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RESUMO

virios métodos analiticos foram desenvolvideos conm
a finalidade de se obter procedimentos simples, rapidos e
scdnomicos para a determinagdo de pré~-vitamina A em alimentos.
Neste trabalho foram avaliados trés desses métodos, a saber:
COST91, IVACG e RODRIGUEZ-AMAYA et alii simplificado. 08
alimentos escolhidos foram couve, cenoura, mamic e tomate, devido
as suas caracteristicas distintas guanto & COmpOsSigaoc de pro-
vitamina A. As principais deficiéncias apresentadas pelo método
recomendado por COST9l fdram a extragdo incompleta e &
saponificagdo dréstica. Outra grande falha do método fei a ndo
separagdo entre o- € g-carcteno, e a nado consideracdo daw~ € B8~
criptozantina e Y-caroteno. No método apresentado pelo IVACG, a
extragio foi insuficiente apenas para couve; demonstrou-se mais
versatil gue COST9, peis permitiu a separacdo das diferentes
proé-vitaminas. Dos procedimentos de saponificacdc sugeridos pelo
IVACG, a saponificagdo & fric confirmou ser a técnica mals
aconselhdvel. 0 método de RODRIGUEZ~-AMAYA et alii simplificado
mostrou-se o mais indicado, principalmente pela sua simplicidade

e exatidio.

Independente do nétodo cromatografico empregado,
o= coeficientes de absorgdo s30 ukilizados nos calcules das
concantracgdes dos carotendides. Sendo assim, foranm determinados
os valores dos coeficientes de absorcdo, de algumas pré-vitaminas
A e carotendides, ainda inexistentes ou gue apresentam uma

discrepancia nos dados da literatura.

Desde gque os c¢ls-isbmeros possuem uma atividade
vitaminica menor gue a respectiva forma trans hd uma preocupagso
sobre a necessidade da separagdo dos isémeros das prd-vitaminas A

na determinacdo do real valor de vitamina A dos alimentos. Neste

®i



trabalho 12 frutas, algumas de diferentes ciiltivares, e 11
hortalicas oruas e 7 cozidas, totalizando 198 amostras, foram
analisadas em duplicata fornecendo uma visdo mais ampla da
ocorréncia natural dos cis-isOmeros das pro-vitaminas. A presenga
de isBmeros foi confirmada por cromatografia de coluna aberta e
por CLAE. As frutas puderam ser clagsificadas em doils grandes
grupos: (1) aquelas gue tinham o B-caroteno como principal pré—
vitamina e, (2} aguelas nas quais a g-criptoxantina predominava.
Cis-isémeros nac foram encontrados em caja, mando BS0lo e
Taildndia, maracuid, pitanga e acerola. Tragos de 13-cis-B -
carotenos foram encontrados em algumas amostras de néspera € manga
Tommy Atkins e Haden. abricé, buriti, nectarina, pésseqgo
Diamante e uma variedade chilena e pegul apresentaram 05 jsdmerocs
13-cig & 9-cis do B-carotenoc. Nectarina, péssego e pequi também
+inham neo-g-criptoxantina (provavelmente 13=-¢is). Utilizando o
procedimento de calculo atualmente'adotadc em todo o nundo, ©
valor de vitamina A fol calculado com e sem & separacgic dos
jeBmeros. Uma superestimacdo de apenas 3-10% de equivalentes de
retinol occorreu quando a separagic de isOmeros ndo fez parte da
andlise, indicando dessa forma que a separacdo de isfmeros nio &
importante para as frutas frescas. Por outro lado, todas as
hortalicas "in natura” analisadas, exceto tomate e Cenoura,
apressntaram cis-isdmeros. O valor de vitamina A calgculado sen e
com a separacgdc dos lsdmeros, mostrou uma superestimagdo de 10~
22%, gquando oz isdmeros ndo forawm separados. Todas as hortalicgas
cozidas analisadas, inclusive cenoura, apresentaram isdmeros de
pro-vitaminas A, ficando a superestimacio do valor vitaminico
guando os isémercs nao sdo separados entre 5-20%. Desta forma, a
separagfo de lsdmeros @ necesséria para a maioria das hortaligas,

tanto Yin natura" como cozidas.

pevido a outras fungdes fisiocldgicas, observadas
mais recentemente, a composigdo completa de carotendides de
algumas frutas brasileiras também foi determinada. O abricd
{Mammea americana L.) apresentou varlagdes guantitativas waiores

gue aguelas normalmente encontradas em frutas. Violaxantina, B-



carocteno e B-apo~&'-carcotenol alternavam COmMoO carotendide
principal. Além disso, sua composigdo revelou-se atipica, devido
3 concentracdo elevada de g-apo-i0'-carotenal e a presenga de um
noveo garotendide, g~apo~8t-carotencl, també&n presents en
concentracbes apreciéveis. A estrutura desse carotenéide foi
elucidada utilizando-se a espectometria de massa (EM}. O valoyr de
vitamina A encontrado (483 RE/100g) fol alte devido a guantidades
elevadas de g-—caroteno e g—-apo-10'=carotenal, gue sdo pigmentos
gque possuem as maiores atividades vitaminicas (100%). Pela sua
estrutura o g8-apo-8'-carotenol fol considerado também uma pro-
vitamina com atividade semelhante ao g-apo-8'~-carotenal (72%).

No  buriti (Mauritia Ivinifera Mart.} foram
identificados oito carotenos (13-cis-a-carcteno, a-caroteno, 13-
cis- g-garoteno, g~caroteno, 9~cis-s~caratenc; r ~caroteno, B-
zeacarotenoe e y-carctene} e apenas uma xantofila (zeaxantina}. O
¢~ e f-carotenc foram os pigmentos majoritarios, com 80,1 & 35%,8
nyg/g, respectivamente (16 e 70% dos carotendides totais). Devido
a grande guantidade, especialmente de g-~caroteno, o valor né&dioc
de vitamina A encontrado foi de 6489 RE/100g, o qgue torna ©

puriti uma das malores fontes de pré-vitamina A.

0 pequi & comumente citade como uma fonte rica em
pro-vitamina A, entretanto a espécie Caryocar villosium acusou um
valor médio relativamente baixo, 63 RE/100g. Isto porgue o
principal pigmentc, a zeaxantina (56% do total de carctendides) &
inativa, e a B-criptoxantina (31% do total de carctendides)
possui apenas 50% de atividade. - Os ocutros pigmentos
identificados, em pequenas guantidades, foram O s~carotenoc, 13-

cis-p-carcteno, B-caroteno, r-caroieno e neo-f ~criptoxantina.

Em nézpera foram encontrados: 13-wis-8 -caroteno,

a~caroteno, r~caroteno , neurosporeny, g -criptoxantina, 5,6+
monospoxi- § -criptoxantina, violaxantina, auroxantina o
neoxantina. B8-Caroteno e B-criptoxantina foram os principais

pigmentos representando 45% e 27%, respectivamente, de um total



de carotendides de 17,7 ug/g e os gue mals contribuiram para o
valor de vitamina A de 178 RE/1004g.

0s carotendides identificados no pésseyo cultivar
Diamante Fforam: 13-cis-g-caroteno, #-caroteno, 9-cis-B-caroteno,
r-carcteno, neo-p-criptoxantina, g ~criptoxantina, violaxantina,
auroxantina e luteoxantina. 0s primeiros sete carotendides foram
também encontrados na variedade chilena, além de luteina e
zeaxantina. A B~criptoxantina foi o pigmento majoritdrio neos dols
casos, representando 75% no péssego Diamante e 43% na variedade
chilena. O valor médio de vitamina A encontrado foi de 55 RE/100g
e 73 RE/100g para o cultivar Diamante e para a variedade chilena,

respectivanente.

O0s frutos da nectarina apresentaram a seguinte
composigio: 13-cis-B-carotenc, B-caroteno, g~cis-B ~caroteno, -
carotenoc, neo~ 8 —criptoxantina, g -criptoxantina, luteina,
zeaxantina, viclaxantina, mutatoxantina e auroxantina. O pigmento
predominante foi a g-criptoxantina , representando 41% do
contetdo total de carotendides (9,6 ng/g). Devide a peguena
quantidade de pigmentos, o valor de vitamina A encontrade fel de

apenas 54 RE/1009.

xiv



SUMMARY

Many analytical methods have been developed with
the purpose of establishing a simple, rapid and economic
procedure for determining the provitaming A in foods. In the
present study, three methods were assessed: those of CO5TS1,
IVACG and RODRIGUEZ-AMAYA et alii simplied. Kale, carroi, papaya
and tomato were chosen as food samﬁles because of their distinct
characteristics in terms of the provitamin A compoesition.
Incomplete extraction and drastic saponification were the
principal deficiencies of the CO0ST91 method. In addition, «- and
g~carotene eluted together and g-cryptoxanthin and y-carotene
were not considered. For the IVACG method, the extraction was
insufficient only for kale; it was more versatile than that of
cosT91, since the different provitamins were separated. Of the
different saponification procedures, c¢old saponification was
confirmed to be the best technigue. The RODRIGUEZ~AMAYA et alii
simplified method proved to be the method of choice, principally

for its simplicity and accuracy.

Irrespactive of the cromatographic process
ubilized, the absorption coefficients are used for the
calculation of the concentrations carotencids. Thus, coefficients

hitherto unestablished, or are discrepant in current literature,

were determinad..

Since the cis-imomers have lower blological
potency than the corresponding trans-garotencids, concern has
been raised over the necessity of separating the isomers of
provitamins A so as to determine the vitamin A wvalue of foods
more accurately. In this paper 12 fruits, some of different
cultivars, 11 fresh vegetables and 7 cooked vegetables, totalling
198 samples, were analyged in duplicate, to get an idea of the
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natural ocurrence of cis-isomers of provitamins A. The presence
of isomers was confirmed by open column chromatography and HPLC.
The different fruits can be divided into two main groups: (1)
those having g-carctene as the principal provitamin, and (2)
those with g-cryptoxanthin as the major provitamin. Cis-isoners
of provitamins A were not found in "cajd", papaya cultivars Solo
and Tailandia, passionfruit, "pitanga" and West Indian cherry.
Traces of 13-cis-~ B -carctene were observed in some samples of
loguat and mango cultivars Tommy Atkins and Haden. 13~Cis- and 9-
cis-B -carotene were found at low levels in mamey, Yburiti®,
nectarine, peach cultivar Diamante and Chilean peach and "pegui”.
Nectarine, peach and "peqgqui" had neo- B —cryptoxanthin, probably
13~cis. Utilizing the currently employed calculation procedure,
the witamin A walues of the fruits were caldulated, with ang
without isomer separation. Overestimations of only 3-10% of the
retinol equivalents occurred when the isomers were not
individually guantified, indicating that isomer separation is not
necessary in the provitamin A determination of fresh fruits. On
the other hand, the fresh vegetables, except tomato and carrot,
had cis-~isomers. Overestimations of 10-22% were obtained when
individual quantification of isomers was not accomplished. All
cooked vegetables analyzed, including ecarrot, had igomers of
provitamins A, the overestimation being 5-20% when the Iisomers
were not separated. Thus, isomer separation appears to be

necessary for most vegetables, fresh or cooked.

considering the other physiclogical functions, the
complete carotenoid composition of some Brazilian fruits was
determined. Mamey (Mammea americana L.} showed guantitative
variation greater than normally found in fruits. Violaxanthin, g -
carotene and g-apo-8'~carotenol alternated as principal pigment.
Moreover, for two reasons, the composition was atypical: the
presence of g-apo-10‘'-carotenal, especially at high levels, and
of a new carotenoid, B-apo-~8'-carotencl, alsc presant in
appreciable amounts. Mass spectrometry unegquivecally proved the
structure. The vitamin A value (483 RE/100g) was high because of
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substantial amounts of g-carotene and B8-apo-10'-carctenal, the
pigments with the highest vitamin A activity (100%). With its
structure, the g-apo-8'-carctenocl was considered a vitamin A

precursor with activity similar to B-apo-8'-carotenal (72%).

In Mbouriti" (Mauritia wvinifera Mart.) eight
carotenes {13-cis-a ~carctene, ¢-carotene, 13-cis-8 ~carotene, £~
carotene, 9-cis-g-carotene, g-carctene, g—zeacarotene and y-
carcotene) and only one xantophyll (zeaxanthin) were identified.
a~ and B-carotene were the principal pigments, with 80.1 and
369.8 wng/g, respectivetly (16 and 70% of total carotenold
content). The vitamin A value, 6489 RE/100g, was high because of
the high amounts of g-carotene, making "uriti® one of the

richest sources of provitamin A.

"pequi® is usually cited as a rich source of
provitamin A. The Caryocar villosium species, however, presented
a low vitamin A wvalue, 65 RE/100g. This is because the major
pigment zeaxanthin (56% of the total carntencid content) is
inactive, and g-cryptoxanthin (31% of the total carotenoid} has
only 50% activity. The other pigments identified, in small
amounts, wers: g-carotene, 13-cis—-B -~carotene, B-carotene, L~

carotene and neccryptoxanthin.

13-Cis~ g =-carotane, B -carotene, r-carotane,
naurosporens, g ~cryptoxanthin, 5,6-mono-epoxy—#$ ~cryptoxanthin,
violaxanthin, auroxanthin and neoxanthin were found in loguat. B-
Carotene and g-cryptoxanthin were the principal pigments,

representing 45% and 27%, respectively, o©of a total carotenoid
content of 17.7 ng/g. Both were the major contributors to the
vitamin A value of 179 RE/100g. '

The carotencids encountered 1in peach cultivar

Diamante were: 13-clg-g-~carotene, B-carotene, g~cis-g ~carotensg,

r~carotene, neccryptoxanthin, g~cryptoxanthin, violaxanthin,
auroxanthin and luteowanthin. The first saven carotenolds were
also found in the Chilean variety, besides 1lutein and

zeaxanthin. In both varieties, B-cryptoxanthin was the principal
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pigment, beiny responsible for 75% of the total carcotenoid in
Diamante and 43% in the Chilean peach. The mean vitamin A value
wasg 55 RE/100g and 73 RE/100g for the Diamante and Chilean fruit,

respectively.

13-Cis~8 ~carotene, B-carotene, 9-cis-8-carotene,
r-carctene, neacryptoxanthin, g-cryptoxanthin, lutein,
zeaxanthin, violaxanthin, mutatoxanthin and auroxanthin were
identified in nectarine. B8~Cryptoxanthin was the major pignment,
accounting for 41% of the total carctencid content (9.6 ng/g).
Considering the low plgment level, the wvitamin A value was low,

54 RE/100qg.
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1. INTRODUGAQ

Os carotendides tem sido objeto de investigacdes
por mais de um século. Mesmo assim, existem ainda pontos de
discordancia e falta de informagdes em outros. Portanto,
aproveitando a rigueza natural prasileira em carctendides, o

presente trabalho pretende preencher algunas dessas lacunas.

HA muito tempo temos assistido discussdes sobre a
importéncia da vitamina A e as linhas de agao gue podem Sar
tomadas para combater a @ sua deficiéncia. Entretanto, a
nipovitaminose A ainda persiste comc um problema nutricional
sérico nos paises em desenvolvimento. pevido ao alto custo de
alimentos de origem animal, uma grande parte da vitamina A
fornecida pela dieta encontra-se na forma de pré-vitamina A,
proveniente dos allmentos de origem vegetal, como frutas,

hortaligas e legunes.

Muitos esforcos tem sido feitos visande a
determinac8o correta dos valores de vitamina A nos alimentos,
considerando~se gue esta andlise ndo & uma tarefa facil. Existe
um grande nimero de carotendides na natureza e os alimentos
variam consideravelmente na sua composigdo guali e guantitativa.
Além disso, nem todos 08 carotendides possuem atividade pro-
vitaminica A e agueles gue sdo ativos apresentan atividades

difarsntes.

varios procedimentos analiticos, incluinde as
téenicas mails modernas, tem sido empregados para a determinacio
de pré-vitaminas A, Sabendo-se, no entanto, que essas técnicas
avancadas sic multo onerosas, alguns métodos foram desenvolvidos
a fim de se obter técnicas mnals simples, ripidas e mais

econdmicas, sem prejuizo da confiabilidade dos resultados.



No Brasil, o método desenvolvido por RODRIGUEZ et
alii (1976a) tem sido usado para a determinagdo da composigio
complaeta de carctendides e com base nas cohcentraqées das pro-
vitaminas e utilizando as respectivas atividades, os valores de
vitamina A sic também calculados. Para determinar somente as pro-
vitaminas, pode ser utilizada uma versdo simplificada do método.
o referido procedimente simplificado 34 fol comparado e
demonstrado ser superior ao método oficial da AOCAC {Association
of Official Analytical Chemists) (RODRIGUEZ-AMAYA et alii, 1988}
bem como comparavel com wmétodos gue utilizam cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CARVALHO et alii, 1992). Uma das
vantagens do método descrito & gqgue © mesmo pernite ajustes de
acorde com a natureza da amostra, mas a principal é que todas as
pré-vitaminas podem ser determinadas separadamente, permitindo a

obtencdo de valores mals exatos de vitamina A.

Neste +trabalhe foram avaliados os métodos de
COST91 (BRUBACHER et alii, 1985) e IVACG (1987) em comparagdc ac
métode de  RODRIGUEZ-AMAYA et alii sinplificado. A COST
(Cooperation Europeenne dans le domaine de la recherche
scientifigue et Technigue)] e o IVALG {(International Vitamin A
consultative Group) sido entidades de renome internaciconal que
rambém reconheceram a necessidade de métodos mais adequados com

vistas & obtencdo de resultados mais consistentes.

Na natureza os& carotenéides s5e apresentam
normalmente na sua forma mais estdvel que € a configuracio trans,
embora algumas formas ¢is possam oCorrer naturalmente, Desde dus
os isémeros possuem atividade vitaminica menor gue as respectivas
formas trans, aumenta a preocupagac gquanto a necessidade da
separagdo e quantificagao individual dos isémeros das proé-
vitaminas A para uma determinagao mais exata do valor vitaminico
dos alimentos. Esta operagdo, entretanto, nao 8 facil de ser
realizada. Utilizando cromatografia de coluna  aberta, &
necessaria uma recromatografia das fracgdes Iiscladas das proé-
vitaminas em colunas de MgO:hiflosupercel em colunas de Ca(CH)q

e, especialmente no caso da segunda c<oluna, a eficiéncia =



repredutibilidade da separagdo dependenm consideravelmente da

experiéncia e habilidade do analista.

Mesmo com o grande potencial e poder de resolugdoc
que a cromatografia liguida de alta eficigncia (CLAE) apresenta,
as condicbes de andlise ainda nao estdo bem estabelecidas.
somente duas colunas parecem ser eficientes na separagdo dos
isdmeros do a- e f-caroteno: Vydac 201 TP C1l8 e Ca(OH) 3, ampbora
esta ultima tenha gue ser empacotada no laboratério. A separagio
dos isémeros das outras pré-vitaminas por CLAE ainda nao foi
reportada. Mesmo com uma boa separacic dos isdmeros das pPré—
vitaminas, a determinacio da concentragio absoluta &
problemdtica, pois devido a susceptibilidade dos carotendides a
isomerizacdo = oxidac8o, & dificil manter os padrbes estévels e a

obtencdo de padrdes de cis-isdmeros & extremamente dificil.

Ooutros preblemas, come a Formagio de cis-isdmeroes
durante a andlise e 0O desconheéimento dos valores dos
coeficientas de absorcgic desses isdmeros, Ja que a concentracdo &
calculada espectrofotometricamente, fazem com gque antes da
introducio de uma etapa de separagdo das formas isoméricas num
método oficial de andlise, se deva ter uma visdc mais ampla da

ccorrédncia natural de cis-isdmeros de pré-vitaminas.

com sua grande extensao territorial, sujeita a
diferentes condicdes climdticas, o Brasil possul uma grande
variedade de frutas e hortaligas, o que proporciona condigdes

ideais para um estudo da ocorrdncia de isdmeros de prd-vitaminas

A¥

Além das & conhecidas, outras fungbes tem sido
também atribuidas aos carotendlides, sendo a mais destacada sua
posaivel ag¢do inibidora de certos tipos de cancer {MATHEUS~ROTH,
1985: COLDITZ et alii, 1985; BENDICK, 1989a,b; ZIEGLER, 198%;
KRINSKY, 1989). Como tais fungdes nio sao restritas somente &s
pré-vitaninas, a abordagen ideal envolveria determinagdo da
composiclo completa desses pigmentos, poréam a analise torna-~se

neste caso mais complexa e demorada.



2. 0BJETIVOS

Os principais objetivos deste trabalho sdo:

{1} Avaliar e comparar métodos de determinagdo de carctendides

pro-vitaminicos, para paises em desenvolvimento.

(2} Verificar a incidéncia de cis isdmeros em frutas e hortalicas
nacionais, a fim de avaliar a real necessidade da separacgdo
dessas formas isoméricas para um cdlculo mais exato do valor de

vitamina A.

(3) Determinar a composigido completa de carotendides de frulas
nacionais, principalmente de algumas frutas nativas e outras
ainda nio estudadas, ou com poucos dados a respeito da composigdo

de carcotendides.



3, REVISAO BIBLIOGRAFICA

'3.1. Metodologia para a Determinagio de Pro-vitaminas A

A atividade pré-vitaminica A & uma das principais
funcdes desempenhadas pelos carotendides. Principalmente em
paises em desenvolvimento a deficiéncia de vitamina A & um
problema de saide plblica, pois devide ao alto custo de alimentos
de origem animal, gue sdc fontes de vitamina A (retinol, acido
retindico, éster de retinila, retinal, 3-desidroretinol}, grande
parte da populagdo & impossibilitada de consunir esse tipo de
alimento. Neste caso, os carotendides podem chegar a contribulr
com npais de 80% das necessidades de vitamina A (SIMPSON, 1983}.
Em paises desenvolvidos, a contribuicdo das prdé-~vitaminas, embora
menoy, ainda & significativa,chegandc a 50% nos EUUA e 30-%0% na
Inglaterra (WITSCHI et alii, 1970; THOMPSON, 1965j).

Infelizmente, 08 resultados encontrados na
iiteratura sobre o conteldo de carotendides proé-vitaminicos, e,
consaguentenante, o valor de vitamina A necessitam Seyr
reavaliados, principalmente devido as dificuldades analiticas
inerentes (ZACARIA et alii, 1979; BEECHER & KHACHIK, 1984y
UNDERWOQOD, 1984; BUREAU & BUSHWAY, 1986; RODRIGUEZ-AMAYA, 1985,
1989) Tais dados sdo muito importantes na vreformulagdo das
tabelas de composigfio de alimentos (TABELA 1) onde muitos dos
teorss apresentados  s&o dizscrepantes. Essas  tabelas  sao0
ferramentas indispensiveis para profissionais, principalmente da
Area de safide, tentarem ninimizar ou solucionar © problema da

hipovitaminose A.



TABELA 1: Valores de vitamina A de algumas frutas e hortaligas,

Tabelas de Composigio de Alimentos.

abtidos de

valor de vitamina A {UI)

alimento
Taiwan Japio ¥Filipinas ISA . FAD INCAP Brasil
a b
cenocura 13000 4100 18500 11600 11667 11767 131000 11000
nespera SO0 400 - 670 1291 433 430 -
manga 2100 - 2580-4225% 4800 3130 2100 - 2200
maméo 1580 L 425 1750 1180 367 370 -
pimentio
verde 4000 ieD 280 420 2917 1567 245 2000
vermaelha 8500 1100 1785 21600 11000 1567 -~ 6500
paREsego tr - o 1330 410 17 400 3750
abSbora 200 340 - 1800 1308 30646 3500 2500
cagul 1800 65 2500 271G 1600 2500 - 2508

referéncia: TSOU et alil {1984)

INCAP-ICNND - LEUNG & FLORES {19561)

a Tabela de Composigdo de Alimentos - IBGE - ENDEF (1985}

b Tabela de Composigio Quimica dos Alimentos - FRANCO ({19%92]



Cerca de 800 carotendides j& foram isolados e
mais de 600 tem suas estruturas elucidadas. No entanto, os
carotendides gue ocorren em alimentos ndc atingem nem a metade
desse nlmero, e agueles que podem ser convertidos em vitamina A
ne organismo sfc mais ou menos 50 (BAUERNFEIND et alii, 1972;
GOODWIN & BRITTON, 1988) (FIGURA 1). Para atuar como precursor de
vitamina A, ¢ carotendide deve apresentar pelc menos um anel g~
icnona nio substituido, ligado a uma cadeia lateral poliénica de
pelo menos 11 carbonos. Isso deixa bem claro gue nem todos os
carotendides tem atividade vitaminica. E evidente, também, gue
nio hé necessidade em se determinar a composiclc completa de
carotendides para se avaliar o teor de vitamina A, basta apenas

separar e guantificar os pré-vitaminicos.

Existem varios rfatores que dificultam a obtengao
de dados confifvels sobre o teor de prd-vitamina A. Devido &
prépria natureza dos carotendides, muitos cuidados devem ser
tomados durante a andlise, especialmente com relagdo & exposigao
ac oxigénio, lug, calor e &cidos que promovem aldm da perda dos
carotendides, a formacgdo de artefatos. A esses cuidados inclui-~se
o uso de solventes livres de impurezas (perdxidos, acidos, etc),
rempo de andlise o menor possivel, aplicagio de atmosfera inerte
e o useo de antioxidantes. Além disso, as amostras de alimentos
poden  variar amplamente tanto na composigdo qualil CoOmo
guantitativa. Todos esses fatores dificultam em se estabelecer um
método geral para a determinagio do valor vitaminico A.
EITENMILLER {1989} numa revisic sobre desenveolvimento das
metodologias para a determinagdo de vitaminas, classificou os

métodos para carotenos come conflitantes.

Independente do nétodo utilizado para a
determinagio da carotendides pro-vitaminicos, este deve
apresentar alguns requisitos indispensédveis para a obtencio de
dados confiaveis, como: (1) separacioc individual dos carotendides
atives e de suas respectivas formas isoméricas; {2) eliminagao
dos carotendides inativos, evitando dessa forma a superestimagio

do valor vitaminico; (3) medidas para evitar perdas e formagdo de
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FIGURA 1: Estrutura dos retinois e de alguns carotendides

pro-~vitaminicos.



artefatos durante a andlise; e (4) adeguacdo do mé&todo & natureza
da amostra a ser analisada (RODRIGUEZ-AMAYA, 1989). A medida gque
essas exigéncias sio cumpridas, & claro gue a execugio do nmétedo
se torna cada vez mais dificil, porém peguenas sinplificagdes
podem ser introduzidas, desde gue ndo prejudiguem o resultado

final.

Os primeiros procedimentos para a determinagdoc do
valor de pré-vitamina A baseavam~s2 no contelldo total de
caroctendides, calculado através da absorgdo no comprimento de
onda maximo do B-caroteno. A falha do método & imediatamente
sentida & mnedida que a TABELA 2 & considerada. Em muitos
alimentos hd& um grande nimero de carotendides e por vezes o0
principal carotenéide ndo é ativo, como no caso de tomate, goiaba
2 mamdo.

Postericormente, o valor de vitamina A passou a ser
calculado baseando-se na chamada “fragio de f-caroteno” ou
vearotenc total. O método recomendado pela AOAC (DEUTSCH, 1990)
e o recomendado pela COSTY1 baseam-se exatamente nessa abordagen.
Essa aproximagdo & apropriada se for considerado gue © g-caroteno
& o carotendide mais amplamente distribuido na natureza e & o dque
possul a malor atividade pré-vitaminica. No entanto, em alguns
alimentos, nessa frag8oc existen quantidades significativas de
carotendides com atividades prd-vitaminicas menores, como tambén
carotendides inativos, resultande na superestimagdo do valor de
vitamina A. Por outro lado, podem existir carotendides ativos que
nio estio incluidos nessa fracio, assinm subestimnando
significativamente o valor de vitamina A, como por exenplo en
ca’u, mamdo e abbdbora {RODRIGUEZ-AMAVA, 1989).

Métodos para uma determinacgdo mals exata do valor
de wvitamina A foram desenvolvidos, baseando-se na separacioc e
guantificagdc individual de teodas as pré-vitaminas, considerando-
se a atividade de cada uma delas. S8c os métodos recomendados
pelo IVACG (1987) e por RODRIGURZ-AMAYA et alil {1988}, baseado
no métode de RODRIGUEZ et alii (1976a) para a composigfo completa
de carotendides.



