-se, como fase estacionaria, uma coluna de 25 cm de comprimento e diametro interno
de 4,6 mm, com fluxo de fase movel entre 1 e 1,5 mL/min. Nestas condigdes, cada instrumento

ird produzir até 2 L de residuo diariamente. Considerando que cerca de 200.000 instrumentos



estdo em atividade, estima-se que a quantidade de residuo quimico, gerada a cada ano no
mundo, possa alcancar até 52.000.000 L (KORANY et al., 2017, SUTTON et al., 2018).

As técnicas cromatograficas sdo passiveis de serem mais verdes em todas as etapas da
andlise, desde a coleta e preparacao da amostra até a determinacao final. Trés conceitos basicos,
derivados dos doze principios da Quimica Analitica Verde, sdo mais aplicados no d&mbito da
cromatografia verde: reduzir, substituir e reciclar. Para a cromatografia liquida especificamente,
o foco deve ser na reducdo do consumo de solventes e na substituicdo de solventes
ambientalmente perigosos por alternativas mais benignas. Para obter separa¢des bem-sucedidas
com o uso da cromatografia liquida, a combinacdo de diversos pardmetros relacionados a
operacdo precisam ser ajustados, como o comprimento e tamanho interno da coluna, o tipo,
vazao e o gradiente da fase mdvel, a temperatura, o tamanho da amostra e a pressao das bombas
(PLOTKA-WASYLKA et al., 2020).

Muitas das pesquisas realizadas sdo focadas na reducdo da quantidade de solvente
utilizada e, consequentemente, na reducdo de residuo gerado, e na substituicdo de solventes
toxicos por solventes menos toxicos. A reducdo de solvente utilizado pode ser alcangada através
do uso de colunas miniaturizadas. Ao se reduzir o tamanho das particulas internas da coluna,
reduz-se também seu comprimento, 0 que torna as analises mais rapidas e, consequentemente,
diminui a quantidade de fase mével. No entanto, a reducdo do diametro das particulas leva a
um aumento da presséo exercida sob ela. Para driblar este obstaculo, técnicas de cromatografia
liquida de ultra-alta eficiéncia sdo empregadas. Ja a substituicdo de solvente pode ser feita com
0 auxilio dos guias de selecdo de solventes verdes e através do uso de técnicas como a

cromatografia com fluido supercritico (KORANY et al., 2017).

2.3 Carotenoides

Carotenoides ocorrem na natureza como pigmentos amarelos, laranjas ou vermelhos,
também se destacam pela sua ampla distribuicdo, variedade estrutural e suas multiplas fungdes.
Os carotenoides encontrados em alimentos sdo, geralmente, C40 tetraterpenos/tetraterpenoides,
formados a partir de unidades isoprenoides C5, unidas “cabeca” a “cauda”, exceto no centro,
onde “cauda” e “cauda” se ligam e revertem a ordem, resultando em uma molécula simétrica.
O esqueleto linear e simétrico possui grupos metilados laterais separados por seis atomos de
carbono no centro e por outros cinco atomos de carbono. Modificagdes podem ocorrer de
diversas formas, incluindo ciclizacdo, hidrogenagédo, deidrogenacdo, migracdo de duplas
ligacOes, entre outras. Carotenoides podem ser aciclicos, como o licopeno, ou possuir um anel
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de seis 4&tomos em uma ou em ambas as extremidades da molécula, como o b-caroteno.
Carotenoides hidrocarbonetos, como o b-caroteno e licopeno, sdo conhecidos como carotenos,
e os derivados oxigenados sd@o chamados de xantofilas. Os grupos que contém oxigénio mais
comuns sdo hidroxilas, substituintes queto, epoxi e aldeidos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2015).

Figura 1: Estrutura geral dos carotenoides (IUPAC, 1971)

A caracteristica estrutural mais notavel é um longo sistema de ligacdes duplas e simples
que se alternam, localizada no centro da molécula. Esse sistema de liga¢fes duplas conjugadas
constitui o cromoforo, que confere aos carotenoides sua cor caracteristica e da o espectro de
absorcéo que serve como base para sua identificacdo e quantificacdo. Para que o carotenoide
tenha cor perceptivel, é necessario no minimo 7 ligagdes duplas conjugadas, como no (-
caroteno, de coloracdo amarelo clara. Fitoeno (3 ligagoes duplas conjugadas) e fitoflueno (5
ligacOes duplas conjugadas) ndo possuem coloragdo. O licopeno, com 11 ligacdes duplas
conjugadas em uma estrutura aciclica, € vermelho. A ciclizacdo também altera a coloragédo
destes compostos, o y-caroteno monociclico e o B-caroteno biciclico, embora possuam o0 mesmo
namero de ligacdes duplas conjugadas que o licopeno, sdo laranja-vermelho e laranja-amarelo,
respectivamente. Os substituintes hidroxi ndo afetam o cromoféro, desta forma, o alfa-caroteno
e seu derivado dihidroxilado, a luteina, sdo amarelos. Da mesma maneira, 0 B-caroteno e seus
derivados B-criptoxantina e zeaxantina possuem a mesma coloracdo. No entanto, esse sistema
de ligagdes duplas também leva a molécula a ser suscetivel a isomerizagdo geométrica e
degradacdo oxidativa. As caracteristicas estruturais responsaveis pelas variagdes nas
propriedades e atividades bioldgicas dos carotenoides sdo tamanho e rigidez da molécula,
tamanho do sistema de ligacdes duplas conjugadas, grupos radicais ciclicos ou aciclicos e
presenca de substituintes polares (RODRIGUEZ-AMAYA, 2015).

O pB-caroteno é o carotenoide mais distribuido, encontrado em praticamente todos os
alimentos analisados, podendo ser um pigmento minoritario ou um dos principais. Ja o biciclico
a-caroteno e 0 monociclico y-caroteno sdao geralmente encontrados em menores concentracdes,
podendo acompanhar o B-caroteno. Em contraste com a relativa abundancia de seus carotenos

originarios, com o B-caroteno sendo predominante em relacéo ao a-caroteno.



De modo geral, carotenoides sdo extraidos com solventes organicos como acetona,
cloroférmio, hexano, isopropanol, metanol, diclorometano e dietil éter, sendo que a combinacéo
de solventes também pode ser utilizada. Para escolha do solvente mais adequado deve-se levar
em consideracdo o grupo funcional, que interfere na polaridade, o tamanho da cadeia do
carotenoide, a matriz e 0 seus componentes e teor de umidade. Normalmente, solventes
apolares, como hexano, éter ou tetrahidrofurano (THF) s&o os mais adequados para 0s carotenos
ou xantofilas esterificadas, enquanto que solventes polares como acetona, etanol e acetato de
etila sdo mais apropriados para a extracdo de carotenoides polares. Para a extracdo simultanea
de carotenoides polares e apolares, misturas de acetona, etanol e hexano séo as mais comuns.
Tanto a acetona quanto o etanol, por serem misciveis em agua, sdo mais indicados para a
extracdo de carotenoides de materiais vegetais que contenham alto teor de umidade. (SAINI;
KEUM, 2018)

A maioria destes solventes apresenta riscos ambientais, a salde e a seguranca, desta
forma, tanto o etanol quanto a acetona sdo os mais recomendados, em detrimento ao
cloroférmio, hexano, dietil éter e diclorometano, que sdo comumente usados para a extracdo de
carotenoides. J& os métodos utilizados para a extracdo podem ser classificados em cinco
categorias principais: i) extracdo liquida a pressdo atmosférica, como Soxhlet, maceracéo,
extracdo assistida por micro-ondas ou por ultrassom, ii) extracdo por solvente acelerada,
também conhecida por extracdo liquida pressurizada, iii) extracdo assistida por campo
pulsoeletrico, iv) extracdo por fluido supercritico, que geralmente emprega CO- supercritico
como solvente e com o uso minimo de co-solvente organico, e v) extracdo enzimatica
(ALFONSI et al., 2008; CAPELLO; FISCHER; HUNGERBUHLER, 2007; SAINI; KEUM,
2018).

2.4 Zeaxantina e luteina

Mais de 600 tipos de carotenoides ocorrem na natureza, dos quais 10 % fazem parte da
dieta humana comum. Entretanto, somente uma proporcdo pequena destes compostos &
detectada no serum humano. Cerca de 20 tipos de carotenoides foram identificados em plasma
ou sérum humano. Tanto na dieta quanto em sangue, 0s carotenoides apolares, 0s carotenos,
sdo 0s mais abundantes. Contudo, como resultado de sele¢cdo e acumulagdo, somente dois
carotenoides sdo encontrados na retina e cristalino, a zeaxantina e luteina, em concentragdes
bem maiores em relacdo a outros tecidos humano (MAOKA, 2020; MROWICKA et al., 2022).
A pigmentacdo amarela da fovea d4 origem ao termo anatdmico “macula lutea”, do latim “ponto

amarelo”. Foi observado que o espectro de absor¢éo dos pigmentos desta regido era similar ao
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das xantofilas, e posteriormente estes pigmentos foram quimicamente identificados como
luteina, zeaxantina e meso-zeaxantina, que acredita-se ser formada na mécula apds
transformacfes metabdlicas (BERNSTEIN et al.,, 2016; BONE et al.,, 1988, 1993;
NUSSBAUM; PRUETT; DELORI, 1981; WALD, 1945).
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Figura 2: Estrutura quimica dos compostos zeaxantina e luteina (SILVA et al., 2010).

Xantofilas sdo carotenoides oxigenados derivados de alfa ou beta caroteno. Estes
compostos estdo entre 0s principais carotenoides nos tecidos fotossintéticos. A formacdo das
xantofilas requer reacbes de hidroxilacdo especificas. No caso do beta-caroteno, duas
hidroxilacdes sequenciais dos anéis beta produzem primeiramente a beta-criptoxantina e depois
zeaxantina. Esta reacdo € normalmente catalisada por enzimas caroteno-bidroxilase do tipo
non-heme di-iron (BCH). Enquanto as enzimas BCH também podem participar na biossintese
de luteina a partir do alfa-caroteno, a hidroxilacdo do anel beta do alfa-caroteno para produzir
zeinoxantina € geralmente catalisada por CYP97A, uma enzima heme P450 contendo
citocromo (RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018).