TABELA 2: Composigdo de carotendides e valor de vitamina A de frutas e hortaligas.

alimanto total carot. prdé-vitaminico outros carot. valor vit
carch. (% contribuigio para © carot. principal RE/100g
{ug/qg) wvalor de vitamina A)
mhdbora
cv"Menina 79,6 a-caroteno {22%) 2,5,6,7, B~carctenc B862,4
Verde™ B-caroteno {76%) 10,11.,12,
mutatocromo {-) 21,22
a-criptoxantina (1%)
g~carotenc {(—)

gv”RBaianinha® 317.8 a-carotenc {9%) 3,5,6,7; f-carotens  4317,3
B~carotenc {I1%) 16,12,13,
a~criptoxantina (-} i5,18,22,

5, 5-epoxi-f~carotenc{-) 23,25%
mutatocromo {—}

v Tetgukaboto™ 52,3 g-carotenc {1%) S,10,11, luteina 295,6
f-carptenc (73%) 12,14,.17, g-carcteno
B-criptoxzantina {26%) 18,22,23,
mutatocromo 24,25
cizg-§~caroteno {~}

ovtExposigio” 46,0 p-carotenc {~) t.10,11, luteina 287,5
B-caroteno (26%) 13,17,21, p-carctenoc
a~criptoxantina (3%) 23,24
g-criptoxantina {-)
mutatocrome {(~}
criptoflavina (-}

Caja 25,8 a~caroteno {9%} %,10,25% iuteina 186,7
B-carotenc {14%) g~carotenc
p-criptoxantina (74%) g-criptoxantina
criptoflavina (8%}

Goiaba

oy P LAC—-4" 62,1 g-caroteno {10%} 6,8,19, licopeno 61,7
y-maroteno (-} 20,25

Mamio

ov " ocomam” 11,0 g-carotenc (18%) & g-eripto- 111,7
f-zeacaroteno (1%} zantina
g, 6-apbxi-f~criptoxan~
tina{l5%)
g~criptoxantina (60%)
criptoflavina (6%)

cvTFormosa 40,5 B-carotenc {43%) 1,6,8 licopeno 143,3
5, 6-aepoxi-B-cripto-

xantina {15%})
f-~criptoxantina {(41%)
oveSalo” 34,8 g-carotenc {34%) 6,8 licopeno i24,2

y-caroteno (1%)

5, f-epoxi~B~oripto=
xantina {-)

B-criptoxantina {65%)



cv*Tailindia” 60,1 g-carotenc (28%) 1,6,8 licopenc 136,56
5, 6~epoxi-B-cripto-
zantina (15%)
g-criptoxantina (59%)

Manga

cw"Bourbon” 14,3 g-caroteno {97%) 3.6,12, g -carcoteno 138,2
mutatocroms (-~} 1is luteoxantina
g~criptoxantina (3%)

cv'Extrema” 30,5 g-carctenc {99%) 3,112,186, g-carctanc 43G,5
mutatocromo () 21
g-oriptoxantina {1%)

cv”Hadan” 13,9 g-carotenoc (96%) 3,6,12, g-caroteno 11%,3
mutatocroma {~) 16,21 iutsoxantina
g~criptoxantina (4%)

e’ Ouro” 24,0 g-caroteno {98%) 3,6,12, f-caroteno 307,3
mutatocroma (-} 16,21
G-oriptoxantina

cvTommy Atkins™ 19,2 g-caroteno (S98%) 3,6,12, g~caroteno 223%,7
g-criptoxantina (2%} 16,21

Cajt

cv*Amarelo® 1.4 ao~carotano {—) 2,3.4,6 f~caroteno 14,0
g~caroteno {65%) B-criptoxzantina
g~criptoxantina{30%)

cv*Vermelhov 3,4 g~caroteno () 2,3,4,6 B~caroteno 37,6
g-carctenn {73%) g-criptoxantina
B-criptozantina [25%)

Tomate

cv¥Santa Cruz” 41,4 g~carcteno {93%) 6,8,3 licopens 90,8
y-carctena {7%)

Hortaligas 1,0-10%,8 R-caroteno {100%) 10,21,24 luteina is,7

folhosas 8-criptoxantina (-} g-carotenc a

(16 difersntes) gwcripto— 1838,1

xantina

reforancia: RODRIGUEZ-AMAYR {1939}
(-} contribuigdo desprezivel

{Lyanteraxantinajy {2Z)aurocoome; {3)auroxantina; {4)criptocromoy {(3)A~zeacarolbenc;
{6)L~caroteno; (7)cis-B-carcteno; (83licopeno; {(%jcis~licopens; (10Ylutainag
{1l}eis-luteina; (12)luteoxantina; {13)cis-luteoxanting; {14)flavoxantina; {13)cis-
flavexzantina; (l&)mutatoxantina; {17)neoxantina; (18)neurosporanc; {1945,6,5',86"~
diepoxi-g-carctenc; (20318, 8~apoxi-f-carotens; (2lyviolaxantina; {22jcis~violaxantina
(23 taraxantina; {24}zeaxantina; (25)zeinoxantina.
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Mais recente sfio os métodos desenvolvidos com a
utilizacdo da CLAE (cromatografia liguida de alta eficiéncial, no
entanto, ainda ndc hd nenhum método estabelecido capaz de separar
rodos os carotendides pré-vitaminicos e suas diversas formas
isom@ricas (REEDER & PARK, 198735 ZACARIA, 19792; STANCHER & ZONTA,
1982; BUSHWAY & WILSON, 1982; BUSHWAY, 1986; SPEEK et alii, 198%;
QUACKENBUSH & SMALLIDGE, 18986; EDWARDS & LER, 198%6; CHANDLER &
SCHWARTZ, 1987; QUACKENBUSH, 1987; KHACHIK & BEECHER, 1985%;
LESELLIER ef alli, 198%; PETERSSON & JONSSCON, 19%0; O'NEIL gt
alii, 1991; PHILIP & CHEN, 1988b; HEINONEN, 1990} .

3.1.1. Método recomendado pela ACAC

roi um dos métodos mais utilizados para &
determinagdo de pré-vitamina A en alimentos (método 941.15 da
ROACY (DEUTSCH, 1990). Basicamente o método consiste na extragao
com acetona e hexano, filtragdo, lavagem com Agua e ajuste do
extrato a um volume conhecido. A solucdo & aplicada em uma coluna
cromatografica de Mgl (ativaﬁo):hiflosuparcel {1:1). Os carotenos
afioc eluides com acetona/hexano (4:96), = absorbancia lida a 43¢
am e o resultado & expresso em Ul (unidades internacionais) ou mg
de g-cavoteno. Os dados para carptencs e valor de vitamina A
encontrados nag tabelas de composigio de alimentos foram obtridos

a partir desse nétodo.

nevido a sua simplicidade, aparentemente & um
método vantajeoso. No entanto, tem sido muito criticado, citado
muitas vezes como um natodo inadeguado para a determinagidn de
9réwvitamina A (REEDER & PRRK, 1875: SIMPSON & CHICHESTER, 1981y
CECCHI & RODRIGUEZ-RMAYA, 1981a; RODRIGUEZ~AMAYA, 1985; SIMPSON
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et alii 1985; SIMPSON & TSOU, 19867 QUACKENBUSH & SMALLIDGE,
1986; RODRIGUEZ~AMAYA et alii, 1988; TEE & LIM, 19%1a,b).

GEBHARDT et alii (19?7), trabalhando con péssego,
compararamn © método da AOAC e um proposto pelos autores,
envolvendo SEePpAaragao &m coluna aberta empacotada con
MgO:hiflosupercel (1:3) e Mg (OH),:Ca{OH)z (1:8), utilizando
concentracdes crescentes de acetona en éter de petrdleo. O valor
de vitamina A foi de 2983 UI/100g pele método da AQAC e de
apenas 535 UL/100g pelo método proposto. 08 autores pbhservaramn

- gue na fragldo de caroteno da AOQAC, além do Bg-caroteno, haviam g~
criptoxantina e outros carotendides poli-hidroxilados, © gue

explicava o alto valor de vitamina A encontrado.

Em 1979, ZAKARIA et alii encontraram por CLAE um
valor de vitamina A de tomate, considerando apenas o g-caroteno,
s assumiram gque este valor era 15 vezes menor do gue seria o
obtido pelo métedo da ADAC. Os antores nio realizaram a
determinacio de acordo com a ACAC e basearam a superestimagdo no
contefido de licopeno, gue, na realidade, ndo & quantificado pelo

método da ADAC.

BUSHWAY & WILSON (1282) conpararam OS5 valores de
vitamina A obtidos pelo método da AOCAC e um método utilizande
CLAE, duse gquantificava apenas o~ @ g-carctenc. Os resultados
obtidos pele método da AOAC foram sempre superiores, & a
justificativa dada pelos autores & gue na técnica utilizando
coluna aberta, carotendides sem atividade ou com atividade menor

gue a do g-carctenc eram eluidos da coluna e guantificados como

B-caroteno.

QIMPSON et alii (1983) comparando 08 resultados
encontrados pelec método da AOAC e métodos por CLAE, observaram
gus para algumas frutas e hortaligas tinha~se resultados
semelhantes, enguanto gue para outros ocorria uma superestimagdo
do valer vitaminico. Tomande como bhase 08 dados da pesguisa,
STMPSON & TSOU (1986) classificaram as frutas = hortaligas emn
trés grupos {TABELA 3}. HNo grupo {1) estariam agueles onde ©

13



TAEELA 3¢ Classificaglo de frutas e hortaligas ssgundo a composiglo de

carotendides prd-vitaminicos.

grupc alimentos

1 couve, alface, espinafre, repolho,
pimentdc verde, tomate, coentro,

patata-doce, aipo, melio, marmelo

2 cencura, abbbora

3 manga, mamdo, laranja, pessego,

carambola, pimenta

referénoia: SIMPSON & TSOU (1986}

id



método da AOAC poderia ser aplicado sem gualguer modificagdo; no
grupe (2} aqueles que necessitam de gradiente durante a
cromatografia, para possibilitar a separagao dos diferentes
carotenéides pro-vitaminicos; e no  grupo (3) agueles gue

precisam, além do gradiente, uma etapa de saponificagéc

RODRIGUEZ-AMAYA et alii {1988) determinaram a
composigdo da fragao obtida pelo método da ACAC de wvarios
alimentos e constataram a presenca de pré-vitaminas menos ativas,
como ¢-caroteno, p-zeacaroteno, uwcriptoxantina,B~criptoxantina 2
y-carotenc, assim COmo carotendides inativos, como B8-carcteno e
zeinoxantina, gue eluem juntamente com O g-caroteno. Ooutra falha
do método & o usc de uma guantidade fixza de solvente para a
extragio, nado levando em conta a natureza da amostra, 0 gue pade
ccasionar uma extragdo incompleta dos pigmentos. Além disso, a
jeitura da solugdo & feita a 436 nm, que nido representa o©
comprimento de absorgao maxima do g -caroteno., Ssgundoe O3
resultados obtidos por RODRIGUEZ~AMAYA et alii (1988), © mé&todo
da AOAC apresentou resultados comparavels para couve e tomate,
guando comparado cam O método proposto pelos autores, no entanto

foi trés vezes maior em abdbora, € dobrou com relagdc a0 Mamao.

TEE & LIM (1991b} chegaram as mesmas conclusdes
faitas poxr RODRIGUEZ~AMAYA (1989) e SIMPSON et alii (19853) guando
compararam o8 dados encontrados pelo método da AOCAC e um metodo
desenvolvide por eles, utilizando CLAE, enm 40 hortaligas & 14
frutas da Maldsia. Dependendo da conposigido de carotendides, o©

método da AQAC sub ou superestimava o valor yvitaminice dos

alimentos.
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3.1.2. Método recomendado pela COSTI1

A COST91 & uma organizagdc inaugurada com &
participagio de cientistas europeus gue gsentiram a necegsidade de
melhores métodos padronizadeos, em virtude da falta de dados
confiidveis em relacio ac valor nutricional, & distribuigdo e ao
efeito do processamento scbre as vitaminas nos alimentos.
cOST91 (BRUBACHER et alii, 1983) descreve trés procedimentos

diferentes gue dependen do material a ser analisado:

Procedimento A: Determinagio do total de carotancs

em alimentos prontos para o Consumo.

procedimento B: Determinagdo do total de carotenos

em frutas, hortalicas e materiais de origem vegetal inalterados.

procedimento C: Determinagdo do total de carctenos

em bebidas, sucos de frutas e preparagdes & base de frutas.

Nos trés procedimentos o8 carotenos sio recolhidos
em uma Gnica fragdo e calculados como B-carotenc. Carctenos
homdlogos e isdmeros néo s&o separados, ja que segundo os autores
as guantidades de a-carotenc e isémeros presentes nos alimentos

s3o muito peguenas, tornando a separagfic desnecessaria.

No procedimento A, 2 amostra & saponificada com
hidréxido de potassio 50% em etanol, éter de petrélec (30°9-60°C)
& hidroguinona, deixando a mistura em banho-maria por 30 minutos,
com agitacio, a uma temperatura de aproximadamente 60°c  sob
refluxe de nitrogénio. ©Os pigmentos sadc extraidos com éter
etilico com adicBc de &gua e agitagdo. Ap6s separagdo das fases,

uma aliguota & retirada e lavada com éter saturado com agua, para
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a remocio do A&leali, evaporada em evaporadeor rotatdric e

submetida & cromatografia.

No procedimento B para amostras secas {abaixo de
15% de umidade}, de 1,5 a 3,0 ¢g sf@o deixadas em una mistura de
hexano ou &ter de petrdleo e acetona (70:30) por uma noite, sob
atmosfera de nitrogénio. A saponificagéo & feita com solugdo
metandlica de KOH 40% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Apés adigBc de &gua e separagdo das fases, a porcdo orgdnica 2
colocada a volume e uma aliguota & tomada e evaporada em

evaporador rotatério, seguindo-se entdo a cromatografia.

Para anostras frescas, como frutas e hortaligas,
10 g s&¢ tomadas e extraidas com trés porgdes de 50 nL de
scetona. O extrato combinado & colocado a volume e uma aliguaota &
entdo saponificada da mesma forma como descrito anteriormente
para amnostras secas. Apds adigdo de hexano ou éter de petréleo, a
mistura & lavada com Agua, para a remogdo do dlcall e da acetona,

e evaporada.

No procedimento C, cerca de 50 mb (ou gramasg) da
amostra & agitada com 200-400 nL de cloroférmio por 30 minutos. A
emulsio formada & entdo centrifugada e a fase aguosa desprezada.
0 extrato clorofdérmico & filtrado e uma aliguota & concentrada

para a cromatografia.

Nos trés procedimentos, a agua residual & removida
pela adigdo de etancl e apds evaporégéo, o residuo & dissolvido
em hexano e novamente evaporadoe para a remogdo de tragos de
etanol. O residuc & finalmente dissolvido em hexano ou dter de
petrdlec 2 aplicadce em coluna cromatografica, empacotada com
Al,05 desativada. A fragdc de carotenos & eluida, sem o auxilic
de vaAcuo, com hexano ou éter de petrdlen. As wantofilas devem

permanecer no topo da coluna.

A quantificagdo & feilta utilizando-se o valor da
abzorbancia a 450 nm e o valor de 2590 e 2600 para o coeficiente

de absorgic em hexanc ou éter de petrdleo, respectivamente.
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Segundo RODRIGUEZ-AMAYA (1989} e RODRIGUEZ ~AMAYA &
FARFAN  (1981), existem no método etapas gue podem ser
simplificadas, eliminando a possibilidade de degradagdo pelo
excessive manuseio da amostra. Em amostras onde a guantidade de
g-~carcteno & significativa, como por exemplo em abbdbora e
cenoura, pode cCcorrer uma superestimagio do valor de vitamina A.
por outro lado, em amostras gue apresentam a g-cyiptoxantina como
principal pigmento, como no caso do mamdo, o valor vitaminico &

subestimado.

Por ser um método recente, nao existe ainda na

literatura trabalhos de avaliacio do masmo.

3.1.3. Método recomendado pelo IVACG

Entre as propostas do IVACG, alédm da preparagio de
relatdrics mostrando a distribuicdc e magnitude da hipovitaminose
A, estd a dos métodos analiticos para uma determinacio mais exata

dos teores de vitamina A enm alimentos.

0 método recomendado pelo grupo inicialmente se
praocgupa c¢om & inativacio das enzimas PpoY brangueamento. A
extracio & feita com acetona em liguidificador, e © homogeneizado
transferido para um funil de vidro sinterizado., Sucessivas
porgdes de acetona sio adicionadas para completar a extragdo., O
extrato & transferideo para um funil de separag8o com agua e
hexano, agitando vagarosamente € deixando em repousa até
separagdo das fases. A fass de acetona & agua & colocada num
sequndoe funil de separagdo & re-extraida com porgdes de hexano,
duas ou trés vezes., Os extratos de hexano sao compbinados, lavados

con dgua, para a retirada da acetona, @ concentrade em evaporador
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rotatério. Neste ponto o extrato pode ser cromatografado ou ir

para a saponificagao.

A saponificagio & feita com igual volume de uma
solucao metandlica de KOH 5-10%, e pode ser realizada a frio ou a
guente, com ou Sen evaporagdo do hexano. O extrato saponificado &
transferido para um funil de separagdo com hexano @ lavado comn
porgSes sucessivas da dgua, até a remogao completa do alcali.

Apbés concentragdo, segue-se a separagio cromatografica.

Diferente da técnica empregada pelo método de
rosT91 e da ADAC, no método 'de IVACG os carotendides sao
separados individualmente em c¢oluna aberta, empacotada com
MgO:hiflosupercel (1:1). Os extratos nioc saponificados s&o
eluidos com 50 mi de acetona 10% em hexano, enguanto gue 0S8
saponificados reguerem para a separacio gradiente de solvente,
ster etilico & acetona em hexano. A concentracdo & calculada
através dos maximos de absorgdo e dos correspondentes valores de

absortividade (DAVIES, 1976).

Assim comoc o método de COST91, nic fol encontrado

na literatura nenhum +rabalho utilizando o método do IVACG.

3.1.4. Matodo rescomendado por Rodrigusz-~Amaya et alii

0 método foi desenvolvido para a determinagac
completa de carotendides (RODRIGUEZ et alii, 1976a), mas para a
determinacio apenas das pré-vitaminas pode  ser bastante
simplificado (RODRIGUEZ~AMAYA et alli, 1988). Basicanente
consiste na homogeneizagao da amostra (a guantidade depende do

contetde de carotendides) enm ligquidificador conm acatona fria,
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seguido de filtragdc. A operagao & repetida até que o residuc se
torne incolor. Os pigmentos s8&o transferidos para o é&ter de
petréleo, em funil de separagio, adicionando-se pequenas porghes
da solugdc de pigmento en acetona ao &ter, seguida pela lavagem
com &gua para a retirada da acetona. Neste ponto o extrato &

concentrado e sague para a cromatografia ou entdo & saponificado.

A saponificagdc & feita com igual volume de KOH
10% em metanol por uma noite, & temperatura ambiente. O extrato
saponificado & colocade enm funil de separacgdo e lavado com varias

porces de dgua até eliminacio do &lcali, e concentrado.

0e pigmentos sdo separados individualmente,
utilizando coluna de MgO:hiflosupercel (1:1) desenvolvida com
concentracbes crescentes de acetona em éter de petrdleo {1-15%} »
As fragdes s8o recolhidas e lavadas com Aagua para remover &
acetona, e para a retirada da Agua residual, WNaz504 anidro £
adicionado. As fragldes sao evaporadas em evaporador rotatério,
ndo permitindo que a temperatura ultrapasse OS 15%C e colocada a
volume. A concentracdo dos carotendides & calculada através dos
néxinos de absorcao e dos correspondenteas valores de

absortividades (Aiin} tabelados por Davies (1976},

Existem na literatura varios +rabalhos enpregando
este método, ndc sb para a determinagio do valor de vitamina A,
mas também para a determinagao completa de carctendides en
alinentos brasileiros (CECCHI & RODRIGURZ~AMAYA, 1981a,b; PADULA
of alii, 1983; RODRIGUEZ-~AMAYA et alii, 1%83; PADULA & RODRIGUEZ-
AMAYA, 1988, 1987; PENTEADO et alii, 19886; CODOY & TRODRIGUEZ-
AMAYA, 1987, 1839, 1991 ; RAMOS & RODRIGUEZ~AMAYA, 1987; ATMEIDA &
PENTEADO, 1987a,h, 1988; ARIMA & RODRIGUEZ~AMAYA, 1888, 19307
PENTEADO & ALMEIDA, 1988; SANTOS et alii, 1988; HIANE & PENTEADOC,
i989; RODRIGUEZ-AMAYA & KIMURA, 1989; MERCADANTE & RODRIGURZ~
AMAYA, 1989, 1990, 199la,b; KIMURA et alii, 1990, 19%91; TRUJILLO
et alii, 19807 CAVALCANTE & RODRIGUEZ-AMAYA, 1992; RODRIGUEZ~
AMAYA & TAVARES, 1932). )
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Ainda para a separagdo de isfmeros, O método adota
uma recromatografia das fragoes isoladas em coluna de Ca(CHjp
{Mallinkrodt) (BICKOFF et alii, 1949), degenvolvida  conm

diferentes concentracbes de é&ter etilico em éter de petrdleo.

3.1.5.Métodos por cromatografia liguida de alta eficiéncia {CLAE)

Muitos wmétodos para a determinagao de pro-
vitaminas A, utilizando CLAE vém sendo reportadcs na literatura.
Vantagens como rapidez, simplicidade, eficidncia na separagao,
reprodutibilidade e exatiddo, tem sido atribuidas a essa

tacnica.

A grande maloria dos métodos utiliza ceolunas de
fase reoversa (RP-C18) (ZACARIA el alii, 1879; MATUS et alii,
1981; BUSHWAY & WILSON, 1982; HSIEH & KAREL, 1983; TAKAGY, 1985;
BUSHWAY, 1985, 1986&; BUSHWAY et alii, 19867 BUREAU & BUSHWAY,
1986; QUACKENBUSH & SMALLIDGE, 1986; BPEEK et alii, 1986, 1988;
FISHER & KOCIS, 1987; PEPPING et alii, 19887 BIACS et alii,
1989}, principalmente pelo menor risco de formagio de artefatos
em colunas menos polares (LAMBERT ot alii, 1985). Colunas de MgO
nic sioc estéveis, segundo VECCHI et alii (1981), entretanto se
mostraran bastante eficientes na separacdo de carotendides de
fyrutas citricas (STEWART, 1877a,p). Silica, assim como também em
coluna aberta, promove degradagao dos carotsndides dentro da

proépria coluna (RRAUMAN & GRIMME, 1881} .

Ac fases moveis mais utilizadas sao combinagdes de
acetonitrila, netanol, tetrahidrofurano, cloroférmic e hexano
nsadas isocraticamente, J& gue a eluicdo por gradiente requer
longos periodoes entre as corridas para equilibragdoc do sistema
(ZACARIA et alii, 1979; NELIS & LEENHEER, 1983).
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Todavia, segundo RODRIGUEZ-AMAYA (1989}, numa
revisio wminuciosa sobre a determinacdoc guantitativa de pro-
vitamina A, a CLAE necessita de miito aprimoramente, mesmo porque
o zeu potencial nao tem sido todo aproveitado e ©S resultados

apresentados utilizando essa técnica sido divergentes.

Fmbora sempre citada como uma técnica rapida,
muitas vezes 08 passos qus anteceden o) procedimento
cromatografico séoc longos e trabalhosos (ZACARIA et alii, 1979).
Alguns autores tentam uma preparagdo de amostra mais répilda,
exwcluinds principalmente a etapa da saponificag@o (BUSHWAY &
WILSON, 19827 HSIEH & XAREL, 1983; PHILIP et alii, 1988} ,n0
entanto, essSes procedimentos nic podem ser ytilizados para
alinentos gue possuam quantidades apreciiveis de ésteres de pro-

vitaminas, como no caso de mnando.

A maioria dos trabalhos se 1imitam a guantificar
apenas o f-caroteno {a~carotenc e g-criptoxantina ocasionalmente)}

e mesmo assim os dados se mostram conflitantes.

REEDER & PARK (1975) foram OS primeiros a
degenvolver um método por CLAE para a determinacac de pro-
vitamina A em suco de laranja. © método reguer duas colunas, uma
de Al;03 para o~ € g-caroteno e outra de silica para B~
criptoxantina. STEWART {1977a,b) simplificou o método utilizando
apenas uma coluna de Mg(G, com um gradiente de cluicdo de acetona-

hexand.

RUSHWAY & WILSON (1982) elaboraram uma metocdologia
por CLAE para & determinacio de a- e Bg-caroteno em hortaligas. O
mesmo método fol empregado por BUREAU & BUSHWAY (1986) en 22
fFrutas e hortaligas;, determinando também a g ~criptoxantina.
ouatorze desses alimentos tiveram valores de wvitamina A ben
diferentes daguales relatados em tabelas de composigioc de

alimentos dos EUA.

SPEEK et alil (1988) determinaram o valor
vitaminico A de 55 frutas e hortalicas da Tailandia, utilizando

um método por CLAE anteriormente desenvolvido por eles (SPEEK et
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alii, 1986) e em geral o valor de vitamina A encontrado fol menoyr
gue o relatado no nThai Food Composition Table” de 1978. A mesma
metodologia foi empregada por PEPPING ot alii (1988) modificando
apenas a fase mével, para determinar o conteldo de a-~ 2 8 ~

caroteno de varios alimentos do oceste da Africa.

QUACKENBUSH & SMALLIDGE {1986) desenvolveram um
sistema por CLAE ,utilizando fase reversa @ metanocl-cloroféralo
{9:1) como fase mbvel, onde era possivel separar as principais

pré-vitaminas, assim como algumas forma isoméricas.

PHILIP & CHEN (1988hb) trabalhando com frutas,
compararam o método de coluna cenvencional e CLAE guantificande
g-caroteno, g-criptoxantina e os ésteres de criptoxantina. Os
resultados obtidos por CLAE foram na sSua maioria superiores aos
por coluna aberta. GREGORY et alii (1987) ja haviam conseguido
uma boa resolucgdo de ésteres de carotendides inativos por CLAE,
demonstrando a potencialidade da técnica na separagdoc dos ésteres

de pré-vitaminas,

MEJIA et alii (1988) determinaram © valor de
vitamina A de 5 diferentes cultivares de pimenta, ntilizando
CLAE. HNo geral oS resultados foram superiores aos encontrados na
rapela de ocomposicgic de alimentos do México e menores dgue o5
apresantados pele INCAP/ICNND (LEUNG & FLORES, 1961} .

pgtilizando fase reversa 2 gradiente, formadoe por
ama mistura terndria de solventes, HEINONEM et alii {(1989)
determinaram © teor de vitamina A de 60 frutas e hortalicas.
Prosseguinde o trabalho, HEINONEM (1990) determinon, utilizando &
mesma técnica, o valor vitaninico de diferentes cultivares de

canouras.

TEE & LIM {(1991b) comparayam O m&todo oficlal da
AGAC com um método por eles desenvolvido utilizando CLAE, em 40
hortalicas e 14 frutas. Principalmente [Dos alimentos onds
guantidades expressivas de outros carotendides prévvitaminiccs
estio presentes, o valor de vitamina A obtido pelo método da ACAC

fol bem inferior ac obtido por CLAE. Por outro lado, em alimentos
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onde a concentragao de g-caroteno & expressiva, ocorreu o

inverso.

CARVALHO et alii (1%%2) compararam um método por
CLAE, utilizando fase reversa, @ gquantificagdo por padronizagao
interna e externa, com o método por coluna aberta de RODRIGUEZ-
AMAYZ et alii (1988) para a determinagio de pré-vitamina A. 08
autores obtiveram a nesma performance utilizando as duas

t&onicas.

Poucos foram os métodos que apresentaram boa
resolucic, principalmente en relagdo aos isdmeros das pro-
vitaminas, e existe dificuldade na obtencdo de padrdes adeguados
para uma calibragdo correta. A normalizagdo 0U © calculo da %
das Areas dos picos a partir da area total, conduzem a falsos
resultados, 1J& que as diferentes pro-vitaminas apresentan
diferentes coeficientes de absortividade & méximos de ahsorgic en

diferentes comprimentos de onda.

padrdes de a=- e B~caroteno sdo ©OS mais comumsnte
encontrados no comércio, mas estudos feitos por QUACKENBUSH &
SMALLIDGE (1986) e CRAFT et alii (1990} demonstraram a grands
variagioc no grau de pureza desses padrdes (0,6 a 88,7%) entre
alguns dos mnalores distribuidores. Os padrdes sa0 altamente
instAveis {(VECCHI et ajii, 1981y QUACKENBUSH & SMALLIDGE, 1886;
THOMPSON,  1986;  RODRIGUEZ-AMAYA,  1989) @ sofrem  rapida
degradagdo. PadrDes para as outras pré-vitaminas, que naoc sao
comercializados, sio frequentemente obtidos de fontes naturais e
purificadoes utilizando eolunas abertas ou coletados apfs varias
injegdes no CLAE, atilizando de preferéncia colunas preparativas
{I8AKEN & FRANCIS, 1989). Por isso a padronizaglo interna possul
algumas vantagens sopre a padronizagao evterna, e para tal
KHACHTK & BEECHER (1985) utilizaram decapreno- § —carotenc e
QUACKENBUSH & SMALLIDGE (1286) e CARVALHO et alii ({1982} o©
Sudani. '
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1.1.6. Isdmeros de prd-vitaminas A

Os carotenéides existem na natureza sob a forma
mais estavel gue & a configuragao trans. No entanto algumas
formas cisz podem OQCOrIrar naturalmente (GOODWIN,1876j. Os dois
primeiros carotendides mna rota biocssintética, fitoeno e
fitoflueno, existem predominantemente na configuragdo 15-cis. A
presaenga de pequenas quantidades de cis-isémeros de outyos

carotendides tem sido cada vez mais reportada na literatura.

A ismomerizagdo & uma das propriedades largamente
conhecidas dos carotendides, e 0S8 isémeros Sao por muitos
pesquisadores considerados artefatos, formados durante o
processamentc & as etapas analiticas (SWEENEY & MARSH, 1970; LEE
&% AMMERMAN, 1974; OGUNLESI & LEE, 1979; CHANDLER & SCHWARTZ,
1987, 1988). Segundo LAWRENCE et alii (1588) hd uma malor
tendadncia & isomerizagdc do g -caroteno qgue a degradagao.
condicdes de aguecimento e pH baixo favorecem 2 jsomerizacdo dos
carotendides, e isso ocasiona uma diminuigio da cor e redugdo da
potencialidade dos carotendides ativos cono precursores
vitaminicos (ZECHMETISTER, 1949; DEUEL, 1957; STNGLETON et alii,
1961; GORTNER & STNGLETON, 1861; SWEENEY & MARSH, 1971a,k, 1973}.
Extensivos estudos feitos  por ZECHMEISTER (1944, 19607,
observando os efeitos da 1uz e deo aguecimento sobre padroes de
trans-carotendides, estabeleceram {due Ppor razbes estéricas dos
pigmentos a formacdo das configuragdes g-cig & 13-cis eranm
favorecidas (FIGURA 2} . TSUKIDA et alii (1981) e VECCHI et alil
(1981) £izeram um detalthamento desses rearranjos para © B8~
caroteno.

0 uso de agentes neutralizantes na etapa de
extracido, na tentativa de neutralizar os &dcidos que S&a0 liberados

durante a preparagdo da amostra, faz parte de uma série de
métodos (CURL, 19862, 1864, 1967; STEWART & WHEATON, 1973
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Trans-A3-carctenc

13~gis~/3~caroieno

Qg-gis~-A~caroteno

15~gis -4 ~caroteno

¥TCURA 2: Estrutura dos principais istmeros do g-carctenc.
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STEWART, 1977a,b; BUSHWAY & WILSON, 1982 STANNCHER & 20NTA,
1982; NOGA & LENZ, 1983; BUSHWAY, 1985; BURFEAU & BUSHWAY, 1986;
KHACHTK et alii, 1986; PHILIP & CHEN, 1988a,b; DEUTSCH, 19%80). No
entantc SCHWARTZ & PATRONI~KILLAM (1985), utilizande CLAE, ndo
detectaram a presenca de 1someros cig em solucdes de ps-caroleno
em dter de petrdleo, mantidas em solugdes tampao COm faiwxa de pH
de 1 a 7, indicande gue @ acidez dos alimentos nac era
responsavel pela isomerizacic do $-caroteno. RODRIGUEZ-AMAYA et
alii (1988) tambén constataram a ndc necessidade do uso desses
agentes neutralizantes, desde gue a andlise seja feita no nmenoer
tempo possivel, COm 05 carotendides protegidos da juz e de altas

temperaturas.

Com o processamento de frutas e hortaligas, vArios
antores obsarvaram a redugdo da forna trans éom o concomitante
aumento das formas isoméricas (PANALAKS & MURRAY, 1970; SWEENEY &
MARSH, 1971ib; LEE & AMMERMAN, 1974; OGULENSI & LEE, 198795
CHANDLER & SCHWARTZ, 1987; QUACKENBUSH,_lQB?), seqgundo SWERENEY &
MARSH {1971b) houve uma perda de 15~35% do valor de vitamina A,
ocasionada pela conversao do trans-g-caroteno para S5Suas formas
isoméricas em hortaligas processadas. LAWRENCE et alii (1988)
verificaran gue durante O processamento térmice de batata-doce
coorreu a formagdo de isdmeros, predominantemente do 13~gis—-B -
caroteno, e a quantidade formada estava relacionada com &

saveridade e ¢ tempo do tratamente térmico,

J& gue 0 valor de vitamina A pode ser reduzido
pela conversao das formas pré-vitaminicas trans em cis, peis os
cis-isbmercs apresentan atividade vitaninica menor (ZECHMEISTER,
1962) (TABELA 4}, & separagido e quantificacgio devem S8r feitas
sndividualmente para cada isOmero (BICKOFF et alii, 19497 SWEENEY
& MARSH, 1270; GERHARDT et alii, 1977; SCHWARTZ & PATRONI~KILLAM,
1985; CHANDLER & SCHWARTZ, 1987; LESELLIER et alii, 1983 CRAFT
ot alii, 1990; PETTERSSON & JONSSON, 1990; O NEIL et alii, 1991;
SALEH & TAN, 1991; RODRIGUEZ-AMAYA & TAVARES, 1992).

os métodos utilizadoes para  a separagas €

guantificagdo de isémeros, no entanto, sio dificels e pouco
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TARELD 4; Bloatividade dos isdmeros das principais pri-
vitaminas A.

proé~vitaminag kicatividade (%)a
13~cis~a~caroteno 13
trans~g-carotenoc 50~54
Gueoig-g-carotenc i6
13-cig-f-caroteno . 53
trana-f-—carvcteno 100
G-cig-B-carotenc 38
15~gis-f~carotens ned
trans~Y—-carotenc 2742
nag-—y-caroteno 18
trans—B-criptoxantina 57
nea-ﬁucriétoxantina U 27
nao-f~criptoxantina A 42

R RUEL ef alii {1944, 1945) e ZECHMEISTER (1962)
nd - nio dasterminado
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reprodutiveis. Métodos utilizando cromatografia de coluna aberta
necessitam de recromatografia das fracBes lscladas en colunas de
MgO:hiflosupercel en colunas de Ca{QH})y ou Cca{0H) ,~Mg (CH)
{BICKOFF et alii, 1949; PANALAKS & MURRAY, 1870; SWEENEY & MARSH,
1570; LEE et alii, 1981, 1984; SADOWSKI & WOJCIK, 1983; EDWARDS &
LEE, 1986; LEE, 1988; RODRIGUEZ-AMAYA & TAVARES, 1592) .

Tm 1970, SWEENEY & MARSH desenvolveram um método
para & separagas de j{séuerocs de o-— e §-caroteno em hortaligas,
recromatografando separadamente as fracbes isocladas em coluna de
MQG:hiflnsupercel {(1:2), am coluna de Ca (OH) z-Mg (OH) 2
desenvolvida com 0,5~1,5% de p-metilanisol emn agter de petrdleo.
0s principais isdmeros do g-carotenc foram o neo-g-carocteno B & ©
neo—-&~caroteno U, gue eluiram antes e depols do trans p-caroteno,
respectivamente (ZECHMEISTER, 1960). O método foi utilizade por
SWEENEY & MARSH (1971b) para estudar os efeitos do processamento
em hortaligas, & por GEBHARDT et alii (1977) em péssegos. Esses
isémeros mostraram ser O 13-cis & 9=-cis com base nos Seus

espectros de RMN de 'H e 13¢ (TSUKIDA et alii, 1981).

Sequndo  SCHWARTZ & PATRONI-KILLAM  (1985) a
separagdo dos isémeros pode ser feita utilizando Ca(OH)pz COWO
adsorventa em cromatografia de cawmada delgada. Nenhuma forma
isomérica foi encontrada guando aplicou-se padrdes de
a- e B-caroteno trans, o gue demonstra due &as formas c¢is Dnao
foram formadas durante a separacgio. Apalisando hortaligas verdes
e amarelas, 0s autores observaram gue todas as hortalicas frascas
verdes apresentavam isOmeros. sabe-se que a clorofila influéncia
na fotoisomerizagdo de certos carotendides através do mecanismo
de transferéncia de energia = esse & um fator importante a sSer

considerade durante O trapalho com a amostra.

RODRIGUEZ~AMAYA & TAVARES (1992) observaram &
importéncia da separagdoc de cls lsbmeros na determinacio do valor
de wvitamina A de produtos processados de tomate. As anostras "in
natura® nic tinham tais isdmeros. 0s autores concluiran gue, NoS

produtos processados realmente ha uma superestimagido do valor
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vitaminico guando a separagio dos isémeros ndo & realizada, mas
gue 2 magnitude depende de como sao feitos oS8 cdlculos.
nemonstraram a necessidade em se astabelecey as verdadelras

biopoténcias das formas isoméricas.

pevido a alta resolugdo e melhor reprodutibilidade
gue a CLAE apresenta sobre a cromatogratfia de coluna aberta
{RUEDI, 1985}, essa técnica tem sido ultimamente muito estudada
na tentativa de se obter a composicdo completa dos carotendides e
as respectivas formas isoméricas, sem @ necessidade da
recromatografia. Infelizmente nenhum método ainda foi capaz de
satisfazer esse desejo, e & maioria dos rrabalhos encontrados na
literatura sd levam enm consideracdo as formas cis do g-caretenc,
am vezes do o-caroteno também, desceonsiderando as outras pré-
vitaminas. Mesmo guando a separagico dos isfmeros fol obtida, naoe

se determincu a concentracdo absoluta.

As primeiras tentativas para a separagdc de
isémeros por CLAE foram feitas utilizando colunas de Alp0g
(VECCHI et alii 1981) e Ca(OH)j (TSUKIDA et alii, 1982; CHANDLER
&% SCHWARTZ, 1987, 13885 PETTERSON & JONSSON, 19820).

VECCHI et alii (1981) separaran 12 isdomeros de B-
carcteno fotoisomerizado usando coluna de AloO5. Entretanto, para
compansar a nenor seletividade da AlpD; oB relachio ao Cal{OH)z.
varias modificagdes no equipanento faram necessarias,
principalinente para manter a temperatura € & guantidade de agua

da fase mbvel.

TEUKIDA et alii (1982) separaran 17 isdmercs do B-
caroteno produzldos por fotoisomerizagdo, utilizando coluna de
Ca{OH}Z dessnvolvida com 0,1 oOu 0,5% de acetona en hexano.
CHANDLER & SCHWARTZ {1987}, empregando © Resmno tipo de coluna e
acetona:hexano {3:997) como fase movel, separaram isdmeros de -
e g-caroteno de frutas e hortaligas. PETTERSOHN & JONSSON (1990}
na tentativa de uma separacdo mais répida e picos sem caudas na
coluna de Ca{OH),, utilizaram gradiente de sluigic e sistema de

aquecimento na coluna. Fnbora os isémeros tenhanm sido detectados,
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a guantificagdo Foi dada em termos de o- € g-carotenc, sen
distinguir os isOmeros. Esses trabalhos enfatizaram os problemas
em se obter e manter padries de cis-~carotendides para 4
guantificagdo e a sensibilidade do Ca(OH); & agua e outros
aolventes polares. Ainda, a eluicdo final do isdmero do a -
caroteno se sobrepde ao inicio da eluicdo do isbmero do 8-

carobeno.

BUSHWAY {1985), testando 2 colunas de fase normal
(Al,03 e NHp) e 4 colunas de fase reversa C18, obteve
cromatogramas que demonstravan nitidamente a dificuldade em
separar 05 diferentes carotendides e Seus isBmeros,
principalmente devido a complexidade da composicio de

carotendides nos alimentos.

Normalmente a fase movel utilizada para a
separacdo de isdmeros em colunas de fase normal & o n-hexano com
pequenas gquantidades de acetona e isopropanol. Con relagdo & fase
estacioniria poucas sdo as marcas de CA(OH)», gue produzem uma
separagdo eficiente {BCHWARTZ & PATRONT~KILLAN, 1985; CHANDLER &
SCHWARTZ, 1987; CRAFT et alii, 1990}, e seu usc reguer o controle
de uma série de condigdes, porém o© mnails critico & gue eS5S8as

colunas nido Sao ancontradas comercialmente.

A utilizacdo de fase reversa ainda ndo apresentou
com sucesso uma separagdo 4Aos imdmeros, principalmente devido as
caracteristicas similares desses compostos {BUSHWAY & WILSON,
1982; STANCHER & ZONTA, 1982; BEECHER & KHACHIK, 1984 ; GRANADO et

alii, 1991). No entanto, muitos trabalhos empregam esse tipo de
coluna, principalmente pelo fato de sarem encontradas
comercialmente.

QUACKENBUSH & SMALLIDGE {1988) testaram mais de 20
colunas comercialis de fase reversa c18 e €8, e somente 3 colunas
©18 poliméricas demonstraram a capacidade em separar OS5 isbmeros
do g-carotenc, sendo & yydac 201 TP a mais efetiva. Utilizando
esse tipo de coluna € metanol:clorofdrmio (94:6) como fase mbvel,

QUACKENBUSH (1987} analisou alguns alimentos e oS resultados
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confirmaran as observagbes feitas por SWEENEY & MARSH (1870}, gue
em hortalicas verdes a proporgdo de g~¢lis em relagdo ao 13-cis &
maior, enguanto gue em alimentos nidoc verdes O 13~cis & ©
predominante. Os alimentos cozidos apresentavam no geral uma

guantidade de ishmerc 10 vezes maloy gue 0S5 alinmentos Crus.

Cis~-isémeros aparsciam CORO UM ombro e foram
gquantificados com © trans—g ~caroteno por KHACHIK et alii (1986,
18Rpe, 1991, 1992), KHACHIK & BEECHFR (1887, 1988) = HEINONEN et
alii (1989}, utilizando colunas de €18 com gradiente de solventes

para a eluigdo.

CRAFT et alii (1990} compararan 5 marcas de
colunas €18, escolhendo a Vydac 201 TP com metanol:dgua {87:3)
como fase mbvel para a separagdo de igémeros de preparagées
comerciais de g-caroteno. 0 grau de pureza do g-carctenc variou
de 7 a 83%, semelhante ao observado por QUACKENBUSH & SMALLIDGE
(1986} . Os dados gquantitativos foram calculados em porcentagen,
ieto & de forma estimativa, j& gue os isOmeros possuen diferentes
coeficientes de absorgdoc e absorgic maxima 2 diferentes
conprimentos de onda, Para avaliar o© valor nutritive dos

alimentos, a concentragao absoluta & necessaria.

O'NEIL ef alii (19%1) recentemente avaliaram 3
colunas Cis e de Ca(OHjz @ varios sistemas de solventes,
verificando ser a Vydac sg1 TP e a de Ca(OH)p as colunas mals
ofetivas. As colunas de Ca{QH), foram mais eficientes para
separar O 15~gis do 13~cis-B-cavoteno, enguanto gue a Vydac tave

uma melhor resolugdo para separal o 9-cigs do 13-cis~B-caroteno.

Alguns autores relatam ¢gue =2 ntilizacgio de
solventes halogenados promoven a isomerizagio de polienocs
conjugados (MULRY et alii, 1983; PESEK et alii, 1990), no entanto
SALER & TAHN {1991) trabalhande em sistemas COR 2 S8
diclorometanc, um dos solventes mais utilizados enm CLAE, oktinham
a mesma proporgdc de isdmeros, provavelmente pelc peguend tenpo

de exposicdo do pigmento com © solvente.

32



RHACHIK et alii (1989) encontraram gue interagdes
entre as moléculas de carotendides, o solvente de injegdc = a
fase movel podem produzir picos~artefatos na CLAE, os guais podenm
gser confundidos COmo impurezas ou cis—carotendides. Solventes de
injegdn COmo cloreto de metileno, clorofdérmio, tetrahidrofurano,
benzene e tolueno em colunas de C18 desenvolvida com uma mistura
de netanol, acetonitrila, hexano & cloreto de metileno produzen
sases artefatos. A distorcdo dos pice e a formacio de picos

miltiplos pode ser evitada injetando-se amostras concentradas em

pegquencs volumes.

SCHMITZ et alii (198%) foram capazes de separar
cis isdmeros de e € g~caroteno povr cromatografia capilar de
fluido supercritico, mas eS5s€ métode possul certas limitacgdes,
principalmente no gque diz respeito & gquantidade de amostra
injstada na coluna, que & muito peguena. POY outro lado nédo & um
matodo simples e pelos dados apresentados pelos autores (baixa
reselucdo) ndo seria possivel aplica-lo universalmente nem para a
geparacio de rodas as pro-vitaminas, miito menos para & separagao

de suas formas isomdricas.

A separagio de igdmercos da B—criptaxantina por

CLAE ainda ndo fol reportada na literatura.

cig/trans isdHnmeros poden ser inicialmente
identificadeos pela mudanea nos maximos d= absorcic na presenga de
ipdo (LIAAEN-JENSEN, 1871, 1973) e pela presenga do chamado "pico
cis® {2ECHMEESTER,1943; KARRER & JUCKER, 1950; SCOIT, 1964}, 0Os
jsdmeros clis do o- & g-carobenc absorvem 2R comprimento de onda
maximo menor gue & forma trans, aproximadamente 2 a 5 nm para o8
mano-cis, 10 nm para O di~cis e pode chegar & 50 nm para os
poli-cisg (SCOTT, 19647 WEEDON, 1371). O pico cis & um novo maximo
de absorgido na regifo do UV (330-350 nm) e S8 localiza
aprcximadamenﬁa 140 nm, mnedido em hewano e é&ter de petrblieo,
abaixo do comprimento de onda maximo (VETTER et alii, 19731y
DAVIES, 1976). O carotendides nono~cis centrais possuem 8388

pico mals intenso gue os mono-cis laterais.

a3



o valor da absortividade molar no comprimento de
onda maximo e no pico cis varia de isémero para isdmero, & €5Sa
caracteristica gualitativa permite a identificacio, embora naoc
conclusiva, desses conpostos através da chamada Yrazao Qv

{absorgde no comprimento de onda méxino/ absorgdo no pico ciz).

fntretanto ha na literatura muitos resultados
conflitantes no gue concerne a identificacio dos 1isdmeros. Muitos
pesguisadores encontraram em frutas , hortalicas e formulagdes de
p~caroteno, © 13-cis e 9Y-cis como OS5 isémeros predominantes
{CHANDLER & SCHWARTZ, 1987; QUACKENBUSBH, 1987; TSUKIDA et alii,
1982) . BUSHWAY (1986) analisando hortaligas verdes detectou o 9=
cis e o 15-cis, engquanto gue KHACHIK et alii (1986} e KHACHIK &
BEFCHER (1987} 88 © 15-gis (TABELA 5). En estudos mals recentes,
essas fracbes estdo sendo colecionadas en quantidades suficientes
para uma identificacgao mais definitiva por RMN {ressondncia

magnética nuclear) .

para calcular a porcentagem de cada 1somero
presente CHANDLER & SCHWARTZ (1987) adotaram O chanmado ponto
isopéstico a 436 nm, observado quando os espectros de absorgac
dos isdmeros, individualmente obtidos a partir de solucdes de
mesmpa concentragac, sio sobrepostos. Nesse ponto & assumido gue
os valores das absortividades dos isSmeros sdo iguals {RLAUI &
BAUERFEIND, 19281}, © due permite o cidlculo da porcentagem de cada
isénere a partir de uma Gnica curva padrdo, a do trans—g -
caroteno. CHANDLER & SCHWARTZ (1988) fizeram a quantificagio dos
izénmeros de B~caroteno de batata-doce utilizando esse método.
O'NEIL et alii {198%1) encontraram © ponto isobéstico a 410 nm, €
segundo os autores 8553 discrepdncia se dave principalmente a

coeluicidc dos isOmeros e 0S5 espectros obtidoes de misturas, ja& gue

nio ha padrdes puros disponivelis.

Nos poucos trabalhos gue tentaram a gquantificacgio,
somente as porcentagens foram apressntadas. T nenhum estudo por

cLAE os valores de proé-vitamina A foram convertidos en

eguivalentes de retinol.
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TARFLA 5: Isfmeros do f-caroteno reportados na literatura

igfmeros encontrados
refarénelia amostras analisadas

trans O-cis 13-gis 15-gis outros

TSUKIDE et alii (1981) X X X X X g-carotenc
igomerizado

CHANDLER & SCHWARTZ {1887) X h A X X frutas & vegetals,
B-rcarotanc
isomerizado™

JENSEN et alii (1984) X X X X ' g-carptenc
fotoisomerizado

QUACKENBUSE (1987) X X X frutas e vegetals,
g-carotano
LsomErizadoa

BUSHWAY (1985) X X X frutas e vegetais,
R-caroteno
isamerizaﬁoa

KHACHIK ot alii {13%8%) X X vegetals

KHACHIK & BEECHER (1287) X X vegetals

BEN-AMOTZ ef alii (1988) X % algas”

& n_carotenp isomerizade ou por tratamento térmico ou por reagde catalisada por iodo
Dunalislla bardawil
referdncia: Q'NEIL et alii (18391)
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3,2. Métodos Analiticos para & peterminacioc de Carotendides

0s carotenédides sdo os pigmentos mais amplamente
distribuidos na natureza, estdo presentes enm plantas, em alguns
animals, fungos e vactérias. Sdc formados por 8 ynidades de
isopreno (CgHg) unidas por ligagdes tipo ‘fcabega-cauda®, com
excecio da posigio central onde a ligacdo & do tipo “cauda-
cauda. O sistema de duplas ligagdes conjugadas & o responsavel
pela c¢or amarela aoc vermelho dque esS5es pigmentos apresentan.
podem ser classificados en dois grandes grupos: carotenos

(hidracarbonetas) e xantofilas (hidrocarbonetos oxigenados) .

0s carotendides diferem no grau de saturagao,
ciclizacgdo, grupos funcionais e no nimero de carbonos 4o
esqueleto. S&0 pastante susceptivelis a isomerizacio e oxidagado
(DAVIES, 1976; LIAAEN-JENSEN, 1971) .

Devide As vérias fungdes gue lhes =30 atribuidas,
esaes compostos despertaram O interesse de muitos pesquisadores
ewm diversas Areas. Em alimentoz , @& sua atuagdo COmO corante
natural e precursor de vitamina A sdo ben conhacidas.
Recentemente voltaram a ocuparl tugar de destague, devido a
estudos gue demonstram gue alguns carotendides, masmo agqusies gue
ndo possuen atividade pré-vitaminica, exercenm outras fungdes
fisioldgicas, tais como prevengdoc de determinados tipos de
cancer, protegdo da mMucosa contra Qlceras gastricas e aumento da
resposta imunolégica a determinados tipos de infecgdo {(MOS2IK et
alii, 198837 Javor et alli, 1983; ONG & CHYTIL, 1983; MATHEUS~
ROTH, 1985; COLDITZ et alii, 1985; RITEMBAUGH, 1887; BENDICK,
198%a; ZIEGLER, 1289; KRINSKY, 1989). Assim © cOonsumo de

alimentos ricoes en carotendides ten sido recomendado.

sequndo dados de PADULA & RODRIGUEZ-AMAYA (1987},
GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA (1987) e RODRIGUEZ~AMAYA & TAVARES (1992)
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a compeosicdo completa de carotendides & também um parametro
importante, do ponto de vista tecnolégico, j& gue durante O
processanento a cor dos alimentos e sua retengdo dependem do tipo

e guantidade dos pigmentos presentes

Devido a essas informagbes, nuitos autores, & a
alguns anos, vem 5e dedicando para estabelecer uma metodologia
adeguada para a determinacidoc da composigao completa de
carctendides. No entanto ainda existem muitos resultados
divergentes, principalmente en consegquéncia das diferengas
evistentes entre os préprios procedimentos analiticos, =& a

compesicic diversificada dos carotendides nos alimentos.

Fntre os varios capitulecs e revisdes sobre métodos
analiticos para determinag8o de carotendides (LIAAEN-JENSEN,
1971 VETTER et alii, 1971; WEEDON, 1971; DAVIES, 1976; MOSS &
WEEDEN, 1976; GOODWIN, 1980; DE RITTER & PURCELL, 1981; TAYLOR,
1683; TEE & LIM, 199la) poucos Se preocuparam emn estabelecer
pétodos guantitativos. De fato, segundo RODRIGUEZ-AMAYA (1989}, a
maioria dos trabalhos publicados - sobre carotendides 2

essencialmente qualitativo.

~

Devido & susceptibilidade & degradagdc, para a
exacucio de gualguer etapa analitica, & necessario tomar cartos

cuidados a fim de resguardar a integridade dos carotendides ao

final de cada etapa

3.2.1. Extragaoc

NMenhum método de extragao pode s8r aplicado para
todas as amostras e adotado como uma técnica padrdo. Deve Sser

sempre adaptade & amostra devido a diferente distribuigdo e
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ocorrdncia dos carotendides nos diferentes tipos de alimentos.
Solventes organicos miscivels em agua, tais como acetona, metanol
e etanol (DAVIES, 1976}, sdc os mais indicados para a extragdo
dos carotendides, isso porgue as amostras frescas possuem alta
porcentagem de agua e OS carotendides sic na sua grande maioria
lipossoléveis. A extragldo para amostras secas pode ser feita conm
solventes imisciveis em &gua (éter de petrdleo, hexano, éter

etilico).

outros solventes e misturas 3& foram empregados,
tais como &lcool isopropilice, hexano-acetona ou gter de
petrbleo-acetona (em diversas proporgdes), éter de petrdleo-
isopropanol e diclorometano-metanol. QUACKENBUSH et alii {1970)
empregaram uma mistura de hexano-acetona—~etanol-~telusnc para a
extragclo dos pigmentos por uma noite. EDWARDS & LEE (1986} néo
encontraram diferenca significativa no conteldo de carotendides

totais de genouras sxtraidas com acetona e com metanol.

_ Com a introducdo da CLAE, novas opgdes de
golventes  surgiram. Segundo  KHACHIX et alii (1986) 0
retrahidrofuranc (THF)} & o solvente mals adequado para a extragao
dos pigmentos de hortaligas. Além de solubilizar com facilidade
os carotendides tem o poder de desnaturar proteinas conplexadas
com 0% mesmos, prevenindo assim a formagio de emulsao.
Entretantso, nao houve diferenga significativa entre as
composigBes guall e guantitativa de amostras extraidas com THF,
gter de petrdlec-acstona e gter etilico-metanoel. Mesmo assim o
THF foi wutilizado em varios trabalhos (MEJIA et alidi, 1988;
KHACHIK & BEECHER, 1987, 1985; KHACHIK et alii, 198%).

Agentes antloxidantes recomendados por DAVIES
{1976}, com © objetive de prevenir a perda de carotendbides por
oxidacdc durante as andlises, tem sido - empregados. Entre eles ©
pirogalol (THOMPSOM & MAXWELL, 1977; EDWARDS & LEE, 1986), acido
ascérbice (GROSS et alii, 1971}, ascorbato de sédio (SPEEK et
alii, 19%85) e hidreoguinona (BALOCH et alii, 1977). MNo entanto, ©
hidrexgibutiltolueno {BHT) parece ter a preferéncia  dos

38



pesguisadores {STEWART & WHEATOHN, 1872; REEDER & PARK, 1975;
STEWART, 1977a; KLEIN & PERRY, 1982; NOGA & LENZ, 1983;
NIEREMBERG, 1985; BUREAU & BUSHWAY, 1986; TAN et alii, 1986;
SPEFK et alii, 1988; LAURENCE et alii, 1988; KHACHIK & BEECHER,
1988; KHACHIK et alii, 198%9; CHEN & YANG, 1992).

PARRISH (1877} ndoc observou nenhum efeito causado
pela adigdo desses agentes. J& segundo QUACKENBUSH & SMALLIDGE
(19886) a adigaoc de antioxidantes deve ser feita com cantela, pois
a maioria das frutas e hortaligas contém antioxidantes naturails e
uma guantidade excessiva desses agentes pode resultar numa

antoxidacio dos carotendides.

0 uso de agentes neutralizantes, recomendado para

neutralizar os acidos dgue sSao liberados durante a etaps de
extragio e gue podem promover a isomerizagdo dos carotendides ,
rambém faz parte de alguns métodos, inclusive da AODAC. Entre o5

agentes nentralizantes o mais utilizado & MgCOj.

Normalmente a extragdo completa envolve bperagées
sucessivas até a retirada quantitativa do pigmento, com ou sem
trituracdo da anmostra. Muitas impurezas co-pxtraidas 830
removidas através de partigio, e o passo seguinte, geralmente, &

a saponificacgao.

3.2.2. Saponificagio

A etapa de saponificagao Justifica-se pela
necagsidade de hidrolisar os ssteres de carotendlides e remover
lipidios e clorofilas, que podem interferir na andlise {LIAAEN~

JENSEN, 1971; DAVIES, 13978).
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Basicamente a técnica consiste na adigdoc de uma
solucdo metandlica de KOH ao extrato do pigmente em &ter de
petrélec ou hexano. Pode ser realizada a guente ou a temperatura
ambiente. Diversas formas de saponificagdo, com diferentes
concentracées de KOH, tempo e temparatura, foram empregadas,
embora poucos estudos avaliaram o mérito desses procedimentos e
varias opinides divergentes foram citadas com relagdo a
ccorréncia  ou ndo de perdas de carotendides durante a

saponificagdo.