Uma enzima semelhante, CYP97C, atua como uma e¢-hidroxilase do caroteno para
transformar a zeinoxantina em luteina. Alternativamente, o CYP97C pode primeiro hidroxilar
o anel € do a-caroteno para produzir a-criptoxantina e depois 0 CYP97A pode hidroxilar o anel
B da a-criptoxantina para produzir luteina. A zeaxantina epoxidase (ZEP) introduz grupos epoxi
nos anéis da zeaxantina, resultando na formagdo sequencial de anteraxantina e violaxantina.
Essas reacOes podem ser revertidas pela violaxantina deepoxidase (VDE). A interconversao de
zeaxantina e violaxantina € conhecida como ciclo VAZ. Em plantas com o ciclo LXL, a luteina
pode ser convertida em epdxido de luteina (e vice-versa) por enzimas ZEP e VDE especificas.
A introducdo de uma ligac&do dupla alénica na molécula de violaxantina produz neoxantina num

passo catalisado pela neoxantina sintase (NSY) (RODRIGUEZ-CONCEPCION et al, 2018).
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A identidade da enzima e 0 mecanismo de agéo, entretanto, permanecem obscuros. Na
maioria das frutas e flores, bem como em muitas sementes e alguns tubérculos, as xantofilas
sdo mono ou diesterificadas com diferentes acidos graxos. Esta modificacdo aumenta sua
lipofilicidade e estabilidade. O aumento da lipofilicidade conferida pelas cadeias acila pode
favorecer seu sequestro no nucleo hidrofobico dos plastoglébulos, estruturas de lipoproteinas
associadas aos tilacdides envolvidas por uma monocamada lipidica que s&o um local importante
para 0 armazenamento macico de carotendides esterificados. Uma proteina relacionada a
esterase, conhecida como PYP (Pale Yellow Petal), foi identificada como a enzima responsavel
pela esterificagdo da xantofila em flores de tomate. A co-localizacdo de enzimas biossintéticas
de xantofila e PYP em plastoglébulos pode permitir um processo de esterificacdo eficiente.
Atualmente, muito pouco se sabe sobre o papel regulador das xantofila- aciltransferases na
acumulacdo de carotendides. Alguns experimentos mostraram que as xantofilas aciltransferases
sdo muito seletivas para a por¢éo acil e apresentam uma regiosseletividade acentuada quando
xantofilas assimetricas, como a luteina, sdo esterificadas. As moléculas doadoras de acil
envolvidas no processo de esterificacdo da xantofila permanecem ndo identificadas
(RODRIGUEZ-CONCEPCION et al, 2018).

A luteina (derivado deidroxilado do a-caroteno) é comumente encontrada nos tecidos
vegetais em maiores concentragdes que a zeaxantina (derivado deidroxilado do B-caroteno). A
luteina € o carotenoide predominantes em flores comestiveis, folhas e outros vegetais verdes.
Ja a zeaxantina é considerada um carotenoide minoritario nos alimentos, pois a biossintese
geralmente é finalizada no seu precursor, o -caroteno, exceto nos casos do milho amarelo e
nas frutas Cariocar villosium e Lycium barbarium (PENG et al., 2005), nos quais é um
pigmento majoritario. Além disso, a zeaxantina é facilmente transformada em violaxantina. Ja
a luteina sofre pouca epoxidacdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2015). A concentracdo de luteina
em fontes naturais depende do nivel de maturidade, técnica de processamento e tempo de
estocagem do material. Em vegetais de cor verde escura, apenas tracos de zeaxantina foram
encontrados (SOMMERBURG et al., 1998; CALVO, 2005; ZAFAR et al., 2021).

Portanto, tanto a zeaxantina quanto a luteina sdo extremamente benéficas para a saude
humana, pois auxiliam na manutencdo da boa satde dos olhos. Estes compostos tém sido
associados a reducdo do desenvolvimento de catarata e da degeneracdo macular associada a
idade, visto que a presenca dos produtos de oxidacdo tanto da luteina quando zeaxantina na
maécula sugere que estes compostos possuem atividade antioxidante (KHACHIK et al., 2002;

KHACHIK; BERNSTEIN; GARLAND, 1997). Outro mecanismo de prote¢édo oferecido por
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estas xantofilas é a filtragem de luz azul, que pode causar maiores danos aos nervos 6ticos
(JUNGHANS; SIES; STAHL, 2001). De forma geral, entre adultos saudaveis, a ingestdo de
zeaxantina e luteina, especialmente a partir de doses acima de 10 mg por dia, aumente a
densidade optica do pigmento macular (WILSON et al., 2021). Desta forma, observa-se um
aumento na comercializagdo e consumo destes pigmentos, frequentemente referidos como
“pigmentos maculares, em forma de suplementos, facilmente encontrados em farmacias, e
como ingrediente em alimentos e bebidas. O milho é uma das Unicas fontes de ambas as
substancias simultaneamente (PISANELLI; OLIVEIRA, 2006).

Além de atuar na prote¢do dos olhos, a luteina e a zeaxantina possuem outras atividades
benéficas para a saude humana (LI et al., 2021). Devido as suas propriedades antioxidantes,
estes carotenoides inibem a peroxidacdo da membrana lipidica e protegem de raios UV. Sua
capacidade de absorver a luz azul também os torna aliados na manutengdo de uma pele mais
sauddvel (MUZUMDAR; FERENCZI, 2021). Estas propriedades antioxidantes também
contribuem para a diminuicédo de riscos de osteoporose (CAO et al., 2018; KAN et al., 2022).
Apesar de mais estudos serem necessarios, ha evidéncias que sugerem que a zeaxantina e
luteina também possam contribuir para a satde cardiovascular, devido a atenuacao do estresse
oxidativo e minimizando a resposta anti-inflamatoria (YAO, 2021). A zeaxantina e luteina
também sdo os carotenoides predominantes no cérebro adulto humano e podem contribuir para
a manutencdo da memdria na populacdo mais idosa (ZUNIGA; BISHOP; TURNER, 2021).

2.5 O Milho e seus metabdlitos

O milho (Zea mays L.) é uma das principais culturas agricolas mundiais, sendo a Unica
cultura do mundo a ultrapassar 1 bilhdo de toneladas de gréos, e é cultivado em praticamente
todos os paises. Em 2020, a area plantada mundial para a cultura de milho foi de 18.253.766
hectares, com producdo total de 103.963.620 toneladas deste grdo (FAOSTAT, 2022). De
acordo com o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea), da Esalg/USP,
apesar do recuo do PIB no primeiro trimestre de 2022, a queda ndo foi mais acentuada devido
a estimativa de crescimento do faturamento agricola no ano, reflexo da expanséo esperada das
safras, especialmente de milho e café, destacando a importancia da cultura de milho para o pais
(CEPEA, 2022).

O milho produzido no pais atualmente destina-se, principalmente, a racdo animal, mas
também é transformado em 0leo, farinha, amido, margarina, xarope de glicose e flocos para

cereais matinais (GARCIA et al., 2006).
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Figura 3: Estrutura do grdo de milho (PAES, 2006).

O grao de milho é formado por quatro estruturas fisicas: endosperma, gérmen, pericarpo
(casca) e ponta. Além do amido, que representa 72 % da composi¢do média do grdo em base
seca, 0 endosperma apresenta em sua composi¢cdo 0s carotenoides zeaxantina, luteina,
betacriptoxantina, alfa e beta carotenos, dentre outros. O gérmen abriga quantidades
consideraveis de proteinas e agucares, 3 e 8% do peso do grdo, respectivamente (Figura 3).
Além dos carotenoides, os graos apresentam outras variedades de metabdlitos especializados,
como &cidos fenolicos e flavonoides (JOHNSON; WALLACE, 2019). Entre os acidos fenolicos
observados, os principais foram &cido p-cumarico e acido ferulico. Foi analisado também o 6leo
essencial das folhas de milho, cujo principal composto foi o fitol, que constituiu de 38,3 a 64,9
% da quantidade total de cada 6leo essencial extraido de sete diferentes hibridos de milho
(KONSTANTOPOULOU; KROKOS; MAZOMENOS, 2004)

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras de milho

Foram analisadas trés marcas comerciais de graos de milho adquiridos no mercado local
(Botucatu, S&o Paulo, Brasil), uma amostra de grdo da variedade BM888 cultivado na
Faculdade de Ciéncias Agronomicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (FCA-UNESP, Botucatu, S&o Paulo, Brasil) e doze amostras de milho tradicional

cultivado no municipio de Botucatu (Tabela 1).
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Tabela 1: Lista de amostras e respectivos locais de origem.

Amostra Origem Codigo da amostra
Amostra comercial 1 1
Amostra comercial 2 Mercado local, Botucatu (Sao 2
Paulo, Brasil)
Amostra comercial 3 3
x . . Botucatu, Sdo Paulo, Brasil
Gréo de milho variedade BM888 (latitude 22°47°30", longitude 4
(FCA — UNESP) 48°26°15")
Milho crioulo de gréo roxo com casca 5
roxa
Milho crioulo de grédo amarelo 6
(EPAGRI - SC)
Milho crioulo de gréo avermelhado 7
com casca amarela
Milho crioulo de gréo rajado com 8
casca amarela
Milho crioulo de gréo rajado com 9
casca vermelha
Milho crioulo de gréo amarelo e preto Botucatu, S&o Paulo, Brasil 10
com casca avermelhada (latitude 22°47°30”, longitude
Milho crioulo de grdo amarelo com 48°26°15”) 1
casca vermelha
Milho crioulo de grdo amarelo com 12
casca amarela
Milho crioulo de grdo amarelo com 13
casca avermelhada
Milho crioulo de gréo roxo com casca 14
vermelha
Milho crioulo de grdo vermelho com 15
casca amarela
Milho crioulo de grdo roxo (Ibitiboca 16
- MQG)

3.2 Padrdes e solventes

Padrdes de luteina e zeaxantina, o extrato padronizado “Mixed Vegetables” (de acordo
com o fabricante, composto por 2,03% de acido 5-metiltetrahidrofolico, 2,99% de folato,
11,89% de luteina, 2,92% de tiamina, 9,33% de a-caroteno, 24,36% de -caroteno, 9,99% de
trans-a-caroteno, 2,55% de trans-p-caroteno, 4,56% de vitamina B6 e 9,33% de zeaxantina),
éter dietilico de grau analitico com 1 ppm de hidroxitolueno butilado (BHT) como inibidor,
hexano, acetato de butila, carbonato de dimetila, lactato de etila, heptano, isopropanol e acetato
de isopropila foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Acetona de grau
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analitico, acetato de etila (EtOACc) e cloreto de sddio foram adquiridos da LS Chemicals
(Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Acetonitrila grau HPLC-UV, diclorometano, metanol e etanol
(EtOH) foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

3.3 Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a um detector de rede
de fotodiodos (UHPLC-PAD)

As andlises foram realizadas em um sistema UHPLC (Nexera UC, Shimadzu, Japdo)
(EMU FAPESP 2018/01786-1), composto por trés bombas LC-30AD, unidade degaseificadora
DGU-20A5R, autoinjetor SIL-30AC, forno de coluna CTO-20AC, um detector de rede de
fotodiodo SPD-M20A, um espectrometro de massas do tipo quadrupolo simples (LCMS-2020,
Shimadzu, Japdo) com fonte de ionizacao do tipo ESI (LCMS-2020, Shimadzu, Japdo) e um
modulo de comunicacdo CBM-20A. Um pré-aquecedor de fase mével de 1uL foi instalado
antes da coluna cromatografica. Os dados foram processados usando o software LabSolutions
LCMS, versao 5.96 (Shimadzu, Japao).