BUSHWAY & WILSON (1982) ndc encontraram diferenga
significativa nos teores de a- e g-caroteno entre amsstras
saponificadas e nao gsaponificadas, enbora as condic¢des ndo tenham
sido especificadas. BARANYAI et alii (1982) congtataram Jue a
saponificagio realizada a temperatura ambiente por 16 horas, <om
solugéo metandlica de KCOH a 30%, ndoc causou perda no contetdo de
carctenédides. Porém, KHACHIK et alii (1986) reportou uma perda de
£% de B-carotenco e de 17-84% de outros carotendides de brdcolis,
eomo  resultado da saponificagiao c<om 30% de KOH/metanol, a

remperatura ambiente por 3 horas.

SCHWARTZ & PATRONI-KILLAM (1585) ndo ocbservaram
nenhuma diferenca no nimerc de isbmerocs de a- e @-caroteno apos
a etapa de saponificagédc, conm solugdo saturada de KOH durante 30

minutos, & temperatura ambiente.

TAYLOR et alii {(1987) verificaram OS5 efeitos da
saponificagdo com a utilizagdo de diferentes concaentrachbes de KOH
{6 a 30%), diferentes temperaturas (temperatura ambiente a 60°C)
e variando o tempo de saponificagdo (1,5 a 18 horas). Q paramelro
nais critico fol a concentragao do &lcali, levando a perdas

significativas, especialmente das xantofilas.

Numa comparacdo entre 6 procedimentos mais comuns
da saponificagao, verificou-se que a perda guantitativa, assim
como a formagdo de artefatos (cis isOmeros e epdxidos), pcorria
guandoe as condicdes empregadas eram mais drasticas, como alta

temperatura, malor concentracio de XOH e maior exposigio do
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pigmento com o &lcali (KIMURA et alii, 1890). A magnitude da
degradagioc variava tanbém com © tipo de carotendide, as

xantofilas parecem ser mais susceptiveis.

Tm amostras contendo apo-carotendides, toda a
acetona utilizada na extracio deve ser eliminada antes da
saponificagdo, Jji que tragos de acetona podem promover a reagao
da condensacgdo aldélica com esses pigmentos na presenga de KOH,
formando metil-cetonas (SCHMIDT et alii, 1971; STEWART & WHEATON,
19273} .

3.2.3. SEPARAGAC CROMATOGRAFICA

os métodos de separagio de carcotendides sSao
cromatograficos e podem ser divididos segundo a técnica

utilizada.

0 primeire método empregado para a SepaAragaoc
individual dos carotendides fol a cromatografia em papel
{BAYFIELD et alii, 1967; KATAYAMA et alii, 1971; SHERMA, 1571},
embora os pigmentos estivessen sujeitos & degradagio e
izomerizacio, assim CORO em camada delgada (TAYLOR, 1983}. A
grande capacidade para separagic de compostos na cromatografia
gagosa incentivou a utilizacdo dessa técnica, ,no entetanto para
carotendides, devide a sua baixa volatilidade e termolabilidade
(LIAAREN-JENSEN, 1971; TAVLOR & DAVIES, 1975}, ©s resultades ndo

foram satisfatdrios.

Poucos s80 oS trabalhos encontrados am
carotendides empregando camada delgada {CcCD) . Na realidade a CCD
& uma técnica particularmente Gtil guando usada em combinagdo com

outras técnicas, para a separagao e purificacdo das fragbes de
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marotendides, ou no acompanhamento de reagdes gquimicas, tels na
identificacdc ({TAYLOR, 1983). DAVIES (1976) descreve alguns
aspectos praticos para a utilizagdo da CCD na andlise de
carotendides, incluindo a escolha de adsorventes, preparacdc e
corrida dos cromatogramas, detecgdo e eluigdo dos carotendides.
Em analise quantitativa, além da grande possibilidade de
degradagdo devido a maior exposigBc (LIAAREN-JENSEN, 1971), a
aplicagio da amostra e a retirada dos componentes isclados sao
operacbes dificeis de serem realizadas quantitativamente
(MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

3.2.3.1. Cromatografia de adsorcdoc em coluna aberta {CCA)

pem sido a técnica mais utilizada para a separacio
de carotendides em alimentos. Varioes adsorventes podem ser
utilizados e uma série de combinagles destes sdc encontradas nas
revigSes de DAVIES (1976} e TAYLOR (1983), além de varias
consideracdes praéticas para © uso da técnica e preparagdc da
coluna. Seqgundo  DAVIES {19876} os carotenos sdo melhores
resolvidos em coluna de Ca{0CH)p ou ALpO;3, ©S carotendides de
pelaridade intermediiria em CaC0y e MgO, enguanto gue as
vantofilas requerem adsorventes mMenos ativos, como a celulose. A
silica gel deve ser utilizada com cautela, pois pode levar &
degradagio € isomerizacico (STRAIN et alii, 1967; RODRIGUEZ et
alii, 1976b; TANAKA et alii, 1981; TAYLOR, 1983) .

Estudande o efeito de diferentes adsorventas,
TANAKA et alii (1981) observaram gJue o« MgQ causou Renor, enguanto
gue a silica gel maior alteracio no espactro do g-carotenc. CHEN
& YANG (1992} verificaram dque silica gel também ndc promovia a
separacdo de carotendides. RODRIGUEZ et alii {1976b) observaram 2a
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hidroxilacioc na posigdo 4 do anel quando o g-caroteno fol exposto
ac micro-Cel €. Os mesmos autores verificaram a perda de B8~
carcteno guando exposto 3 Alx03, siiica gel, MgQ, celite e
niflosupercel, constatando a menor perda (1%) guando exposto ao

hiflosupercel.

A maioria dos pesgulsadores utilizam colunas
ativadas ou nio de MgO:hiflosupercel nas proporgdes de 1:1 ou 132
(LEVIS & MERROW, 1962; BROSSARD & MACKINNEY, 1963; SUBARAYAN &
CAMA, 1964; YOKOYAMA & VANDERCOOK, 1967; RYMAL & NAKAYAMA, 1974;
GrROSS et aliii, 1971, 1972, 1973; RODRIGUEZ, 1976a; RAHMAN &
BUCKLE, 1980; CECCHI & RODRIGUEZ-AMAYA, 198la,b; KLEIN & PERRY,
1982; RODRIGUEZ-AMAYA et alii, 1983; PADULA et alii, 19283; PADULA
& RODRIGUERZ-AMAYA, 1986, 1987; PENTEADO et alii, 1986; RAMOS &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1987; GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA, 1987, 1989, 1890,
1991; ALMEIDA & PENTEADO, 1987a,b, 1988; ARIMA & RODRIGUEZ-AMAYA,
1988, 1990; MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA, 19289, 1890, 199lay
PENTEADRDO & ALMEIDA, 1988; HIANE & PENTEADO, 1989, RODRIGUEZ~AMAYA
& XIMURA, 19897 DEUTSCH, 192207 PRUFTILLO-QUIJANO el alii, 19%80;
RIMURA et alii, 1991; RODRIGUEZ-AMAYA & TAVARES, 1892;
CAVALCANTE & RODRIGUEZ~AMAYA, 199Z; CARVALHO et alii, 1992; CHEN
& YANG, 1992).

ROUCHAUD et alii {1984} foram o8 inicos
pesguisadores a constatar perda significativa de carotendides em

coluna de MgO:hiflosupercel (131} ativado.

fter de petrdlec ou hexana e concentragdes
crescentes de éter etilico e acetona en &ter de petréleo sa0 as
combinacdes de solventes mais utilizadas comp fase wdvel na

determinacio de carctendides por coluna aberta.
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3.2.3.2. Cromatografia liquida de alta efici&neia {(CLAE)

Fmbora a énfase malor na utilizacgio da CLAE esteja
na determinagdo de pro-vitamina A, essa técnica vem sendo
pesguisada para a separagdo completa de carotendides. Contudo,
ainda nic se tornou um métedo penm estabelecide e de uso
rotineiro, Nenhunm procedimento com a conmposicio completa de
carotendides se mostrou satisfatbério. As mesmas consideragdas
feitas em relagdc & CLAE para a determinacic de pro-vitaminas A
também se aplicam & determinagdoc de carotendides em yeral,

incluindo as vantagens e desvantagens.

A maioria dos metodos para- a separagdo de
carotendides utiliza colunas de fase reversa, onde ocorrem
1igacdes mals fracas com OS pigmentos (ESKINS et ailii, 1977;
PARAUMANN & OGRIMME, 1981; BARANYAI et alii, 1982, NOoGA & LENZ,
1983; KHACHIK et alii, 1986; STMON & WOLFF, 1987; KHACHIK &
BERCHER, 1988; PHILIP & CHEN, 19%88c; DAQOD et alii, 19895 KHACHIX
et alii, 1992; ROUSEFF et alii, 1992). BAs fases méveis mails
comuns sip combinacdes de acetonitrila, diclorometano, THF,

metancl € hexano.

Sequnde  RUEDI {1985) a grande vantagenm da
utilizaclc da CLAE seria a alta capacidade de resolugao,
permitindoc dessa forma determinar a composigdo completa de
carotendides, inclusive separando as formas lsoméricas, sem a
necessidade de recromatografar as fragbes nao resolvidas, conre
ccorre em coluna aberta. NHO entanto nenhum nétodo fol capaz de
apresentar tal vantagem. DBUSHWAY {1985} utilizande 6 colunas
comerciais e varios sistemas de solventes obteve varios
cromatogramas  gue demonstram a dificuldads na separacio dos

carotendides.
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3,2.4., Identificagio e guantificacao

Alguns parametros s80 muito ateils na
identificacldo, tais como: (&) afinidade de adsorcdac na coluna
{ordem de eluigdc) e na camada delgada {valores de RE); (b)
espectros de absorgdo; (C) reagdes gquimicas especificas e (4}
espectroscopia de infra-vermelho (VETTER et alii, 1971; LIAAEN-
JENSEN, 1971, 1973; MOSS & WEEDON, 1876; DAVIES, 1976; GOODWIN,
1980) .

A confirmagio da identidade de carotendides ja
conhecidos pode ser obtida a partir de uma combinagdo criteriosa
desses parénetros mais tradicionais (RODRIGUEZ-AMAYA, 1983). Mas,
para a elucidagdo de estruturas de novos carotendides, oS
cientistas deven recorrer a técnicas mais modernas e

sofisticadas, como a espectrometria de massa (E¥M) e ressondncia

magnética nuclear (RMN}.

As concentracBes s@o calculadas da mesma forma gue
para as pré-vitaminas. FPara oS métodos gue utilizam CLAE, a
gquantificagdo & feita por normalizacdo, padronizagado externa ou
interna, tendo esta Gltima a preferéncia dos pesguisadores.
cantaxantina, decaprenoc-B-caroteno, sudan I e f-apo~8!'-carotenal
foram os padrdes internos ja utilizados (BARANYAI et alii, 1982;
NGGA & LENZ, 1983; TAKAGI, 1985 KHACHIK et alii, 1986; SIMON &
WOLFF, 1987; PHILIP & CHEN, 1988a,b,c; KHACHIK & BEECHER, 1988;
KHACHIK et alii, 198%9; CANQC, 1991; KHACHIK et alii, 1991; XHACHIXK
et alii, 19922), no entanto, nao eviste aindas um padr@o adequado.
Esses padrfes sd8o pigmentos altamente susceptiveis & degradagao,
com excecdo do Sudan I, mas este co-elui com dihidroxilados e

aoxicarotendides na maioria dos sistenmas utilizados.
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Qualquer gue seja o método de quantificagdo de
carotendides por CLAE, o grande problema & obter e manter padrdes

pures, de modo a obter uma qgquantificagdo segura e rapida.
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4., MATERIAL E METODOS

4.1, Amostragem e Preparo de Amostra

Quatro tipos de alimentos, com caracteristicas
difersentes guanto a composicdo de carotendides, foranm
selecionados para comparar e avaliar trés procedimentos na
determinacio de prd-vitamina A. Foran escolhidos: couve cultivar
Manteiga; cenocura cultivar Nantes; tomate cultivar Santa Cruz e
mamio cultivar Solo. Todas as amostras foram obtidas em
supermercados e feiras-livres da cidade de Campinas. Quatro lotes
de cada alimento foram analisados em duplicata simultdneamente

pelos trés métodos.

Para couve partiu-se sempre de um Rago finamente
picade e misturado, e para cenoura e tomate de uma amostra de 1
kg homogeneizada. Para o mamio, apds a retirada das sementes, foi
utilizada a polpa homogeneizada das partes opostas resultantes do

gquarteamento longitudinal feito em dols frutos.

para verificar a incidéncia de c¢is isdmeros de
algumas prd-vitaminas A, em alimentos "in natura” e processados,
foram escolhidas 12 frutas, algumas com diferentes cultivares,
11 hortalicas. Sete das hortaligas sofreran cozimento e duas
foram refogadas, em condigdes semelhantes &s utilizadas no
preparo doméstice. Para cada amostra foram feitas cinco
determinacdes em duplicata.

A maiocria das frutas foram obfidas en
supermercados e feiras~-livres na regido de Campinas, S&c Paulo.
Manga cultivar Haden, Ramiao cultivar Solo, nectarina, naéspera,

maracuja e péssego cultivar Diamante foram produzidas no estado
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de S3ac Paulo. Acerola e pitanga foram apénhadas em gquintais
domésticos na cidade de Campinas. Manga cultivar Tommy Atkins e
mamic cultivar Tailandia vieram do Mato Grosso do 81l e Bahia,
respectivamente. Um tipo de péssego veio do Chile. Abricd e cajad
foram comprados noe Maranhdo e Rio Grande do Norte,
respectivamente, e pegqui e puriti no Piauni. BAs guatro Gltimas
frutas, compradas em feiras-livres no estidio maduro, foram
transportadas de aviado e analisadas assim gue chegaram ao

laboratdrio.

No caso dog frutos grandes (mamdo, manga, abricd),
de cada lote formade por 2 a 5 frutos qgue foram guarteados, as
partes opostas foram tomadas e apds retirada das sementes e da
casca, a polpa fol homogeneizada num liguidificador tipo
varing®. Para os frutos de tamanho médio (péséego, nectarina,
néspera, peqgui e buriti), as polpas de cada lote composto de 5 a
10 frutos foram homogeneizadag apds a retirada das sementes e da
casca. Cerca de 30 frutos foram utilizados para formar cada lote
para as frutas pequenas {acerola, cajé, pitanga), cujas polpas
foram homogeneizadas apbs a retirada das sementes. Para ")
maracujda, a polpa de 5 fruteos foi colocada em liguidificador

viasando facilitar a retirada dos Carogos.

Dependendo do contelido de carotendides presente
nas frutas, foram tomadas para andlise de 5 a 100 g de amoestra
homogeneizada. Na TABELA 6 estio esguematizadas as amostragens

realizada com as frubas.

As hortalicas foram compradas em supermercados e
merceayrias de campinas, S&c Paulo. Nos Casos de agrido,
espinafre, briécolis e couve, para a tomada da amostra, partiu-se
sempre de um Wago finamente picado ¢ homogeneizado. Para © gild,
cenoura, pimentdo, gquiabo , vagen & nilho (previamente debulhado)
partiu~se sempre de um iote de 500 g inteiramente homogeneizado.
para abdbora foram utilizados 2 frutos, gue apds o quarteamento

tiveram as partes opostas homogeneizadas.
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TABELA 6: Amostragem de frutas para a determinagio de pig-isbmeros.

guantidade de

guant idade de

amostra submetida

frutos origem cada lote 4 analise (g)
. pPeQuUenc
acerola Campinag-8P 104
pitanga Campinag-3P 30 frutos 50
caja Natal-RN | 50
médio
nectarina Limeira-SP 100
néspera cv Mizuho Limegira-s¥ 100
maracuid ov Mamio Limeira-8P 50
péssego chileno Cnile 5-10 frutos 100
péssego ov Diamante Jundiai-§P 100
pegtii Teresina-Fl 50
buriti Terasina-PI 5
.grande
manga cv Haden Sumaré-~SP 100
manga cv Tommy Atkins Mato Grossco do sul-MS 100
mamfo cov Solo Jundial-§P 3~% frutos a0
mamio ¢v Talldndia Taixeira de Freitas-BA 80
abricd 8ac Luis-MA 30

cv-oultivar
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Dependendo do contelde de carotendides, foram

tomadas para andlise de 5 a 60 g de amostra.

Amostras de gild, espinafre, cenoura, brocolis,
gquiabo, vagem e abdbora sofreranm cozimento, sendo gue as duas
dltimas também foram refogadas em 6leo. A amnostragen nNesSse Caso,
também foi feita de modo semelhante & descrita para as nesmas
hortalicas guando analisadas cruas. Um esquena da amostragem €

das condicgdes de processamento estio apresentados na TABELA 7.

Para a determinacgdo da composicdo completa de
carotendides foram escolhidos o abricd, o puriti e o pegul, dque
s%o multo consumidos e apreciados pelas populagdes onde essas
frutas ocorrem, assim como outras frutas prasileiras das guails
nic havia nenhum, ou Ppoucos dados sobre a composigdo de
carotendides, comc & O Caso da nectarina, da néspera e do
péssego. A obtengdo das amostras segulu o0s mesmos parametros Ja
descritos anteriormente para essas frutas, sendo feitas para cada

amostra cinco determinagdes, em duplicata.

padrBes de g-apo-8'-carotenal, g-criptoxantina e
zainoxantina, utilizados para a obtencio dos espectros de massa,

foram cedidos pela Hoffmann~LaRoche & Co. (Baselewitzerland}.

4.72. Cuidados Nscessarios

Todas as precaugdes foranm tomadas para se evitar =a
cig-isomerizacdo e a degradagaoc dos carotendides durante a
andlise, de tal forma que as andlises foram feitas o mais répido
possivel, protegendo 0S8 pigmentos da luz e evitando~ge as altas

temperaturas. A adicdo de MgCOg para a neutralizagio dos Aclidos,
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TABELA 7: Amostragem e condiges do preparo domeéstico de
hortalicas para a determinagdo de cis isOmeros.

guantidade de

guantidade de preparo amostra submatida
hortaligas cada lote domégtico & anidlis= {3

abdbora ov Menina Verde 2 frutos ori 10
2 frutos gozido por 157 10
2 frutos refogade em Gleo por 107 10
agrido 1 mago cry 5
brécolis 1 mago cru 5
1 mago cozido por 3° 5
genoura cov Impsrador 500 g ora 10
cv Nantes 500 g cru i
500 g cozido por 10° 14
couve v Manteliga 1 mago cru 5
espinafre 1 mago oru 5
I mago cozido por 3° 5
gild 500 g cru &0
500 g cazido por 107 60
milho 500 g cru &0
pimentic verds 500 g cry 30
vermelho 500 g aru 30
amarslo 500 g ery 30
gquiabo 500 g (53 F1 &0
500 g cozido por 57 &0
vagem ov Macarrao 500 g aru 60
500 g cozido por 10° &0
500 g refogado em dleo por 107 60

cv-gultivar
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no sentidc de evitar a isomerizagio dos carotendides, se mostrou

desnecessaria.

4.3. Métodos para a Determinagdo 4o Valor dg Vitamina 2

Nas FIGURAS 3, 4 & 5 estao esquematizadas as trés

metodologias avaliadas.

No método recomendado pela COSTOL (BRUBACHER et
alii, 1985}, as amostras foram analisadas seguindo-s8e ©
procedimento B, descrito para a determinagdo total de carctenoes
em frutas, hortaligas e materiais de origem vegetal inalterados.
Embora o método de COSTYL utilize coluna de AL03, nfio hid nenhumna
intencio em separar as diferentes pré-~vitaminas A, j& que oS
autores consideram a contribuicdao das pré-vitaminas, além do B -
caroteno, desprezivel. A fracio recolhida da coluna & assunida
COMS g-caroteno, guantificada pela absorbancia a 450 nm,
utilizando o coeficiente de absorgac de 2600 (&ter de petrdleo)

ou 2590 (hexanoc}.

Existem no métode proposto por cOsTol  algumas
etapas onde hia um granda manuseioc da amostra, como por exenplo
para a retirada da dgua residual, onde se adiciona etanol e apoés
evaporacio o residuo & dissolvido em hexano e novamente evaporado
para a remogdo de tragos de etanocl e finalmente radissclvido en

hexano ou éter de petrdleo.

O0s métodos de IVACG e RODRIGUEZ-AMAYA simplificado
«in semelhantes em varias etapas. A saponificacgdo & realizada
apenas em anostras contendo ésteres de pro-vitaminas A. A
separago das diferentes pré-vitaminas & realizada em coluna de

MgO:hiflosupercel, e a guantificagédo das fragdes 1isoladas feita
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10 g Amostra
Extragio

50 mi. acetona {3x]

|

Extrato combinado

Completar volume p/ 200 mh

|

Saponificagio
aliquota 20 mL + 0,5 mb KOH 40% em metanol

30 minutos 3 temperatura ambiente

petirada do dleall

30-40 ml &ter de petrdleo * 10 ml &gua {3x}

|

Bvaporagio da porgac organica sob Np =

pissolugio em 3-5 mb éter de petrileo

|

cromatografia
coluna: AlgUjy desativada

fase movel: &ter de petréleo

Eluato

leitura a 450 nm

FIGURA 3: Esguema da metodologia recomendada por COSTH91.
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5-10 g Amostra brangueada

1

Extragio

30 mL acetona (3x) + porgdes de 10 mL acetona

l

Transferdncia para &ter de petrdleo

10 ml &gua + 15 mL &ter de petrdleo {Ax)

|

Eliminagdo da acetona

N\

Saponificagio

100 mL agua (2x)

10% XOH em metanocl
quente ou frio
.com ou gem eliminagio

congentragio do extrato da fase orgidnica

evaporador rotatério 1

Eliminag8o do dleall

50 ml, éter de petrdlaot

sucsssivas porgbes agua
concentragio do extrato

evaporador rotatdric

Cromatografia Cromatografiia
coluna: MgO:hiflo {(1:1) coluna: Mgo:hifleo {1:1)
fase movel: 10% acetona/EP fase mével:RE e acetona/EP

N\ /

Coleta das fragdes
Leitura nos A de absorgdo maxima

FIGURA 4: Esquema da metodologla recomendada pelo IVALG.
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5-10 g Amnstra

i

Extragio exaustiva com acetona

Tranaferéncia para éter de petréleo
Retirada da acetona com Agua
\
Saponificagio
10% KQH em metanol
temperatura amblente
por uma noite

|

Concentracio do extrato Eliminagdo do Alecali

evaporador rotatdrio lavagem com Agua

até pH neutyre

l

Concentragio do extrato

evaporador rotatdrio

/

coluna: MgO:hiflo (1:1} ativada {1100014 horas}

oromatografia

eluente: &ter etilico e acetona em éter de petrdleo

|

coleta das fragdes

’

feitura nos A de abgsorgdo maxima

FIGURA 5: Esquema da metodologia de RODRIGUEZ~AMAYA et alii simplificada

55



stravés dos maximos de absorgdo, utilizande os coeficientes de
absorcdoc tabelados por DAVIES (1976), de acordo cem a Lei de

Beer.,

0O método recomendado pelo IVACG pede o}
brangueamento da amostra antes da ewxtraco. Como o método nao
especifica como isso deve ser feito, o brangueamento neste
trabalho foi realizado mediante imers&c durante 3 minutos em Agua
em ebuligdo {RANGANATH & pDUBASH, 1981)}. © método de RODRIGUEZ-
AMAYA et alii (1988) considera desnecessaria a inativagdo das
enzimas, desde gue a extragioc se proceda imediatamente apds a

homogeneizagdo da amostra,

No TIVACG gquatro tipos de saponificagaoc SAO
sugeridos, a frio ou a gquente, com e sem evaporacio da camada
organica. As amostras nio saponificadas sfo eluidas da coluna Cconm
10% de acetona em éter de petrdleo, enguanto que concentragdes
crescentes de &ter etilice (1, 2 e 5%) e acetona {5 e 20%) em
dter de petrdleo sdco usadas para amostras saponificadas. No
método degcrito por  RODRIGUEZ-AMAYA et alii {1988} a
sap&nificagéo & realizada & frio (temperatura ambiente) por uma

noite.

No método recomendado pelo IVACG COmO a
jdentificacio dos plgmentos ndc & especificada, presupde-se que
selia peia ordem de eluicd3oc na coluna e pelo espectro de absorcao.
34 no método de RODRIGUEZ-AMAYA et alii (1988}, a identifica@éo &
feita, alé&m do comportamente na coluna, atfavés dos méxinmes de
absorcdo registrados na faixa de comprimentd de onda de 300 a 550
nm, pelo cpmportamento na canmada delgada de silica gel =& Ppo¥

respostas a reagbes guinicas especificas.

Pelo método de RODRIGUEZ-AMAYA et alii (19288),
pode-se conseguir a separacic e guantificagao de todas as pro-
vitaminas, mesmo aguelas presentes em peguenas quantidades
{limite de deiecg&a de 0,04 ng/g)., ressaltando-se no entanto,

gue neste caso o método torna-se mais longo e complicado.
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Para analisar os dados estatisticamente, fol feita
a andlise de varidncia, comparando-se as médias pelo teste de

Tukey.

4.4. Determinacio dos Coeficientes de Abgorcgids

Trans-a—-caroteno e trans-f-caroteno foram cedidos
pela Hof fmann-LaRoche {Basel, switzerland}. Trans—B8 —criptoxantina
e trans-licopeno foram iscolados de mamdo. 13-Cig~B -~caroteno e 9-
cis- g -caroteno foram isclados de couve @ agridc e a neo-f -
criptoxantina de pésseqgo & nectarina. Um novo pignmento
igentificado no abrico também teve seu coeficiente de absorgao

determinado.

Os ieémeros foram obtides das fragoes conseguidas
pelo método ~descrito  por RODRIGUEZ-AMAYA et alil {1988),
recromatografadas emn coluna de Ca{OH),. As fracbes lisoladas na
coluna de Ca(OH); foram submetidas a cromatografia de canada
delgada de silica gel, desanvolv;da com 5% de &ter etilico em
grer de petrdleo para 08 iséneros do o ~caroteno, g-caroteno e
licopeno, e BO0% de eter etilico em &éter de petrdleo para 08
isdmaeros da g-criptoxantina e para 0O B~ap0*8'~caroten01, Apds ©
desenvolvimento s& © centro “das manchas fol  retirado &2 OS
plgmentos extraidos com é&ter de petrélec. A purificagao fol
finalizada em uma pipeta wpagteur” empacotada com AlpOj
desenvolvida com concentragbes crescentes de éter etilico em éter
de patrdleo, |

0 pigmentos purificades, apos evaporagdc do
solvente sop atmosfera de Nj, foram imediatamente pesados (10 &

20 ng) numa balanga analitica de alta gsensibilidade, marca
parkin-Elmer modelo AD-6 (precisdo de + 0,0001 my), e dissolvidos
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om solventes de grau analitico, utilizande para isso um agitador
de ultrassom. O espsctro de absorgaoc foi registrado nun
espectrofotdmetro marca Perkin-Elmer modelo Lambda 6, nuna faixa
de comprimento de onda de 300 a %50 nm. 08 coeficientes de
absorgao (Aii} foram calculados de acordo com & Leli de Beer

(DAVIES, 1978).

para cada pigmento dissolvido em cada unm 4os
solventes foram feitas emnm média 20 determinagdes. Para a reijeigdo
de alguns poucos resultados foi aplicado o teste Q¥ (DEAN &
DIXON, 1951).

4.5. Determinacgio dos Isdmeros de pro-vitaminas 2

Az etapas desde & extragdo até a separaciao
individual das préwvi£amiﬁas em coluna de MgO:hiflosupercel (1:2)
seguiram o método descrito por RODRIGUEZ-AMAYA el alii {1988). As
fragdes préwvitaminicas_obtidas foram recromatografadas em coluna
(1,2 om de didmetro interno pdr 8 ¢em de altura) de Ca(OH} para a

separagio dos isdmeros (RBICKOFF et alii, 1949 e SWEENEY & MARSH,
1970) . '

pPara 08 isdmeros do B-caroteno a coluna de Ca{OH}2
foi desenvelvida apenas COH gter de petrdleo. 13~Cis~B—carotenc ©
trang-g-caroteno foram eluidos com &ter de petrdleo & o 9-cis—B-
carotenc com 5% de £ter etilico em éter de petrdleo. Para 08
igdmeros da g—criptoxantina utilizou-se como eluente 10% de

acetona em éter de petréleoc.

A identificacdc dos carotendides foi feita como
deserito anteriormente em detalhes por RODRIGUEZ et alii (197&).

Imto envolve os  espectyos de absorgio, o comportamento
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cromatografico na coluna & nha camada delgada e reacgdes quimicas
gspecificas (LIAAEN-JENSEN, 1971j. Uma propriedade dos isbmerocs
gque também foil utilizada para auxiliar na jidentificag8o, fol a
chamada "razdo Q% (absorgadc no A méx./ absorgidc no pico cis)
(VETTER et alii, 1971).

A guantificacdoc das pré-vitaminas iscladas foi
feita_espectrafotometricamente como descrito por DAVIES (1976),
utilizando os coeficientes de absorcio determinadoes naste
trabalho.

4.6. Confirmagio da Presenga de Cis~isdmeros por CLAE

para verificar a incidéncia de isdmeros por CLAE
utilizou-se um cromatégrafo liguido  VARIAN modelo 5010,
constituido de um sistema de bombeamento de solvente ternario,
com valvula injetora tipo “rheodyne” e uma alca de amostragen de
10 ul de capacidade. Foran utilizados idois detetores, © Uv-
visivel Varian modelo 5100 e o de arranjo de diodos da Waters
modelo 994, ambos com lampada de deutério, gue operaranm a 450 nm,

acoplade a um integradorﬂregistrador varian modelo 4400.

A separagao cromatoqréfida foi feita em coluna de
S50%4.6 i.d4. mm Ci8 (5 pm), marca Vydac 201-TP54 (Vydac
Separation Group, Hesperia, CA), prctegida por uma ecoluna de
guarda de 30x4.6 i.d. mm C18 (10um), marca Micropore MCH-120

{(Varian) .

A extragio e saponificagdo das amostras foran
realizadas segundo RODRIGUEZ-AMAYA et alii (1988). As anostras
foram dissolvidas em hexana @ - injetadas diretamente no

cromatdégrafo. Para uma demonstragao mais nitida da presenga ou
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nic de formas isoméricas das pré-vitaminas, estas foram isocladas
em coluna de MgO:hiflosupercel (RODRIGUEZ-AMAYA et alii, 1988) e
as fragdes injetadas individualmente. Operou-se sempre de nodo
ispcratico utilizando metancl:dgua (98:2) como fase mdvel, com

flusxo de 1,5 mL/min.

o8 solventes empregados, marca Lichrosolv (Merckj,
foram previamente filtrados em sistema Millipore de filtracgdo &
vacuo, eupregando mewmbrana Ytipo HVLP de 0,453 um e a sequir
degaseificado em ultrassom. A &Agua utilizada foi obtida através
do sistema de filtracdc Milli~-9Q. As amostras {ou padrdes) foram

£iitrados em membrana FHLT, também de 0,45 um (Millipore).

Ac formas c¢is e trans das pré-vitaminas foram
localizadas por co~oromatografia com isémeros isglados, conforms
descrite anteriorm ite para a determinacdo dos coeficientes de
absorcdo, e com agusles produzidos pela isomerizagio catalizada

pelo iodo.

4.7. Céaleuls 3o ¥alor de Vvitamina A

A razdc de conversico de 8§ ng de g-carobeng
correspondendo a 1 RE (retinol eguivalente) estabelecida pelo
NAS-NRC {1980} foi utilizada para calcular os valores de vitamina
A, azsim  como foi  levadeo em  consgideragacs oS valores de
biopoténcia de cada isdmero (13% para i13~cis-g~carctenc, 50% para
rrans-a—cavrotenc, 53% para 13-gis-8~caroteno, 100% para trans-g -
caroteng, 38% para g~rig- B8 ~carctenco, 30% para {trans-a -
criptowantina, 42% para neo~$3 ~oriptoxantina, 57% para g~

criptoxantina, 100% para trans-g -apo-10t'-carotenal} (DEUEL el
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alii, 1944, 1945, 1946; ZECHMEISTER, 1962; BAUERNFEIND,
1871,1872} .

4.8. Determinagdo Completa de carotendides

4.8.1. Triagem

para a realizagdoc da triagem da composigdo de
carotendides, Gtil na verificacio da complexidade das amostras e
visande facilitar a otimizacic das condigdes de operagdoc, Tanto
em cromatografia de coluna aberta como =am CLAE, aplicou~-se a
+éenica desenvolvida por BRITTON {1985). Foran utilizadas
pequenas placas prontas (4 z 10 cml de silica gel em aluminio
{TLC e HPTLO) desenvolvidas em béguers de 100 mL comoe cuba

cromatografica, utilizando 10 mi de cada fase mével.

Tanto as placas de TLC como as de HPTLLC foram
ssxsenvolvidas com 08 NMESNOS sistemas de solventes. apds  a
aplicagioc da amostra, o© primeiroc desenvolvimento fol realizado
em 10% de &ter etilico em ster de petréleo, gue possus 2
capacidade de separar OS carotenos entre si. Apds verificar ©
namerc de carcfenos presentes nas amostras, a mesma placa fol
colocada em oubtro béquer Com 70% de &ter etilico em éter de
petréles, gue praveca a separaclo entre 08 mono-nidroxilados =
possibilita rambdm verificar a prasenga de apo-carotenals. &
seguir a mesma placa foi desenvolvida com 5% de stanol em éter de
petrélec, gue separa oS di- e tri-hidroxilados. Para avidenciar a
presenga de epbridos a placa foi exposta a vapores de HCIL.
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4.8.2. Métods por cromatografia de coluna aherta

A metpdologia seguida fol a descrita por RODRIGUEZ
et alii {1976}. As etapas de extragdo e saponificagdc dos
carctendides foram vrealizadas da mesma forma Ja descrita
anteriormente no nétodo simplificado de RODRIGUEZ-AMAYA et alii
{1988) para a determinagdo de pré-vitaminas A. Em amostras onde a
concentracic de dleo era muito alta, como por exemnple no buriti e
pigui que sdc frutos de palmdceas, a saponificagdo fol realizada
de forma mais dréstica, utilizando para tanto uma splucide de EKOH
10% em metancl, seguindo as mesSnas condicdes descritas

anteriormentea.

Apbs eliminagdo do 4lcali, através ds lavagem COm
sgua, © extrateo foi diluide a volune inicial e uma aliguota
tomada para & realizagio da triagem da composicic de
carotentides. A outra parte do extrato foi concentrada e sSe

procedeu 2 separagio dos carctendides .

Uma coluna de vidro {2 <m de didmetro interno &
19 em de altura} fol empacotada a vacuo com uma mistura de MgC e
niflosupercel {(1:2} até a altura de 12 Om, aphs empacotanento.
sulfato de sddio anidro foi colocado no topo da coluna para reter
a &gua gue alinda estivesse presente na amostra. Mantendo-se 0O
vacuos, o extrato foi aplicado e a3 primeiras fragdes Foram
sluidas con concentragtas crescentes de &ter atilico & acetona em
ster de petrélec, € OS5 carotendides mais polares foram esluidos
com acsiona puras 2 acetonasagua (F:1). RO CRS0 especifico do
abricd a coluna de %q&:hifiasagerael nio se mostrou eficiente na
separagio dos pigmentos, sendo utilizada uma coluna de AlaOq

neutro (atividade II~IIIj, desenvolvida com O BESRO zistemna de

solventes.

as fracdes contendo acetona foram lavadas com Agua

destilada, sendo adicionado a segulr Ma,50, anidre para a
aliminacie da Aagua residual. as frachbes  iscladas foram
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concentradas ou diluidas a volume adeguade para leitura no

espectrofotdmetro.

As fracgdes gue mostraram Ser misturas, guando
cromatografadas em camada deslgada, foram recromatografadas em

coluna de Al,;03 neutro, desenvolvida com os mesmos eluentes.

para a separacdc das formas isoméricas das fragdes
seguiun-se © procedinento dgescrito por BICKOFF et alii {1949),;

descrito em detalhes no item 4.5.

A identificagdo dos carotenbides foi feita
analisando~-se um conjunte de parametros, tais como: ordem de
sluigic na coluna, egpectros de absorgao na regido do vigivel,
valores de Rf na camada delgada e reagdes gquimicas especificas.
¥No case de carstendides ainda ndo relatados na literatura & <Om
vistas a uma confirmagio mais definitiva de outros, somou-se a0s
parametyos acima coitados, dados abtidos por espeatrametrla, de

massa (EM).

0s espeactrog de absorcido foram registrados na
faixa de comprimentc de onda de 300 a 550 nm, utilizando um
aspectrofotdémetro de duplo feixe (Ferkin Elmer modelo Lambda 6}.
ys maximos de absorgdc foram comparados com 08 valores tabelados

por DAVIES (1976).

para a geterminagdo dos valores de RE, &S fragdes
de carotendides isoladas foram concentradas cropatografadas em
camada delgada de aflica gel (0,25 nm de asSpessura; ativada por 1
hora a 110%, utilizando como fase mbével 3% de motanol an
benzeno. Nessas condicSes os carotenas gluem Com a frente do
solvente e as xantofilas ficam MmMals ou Benos ratidas de acordo

com o nimerc & tipo de grupos funcionalis.

Aphs Jesenvolvimento, & placa foi exposta 2
vapores de HCL para verificar a presenga de epdxridos, gvidenciada
pela mudanga na coloragdo de amareio mi larania para azugl ou
verde. O tipo e o nimero de grupos epdxidos foram confirmados
pela adigdo de el 0,1N & solucdo etanflica do pigmento. A&
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presenga de 1 ou Z  grupos 5,6~epéxrido & confirmada pela
diminuicdo de 20 e 40 nm, respectivamente, d4os piximos de

absorcio devido a transformacdce do 5, 6~epdxido em 5, 8-epdxido.

A configuragdo cis ou trans foi determinada
arravés da adigdo de algumas gotas de umad solucdoc etérea de iodo
ac pigmento em éter de petrdlen. O espectro registrado apds cinco
minutos de exposigdo a luz, demonstra no caso de carotendide
originariamente Crans um deslocamento hipsocrémico, devido a
isomerizacdc para a forma cis. Para oS originariamente cis-

carntentides ocorreau o invarso.

A reagdo de acetilagdo & Qtil para constatar &
presenga de nidroxilas. Esta técnica conciste em juntar 0,2 mb de
anidrido acético ac pigmento dissolvido em 2,0 mkL de piridina e
deiwar a mistura por 21 horas Do cscure a temperatura ambriente. O
pigmentc & entdo rransferido para éter de petrélec € submetido
novamente & cromatografia em camada delgada. A reaciac &

considerada positiva guando ocorre um aumento no valor de RE.

As hidroxilas podem ser alilicas ou ndo, e esta
posigido & confirmada através da reacio de metilagdo. AC pigmento
dissolvido em metanocl, adiciona~se gotas de el 2N e apés 3 horas
ne escuro A temperatura ambiente o pigmentc 2 rransferido para o
ster de petrdlec e recromatografadoe =m camada delgada. A reagdn

pasitiva caracteriza~se por um aumento do valor de RE.

Finalmente, a presenga de grupos carbonilas
conjugadas & verificada por redugdo com NaBHg. © egpectro desses
carotendides & caracterizade por um anico pico alargado. Para a
reducéc, alguns cristais de NaBHy sao adicionados ao plgmento
praeviamenie dissoivido em etanol 58%. Apdbs 3 horas RO
refrigerador, © aspectrs & novamente registrado. & transformaglo
de um Gnico mdxime am trés maximos reflete & conversdo de um

cetocarotentide em wantofila.

o espectrimetyo de massa utilizado para &
sonfirmagdo da identificagdo fol de impacto eletrdnico, modelo VG
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Micromass 70/70 F, operando com uma snergia de lonizagdo de 70 eV

& temperatura de ionizagdo de 200-220° C.

A quantificagdo foi feita a partir da absorbancia
maxima, aplicando-se a Lel de Beer, utilizande os valorss de
absortividade tabelados por DAVIES (1%76) & os determinados neste
trabalho.
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5. RESULTADCE B DISCUSSAC

%5.1. Desempenho de Trés Métodos para a peterminacgio de Pro-
Vitaminas A

Na TABELA 8 estao apresentados os teores de
carotendides de tomate, couve e cenoura obtidos por trés

netodologias.

o método de COSTSL, resultou sempre em teores de
gsarobencs mais baixos. hia das falhas observadas foi
primeiramente. o volume fixo de solventse para a extracio, nao

considerando a natureza Az amostia.

para minimizar este problema fsi realizada a
extracéo exaustiva, jsto & extragdc & filtragaoe foita
repetidamente {(em média 3 vezes) até gque © residus se tornou
incolor, sequida do métodoe original {COSTQlwmcdificade). Em
alimentos onde 3 composicio de carotendides pré-vitaminicos & a
prépria matriz deo alimento permitiuv uma extragic répida, come no
case do tomate, o teor de carcteno aunentou em apanas 2% com a
axtragac exaustiva. No entanto, para couve € cenoura © valor
sumentou em 24% & 50%, respectivamente. ainda assim os teores
obtidos pelo cosTel-nodificado, continuaram o8 malis balixos,
indicando dessa forma a existéncia de outra etapa critica,
provavelmente a saponificagioc. Fsta etapa pode provocar =3
formacio de artefatos (epdxidos e isémeros eis) e perdas
gquantitativas, principaimente das xantofilas, dependendc das
condicdes utilizadas {KIMURA et alii, 1990}).

rmbora a saponificagio fosse realizada a frio e

por um periodo de tempe curto {30 minutos} no método de COSTIL, a
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TABELA 8: Teores de pro-vitamina A {(pg/g) em towmate,
peles trés métados.

couveE & Cendursd determinados

imoBLraj provvitaming TOELYL TOBETGI*® VALY TYAC* HOD-AMAYA
Tomats
amostra 1
g~-caroteno ¢ 5 P P
3,4 3,9
y-caroLenc ¢ , 0,%
amoEtra 2
B-carotanc 4,0 4.2 4.5
3,8 2,9
y-parotend T2 , 1,2
amostra 3
g-carotena s 3 4,7 4,6
4,3 4,5
y-oarotenc Oy 1,0 1.4
amastra 4
B-carotend 4,6 4,4 + 4
3.3 3,4
yeCarotenc 2,3 G, 1,0
wmédia dp
RcaroLens 4,5 + G,3a 4,4 + 0,2a 3,4 + D, 1a
3,8 + 0.4 31,9 + 6,8
y-carotens 6,5 + 4,1b 0,8 + 0,2a 1,1 %+ 0,2a
Couve
amostra 1
g-carctend 23,4 29,7 26,8 35,7 36,2
smostra 2
B-~carotend iB.2 23,8 22,1 31,0 33,6
amestra 3
grcarotenc 21.3 25,3 28,5 3z.4 35.3
amastra 4
g-cargteno 22,6 27,1 23,8 33,8 37,1

media ap
grearotenn

{ienours
amostra 1
g-carcteno
froarctans

amostra 2
AT Ohend

fecarotans

amostra 3
menarotens

gcarotanc

amcstra 4
g-CArotens

g-oarotens

média dp
g~oarotens

g-carotend

21,4 + 2,3b 26,5 * 2,50

34,2

42,8

37,8

16,0 + 5,8

48,32

52,6

%1,3

54,5 + 6,1

24,6 + 2,00 33,2 % 2.1a

36,4

5,3
35,7

11.%
23,2

12,5
40, %

11,7 *
36,9 %

1.%a
3,10

14,2
52.8

11,7
46,7

13,2
47,4

14,7
51,5

13,5 + 1,3a
49,6 + 3.0a

15,5 + 1,3a

14,5
54.2

12,0
49,5

12,9
52,9

14,3
5&,7

13,4
53,8

fd

+ i.2a

2,49a

FRETYIE B IVALG
& mesma letra,

e TmoOs Litedn com 2
na mesma Linha, SiGN

&7

FLLAGA0 eXaustiva
fica gue ndo hi

M

difarenga signif

icativa {P20,05}
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concentracdo de KOH utilizada (40%) € muito alta, podendo levar
dessa forma & degradacdo dos carotenéides. TAYLOR et alii {19887},
verificande os efeitos da saponificag@o com a utilizagdc de
Aiferentes concentractes de KOH em metancl (6 a 30%), constataram
que guanto malor a concentragdo do 41cali mailores sdo as perdas
de carotendides. Além do problema da saponificagdo, o volume de
dgua para a retirada do alecali especificado pelo CO8TS1 ndo fol
suficiente, pois apds a lavagem, o pH da solugde variava entre 3
a 10. A presenga de &dlcall residual ndo pernite uma boa separagao

dos carotenos na coluna.

0s métodos recomendados pelo IVACG e RODRIGUEZ-
AMAYA et alii (1988) sdo mais versitels que o de cosTsi, pois
permitem a separagaoc dos diferentes carotenéides. No entanto, ©8
volumes dos solventes para a eluicdo das fragdes devem ser
ajustados & natureza da amostra, e nio fixados como no método de

IVACG.

Tanto no métede recomendade pelo IVACG como no de
RODRIGUEZ-AMAYA et alii (1988) a gquantidade de amostra tomada
para a extragdo mostrou-se adequada a guantidade de carotendides
presentes. No IVACG, embora o brangueamento facilite a extragdo,
pois permite uma maior penetragao do solvente, o volume fixo do
solvente extratante e a nao repeticio da trituragdo da amestra,
nic permitiram uma extragao completa para couvae & Ccenoura. ApGs
extracioc exaustiva (IV&CG»mbdificado}, ¢ teor de carotendides

aumentou em 34% e 30%, respectivamente.

por fltime, pode-se observar gue © método de
COS5T91, além de apresentar 08 menores valores, & o gue apressanta
ns maiores desvios padrdoc, provavelmente en decorréncia da maior
manipulagio da amostra, cCcomo oCcorre por exemplo durante a

retirada da agua residual.

0s resultados dos guatro procedimentos de
saponificacio sugeridos pelo mé&todo de IVACG, testados em namao,
estio apresentados na TABELA 9. para © B-carotence ndc houve

difersenca significativa, ao nivel de 5%, entre os guatre
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TAEELE ¥: Teores de pré-vitaminas A de mamao obtidos com 0S8
diferentes procedimentos de saponificagioc, suge-
ridos pelo métode de IVALG.

concentracdo {(pg/g)
pri~vitamina A

I Il 11 v
amostra 1
g-carotsno 1,9 2,0 1,8 1,7
f-criptoxantina 8,2 8,3 7,3 7,1
%, 6~epoxi-B~criproxantina Q,0 0,0 0,7 0,6
amostra 2
f~caroteno 2:4 2,3 2,1 2,0
ﬁ*criptoxantina 8.3 3,1 a,4 5,2
5, 6~epoxi-B-criptoxantina 0,0 0,0 0,5 a0
amopstyra 3
B-caroteno 2,3 2,0 1.8 1,8
g~eriptoxantina 7.8 T, 2 6,9 7.1
S,E»epmxi—ﬁmcriptoxantina G,0 0,0 G,4 4,5
amostra 4
B-oaroteno 2,0 1,7 1,7 1,6
- freriptoxantina 8,8 2,5 7,2 7.0
5,6~ap031~5-criptoxantina G,0 Gg,0 11 0,9
média + 4dp
grocaroteno 2,2 + 0,2a 2,0+ 0,2a 1,2 + 0,2a 1,8 + 0,2a
g-~criptoxantina 8,6 ¥ 0,7a 8,3 + 0,%a 7,5 + D,7b 7,4 & 0,6b
5, 6~epoxi-B-criptoxantina 0,0 + 0,0b 0,0 + 0,0b 0,7 + 0,3a 0,68 + 0,3a
1 - saponificagdc a frio
11 - saponificagio a frio com evaporagio da fase organica
111 -~ saponificagdo a guents
¥ - saponificagio a guents com evaporacio da fase argénica

A mesma letra, na nmesma linha, significa gue ndo hi diferenga significativa (P0,05)

£9



procedimentos. Ja para a g-criptoxantina os dois procedimentos a
gquente resultaram em valores significativamente mais baixos,
levando inclusive & formagdc de epdxidos da g~criptoxantina. 08
resultados confirmaram as observagdes feitas anteriormente por

KIMURA et alii (1999¢), gue recomendanm a saponificagdo a frio.

A TABELA 10 apresenta os teores de préo-~-vitamina A
para namao, determinados pelos trés métodos. Hesmo utilizandc ©
métoda de COST91-modificade, os teores de carcotenc foram
significativamente inferiores aos obtidos pelos dols outros
métodos. Além disso, este wmétodo nao determina a f-criptoxantina,

qus & o principal pigmento pré-vitaminico (KIMURA et alii, 1991).

Para a comparacic escolheu-se 08 melhores dados
obtidos pelo IVACG, resultantes da saponificagao a frio. Assim os
métodos de IVACG e RODRIGUEZ-AMAYA simplificado apresentaram o

mesmo desempenho.

A FIGURA 6 mostra comparativamente oS valores de&
vitamina A, obtidos pelas trés metodologias, para os diferentes
tipos de alimentos e a FIGURA 9 o5 valores de vitamina A guando
se realizou extracdo exaustiva das amostras nos métodos de COBT91

e IVACTLG.

0 método de cosT91 apresenta dols problemas
inerentes. O valor de vitamina A pode ser superestimrado, 1& que
nde ha a separacgdo entre a-carotens (pré-vitamina com 50% de
atividade) & $-caroteno {pré-vitamina com 100% de atiwvidade).
Isgo pode ser observado em cenoura onde, NMesSmO COR teores mais
haixos de carotenos, nadc houve diferenca significativa no valor
de vitamina A (FIGURA 7). FPor ocutro lade, pode ogoorrer
subestimaglo do valor vitaminico, pois o método nao leva em
consideracio a contribuigdo de vantofilas com atividade prd-
vitaminica. No caso de mamdo, por exenpleo, a exclusdo da 8-

criptoxantina resultou em subestimagio do valor de vitamina A de

aproximadamente 75%.

O método de IVACG apresentou valores de vitamina A

significativamente mencres gue o métode de RODRIGUEZ-AMAYA ef
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TRBELA 10: Teores de pri-vitamina A (pg/g) determinados em mamio pelos trés metodos.

amostra/pri-vitamina CO5T9L CORTaL~ IVACGl IVACG* ROD-AMAYA
amostra 1

f-caroreno 1,5 1,6 2.2 2,3 2,4

g-criptoxantina - - 8,2 B,4 g.,0
amostra 2

grcaroateno 2.2 2,3 2,8 2,6 3,1

g-criptoxantina - - 4,3 9,2 9,2
amostyra 3

f-carcteno 1,3 3,7 2,3 2:5 2.6

chriptoxantina - - 7,8 8,1 8,8
smostra 4

f~carotenc 1,92 2,1 2,2 2,2 2,5

g-criptoxantina - - 8,8 8,6 8,8
média + 4p

g~caroteno 1,7 ¥+ G,4b 1,9 £ 0,3b 2,4 # 0,35 2,4 ¥ 0,2a 2,7 + G,3a

g-criptorantina - - B,6 + U,&a 8,6 + 0,5s 9,0 + 0,2a

COSTOL* e IVACG* - modificado com extragao exaustiva

1 malhores dados, resultados da gsaponificagdo a frio

Letras iguals, na mesma linha, significa gue nado ha diferenga
significativa (P « 0,05)
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alii (1988) em couve e cenoura. No entanto, apos axtragdo
exaustiva {IVACG-modificado) oS dois métodos tiveran

estatisticamente a mesma performace.

5.2, Coeficientes de Absorgioc (Aigg de Alguns Carctendides em
Solventes Comuns

A qguantificacdo dos carotendides, guer  sua
separagdo seja realizada por cromatografia de coluna aberta ou
por CLAE, sempre & feita espectrofotometricarente. Assim, a
precisdo dos resultados depende dos valores dos coeficientes de

absorcdo utilizados no célculo das concentrag¢gdes.

A TABELA 11 permite observar algumas discrepdncias
nos valores dos coeficlentes de absorgaoc tabelados, no mMesSmo
solvente. Nossos resultades, no entanto, mostraram—~-se coerentes
com a maioria dos valores reportados. Isso representou uma grande

confiabilidade na técnica empregada.

Os coeficientes ds absorcgio dos isbmercs das pro-
vitaminas A nio sio conhecides, exceto para O 13-cis- e $-¢is-8-
carotano determinados em &ter de petrdleoc com 1,5% & ©0,5% de p-
metilanisel, respectivamente (SWEENEY & MARSH, 1970). Como o P
metilanisol nioc & um solvente muite utilizado na analissa de
carotendides, os valores dos coeficientes de absorgic foram
determinados em &ter de petrdlec, hexano e metancl, dgue 33ac
solventes mals comung na analise de carotendides, tanto an

cromatografia de coluna aberta como en CLAE.

05  isdémeros do g—-parnteno foram identificados
elos maximos de absorgdo, ela ordem de eluigd3c na coluna de
P

Ca{OH), e também pelos valores da chamada "razdo Q" {TABELA 12}.
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TABELA 1l: Valores dos coeficlientes de abgorgio de

alguns trans-carotendides.

pilgmento A%im X {nm) gsclvente raeferéncia

o ~carotenc 2730 446 hexano ZSCHEILE et alii (1842)
2800 445 haxano GOODWIM (1953)
2180 474 dissulfeto de carbono GOODWIM {1955}
2800 444 éter de petrdlso SCHWIETER et alii (13985)
2770+60% 444 ater de petrdleo obtido neste trabalho

g ~caroctenn 2580 450 hexano ZECHEILE et alii {1342)
2505 451 hexano GOODWIM {1355)
2592 449 hexanc ISLER et alii (1965}
2590 450 hexano BRUBACHER et alii {1985)
2540 450 metanol CRAFT & SOARES {1392
2600 450 gter de petrdleo BRUBACHER et alii (18B85%)
2592 453 &ter de petrdleo SCHWIETER et alii {1963}
2580140° 449 éter de petrdleo obtido neste trabalho

E-criptoxantina 2470 452 hexano ZECHRILE et alii (1942}
2386 452 éter de petrdleo ISLER et alii (1957)
2330i90a 447 gter de petrdleo obtido neste trabalho

licopeno 3460 472 hexzano ZRCHMEISTER ef alii(l943)
3370 487 benzeno SURMATIS & OFNER {1963)
3450 472 gter de peatrdlec SCHWIETER et alii {1965}
342&160a 470 &ter de petrdles cbtido neste trabalho

® g valores sdo

madia de 20 determinagdes.
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TABELA 12: Valores da razdo 0% e maximos de absorgdo dos isdmeros do B-caroteno.

A {rmad

izBnero razio golvente referéncia

A méx pico cis
trans i8,3 44% 337 égter de obtido neste
13~cis 2,3 443 336 petréleoc trabalho
S-cis 6,8 445 335
trans 21,72 449 338 obtido neste
13~cis 2,6 444 337 hexano t.rabalho
S—gis 5,7 445 337
trans 15,3 451 339 ocbtido neste
13~¢is 2,1 445 339 metanal trapalho
G~rcisg 4,8 446 338
trans 20,649 455 341
13~cis 2,16 448 341 acetona JENSEN et alii
9mcis 9,40 450 341 (1964)°
15-cis 1,65 452 341
trans > 12 453
13-cis 2,30 444 metancl QURCKENBUSH
Gegis 8,50 448 (19873°
Lrans 17,4 450 337
13-~cis 2,8 447 336 hexano TSUKIDA et alii
9~cis 1,5 445 338 (19819
1G~oixm 1,9 448 3%
trang 11,3 452 340
13~cis 2,2 445 338 metangl O'NEIL et alil
9mcis 7,3 446 344 (1991)°
15~cism 1,7 449 339
trans 12,1 451 339
13-~cis 2,7 443 339 metanol O'HETL et alii
Gcis 10,1 445 339 (19914%
18-cis 1,7 445 338
2 pazdn ¢ - absorgho no Amax/ absorgdo no plee cois
2 separado em coluna Nucleosil C18 com acatonazigua (83:12)
& segparado em coluna Vydac 201TPCL1E com magtancl por 3 minutos,

seqguido de metancoli:clorofdrmic (9416}
sgparado em coluna de Ca{OH)2
e separado em coluna de Ca{DH}Z com acetona:hexano (9%,4:0,6)

76



A TABELA 13 apresenta os valores de A%i{ nos tres

diferentes solventes, determinados para os isdmeros do A-caroteno
g da g-criptoxantina, e o3 de um novo pigmento, ainda nao

relatado, gue foi identificado no abricé.

A determinacdo dos coeficientes de absorgaoc nao &
uma tarefa fécil conforme mostram os desvios padrdes observados
nesse estudo, utilizando a microbalanga, gue estdo apresentados

nas TABELAS 11 & 13.