3.3.1 Transposicdo de método HPLC-PAD para UHPLC-PAD

Dois métodos HPLC-PAD relatados na literatura para quantificar carotenoides foram
transpostos para UHPLC-PAD para uma coluna C18, 150 x 3,0 mm, 1,8 pum (Zorbax Eclipse
XDB-C18, Agilent, EUA), com o auxilio do software HPLC Calculator 3.0 (Guillarme,
Nguyen, Rudaz, & Veuthey, 2008). O primeiro método consistiu em uma fase mével que
emprega agua (A) e acetonitrila:zmetanol (7:3, v/v) (B), no gradiente 80% B em 4,5 min, 80-
100% B de 4,5 a 6,1 min, permanecendo em 100% B até 20,1 min a uma vazdo de 0,77 mL/min
(Riveraetal., 2013). O segundo método consistiu em uma fase movel que emprega acetonitrila-
diclorometano (95:5, v/v) em modo isocratico a uma vazdo de 0,7 mL/min (Wang et al., 2019).
O volume de injecao para ambos os métodos foi de 5 pLL e o comprimento de onda monitorado

foi de 450 nm.
3.3.2 Desenvolvimento de um novo método UHPLC-PAD

O planejamento experimental do tipo Composto Central Rotacional (DCCR) foi
empregado para otimizar as condi¢des cromatograficas para a separagédo de zeaxantina e luteina
do extrato padronizado “Mixed Vegetables” a 400 mg/mL. Todas as condi¢Bes durante a
otimizagdo sdo apresentadas na secdo 4.2. A condicdo otimizada final utilizou coluna C18 150
x 3,0 mm, de 1,8 um (Zorbax Eclipse XBD C18, Agilent, EUA); temperatura do forno da
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coluna de 35 °C; fase movel composta por agua (A) e EtOH (B), com gradiente de eluicdo de
80 a 100% de B em 20 min; fluxo de 0,45 mL/min.

3.4 Preparacao da amostra

Todas as amostras de graos de milho foram moidas em moinho analitico (IKA® All,
Alemanha) e separadas em malha 14-32 mesh para extracédo (Bertel, Caierias, Brasil). Todos o0s
extratos produzidos foram filtrados com um filtro de seringa de nylon de 0,22 um (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) antes da analise por UHPLC-PAD. Todas as

extragOes foram realizadas em triplicata.
3.4.1 Meétodos de extracdo comparativos e de referéncia

O método de extracdo AACC 14-50 foi empregado como referéncia usando as seguintes
condicdes: 8 g de amostra foram extraidos em 40 mL de butanol saturado com agua por 1 min
em um agitador vortex (Heathrow Scientific®, EUA). O sistema foi entdo deixado em repouso
por 18 horas no escuro (AACC International, 2009).

Além disso, trés métodos descritos na literatura com 0 mesmo objetivo foram utilizados
para comparacdo. Para um deles, 1,5 g da amostra foi extraido com 15 mL de solugdo de
metanol-acetato de etila (6:4, v/v) a 60 °C por 20 minutos em agitador a 160 rpm (GYROMAX
737R, Amerex Instruments, Inc., EUA). A solucdo obtida foi resfriada, filtrada e colocada em
um funil de separacdo com 15 mL de solucdo de hexano-éter dietilico (9:1, v/v) e 20 mL de
solucdo saturada de cloreto de sodio. Para eliminar potenciais compostos polares remanescentes
na fase organica, apos intensa agitacdo por 1 min, ela foi coletada e extraida com 20 mL de
H>0O. A fase orgénica foi concentrada em evaporador rotativo a 40 °C (HeidolphTM Hei-Vap
Core, Schwabach, Alemanha) e ressolubilizada em 2,96 mL de metanol (Rivera et al., 2013).
Em outro método, 1,0 g de amostra foi extraido com 7 mL de etanol 95% em banho de ultrassom
(Embrasol Tec®, Brasil) a 55 °C por 45 min. A solucdo foi filtrada, um segundo ciclo de
extracdo foi realizado e os extratos foram combinados (Wang et al., 2019). No terceiro método,
1,52 g de amostra foi extraido com 3 mL de etanol em um agitador vortex (Heathrow
Scientific®, EUA) por 10 min. Em seguida, 3 mL de 4gua e 3 mL de hexano foram adicionados
ao sistema. O sistema foi centrifugado (Excelsa® i 2206, Fanem®, Brasil) por 5 min a 3600
rpm, e a fase superior foi coletada. A extragdo com hexano foi repetida 5 vezes. As fases
superiores foram reunidas, concentradas em rota-evaporador a 30 °C e resolubilizadas em 3 mL

de metanol-diclorometano (1:1, v/v) (Fanning et al., 2010).
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3.4.2. Desenvolvimento de um novo método de extracao

O planejamento fatorial fracionario (Tabela 3) e o planejamento composto central
(Tabela 4) foram empregados para otimizar as condi¢cdes de extracdo de zeaxantina e luteina
em grdos de milho comecando com a amostra 2 (Tabela 1). Todas as condi¢es durante a
otimizacdo séo apresentadas na secédo 4.3. A condicdo otimizada final foi de 2 g de milho moido
(14-32 mesh) extraido em 3,95 mL de etanol-agua (78,6:21,4 v/v) por maceracao dinamica por
20 min a 500 rpm e 60 °C (HeidolphTM MR Hei-Tec, Schwabach, Alemanha).

3.5. Validagéo do novo método

A validacdo do novo método analitico, desde a preparacdo da amostra até a analise por
UHPLC-PAD, foi feita de acordo com “The International Guidelines for Analytical Techniques
Validation” (ICH, 2005). Os seguintes pardmetros foram avaliados: linearidade, limites de
deteccdo (LOD), limites de quantificacdo (LOQ), precisdo instrumental, precisdo intra e
interdias, precisdo intermediaria e seletividade. Este ultimo foi avaliado pela deconvolucao dos
picos de zeaxantina e luteina usando o software LabSolutions LCMS, versdo 5.96 (Shimadzu,
Japdo). Além disso, a estabilidade dos extratos foi monitorada por 72 h injetando 3 extratos a
cada 24 h e mantidos no escuro (as informacBes completas sobre os testes de precisdo e

estabilidade sdo fornecidas nas Tabelas 9 a 13).
3.6. Quantificacdo de zeaxantina e luteina em diferentes amostras de milho

Curvas de calibragdo para zeaxantina (y = 35132x + 4636,8; R? = 0,9908) e luteina (y =
43300x - 199,24; R? = 0,9978) foram construidas em triplicata, através de diluicdes seriadas em
baldo volumétrico de 10 mL, usando pelo menos oito concentracdes dos padrdes versus a area
do respectivo pico cromatografico. O volume de injecdo foi de 5 uL. Foram utilizados os
softwares Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft, WA, EUA) e Minitab 18 (Minitab, PA,
EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Transposicdo dos métodos HPLC-PAD comparativos para UHPLC-PAD

Os cromatogramas da transposicdo de dois métodos HPLC-PAD para UHPLC-PAD,
empregando o software HPLC Calculator versdo 3.0 (Guillarme, Nguyen, Rudaz, & Veuthey,
2008) com a indicacdo dos picos correspondentes aos compostos zeaxantina (1) e luteina (2),

sdo mostrados na Figura 4. Para o método transposto baseado em Wang et al. (2019), apenas a
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separacdo parcial do pico pode ser observada em torno de 2,5 min (Fig. 4A). No entanto, para
aquele transposto de Rivera et al. (2013), foi observado um pico mais intenso correspondente a
coeluicdo dos compostos zeaxantina e luteina (Fig. 4B), confirmado pela deconvolucéao do pico
em questdo, pois apresentava espectros UV compativeis com ambas as substancias (Fig. 5).
Como nenhum dos procedimentos de separagdo se mostrou adequado para quantificar os
compostos alvo, em que uma resolucdo de, pelo menos, 1,5 ¢ indicada (Snyder, Kirkland, &

Dolan, 2009), um novo procedimento de separacgéo foi desenvolvido usando UHPLC-PAD.

mAU
5000 A
/\ 3000 A
1000 A 1
2
-1000 A
30000 A
1,2
B 20000 -
10000 4
A A
0
24000
1
19000
C 14000 2
9000 4
4000 A
N N, s
-1000 -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min)

Figura 4: Cromatogramas UHPLC-PAD representativos a 450 nm de um extrato de grdo de milho. (A) Wang et
al. (2019) método transposto; (B) Rivera e cols. (2013) método transposto; (C) Método proposto. Coluna C18, 150
x 3,0 mm, 1,8 pm (Zorbax Eclipse XDB-C18, Agilent, EUA). Fases moveis: Cromatograma A: acetonitrila-
diclorometano (95:5, v/v); Cromatograma B: agua (A) e acetonitrila-metanol (7:3, v/v) (B), no seguinte gradiente:
80% B (0-4,5 min), 80-100% B (4,5-6,1 min), 100% B (6,1-20,1 min); Cromatograma C: agua (A) e etanol (B),
no seguinte gradiente: 80-100% B (0-20 min). Vazdes: em A: 0,7 mL/min; em B: 0,77 mL/min; em C: 0,45
mL/min. Volumes de injecdo: 5 pL. Temperatura de analise: 35 °C. Compostos monitorados: (1) zeaxantina, (2)

luteina.
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Figura 5: Cromatograma representativo UHPLC-PAD a 450 nm da amostra 2 (Tabela 1). Coluna C18 150 x 3,0
mm, 1,8 um (Zorbax Eclipse XDB-C18, Agilent, EUA). Fases mdveis: agua (A) e ACN:MeOH 7:3 (v/v) (B), no
seguinte gradiente: 80-100% B (0-6,10 min), 100% B (6,10-20,10 min) ). Volume de injegdo: 5 uL. Temperatura

de analise: 35°C.