5.31. Ocorréncia de IsGmeros de Préo-vitaminas 3

5.3.1. Em frutas

considerando os resultados apresentados na TABELA
14, as diferentes frutas podem ser divididas em dols grandes
grupos: (1) frutas gue possuem O g-carotenc como plgmento pro-
vitaminico majoritario, e (2) frutas onde a g-criptoxantina £ a
principal pré-vitamina. Abricd, acerola, buritl, manga, maracujd
e néspera, pertencem ao primeiro grupeo. © conteido mé&dio de §-
caroteno variou - entre 3,4 a 359,88 ng/g. ¢  buriti é
excepcionalmente rico em prdé-vitamina A, seu contefide de A-
caroteno & muiito mailor gue o de gualguer sutra fruta analisada. O
segundo grupo € constituido de caja, mamdo, nectarina, péessego,
pequi e pitanga, apresentando um contetdo de g-criptoxantina na
Faiwa de 3,9 a 16,9 pg/g. O g-caroteno foi encontrado em todas as
amostras analisadas, enguanto o ew-caroteno apenas en buriti 2 en
baiwa concentragaco, ou tragos em acercla e caijd. Embora o B-

carnteno fosse o pigmento predominante em néspera, gquantidades
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TABELA 13: Valores dos coeficientes de absargéoa

dos

isbmercs do f-carotenc e da Beeriptoxan-

tina, e de f~apo~8'-caroctencl.

plgeento Al% A {nm} sclvente
lem
i3-cig-f-carotano 1730 + 30 443 éter de pestroleoc
1760 + 30 444 hexanc
1670 + 40 445 metancl
19307 444 1,5% p-metilaniscl
sm eter de petrdleo
Q-oig-RB-varcteno 2378 + 60 445 &ter de patrdleo
2380 + 40 445 hexano
3220 + 30 446 metancl
2360° 449 0,5% p-metilanigol
em éter de petrdleo
neo—- B ~criptoxantina 2180 + 120 445 étar de petrilec
2180 + 80 444 hexano '
2070 + 20 44% metanol
B~apo-8'-carotenal 2050 + 40 398 éter de petrdlec
1970 + 50 398 hexano
2030 + 10 396 metanol

& média e desvio padrio de 20 determinagdes.

I dadce takbelados por SWEENEY & MARSH (1570), para Comparagao.
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Tabela 14: Concentracic de cis- & trans-isdmeros de pré-vitaminas

B oem fruvtas.

n° de
Frutas nome lotes pH pré-vitamina & concentragao
cientifico analisados™ {pgfay
Ahrich Eammes 4.3~4,.6 13-cis-B-carocteno g,5% + 0,3
americana trans-B-carotens 4,1 % 4,1
g-pig-f-carcteno 8,3 + 0,2
trans—-f-zeacarotens G,8 = 0,1
trans-8~apo~10' ~carotenal B,0 + 1,4
trang-f~apo-8'~carcotenol 11,1 * 3,7
Bcerola Malpighisa 4.1-4.4 trans-g-carotenc tr em 4 amostrag
glabra trang-R-carotens 3,4 + 0,2
trans-B~criphoxanting G,4 + 0,1
Buriti Mauritis nd i3~gig-g-carctenc 1,5 + 1,4
vinifera trans~g-cargtenc 80,1 *+ 9,0
i3—-cisg-f~carctenc 4,2 =+ 2.4
trans-f~caroteno asg, g 9+ 32,5
gepmiz-f~narotenc i,0 %+ 0.8
trans-f-geacarotenc 5,4 + 1,4
ftrana-y¥--caroteno 36,8 + 4.5
Caja Spondias 2.9~4.4 trans-U-caroteno 0,3 + 0,1
lutea trang-R-carcteno i,4 + 0,3
neo-B-criptoxantina tr em 2 amogtras
trans-f~criptoxantina 16,8 + 2,2
HamBo Carica
gultivar papaya 4.0-4.4 trans-f-carsteno 3,0 + 0,4
Solo trans—-p~criptoxantina 7.6 + 0,8
trans-y-caroteno tr em 3 amostras
cultivar 4,0-4.,2 trang-B~carotenc 2.6 + 0,8
Tailandis trans-f~criptoxantina 16,2 + 2,5
Hanga Hangifera
eultivar indica 4.1~4.4 13~cis-B-garoteno tr em 3 amostras
Haden trans-B-caroteno 12,5 + 4,4
trans-g—criptoxantina 06,3 + 0.1
cultivar 4.3-4.7 13-cis-f-carcteno tr em 2 anoshras
Tomoy trans-B-caroteno 15,5 + 0.9
Atkins trans—-g-criptoxantina G,4 + 0,3

75



" Maracuid Passiflicra 5 &.0~4.2 trans-f-carotenc 4,7 * 1,0
pultivar ligulares
Hambo
Nectarina Frunus 5 §.8~4.7 13~ciz- B ~garotene 0,1 + 0,1
persica trans- 8 ~caroteno 1,1 0+ Q.2
Qugig— § ~carctens. g,1 + 0,1
neo— f —criptoxantins 6,3 + 4,2
trans— § ~criptoxantina 3,9 = 0.7
Héaspera Eriobotrya 5 4.1-4.3 13-cis— B ~carctent Ly em I amostras
cultivar JFaponica trans- § ~carctentc £,00 + H,8
Mizaho trans- § -oriptoxanting 4,8 + 0,%
Pegul CaricCar 5 ng  trans-f-carotenc 0,1 =+ 0,1
viilogsium 13-pig-f~carctenc tr em 2 amostras
trang-B~oiroteno 1.2 = 0,%
neo-B-criptoxantina 0.4 3 0,2
trang~-f~criptoxantina 4.4 + §,9
PéEzsege  Prunus
Chileno  persica 5 4,9~4,.4 13-cis-B~carocten 6,2 + 0,1
trans-B-carotenc . 1,2 + 0,2
Gepig~f~carotens - 0,1 + 0,1
neo~-f-criptoxantina 0,3 + 0,1
trans-f~criptoxantina 5,1 + 0,5
cultivar 5 §.1~4.,3 13-gip~G-gargteno 8,2 0+ 06,1
niamante trans-B-carotenc 0,6 + 0,2
g~ ig-B-garoteno 0,1 = 0,1
nes-B-criptoxantina 6.2 4+ 0,1
trans-f-criptoxantina 4,1 = 0,3
Pitanga  Eugenia 5 4.0~4.1 trass-B-carotenc 3,7 %+ 0,8
wniflora trapns-B-criptoxantina 12,3 + 1,1
trang-y-caroteno g,4 + 0,1

& .ada lote foi analisado em duplicata

tr - tragos

nd ~ nao determinade {a natureza da fruta nao permitiv a determinagac do pH,
como foi feito para as oubtras frutash
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aprecidveis de p-criptoxantina foram também observadas, Peguenas
gquantidades de a=-criptoxantina apareceram nos cultivares de
manga. Y-Carotenc foi detectade em buriti e pitanga & em ULYagos
om mamio cultivar Solo. Ho abricé foram encontradas guantidades

apreciiveis de B-apo-10'-carctenal e g-apo-~8t~carotenol.

Cis-isdémeros das pré-vitaminas A, nidc foram
encontrados em acercla, cajsd, mamo cultivares Solo e Tailandis,
pmaracuid e pitanga. Tragoes de 13-cis-B-caroteno foram observados
em algumas amostras de nangas cultivares Haden e Tommy Atkins,
néspera & pequi. A média dos valores de vitamina A para as frutas
mencionadas variou de 64 a 259 RE/100g (TABELA 15j.

Cis-isduercs foram encontrados em niveis baixos enm
abricd (0,5 ng/g de 13-cis-8 -carcteno e 0,3 ngjfg de 9-cis-B-
caroteno), nectarina (0,1 ng/g de i3~gis-g-carctenc, 0,1 pg/o de
s-cig-B~caroteno e 0,3 ug/g de neo~g-criptoxantina), péssego (0,2
ng/g de 13-gis-g ~carctens, 0,1 pg/g de gmcis-8 —carotenc e 3,3
ng/g de neo—-g~criptoxantina para o péssego Chileno e 0,2 pg/g de
13~¢is-g -carotens, 0,1 pg/g.de p-cig-8~carctenc e 0,2 ng/y de
neo~ g -criptoxantina para o péssego cultivar Diamante) e pegui
(0,4 py/g de neo-B-criptoxantinaj. '

os valores de vitamina A das frutas gue continham
cis-isbmeros foram calculados com {45 a 6.48% RE/f100g} e sem {47
a 6.992 RE/100g) a separagdc das formas isomé@ricas, mostrando uma
superestimagdo de 3-10% guando os isdmeros nao foram separados

{TABELA 15).

A recuperagfic obtida em nosso iaboratérioco para o &-
carotenc e B-criptoxantina em coluna de Ca{OHj3, utilizada para a
separagfo de istmeres, foi de 96% e 94%, respectivamente. SWEENEY
& MARSH ({1870} encontraram O© nNesmo valor para o B-gcaroteno,
utilizando cocluna de Mg{OH}z/Ca(OH)y; CcOom a uesna finalidade. &
jisomerizagdoc na c<coluna nao foi observada neste estudo, COMO
rambém no de SWEENEY & MARSH. Se essas perdas, 4% para o B -
carotenc e 6% para a B-criptoxantina forem consideradas, a

superestimagdo do conteldo em vitamina A em frutas "in natura”
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TABELA 15: Valores de vitamina & caleulados com ¢ sem & separagdoc dos isdOmeros em frutas

valer de vitamina A gR@leﬁaiA
Fruta/oultivar pem separagio com separagio %
dos isbmeros dog izlmeros superestimagio
- b & b

Bbhricd a2g 283 306 in E
Boerols b4 - . _ _
Buriti ' 5952 54859 &769 7 3
Caid 191 _ " . -
Hamao

Solo 2z . _ _ _ _

Taildndia 1406 . _ _ .
ﬁ&nqa L

Haden 209 _ _ - -

Tommy Atking 255 - - ” _
Maracuib 78 " " - -
Nectarina 47 45 47 4 0
Négpersa

Hizuho 175 _ - - -
Pegqul 87 54 B& 5 2
Passeqgo

chileno 15 73 75 3 0

Diamante 58 55 57 5 2
Pitanga 178 _ _ _ _

1 s valores sio médias e desvic padrdo de 5 lotes analifados

individualmente.
a - paloulado de acordo com & atividade bioldgica obtida por DEUEL et alii

{1945} .
b - caleulade de acordo com a atividade bioldgica obtida por DEUEL et alii

{19453, corrigido pela perda na coluna.
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deiws de ewistir ou occorre en valores auito mais baixos (2-6%)
CTABELE 15) . Portantoe observa-se guea, & separacde de isbpmeros se
woetra desnecessiria para & determinacic do valor de vitamina 4

an Frutas froscas.

5.3.2, Em hoxrtal gos

o exame dosg rabalhos realizados com lisbmeros,
demonstra gue & forma ©is OTOrIe mais em hortaligas do gue 2n
frutas, tendé&ncia confirmada pelos nossos resultados. D8 Cis-—
sgémerns foram encontrados, en geral em haixas guantidades, emn
rodas as hortalicas srapcas analisadas groetoe em  Cendurs
{cultivar Imperador) e tomate (cultivares Santa Cruz e Marglobe}
(TABELA 16}. A faixa de concentracio média fol de tragos-3.4 ugig
PALE 13wgis=-g~carolanc € tragos-4,1 pgfg para gegis-B-carotenc. A
média de trans-g-caroieno foi de 1,1 a 38,4 pg/g. Nas hortalicas
verdes, comb brécolis, gild, vagem, couve, espinafre e agridoc, o
g-cig estd presente en guantidade maior gue O 13-~cis-g-carcteno;
j& nas hortaligas nao verdes verificou~se o inverso. Esse fato j&
havia sido observado por SWEENEY & MARSH (1870}.

G a~ciroteno foi encontrado  em guantidades
significativas em cencura € abébora, e em baixas concentragbes
em pimentdc amarelc e vagen. cenoura cultivar Imperador
apresentou  una média de 19,0 ng/g de trans—6 ~carctano e a
cultivar Hantes 16,5 nBg/g. Tréz dos cinco lotes de cenoura
cultivar Nantes acusaram & presenga de tragos ds 13—-cis—a —
sarotencs . As amostras de awbbora cultivar Menina verde {(estadioc
maduro} apresentaram uma nédia de 17.1 ngjfg de trang-e-~carcteno e

os maiores teores de 11-gis-a-caroters (0,3 ng/g)-
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Tapela 16: Concentragie de cis- e trans-isbmercos de pré-vitaminas A em hortaligas
’ *in natura”.

nD de
Hortaligas nome lotes pré-vitamina B concentragio
cientifico analisados™ {pg/ad
AbShoras cucurbita moschats
Menina 2 13-~pig-~g~carotena G,3 =+ 40,2
verds trang-g-carotenc 17,1 0+ 2,3
o is—g-garotens g, = G,1
i3-gig-f-carctenc 0,2 #* 0,1
trans—-g-carotenc 23,6 #+ 3,Z
Y-piz-f-carctenc 0,3 + 0,2
trans-g~criptoxantina 0.7 %+ 0,4
Agrido Kazturtium officinale 5 13~ois-g-carotens i,8 0+ 1.1
trans-f-carotena 23.3 * 2.8
Q-pis-f —carctend 2,2 % 1.2
Bravolis Braggica oleraves 4 13~ ig-f~carotans 1,2 =+ G,4
trans~f-carotens 8,1 + 1.3
g-pig-g-carotens 1.5 + 0.6
fencura Daugus carotba
Imperador 8 trans-g-carotenc 19,6 + 0,8
trang-f-carotenc 38,4 + 4,1
Nantes 5 13-pig~n—carotenc tr em 3 amostras
trans—-o-carobens 16,5 4+ 2,3
13~ris-B-carcteno tr em 2 amogtras
trang—fR-caroteno 33,0 + 2,4
Souve Braszica oleracega 5 13wpis—f-carctenc 3,4 + 2,1
trans—f~careoteno 25,8 + 4.4
G~gisR~carctenc 4,1 + 2,8
Egpinafre Spinacea oleracea 5 13-cig-f-caroteno 2:3 + 1,2
trang-g—-caroteno 25,0 + 4,4
g-cig-B~carotenc 2,7 + 0,8
Qi1 5 13~pig-R~carotenc tr em 2 amostras
trans-8—carotenc 1,4 + 0.4
g-gig-f~parctenc 0,1 + ,1
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Hilho

Bimentioc
vaerds

amareio

warmelho

guiabo

Tomate
Santea
True

Harglobe

Wagem
Macarrao

EfE Mays

fapsicum 4nRUUwE

Hibigcus esculenius

Lycopersicen esculentunm

vicia faba

13-pig-f-caroteno
trang--carstenc
Begig-f-varstens

trans-f-oriptoxantinag

13~ gig-f-carotanc
trans-g-carotenc
G ia—fecarotens

Lrans-g-taralenc
I3wgis-f~cargtenc
trans-E-carotens
G-pig-f-tarctens

trans-g-criptoxantina

13wpig-B-Carolens
trans-B-earotens
Grcis-B-oarutens

13-wig-f~oarotenc
trang-g~caroteno
Spig-f-carctenc

trapa—-R-Carotend
trans-y-~Carstenc

trans—f-carotenc
trans-y-cargteno

trans-g-carotenc
13~cis~R-carobeno
trans~B-caroctends
S-cig-f-carotens
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Feguenas guantidades de trans- 8 -griptoxantina
roram encontradas em milho, enguanto gue em abbbora e pimentac
amarelo foi detectado a trans-e-criptoxantina, também enm balixoes

tanres.,

& composigdo de pro-vitamina A& de algumas
nortalicas cozidas fol tambén determinada ({TABELA 17). (is-
iedmereos foram detectados em todas as hortaligas cozidas
analisadas, inclusive em cencura. A faixa de concentracic média
ficou em ©,1~1,2 ng/g para 13-cis-g-caroteno, 0,1-1,8 uyfg para
s-gig~g~carotenc & 0,8-36,1 ug/g para trans~g&-caroteno., Cis-o-
carctene s6 foli observado em cenoura cultivar Nantes {0,2 pg/g de
13~cis) e en abdbora cozida (0,8 ug/g de i3-cis e 0,3 ugfy de -
cis). Em abbbora refogada nao foi observada a presenga de
jsémeros de s-caroteno.

Com ¢ processanento a guantidade de isdmeros de B~
caroteno, em termos percentuais, aumentol en 1% na cencura {(NDoOsS
dpis cultivares analisados), 15% no gild, 7% no guiabo, 4% na
ahdébora cozida e 1% na abdbora refogada. Ocorreu também un
aumento de 1% e 5% de isomeros do «-carctentd ha cenoura e abdbora
cozidas, respectivaments. Para brécolis, vagem cozida e refogada,
por outro lado, houve respectivamente uma diminuigéo de 6,2%, 6%,
2% na guantidade de isomeros do 8 —carcteno. Em abdbora refogada
ne isomerocos do s~carotenc desaparsCeran.

A exemplo das frutas, os valores gde xﬁiﬁmina A
para os vegetais gque continham isémeros foram calculados,
empregando as biopoténcias obtidas por DEUEL et alil (1945},
baseadas no crescimentoe de ratos, COm £ Sem a separacdce das
formas isoméricas {TABELA 18). Superestimagbes de 10-22%,
censivelmente maiores gue as observadas para frutas, foram
constatadas gquando os isbmeros nio foram separados. A
superestimacgdc dos valores de vitamina A para hortaligas frescas
como agrifoc ({14%), brécolis (1%:), couve £19%) , espinafre (16%},
gilé (17%), milho (22%), pimentdo verde {19%), amareloc {20%) =
vermelho (22%) e guiabo (16%) & considerdvel e portanto
recomendivel gue a separagac dos isémercs facga parte da andliise
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Tabala 17: Concentragic de cis- e trang-isbmeros de pré-vitaminas A em
) hortalicas cozidas.

n- de
Hortaligas prepare lotes pré~vitamina A poncentragao
domBatico nalisados® (ug/o}

Abdbora
ooz ido 5 31 3-ris-a-carotenc 0.8 + 9,3
trang-a-carotenc 15,6 * 2,%
Qo f g~-E-CArotaens 0,3 + 0,2
13-cisg~-B-caroctenc 1,80 + 0,4
trans-B-carotenc 23,1 + 2,8
G-prig-g-Larobenc G,4 *x 9.2
trans-g-criptozantinag €,8 * 0,2
refogade 5 trang-g-carcteno 18,0 = 3,1
trans-B-carocteno 20,7 + L1.8
G ig-B~carotenc 0,7 =+ 12,2
trans-g-griptogantineg 0,7 % 8,1

Bréoalis
cozido 4 13~cis-B-~caroteno 0,6 3 0,2
trans-B-carsteno 14,9 9+ 1,1
S-pis-f—carotent g,8 + 4L.E

Cenoura epzido

Imperador -1 trang-g~-carotens 16,3 + 0,4
13~gis-f~caroteno G,2 + 0,1
trans—-fg-carctenc 36,1+ 2,0
G-pig-f-carocbenc 6,1 + 4,1
pantes 4 i3-gis-g-caroieno 8,2 £ 0,1
trans-g-carchanc 12,4 + 1,9
13-cig-f-carotens 0,2 + 8,1
trans-f-carstenc ag,3 +~ 1,6
g~oig~R—carotenc H,1 0+ D,1
Espinafre cozido 5 13~oig~B~carotenc 1,2 x U2
trans—f-carotenc 20,8 =+ 2,0
Gepig-fRecarotenc 1,8 + 0,7
Gild gozido 5 13-cis~B~carcotenc 0,2 + G,3
trans-f~carotenc 1.4 = 0,3
Gegmis-R-carctenc 0,2 + £,1
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13-gis~R-rarotens
transg-f-oarohtend
Ypipg-f~carnthens

Cuisho cozido 5

Yagem
cogido & trang-S-carotens
13~pin-B-carcoteno
trans-f-carotens
Gepig-g-cargtenc

refogado B 13~gig-g-carotenc
trapns—~f~oarcteno
Groig-f-oarotenc

4 i+ 1+

4 14 14 1+

LK 2

B oaaa lote fol analimado em duplicata.
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TABELA 18: Valores de vitamina A caleulados com @ sem a separagio dos isdmeros, am
’ hortaligas “in npatura”.

valor ge vitamina B (RE/100c)=

hortaligas Sen SeDATACARO com peparagio %
dos isdneros dos isdmerces supereatimagdo
a b c a b &

AbdSpora

Menina Verds R 543 2568 - 1G 5 -
Agrido S86 418 4337 446 14 13 8
Brioonlis 357 322 332 345 19 13 12
Canoursa

Imperador 798 - - - - - -

Hantes 899 - - - - - -
Couve

Mantsiga - - 598 . 486 - Bip . 838... 18 o 15 4 18
Espinafre 538 454 4785 482 - 156 iz 7
Gi1d 22 24 .. 23 26 37 0 14 0 ¢ 1D
Milho 41 iz 35 38 - 22 - 1% - 7
Pimentio

varde 47 g 40 42 1% 1% 13

amarelo 49 35 42 46 20 i4 &

vermelho B7 68 72 75 22 17 14
Quiabo 57 48 50 52 i6 12 9
Tomate

Santa Cruz 51 - - - - - -

Marglobe 104 - - - -~ - -
Vagem

Macarrio 2% 26 27 28 10 7 a

I os valores sho médias de 5 determinagdes em duplicatas

a ~ calculado de acordo com a atividade bioldgica obtida por DEUEL et
alii {1945}.

& - galculade de acordo com a atividade piolégica obtidas por DEUEL et
alii {19453, corrigido pela perda na coluna.

s - ealeulado de acordo com a atividade biclégica obtida por SWEENEY &
MARSH (15733, corrigido pela perda na coluna.
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dessas hortalicas, Essas porcentagens tornam-se, gntretanto,
menores se as perdas ocorridas na coluna de Ca{OHj e OS valilores
de biopoténcia apresentados por SWEENEY & MARSH {1973} (74% para
o 13-cis-8-carotenc e 61% para o 9-cis-g-carotenoc), baseados no
conteldo de vitamina & neo figado, forem considerados (TABELA 18},
ficando entre 3-14%. Portante, a reavaliagdo das biopoténcias,
gtilizando técnicazx mais modernas para gue se obtenham 0s
verdadeliros valores, & imprescindivel, oMo enfatizaranm
RODRIGCUEZ-AMAYA & TAVARES {18892} .

Para alimentos contendo isémeros do s-caroteno,
come por exemplo abbbora, © calculo da superestimagdc ndo pode
ser feito pelas blopoténcias de SWEENEY & MARSH, j4 gue eleg nao

estudaram este pigmento.

Fara hortalicas cozidas, a superestimagio,
utilizando as biopoténcias determinadas por DEUEL et alii (1944,
1645}, variou de 5-20% {TABELA 19), sendo gue oS malores valores
foram para abébora cozida [(20%), wvagem refogada {16%), guiabo
cozido {16%) e espinafre cozida (15%). Se forem também
consideradas as perdas na coluna e as biopoténcias obtidas por
SWEENEY & MARSH (1973}, as superestima¢bes diminuem para 3~8%.
Portanto, as mesnas congideracdes feitas em relagao & reavaliacgéo
das biopoténcias também se aplicanm agui.

$.3.3. Confirmacdo da Ocorréncia de Isdmeros de Proé-vitaminas A
por CLAE

Para a separag8c dos isémeros das pré-vitaminas,
foram testadas oolunas de fase normal (NH,, CN, Ca{OH}jp} e
colunas de fase reversa {Cjyg}. A escolha pela fase reversa se deu

primeiramente pelo menor risco de formagdc de produtes de
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TABELR 19: Valores de vitamina A caloulados com € S8m & BepParaglo dos
isdmeros, em hortaligas cozidas.

valor de vitamina A (RE/100g}™

hortalicas sem separagido com separagldc %
dos isfmeros dog isbmeros puperestimagio
& Lo & & e o
Abdbora
cozida 627 502 527 -2 20 10 -
refogada 525 499 520 -2 5 1 -
Brocolis
cozpido 288 259 273 28 13 9 7
fanoura
Imperador cozida 790 740 772 -2 7 2 -
Nantes cozida 686 620 847 -2 10 5 -
ggpinafre
cozida 427 364 - 381 an2 is 10 1
Gilé
corido 2% 25 26 28 i4 ig 3
ouiano
gogido ag 32 34 38 18 10 5
Vagemn
gogpida 24 21 22 24 13 g8 o
refogada pi i& 17 ig 16 i1 5

T as valores s&c médias de 5 determinagles em duplicatas

2 Nio caloulados,a bioatividade dos jsfmercs do a~carotenc nado foram estabe-

lecidas por SWEENEY & MARSH {19733.

a ~ calculado de acorde com & atividade pioldgica obtida por DEUEL et alil

{1945) .

b ~ calculado de acordo com a atividade biolégica obtida por DEUEL et alii
{1945}, corrigide pela perda na coluna,

¢ ~ galculado de acordo com a atividade biolbgisa obtida por SWEENEY & MARSH
{1273), corrigido pels perds na eoluna.
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degradacdc durante a cromatografia (LBMBERT et alii, 13885) =
porgue Sao encontradas facilmente no coméroio. Das guatro marcas
de colunas Cig utilizadas, Feonosphere, Spherisorb Ons-1,
Lichrospher e Vydac, esta Gltima foi a gue apresentou uma melhor
resolucic para OB isémeros, confirmando as obaervaches feitas
antericrasnte por QUACKENBUSH & SMALLIDGE (1886} € por OFNEIL el
alii {1931}.

para a separagdc apenas oS isémeros das préo
¢itaminas, ndc se justificava © uso de gradiente de fase mHvel &
dentro desse pensamento foram testados como fase mbvel em gistena
jsocorético além do metanol puro, misturas ap diferentes propogbes
de netangl oom cloroférmic, tetyranidrofurano, acetonitriia e
Agua. Metanolfacetonitrila {90:10} e metancl/agua [{98:2}
spresentaram as melhores resolugdes. Para gvitar © uso de
substancias téxicas e ter um menor tempo de andlise, optou-se
pala mistura de metanol/fagua.

0 comprimento de onda utilizade foi de 450 nm,
embora a 436 & 445 nm O8 cromatogranas nao apresentaram grandes
alteraches.

Ainda aseim, a técnica de separacio de isOmeros
por CLAE necessita de malores aprimoramentos e somando este fato

ace outros problemas citados a respeito d4a guantificagio, oS
resultades obtidos Ppor CLAE s& foram analisados de forma

gualitativa.

£.4.3.1. Em frutas

os cromatogramas obtidos por CLAE, alguns dos
guals S380 mostrados nas FIGURAS 8 e 9, confirmam os resultados

das determinagbes feitas por coluna aberta. Na FIGURA B8, ©= dols
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FIGURA 8: Cromatogramas obtidos por ULAE dos exiratos totais de
(A} mamfc, (B} maracuja, {C} nectarina e () péssego.
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FICURA 9: Cromatogramas obtidos por CLAE das fraghes pro-vitamini-
cas separadas pela coluna de MgO:hiflosupercel: {A) fra-
cho de g-carctene de pessego, {(B) fracao de g ~caroteno
de mamao, (C} fracac de g~criptoxantina de mamaoe e i)

fracio de g-criptoxantina de pPESSego.
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primeiros cromatogranas {BA & 8B} mostram & auséncia de isfmeros
do g-carotenc ¢ da g-criptoxantina em mamao € do B-carcotenoc en
maracuiéd. 08 outros dois cromatogramas demonstram & presenga e
cis-igéneres de f-carotenc € g~criptoxantina en nectarina {8C; e
pésseygo {81} . Nz crowmatogramas dos extratos totais foram
confirmados pelo perfil dos cromatogramas das fragbes de pré-
vitaninas isoladas em coluna de MgO:hiflesupercel. A fracio de B -
carptenc de péssego (FIGURA 9A) mostra os dois istmeros enguanto
na de mandc nic hé esses isémeros {FIGURA %B}. A frago de £~
criptoxantina de mamdo estd destituida de isfmeros (8C) enguanto

a de péazedo apresenta © ciz~isbnere {%D).

Hossos cromatogranas Sac conparaveis aos obtidos
por oulros autores {DUACKENBUSH, 1$87; CHANDLER & SCHWARTEZ, 1987;
PETTERSSON & JONSBON, 1990; O'HEIL et alii, 199%1; SALER & TAE,

1991} em termos de separacgio de isbmeros.

A presenga de cis-isbmerocs do 8 -~carotenc foi
reportada em péssego, damasco e ameixa por CHANDLER & SCHWARTZ
{1987) e em péssego e damasco por QUACKENBUGH {1987}, usando
métodos por CLAE. Esses autores nie wverificaram a ocorr&ncia de

g-criptoxantina, assim como da sua forma iscmérica.

Especialmente em artigos utilizando CLAE, h#& muito
mais aados na literatura sobre a separagio de is0meros do 8-
carotenc e a-~caroteno, 4o Jue a guantificagdoc da g-criptoxantina,
mesne na  sua configuragdo Trans. 0s resultados deste estudo
mogtram gue, pelo menos para frutas, a guantificagdo da B -
criptoxantina & muite mais importante para a determinacio do

Yalor de vitamina A que & separagic dos isOmeros.
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%.3.3.2. Em hortaligas

Tambér em hortalicas os cromatogramas obtidos por
rIAE confirmaram os resultados das determinacbes em  coluna

aberta.

Alguns oromatogramas de hortalicas ndo  verdes
analizadas est8c apresentados na FIGURA 10. Os dois primeiros
cromatogramas (10A o 10B) mostram a auséncia e a presenga dos
isdmeros do p- & 40 g~caroctenc em cenoura e abdbora,
respectivamente. 05 outros dois cromatogramas demonstram  a
auséncia em tomate [10C) e presenga em pimentdo vermelho (10D}
dos isdmeros da fraglo de g~carotene isoclada en coluna de

MgO:hiflosupercel.

Na FIGURA ‘11 estdc os cromatogramas das hortaligas
verdes, como brécolis (113}, couve (11B), espinafre (11C} e vagem
{1iD}. Em todos eles hd a presenga dos dois principais isdmeros
do g-carctenc, valende ressaltar gue a altura do pico
correspondente ac S-cis & um pouco superior a do 13~gis~B -
carctenc, inversamente ao gque fol observadc em frutas e
nortalicas ndc verdes, confirmande os dados observados em coluna

gbherta.

Para as hortaligas "in natura® gue possualan
isémeros cis, os cromatogramas obtidos apds cozimento foram
praticamente idénticos. No caso de cencura, os isdmeros cis,
inexistentes na amostra fresca, surgiram apfs o cozimento {FIGURA
12) .

A FIGURAZ 13 apresenta o c¢romatograma € 08
sspectros de absorcgio dos isdmeros da fragdo de g ~carctenc de
espinafre, obtida a partir de coluna de MgO:hiflosupercel,
utilizando o detector de arranjo de diodos. O resultade confirma
novamente a ordem de eluigio do 13-cis- e 9-cis—g-caroteno, no

sistema cromatogré&fico utilizads,
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5.3.4. Comparaciic com o8 dados da literatura das porcentagens dos
igdmeros do g-caroteno

Na maioria dos trabalhos realizados, os niveis de
cis-isémeros s8o reportados apenas en porcentagens € naoc en
concentracbes absolutas. A TABELA 20 apresenta comparativamente
os resultados em porcentagens obtidos neste trabalho, por
cromatografia de coluna aberta, com os dados encontrados na

literatura, utilizando métodos envolvendo a CLAE.

0s dados deste trabalho ‘se mostraram maito
prévimos aos de CHANDLER & SCHWARTZ (1887) em amostras ¥Yin
natura® de cenoura, couve, espinafre e péssego. Assim como no
presente estudo, o0s autores nio detectaram isdmeros de cenoura,
embora OQUACKENBUSH (1987) tenha encontrade 1,2% para o© 13~cis e
0,4% para 0 %-cis. Para abbbora e nectarina as porcentagens de
isémeros encontradas por CHANDLER & SCHWARTZ foram bem maiores
gue as observadas neste trabalho. 0s valores apresentados por
QUACKENBUSH s&c nitidamente menores para hortaligas verdes (couve
e espinafre), mas malores para péssego. Os resultades apresentan
maior variac8c ainda com relago acs alimentos cozidos, o gue era

esperado devido as provaveis diferengas nas condigbes do preparo.
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TEBELR 20: labmercs cig-~trans do froarotenc eacontrados sm frotas e hortaligas
) frescas & fozidas.
produte & I3-cis % trans % %-gis
i 2 3 i Z 3 i z 3
abfibora fresoa 15,3 5.0 0,8 IR, 83,8 27, % g,7 1.4 1.2
oo ida 22,0 - 4.4 b, 6 - 43,8 13,4 - i.B
refogada - - T,0 - - 85,7 - - 3.3
cenoura frenca 0,0 1,2 0,0% 100,00 98,4 100,02 0,0 8,4 4,08
- - 0,0° - - pco,oF - - g,0"
cozida 1%,1 13,8 ©,5% 72,8 79,8  89,2° &,1 6,3 6,37
- - 0,67 - - @g,0° - - g,
zouve fresca 16,6 4,4 10,2 71,8 83,0 F7,5 1i,7 12,6 12,3
gspinafre fresca 5,8 3,2 7.7 820, 4 8%, 4 83,3 10,8 T 5,0
cosida 15,3 - L 58,4 - 87,2 28,3 - 7.7
phEsego fresco $,6 23,6 13,3° 83,7 70,4 80.0° 6,9 6,0 &,7°
- -~ 22,29 - - 86,79 - - 11,19
nectarina fresca i3.% - 7.7 6,6 - 84,6 10,0 - KN

1 CHANDLER & SCHWRRTZ (1987}

2 QUACKEMBUSH {1987}

3 obtidos neste ftrabalhe
& cenourd Kantes &

¢ péssego Diamante e

cenoura lmperador
réasegs chileno
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5.4, Triagem da Composiglo de Carctenbdides de Abricd, Buriti,
pPequi, Méspera, Péssego e Nectarina.

ronsiderando a crescente importancia conferida aos
carotendides, inclusive 0s nao pré-vitaminicos, foram
determinadas as conmposicbes completas de carotendides de varias
fyutas brasileiras ainda nic analisadas ou apenas parcialinentse

egtudadas.

Tnicialmente, foi realizada uma triagenm, cuia
eficiéncia 314 havia sideo demonstrada anteriormente por MERCADANTE
& RODRIGUEZ-AMAYA {19%1b}. Um esguenma simplificado das placas,
apbs desenvolvimento em cada solvente, & apresentade na FIGURA 14

e o resultado da triagem esté contido na TABELA 21.

o8 carctenos presentes nas amostras o
evidenciados apés o desenvolvimento enm solucio contendo 10% de
ster etilicoe em &ter de petréleo.. Assim, o buriti apresentou 5
carotenos, © abricéd, a néspera, A& nectarina & © péssego 4 & ©
pegui 3. Com © desenvolvimento subseguente em 70% de éter etilico
em éter de petrélec os carotenos se compactaram emn uma Gnica
mancha na frente do soclvente e OS mono~-hidroxilados foram
evidenciados. Néspera, nectarina e péssego apresentaram 3 mono-
nidroxilados, enguanto gue abrict e pegui apenas 1. O buriti ndo
apresentou nenhun pigmento monc~hidroxilado. Com o
desenvolvimento em 5% de etancl em éter de petréleo o5 mono-
hidroxilados correrar com a frente do solvente e os di-
hidroxilados foram evidenciados. A nectarina e ¢ péssego acusaram
5 di-hidroxilados, o abricd e a néspera 3, o pegui Z e o buriti
apenas 1. O buriti apresentou apenas umna wantofila, tendo sua
copposicdo guase gue restrita a carotenos.

as triagens feitas tanto em placas de silica gel
de ©CCD normal e CCD de alta eficiéncia senpre apresentaram o©
mesmo resultado, embora nesta dltima a visualizagBo das manchas

tenha sido wais nitida.
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TABELA 21: Resultado da triagenm da compopsicdo de carotenbides

Fruta nimero de carotendides
carotenos mono-hidroxilados di-hidroxilados

Abricéd 4 3 3
Ruriti 5 - 1
Pegui 3 1 2
Néspera & 3 3
Hectarina a4 3 5
Pgseqgo 4 3 5
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5.5, Composicio de Carotendides de Bbricd (Mammea americana L.}

o abricé € uma fruta nativa encontrada no norte-
nordeste, embora ndc cultivada comercialmente. A safra & entre os
neses de junho a dezembro e a polpa & consumida come tal ou en
preparagfes como licores, geléias, néctares e sorvetes. O
epicarpe grosse e firme d& uma excelente protecido, facilitando o
transporte e extendendo a vida de prateleira deo fruto. Issoc faz
com gue o abricé apresente um bom potencial para a produgio

comercial.

08 frutos naduros apresentaram a seguinte
composicio de carotendides: 13-cis-B-carcteno, B~carotens, 9-ois-
f-carotenc, L-carotenc, B-zeacaroteno, g~apo-iit-carotenal, B~
apo~8'-carotencl, violaxantina, juteoxantina e auroxantina,
composic@o & esperada pelos dados . obtidos na itriagem. As
estruturas destes pigmentos estao apresentadas no ANEXO 1 & os
espectros de absor¢dc nos ANEXOS de 2 a 8. As caracteristicas
desses carotentides estdc resumidas na TABELA 22.

O g-caroteno e suas formas lisoméricas, o© -
carotens £ O g-zeacarcotenc foram identificados através dos
méximos de absorcio, assim como pelo perfil dos espectros. A
auséncia de grupos substituintes foi confirmada pela ordem de
élui§§9 na coluna, bem como pelo comportamento na camada delgada
de silica gel desenvolvida com 3% de metancl em benzeno, eluindo
junto com a frente do solvente. As formas cig-trans foram

confirmadas por fotoisomerizag@o catalisada por iodo.

2 fragdo correspondente ao g-apo~10*-carotenal
apresentou um Unico méximo de absorgao {Aimidx 437 nm em 2ter de
petrédlec , ama&x 449 nm em metanol e Améx 460 nm em cloroférmio),

forma caracteristica de cetocarotendides gue foi confirmada pela
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TABELR 22: Principais cararcteristicas dos carctenbides do abricd

atividade reagio
plgmentos wax (nm)d plt b pxé*vitamiﬂaﬁ RE guimica
iem
{%)
13wpig-f-carotenc {422y 445 472 1730 53 0,98 cig 4
B-rarotend {424 44% 475 25482 100 3,99 frang 4
S~oig-groarchens {420 444 472 237G iz 0.27 cis +
pecarobteno 382 400 423 2558 = 0,98 trans +
g~zoacarstens 400 42% 450 2520 30 0,85 trans +
g-apo-10*~carotenal 437 2190 100 0,94 xed +
B-apo-~B 't -carotenc] 38 398 420 2195 FZ 8,47 acet +
violaxantina 412 43% 468 2550 - 0,11 acet +
ephe +
Juteoxant ing 400 J22 . £47 2592 - 1,08 aoet +
epox +
auroxantina 3az 400 425 2582 - £,0% acet +
epox +
"

lugar de pico

absorcio em éter de petrdleo;

valores sntre parenteses significam ombro no

wvalores tabelados por DAVIES {1876} e determinados neste trabalbo
¢ palores determinados TECHMEISTER (1962) ¢ BAUERFEIND {1972)
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resposta positiva & redugdo com NaBH;. ApGs a redugfo o espectro
registrado apresentou trés miximos de absorgdo: 388, 424, 442 mm
en &ter de petrdlec. A resposta negativa & acetilagdo mostrou a
ausénecia de hidroxilas.

A fracic gue eluiu apbés o E-ape-10'-carotenal,
apresentou espectro de absorgdc com méximos a 378, 398 e 420 mn
em &ter de petrdlec, indicando um cromdforoc com cerca de 7
ligagbes duplas conjugadas, e seu perfil acuscu uma coniugacis
gue se extendla dentro do anel, ou ent&o & presenga de um Qgrupo
carbonila, Esta Gitima hipdStese foi =liminada pela resposta
negative & redugfo. 0 valor de Rf de 0,45 na capada delgada
indicou a presenca de um grupo substituinte, provavelmente uma
nidroxila, que foi confirmada ypela resposta positiva a
acetilacio. Apds exposicio da camada delgada a vapores de HCI nao
scorreu mudanga na coloragdo da mancha, indicando a auséncia de

epbyidos.

A anélise de tadus--esses?:yarémétras‘ revelou um
nove pigmento ainda n@o relatado na literatura, cula estrutura
foi elucidada com a utilizagBo da espectrimetria de massa. A
fracico fol purificada em placa de camada delgada de silica gel
desenvolvida com 10% de acetona em éter de petrdleo. O espectro
de massa {FIGURA 15) apresentou um sinal intenso correspondente
ac ion molecular M/Z 378, gue corresponde a uma formula molecular
Cp7H30. Um fragmento caracteristico & M/2Z 360 {M-18, HzG)
confirmou a presenca de hidroxila. Um outre fragmento a M/Z 319
(M-59) e a auséncia de fragmento a M/Z 225 (M-153) confirmaramr a
localizacio da hidroxila na cadeia lateral e ndo no anel.

A partir dessas evidéncias a estrutura mais
provével era do g~apo-§t-carctencl (FIGURA 15}, due fol
confirmada pelo produto da redugdo de um padrac sintético de §-
apo-8'-garotenal com KaBHg, gue apresentou espectros de absorgao

e de massa idénticos ao pigmento desconhecido (FIGURA 16} .

A presenga de duas hidroxilas nos trés Gltimos
pigmentos fol indicada primeiramente pelo valor de Rf na camada

delgada de silica gel, desenvolvida com 3% de metanol em benzeno,
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e confirmada pela resposta positiva & acetilagéo. Essas fragbes
foram identificadas também como epéxidos pela wmudanga da
coloracio amarelo para azul ou verde, apds exposigio da camada
delgada desenvolvida a vapores de HC1l concentrado.

A adicd@o de HC1 0,1N 3 solugdo etandlica da fragac
gue eluinw logo apds o g-apo-8!'-carctencl, apresentou um
deslocamente hipsocrdmico de 40 mm, confirmando a presenga de
dois grupos epéxidos nas posigdes 5,6 e 5t &', Todas as
propriedades concordam com a jidentificacic do pigmento como sendo
a violaxantina. Com a fragAo gue eluiu apds a violaxantina, o©
deslocamento hipsocrémico do espectro fol de apenas 20 nm & ©
espectro original se apresentou também 20 nm mais baixo gue o do
g-carotenc, indicando a presencga de um grupo epdxido na posiglo
5,6 e outro na posicdo 5°,8', o gue leva a identificacdo final da
juteoxantina. A mesma reacd3o foi realizada com a Gltima fragéo
porém nenhuma mudanga fol observada, mas os maximos de absorgaoc
14 mostraram—-se 40 mm mais  baixos gue o8 do g-carotens,
in‘icativoe da presenca de dois grupos epbxidos nas posicdes 5,8 e
5,8, levando, portanto, & igdentificacgidoc da auroxantina.

Em duas das treze determinagdes realizadas foram
encontradas peguenas guantidades de gintanaxantina, provavelmente
produto  da  condensagao alddlica. Tal reagdc ocorre em
cetocarotendides durante a saponificagfo na presenga de tragos de
acetona. STEWART & WHEATON (1973) reportaraw a conversae de §-
gitraurina em reticulaxantina e p-apo-8°'-carotenal a
citranaxantina durante a andlise de citrus.

) Fn termos gquantitativos (TABELA 23} o abricd
apresentou variacfes maiores gue aguelas normalmente encontradas
em fFrutas. Cince lotes (perfil 1)} tiveram a violaxantina como
principal pigmento, apresentando também altos teores de 8-
caroteno e g-apo-8'~-carctenol e gquantidades moderadas de §#-apo-
10¢~carotenal. Em dois outros lotes (perfil 2) o 8-caroteno foli o
pigmente majoritério, com niveis altos de apocarotencol e
violaxantina. Nos seis outros lotes {perfil 3) o B~apo-8'-
carotenol foi o© carctendide principal, com altos teores de
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SREBLA 23: Composicio de carotenfides [pg/g) e valor de vitamina A do abricd

pigmentos perfil 1 perfil 2 perfil 3
intervales M % dp intervals K + dp intervalo M+ dp
i3~pig-f-carotenc NO~-0,5 8,3+0,2 G,4~0,6 G,44+0,2 6,10, 4 G,3x0,.1
f~carotend 14,3-17,9 16,431.3 16,3-1%,1 18,041,585 8,7-12,2 5,5+2,1
G-piz-foarotent ND-3,4 G,2+0,2 0,3-0,8 0,4+G,2 HO-0, 4 0,230,2
L ~oarotaent 0,831,595 1,3x0,4 1,1-2,3 1,740,5% B0, 6 0,330,2
f-zeacarotenc 0,3-0,9 £,740,2 KD-0, 4 0,340,2 O, 4-0,7 G,8+0, 2
8«apcwla*m03ratenal 3,5-5,2 4,5+0,7 4,8-8,1 5,7+0,6 3,6-%,0 4,.3%0,7
Bapo-8 ' ~carctensl 6,5-13,8 10,B+3,3 10,4-14,7 12,222,6 13,8-15,6 14,6:0,%
wviolaxantina 26, 4-41,6 33,416,2 11,2-19,4 13,B45,1 10,2-12,4 11,5+0.8
lutsoxantind ¥D-0, 4 0,240,.2 0,6-1,1 0,9+0,3 8,2-1,0 6,740, 4
aprozantins BR~0, 9 0,640, 4 1,8-2,7 2,3130,5 Z2.,4-3,0 2,8+0,4
total 54,6-79,14 68,4316,4 33,1-58,7 45,6+12,7 30,8-87,3 44,1413,¢
valor de witamina A £36~533 487+48 497601 550+61 371458 414+47

{RE/100g}

perfil 1: média de 5 determinagbes em duplicata de frutas gque apresentaram a
violaxantina pome principal pigmenic.

perfil 2: média de 2 determinagdes em duplicata de

caroteno come principal pigmento.
perfil 3: média de & determinagdes em duplicata de frutas gue apresentaram o f-apo-

B-garotenol come principal pigmento.

"I nic detectado.
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vielavantina e de #-carcotenc. Além disso, por duas ragbes a
composigie fol atipica: a presenga de g~apo-10t~carotenal,
especialnente e alte teor & de umn nove carotendide, §&-apo~8°'-
carctenol, tanbém em concentragbes apreciveis, chegando a ser ¢

pigmento principal ew algumas amostras.

o valor de vitamina A encontrado fol significative
{483 RE/100g)} devido a guantidades elevadas de B-caroienc e g -
apo-10i~carotenal, gue 580 pigmentos gue posSsuem  Aas maiores
atividades pré-vitaminicas A (100%). Pela sua estrutura, o E-apo-
at'~carotenol deve ser também uma pré-vitamina, e para fins de
rEleulo fol considerado com 2 mesma atividade do g-apo- '~

carotenal {72%}.

0 perfil da composigio de carctenéides do abricd
pbtide por CLAE, com © ResSmo sistema de coluna e fase mbdvel
atilizados para a obhservagdo da ooorréncia de isdmeros, confirmou
a composiglo qualitativa obtida  por coluna  aberta. a
identificacic dos plgnmentos majoritarios foi feita através do
enriguecimentc dos picos cCom padrdes ou com ©Os pigmentos

isnlados.

A CLAE proporcionou ainda mais evidéncias na
identificacio do f-apo-8*-carotencl e g-apo~10*t~caroctenal. Padrac
sintético de B-apo~Bf-carotenal, mostrou um tenps de retengac na
oLAE diferente do f-apo—-1i0'-carotenal, mas o seu produto de

reducic coincidiu com o g-apo-8'-carotenol (FIGURA 17)}.
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FIGURA 17: Cromatogramas obtidos por CLAE: {A) fragoes de g-apo—-8°-
carotencl {1} e g-apo-i0*~carotenal {2} do abrico;
{B} fracdes de B-apo-8'-carotenol {1} = g-apo-10°-caro—
tenal {2} do abricd e padrao sintetico de g~apo-8°-caro-
tenal {3}; {C} fragdo de g-apo~-8'-carotencl do abrico
+ produtc de redugdo do padrdo de g -apo-8'-carotenal (1)
e g-apoe-10'-carotenal {2} do abrico.
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5.8. Composigdo de Carotenddes do Buriti (Mauritia vinifera)

0 buriti digno de aproveitamento econdmico no
estade selvagem, £ mais ainda quando racionslmente melhorado e
cultivade, se encontra abandonado, tendo © seu aproveitamento
atual restringido acs interesses domésticos das populaches
locais. £ encontrade principalmente na regifo norte, como tenbém
em extensas Areas do Brasil central.

Nove pigmentos foram detectados nas amostras
analizadas de buriti: i3-gis-a-carctenc, e-carcteno, 13~cis- B -~
carcteno, B-caroteanc, g-cis— § ~carcteno, L~carestenc, B~
zeacarotenc, y~carotene e zeawantina. As estruturas =2 os
espectros de absorgioc desses carotendides estlc nos ANEX0OS 1 a B,

e as principais caracteriszsticas na TABELA 24.

Com excecgdo da zeaxantina, todos os pigmentos
foram identificados como carotenos, concordande com o resultado
da triagem. A auséncia de grupos substituintes fol confirmada
pela ordem de eluigdc na coluna, bem come pelo comportamento na
camada delgada de silica gel desenvolvida com 3% de meftancl en
benzenc, onde as fragdes eluiram junto com a frente 4o solvente.

O isémeres cis-trans foram identificados da mesma forma descrita

anteriormente,

A fnica xantofila presente tinha espectro de
absorcioc idéntico ac do R-caroteno. A ordenm de eluicdo na celuna
e v valor de Rf da camada delgada (0,11} foram caracteristicos de
pigmenta di~-hidroxilado. A resposta positiva & acetilacdoc e
negativa & metilagdc confirmaram hidroxilas na posig8oc n3o
alilica., A partir da avaliacdo conjunta desses parmetros,
chegou~ge a identificagio do pigmento come sendo a zeaxantina.

A TABELA 25 apresenta a conmposigdo guantitativa
dos carotenfides do buriti. As determinagdes feitas, embora niac
mostrassem variaclo gqualitativa dos pigmentos, mostraram uma
moderada variagd@o guantitativa, provavelmente, devido ac estéadio
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TABELA 24: Prinnipais caracteristicas dos carotendides do puriti.

Atividade de valor de RE Reagbazs
Pigmentos A max {nm}a 225 P prgovie. B {%}e camads Delgads Quimicas
lem
13w-pis-a ~Ccaroiend 430 441 469 2806 ativo 3,598 oiE +
g-garctane 422 444 472 2BLGO 50 4,98 trans +
13-pis~ B ~carotenc (422} 445 474 1730 83 &,97 iz +
£ ~caretens £424% 449 475 2592 100 0,49 Erans +
Qegpin- f ~cargtenp {420y 444 470 2370 3g8 8,57 Cis o+
[-carctenc 380 400 442 2555 - 0,96 trans *
g-zeacaroteno 404 426 452 252D 20 - 40 0,56 trans +
¥ —-parotenc 43% 460 491 3140 42 -~ 50 0,87 trang +
rzearantina {424y 448 474 235D - 0,11 acet. ¥

EMaximos de absorgio em &ter de petrdles
bvaiareﬁ tabelados por DAVIES (1976) & obtidos neste trabalho
CouCHMEISTER {1562} e BAUERNFEIND {1972}
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TARELA 2%: Composicho de carctenbides {(ng/g) & valor de vitamina A do

puriti.

Pigmentos Intervale Média ppd %
13—gis-g-oarpiens WD — 3.% iI.Ex 1.4 4,3
g-arotens 0.0 ~ 90,5 84,1 + 9,1 15,6
i3-gig—-Brcarotenc NG - 7.5 3,8 + 2.9 0,7
E-carstenc 334,8 -~ 398,11 359,88 + 32,5 T0,2
Queig-f-carotenc N o~ 1,2 6,7 + 4,5 0,1
LenHrotens 4,0 ~ B,2 4.6 + 0,8 0,%
f~zeacaroteno 3,7 - £,8 5,4 £ 1,5 i,1
¥eparotens 32,4 - 41,9 36,8 + 4.5 7.2
zeaxantina ig,.H — 25,2 20,3 + 4,3 3,9
total 440,6 - 514,7 512,88 + 30,5

wvalor de wvitaminag & 6231 ~ 7174 5489 + 462

{RE/100g}

Biadia £ desvio padrio de § determinaghes em duplicata
Np-nio detectado.
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de maturacio em gue os frutes foram colhidos. Sabe-gse gue frutos
do mesmo cache apresentam grande variagdc do estddio de
maturacic. Normalmente o fruto s6 & apanhado guando cai do pé, ©
gue & indicative ds maturagio, mas ndc hé um controle rigido e
muitas vezes os frutos sic arrancados dos cachos, tendo seu grau

de wmaturacic estabelecidc apenas visualmente.

¢ principal carctenfide encontrado fei o g -
carotenc, sendo detectade em guantidades substanciais, numa faixa
de 334,8 & 398,1 ug/y, representandc en média F0% dos
carctentides totais. O a-carotenc foi o segundo principal
pigmento, representando cerca de 16% dos carotendides {70,0 a

90,5 ug/g) .
com um valor de vitamina A de 6.48% RES100g, ©

buriti & uma das maiores, se ndc a maior fonte de pré-vitamina A,
A FICURA 18 mostra com mais clareza a potencialidade do buriti
guando comparado com outras fontes oconsideradas ricas em pro-

vitamina A.

Nio foi encontrado na literatura nenhum tranalho
contendo a composigic de carotendides do buriti, impossibilitande
dessa forma uma comparagdo direta entre resultados. Ha
pouquissimos dados a respeito do dleo de buriti, apresentando
apenas o conteGde total de carotenéides, erroneamente denominado
de &-~carotenc {(PEIXOTC, 1873}. O wvalor relatado de 3.000 ngjg
{506.000 RE/100g) & demasiadamente alto, mesmo para uma fonte

riguissima em B-carotenoc.

k4

gtilizou-se também a CLAE para a obtengdc do
pérfil da composicdoc de carotendides, nas nmesmas condigdes
descritas para as outras frutas, Mesmo san guantificar, o
cromatograma obtido por CLAE confirmou a predomindncia do B-

caroteno, seguido de longe de c¢-carotenc.
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5.7. Composicdc de Carotendides de Pecul {[laryocar villosiumd

No Brasil h& duas espécies de peguizeiros gue
merecen destague, o Caryecar villosium, gque se desenvolve
principalmente no norte-nordeste do pais, e © faryocar
brasiliense, da regifo centro-veste (HERINGE, 1862; MIRANDA,
1%86). © seu fruto possul substancioso alimento gue & empregado,
a2 semelhanca do dend&, no preparc de dois tipes de oOleo, um
extraide da polpa e outro da améndoa. Entretanto, & essa polpa
amarela, gus envolve o caroge, o produte mais significativo da
pianta, sobretudo, por representar um dos pPoucos Yecursos
alimentares da populagdo subnutrida wmoradora das Areas de
ocorréncia do pegui. A frutificag@o ocorre geralmente nos meses

de janeiro a mar¢o.

Sobre © valor vitaminico existem poucos dados e
alguns bastante duvidosos, gque colocam © pegui como uma das
fontes mais ricas de pré-vitamina A, Além disso, na malioria dos
trabalhos & espécie estudada ndo & identificada (DIAB da SILVA,
14%39; PECHINIK & CUIMARARS, 1957; HERINGE, 1%62}.

No presente trabalho, foi analisada a espécie
villosium e foram encontrados e identificados sete pigmentos: o-
carotenc, 13-cis- g -caroteno, g~carotens, r~carotens, neo—-§g -~
criptoxantina, g-criptoxantina e zeaxantina. A composigio de
carotendides, novamente, concorda com o resultado da triagem. As
estruturas e og espectros de absorg@c estdo nos ANEXOS 1 a &. Na
TABELA 26 estdc as principais caracteristicas dos carotendides

identificados.

A identificac@o dos pigmentos do pegui seguiun os
mesmos parametros descritos antericormente para as outras frutas.
A composicdc guantitativa estd apresentada na TABELA 27. O©
principal pigmente foi a zeaxantina (gue nao apresenta agido proé-
vitaminica A} com um teor médio de 7,8 upg/g, representando 56% do

total de carctendides. A B-criptoxantina foi o segundo principal
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TREELA 26: Principais caracteristicag GoB carptentides de pegul.

Atividade de valor @e R Reagdes
Figmenios kﬂmQ‘{nm}a Aiimb Pré-vit, B {%}C Camada Delgada Quimicas
q~ carctenc 522 444 4732 Z28040 a0 .87 trang +
13-cig-f~carotend {422y 447 4T3 1730 53 0, 8% ocis +
g ~zarotens [424% 449 475 2592 1048 0,99 trang +
[ -GCATCLEND 378 397 484 25855 - 0,586 Lransg +
neo-f~oriproxantina (421} 444 42 2158 27 0,48 cis ¥
£ ~oriptoxantina §424% 447 FArd Z3B6 57 8,81 acet +
zeaxantins {4233 447 474 2336 - .11 aceb., +

8yiyimos de absorcho em fter de petrdles; pargnteses significam um Ombro no lagar

de ploo
Bracme tabelados por DAVIES (1976} e determinados neste trabalho
CopcaMEISTER (1962} ¢ BAUERNFEIND {1872)
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TABELR 27: Composigdo de carotenbides fugfgy e valor de vitaming

B de pegul.

pigmentos intervalo Mp+5p° %

BeCHETTLeno £y - G, 1 .3 + 4.1 0,8
13w ig-Recarotent EES T b of - -

f-cazntoeno 0,8 — 2.0 1,2 + 4,58 B,1
C-narotens n,2 - ¢,% 6,% + 0,3 3,3
neo-B-criptoxantina ED - 1,2 G,4 = 0,2 2,%
f~priptoxantina 3,4 — 4,8 4,4 + 0,9 30,6
spaxantina 6,9 - 9,3 7,8 + 1,2 BE5, 5
total it,6 ~ 14,7 13,5 + 1,3

valor ds vit. A 3,0 - BB,H 65,0 + 9,5

{RE/100g)

% m&dia e desvio padrio de B getarminagdes em duplicata
®0 - ndc detectado
Ly - Lragos
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pigmente seguida do f-carotens, ©oOm teores médio de 4,4 pg g
(31%) v 1,2 pafg (8%}, respectivanente.