4.2. Desenvolvimento de um novo método UHPLC-PAD para separacdo de

zeaxantina e luteina

Para otimizar o procedimento de separagdo por UHPLC-PAD no modo de fase reversa,
um planejamento Composto Central de trés fatores (variaveis x) foi realizado. A influéncia das
porcentagens de acetato de etila (EtOAc) (x1) e carbonato de dimetila (DMC) (x2) como
modificador organico da fase mével (B) e o tempo de gradiente (x3) foi avaliada para obter
uma resolucdo adequada para quantificar os compostos alvo zeaxantina e luteina, bem como
um método compativel com a quimica verde de produtos naturais (Funari, Rinaldo, Bolzani, &
Verpoorte, 2023). O solvente usado como base em B era EtOH. Esses trés solventes (ou seja,
EtOH, EtOAc e DMC) sdo classificados como solventes recomendados no guia de selecdo de
solvente CHEMZ21 (Prat et al., 2016) e podem ter seletividade diferente na busca pela separacdo
de zeaxantina e luteina (EtOH, EtOAc e DMC pertencem aos grupos I, Via e Vib no triangulo
de seletividade de Snyder) (Snyder, Kirkland & Dolan, 2009). O CHEMZ21 foi selecionado entre
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0s guias de selecdo de solventes existentes porque classifica os solventes usando um conjunto
de critérios de Seguranca, Salude e Meio Ambiente (SHE) alinhados com o Sistema
Harmonizado Global (GHS). Além disso, porque € a caracteristica menos verde de um solvente
que define sua classificacao final, ndo uma soma das pontuacfes SHE que poderia subestimar
uma questdo importante (Prat et al., 2016). Assim, considerou-se rigoroso o suficiente para
atender ao proposito deste trabalho. Até onde sabemos, o DMC nunca foi testado como
modificador organico em B por HPLC, mas poderia ser se sua solubilidade em &gua (13,9 g/100
mL) fosse respeitada (Funari et al., 2023). Como resposta, adotou-se a resolucdo entre 0s picos
dos dois compostos de interesse (par critico). Os experimentos e suas respectivas respostas sao
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Planejamento Composto Central Rotacional empregado para otimizar as condi¢des cromatogréaficas

para separacdo de zeaxantina e luteina

Fatores Resultados
] x3 (tempo de y (resolucdo zeaxantina
Experimento x1 (% EtOAc)? | x2 (% DMC) ) ]
gradiente, min) /luteina)
1 -1(2) -1(2) -1(12) 1.163
2 1(8) -1(2) -1(12) 1.155
3 -1(2) 1(8) -1(12) 1.123
4 1(8) 1(8) -1(12) 1.121
5 -1(2) -1(2) 1(18) 1.274
6 1(8) -1(2) 1(18) 1.241
7 -1(2) 1(8) 1(18) 1.212
8 1(8) 1(8) 1(18) 1.195
9 -1.67 (0) 0 (5) 0 (15) 1.178
10 1.67 (10) 0 (5) 0 (15) 1.154
11 0 (5) -1.67 (0) 0 (15) 1.219
12 0(5) 1.67 (10) 0 (15) 1.133
13 0(5) 0(5) -1.67 (10) 1.098
14 0(5) 0(5) 1.67 (20) 1.237
PC1 0 (5) 0 (5) 0 (15) 1.191
PC2 0 (5) 0 (5) 0 (15) 1.196
PC3 0 (5) 0 (5) 0 (15) 1.205
PC4 0 (5) 0 (5) 0 (15) 1.205
PC5 0 (5) 0 (5) 0 (15) 1.188
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2 percentagem de etanol = 100% - x1 — x2; Parametros fixados : temperatura (35 °C), comprimento de onda de
deteccdo (450 nm), concentragdo da amostra (standardized extrato "Mixed Vegetables" 400 mg/mL, vazdo (0.45
mL/min) and volume de injecdo (5 pL).

A partir da execucdo desse planejamento Composto Central Rotacional, obteve-se o
seguinte modelo matemaético, com 95% de confian¢a para significancia dos coeficientes de
regressdo e R? de 0,902:

y =1,18358 - 0,02398 x2 + 0,04361 x3 (Equagéo 1)

A partir da Equacéo 1, pode-se gerar a superficie de resposta para resolugdo em funcao

da porcentagem de DMC e tempo de gradiente, conforme apresentado na Figura 6.

1.3.:“'

1.25.

1.2.

1.1.

Zeaxanthin-lutein resolution

1.5

Figura 6: Superficie de resposta para otimizacao da resolucéo zeaxantina-luteina no método analitico. As variaveis

X2 e x3 s8o a porcentagem de carbonato de dimetila e tempo de gradiente, respectivamente.

De acordo com o0 modelo com superficie de resposta mostrado na Fig. 6, para maximizar

a resolucéo entre zeaxantina e luteina (y), a varidvel x2 deve ser usada no minimo (0% DMC)
e x3 no maximo (gradiente de 20 min). Este resultado é consistente com os experimentos 7, 8
e 5, que apresentam valores baixos para x2 e valores altos para x3 (Tabela 2). Como x1 (%
EtOAcC) ndo foi estatisticamente significativo, seu valor minimo (0% EtOAc em B) foi mantido,
ou seja, a fase movel poderia ser composta apenas por agua (A) e EtOH (B) sem aditivos. Essa
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condic&o foi aplicada em triplicata, obtendo-se uma resolugédo de 1,95 + 0,01 entre zeaxantina
e luteina, valor acima de 1,5 necesséario para a quantificacdo adequada dos compostos.
Finalmente, a identidade dos dois compostos dos picos monitorados foi confirmada pela injecéo
de padrdes autenticados de zeaxantina e luteina, comparando seus tempos de retencdo e
espectros UV e MS com aqueles observados nas amostras de milho (Fig. 7-9). Além disso, a
pureza desses picos nas amostras foi avaliada pela deconvolucédo dos picos correspondentes na
amostra de milho, demonstrando que ndo houve coeluicdo de interferentes que poderia
superestimar a quantificacdo de zeaxantina e luteina nas amostras de milho (Fig. 10). Um
cromatograma representativo desta condi¢do de separagdo otimizada pode ser visto na Figura
3C.
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Figura 7: Comparacdo entre a amostra e 0s padrdes de zeaxantina e luteina. (A) Cromatograma representativo
UHPLC-PAD a 450 nm da amostra 2 (Tabela S1). (B) Cromatograma representativo UHPLC-PAD/UV a 451 nm
de padréo de zeaxantina. (C) Cromatograma representativo UHPLC-PAD/UV a 446 nm de luteina padrdo. Coluna
C18 150 x 3,0 mm, 1,8 um (Zorbax Eclipse XDB-C18, Agilent, EUA). Fases mdveis: agua (A) e etanol (B), no
seguinte gradiente: 80-100% B (0-20, 30 min). Volume de inje¢ao: 5 pL. Temperatura de analise: 35°C.
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Figura 10: Cromatograma HPLC-PAD representativo de grdo de milho (amostra 2, Tabela S1) o método
desenvolvido neste trabalho (topo) seguido pelos picos deconvoluidos e espectros correspondentes: (1) zeaxantina
e (2) luteina. Coluna C18 150 x 3,0 mm, 1,8 um (Zorbax Eclipse XDB-C18, Agilent, EUA). Fases moveis: agua
(A) e etanol (B), no seguinte gradiente: 80-100% B (0-20, 30 min). Volume de injegdo: 5 pL. Temperatura de

analise: 35°C.
4.3. Desenvolvimento de um novo procedimento para extracao de zeaxantina e luteina

A primeira etapa no desenvolvimento de um processo de extracdo otimizado foi
selecionar os solventes do guia CHEM21 (Prat et al., 2016). Doze solventes recomendados no
guia foram selecionados com propriedades fisico-quimicas que pudessem facilitar a extracdo
dos compostos alvo. As eficiéncias de extracdo foram monitoradas pelo método UHPLC-PAD
previamente desenvolvido (subsecédo 3.3.2). Os resultados e as condi¢des extrativas empregadas
estdo resumidos na Figura 10. O bioetanol grau alimenticio 95% (obtido a partir do processo
de fermentacdo da cana-de-aglcar) obteve a maior &rea média de pico para 0s compostos de
interesse, seguido pelo etanol grau HPLC (> 99%). ANOVA com 95% de confianga, seguida

de teste de Tukey, indicou a superioridade destes sobre os demais solventes; no entanto, a
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superioridade do primeiro sobre o segundo ndo poOde ser confirmada nos experimentos

realizados (Fig. 11).
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Figura 11: Média das areas dos picos de UHPLC-PAD a 450 nm de zeaxantina e luteina em graos de milho
(amostra 2) quando extraidos com diferentes solventes. Para cada composto, letras diferentes sobre as barras
indicam diferencgas estatisticamente significativas entre os solventes de extracdo (teste de Tukey, p < 0,05).
ExtracOes realizadas por maceracdo dindmica, a 450 rpm, por 45 minutos, a temperatura de 30 °C, relagdo
massa/solvente de 5 ¢:7,9 mL.

Como a maior diferenca quimica entre o bioetanol e o etanol é o teor de &gua, levantou-
se a hipdtese de que um teor mais alto de agua no EtOH poderia ter um impacto estatisticamente
significativo na eficiéncia da extracdo. Assim, a porcentagem de agua em EtOH foi selecionada
como fator x1 na etapa de triagem de variaveis por planejamento fatorial fracionario (PFF)
(Tabela 3). As outras varidveis incluidas no 2°! PFF foram o tempo de extracdo (x2),
temperatura (x3), proporcdo de massa de material vegetal para solvente (x4) e rotacdo (x5).
Para eliminar conclusdes errbneas devido a diferentes propor¢cdes massa/solvente, apos as
extracOes e depois filtracdes, os extratos obtidos nos niveis 0 e +1 de x4 foram diluidos com o
mesmo solvente para que os resultados fossem comparaveis, eliminando o efeito da maior

massa de material por volume de solvente.
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Tabela 3. Planejamento Fatorial Fracionado 25 para otimizar as condigdes de extragdo de zeaxantina e luteina.

Fatores Resultados
x4 Area corrigida pela
. x1 X2 X5
Experimento x3 (massa 3 massa de amostra
(% HO | (tempo de . (rotagdo ,
y (temperatura, material/
em extracgao, rpm, .
) °C) solvente, Zeaxantina | Luteina
EtOH) min) 5=1234)
g/mL)

1 -1 (0) -1 (20) -1 (30) -1(3/7.9) 1 (1000) 20982 8932
2 1(30) -1 (20) -1 (30) -1(3/7.9) - 1(500) 26428 21082
3 -1 (0) 1 (60) -1 (30) -1(3/7.9) -1(500) 23051 10240
4 1(30) 1 (60) -1 (30) -1(3/7.9) 1 (1000) 42511 18809
5 -1 (0) -1 (20) 1 (45) -1(3/7.9) -1(500) 29325 14137
6 1(30) -1 (20) 1 (45) -1(3/7.9) 1 (1000) 95972 62605
7 -1 (0) 1 (60) 1 (45) -1(3/7.9) 1 (1000) 45097 22282
8 1(30) 1 (60) 1 (45) -1(3/7.9) - 1(500) 106223 73977

9 -1 (0) -1 (20) -1 (30) 1(5/7.9) - 1(500) 20110 8570
10 1(30) -1 (20) -1 (30) 1(5/7.9) 1 (1000) 36673 25553
11 -1 (0) 1 (60) -1 (30) 1(5/7.9) 1 (1000) 43247 29309
12 1(30) 1 (60) -1 (30) 1(5/7.9) -1(500) 23487 21487
13 -1 (0) -1 (20) 1 (45) 1(5/7.9) 1 (1000) 37868 19290
14 1(30) -1 (20) 1 (45) 1(5/7.9) - 1(500) 61825 41883
15 -1 (0) 1 (60) 1 (45) 1(5/7.9) - 1(500) 42612 21863
16 1(30) 1 (60) 1 (45) 1(5/7.9) 1 (1000) 65843 60900
PC1 0 (15) 0 (40) 0(37.5) 0 (4/7.9) 0 (750) 130455 83886
PC2 0 (15) 0 (40) 0(37.5) 0 (4/7.9) 0 (750) 129729 86925
PC3 0 (15) 0 (40) 0(37.5) 0 (4/7.9) 0 (750) 147611 94242
PC4 0 (15) 0 (40) 0(37.5) 0 (4/7.9) 0 (750) 139425 87748
PC5 0 (15) 0 (40) 0(37.5) 0 (4/7.9) 0 (750) 135258 83860

Parémetros fixados : faixa granulométrica (14-32 mesh), temperatura do forno da coluna (35°C), comprimento

de onda de detec¢do (450 nm), vazdo (0.45 mL/min) e volume de injecdo (5 pL).

Conforme observado nos resultados do PFF, as melhores extracdes foram aquelas no
ponto central (Tabela 3). As varidveis x1 e x3 apresentaram o0s maiores efeitos entre as
variaveis; no entanto, nenhuma varidvel foi significativa na faixa de valores testada. Para
estudar ainda mais a influéncia das variaveis x1 e x3, um DCCR foi executado usando essas

variaveis (Tabela 4).
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Tabela 4: Planejamento Composto Central Rotacional para otimizar as condi¢bes de extracdo de zeaxantina e

luteina.
Factors Results
Experimento x1 X3 Area Area
(% H20 in EtOH) (temperatura, °C) Zeaxantina (y1) Luteina (y2)
1 - 0.955 (4.5) -1(34) 37705 18920
2 1(26) -1(34) 106286 67831
3 -0.955 (4.5) 1 (56) 108607 69330
4 1(26) 1 (56) 182426 125890
5 -1.364 (0) 0 (45) 49878 25714
6 1.410 (30.5) 0 (45) 134454 140
7 0 (15) - 1.364 (30) 59682 33370
8 0 (15) 1.364 (60) 224408 147663
CP1 0 (15) 0 (45) 153084 101418
CP2 0 (15) 0 (45) 149288 96450
CP3 0 (15) 0 (45) 147987 96168
CP4 0 (15) 0 (45) 158631 103270
CP5 0 (15) 0 (45) 159679 102632

Parémetros fixados : faixa granulométrica (14-32 mesh), temperatura do forno da coluna (35°C), comprimento
de onda de deteccdo (450 nm), vazdo (0.45 mL/min), volume de injecdo (5 ulL), rotacdo (500 rpm), tempo de
extracdo (20 minutos), propor¢do material vegetal/volume de solvente (49/7.9mL). A rotacdo, o tempo de
extracdo e a propor¢do material vegetal/volume de solvente foram fixadas a partir do planejamento fatorial

fracionado.

No inicio do planejamento do DCCR, foi obtido um modelo matematico para cada

resposta monitorada (areas de zeaxantina e luteina) (Equagdes 2 e 3):
yl =148032,69 + 35038,85x1 + 48145,14x3 — 33632,91x12 R? = 0,947 (Equagdo 2)
y2 = 95786,75 + 26679,36,22x1 + 34239,73x3 — 21862,52x12 R? = 0,955 (Equacdo 3)

A condicdo 6tima para 0 composto de zeaxantina é 20,7% de agua em etanol (x1) e 60
°C (x3), com uma area prevista de 222828. Por outro lado, a condicdo ideal para a luteina é
21,8% de a4gua em etanol (x1) e 60 °C (x3), com uma area prevista de 151296. A condi¢éo de
compromisso € 21,4% de agua em etanol (x1) e 60 °C para temperatura (x3), com areas
previstas de 223716 e 150629 para zeaxantina e luteina, respectivamente. Todos eles foram
testados em quadruplicata. Para a zeaxantina, ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre as trés condi¢bes (Tabela 5). Para a luteina, as condi¢cdes com 20,7% e
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21,4% de &gua em etanol foram superiores aquelas com 21,8% de agua, todas a 60 °C (Tabela

5). Em outras palavras, qualquer um dos dois primeiros pode ser considerado 6timo.

Tabela 5: Condigdes 6timas para zeaxantina, luteina e condicdo compromisso, respectivamente.

] i o ] Area média
Porcentagem de agua em etanol Area média zeaxantina i
luteina
20.7 239624 + 5827 (a) 161967 £ 2481 (a)
21.8 226860 + 11240 (a) 153229 + 5498 (b)
21.4 236620 + 6008 (a) 162132 + 3457 (a)

Letras diferentes para as médias das &reas indicam diferencas estatisticamente significativas entre as condicfes

de extracéo (teste de Tukey, p < 0,05)

O método de extragdo otimizado (21,4% de 4gua em etanol a 60 °C) foi entdo comparado
com o método oficial AACC 14-50, bem como trés métodos selecionados da literatura. Os
métodos comparativos foram escolhidos para um conjunto diversificado de abordagens
(diferentes técnicas de extracdo, nimero de etapas e tipos de solventes) para uma compara¢do
abrangente. Para a zeaxantina, a ANOVA com 95% de confianca seguida pelo teste de Tukey
ndo indicou diferencas significativas entre 0 novo método aqui otimizado, o método oficial
AACC 14-50 e o método de Wang et al. (2019), sendo o primeiro e o0 ultimo estatisticamente
superiores aos demais (Fig. 11). Para a luteina, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre 0 método aqui otimizado e 0 AACC 14-50, assim como entre 0 primeiro e
0 de Wang et al. (2019) (Fig. 11). Novamente, esses trés foram superiores aos métodos de
Rivera et al. (2013) e Fanning et al. (2010) (Fig. 12).
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Figura 12: Comparacéo entre o novo método proposto, o método oficial AACC 14-50 e os métodos comparativos.
As médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes (teste de Tukey, p < 0,05).

4.4. Expandindo a comparacdo entre procedimentos de quantificagdo de zeaxantina e

luteina

O procedimento analitico aqui apresentado pela primeira vez, desde a preparacdo da
amostra até a analise de UHPLC, também foi comparado com o método de referéncia (AACC
14-50) e os trés métodos comparativos para seu “greenness’ usando trés meétricas
complementares: Analytical Greenness Calculator (AGREE) (Pena-Pereira, Wojnowski, &
Tobiszewski, 2020), HPLC-Environmental Assessment Tool (HPLC-EAT) (Gaber, Tornvall,
Kumar, Ali Amin, & Hatti-Kaul, 2011) e indice de Procedimento Analitico Verde
Complementar (ComplexGAPI) (Ptotka-Wasylka & Wojnowski, 2021). A métrica AGREE
quantifica os impactos dos procedimentos analiticos de acordo com os doze Principios da
Quimica Analitica Verde (GAC) (Galuszka, Migaszewski, & Namies$nik, 2013) atribuindo
pontuacgéo para cada um. Em seguida, combina as doze pontuag¢fes geradas em uma pontuagao
final que varia de 0 a 1 (pior e melhor resultado possivel, respectivamente), que é mostrada no
centro de um pictograma. Por outro lado, a métrica HPLC-EAT, na qual a menor pontuacéo
calculada indica 0 método mais verde, considera as massas de todos 0s solventes usados durante
o procedimento analitico, bem como seus impactos relativos de Seguranca, Saide e Meio
Ambiente (SHE) retirados do guia Chem2l1 (Prat et al., 2016). Finalmente, a métrica
ComplexGAPI também é baseada nos atributos GAC, mas complementa as outras duas
métricas adicionando parametros adicionais de um processo realizado antes do préprio
procedimento analitico (por exemplo, coleta de amostras, preservacdo, armazenamento). O
software gratuito fornecido pelos autores gera um pictograma final em forma de hexagono.
Cada campo do hexagono gerado corresponde a um aspecto diferente do processo descrito e é

colorido de verde se certos requisitos forem atendidos (Ptotka-Wasylka & Wojnowski, 2021).