0 valor de vitamina A caloulado através dos
pignentos pré-vitaminicos fol de 65 REf100g, © gue contradiz os
poucos resultados encontrades na literatura gue caracterizam o
pegui, independente da espécie, como uma fonte rica em pro-

vitamina A.

rahe salientar ue, O0B BXCECA0 4o L -Ccarobango,
todos os pigmentos identificados no peqgui apresentam os maximos
de absoroic praticamente nNos mesSmOs comprimentos de onda o B~
carotenc {(TABELA 26). Isso pode levar a uma grande superestimagac
do walor vitaninico, se para @ ciloulo deste levarnos e
consideragio a leitura do extrato total, come foli feito nos

trabalhos encontrados na iiteratura.

Nenhuma das frutas brasileiras 44 analisadas, ocom
excecio de péssego, pnectarina = buriti, acusou a presenea de
gesxantina e, principalmente, em grande guantidade. Tal fato fez
pom gue 08 principais pigmentos do pequi merecessen uma
jdentificaciio mais aprimorada. Assim, foram obtidos os especiros

de macsa das fragdes de g -~criptoxantina e zeaxantina.

0 espectro de nassa apresentado na FIGURA 19
mostra um sinal intenso correspondente ac jon molecular M/Z 552,
o gue corresponds & uma férmula minima CapHsgC. Um fragmento
caracteristico a M/Z 534 (M-18, Ho () confirmou & presenga de
hidroxila. A auséncia de outros fragmentos caracteristicos
concordam com a identificagéde da g-criptoxantina. Na FIGURA 20, ©
jon molecular M/Z 568 corresponde a uma férmula minima ChioHss0z2.
pois fragmentos caracteristicos, uma a M/Z 550 (M-18B, Hp0} e
sutro intenso a MfZ 532 (M-18-18, 2 H50) confirmam a presenga de
duss hidroxilas na molécula. Fara maior seguranga, oS espectros
de massa dos pigmentos isclados foram comparados aos de padroes
de p-criptoxantina e seaxantina obtidos sob as mesmas condigdes,

confirmando dessa forma a identificacae dos pigmentos.
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¥IGURA 19: Espectro de massa <a fracao de g-criptoxantina
isplada do pigui.
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FIGURA 20: Espectro de massa da fracao de zeaxantina iso-
lada do pigui.
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¢ perfil do cromatograma obtide por CLAE {FIGURA
21}, utilizande o wmesmo sistema cromatogrifice descrito

anteriormente, ilustra ainda mais a composicdo atipica da fruta.

5.8. Composicgio de Carctenbides de NHéspera {Ericobotrya japonical

2 importincia da néspera ne Brasil tem zumentado
significativamente nos fltimos anos. Sua safra (malo-outubro)
coincide com a escassez de outras frutas no mercado. A néspera
brasileira tem encontrado grande aceitacdo no mercado

internacional, & sua exportacic tem aumentado a cada anc.

¢ perfil em carotendides de néspera ficou assin
definido: 13-gig—~ 8 -caroteno; g -carofteno; ¢ ~carotens:
NeurosSporens; g ~criptoxantina; 5,.6-gpoxi~ B -criptoxantina;
violaxantina; auroxantina e neoxantina. & composigdc concorda
maic uma wvez com a triagem. As proprisdades desses pigmentos
estic apresentadas na TABELA 28. As estruturas e os espectros de

abgorgio estdo nos ANEXOS 1 a 8.

0 neurosporeno foi identificade através do perfil
e dos maximos de absorcdc. O valor de Rf de 0,91 na camada
delgada indicou a auséncia de substituintes e a forma trans foi
confirmada pelo deslocamento hipsocrdémico de 4 nm apds a reagdo

catalisada por iodo.

A fracfo gue eluin da coluna a segulr, apresentou
um valor de Rf indicative da presenga de um grupe substituinte,
confirmade como uma hidroxila pela resposta positiva &
acetilacéo. A& reaglo de metiligdo fol necessadria para indicar a
posigdc, sendo gue a resposta negativa confirmou a posigasn nao
alilica, compativel com a estrutura de 8 —~criptoxantina. A fragdo
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de pigui.
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TABELE 28: Principais caracteristicas dos carctendides da nfspera

. atividade reagic
plamentos % max {nm)® nld pré-vitamina R quimica
lom
{%)
13~gig~f wcaroteno {422} 446 472 173D £3 ¢,98 oig +
£ ~carotens (424y 44% 477 29892 100 {,9% frans +
L —-carctens 380 4068 425 2855 - £,97 transg +
NRUTOSPOYens 420 442 472 23918 - 3,95 tfranz 4
g—~criptorantina {4233 447 477 2386 57 4,4% acet +
5, 6-epoxi-f-criptozantina 420 444 4§72 E3B6 50 0,45 acst +
spox +
wiglaxantina 418 441 488 2550 o 0,11 acet +
epoxr +
suroxanting 382 400 428 2532 - 0,08 agoet +
epax +
peorxantina 412 438 468 2242 - 2,02 =scet +
apoy +
A wsximos de absorcic em #ter de petrdleo; parénteses gignificam um ombro

no lugar ds pioo

valores tabelador por DAVIES {1376} = ohtidos neste trabalbho

T surHMEISTER {1962) e BAUERNFEIND (1372)
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seguinte apresentou, praticamente, as mesnas caracteristicas, nas
guando a mancha na placa de silica gel foi exposta a vapores de
HCI ocorreu mudanga na colorag8o para azul. Com & adicdo de HC1
o,1N & solugdo etandlica do pigmentoc observou-se um deslocamento
hipsocrémico de 20 nm, confirmando a presenca de um grupo epdxido
do tipo 5,6. Todas as propriedades concordaram, portanto, com &
jdentificacio do 5,6-epoui-g-criptoxantina.

A Gltima fraclo apds desenvolvimento na camada
delgada de silica gel, dmsenvolvida com 3% de metanol em benzeno,
praticamente ndoc se deslocou do ponto de aplicagdo, um indicative
da presenga de trés hidroxilas, confirmada pela resposta positiva
& acetilacio. Quando submetida a vapores de HC1 a mancha na placa
rorpou-se azul. Com a adigdc de gotas de HCI 0,18 o plgmento
exibiu efeito hipsocrémicoe de 20 nm, indicando a presenga de um
grupc 5,6-epbxido. Pela andlise desses pardmetros £ pelo especiro
de absorgic, a fragdo fol identificada como sendo neoxantina.

Em termas'quantitativos (TABELA 29) © gue existe
& a predomindncia do 8-caroteno {8,0 pgjg) e da g -criptoxantina
(4,% pgjg}, sando encontrados trages de 13-cis- 8 -carctenc em
apenas duas amostras. O valor de vitamina A de 17% RE/100g &
guase gue eXclusivamente devide a contribuicdo desses dols

caroctendides.

Na TABELA 30 a composigic de carctendides esta
apresentada em % para permitir uma comparagaoc direta com os dsdos
da composicio de nésperas de Israel {GROSS et alii, 1973} ¢ 4o
Jap8o (KOBAYASHI et alii, 1978). Enm ambos os estudos ¢ nimerc de
amostras nic foi especificado e 08 desvios padric nao foram
épresentadms? impossibilitando dessa forma uma idéia da variacgaoc
entre as anostras. Em termos gquall e guantitativo ha uma
semelhanga muito grande entre a cultivar brasileira analisada
(Mizuho) e a Jjaponesa (Tanaka), especialmente en termos de £~
carotens, g-criptoxantina e violaxantina. Segundo OJIMA &
KIGITANO {1978), as principais variedades plantadas no Brasil séo
miguhc e Precoce, gue s8c produtos do gruzamento entre as

variedades Japonesas Kusunoki x Tanaka e Mogi x Tanaka,

129



TABELE 29: Composigdc de carctendides {(pgfg) e valor de vitamina

A da néapera

plgmentos intervalo MO pp?
13~cig-B-oarcteno ND tr

f ~carotanc Fed 2,3 8,0 0,6
g ~carptenc 0,1 0,2 g,% 0,3
NeEurssporenc 0,9 1.5 1,1 0,3
B-criptoxantina 4,6 5.0 4,5 0,8
8, f—gpoxi-g~oriptoxanting G,3 0,9 3,6 O,2
viclaxantina 1,5 1,7 1,6 0.1
auroxantina 6,58 1.0 0,8 G,1
neoxantina G,é G,9 a,8 G,1
total 6.9 ig, 2 17,7 0,2
valor de vitamina B ise i8% 179 12

{RE/100g}

T uédia e desvio padrioe de § determinagbes em duplicata

NI ~ nic detectado
tr - tragos
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TABELE 30: Comparacho da composigac de
em Israel & no Japdo.

carotenfides de néspera plantada no Brasii,

% dos parotentides totals

carctendides Brasil Teraslo Japio—
cv Mizuho ov "Golden Nugget™ ov HMogi oy Tanaka
cig-ngo-B-carctaenc 5,0
f-carctenc 44,8 33,0 30,0 42,40
r ~garstens 0,7
g-oarobens &,1
nEUroERoTand 6,2
mut ALOCTOne 1.4
5, 6~epoxi~f-criptoxantina 3,5 2,8
5,6,5°,6 ~diepoxi-B~crip-
toxantina 2,2 313,06 F.0
Becriptorantina 27,3 22,0 33,0 31,0
criptoflavina 1,6
tuteins 3,2
cis~luteina 6,7
isoluteing 1,7
viglaxantina g, 8 2,9 8,0 2.0
prigantemaxantina 0.8
lutenxantina 1,4
Neoorome 1,90
necxanting 4,3 4,5
auroxantina 4,0
Total de carctendides 17,6 22,0 17,0 21,0
(Re/g)
Vitamina A 171e 210 iBG 236

{RE/100g}

a QROSS et alii (19%3)
b KOBAYASHI et alii {1978}
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regpectivamente, o© gue explica +tal semelhanga. As nésperas
jgraslenses apresentaram  uma composicio de carctendides
diferente, embora o B-carctenc 2 a B-criptoxantina fossem também

os carctendides majoritérios.

O contefdo total de carotendides & o valor de
witamina A da fruta brasileira (17,6 pg/g e 179 RE/100g} foram
similar ac da fruta japonesa (17,0 pg/g e 180 RE/100g) & um poucoe
menor aoc da fruta israslense (22,0 pgjfg e 210 RE/1004g) .

o perfil cromatogréfico obtido por CLAE, mais uma
vez, confirma os dados da cromatografia de coluna aberta, com

relacido & composigdo dos principais pigmentos.

5.9, Composicic de Carotenbides de passege (Prunus persica)

Ao contraric das frutas tropicais, mititas das
guais ricas em carotendides, as frutas de clima temperadsc Sao
normalmente ricas .em antocianinas e pobres em carotendbides.
praticamente as finicas frutas carotenogénicas de clima temperadeo
sdo péssego, nectarina e damasco. Sendo assim, péssego tem sido
uma das frutas mais estudadas em termos de carotendides, no

entanto, a sua composigic ainda nao estd bem estabelecida.

No Brasil, péssege e nectarina sao pasicamente as
fdnicas frutas fontes de proé-vitamina A do sul do pais, © gue

justificou a sua inclusao neste estudo.

0 perfil em carotentides para os dois tipos de
péssego {cultivar Diamante e uma variedade chilena) estudados foi
muite semelhante, ficando assim definido: 13~cis-B —caroteno, B -
carcteno, 9-cis-B-caroteno, IL-carcteno, neo~B -~criptoxantinag, 8 -

criptoxantina, luteina, zeaxantina, violaxantina, luteoxantina e
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auroxantina. 2 luteina e a zeaxantina s& foram detectadas na
variedade chilena, enguanto gque 23 juteoxantina s6 no cultivar
piamante, embora o resultado da triagem tenha sido idéntico para
ambos. As estruturas e os espectros de absorgioc sio encontrados
nos ANEXOS 1 oa 8. Na TABELA 31 estio resumidas as principais
caracter$sticas dos pigmentos identificados., A identificacho dos

pigmentos seguiu D8 MESMOS moldes anteriores.

Fm relacdo aos teores de carotendides (TABELA 32}
a g-criptoxantina foi © carotendide predominante tante para ©
péssego Diamante {4,1 pu/g) como para © chilene (5,1 pg/fg}. En
todas as amostras analisadas foran encontrados isfmeros do B -
caroteno e da B-criptoxantina. O valor médic de vitamina A
calculado foi de 5% RE/100g para © péssegc Diamante e 73 RE/1009
para a variedade chilena. Tais resultados estdo coerentes com ©
apresentado por TAVARES (19%1), nmas discordantes dos dados
apresentados por RUREAU & BUSWAY (1986) {4,335 e 29,72 RE/1004g}.
Essa discrepincia pode ser devida, pelc menos em parte, ac fato
de gue os Gltimos autores ndo realizaram a saponificagac e,

portanto a maior parte dos ésteres da B-criptoxantina nido foranm
guantificados.

Na TABELA 33 temos uma comparagio dos teores de
carotenéides de péssego encontrados na iiteratura. Em péssegos
cultivar Halford e Redhaven maduros {CURL, 1959% e GROSES, 1979,
respectivamente] o principal pigmento encontrado foi a
violaxantina. © o-caroteno, presente em péssegos analisados por
MACKINNEY (1937) = McCARTY & LESLEY {(1954), identificado e
guantificade pox BUREAU & BUSHWAY (1986) nao foi encontrado nas
amostras analisadas neste trabalho. A composicgio de carotendides
determinada por TAVARES (1921} para © péssego cultivar Rei da
conserva & muito semelhante a do péssego chileno, no entanto & um
pouco discordante da composigdo do péssego Diamante onde ha
auséncia de luteina e zeaxantina, e presenga de auroxantina e
juteoxantina.

GEBHART et alii (1977), QUACKENBUSH (1987},
KHACHTK (1989} e TAVARES (1991) cbservaram a presenga de cis -
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TRBXL& 311: Principais carvacteristicas 4dos carctendides de poesago
suitivar Diamante e de uma variedade chilena.

Atividade de Valor de RE Reaghes
Pigmentos A max (BRIR ki% B prgevit. & {$)}° Camada Delgada Quimicas
om
1i~cis— B ~carpteno {422} 444 A47Z 17306 _ 53 0,97 oig +
B —carctenc {424} 449 474 2582 100 0,489 trans +
Gupig- § -carotens {420) 445 473 2370 38 0,08 iz 4
g ~caroteno 378 398 424  I555 - 0,97 trang +
neo-f-criptorantina {423} 447 472 2386 50 0,49 acet +
ois 4
f-criptoxantinag (424) 448 474 23886 57 0,80 acet +
luteina 423 448 474 2350 - 0,21 met +
acet +
geaxantinag {422y 446 473 23506 - 0,12 acet. +
wiolaxantinag 418 444 468 2ERD - 0,11 acet +
epox +
iuteoxantina 400 423 447 2592 - 0,09 acet +
epox +
asroxantina 3az A0z 426 1850 - 0,09 acet +
epox +

8yuswimos de absorcio em €ter de petrileo; parénteses significam um ombro no lugar

de pico
B sdos tabelados por DAVIES (1976) e obtidos neste trabalho
CoecHMEISTER {1962) e BAUERNFEIND (1972)
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TABELA 32: Composiglo de carotendides {pg/g} e valar de
vitamina A de pességo cultivar Diamante e de
uma variedade de pességo chileno.

pigmentos gultivar Dismante variedade chilena
intervalo ¥ & DP intervalo ¥+ DLP
13~cig-f~carotenc tr - 0,2 0,2 2 0,13 ry - 0,4 G, + 0,1
g--carotenc 6,5 - 4.8 0,6 + 0,2 G,9%9 - 1.4 1,2 + 0,2
G-rrig-f-carostenc tr - 0,1 8,1 + 46,1 0,1 - §,2 0,1 + 6,13
[~carotenc g,1 - G,2 0,2 + 4,1 tr - 5,2 3,2 £ 0.1
nagﬂﬁ—criptmxantina 6,2 ~ G, 4 0,2 + 0,1 Gg,2 ~ 0,8 0,3 + 0.2
g-oriptoxantina 3,1 - 4,6 4,1 % Q,é 4,9 - 8,7 5,1 & 1.5
luteina W - 1,8 ~ 2,86 2,2 % U, 4
zeaxantina ND - Ty - 0;5 2,2 % 6,2
viclaxantina 0,6 - 1,2 0,9 % 0,4 1,6 - 1,8 1,8 = 0,4
luteocxanting 80,3 - 4,9 0.7 + 0,3 MD -
auroxantina ty =~ 0,4 0,2 + 0,2 g,5 - 1,2 8,8 + 0,4
total 4,2 - 8,1 £,5 + 2,4 9,1 -15,2 1i,5% + 3,3
valor de vitamina A 48 -~ b4 5% 4+ B 68 ~ BO 72 4+ 6

{RE/100g}

A Lzdia e desvio padrido de 5

Hp ~ nao detectado
£r ~ Lragos

determinagbes em doplicata
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TRRELA 33: Comparagie dos teores de carotendides de pRssego.

variedade pais n® mitodo carotendides

amoebra jugfg}

raferéncia

Halford Ush - CCR r~carctens {0,03)
B-papotens (2,30}
g-criptoxantina (2,37}
violaxantina {7,023}
persicaxantina (2,24}
+ 3% carctendides com
teores abaixo de 0,01

ciingstone Bustrilia 1 COR 13-cis-f-carotens {0,114}
B~carotenc {1,980}
g-gig-R-parcteno {0,21)
g-criptoxantina (2,01}

Redhaven - - och g~carotene (0.2}
zeaxantinag {D,3}
neoxantina {0,2)
ispluteina {0,4}
B-criptoxantina {0,7)
violaxantina {1,56)}
+ 33 carotendides com
teores abaixo de O,.1

nao DEA 8 CLAE g-carcteno (0,03}
agpecificads f-carotenc (0,77}
f-criptoxantina {0,083}

néo sa - CLRE 13-cis-g-paroteno {1,02}
especificado g~carotenc {3,05)
g-gig-p~carctenc (0,26}

Blberta UBA - CCh g-carotene (0.8}
f-oriptoxantina (0,5}

~  CLAE g~carotenc {(0,8)
g-criptoxantina (0,5}

cling gga -  CCR B -carotanc (2,1}
g-criptoxantina (2,3}

- CLAE g-caratensc {12,.2)
ﬁ~criptoxantiaa (2.5}
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1877

GROSS, 1979
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19286

QUACKENBUSH, 1987°

PHILIP & CHEN,
1988Y



“Yellow
Eilberta

RHet da
COnSEBrYa

Uush

Brasil

CLAR

13~piz-f -carobenc {0,30}) ¥HACHIK et alii,
g-carctenc {0,82) 1989
f-criptoxantina {0,03)

sster B-criptoxanting (0,12}

geaxantina {0,04)

érter zeaxantina {0,04}

Sater luteina {0,086}

13~cis-fB-carcteno {0,2) TAVARES, 1891
g~carotenc {1,131}

g-pis-g-carotenc {0,1)

neo-g-oriptoxantina {0,434}

B-criptoxantina {6.4)

juteina 3,8}

zeaxantina {31,5}

violawantina {0,8})

& yalores caloulades segundo as porcentagens apresentadas.
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jufmeros do B-carotenc. Com excegido de TAVARES, em nenhun oubtro

trabaihe fol reportada a presenga da neo~8-criptoxantina.

0= teores de B-criptoxantina, principal pigmento,
dos péssegos brasileiros sao superiores aos dos pésseyos
analisados no exterior. Embora saponificando as amostras CURL
(1959), GEBHART et alii (1977), GROSS {1979} e PHILIP & CHEN
{1588b) encontraram  Teores de B-criptoxantina inferiores aos
nossos. BUREAU & BUSHWAY (1986} e KHACHIK et alii {198%} nao
saponificaram as amosiras, © gue justifica o baixo teor de @&~

criptoxantina encontrado.

Moszme admitindo-se um certo grau de variabilidade
inerente entre amostras, devido a fatores como diferenga antre
variedades, efeitos geogréficos, condicdes de colheita e,
principalmente no Caso de frutas, o grau dJde mnaturagio, a
magnitude das variagdes apontam também erros devido aos nétodos
analiticos, como ﬁé chservade anteriormente por RODRIGUEZ-AMAYA

(1989} .

5.10. eompwaiqio,de'Carotanﬁidea de Nectarima {Prunus persica}

0z frutos maduros de nectarina apresentaram a
seguinte conposicio: 13-cis~R —caroteno, B-caroteno, Yegig-8 -
caroteno, r~carotenoc, neo- # ~criptoxantina, g ~criptoxantina,
iuteina, zeaxantina, viclaxantina, mutatoxantina e auroxantina.
Assim como nas outras frutas, o perfil determinado na triagem
concorda com a identificagdo dos pigmentos. As estruturas e o8
egspectros de absorgic estac nos ANEX0S 1 a 8. As caracteristicas

dos pigmento identificados s&o apresentadas na TABELA 34.
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THREELA 34: Principais caracteristicas dog carctendides de

nectarina.
. Atividade de Valior de Ri Reagbes
Pigmentos A max inm}a A;zmb Pro-vwit. & {%}ﬁ Camada Delgada Quimicas
13~pig- & —carctenc {423} 443 472 1730 53 0,87 oig ¥
f —carctens {4243 448 474 2582 100 4,99 trans +
Gmezig— B ~carotenc {420y 444 471 2370 ig 0,97 ocig +
[ ~carotenc 378 387 424 2588 - 4,96 trang +
nEo identificado 432 2582 - 0,68 trans +
neo-g-criptoxantina {422) 446 472 2386 EG 0,49 acet +
wis +
g-criptoxantina {424y 447 474 2386 87 0,51 acet +
iuteina 423 445 474 235D - 0,19 met +
acet +
zeaxanting {422} 446 472 2350 - 0,11 aoet. +
wiotaxantina 418 244 468 2550 - 0,0% acet +
epox +
mutatoxantina 400 426 447 2592 - 0,11 acet +
epox +
auroxantina 382 #4032 426 igaso - 6,07 acet +
; epor +

Busximos de absorgdc em éter de petrélec; parénteses significam um ombro np lugar

de pico
bﬁadﬂs tabelados por DAVIES (1876} e obtidos neste trabalho
ComcRMEISTER {1962} e BAUERNFEIND (1972}
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A identificagdc fol feita de forma semelhante as
descritas anteriormente. Um pigmento, gue geluiu apds o L -
carotens, apresesnton Um Gnice maximo de absorgdo (Amax 432 nm en
éter de petrdleo; 443 nm en metanel) forma caracteristica de
cetocarotendide, porém nac respondeu & redugdc com NaBHg. A
resposta negativa 3 acetilagdo mostrou gue O composto ndo
apresentava hidroxilas e apbs exposigdo a vaperes de HCL ndo
ocorreu mudanca na coloragao da mancha, indicando a auséncia de
grupe  epdxido. Embora ndoc  tenha sido possivel a sua
identificagio, nem por espectrometria de massa gevido & peguena
guantidade, uma estimativa da concentragfo fol feita baseada na
absortividade do B-carotenc.

¢ principal pigmento encontrado fol a g -
criptoxantina, representando 41% do conteGdo total de
carctenbides (9,6 ng/g} (TABELA 35). Dos pigmentos encontrados na
nectarina, s&c pPrecursores de vitamina A o B8-carocteno, a B&-
oriptoxantina e as formas jsoméricas de ambos. Embora a soma
desses pigmentos representasse 55% do total de carotendides, o©
valor de vitamina A foi de apenas 54 RE/100yg devido a paixa

concentracdc de carctendides observada nesta fruta.
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TARELAR 35: ComposicBo de carotenbides {pgig) e walor de vitamina &
de nectarina

pigmentos intervalo ME * pp? %
13~gis-g-varotenc NI n,2 0,1+ 2,1 g,9
g-carptenc 1.8 1,3 1,0+ 4,2 0.4
gwgiz~g-carctenc RD G,1 a,1 ¥ 0,1 G.8
r-carstene G,1 0,2 0,2 + 0,1 2.1
pac identificado N 0,1 0,1 + 06,1 4,9
neccriptoxantina 06,2 3,8 0,32 + 0,2 3,3
g~oriptoxantina 3,3 4,6 3.9 x 0,7 40,6
juteina 1,0 1,4 1,1 ¢ 0,2 11,4
zeaxantina 1,3 2,0 1,6 = 0,3 16,7
vielaxantina 0,% 0,9 G,8 ¢+ 0,1 E,3
mutatoxantina ND 0,1

avroxanting ND 3,0 0,4 + 0,3 4,2
total 2,58 10,2 9,6 £ 0,7

valor de vitamina A 48 &0 54 + B

{RE/100g}

8 wédia e desvio padréo de 5 determinagdes em

un - nho detectado
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£&. CONCLUBSOEER

a. O método recomendado pelo IVACG, com peguenas
modificagdes = © de RODRIGURZ-AMAYA et alii simpliificado
demcnstraram precisioc e exatidio para a determinagio de pro-
yitaminas A. O nétodo de COSTO1 nac se mostrou satisfatorio,
necessitando varias modificacbes na mzioria de suas etapas, desde

s tomada da amostra até o processo cromatografico.

b. Devido & variagdo observada nos valores
encontrados na literatura, a confirmacio dos coeficientes de
absorgio e o estabelecimento dagueles ainda ndo existentes deven
cer continuados, j& gue s8o valores necessirios para o célculo da

concentracio de carotenbides e pré-vitaminas A.

c. Os isémeros s&o0 inexistentes ou ocorrem am
gquantidades muito pequenas em frutas "in natura". A separagdo das
formas isoméricas, portanto, ndo & necessaria para a determinagao
do wvalor de witamina A. A quantificagdo de g-criptoxantina,
raramente realizada no exterior, tem maior importancia em mwuitas

frutas.

d. Os isbGmeros ocorrem mais frequentemente e en
concentracdes malores em hortaligas frescas e cozidas. Heste
caso, a separagdo dos iofmercs parece sSer necesséria para a
determinagic dos valores de vitamina A, desde gue as biopoténcias

sejam melhor estabelecidas
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. A +triagem & uma boa técnica auxiliar na

determinacic da composigadc de carotenbdides.

£. Em abricd, os carotenbides identificados foram:
13-cis-g-caroteno, B-caroteno, 9-cis-B-caroteno, r -carotenc, B~
zeacaroteno, g-apo~10‘'~carctenal, § ~apo-8t~carotenol,

violaxantina, luteoxantina e auroxantina.

g. No abricd foram observadas grandes variagbes na
composicio guantitativa, maiores mesmo gue as encontradas
normalmente em frutas. viplayantina, 8-carotenc ou g —apo-g' -

carotenol alternam como principal pigmento.

h. A espectrometria de nassa, juntamente com 08
parametros rradicionais, estabeleceram a estrutura de um novo

o

carptenbide, © g ~apo-8'-carotenol, no abrict.

i. 0s carotenbides encontrados en puriti foram:
13-cig-a—-caroteno, o-carctenoc, 13~cis-8~caroteno, B-caroteno, 5-
cig~ B8 —carotenc, L ~caroteno, g-zeacaroteno, v —~garotens e

zeaxantina.

4. A composigdo em carptendides, guase dgue
exciusivanente carctencs pro~vitaminicos em gquantidades elevadas,

revela o buriti como uma das fontes mais ricas de pré-vitamina A.

1. © pegul (Cariocar villosium) apresenta a
seguinte composigio em carctendides: g -carotenc, 13-cis-§ -
carctenc, fg—-carotenc, L-carcteno, g ~criptoxantina, neo-B -

criptoxantina e zeaxantina.
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i

m. A conmposigio de carotendides do pegul
atipica, tendo a zeaxantina como principal pigmento, seguida da
g -criptoxantina. O valor de vitamina A & baixo, ao contrariec do

afirmade na literatura.

n. HNove pigmentos foram jdentificados nos cinco
iotes de nésperas analisados: 13~cis—~B ~caroteno, B -caroteno, -
carotens, Nenrosporens, g~oriptogantina, 5,6-epoXi- B =~

criptoxanting, violaxantina, auroxantina e necoxantina.

a. A composicido de carotentides de nésperas
brasileiras & muito semelhante a das nésperas ‘japonesas, porém,
diferem um pouce das israelenses, enbora o g ~caroteno & a £~

criptoxantina sejam também os principais pignentos.

p. ©Os carotendides jdentificados ne péssego
Diamante foram: 13~cis-g-caroteno, g~caroteno, 9-cis-g-caroteno,
r~-carcteno, nao- 8 ~criptoxantina, s -criptoxantina, violaxantina,
auroxantina e luteoxantina. Os sete primeiros pigmentos sSao
+tambén encontrados na variedade chilena, além de luteina e

zeaxantina.

. 0Os péssegos hracileireos mostram maiores teores
de g —criptoxantina {principal pigmento)} gue oS péssegos
analisados no exterior. Tal fato pode ser devido a diferenca de

variedade ou decorrente do procedimento analitico.

r. Em nectarina foranm encontrados os carotendides:
13-cisg-g~caroteno, g~caroteno, g-cis~B-carotenc, [ -carotenc, nheo-
g-criptoxantina, g~criptoxantina, luteina, zeaxantina,
violaxantina, mnmutatoxantina, auroxantina e um pigmento néo

jdentificado.
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s. A composicic de carotendides de nectar:na
mostrou~se muito semelhante & do péssego, fato esperado & gue

essas frutas pertencem & mesma familia.
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