Os resultados dessa analise sdo apresentados na Tabela 6, que também indica alguns
pontos fortes e fracos de cada procedimento. Todas as trés métricas indicaram que o
procedimento analitico aqui desenvolvido teve o menor impacto ambiental (Tabela 6). O novo
procedimento utiliza apenas solventes benignos (isto €, os de baixa toxicidade e agua e etanol
biodegradaveis) tanto na preparacdo da amostra quanto na separacdo por UHPLC-PAD, o que
favoreceu o novo procedimento em ambas as métricas, conforme esperado. Outros fatores a seu

favor foram o tempo necessario para processar todo o procedimento e a miniaturizacdo do
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procedimento com menor consumo de solventes, entre outros. Os célculos para AGREE e

ComplexGAPI sdo fornecidos na Tabela 7 e na Tabela 8.

Tabela 6: Impactos ambientais estimados do novo procedimento proposto e dos métodos comparativos, e alguns

de seus pontos fortes e fracos para a quantificacdo de zeaxantina e luteina.

Método AGREE? 'Eﬂ‘_ﬁ ComplexGAPI Pontos fortes Pontos fracos
- Extracdo e separacao
altamente eficientes
Apenas dois solventes
: recomendados para
‘.Q / ‘ ‘ todo o procedimento
Método ‘ - Menos passos para a - Um instrumento
53 preparagdo da amostra . L
proposto , SRR UHPLC é necessério
§ - Miniaturizagéo
" UHPLC)
) & ' . ( -
- Maior rendimento de
amostra
- DPR muito mais
baixo
- Extragéo altamente
ﬂ"ﬁ eficiente - Procedimento longo
AACC 128 - Apenas trés solventes (18 horas para a
14-50 , recomendados para extracao)
todo o procedimento
- Menos passos para a
preparagdo da amostra
<« % . [/ - Solventes
Wang et g U - Extracdo e separagcdo  problematicos/perigosos
al. 208 { A altamente eficientes - Procedimento longo
(2019) S - Separacdo isocrética (90 min)
- Mais etapas
) - Extracdo ineficiente
Rivera Q & - Baixa quantidade de - Ndo ha separagdo entr
ﬂ ) amostra zeaxantina e luteina.
etal. 97 .
- Alto rendimento da - Solventes
(2013) e .
’ ; amostra problematicos/perigosos
Y | — Muitas etapas
) 7 - Extracdo ineficiente
Fannin Q ) - Solventes perigosos
9 [of A e - Procedimento longo
etal. 212 - Separacéo eficiente.
- Coluna C30
(2010) -
~ (incomum)
< - Mais etapas

@ Quanto maior a pontuacdo, mais verde é o método. Todas as entradas e pontuagfes para cada parametro sdo fornecidas na

Tabela 7.

b Quanto menor a pontuagéo, mais verde é o método.
Célculos baseado nos dados reportados nos artigos originais.

DPR = Desvio padrdo relativo.
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Tabela 7: Calculos da métrica AGREE com pesos padrédo para cada procedimento de preparagdo de amostra antes da inje¢do no sistema UHPLC-PAD/UV.

Procedimento/Parametro

Método proposto

AACC 14-50

Wang et al. (2019)

Rivera et al. (2013)

Fanning et al. (2010)

1. Procedimento
de amostragem

Tratamento externo de
amostras com niimero
reduzido de etapas

Tratamento externo de
amostras com niimero
reduzido de etapas

Tratamento externo de
amostras com grande
namero de etapas

Tratamento externo de
amostras com grande
namero de etapas

Tratamento externo de amostras
com grande namero de etapas

2. Tamamho da 29 8¢ 1lg 0.1g 15¢
amostra
3. Posicdo do Off-line Off-line Off-line Off-line Off-line
aparelho
analitico
4. Passos distintos | 1. moagem do milho 1. moagem do milho 1. moagem do milho 1. moagem do milho 1. moagem do milho
2. separacdo de particulas 2. separacéo de 2. separacao de particulas | 2. separacdo de particulas 2. separacdo de particulas
3. pesagem particulas 3. pesagem 3. pesagem 3. pesagem
4. extracdo sélido-liquido 3. pesagem 4. extracdo sélido-liquido | 4. extracdo s6lido-liquido 4. extragdo sélido-liquido
5. filtragdo com seringa 4. extracdo sélido- 5. filtracdo 5. filtracdo 5. extracdo liquido-liquido
6. Analise por UHPLC liquido 6. 2" extracéo solido- 6. extracdo liquido-liquido 6. centrifugacédo
5. filtragdo com seringa | liquido 7. evaporagdo do solvente 7. 2" extracéo liquido-liquido
6. Anéalise por UHPLC 7. filtracdo com seringa 8. ressuspencao do residuo 8. 2" centrifugacéo
8. Analise por UHPLC seco 9. 3 extragéo liquido-liquido

9. filtragdo com seringa
10. Analise por UHPLC

10. 3" centrifugagdo

11. 4" extracéo liquido-liquido
12. 4" centrifugagdo

13. 5" extracdo liquido-liquido
14. 5" centrifugagio

15. evaporacdo do solvente

16. ressuspencao do residuo
seco

17. filtragdo com seringa

18. Andlise por UHPLC

5. Graude Semi-automatico e Semi-automatico e Semi-automatico e Semi-automatico e Semi-automatico e
automatizacdo | minituarizado minituarizado minituarizado minituarizado minituarizado

6. Agente de nenhum nenhum nenhum nenhum nenhum
derivatizacdo

7. Quantidade de | 0 ml (somente &4gua e 0 ml (somente agua , 49 mL of 15 mL metanol:acetate de 15 mL of hexano; 3 mL

residuo

etanol sdo usados e nao
tratados como residuo
quimico, j& que sdo

etanol e butanol sdo
usados e ndo tratados
como residuo quimico,
ja que sao

acetonitrila:diclorometano
95:5 (v/v)

etila 6:4 (v/v); 15 mL
hexano:éter dietilico 9:1
(v/v); 40 mL of solucéo
aquosa; 0.9 mL of

metanol:diclorometano 1:1
(v/v); 69 mL of metanol-
ammonium acetate 9.2:0.8 (v/v)
+ methyl tert-butyl ether.
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biodegradaveis e de baixa | biodegradaveis e de acetonitrila:zmetanol:acetona; | Total: 87 mL
toxicidade) baixa toxicidade) 6.76 mL of acetonitrila:
metanol 7:3 (V/v).
Total: 77.46 mL
8.1 Numero de 2 2 2 2 2
analitos em
uma Unica
analise
8.2 Amostra - 20 min extracdo - 20 min saturacéo do - 45 min extracao - 20 min extracéao - 10 min extracdo
analisada por - 5 min filtracéo solvente - 5 min filtracdo - 5 min banho de gelo - 15 min centrifugacdo (5x 3
hora - 30 min para - 1 min vortex - 45 min extracao - 10 min extragdo liquido- min)

condicionamento da coluna
UHPLC

- 30 min analise por
UHPLC

0.70 amostra/hora

- 18 horas extragdo
- 5 min filtracdo

- 30 min
condicionamento da
coluna UHPLC

- 30 min analise por
UHPLC

- 5 min filtragéo

- 29 min condicionamento
da coluna UHPLC

- 20 min condicionamento
da coluna UHPLC

liquido

- 20 min rota-evaporador

- 5 min filtracdo

- 14.6 min condicionamento
da coluna e anélise por
UHPLC

- 20 min rota-evaporador

- 5 min filtracdo

- 69 min condicionamento da
coluna e andlise por UHPLC

0.50 amostra/hora

0.05 amostra/hora 0.39 amostra/hora 0.80 amostra/hora

9 Técnica mais UHPLC UHPLC UHPLC UHPLC UHPLC
intensiva em
energia usada

10 Tipo de Todos os reagentes sdo Todos os reagentes sdo Alguns reagentes sao Alguns reagentes sao Alguns reagentes sdo obtidos de
reagentes obtidos de fontes obtidos de fontes obtidos de fontes obtidos de fontes renovaveis | fontes renovaveis (etanol e

renovaveis (etanol). renovaveis (etanol e renovaveis (etanol). (etanol, metanol, ethyl metanol). Reagentes de fontes
n-butanol) Reagentes de fontes ndo acetate e acetona). ndo renovaveis também séo
renovaveis também sdo Reagentes de fontes ndo usados (hexano, diclorometano,
usados (acetonitrila e renovaveis também séo e methyl tert-butyl ether).
diclorometano). usados (hexano, acetonitrila,
e éter dietilico).

11 O método Né&o Né&o Sim, 49 mL acetonitrila: Sim, um total de 77.46 mL Sim, um total of 87 mL of
envolve diclorometano 95:5 (v/v). | de metanol, hexano, acetona, | metanol, hexano, ammonium
solvents acetonitrila, ethyl acetate e acetate, diclorometano, e methyl
toxicos? éter dietilico. tert-butyl ether.

12 Ameagas que
ndo podem ser
evitadas

Altamente inflamavel

- Altamente inflaméavel
- Corrosivo

- Toxico para a vida
aquatica
- Altamente inflamavel

- Toxico para a vida aquatica
- Altamente inflamavel
- Explosivo

- Téxico para a vida aquatica
- Altamente inflaméavel

Pontuacéo final

0.65

0.62

0.39

0.37

0.38
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Tabela 8: Calculos da métrica ComplexGAPI com pesos padréo para cada procedimento de preparagdo de amostra.

Procedimento/Parametro | Método proposto | AACC 14-50 |  Wangetal (2019) |

Preparacdo da amostra e analise

Rivera et al. (2013) | Fanning et al. (2010)

Preparagdo da amostra

1. Coleta Off-line Off-line Off-line Off-line Off-line
2. Preservacédo Quimico ou fisico Quimico ou fisico Quimico ou fisico Quimico ou fisico Quimico ou fisico
3. Transporte Necessario Necessario Necessario Necessario Necessario

4.  Armazenagem

Sob condi¢6es normais

Sob condi¢Bes normais

Sob condi¢Bes normais

Sob condig¢Bes normais

Sob condi¢Bes normais

5. Tipo de metodo

Extracéo necesséria

Extracdo necessaria

Extragdo necessaria

Extracdo necesséria

Extracdo necessaria

6. Escala da extracdo

Macro-extracdo

Macro-extracao

Macro-extracao

Macro-extracdo

Macro-extragao

7. Solventes/reagentss
usados

Solventes/reagentes
verdes

Solventes/reagentes
verdes

Solventes/reagentes ndo-
verdes

Solventes/reagentes
ndo-verdes

Solventes/reagentes
ndo-verdes

8. Tratamento adicional

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Reagentes e sol

ventes

9. Quantidade

<10mL (<109)

10-100 mL (10-100 g)

10-100 mL (10-100 g)

10-100 mL (10-100 g)

10-100 mL (10-100 g)

10. Perigo para saude

Moderadamente toxico,
pode causa incapacitacdo
temporaria; NFPA = 2 ou

3

Moderadamente téxico,
pode causa incapacitacdo
temporaria; NFPA =2 ou

3

Moderadamente toxico,
pode causa incapacitacdo
temporaria; NFPA =2 ou

3

Moderadamente toxico,
pode causa
incapacitacédo
temporaria; NFPA =2

Moderadamente
toéxico, pode causa
incapacitacédo
temporaria; NFPA = 2

ou 3 ou3
11. Risco a seguranga Maior inflamabilidade Highest NFPA Maior inflamabilidade A pontuacdo mais alta | Maior inflamabilidade
NFPA, pontuacdo de flammability, NFPA ou de inflamabilidade ou NFPA ou

instabilidade de 0 ou 1.

instabilidade score of 0

pontuacéo de instabilidade

instabilidade da NFPA

pontuacédo de

Sem perigos especiais or 1. No special hazards é 2 ou 3, ou um perigo é4 instabilidade é 2 ou 3,
especial esta envolvido ou um perigo especial
esta envolvido
Instrumentation
12. Energia n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
13. Risco ocupacional Hermitizacdo do Hermitizacdo do Emisséo de vapores para a Emissao de vapores Emissdo de vapores
processo analitico processo analitico atmosfera para a atmosfera para a atmosfera
14. Residuo <lmL(<1g) <1mL(<19) >10 mL >10 mL > 10 mL

Foram usados apenas
4gua e EtOH e ndo
precisam ser tratados
como residuo quimico

Foram usados apenas
agua, butanol e EtOH e
ndo precisam ser tratados
como residuo quimico

49 mL of ACN-DCM 95:5
(v/v) da fase mdvel

Quantidade total de
residuo: 77.66 mL.

Quantidade total de
residuo: 87 mL.

15. Tratamento do residuo

Degradacéo, passivacdo

Degradacéo, passivacdo

Degradacéo, passivacao

Degradacéo,
passivacao

Sem tratamento
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Tipo de método

Tipo de anélise Qualitativo e quantitativo | Qualitativo e quantitativo | Qualitativo e quantitativo Qualitativo e Qualitativo e
quantitativo guantitativo
Pre-analise
Rendimento e condigdes
l. Rendimento 0.00213 % 0.00151 % 0.00234 % 0.00062 % 0.00022%
I. Temperatura/temp | Temperatura ambiente , Temperatura ambiente , Aquecimento, <1 h Temperatura ambiente , | Temperatura ambiente
0 >1 h, Aquecimento, <1 h | >1 h, Aquecimento, <1 h Resfriamento <0 °C >1 h, Aquecimento, <1 | , >1h, Aquecimento,
Resfriamento <0 °C Resfriamento <0 °C h, Resfriamento <0 °C | <1 h, Resfriamento <0
°C
Relagdo com economia verde
Il. Numero de regras 5-6 3-4 1-2 1-2 1-2
atendidas
Reagentes e solventes
IVa. Risco a saude Moderadamente toxico, Moderadamente toxico, Moderadamente toxico, Moderadamente toxico, Moderadamente

pode causa incapacitacdo
temporaria; NFPA = 2 or

pode causa incapacitagdo
temporaria; NFPA = 2 or

pode causa incapacitacdo
temporaria; NFPA =2 or 3

pode causa
incapacitacédo

téxico, pode causa
incapacitacdo

3 3 (DMC e acetonitrila) temporaria; NFPA =2 | temporaria; NFPA =2
(etanol) (etanol e butanol) or3 or3
(hexano, metanol e
MTBE)
IVb. Risco a seguranca Maior inflamabilidade Maior inflamabilidade Maior inflamabilidade A pontuacdo mais alta | Maior inflamabilidade
NFPA ou NFPA ou NFPA ou de inflamabilidade ou NFPA ou

pontuacdo de
instabilidade é 2 ou 3, ou
um perigo especial esta
envolvido

pontuacdo de
instabilidade é 2 ou 3, ou
um perigo especial esta
envolvido

pontuacdo de instabilidade
é 2 ou 3, ou um perigo
especial esta envolvido

instabilidade da NFPA
é4
(éter dietilico)

pontuacdo de
instabilidade € 2 ou 3,
ou um perigo especial

esta envolvido

Instrumentacéo

Va. Configuracéo técnica

Configuragcdo comum

Configuragdo comum

ConfiguracGes

Configurac@es

Configuracdes

(agitador) (vortexer) adicionais/semi-avancadas adicionais/semi- adicionais/semi-
instrumentos usados avancadas avancadas

(ultrassom) instrumentos usados instrumentos usados

(rota-evaporador) (centrifugacéo,

rotaevaporador)

Vb. Energia n. a. n. a. n. a. n. a. n. a.

Vc. Risco ocupacional Hermetizacéo do Hermetizacdo do Emisséo de vapores para a Emissdo de vapores Emissdo de vapores

processo analitico processo analitico atmosfera para a atmosfera para a atmosfera

Processamento e purificacdo
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Vla. Processamento de produtos
finais, purificacéo

Nenhum ou processo
simples (filtracéo)

Nenhum ou processo
simples (filtracéo)

Nenhum ou processo
simples (filtracéo)

Purificacdo padréo
Technique (extracdo

Purificagdo padréo
Technique (extracdo

liuido-liquido) liquido-liquido)
VI1b. Pureza 0.00213 % 0.00151 % 0.00234 % 0.00062 % 0.00022%
E-factor
VII. E-factor input E-factor =0 E-factor =0 E-factor = (massa de ACN | E-factor = (massa de E-factor = (massa de

E-factor = (massa total de
residuo do processo)/(massa de
produto total)

Foram usados somente
produtos quimicos que
nédo precisam de
tratamento como residuo
quimico

Foram usados somente
produtos quimicos que
nado precisam de
tratamento como residuo
quimico

e DCM from fase mével)/
(massa de zeaxantina e
luteina por grama de graos
de milho)

E-factor = (36.6 g ACN +

3.25 g DCM)/(23.44 x 10

g of zeaxantina e luteina)

E-factor = 1699477.53

MeOH + ethyl acetate
+ hexano + éter
dietilico + aqueous
solution from liquid
extracdo + ACN +
metanol + acetona +
ACN + MeOH from
fase movel) g/
massa de zeaxantina e
luteina por grama de
gréos de milho

E-factor = (6.84 + 5.4
+9.45+1.05+40+
0.33+1.14+0.23 +
3.4+ 1.46 +0.6)
0/(0.622 x 106 of
zeaxantina e luteina)g

E-factor =
111141479.09

hexano + MeOH +
DCM + MeOH + H,0
+ MTBE)/massa de
zeaxantina e luteina
por grama de graos de
milho

E-factor = (105 + 1.2
+2+352+387+
14.42)g/ 3.36 x 10° g

E-factor =
19984732.14

Resultado

o A
e

/
/

[

Ry

A

<
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O uso de EtOH e suas misturas com agua oferece a possibilidade de anélises sem gerar
residuos toxicos, possibilitando assim o uso de instrumentacéo fora dos limites tradicionais dos
laboratorios, inclusive em ambientes sensiveis ou areas em desenvolvimento, onde o descarte
de residuos quimicos ndo estad bem estabelecido ou é muito caro (Welch et al., 2010). Além
disso, o EtOH possui varias propriedades fisicas vantajosas para cromatografia liquida em geral
(baixa volatilidade, miscibilidade com agua e comprimento de onda de corte UV em 210 nm),

conforme demonstrado neste e em estudos anteriores.
4.5. Validagéo do novo procedimento analitico

Os resultados da etapa de validacdo do novo método analitico, desde a extracdo até a
analise por UHPLC-PAD, estdo resumidos na Tabela 9, enquanto os detalhes completos desses
testes sdo apresentados nas Tabelas 10-13. O método apresentou alta linearidade (R? > 0,990)
para os padrdes de zeaxantina e luteina (Tabela 9). A sensibilidade do método foi evidenciada
pelo baixo LOQ e LOD (Tabela 9). Para o tempo de retencéo (tr), 0 maior DPR foi na etapa de
precisdo instrumental para zeaxantina (0,79%, Tabela 9 e Tabela 10). Para a area do pico, o
Desvio Padrdo Relativo (DPR) mais alto foi observado na preciséo entre dias para a luteina
(8,36%, Tabela 9 e Tabela 11).

Tabela 9: Pardmetros da validacéo e resultados resumidos para o procedimento desenvolvido®.

Parametro Zeaxantina Luteina
Faixa de linearidade (ug/mL) 0.0038 - 2.479° 0.0094 - 22.4¢
LOD (pg/mL) 0.0038 0.0094
LOQ (ug/mL) 0.0618 0.0188
Area do pico tr Area do pico tr
(DPR, %) (DPR, %) (DPR, %) (DPR, %)
Precisdo instrumental 111 0.79 0.67 0.77
Preciséo intra-dia 5.88 0.09 6.75 0.09
Preciséo entre dias 7.66 0.26 8.36 0.25
Precisdo intermediarias 6.44 0.13 6.03 0.12
Estabilidade 4.70 0.58 3.08 0.57

20s detalhes dos testes sdo apresentados nas Tabelas 10-13.
b Equacdo zeaxantina : y = 35132x + 4636.8 (R? = 0.9908).
¢ Equacédo luteina: y = 43300x - 199.24 (R? = 0.9978).

35



Curva de Calibragéo - Zeaxantina
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Figura 13: Curvas de calibracdo para zeaxantina e luteina.
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Tabela 10: Precisdo instrumental UHPLC-PAD (nove inje¢6es consecutivas do mesmo extrato)

Zeaxantina Luteina
Injecéo Area tr Area tr

1 188802 7,453 131866 7,727

2 186442 7,455 130784 7,728

3 186105 7,427 131432 7,701

4 186947 7,392 131372 7,664

5 185236 7,371 130830 7,642

6 184836 7,351 130300 7,623

7 183384 7,332 129696 7,603

8 182528 7,313 129452 7,585

9 182989 7,302 129657 7,573
Média 185252,1 7,377333 130598,8 7,649555556
Desvio padréo 2056,189 0,05814 872,6451 0,059122989
Desvio padréo relativo (%) 1,109941 0,788089 0,668188 0,772894427
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Tabela 11: Precisdo intra-dia e entre dias (quatro extratos foram preparados e injetados cada dia)

Dia de extragéo e Zeaxantina Luteina
Extracdo n° analise por
UHPLC-PAD Area tr (Min) Area tr (Min)
1 1 190698.00 7.26 137826.00 7.54
2 1 174886.00 7.26 126239.00 7.53
3 1 166249.00 7.27 119459.00 7.54
4 1 172805.00 7.26 128859.00 7.53
Média dia 1 176159.50 7.26 128095.75 7.53
DP dia 1 10367.58 0.01 7600.47 0.01
DPR (%) dia 1 5.88 0.06 5.93 0.07
5 2 199087.00 7.29 139263.00 7.56
6 2 194530.00 7.30 138132.00 7.57
7 2 184966.00 7.30 129644.00 7.57
8 2 190124.00 7.30 137720.00 7.57
Média dia 2 192176.75 7.30 136189.75 7.57
DP dia 2 6041.47 0.01 4412.32 0.01
DPR (%) dia 2 3.14 0.06 3.24 0.06
9 3 165656.00 7.30 114023.00 7.57
10 3 172906.00 7.31 121269.00 7.58
11 3 172897.00 7.30 123046.00 7.57
12 3 153545.00 7.30 105871.00 7.57
Média dia 3 166251.00 7.30 116052.25 7.57
DP dia 3 9133.36 0.01 7829.49 0.01
DPR (%) dia 3 5.49 0.09 6.75 0.09
Média dias 1-3 178195.75 7.29 126779.25 7.56
DP dias 1-3 13656.10 0.02 10604.66 0.02
DPR (%) dias 1-3 7.66 0.26 8.36 0.25
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Tabela 12: Precisdo intermediéaria.

) Zeaxantina Luteina

Extragdo n° Dia de Analista Planta:solvente Conc. Conc.
analise (g/mL) tr (Min) tr (mMin)

(ng/g) (ng/g)
1 1 BRL 1.5:3.95 7.29 10.90 7.56 6.56
2 1 BRL 1.5:3.95 7.30 10.67 7.57 6.59
3 1 BRL 1.5:3.95 7.30 10.14 7.57 6.14
4 2 AMC 2.0:3.95 7.30 10.24 7.57 6.57
5 2 AMC 2.0:3.95 7.29 11.02 7.56 6.97
6 2 AMC 2.0:3.95 7.30 11.19 7.57 6.84
7 3 LAC 2.5:3.95 7.33 8.92 7.59 5.65
8 3 LAC 2.5:3.95 7.31 10.30 7.58 6.38
9 3 LAC 2.5:3.95 7.31 10.41 7.58 6.50
Média 7.30 10.42 7.57 6.47
DP 0.01 0.67 0.01 0.39
DPR (%) 0.13 6.44 0.12 6.03
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Tabela 13: Estabilidade de trés extratos mantidos a 25 °C no escuro, injetado ao longo de 72 h.

Extrato n°/hora® Zeaxantina Luteina
Area tr (Min) Area tr (Min)

Extrato 1 0 h 190698 7.26 137826 7.54
Extrato 1_24 h 181983 7.30 134814 7.57
Extrato 1_48 h 171547 7.32 128713 7.59
Extrato 1_72 h 175028 7.23 130800 7.50
Média 179814 7.28 133038.30 7.55
DP 8454.09 0.04 4074.04 0.04
DPR (%) 4.70 0.51 3.06 0.49
Extrato 2_0 h 174886 7.26 126239 7.53
Extrato 2_24 h 167733 7.31 122732 7.59
Extrato 2_48 h 163705 7.32 121790 7.59
Extrato 2_72 h 165194 7.23 121776 7.50
Média 167879.50 7.28 123134.30 7.55
DP 4958.19 0.04 2117.63 0.04
DPR (%) 2.95 0.58 1.72 0.57
Extrato 3_0 h 166249 7.27 119459 7.54
Extrato 3_24 h 156146 7.31 114125 7.58
Extrato 3_48 h 151412 7.32 111996 7.59
Extrato 3_72h 151695 7.26 111987 7.52
Média 156375.50 7.29 114391.80 7.56
DP 6930.18 0.03 3524.70 0.03
DPR (%) 4.43 0.43 3.08 0.43

& A partir do horério da primeira injecéo (0 h)
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Figura 14: Cromatogramas de UHPLC-PAD a 450 nm da injecdo de um extrato representativo em 0, 24, 48 e 72
h apds a preparagao. O extrato foi mantido no escuro e a 25 °C. Coluna C18 150 x 3,0 mm, 1,8 pm (Zorbax Eclipse
XDB-C18, Agilent, EUA). Fases moveis: dgua (A) e etanol (B), no seguinte gradiente: 80-100% B (0-20, 30 min).

Volume de injecdo: 5 pL. Temperatura de analise: 35°C.
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Os resultados da validacdo analitica sdo compativeis com os observados para amostras
complexas (Song, Carlson, Valenzuela, Chao, & Pathipaka, 2022; Sartori et al., 2022; Machado
et al., 2018), evidenciando a qualidade do método desenvolvido. O método UHPLC-PAD
também foi seletivo para zeaxantina e luteina devido a pureza espectral confirmada pela
deconvolucgéo dos picos correspondentes na amostra de milho (Fig. 9). Além disso, as amostras
apresentaram boa estabilidade, com DPR para a area do pico e tr abaixo de 5% (Fig. 14 e Tabela
12).

4.6. Aplicacdo do novo método para diferentes amostras de gréo de milho

O procedimento analitico otimizado e validado foi aplicado a diferentes amostras de
grdos de milho, tanto comerciais quanto tradicionais, selecionados por pequenos agricultores
ao longo do tempo. As amostras de milho 5 e 6 (13,45 e 13,39 ug/g, respectivamente), ambas
variedades tradicionais cultivadas por pequenos agricultores, apresentaram as maiores
concentracdes de zeaxantina, superando os graos de milho de marca comercial (Fig. 15-16 e
Tabela 14). Para a concentracdo de luteina, os graos que apresentaram os melhores resultados
foram a amostra 4 e a amostra 1, ambas comerciais (10,08 pg/g 8,53 pg/g, respectivamente -
Fig. 13).
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Figura 15. Quantificacdo de zeaxantina e luteina em diferentes amostras em base seca.
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Tabela 14: Quantificacdo de zeaxantina e luteina em diferentes amostras de gréo de milho.

Amostra

Concentracéo

zeaxantina (ug/g)

Concentracdo luteina (ng/g)

1. Amostra comercial 1
9.21+£0.99 8.53+0.94
2. Amostra comercial 2
8.19+0.52 4.84+0.31
3. Amostra comercial 3
5.22 +0.95 3.78 £ 0.77
4. Grao de milho variedade BM888 (FCA
3.15+0.63 10.08 + 1.34
—UNESP)
5. Milho crioulo de grdo roxo com casca
13.45+0.72 5.84 £ 0.33
roxa
6. Milho crioulo de grdo amarelo
13.39+£0.65 2.60+£0.18
(EPAGRI - SC)
7. Milho crioulo de grao avermelhado
4.99+0.10 3.31+0.23
com casca amarela
8. Milho crioulo de gréo rajado com
4.40+0.25 5.43+0.16
casca amarela
9. Milho crioulo de gréo rajado com
3.72+£0.24 1.35+0.08
casca vermelha
10. Milho crioulo de grdo amarelo e preto
3.01+0.28 1.51+0.15
com casca avermelhada
11. Milho crioulo de grdo amarelo com
2.75+£0.14 0.98+0.04
casca vermelha
12. Milho crioulo de grdo amarelo com
2.14£0.05 1.19+0.04
casca amarela
13. Milho crioulo de grdo amarelo com
1.93+0.09 1.11+£0.04
casca avermelhada
14. Milho crioulo de grdo roxo com casca
1.22 +0.07 0.98 +0.03
vermelha
15. Milho crioulo de grdo vermelho com
0.66 + 0.03 0.14 +0.00
casca amarela
16. Milho crioulo de gréo roxo (Ibitiboca —
- 0.38 £ 0.02

MG)
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Figura 16: Amostras de milho crioulo.

Os valores obtidos para as concentracdes de zeaxantina (0,66 a 13,45 pg/g) e luteina
(0,14 a 10,08 pg/g) em base seca em graos de milho sdo consistentes com os relatados na
literatura (0,05 a 3,75 pg/g para zeaxantina e 1,98 a 27,93 ug/g para luteina) (Kurilich & Juvik,
199 9; Scott & Eldridge, 2005). Portanto, milho e derivados podem ser as principais fontes de
zeaxantina, em comparacdo com outras fontes de xantofilas. Na farinha de milho, obtida a partir
da moagem de grdos de milho secos, foram observados valores entre 5,31 ¢ 9,40 ug/g de
zeaxantina e entre 0,01 ¢ 2,10 pg/g de luteina (Murillo, Meléndez-Martinez, & Portugal, 2010;
Perry, Rasmussen, & Johnson, 2009).
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram que um meétodo altamente eficiente, simples,
reprodutivel e verde foi alcancado para a quantificacdo de zeaxantina e luteina em gréos de
milho. Uma ampla comparagdo considerando os paradmetros tradicionais de extragdo e
separagdo (por exemplo, extracdo de zeaxantina e luteina e eficiéncias de separagdo, erro
experimental e rendimento da amostra) em conjunto com parametros ambientais (por exemplo,
consumo de solvente e energia e impacto ambiental dos produtos quimicos envolvidos)
demonstra a vantagem do método proposto para a quantificacdo de zeaxantina e luteina sobre
0 método de referéncia AACC 14-50 e trés outros métodos comparativos selecionados para
cobrir uma variedade de abordagens (por exemplo, diferentes técnicas de extracdo, numero de
etapas, solventes). O método proposto foi aplicado a 16 amostras de grdos de milho,
demonstrando a variabilidade das concentracGes de zeaxantina e luteina em graos de milho de
diferentes origens, dois dos quais com teores de protetor ocular de zeaxantina acima de 13 pug/g.
Estas variedades poderiam ser selecionadas para a produ¢do ampliada de milho rico neste tipo
de componente. Por ser altamente eficiente e utilizar apenas agua e etanol compativel com
alimentos, o procedimento apresentado poderia ser escalado para escala industrial e servir de
base para a purificacdo dessas importantes substancias bioativas para a producdo de extratos

enriquecidos a serem incorporados em formulacdes nutracéuticas.
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